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1. Bevezetés és célkitiizések

A nanotechnologia az utobbi években mindennapjaink részévé valt. A XXI. szazad egyik
leggyorsabban fejlod6 iparaga. A termékeit felhasznalhatjak a kozmetikai-, a gyogyszer-, az
elektronikai- és az élelmiszeriparban is. A felhasznalds soran a méret csokkenésbdl adodo,
megvaltozott tulajdonsdgokat hasznaljak ki, viszont a lehetséges hatranyaival és veszélyeivel,
sokkal kisebb mértékben foglalkoznak. Az egészségiigyi, kornyezetvédelmi és 6kologiai hatasaival
joval kevesebb tanulmany foglalkozik, mint a lehetséges 1j felhasznalési teriiletekkel. A legtobb
nanoméretli anyagnak a kornyezeti kockazata még felderitetlen, viszont mar tobb éve hasznalatban
vannak. A nanoanyagok dkotoxicitasara még kevesebb adatot talalhatunk.

Vizsgéalataimban a nano és a nagyszemcsés cink-oxid (ZnO) hatasat teszteltem két talajlako
szervezeten, a Folsomia candida ugrovillas fajon és a Panagrellus redivivus fonalféreg fajon. A
ZnO-ot azért valasztottam, mint vizsgalati anyag, mert sokoldalisidga ¢és kompatibilitdsa miatt
szamos teriileten felhasznalhatjak példaul kornyezeti kdrmentesitésre, termékek adalékanyagaiként,
¢lelmiszerekben, kozmetikai szerekben és naptejekben, a kivalo fotokatalitikus tulajdonségai miatt.

A szarazfoldi, talajlako allatokra kevés teszt sziiletett eddig €s olyan, amiben tobb szervezet
érzékenységét vizsgaltak egyiitt, még kevesebb. Mindkét tesztallat megfelelé a ZnO-dal végzett
laboratériumi tesztekhez, hisz konnyen tarthatoéak, szaporithatoak, kis helyet igényelnek, megfeleld
az érzékenységiik az anyagra és a kornyezeti relevanciajuk is magas. A ZnO-dal nem csak teszt
koriilmények kozott taladlkozhatnak, hisz a felhasznaldsa sordn nemcsak a haztartasi, ipari

hulladékkal €s a szennyvizzel keriilhet be a talajba, hanem kozvetleniil is kijuttathatjak.

A dolgozatomban a kdvetkez6 kérdések megvalaszolasat tliztem ki célul:
e Van-e kiilonbség a nagy szemcseméretii €s a nano ZnO toxicitasdban?
e A nanoanyagoknal a szemcseméretnek van-e szignifikdns hatédsa a tesztallatokra?
o A vizsgalt talajszervezetek koziil, melyik érzékenyebb a nano ZnO-ra?
e A Folsomia candida ugrovillas faj esetén befolyasolja-e a toxicitast a ZnO expozicios

utvonala?



2. Irodalmi attekintés

2.1. Nanoanyagok

A nano eldtag a goérog nanosz szobol ered, jelentése torpe. Az Eurdpai Bizottsag 2012-es
természetes anyag, szandékolatlanul eldallitott mesterséges anyag vagy szandékosan eldallitott
anyag, amely nem kotott allapotban, aggregdtum forméjaban vagy agglomeratum formajaban olyan
részecskéket tartalmaz, amelyeknek legalabb egy kiils6é mérete a részecskéknek a darabszam
szerinti méreteloszlas alapjan vett legaldbb 50 %-a esetében az 1 nm-t6l 100 nm-ig terjedd
mérettartomanyba esik. Konkrét esetekben, tovabba akkor, ha azt kérnyezetvédelmi, egészségiigyi,
biztonsagi vagy versenyképességi szempontok indokoljak, a darabszam szerinti méreteloszlashoz
tartozd 50 %-os kiiszobérték helyett 1 %-nal nagyobb, de 50 %-nal kisebb kiiszobérték
alkalmazhat6." A globalis szinten forgalomban 1évé nanoanyagok éves Osszmennyisége kb. 11
tonna (EUROPAI BIZOTTSAG 2012). A nanorészecskék kis méretébdl adodéan nagy a fajlagos
feliiletiik, valamint nagy a reakcidokészségiik. Nanotartomanyban ujszeri fizikai és kémiai
tulajdonsagok alakulnak ki.

A nanotechnoldgia célja a nanométeres tartomanyba esd eszk6zok, anyagok eldallitasa,
fejlesztése ¢€s alkalmazasa. A nanotudomdny viszont az ebbe a tartomanyba esd anyagok

tulajdonsagait vizsgalja, beleértve a vizsgalati modszereket és azok fejlesztését is (BANYAI 2009).

2.1.1. Csoportositasuk

A nanoanyagokat tobb szempont szerint tudjuk csoportositani. A harom fébb csoportositasi
kategoria a keletkezés, a kémia struktira és a dimenzidszam.

A nanorészecskék keletkezhetnek természetes vagy emberi (antropogén) Uton, célzott
eldallitas soran vagy melléktermékként. A természetes eredetli nanoanyagok lehetnek folyékony,
szilard és gaz halmazallapotiak is. Létrejohetnek kdzetmallas (els6sorban fém-oxidok), erdétiizek
¢s vulkankitorések soran. Ezek mellett szdmos €16 szervezet (pl.: virusok) lebomlésa altal
keletkezhet nanoméretli részecske ¢€s az emberi szervezetben is megtalalhatoak ilyen

mérettartoméanyt struktardk (PANDICS 2008).



Az emberi tevékenység melléktermékeként keletkezd nanoanyagok féképpen a belsdégésii
motorok (dizel), erdmiivek, hulladék ¢és egyéb égetdmiivek haszndlata soran keletkeznek. A
grillezésnél és az olajban torténd siitésnél is keletkezhetnek nanorészecskék (PANDICS 2008).

A tervezett eldallitasra két technologia 1étezik. A nagyobb szemcsékbdl mechanikai és
kémiai modszerekkel eldallithatok nanoméretii részecskék, ezt a modszert nevezziik "top-down'"-
nak. A masik at a kémiai épitkezésé ez a "bottom-up" moddszer, amikor irdnyitott reakciokkal akkor
fejezziik be a szintetikus folyamatot, amikor a képzddott anyag a szamunkra kivanatos
mérettartomanyba n6tt (BANHEGYINE TOTH 2008).

Kémiai struktira szerint tobb anyag és vegyiilet csoportba sorolhatjuk a nanorészecskéket:

e Elemek:

o Félvezetok: kadmium, telltr, szilicium

e Vezetdk: arany, eziist, vas

e Nem fémek: szén (nanocsovek, fullerén, ipari korom)
e Vegyiiletek:

e Szervetlen: fém-oxidok (titan-dioxid, cink-oxid)

e Szerves: polytetrafluoretilén (PTFE), korom
e Bioldgiai struktirak:

e Liposzémak, micellak
(PANDICS 2008).

A nanoanyagokat a dimenziészam szerint is tudjuk csoportositani. A legegyszeriibb
szerkezeteket a D kategoriaba sorolhatjuk, ezeket nevezziik nanorészecskéknek. Ezek pont-szerii
elemek, lehetnek fémek, oxidok, félvezetdk és szerves anyagok is. Jellemzd rajuk, hogy mind
harom dimenziéban 100 nm-nél kisebb a kiterjedésiik. A kovetkezé dimenzio a D', ahova a linedris
nanoszerkezetek tartoznak, az 4tmérd nanotartomanyu, a hossz viszont mikrométeres vagy
milliméteres 1is lehet. Lehetnek nanocsovek, nanodrétok és egyéb hasonld szerkezetek
(BANHEGYINE TOTH 2008). Jellemzd rajuk a rendkiviili szilardsag, kivalo adszorpcids képesség,
vezetd, félvezetd és szigeteld is lehet (ZSENI 2010). A nanoporozitds, nanosziirés (D?)
dimenzidészama nehezen definidlhatd. Ide tartozhatnak példaul a réteges anyagasvanyok, réteges

nanolemezkék, nanopérusu anyagok (BANHEGYINE TOTH 2008).



