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1. Bevezetés és célkituzeések

A nanotechnologia az utobbi években mindennapjaink részévé valt. A XXI. szazad
egyik leggyorsabban fejlédé iparaga. A termékeit felhasznalhatjdk a kozmetikai-, a
gyogyszer-, az elektronikai- és az élelmiszeriparban is. A felhasznalas soran a méret
csOkkenésbdl adodo, megvaltozott tulajdonsdgokat hasznaljak ki, viszont a lehetséges
hatranyaival és veszélyeivel, sokkal Kkisebb mértékben foglalkoznak. Az egészségiigyi,
kornyezetvédelmi és Okoldgiai hatdsaival joval kevesebb tanulmany foglalkozik, mint a
lehetséges 1) felhasznalasi teriiletekkel. A legtobb nanoméretii anyagnak a kdornyezeti
kockazata még felderitetlen, viszont mar tobb éve hasznalatban vannak. A nanoanyagok
okotoxicitasara még kevesebb adatot talalhatunk.

Vizsgéalataimban a nano és a nagyszemcsés cink-oxid (ZnO) hatdsat teszteltem két
talajlakd szervezeten, a Folsomia candida ugrovillas fajon és a Panagrellus redivivus
fonalféreg fajon. A ZnO-ot azért valasztottam, mint vizsgalati anyag, mert sokoldalusaga ¢és
kompatibilitasa miatt szdmos terlileten felhasznalhatjak példaul kornyezeti kdrmentesitésre,
termékek adalékanyagaiként, élelmiszerekben, kozmetikai szerekben és naptejekben, a kivalo
fotokatalitikus tulajdonsagai miatt.

A szérazfoldi, talajlako allatokra kevés teszt sziiletett eddig és olyan, amiben tobb
szervezet érzékenységét vizsgaltak egyiitt, még kevesebb. Mindkét tesztallat megfelelé a
Zn0O-dal végzett laboratoriumi tesztekhez, hisz konnyen tarthatéak, szaporithatoak, kis helyet
igényelnek, megfeleld az érzékenységiik az anyagra és a kdrnyezeti relevanciajuk is magas. A
ZnO-dal nem csak teszt koriilmények kozott talalkozhatnak, hisz a felhasznéaldsa soran
nemcsak a hdztartdsi, ipari hulladékkal és a szennyvizzel keriilhet be a talajba, hanem

kozvetleniil is kijuttathatjak.

A dolgozatomban a kdvetkezd kérdések megvalaszolasat tliztem ki célul:
e Van-e kiilonbség a nagy szemcseméretli €s a nano ZnO toxicitdsdban?
e A nanoanyagoknal a szemcseméretnek van-e szignifikans hatasa 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. lrodalmi attekintés

2.1. Nanoanyagok

A nano el6tag a gordg nanosz szobol ered, jelentése torpe. Az Eurdpai Bizottsag 2012-
természetes anyag, szandékolatlanul eldallitott mesterséges anyag vagy szandékosan
eldallitott anyag, amely nem kotott allapotban, aggregatum formajaban vagy agglomeratum
formajaban olyan részecskéket tartalmaz, amelyeknek legalabb egy kiilsé mérete a
részecskéknek a darabszadm szerinti méreteloszlas alapjan vett legalabb 50 %-a esetében az 1
nm-t6l 100 nm-ig terjedd mérettartomanyba esik. Konkrét esetekben, tovabba akkor, ha azt
kornyezetvédelmi, egészségligyi, biztonsagi vagy versenyképességi szempontok indokoljak, a
darabszam szerinti méreteloszlashoz tartozd 50 %-os kiiszobérték helyett 1 %-nal nagyobb, de
50 %-nal kisebb kiiszobérték alkalmazhato." A globalis szinten forgalomban 1évo
nanoanyagok éves Osszmennyisége kb. 11 tonna (EUROPAI BIZOTTSAG 2012). A
nanorészecskék kis méretébdl addoddéan nagy a fajlagos feliiletiik, valamint nagy a
reakciokészségiik. Nanotartomédnyban jszerti fizikai és kémiai tulajdonsagok alakulnak ki.

A nanotechnologia célja a nanométeres tartomanyba esd eszkozok, anyagok
eldallitasa, fejlesztése €s alkalmazéasa. A nanotudomany 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 f{ébb
csoportositasi kategoria a keletkezés, a kémia struktira és a dimenzidszam.