2.1.2. Tulajdonsagaik

A nano mérettartomdnyban az anyagok fizikai, kémiai és mechanikai tulajdonsagaik
Iényegesen megvaltoznak. A méret csokkenésével nd a fajlagos feliilet, viszont a tomeg nem
valtozik. A nanorészecskék tartalmaznak egy alcsoportot, az ugynevezett kolloidok tartoznak ide
(CATTANEO et al. 2009). A nanoszemcsék szine is megvaltozhat a nagyszemcsés anyaghoz képest
példaul az aranytOmb szine sargds, viszont a nanorészecskék vorosesek. Az anyagok oldhatosaga,
forraspontja, reakcioképessége, katalitikus aktivitasa is megvaltozhat a nanométeres tartomanyban.
A nanoanyagokra jellemzé még az onszervezddés, amelyben egyes elemek rendezetlen halmaza
magatol rendezett mintazatta szervezddik, a részecskék kozotti kolesonhatasok kovetkeztében. A
folyamat soran 1 tulajdonsagok és funkcionalis képességek keletkezhetnek (HTTP 1.). A
megndvekedett fajlagos feliilet és a reakcidoképesség megkdnnyitheti a biologiai elérhetdségét és
megndvelheti a toxicitdsat az anyagoknak. A nanoanyagok oOkotoxicitdsara vonatkozodan kevés
adatot talalhatunk (KAHRU et al. 2009). A szemcseméret csokkenésével jelentOs valtozast mutatnak
még a katalitikus aktivitas, olvadaspont és az optikai sajatossagok is. A nanoszemcsék esetében
egységes olvadas-, ill. forraspont nem adhaté meg a kémiai heterogenitas miatt (PANDICS 2008).

LOCKMAN et al. (2003) és OBERDORSTER (2004) leirtak, hogy a nanorészecskék képesek
atjutni a legerdsebb bioldgiai membranokon is, mint példaul a vér-agy gaton is, és ezen keresztiil a
kozponti idegrendszerbe is bekeriilhetnek. A véraramba keriilve a legfontosabb szervek mellett a
sejtekbe is bejuthatnak, és jelentds sejtkarosodast okozhatnak. A nanoméreti részecskék
expozicidja és transzlokacidja is eltérhet ugyanazon anyag nagyszemcsés formajatol (SZALAY
2009). Az egészségre gyakorolt hatisoknal fontos szerepet jatszik az expozicid mértékének
meghatarozasa, az akut €és kronikus toxicitas vizsgalata és az irritabilitds, karcinogenitas megitélése.
Az egyik legfontosabb toxikus hatas lehet a nanoanyagoknal az érrendszerben az oxidativ stressz.
Emellett szdmos nanoszemcsés anyagnal, féleg a fém-oxidok esetében, mutattak ki a reaktiv oxigén
gyokok fokozott termelédését (PANDICS 2008). A nanoanyagok karcinogén hatdsat tobb
tanulmanyban is vizsgaltak az utobbi években. ROLLER (2009) szintetikus nanorészecskék hatasat
vizsgalta patkdnyokon. Kisérletei soran a tesztallatoknal tiidorakot diagnosztizalt. Mas kisérletek is
hasonldo eredménnyel jartak. KUMAR & DHAWAN (2013) attekinté tanulmanyukban
Osszegyljtotték a mesterséges nanorészecskék genotoxikus, citotoxikus €s karcinogén hatasait
vizsgalo kisérletek eredményeit €s értékelték ezeket. Véleményiik szerint az ember is ki van téve a
nanorészecskék karos hatasainak, mindenképp elengedhetetlen a tovabbi vizsgalati mddszerek és a

kockdzat elemzés fejlesztése a témaban.



2.1.3. Felhasznalasuk

A nanoanyagok manapsdg gyakorlatilag mindenhol megjelennek. FObb felhasznalasi
teriiletek a kozmetikai ipar, a gyogyszeripar, az elektronikai és az optikai eszkozok gyartasa
(PANDICS 2008). Ezek mellett még a legtdobb naptej és festék tartalmazza Oket, egyéb
felhasznalasuk lehet még az Ontisztuld ablak és ruha (KAHRU et al. 2009). Mas lehetséges
alkalmazasi teriilet lehet a kornyezetvédelem. Hasznalhatjak a nanoszerkezeteket a karos molekulak
megkotésére és kornyezeti detektorokban is. Fel lehet hasznalni 6ket a szennyviztisztitasban,
biotechnoldgidban, diagnosztikdban és a rakterdpidban is (BANHEGYINE TOTH 2008).
Fogyasztovédelmi szempontbol aggalyos, hogy a nanotechnoldgia altal késziilt termékeknek
nagyrészt nincs kiilonleges ismertetd jele, igy a vevok nem tudhatjdk, hogy milyen Gsszetétell

terméket vasarolnak.

2.1.4. Nanoanyagok kockézata, kockdzatbecslése

A nanotechnologia egyre nagyobb térhoditasa indokolja, hogy az igy eldallitott anyagok
vesz€lyességét, kornyezeti és egészségiigyi kockazatat megfelel6képpen kivizsgaljadk. A
naoanyagok konnyebben bejutnak a szervezetbe, belégzés, oralis vagy dermalis felvétel soran.
Szétterjedhetnek és kitilepedhetnek a 1égz6 rendszer egész teriiletén, atléphetnek a sejthartydkon.
Biologiai aktivitasuk nagyobb, igy gyulladaskeltd hatasuk is lehet (ZSENI 2010). A Nemzeti
Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal 2009-ben azt nyilatkozta, hogy sem Magyarorszagon, sem az
Eurépa Unidban nincsenek nanotechnoldgiaval gyartott élelmiszerek forgalomban. 2009-ben és
2011-ben is kiadott az EFSA (European Food Safety Authory) egy-egy kozleményt, amelyekben
kozlik a tudomanyos véleményeket a nanotechnologia és az élelmiszerbiztonsag kapcsolatarol. A
2011-es mar kitér a nanotechnoldgiaval gyartott élelmiszer adalékok és csomagolasok kezelésére is
(HTTP 2.).

A nanoanyagok tekintetében eseti alapon kell a kockazatértékelést elvégezni, emellett fontos
a fogyasztok tajékoztatasa, a nanoanyagok cimkézése, validalt és a nanoanyagok vizsgdlatara
alkalmas modszerek kifejlesztése, a kockazatokkal kapcsolatos informécidok 0Osszegyljtése
(EUROPAI BIZOTTSAG 2012).

A nanoszemcsés anyagok megjelenése mellett 1) fogalom sziiletett: a nanoszemét,
nanohulladék. Ez a kategéria jelenleg jogilag szabalyozatlan és alig tudunk réla valamit. A

nanohulladék kezelésr6l, artalmatlanitasrol semmiféle elképzelés nem sziiletett eddig.



Németorszagban dolgoztak ki kutatési tervet arra vonatkozdan, hogy megismerjék és mérni tudjak a
nanorészecskék szabaddd valasat a hasznalt levegOben, szennyvizben, hulladékban vagy akar
szallitas kozben, feldolgozasi folyamat soran (ZIMLER 2008).

A nanoszemcsék egészségre illetve kornyezetre gyakorolt hatdsat legpontosabban a
kvantitativ kockéazati szamitadsokkal, mutatokkal irhatjuk le. A szamitogépes becslésekkel vigyazni
kell, mert nem vehetik figyelembe a megvaltozott méretbeli €s fajlagos felszinbeli kiillonbséget és
igy sok esetben azonos eredmény johet ki a nano €és a nagyszemcsés anyagokra vonatkozoan.
Anyagonként meg kell hatirozni a PEC (Predicted Environmental Concentration) / PNEC
(Predicted No-effect Concentration) aranyt és rendszeresen feliil kell vizsgalni. A szamitasok végso
célja a nanoszemcsékre vonatkozo hatarértékek meghatarozasa. A hidnyos mérési adatok miatt

pontos kockéazatbecslési szamitasok egyel6re nem végezhetéek el (PANDICS 2008).

2.2. Cink-oxid és nano cink-oxid

A cink-oxid (ZnO) finom eloszlasu fehér por, természetben eléforduld forméja a cinkit. A
ZnO-nak wurtzit racsszerkezete van és ismert, mint a sargaréz gyartads mellékterméke. Felhevitve a
szine sargava valtozik, mivel a rdcsbol oxigén atomok 1épnek ki és egy nem sztochiometrikus fazis
keletkezik. A folosen beépitett cinkatomok racshibaként jelentkeznek és lathaté fény energiaval
gerjeszthetévé valnak, igy valtozatos szinli cink-oxid allithaté elé (KUNNE PAL 2009). A fém
oxidok koziil a cink-oxid vizoldékonysaga igen jo (PANDICS 2008).