A nanorészecskék keletkezhetnek természetes vagy emberi (antropogén) uton, célzott
eléallitds sordn vagy melléktermékként. A természetes eredetli nanoanyagok lehetnek
folyékony, szilard és gaz halmazallapotuak is. Létrejohetnek kdzetmallas (els@sorban fém-
oxidok), erdétiizek és vulkankitorések soran. Ezek mellett szamos €16 szervezet (pl.: virusok)
lebomlésa 4ltal keletkezhet nanoméretli részecske ¢és az emberi szervezetben is

megtalalhatoak ilyen mérettartomanyu struktirdk (PANDICS 2008).



Az emberi tevékenység melléktermékeként keletkezd nanoanyagok foképpen a
bels6égésti motorok (dizel), erémiivek, hulladék és egyéb égetdmiivek hasznalata soran
keletkeznek. A grillezésnél és az olajban torténd siitésnél is keletkezhetnek nanorészecskék
(PANDICS 2008).

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

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

e Elemek:

e 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 Biologiai strukturdk:

e Liposzoémak, micellak
(PANDICS 2008).

A nanoanyagokat a dimenziészdm szerint is tudjuk csoportositani. A legegyszeriibb
szerkezeteket a D° kategoridba sorolhatjuk, ezeket nevezziik nanorészecskéknek. Ezek pont-
szer(l elemek, lehetnek fémek, oxidok, félvezetdk és szerves anyagok is. Jellemzd rajuk, hogy
mind harom dimenziéban 100 nm-nél kisebb a kiterjedésiik. A kovetkezd dimenzié a D*,
ahova a lineédris nanoszerkezetek tartoznak, az 4tmér0 nanotartomanyt, a hossz viszont
mikrométeres vagy milliméteres is lehet. Lehetnek nanocsdvek, nanodrotok és egyéb hasonlo
szerkezetek (BANHEGYINE TOTH 2008). Jellemzé rajuk a rendkiviili szilardsag, kivalo
adszorpcids képesség, vezetd, félvezetd és szigeteld is lehet (ZSENI 2010). A nanoporozitas,
nanosziirés (Dz) dimenziészama nehezen definidlhaté. Ide tartozhatnak példaul a réteges

anyagasvanyok, réteges nanolemezkék, nanoporust anyagok (BANHEGYINE TOTH 2008).



2.1.2. Tulajdonsagaik

A nano mérettartomanyban az anyagok fizikai, kémiai és mechanikai tulajdonsagaik
lényegesen megvaltoznak. A méretcsokkenésével nd a fajlagos feliilet, viszont a tdmeg nem
valtozik. A nanorészecskék tartalmaznak egy alcsoportot, az ugynevezett kolloidok tartoznak
ide (CATTANEO 2009). A nanoszemcsék szine is megvaltozhat a nagyszemcsés anyaghoz
képest példaul az aranytomb szine sargas, viszont a nanorészecskék vorosesek. Az anyagok
oldhat6saga, forraspontja, reakcioképessége, katalitikus aktivitdsa is megvaltozhat a
nanométeres tartomanyban. A nanoanyagokra jellemzd még az Onszervezddés, amelyben
egyes elemek rendezetlen halmaza magatdl rendezett mintazatta szervezddik, a részecskék
kozotti kolesonhatasok kovetkeztében. A folyamat sordn uj tulajdonsagok és funkciondlis
képességek keletkezhetnek (HTTP 1.). A megnovekedett fajlagos feliilet és a reakcioképesség
megkonnyitheti a bioldgiai elérhetdségét és megnodvelheti a toxicitasat az anyagoknak. A
nanoanyagok okotoxicitdsara vonatkozoan kevés adatot talalhatunk (KAHRU et al. 2009). A
szemcseméret csokkenésével jelentdés 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) leirtdk, hogy a nanorészecskék
képesek atjutni a legerdsebb biologiai membranokon is, mint példaul a vér-agy gaton is, €s
ezen keresztil a kozponti idegrendszerbe is bekeriilhetnek. A véraramba keriilve a
legfontosabb szervek mellett a sejtekbe is bejuthatnak, és jelentds sejtkarosodast okozhatnak.
A nanoméretli részecskék expozicidja és transzlokéacidja is eltérhet ugyanazon anyag
nagyszemcsés formajatél (SZALAY 2009). Az egészségre gyakorolt hatdsoknal fontos
szerepet jatszik az expozicid mértékének meghatarozasa, az akut és kronikus toxicitas
vizsgalata és az irritabilitas, karcinogenitds megitélése. Az egyik legfontosabb toxikus hatas
lehet a nanoanyagoknal az érrendszerben az oxidativ stressz. Emellett szamos nanoszemcsés
anyagnal, f6leg a fém-oxidok esetében, mutattdk ki a reaktiv oxigén gyokok fokozott
termel6dését (PANDICS 2008). A nanoanyagok karcinogén hatasat tobb tanulméanyban is
vizsgaltdk az utobbi években. ROLLER (2009) szintetikus nanorészecskék hatasat vizsgalta
patkanyokon. Kisérletei sordn a tesztallatoknal tiidordkot diagnosztizalt. Mas kisérletek is
hasonl6 eredménnyel jartak. KUMAR & DHAWAN (2013) attekintd tanulmanyukban
Osszegyljtotték a mesterséges nanorészecskék genotoxikus, citotoxikus és karcinogén hatasait