A cink-oxid jo vezetoképessége, fotovoltaikus és szorpcids tulajdonsagai miatt ipari
érdeklédésre tehet szert. Kémiai membranként is hasznalhatd6 (NAGYNE NASZALY 2008). Az
egyik legfontosabb ipari felhasznédldsa a gumigyartasban van, itt a vulkanizalasi 1d6t csokkentik
vele. Ezen feliil alkalmazzdk a milanyagiparban toltoanyagként, kozmetikaban puderek, arcfestékek
alapanyagaként, a gyogyszeriparban segédanyagként, illetve a jo fedOképessége miatt a
festékiparban festékek eldallitdsahoz. Tovabba eldéllitanak a segitségével metilalkoholt és
rendkiviil jo optikai tulajdonsagainak koszonhetden hasznaljak napelemekben, gaz szenzorként €s
ledekben (KUNNE PAL 2009). A ZnO nehezebben szivodik fel a szervezetben, minddssze a
bekeriilt anyag 3-4 %-a, mig a cink-szulfat (ZnSO4) vagy a cink-klorid (ZnCI2) esetében a
felszivodas mértéke a 80 %-ot is elérheti. A cink-szulfatbol és a cink-kloridbol 120 mg/kg a
maximalis mennyiség, amit az allati takarmany tartalmazhat, a ZnO-nal pedig 2000-2500 mg/kg.

A cink-oxid nanostrukturat sokféleképpen alkalmazzak sokoldaltisaga és kompatibilitasa

miatt. Szintetizlhatjak nanoriad, nanodrot, nanocsd, nanodv, nanogylrii és nanopropeller formaban



is. A magas érdeklddés a nano ZnO irant a lehetséges alkalmazasbol ered az elektronikaban, a
szerkezeti felépitéseknél és a bioldgiai anyagoknal (KUCHIBHATLA et al. 2006). Ezeken feliil még
hasznalhatjak kornyezeti karmentesitésre, termékek adalékanyagaiként, élelmiszerekben (Zn
tapanyagforras), kozmetikai szerekben €s naptejekben a kivaldo UV abszorbciods és reflexios
tulajdonsagai miatt (HONGBO et al. 2013). A kozmetikaban felhasznalt nanorészecskék hatasara a
termékeknek jobb texturaja, élénkebb szine lett és a hatdbanyag borbe vald bejutasa is konnyebbé
valt. A naptejekben talalhatd nanorészecskék potencialis toxicitdsa a méretiikbol és elsdsorban a
szabad gyokképzodésbol ered, valamint abbol a képességbdl, hogy az immunologiai védekezd
mechanizmusokat el tudjék kertilni, illetve komplexeket tudnak képezni a fehérjékkel.

(NEWMAN 2009).

A nanoanyagok széleskorii és béviilé eldallitasnak és hasznalatanak kdszonhetéen egyre no
a kornyezetbe jutds lehetOsége, és ezaltal veszélyt jelenthet a talajszervezetekre (WAALEWIIN-
KOOL et al. 2013). A fémoxid nanoszerkezetek toxicitdsa legalabb harom kiilonb6zo
mechanizmusra oszthatdé (BRUNNER et al. 2006). El6szor is a részecskék a kornyezettel reagalva
toxikus osszetevoket engedhetnek a kozegbe, példaul a cink-iont a ZnO-bol. Masrészt a részecskén
lezajlo feliileti kolcsonhatasok eldidézhetik olyan toxikus Osszetvok keletkezését, mint példaul a
kémiai gyokok, illetve a szabad oxigén gyokok. Harmadszor a részecskék vagy a feliiletiik
kozvetlen kapcsolatba keriilhetnek a szervezettel, és meg is zavarhatjak annak mutikodését, példaul
olyan mddon, ahogy a szén nanorészecskék kolcsonhatdsba léphetnek a membranokkal, illetve a
DNS szalba is interkalalédhatnak. Ez a harom folyamat a nano ZnO-ra is igaz. A kioldodott Zn**
ion bizonyitottan hozzajarul ezeknek a nanorészecskéknek a citotoxicitaisathoz (HONGBO et al.
2013). A kozeg pH-ja is fontos szerepet jatszik a cink-ionok kioldodasaban (WAALEWIIN-KOOL et
al. 2013). A cink-ionok kioldodasaval magyarazhato, hogy a fémoxidok koziil a nano ZnO a
legtoxikusabb. A nano ZnO fotokatalitikus tulajdonsaga eldsegitik a reaktiv oxigén gyokok (ROS)
termelddését (HONGBO et al. 2013). A reaktiv oxigén gyokokrol kimutattak, hogy kérosithatjak a
lipid sejteket, szénhidratokat, fehérjéket és a DNS-t is, gyulladashoz és oxidativ stresszvalaszhoz
vezethetnek (KAHRU et al. 2008).

A ZnO és a nano ZnO toxicitasat sok kisérletben hasonlitottadk 6ssze. WONG et al. (2009) 6t
tengeri €l6lényen tesztelték a két anyagot. Kisérleteik soran a nano ZnO nagyobb aggregatumokat
képzett a tengervizben, mint a nagyszemcsés megfeleldje, pedig magasabb a vizoldhatésdga: nano
ZnO (3,7 mg L™, ZnO (1,6 mg L™). A vizsgalataikban a nano ZnO toxikusabbnak bizonyult az
alga fajokra, viszont relative kevésbé toxikusnak a rak és hal fajokra, mint a nagyszemcsés ZnO.
HEINLAAN et al. (2008) ¢s BLINOVA et al. (2010) kisérleteiben mind a nanoméretli, mind a

nagyszemcsés erdsen toxikus volt, a két anyag hatdsa kozott nem volt szignifikans kiilonbség.
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Hasonl6 eredménye lett XIONG et al. (2011) kisérleteinek zebradanio (Danio rerio) halfajon. A
nagyszemcsés €s nano szuszpenzionak, és a cink-ion oldatnak hasonlé toxikus hatdsa volt a tropusi
eredetli haziasitott halfajra.

Az Eotvos Lorand Tudomanyegyetemen végzett kisérletekben a cink-ion kiold6das
nagyjabol megegyezd a nano és a nem-nano ZnO-nal, a magasabb koncentracidknal a nanobdl tobb
oldodott ki. A kiilonb6zé pH-kon kiolddodo cink-ionokrol késziilt diagramot a 1. mellékletben
lathatjuk.

2.3. A tala] és a talaj élolények szerepe

A talaj tobb fazisbol allo, szerves és szervetlen anyagokbol felépiild bonyolult rendszer,
fontos szerepe van az elemek korforgdsaban, valamint a szarazfoldi Okoszisztémak
tapanyagellatasban is. A talajok bioldgiai és dkotoxikologiai vizsgalata egyre nagyobb jelentdséget
kap. Azonban mivel még mindig nem ismertiik ki eléggé az ép talaj 6koszisztémajat sem, nehéz
megkiilonboztetni a klimatikus és szezonalis valtozasokat a szennyezd anyagok karosnak min6siild
hatasaitol (GRUIZ et al. 2001). A talaj 6kotoxikologia vizsgalja a szennyezddéseket és hatasukat a
fontos talajlako szervezetekre (SOCHOVA et al. 2005). Erdemes megemliteni az adaptacios
képességet is, leginkabb a talaj mikrofloraja képes hozzaszokni, ellenallni a karos hatasoknak. A
talaj Okoszisztémadjat, biologiai allapotat sokféleképpen vizsgalhatjuk, egységesitett modszerek
nincsenek. Jellemzésiikre haszndlhatunk Okotoxikologiai, biodegradacios és bioakkumulacios
teszteket (GRUIZ et al. 2001).

A talajélolények tobb szempontbdl is fontos szerepet jatszanak az dkoszisztémak megfeleld
miuikodésében. Szabdlyozzak a tapanyagkorforgalmakat, szerepiik van a nedvesség tarolasban és
szallitasban, a biotikus szabalyozasban és a detoxifikicioban, befolyasoljak a talaj szerkezetét, az
atmoszféra Osszetételt. A talajban talalhato él6lénykozosségek igen valtozatosak, amelyek eltérd
biokémiai teljesitOképességli szervezetekbdl allnak. A legnagyobb frakciot képviseld szervezetek a
mikroorganizmusok, a gerinctelen és gerinces allatok tomeg ¢€s egyedszama joval alacsonyabb,

azonban a koz0sségi anyagcserében betoltott jelentdségiik nagy (SZEDER 2011).
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2.4. Tesztallatok bemutatasa

2.4.1. Fonalférgek (Nematoda)

A nematoda sz6 gorog eredetii és fonalat, szalat jelent. A legels6 adatok a fonalféregrél tobb
mint 4000 évvel ezeldttrél szarmaznak. Abbol az i1débdl foképpen az ¢€16skodd nematodakrol
késziiltek feljegyzések, hisz azokkal volt kozvetlenebb kapcsolata az emberiségnek. Az eddig leirt
fajok szama 20 000 koriil van, ebbdl koriilbelil 800-at jegyeztek fel eddig Magyarorszagon
(ANDRASSY & FARKAS 1988). A fonalférgek altalaban petékkel szaporodnak (JAVOR 1974).

A fonalférgeket két csoportra oszthatjuk: él6skodé (Nematoda parasitica) és szabadon €16
(Nematoda libera) fonalférgekre. A szabadon ¢él6 a fonalférgek a természetben barhol
eléfordulhatnak, illetve valamilyen formaban a novényekhez kotottek, tehat a kozeliikben élnek
vagy beldliik taplalkoznak. Ez a ndvény szdmara lehet semleges vagy artalmas, és az artalom nem
csak kozvetlen modon jelentkezhet, mivel a fonalférgek vektorként is funkciondlhatnak és igy
megfertézhetik a novényt kiilonb6zo hordozott virusokkal. A ndvényeken vagy novényekben é16
fonalférgeket, novényi kartevd fonalférgeknek, vagy fitonematoddknak hivjuk (ANDRASSY &
FARKAS 1988). A fitonematodak a szabadon €16 fonalférgekhez tartoznak.

A ma ismert fajoknak nagyjabdl a fele szabadon ¢l a természetben, ezek kozott fele-fele
aranyban talalhatok vizben és szarazfoldon ¢€l6 fajok. A lényeges szempont szdmukra a talaj
viztartalma, mar a talajszemcsék kozotti kapillaris hézagokban 6sszegylilt viz is elegendd nekik,
viszont porszaraz talajban nem életképesek (ANDRASSY & FARKAS 1988). FRECKMAN et al.
(1975) kisérletei alapjan elmondhatjuk, hogy még a sivatagi talajban is képesek megélni a
fonalférgek.

A fonalférgek extrém mélységekben is megtalalhatoak, dél-afrikai banyakban 0,9 -3,6 km
mélységben elhelyezkedd fOldalatti vizkészletekbdl vett mintakban is sikeriilt kimutatni
baktériumevé nematodakat. Ezek az eddigi legmélyebben megtalalt, a hdséget és az oridsi nyomast
is elvisel6 tobbsejtii é161ények (BORGOINE et al. 2011).

A fonalférgek négyszeri vedléssel érik el az ivarérettségiiket, mikdzben allandoan
taplalkoznak és nének (JAVOR 1974).

A szabadon ¢l6 nematoddk alapvetden négy taplalkozasi formdt mutatnak, amihez
szajszervik és életmodjuk is alakult: baktériumevok, alga- és tormelékevok, novényi nedvszivok és

ragadozok (ANDRASSY & FARKAS 1988).
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A fonalférgek legnagyobb tomegben a talajban élnek, porhanyitjak a foldet, ezaltal fokozzak
a viztarold képességét, ugyanakkor szelloztetik is. Apritjdk az elhalt novényi és allati
maradvanyokat, részt vesznek a humuszképzddésben is. Elpusztult tetemeik természetes tragyaként
jarulnak hozza a talaj tapanyagforgalmdhoz. A talajhoz hasonloan az édesvizek €s a tengerek
¢letében is fontos szerepet jatszanak. Mas éldlényekkel szoros kolcsonhatasban vannak mindeniitt,
akar az életfeltételeiket is megteremthetik (ANDRASSY & FARKAS 1988).

Tobb mint harom évtizede hasznaljak a fonalférgeket laboratoriumi tesztekben. Kiilonbozo
fajokat vontak be a vizsgalatokba a toxicitas kimutatasara, vizben, taptalajokon és foldben tesztelve.
Nagyrészt szabadon ¢€l6, baktériummal taplalkozo fajokat haszndlnak tesztallatként. Az
okotoxikologiai ¢és genetikai vizsgalatokban foképp a Panagrellus fajok (1. kép) és a
Caenorhabditis elegans az elterjedt modellallatok (HOSS & WILLIAMS 2009). A bakterivorok
csoportja meglehetésen fajgazdag, ugyanakkor nagyfoka egyontetliség jellemzi Oket.
Legjellegzetesebb képviseldik a Secernentia osztaly egyik nagy rendjét alkoté Rhabditidak, azon
beliil pedig a Cephalobina és a Rhabditina alrend tagjai. Egyszerti, kevésbé mddosult szajiireggel
rendelkeznek. A taplalék felvétele egyszerli beszivassal torténik. Szaprobiontak, kedvelik a bomld
anyagokban gazdag kozegeket, ahol a taplalékul szolgald baktériumok nagy tdmegben tenyésznek.
A Cephalobindk egy része mas élohelyeken is tenyészik, pl.: a talajban. A baktériumevok napi
taplalék igénye igen nagy, ezért amint csokken a baktérium szdm a kornyezetiikben (a baktériumok
lebonté munkéja véget ér), a fonalférgek tenyészete is osszeomlik. Eletciklusuk révid, a populacio
Osszeomlasa eldtti utolsdo nemzedék rendszerint mar nem fejlédik ivaréretté, hanem pete vagy larva
alakjaban lappang6 ¢let mellett varjak, hogy az életfeltételek ismét megfeleldek legyenek
szamarukra (ANDRASSY & FARKAS 1988).

A nematodékat kiilonb6z6 teszt szubsztratokban vizsgaljak, ez tobb szempontbdl is fontos.
Egy anyag akkor okozhat toxikus hatdsokat egy ¢l6lényen, ha az szadmara felvehetd a kornyezetbdl.
Ez a felvehetdség egy komplex kdrnyezetben, mint az iiledék vagy a talaj, fligg a kemikaliak
Osszetételétdl és a tesztallat mozgasi és étkezési viselkedésétol. Az liledékben és a talajban, ahol a
fonalférgek talalhatdak, az odajutott anyagok nagy része kotddhet a talajszemcsékhez (HOSS &
WILLIAMS 2009). Amikor kiilonb6z6 szubsztratokban vizsgaljuk a Nematodékat, az anyagok eddig
nem ismert tulajdonsagaira is fény deriilhet, illetve arra is, hogy milyen kornyezetben toxikusabb
egy adott xenobiotikum a tesztallatainkra.

WANG et al. (2009) és KAHRE et al. (2011) kisérleteiben erdsen toxikusnak bizonyult a
nano ZnO a C. elegans fajra. Mindkét vizsgalatnal azt allapitottak meg, hogy a ZnO részecskékbol

kioldddo cink-ion jatszott szerepet a toxikus hatés kivaltasaban.
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1. kép: Panagrellus redivivus (KISS 2014)

2.4.2. Ugrovillasok (Collembola)

Az ugrovillasok (Collembola) a hatlabuak (Hexapoda) egy Osi csoportja. A mezofaunaba
tartoznak, vilagszerte elterjedt allatok, csak a tengerek és Oceanok nyiltvizi teriiletein nem
talalhatéak meg. Elhetnek a talaj felszinén, a talajban, a korhadd avarban, a fik kérge alatt és
magukon a ndvényeken is. Az utobbi ugyantgy jellemz6 mind a szarazfoldi, mind a vizindvényekre
is (DANYI & TRASER 2008). T&bb mint hatezer fajuk ismert a vildgon (SZEDER 2011).
Magyarorszagon jelenleg 410 ugrovillas faj ismert.

Fontos szerepet toltenek be a talaj-Okoszisztémdban, jelentds lebontd szervezetek.
Kiilonboz6 taplalkozast ugrévillas fajokat ismeriink, ezek kozott lehetnek ragadozoak is. Altalaban
széles taplalkozasi spektrummal rendelkeznek, fogyaszthatnak gomba sporat, hifat, zuzmokat,
mohakat, ndvényi maradvanyokat, baktériumokat, algasejteket és fonalférgeket is (SERES 2009).