vizsgalo kisérletek eredményeit és értékelték ezeket. Véleményiik szerint az ember is ki van
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téve a nanorészecskék karos hatdsainak, mindenképp elengedhetetlen a tovabbi vizsgélati

modszerek és a kockazat elemzés fejlesztése a témaban.

2.1.3. Felhasznalasuk

A nanoanyagok manapsag gyakorlatilag mindenhol megjelennek. F6bb felhasznalasi
teriiletek a kozmetikai ipar, a gyogyszeripar, az elektronikai és az optikai eszk6zok gyartasa
(PANDICS 2008). Ezek mellett még a legtobb naptej és festék tartalmazza &ket, egyéb
felhasznalasuk lehet még az Ontisztuld ablak és ruha (KAHRU et al. 2009). Mas lehetséges
alkalmazasi teriilet lehet a kornyezetvédelem. Hasznalhatjdk a nanoszerkezeteket a karos
molekulak megkotésére és kornyezeti detektorokban is. Fel lehet hasznilni Oket a
szennyviztisztitdsban, biotechnoldgiaban, diagnosztikaban ¢és a rakterapidban is
(BANHEGYINE TOTH 2008). Fogyasztovédelmi szempontbol aggalyos, hogy a
nanotechnoldgia altal késziilt termékeknek nagyrészt nincs kiilonleges ismertetd jele, igy a

vevOk nem tudhatjak, hogy milyen Osszetételli terméket vasarolnak.

2.1.4. Nanoanyagok kockazata, kockéazatbecslése

A nanotechnologia egyre nagyobb térhoditasa indokolja, hogy az igy eldallitott
anyagok veszélyességét, kornyezeti ¢és egészségiligyi kockazatat megfeleloképpen
kivizsgaljak. Amint fentebb emlitettem, a 1-100 nm-es mérettartomanyban mindségileg 1)
tulajdonsdgokkal rendelkeznek az anyagok, amik mdas kockézattal is jarnak, mint a
nagyszemcsés megfeleldjiik. Konnyebben bejutnak a szervezetbe, belégzés, oralis vagy
dermalis felvétel soran. Szétterjedhetnek ¢€s kitilepedhetnek a 1€gz6 rendszer egész teriiletén,
atléphetnek a sejthartyadkon. Bioldgiai aktivitasuk nagyobb, igy gyulladaskelté hatasuk is lehet
(ZSENI 2010). A Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal 2009-ben azt nyilatkozta, hogy
sem Magyarorszagon, sem az Europa Unioban nincsenek nanotechnologiaval gyartott
¢lelmiszerek forgalomban. 2009-ben és 2011-ben is kiadott az EFSA (European Food Safety
Authory) egy-egy kozleményt, amelyekben kozlik a tudomanyos véleményeket a
nanotechnoldgia ¢és az élelmiszerbiztonsag kapcsolatarol. A 2011-es mar kitér a
nanotechnologiaval gyartott élelmiszer adalékok és csomagolasok kezelésére is (HTTP 2.).

A nanoanyagok tekintetében eseti alapon kell a kockazatértékelést elvégezni, emellett

fontos a fogyasztok tdjékoztatdsa, a nanoanyagok cimkézése, validalt és a nanoanyagok



vizsgélatara alkalmas moddszerek kifejlesztése, a kockézatokkal kapcsolatos informaciok
osszegylijtése (EUROPAI BIZOTTSAG 2012).

A nanoszemcsés anyagok megjelenése mellett ) fogalom sziiletett: a nanoszemét,
nanohulladék. Ez a kategoria jelenleg jogilag szabalyozatlan és alig tudunk réla valamit. A
nanohulladék kezelésrdl, artalmatlanitasrél semmiféle elképzelés nem sziiletett eddig.
Németorszagban dolgoztak ki kutatasi tervet arra vonatkozoan, hogy megismerjék és mérni
tudjak a nanorészecskék szabaddd valasat a hasznalt levegdben, szennyvizben, hulladékban
vagy akar szallitas kozben, feldolgozasi folyamat soran (ZIMLER 2008).

A nanoszemcsék egészségre illetve kornyezetre gyakorolt hatasat legpontosabban a
kvantitativ kockazati szamitasokkal, mutatokkal irhatjuk le. A szamitogépes becslésekkel
vigyazni kell, mert nem vehetik figyelembe a megvaltozott méretbeli és fajlagos felszinbeli
kiilonbséget és igy sok esetben azonos eredmény johet ki a nano és a nagyszemcsés
anyagokra vonatkozéan. Anyagonként meg kell hatdrozni a PEC (Predicted Environmental
Concentration) / PNEC (Predicted No-effect Concentration) aranyt és rendszeresen feliil kell
vizsgalni. Tekintettel a nanotechnologia és termékei alkalmazasanak folyamatos bdviilésére,
az anyagok nagy része meg fog jelenni a vizben, a levegdben és a talajban, igy a kdrnyezeti
koncentraciojuk folyamatosan novekszik. A szamitdsok végsé célja a nanoszemcsékre
vonatkoz6 hatarértékek meghatarozdsa. A hidnyos mérési adatok miatt pontos

kockazatbecslési szamitasok egyeldre nem végezhetdek el (PANDICS 2008).

2.2. Cink-oxid és nano cink-oxid

A cink-oxid (ZnO) finom eloszlasu fehér por, természetben eléforduldo formaja a
cinkit. A ZnO-nak wurtzit racsszerkezete van ¢és ismert, mint a sargaréz gyartas
mellékterméke. Felhevitve a szine sargava valtozik, mivel a racsbol oxigén atomok 1épnek ki
¢és egy nem sztdchiometrikus fazis keletkezik. A folosen beépitett cinkatomok racshibaként
jelentkeznek és lathato fény energiaval gerjeszthetévé valnak, igy valtozatos szini cink-oxid
allithato el6 (KUNNE PAL 2009). A fém oxidok kéziil a cink-oxid vizoldékonysaga igen jo
(PANDICS 2008).

A cink-oxid vezetOképessége, fotovoltaikus és szorpcios tulajdonsagai miatt ipari
érdeklédésre tehet szert. Fotokatalitikus aktivitdsa is magas ¢és kémiailag aktiv, ezért
membranként, amely egyszerre biztositand az elvalasztasi és fotokatalitikus, ill. elvalasztasi és
kemiszorpcios miiveleteket jol miikodhet (NAGYNE NASZALY 2008). Az egyik