Az ugrovillasok rendkiviil fontos, kozponti szerepet jatszanak a talaj szerkezetének
kialakuldsédban, a n6vényi maradvanyok, gombak fogyasztasaval, apritd tevékenységiikkel, illetve
uriilékiik, mint mikroszkopikus szerves struktirak, megndvelik az anyagok hozzaférhetdségét a
baktériumok szaméara (SZEDER 2011). Emellett fontos szerepiikk van a mikorrhiza gombak
terjesztésében (SERES & BAKONYI 2002, SERES et al. 2003) és hatalmas jelentségilick, mint a
talajfauna ragadozoinak taplalékbazisa (DANYI & TRASER 2008). A remediacios folyamatokban is
részt vesznek, €s érzékenyek a talajszennyezés hatasaira (WAALEWIIN-KOOL et al. 2013).

Az ugrovillasok ivarérés utan egész életiik soran vedlenek, akar negyven alkalommal is.
Ekodzben morfoldgiai valtozasokon mennek keresztiil, egyre sotétebb és kontrasztosabb sziniik lesz.
A kornyezeti tényezOk is eredményezhetnek morfologiai valtozasokat az ugrévillasoknadl, ez

jocskan megnehezitheti a faji felismerésiiket (DANYI & TRASER 2008).
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A szabvany szerinti 6kotoxikologiai tesztelésnél hasznaljak a Folsomia candida fajt (2. kép).
Apro, fehér allatok, hasi oldalukon ugroévillaval, amit ha hatracsapnak, felpattannak a levegdbe.
Leginkabb erdei talajban élnek, hasi toml6vel 1élegeznek, ami miatt a talajg6zokre érzékenyek.
Epimorfozissal (kifejléssel) szaporodnak, alacsony nedvesség tartalomnal a peték kiszaradhatnak.
Megfelelé nedvességtartalmil, 20 °C-os kdrnyezetben 10-15 nap alatt kelnek ki, majd tovabbi 10-15
nap alatt valnak ivaréretté (GRUIZ et al. 2001).

2. kép: Folsomia candida (KISS 2014)

2.5. Okotoxikolégiai vizsgalatok talajallatokkal

2.5.1. Vizsgalatok Folsomia candida ugrovillassal

Az ugrovillasokat koriilbeliil négy évtizede hasznaljak dkotoxikologiai tesztelésnél (KROGH
2008). A Collembolak széles korben elterjedtek, laboratoriumi koriilmények kozott konnyen
tarthatoak és szaporithatoak, szobahémérsékleten rovid a generacios idejilk (BODROG 2012). Az
OECD 232-es guildline-ja ugrovillasok tesztelését irja le talaj kozegben. Két fajra vonatkozik a
leiras, Folsomia fimetaria és F. candida ugrévillas fajokat lehet hasznalni a szabvany altal leirt
tesztben. A szabvany leirja, hogy mennyi ideig tart a teszt, milyen ismétlés szamot és koncentracid
sorozatot érdemes haszndalni, milyen kort egyedek sziikségesek, hany egyedet kell felhasznalni, és
hogy milyen statisztika eljardsokat jo alkalmazni a teszt kiértékelésére. Kiilon kitér a felhasznalt
talaj Osszetételére (5% t6zeg, 20% kaolin, 74% homok, 1% kalcium-karbonat) és mennyiségére. A
teszt érvényességének feltételei is meghatarozottak (kontroll Petri-csészékre vonatkozoan, a teszt
végén):

e adult mortalitas atlaga nem Iépheti tul a 20%-o0t;
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e juvenilis egyedek szamanak atlaga legalabb 100 db;

e ajuvenilisek szamanak variacios koefficiense 30%-nal kevesebb kell, hogy legyen.

A varidcios koefficiens (CV) képlete:

S: szoras

X: atlag

>t

Cv= A *100
Egy masik teszt szabvany az ISO 11267:1999, ez régebbi, mint az OECD altal kiadott és a

vizsgalatimban sem ezt vagy ennek a valtozatait hasznéltam.

2.5.2. Vizsgalatok fonalférgekkel

A fonalférgek megfeleld tesztallatnak bizonyultak kiilonb6z6é anyagok vizsgalatanal, mivel
kis helyet igényelnek, rovid az életciklusuk, egyszerii a reprodukcidjuk és konnyen fenntarthatéak
laboratériumi koriilmények kozott (BOYD et al. 2001). Mostandban tobb standardizalt modszer is
szlletett a szennyviz, az iiledék és a talaj tesztelésére Nematodak felhasznéalasaval. Tobb mint hiisz
ISO, OECD és ASTM tesztszabvanyt hasznalhatunk a fonalférgek tesztelésre. Altaliban tobb
paramétert is vizsgalnak: mortalitast, novekedést, reprodukciot és a viselkedésiiket a tesztanyag
hatasara. A klasszikus toxicitas vizsgalat mellett a C. elegans-t biokoncentracids vizsgalatokra is
felhasznaljak. A rovid generdcios 1d6 €s a laboratdriumi koriilmények kozotti konnyl tenyésztés
miatt, megfeleld tesztillatnak bizonyulnak gyors és alacsony koltségli tesztek elvégzéséhez.
Emellett magas az érzékenységiik a kiilonboz6 szennyezdanyagokra és rovidebb id6 alatt reagalnak
rajuk (HOSS & WILLIAMS 2009).

Amint az 6kotoxikoldgiai tesztek egyre inkabb teret hdditanak, egyre nagyobb jelentdsége
lesz a fonalférgeknek is a laboratoriumi tesztelésben. A Nematoddk idedlis tesztallatnak
bizonyulnak a toxikus hatdsok vizsgalatara a géntdl a kdzosségekig, ami egy Ujabb kihivas lesz a

jov6ben a tudos tarsadalomnak (HOSS & WILLIAMS 2009).
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3. Anyag és modszer

3.1. Felhasznalt anyagok

A tesztek soran négy anyagot teszteltem két tesztszervezeten. A Sigma-Aldrich cég
nagyszemcsés ZnO-jat és ugyan ennek a cégnek a gyartd adatai alapjan 50 nm-nél kisebb
részecskéket tartalmazo ZnO-jat hasonlitottam Ossze egy-egy tesztben. Sédvoly Zoltan megvizsgalta
nano ¢és bulk ZnO szemcseméret eloszlasat pasztazéd elektronmikroszkop segitségével (3-6. kép). A
vizsgalat eredményei jelentdsen eltértek a gyartd altal megadott szemcsemérettdl. Az eloszlasi
gorbén nagyjabol két csucs figyelhetd meg. Az anyag egy része 100-200 nm kdzotti, mig a masodik
csucs 300-500 nm kozotti, tehat a Sigma-Aldrich cég "nano" ZnO-ja mar nagyszemcsésnek

min6sul.

wD HY urr det | mag M@ |
A ETD | 250 ) X ELTE TTK 10.0 mm|10.00 3 pA |ETD |49 999 x

3-4. kép: Sigma-Aldrich bulk ZnO (SAVOLY 2013)
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Mivel a Sigma-Aldrick cég nanokészitménye Savoly Zoltan vizsgalatai alapjan
nagyszemcsésnek bizonyult, ezért két (20 nm és 100 nm), a Szegedi Tudomany Egyetem altal
készitett, elektronmikroszkoppal bevizsgalt szemcseméretli anyagot is teszteltlink. A
nanorészecskéket hidrodermalis tton allitottdk eld. Az anyagokndl feliiletkezelés nem tortént. A
szintézis utdn a mintat megmostak, centrifugaval elvalasztottdk majd szaritottdk, a karakterizalas
ezutan tortént. A szemcseméret eloszlast transzmisszids elektronmikroszképpal (TEM) és
rontgendiffrakcioval  (XRD)  vizsgaltak. A rontgendiffrakciondl a  0,05-0,25 nm
hulldmhossztartoméanyba esd rontgensugarak szorodasat vizsgaljak. A mérést sugarzasdetektorok
segitségével végzik és intenzitdsmérésen alapul, a vizsgalt anyag egészének szerkezetérdl nyujt
képet. A szemcseméret eloszlasi grafikonok az 2. mellékletben taldlhatoak. A transzmisszids

elektronmikroszkdppal késziilt képeket pedig alabb lathatjuk (7-10. kép).
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9-10. kép: 100 nm ZnO (Szegedi Tudomany Egyetem felvételei 2013)
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3.2. Folsomia candida tesztfajjal végzett tesztek

3.2.1. Elokisérletek

FOUNTAIN & HOPKIN (2001) leirasa alapjan elészér az OECD 232 teszt modositott
valtozatat csinaltuk meg. A modositas abban rejlik, hogy aktiv szén nélkiili gipszre raktuk a teszt
allatokat és Eppendorf csé kupakjaba helyeztiik ki az élesztébe kevert tesztanyagot. A gipszbe
szenet azért nem tettiink, hogy az allatok mindenképp az élesztobdl fogyasszanak. Folsomia
candida (Willem 1902) ugrovillas faj kifejlett egyedeit hasznaltuk teszt allatként. Az OECD
szabvanyban leirtak szerint 10-10 db F. candida-t raktunk minden milanyag Petri-csészébe (11.
kép). A gipszontést is én végeztem, 200 g gipsz/ 200 g viz ardnnyal. Az allatok az altalam készitett
szinkron tenyészetbdl szarmaztak és 9-12 naposak voltak. A teszt id6tartama 28 nap volt. A szegedi
egyetem altal eldallitott nZnO-t vizsgaltuk két szemcseméretben (20 nm, 100 nm), Ot
koncentracioban (400 mg/kg, 800 mgkg, 1600 mg/kg, 3200 mgkg, 6400 mgkg),
koncentracionként 4-4 ismétléssel és 8 db kontroll csoporttal. Az Eppendorf kupakokba 0,05 g
¢leszt6t és 20 ug oldatot helyeztiink (12. kép). Az oldatokat ultrahangos razatas (20-25 min, 75 %-
on) utan pipettaztuk az éleszthoéz. Az ultrahangos szonikaldst hasznaljdk a nanoszuszpenzid
stabilazasara, aggregacié megakadalyozasara, de emellett megndvelheti a bioldgiai elérhetdségét is
az anyagnak. A szonikalas alatt ionok oldodhatnak ki a nanoanyagbol (MANUSADZIANAS 2009).
A teszt végén az adult egyedek mortalitasat és a szaporulat mennyiségét értékeltiik ki az OECD
szabvany alapjan.

A masodik és a harmadik teszt taplalékpreferencia vizsgalat volt. Eldszor Sinella coeca
tesztallatot hasznaltunk, majd Folsomia candida tesztallatot. Egy koncentracioban (6400 mg/kg) a
Sigma-Aldrich cég altal gyartott <50 nm-es nZnO oldatot vizsgaltuk. A kisérletet kisméretii Petri-
csészékben veégeztiik, szlirépapiron. A sziirOpapir folé egy elére nyomtatott papirt helyeztiink, amin
ki volt jelolve két helyen az élesztd helye és kortilotte egy-egy korben a vizsgaland¢ teriilet, ahol az
riilékszemcséket szamolni kellett. Maga a vizsgalat azon alapszik, hogy a Collembold-k oda
iritenek, ahol esznek és igy kiderithetd, melyik taplalékot preferdljak. A Petri-csészeékbe 2-szer
0,025 g ¢lesztodt tettiink, az egyik mindig a kontroll volt, arra 10 pg Milli-Q vizet pipettaztunk. A
masik adag élesztére 10 pg oldatot raktunk.

Az OECD 232 teszt modositott valtozatdbol még két tesztet végeztiink. A
taplalékpreferencia vizsgalatbol kideriilt, hogy érdemes a Sigma-Aldrich cég altal gyartott nano

Zn0O-t is vizsgalni ilyen tesztben, ezért az egyik kisérletnél vizsgaltunk egy nagyszemcsés kontrollt,
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az elébb emlitett Sigma-Aldrich nano ZnO-t és a szegedi egyetem altal gyartott 20 nm
szemcseméretli nZnO-t, a masik tesztnél mar csak a nagyszemcsés ZnO-t és a Sigma-Aldrich nZnO
hatasat hasonlitottuk 6ssze. Célunk az volt, hogy ugyanazokat az anyagokat leteszteljiik talajon és
gipszen egyarant, ugyanazokban a koncentraciokban, ugyanolyan laboratoriumi koriilmények

kozott. Ez sajnos nem sikertiilt a gipszes tesztek sikertelensége miatt.
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11-12. kép: Az OECD modositott valtozatahoz hasznalt Petri-csészék és az Eppendorf kupakokba
helyezett élesztok (KISS 2014)

3.2.2. Fokisérlet

Az elbtesztek tapasztalatai alapjan terveztilk meg a fOtesztet. Az Eredmények c. fejezetben
lathatjuk, hogy az aktiv szén nélkiili gipszen tortént tesztek nem hoztak értékelhetd eredményt. Az
OECD szabvanyban megadott feltételeknek egyik sem felelt meg, de szemléltetésnek igy is
hasznalhatoak. Mivel a szegedi 20 nm-es és 100 nm ZnO mennyisége korlatozott volt, ezeket az
anyagokat talajon nem tudtuk tesztelni, igy a végso kisérletekben a Sigma-Aldrich cég altal gyartott
nZnO és a nagyszemcse méreti ZnO-t hasonlitottuk &ssze. A teszt végrehajtasat, hasonloan az
elétesztekhez, az OECD 232 szabvany alapjan végeztiik, csak itt a szabvanyban meghatarozott
Osszetételll talajba helyeztiik a kisérleti anyagot és az allatokat is. Edényenként 26 g talajt mértiink
ki. A hozzaadott desztillalt vizben oldott kisérleti anyag mennyiségét a talaj kivant viztartalma
alapjan szamoltuk ki. gy ehhez a talajmennyiséghez 6 g desztillalt vizet adtunk a kontroll edények
esetében ¢és 6 g desztillalt vizben elkevert fém-oxidot a kezelt edények esetében. A koncentraciok
ugyanazok voltak, mint az elékisérletekben, kivéve, hogy a 6400 mg/kg-0s legmagasabb
koncentraciot itt elhagytuk. Az oldatokat hasznalat el6tt itt is 20 percig razattuk ultrahangon. Az

allatokat egy csipetnyi élesztvel etettilk. A harom hét lejarta utdn a leolvasasnal vizzel toltottiik
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meg az edényeket, majd tintaval szineztiik be, hogy jol lathatéak legyenek az allatok. Ezek utan

leszamoltuk az adult mortalitast és a szaporulatot.

3.3. Panagrellus redivivus tesztfajjal végzett teszt

Akut mortalitasi teszteket végeztiink, a tesztszervezet egy szabadon €16, bakterivor
taplalkozasu fonalféreg faj, a Panagrellus redivivus (Linné 1767) volt (13-14. kép). Kifejlett
nostény egyedekkel dolgoztunk. A torzstenyészetet laboratoriumban, zabpelyhes taptalajon,
sotétben, 20 + 1°C tartjuk. A teszt soran 24 6ra volt az expozicios id6, ezért a teszt viszonylag
gyorsan elvégezhetd ¢és kiértékelhetd. A teszt végpontja a mortalitds, a tesztek leolvasasat
mikroszkép alatt végezzilk. Mivel a teszt nem szabvanyositott Okotoxikologiai teszt, az
érvényességét tigy hataroztuk meg, hogy a kontroll csoportban a maximalis elhullds nem lehet tobb
20 %-nal. Ennél a kisérletnél Sigma-Aldrich cég altal gyartott nZnO, és a nagyszemcse méretii
ZnO-t hasznaltuk. A koncentraciokat az el8kiséreltek alapjan allitottuk be. igy nem a F. candia
fajnal hasznalt koncertraciokat alkalmaztuk, hisz azok tal magas értékek lettek volna. Ot
koncentraciot készitettiink: 50 mg/l, 25 mg/l, 12,5 mg/l, 6,25 mg/ és 3,15 mg/l. Minden
koncentraciot nyolc ismétlésben allitottunk be. Az elkésziilt szuszpenzidkat 20 percig ultrahangos
szonikatorba helyeztiik. A teszteket 96 lyukt mikrotitrald lemezeken végeztiik, ismétlésenként 5
kifejlett néstényt hasznaltunk. A mikro-plate-t termosztatba helyeztiik 20 + 1°C hémérsékletre és 24
ora utdn megszamoltuk a mozgasképtelen és az elhullott egyedeket. A mellékelt képen a kisérlet

beallitasnal behelyezett fonalférgeket lathatjuk.