legfontosabb ipari felhasznédldsa a gumigyartasban van, itt a vulkanizalasi 1d6t csokkentik
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vele. Ezen feliil alkalmazzdk a milanyagiparban toltéanyagként, kozmetikaban puderek,
arcfestékek alapanyagként, a gyogyszeriparban segédanyagként, illetve a jo fedOképessége
miatt a festékiparban festékek eloallitdsdhoz. Tovabba eldallitanak a segitségével
metilalkoholt és rendkivill jo optikai tulajdonsagainak koOszonhetéen hasznaljak
napelemekben, gaz szenzorként és ledekben (KUNNE PAL 2009). A ZnO nehezebben
szivodik fel a szervezetben, mindossze a bekeriilt anyag 3-4 %-a, mig a cink-szulfat (ZnSO4)
vagy a cink-klorid (ZnCl12) esetében a felszivodas mértéke a 80 %-ot is elérheti. A cink-
szulfatbol €s 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 sokoldalusaga és
kompatibilitasa miatt. Szintetizalhatjak nanorud, nanodrét, nanocsd, nanodv, nanogylrli €s
nanopropeller formaban is. A magas érdeklédés a nano ZnO irdnt a lehetséges alkalmazasbol
ered az elektronikaban, a szerkezeti felépitéseknél ¢és a biologiai anyagoknal
(KUCHIBHATLA 2006). Ezeken feliill még hasznalhatjdk kornyezeti karmentesitésre,
termékek adalékanyagaiként, élelmiszerekben (Zn tdpanyagforras), kozmetikai szerekben és
naptejekben a kivalo UV abszorbcios és reflexios tulajdonsagai miatt (HONGBO et al. 2013).
A kozmetikaban felhasznalt nanorészecskék hatasara a termékeknek jobb texturaja, ¢lénkebb
szine lett és a hatéanyag bdérbe vald bejutdsa is konnyebbé valt. A naptejekben talalhato
nanorészecskék potencidlis toxicitdsa a méretiikbdl, a képességbdl, hogy az immunoldgiai
védekezd mechanizmusokat el tudjak keriilni, hogy komplexeket tudnak képezni a fehérjékkel
¢s elsdsorban a szabad gyokképzddésbdl ered (NEWMAN 2009).

Széleskori és boviild eldallitdsnak ¢€s hasznalatanak koszonhetden egyre nd a
kornyezetbe jutas lehet6sége és ezaltal veszElyt jelenthet a talajszervezetekre (WAALEWIIN-
KOOL 2013). A fémoxid nanoszerkezetek toxicitdsa legaldbb harom kiilonb6zd
mechanizmusra oszthatdo (BRUNNER et al. 2006). Eldszor is a részecskék a kornyezettel
reagalva toxikus OsszetevOket engedhetnek a kozegbe, példaul a cink-ion a ZnO-bal.
Masodszor a feliileti kolcsonhatasok a részecskével okozhatnak toxikus OsszetevOket, mint
példaul a kémiai gyokok, szabad oxigén gyokok. Harmadszor a részecskék vagy a feliiletiik
kozvetlen kapcsolatba kertilhetnek és meg is zavarhatjdk a szervezetet, mint ahogy a szén
nanorészecskék kolcsonhatasba Iéphetnek a membranokkal, illetve a DNS szdlba is
interkalalédhatnak. Ez a harom folyamat a nano ZnO-ra is igaz. A kioldédott Zn?* ion
bizonyitottan hozzéjarul ezeknek a nanorészecskéknek a citotoxicitasathoz (HONGBO et al.
2013). A kozeg pH-ja is fontos szerepet jatszik a cink-ionok kioldoddsdban (WAALEWIJN-
KOOL 2013). A cink-ionok kioldoédasaval magyarazhat6, hogy a fémoxidok koziil a nano
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ZnO a legtoxikusabb. A nano ZnO fotokatalitikus tulajdonsaga eldsegitik a reaktiv oxigén
gyokok (ROS) termelddését (HONGBO et al. 2013). A reaktiv oxigén gyokokrdl kimutattak,
hogy kéarosithatjak a lipid sejteket, szénhidratokat, fehérjéket és a DNS-t is, gyulladashoz ¢és
oxidativ stresszvalaszhoz vezethetnek (KAHRU 2008).

A ZnO ¢és a nano ZnO toxicitdsat sok kisérletben hasonlitottdk 6ssze. WONG et al.
(2009) ot tengeri €l6lényen tesztelték a két anyagot. Kisérleteik sordn a nano ZnO nagyobb
aggregatumokat képzett a tengervizben, mint a nagyszemcsés megfeleldje, pedig magasabb a
vizoldhatosaga: 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) és BLINOVA et al. (2010)
kisérleteiben mind a nanoméretli, mind a nagyszemcsés erdsen toxikus volt, a két anyag
hatasa kozott nem volt szignifikdns kiilonbség. Hasonl6 eredménye lett XIONG et al. (2011)
kisérleteinek zebradanié (Danio rerio) halfajon. A nagyszemcsés és nano szuszpenzionak, és
a cink-ion oldatnak hasonlo toxikus hatasa volt a tropusi eredetii haziasitott halfajra.