13. kép: Panagrellus redivivus a zabpehely taptalajrol levéve (KISS 2014)

21



14. kép: Panagrellus redivivus a mikro-plate-ben (KISS 2014)

3.4. Statisztikai modszerek

A statisztikai analizisnél az R programot haszndltuk. Az R-program széles skalaji
statisztikai és grafikai technikakat nyajt (R CORE TEAM 2013). Az R-program segitségével, az
Osszes kisérletnél, ANOVA ¢és post hoc tesztként, Dunnett tesztet végeztiink.

Az ANOVA szamos, egyezd szorasu, normal eloszlasu csoport atlaganak Osszevetésére
alkalmas statisztikai modszer. Az egyszempontos varianciaanalizis a kétmintas t-proba altalanositott
véltozata, mely kettdnél tobb fliggetlen csoport esetén képes egy valtozo atlaganak
Osszehasonlitasara.

A Dunnett teszt a kontroll csoporthoz viszonyitva szamolja ki, minden egyes valtozora, a

Student féle t-probat (R CORE TEAM 2013).
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4. Eredmények

4.1. Folsomia candida fajjal végzett Kkisérletek eredményei

4.1.1. Elokisérletek

A gipszen végzett tesztek nem feleltek meg az OECD 232-es szabvanyban leirt
feltételeknek. A teszteknek ezen feliil sem lett értékelhet eredménye, koncentraciofiiggdséget sem
tapasztaltunk, amit viszont a talajon végzett tesztnél igen. A két fajjal végzett (Sinella coeca,
Folsomia candida) taplalékpreferencia vizsgalatnal 100 % mortalitast tapasztaltunk. Valdsziniileg a
kis Petri-csészékben a 6400 mg/kg-0s koncentracio letalisnak bizonyult.

Az alabbiakban lathatjuk az el6tesztek eredményeit diagramokon. Az el6tesztekhez végzett
Dunnett probak eredményeit a 3. mellékletben tekinthetjiik meg.

Az elsd, gipszen végzett teszt soran, a Szegedi Tudomany Egyetem altal készitett 20 nm és
100 nm ZnO-t hasonlitottuk 6ssze (1-2. diagram). Az adult egyedek mortalitdsdban nem lathato
koncentraciofiiggdség. A juvenilis egyedek szdma a kontroll csoporthoz képest jol lathatoan

csokkent. A két szemcseméret hatasa kozott nincsen szignifikans kiilonbség.
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1. diagram: Az els6, gipszen végzett kisérletben tulélt adult egyedek atlaga és szorasa szazalékban
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2. diagram: Az elsd, gipszen végzett kisérletben sziiletett juvenilis egyedek atlaga és szorasa

A masodik, gipszen végzett teszt soran, a Szegedi Tudomany Egyetem altal készitett 20 nm
¢és a Sigma-Aldrich cég nagy szemcseméretli (bulk) és 50 nm-nél kisebb szemcséket tartalmazéd
nano ZnO-t hasonlitottuk Ossze (3-4. diagram). Az adult egyedeknél nem tapasztaltunk mérhetd

toxikus hatast a kontroll csoporthoz képest. A juveniliseknél sem lathaté olyan mértékii csokkenés,

mint az el6zo6 kisérletnél.
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3. diagram: A masodik, gipszen végzett kisérletben tulélt adult egyedek atlaga és szorasa
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4. diagram: A masodik, gipszen végzett kisérletben sziiletett juvenilis egyedek atlaga és szorasa

A harmadik, gipszen végzett teszt soran a Sigma-Aldrich cég altal gyartott nagy
szemcseméretli (bulk) és 50 nm-nél kisebb szemcséket tartalmazé nano ZnO-t hasonlitottuk dssze
(5-6.diagram). Ennél a kisérletnél se koncentraciofiiggdséget, se mérhetd mortalitast nem

tapasztaltunk.
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5. diagram: A harmadik, gipszen végzett kisérletben tulélt adult egyedek atlaga és szorasa

25



100 ~
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -

40 -
30 - 0O Sigma bulk

OSigma nano

20 A
10 A

Juvenilis egyedek atlaga (db)

0 400 800 1600 3200 6400
Koncentracié (mg/kg)

6. diagram: A harmadik, gipszen végzett kisérletben sziiletett juvenilis egyedek atlaga és szorasa

4.1.2. Fokisérlet

A talaj kozegben végzett foteszt megfelelt az érvényességi feltételeknek:

e adult mortalitas atlaga: 16,25 %
e juvenilis egyedek szamanak atlaga: 127 db

e ajuvenilisek szdmanak variacios koefficiense: 23,63 %

Az el6tesztekkel ellentétben itt tisztdn latszik a koncentracidfiiggdség. Az adult egyedek
mortalitdsan és a reprodukcidé mértékén jol latszik, hogy mind a nagyszemcsés, mind a nanoméretli
ZnO szignifikansan toxikus volt a F. candida fajra, ezt a Dunnett proba is igazolta (7. és 9.
diagram). A két anyag kozott marginalisan szignifikans kiilonbséget talaltunk a juvenilisek

esetében. A nagyszemcsés anyag bizonyult relative toxikusabbnak (8. és 10. diagram).
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Adult egyedek tulélése a kontroll csoporthoz képest
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7. diagram: Adult egyedek koncentracionkénti tilélése a kontroll csoporthoz képest, minden
eredmény szignifikans lett (p<0,05): Az x tengelyen a 0 alatti eredmények szamitanak

szignifikansnak.
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8. diagram: A 6 kisérletben tulélt adult egyedek atlaga és szorasa
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Juvenilis reprodukcié csékkenés a kontroll csoporthoz képest
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9. diagram: Juvenilis egyedek koncentracionkénti reprodukcioja a kontroll csoporthoz képest,
minden eredmény szignifikans lett (p<0,05): Az x tengelyen a 0 alatti eredmények szamitanak

szignifikansnak.
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10. diagram: A 6 kisérletben sziiletett juvenilis egyedek atlaga és szorasa
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4.2. Panagrellus redivivus fajjal végzett Kkisérlet eredményei

A P. redivivus-ra mind a nanoszemcsés, mind a nagyszemcsés (bulk) anyag szignifikans

toxikus hatast mutatott a kontroll csoporthoz képest (11. és 12. diagram).

P. redivivus egyedek tulélése a kontroll csoporthoz képest
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11. diagram: P. redivivus egyedek koncentracionkénti tulélése a kontroll csoporthoz képest, minden
eredmény szignifikans lett (p<0,05): Az x tengelyen a 0 alatti eredmények szdmitanak

szignifikansnak.
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12. diagram: Sigma-Aldrich cég altal gyartott nagyszemcsés és nanoszemcsés anyag hatasara talélt

P.redivivus egyedek atlaga és szorasa

A kisérlet végén fénykeépet készitettiink a leiilepedett ZnO €s nano ZnO-r6l. a legmagasabb,
50 mg/kg-os koncentracioban (15-16. kép). A képeken jol lathatd, hogy sokkal tobb kitilepedett

anyag keletkezett a nagyszemcsés ZnO hatasara.

15. kép: A leiilepedett nagyszemcsés anyag az 50 mg/1-es koncentracioban (KISS 2014)

30



16. kép: A letilepedett nanoszemcsés anyag csapadéka az 50 mg/l-es koncentracioban (KISS 2014)

31



5. Ertékelések, kovetkeztetések

A dolgozatomban két talajlakd €l6lény érzékenységét vizsgaltam nagyszemcsés és nano
ZnO-ra. A vizsgalt, kiilonb6zé szemcseméretii, biztosan nano ZnO-knal a szemcseméretnek nem
volt szignifikansan kiilonboz6 hatasa a F. candida mortalitasara és reprodukciojara. KOOL et al.
(2011) végzett teszteket az F. candida fajjal, vizsgalataikban a nano ZnO toxikusnak bizonyult az
ugrovillasokra, viszont véleményiik szerint nem a ZnO nanorészecskéknek, hanem a kioldodott
cink-ionoknak volt toxikus hatasa. WAALEWIIN-KOOL et al. (2012) is ugrovillasokkal kisérletezett
talajban és talaj szuszpenzidban. A kiilonb6z6 szemcseméreti ZnO-nak reprodukciocsokkentd
hatéasai voltak. A ZnO szemcseméretek toxicitdsaban szignifikans kiilonbséget nem tapasztaltak, és
a kozeg sem befolyasolta azt. Ezekkel a kisérletekkel ellentétben a mialtalunk végzett fotesztben a
mortalitasra is szignifikans hatdsa volt mindkét anyagnak. A gyarto altal forgalmazott kétféle ZnO
koziil a nagyszemcsés anyagnak volt marginalisan toxikusabb hatasa az F. candida reprodukciodjara.