Az Eotvos Lorand Tudoméanyegyetemen végzett kisérletekben a cink-ion kioldodas
nagyjabol megegyezd a nano és a nem-nano ZnO-ndl, a magasabb koncentracioknal a nanobdl
tobb oldodott ki. A kiilonbozé pH-kon kioldédo cink-ionokrol késziilt diagramot a 1.
mellékletben lathatjuk.

2.3. A talaj és a talaj élolények szerepe

A talaj tobb fazisbol allo, szerves €s szervetlen anyagokbol felépiilé bonyolult
rendszer, fontos szerepe van az elemek korforgasaban, valamint a szarazfoldi 6koszisztémak
tapanyagellatasban is. A talajok biologiai és Okotoxikologiai vizsgalata egyre nagyobb
jelentdséget kap. Azonban mivel még mindig nem ismertiik ki eléggé az ép talaj
Okoszisztémajat sem, nehéz megkiilonboztetni a klimatikus és szezonalis valtozasokat a
szennyezd anyagok karosnak mindsiilé hatésaitél (GRUIZ 2001). A talaj okotoxikoldgia
vizsgalja a szennyezddéseket és hatasukat a fontos talajlaké szervezetekre (SOCHOVA et al.
2005). Erdemes megemliteni az adaptacios képességet is, leginkabb a talaj mikrofloraja képes
hozzaszokni, ellendllni a kéaros hatasoknak. A talaj Okoszisztémadjat, bioldgiai allapotat
sokféleképpen  vizsgalhatjuk, egységesitett —moddszerek nincsenek. Jellemzésiikre
hasznalhatunk 6kotoxikoldgiai, biodegradacios és bioakkumulacios teszteket (GRUIZ 2001).

A talajéldlények tobb szempontbdl is fontos szerepet jatszanak az Okoszisztémak

megfeleld6 mikodésében. Szabalyozzak a tdpanyagkdrforgalmakat, szerepiik van a nedvesség
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tarolasban és szallitdsban, a biotikus szabalyozéasban és a detoxifikacioban, befolydsoljak a
talaj szerkezetét, az atmoszféra Osszetételt. A talajban taldlhat6 ¢él6lénykozosségek igen
valtozatosak, amelyek eltérd biokémiai teljesitoképességli szervezetekbdl allnak. A
legnagyobb frakciot képviselO szervezetek a mikroorganizmusok, a gerinctelen €s gerinces
allatok tomeg €s egyedszama joval alacsonyabb, azonban a kozdsségi anyagcserében betoltott

jelentdségiik nagy (SZEDER 2011).

2.4. Tesztallatok bemutatasa

2.4.1. Fonalférgek (Nematoda)

A nematoda sz6 gordg eredetii és fonalat, szalat jelent. A legelsé adatok a
fonalféregrél tobb mint 4000 évvel ezeldttrdl szarmaznak. Abbdl az id6bdl foképpen az
¢16skodd nematodakrol késziiltek feljegyzések, hisz azokkal volt kozvetlenebb kapcsolata az
emberiségnek. Az eddig leirt fajok szama 20 000 koriil van, ebbdl koriilbeliil 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. Az elsé feljegyzés a szabadon €16 fonalférgekrdl 1656-
bol szarmazik. Ezek a fonalférgek a természetben barhol szabadon el6fordulhatnak vagy
pedig novényekhez kotottek, tehat a kozeliikben élnek vagy valamilyen formaban beldliik
taplalkoznak. Ez a novényszamara lehet semleges vagy artalmas, s6t korokozé is, mivel a
fonalférgek vektorként is funkciondlhatnak és igy megfertdzhetik a névényt kiillonbozo
hordozott virusokkal. A ndvényeken vagy névényekben €16 fonalférgeket, ndvényi kartevo
fonalférgeknek vagy fitonematodaknak hivjuk (ANDRASSY & FARKAS 1988). A
fitonematodak a szabadon €16 fonalférgekhez tartoznak.

A ma ismert fajoknak nagyjabol a fele szabadon él a természetben, ezek kozott fele-
fele ardnyban talalhatok vizben és szarazfoldon €16 fajok. A 1ényeges szempont szamukra a
talaj viztartalma, mar a talajszemcsék kozotti kapillaris hézagokban 6sszegyiilt viz is elegendd
nekik, viszont porszaraz talajpan 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
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baktériumevé nematoddkat. Ezek az eddigi legmélyebben megtalalt, a hdséget és az Oridsi
nyomast is elviseld tobbsejtli é161ények (BORGOINE et al. 2011).