IZSAK (2013) dolgozatdban és FOUNTAIN & HOPKIN (2001) vizsgalataiban, hasonléan a
mi el6tesztjeinkhez, az OECD 232-es szabvany modositott valtozatat hasznaltak, tehat talaj kozeg
helyett gipszen végezték az ugrovillas mortalitas és reprodukcio tesztet. FOUNTAIN & HOPKIN
(2001) ugy talalta, hogy ebben a tesztben a ZnO-nak kevésbé toxikus a hatidsa, mint a talaj
kozegben végzett kisérletben. 1ZSAK (2013) tesztjeiben a nano ZnO-nak nem volt hatdsa a
mortalitasra, a reprodukcio viszont szignifikansan csokkent. Koncentraciofiiggést nem tapasztalt. A
gipszen végzett kisérleteink kontroll csoportjai nem feleltek meg az OECD szabvanyban leirt
feltételeknek. Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy érdemes elgondolkodni a modszer
mitkodoképességén. A szinkron tenyészetek €s a kisérlet kontroll csoportjai kozotti kiillonbség az
¢lesztd prezentalasa €s az aktiv szén hianya volt a gipszbdl. Az Eppendorf cs6 kupakjaibdl lathatoan
tudtak taplalkozni az ugrdvillasok, ezért az aktiv szén hianya lehetett az a faktor, ami miatt nem
lettek sikeresek a tesztek. Az okok fényderitésére tovabbi kisérletek sziikségesek.

A P. redivivus fonalféreg fajjal végzett tesztben is szignifikans mortalitast tapasztaltunk.
Ezzel az eredménnyel hasonlét kozolt WILK (2014) a dolgozatdban. O is a Sigma-Aldrich cég
nagyszemcsés és nanonak mondott ZnO-jat tesztelte a P. redivivus fajon, és nala a nagyszemcsés
anyag volt toxikusabb.

A két vizsgalt faj koziil a P. redivivus bizonyult érzékenyebbnek mind a nagyszemcsés,
mind a "nano" ZnO-ra. Ezt az is magyarazhatja, hogy nem volt szerves anyag a rendszerben. Az

anyagok kozotti toxicitasbeli kiilonbség magyarazatara tovabbi vizsgalatok elvégzése sziikséges.
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6. Osszefoglalas

A nanotechnologia elterjedtté valdsa indokolja, hogy az igy eldallitott anyagok
veszélyességét, kornyezeti €s egészségiigyi kockazatat megfeleloképpen kivizsgaljuk. Azok az
anyagok tartoznak ide, amelyek legalabb egy dimenziéban 1-100 nm-es mérettartomanyba esnek,
mindségileg 1) tulajdonsagokkal rendelkeznek, igy mas kockazattal is jarnak, mint a nagyszemcsés
megfelel6jik. A méret csokkenésével nd a fajlagos felillet és a reakcidoképesség, ezek
megkonnyithetik a biologiai elérhetdségét ¢s megndvelhetik a toxicitasat az anyagoknak.

Dolgozatomban a nagy szemcseméreti ¢€és nano cink-oxid (ZnO) toxicitasat, ¢€s
reprodukciora kifejtett hatasat vizsgaltuk két talajlakd szervezeten, a Folsomia candida ugrovillas
fajon, és a Panagrellus redivivus fonalféreg fajon. Az utobbinal csak az anyagok mortalitasra
kifejtett hatasat vizsgald teszteket végeztiink. A nanoméretii ZnO-t széleskortien alkalmazzak
fotokatalitikus tulajdonsagai miatt, megtalalhat6 naptejekben, kozmetikai készitményekben és akar
felhasznalhatjak talaj remedidci6 sordn is. Négyféle anyagot teszteltem, egy kereskedelmi
forgalomban kaphat6 nagyszemcsés ZnO-t és ugyanennek a cégnek, a gyarto adatai alapjan 50 nm-
nél kisebb részecskéket tartalmazd ZnO-jat hasonlitottam Ossze egy-egy tesztben. A nano ZnO
készitmény utdlagos elektronmikroszkdpos vizsgalat alapjan, a gyartd altal kozolt adatok ellenére,
mar nagyszemcsésnek mindsiilt, ezért két (20 nm és 100 nm), a Szegedi Tudomany Egyetem altal
készitett, elektronmikroszkoppal bevizsgalt szemcseméretli anyagot is teszteltiink.

A F. candida tesztfajjal hdrom eldkisérletet végeztiink. Ot koncentraciét hasznaltunk (400
mg/kg, 800 mg/kg, 1600 mg/kg, 3200 mg/kg, 6400 mg/kg), koncentracionként négy ismétléssel.
Kisérleteinket az OECD 232-es szabvany modositott valtozata alapjan végeztiik el, talaj helyett
olyan kozegben, ahol minimalizalhatjuk a dermalis expozici6 lehetdségét. A harom kisérletben nem
mutatkozott szignifikdns kiilonbség a szemcseméretek toxicitdsdban €s a reprodukcidra kifejtett
hatasdban. A kontroll csoporthoz viszonyitva szignifikdnsan csak az elsé eldtesztnél csokkent a
reprodukcio. Ezek utan a fOtesztet talaj kozegben végeztiik el, a teszt megfelelt az érvényességi
feltételeknek. Itt mar csak négy koncentraciot vizsgaltunk (400 mg/kg, 800 mg/kg, 1600 mg/kg,
3200 mg/kg). A nagyszemcsés €s a gyartd altal nano mérettartomanyba sorolt készitményt
hasonlitottuk Ossze. A tesztben mar a legkisebb koncentracional is szignifikans, koncentraciofiiggo
mortalitds novekedést és reprodukcid csokkenést tapasztaltunk. A nagyszemcsés anyag bizonyult
marginalisan toxikusabbnak.

A P. redivivus szabadon ¢él6, bakterivor fonalféreg. Ezzel a tesztfajjal végzett tesztben az

elokisérletek alapjan nem éreztiik indokoltnak az olyan magas koncentraciok hasznalatat, mint az F.
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candida-nal, igy joval alacsonyabbakkal végeztiik a vizsgalatot (50 mg/l, 25 mg/l, 12,5 mg/l, 6,25
mg/l, 3,15 mg/). Itt is a gyartd nagyszemcsés és a nano ZnO-jat hasznaltuk. Mar a legalacsonyabb
koncentracional is szignifikdnsan ndtt a mortalitas a kontroll csoporthoz képest.

A kisérleteink alapjan kijelenthetjiik, hogy a két talajban €16 faj koziil a nano ZnO a
fonalférgekre fejt ki karosabb hatast. Az ugrévillas fajjal végzett kisérletnél a szerves anyag
jelenléte is befolyasolhatta a toxicitdst, viszont a koncentraciok joval toményebb értékeknél sem
okoztak olyan mértékii elhullast, mint a fonalférgeknél. A biztosan nano és a nagyszemcsés anyag
kozott nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a toxicitasban. A cég altal forgalmazott két
anyag vizsgalatakor, az F. candida reprodukcidjat vizsgald tesztben, a papiron nagyszemcsés
bizonyult marginalisan toxikusabbnak. Az F. candida faj esetében a kiilonbozé expozicios
utvonalakat célzo kisérleteket nem tudtuk értékelni, mivel a modszer nem bizonyult
hasznalhatonak.

A tovabbiakban érdemes lenne egységes tesztelési rendszert kidolgozni a nanoanyagok ¢és
azon beliil a nano ZnO vizsgalatara. Ennek a legfontosabb szempontja az ismételhetéség kellene,
hogy legyen. Fontos lenne az is, hogy pontos méret meghatarozas torténjen az anyagok forgalomba
hozatala eldtt. A dermalis felvételt megakadalyozd kisérletet érdemes lenne &tdolgozni, hogy
miikodo képesé valjon. Kijelenthetd, hogy mind a nano, mind a nagyszemcsés ZnO toxikus hatast
fejt ki a talajallatokra, ezért a kdrnyezetbe nagy mennyiségben kijutatott anyag hosszatdvon
megvaltoztathatja a talaj életk6zosségeinek a szerkezetét, és negativan befolyasolhatja a talajban

zajlo dkologiai folyamatokat.
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