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

A szabadon ¢l6 nematoddk alapvet6en négy taplalkozasi format mutatnak, amihez
szajszervilk és ¢életmodjuk is alakult: baktériumevok, alga- és tormelékevok, ndvényi
nedvszivok és ragadozok (ANDRASSY & FARKAS 1988).

A fonalférgek ellenségei, karokozoi kétfélék lehetnek: ragadozok vagy €loskodok. A
ragadozoknal elmondhatjuk, hogy a nematoddk legveszedelmesebb ellenségei maguk a
nematodak, ezenfeliil persze mas szervezetek is kart okozhatnak benniik, pl.: novények,
allatok, egysejtiiek és soksejtiick egyarant. Erdekességként meg lehet emliteni a
Hyphomycetes csoportba tartozd alsobb rendli gombdékat, amelyek ragadozdak ¢és
fonalférgekre specializalodtak (ANDRASSY & FARKAS 1988).

A nematoda-parazita nematodakrél még nagyon keveset tudunk. Minddssze hét esetet
jegyzett fel az irodalom, amikor fonalférgekben ¢él6sk6dd fondlférgeket észleltek. Minden
alkalommal mas-mas fajt (ANDRASSY & FARKAS 1988).

A fonalférgek mindeniitt, ahol az ¢letfeltételeik adottak, megtalalhatoak, roppant
tomegeik révén uraljak az egyes életkozosségeket. Legnagyobb tomegben a talajban élnek,
porhanyitjak a foldet, ezaltal fokozzdk a viztarold képességét, ugyanakkor szelldztetik is.
Apritjdk az elhalt novényi és allati maradvanyokat, részt vesznek a humuszképzdédésben is.
Elpusztult tetemeik természetes tragyaként jarulnak hozza a talaj tapanyagforgalméhoz. A
talajhoz hasonloan az ¢édesvizek és a tengerek ¢€letében is fontos szerepet jatszanak. Mas
¢lélényekkel szoros kolcsonhatisban vannak mindeniitt, akar az életfeltételeiket is
megteremthetik (ANDRASSY & FARKAS 1988).

Tobb mint harom évtizede hasznaljak a fonalférgeket laboratoriumi tesztekben.
Kiilonb6zo fajokat vontak be a vizsgalatokba a toxicitas kimutatasara, vizben, taptalajokon és
foldben tesztelve. Nagyrészt szabadon €16, baktériummal taplalkozd fajokat hasznalnak
tesztallatként. Az dkotoxikologiai és genetikai vizsgalatokban foképp a Panagrellus fajok (1.
kép) és a Caenorhabditis elegans az elterjedt modellallatok (HOSS & WILLIAMS 2009). A
bakterivorok csoportja meglehetdsen fajgazdag, ugyanakkor nagyfoku egyontetiiség jellemzi
Oket. Legjellegzetesebb képviseldik a Secernentia osztaly egyik nagy rendjét alkotd
Rhabditidak, azon beliil pedig a Cephalobina és a Rhabditina alrend tagjai. Egyszerii, kevésbé
modosult szdjiireggel rendelkeznek. A taplalék felvétele egyszerli beszivassal torténik.

Szaprobiontdk, kedvelik a bomlo anyagokban gazdag kozegeket, ahol a taplalékul szolgald
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baktériumok nagy tomegben tenyésznek. A Cephalobindk egy része mas él6helyeken is
tenyészik, pl.: a talajban. A baktériumevok napi taplalék igénye igen nagy, ezért amint
csokken a baktérium szam a kornyezetliikben (a baktériumok lebontdé munkdja véget ér), a
fonalférgek tenyészete is Osszeomlik. Eletciklusuk rovid, a populacidé Osszeomlasa eldtti
utols6 nemzedék rendszerint mar nem fejlédik ivaréretté, hanem pete vagy larva alakjaban
lappango ¢élet mellett varjak, hogy az életfeltételek ismét megfeleldéek legyenek szdmarukra
(ANDRASSY & FARKAS 1988).

A nematodakat kiilonb6z6 teszt szubsztratokban vizsgéljak, ez tobb szempontbdl is
fontos. Egy anyag akkor okozhat toxikus hatasokat egy él6lényen, ha az szdmara felvehetd a
kornyezetbdl. Ez a felvehetdség egy komplex kornyezetben, mint az iiledék vagy a talaj, fiigg
a kemikaliak Osszetételétdl és a tesztallat mozgasi €s étkezési viselkedésétdl. Az iiledékben és
a talajban, ahol a fonalférgek taldlhat6ak, az odajutott anyagok nagy része kotddhet a
talajszemcsékhez (HOSS & WILLIAMS 2009). Amikor kiilénboz8 szubsztratokban
vizsgaljuk a Nematodakat, 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 erésen toxikusnak
bizonyult a nano ZnO a C. elegans fajra. Mindkét vizsgalatnal azt allapitottak meg, hogy a

ZnO részecskeékbdl kioldodo cink-ion jatszott szerepet a toxikus hatas kivaltasaban.

1. kép: Panagrellus redivivus (KISS 2014)

15



2.4.2. Ugrovillasok (Collembola)

Az ugrévillasok (Collembola) a hatlabtiak (Hexapoda) egy 6si csoportja. A
mezofaundba tartoznak, vilagszerte elterjedt allatok, csak a tengerek és ocednok nyiltvizi
terliletein nem talalhatéak meg. Elhetnek a talaj felszinén, a talajban, a korhad6 avarban, a fak
kérge alatt és magukon a ndvényeken is. Az utobbi ugyanugy jellemzé mind a szarazfoldi,
mind a vizinovényekre is (DANYI & TRASER 2008). Tobb mint hatezer fajuk ismert a
vilagon (SZEDER 2011). Magyarorszagon jelenleg 410 ugrévillas faj ismert.

Fontos szerepet toltenek be a talaj-Okoszisztémaban, jelentds lebontd szervezetek.
Kiilonb6z6 taplalkozast ugrovillas fajokat ismeriink, ezek kozott lehetnek ragadozoak is.
Altalaban széles taplalkozasi spektrummal rendelkeznek, fogyaszthatnak gomba sporat, hifét,
zuzmokat, mohakat, novényi maradvanyokat, baktériumokat, algasejteket és fonalférgeket is
(SERES 2009).

Az ugrévillasok rendkiviil fontos kdzponti szerepet jatszanak a talaj szerkezetének
kialakuldsédban, a ndvényi maradvanyok, gombdk fogyasztidsaval, apritd tevékenységiikkel,
illetve iriilékiik, mint mikroszkopikus szerves struktirdk, megnovelik az anyagok
hozzaférhet6ségét a baktériumok szamara (SZEDER 2011). Emellett fontos szerepiik van a
mikorrhiza gombak terjesztésében (SERES & BAKONYI 2002, SERES et al. 2003) ¢és
hatalmas jelentéségiiek, mint a talajfauna ragadozéinak taplalékbazisa (DANYI & TRASER
2008). A remediaciés folyamatokban is részt vesznek, és érzékenyek a talajszennyezés
hatasaira (WAALEWIJN-KOOL 2013).

Az ugrévillasok ivarérés utdn egész életiik soran vedlenek, akar negyven alkalommal
is. Ekdzben morfologiai valtozdsokon mennek keresztiil, egyre sotétebb és kontrasztosabb
szinik lesz. A kornyezeti tényezOk is eredményezhetnek morfologiai valtozasokat az
ugrévillasoknal, ez jocskan megnehezitheti a faji felismerésiiket (DANYT & TRASER 2008).

A szabvany szerinti 6kotoxikologiai tesztelésnél hasznaljak a Folsomia candida fajt
(2. kép). Apro, fehér allatok, hasi oldalukon ugrovillaval, amit ha hatracsapnak, felpattannak a
levegdbe. Leginkabb erdei talajban élnek, hasi tomldvel 1élegeznek, ami miatt a talajgézokre
érzékenyek. Epimorfozissal (kifejléssel) szaporodnak, alacsony nedvesség tartalomnal a peték
kiszaradhatnak. Megfelelé nedvességtartalmu, 20 °C-os kdrnyezetben 10-15 nap alatt kelnek
ki, majd tovabbi 10-15 nap alatt valnak ivaréretté (GRUIZ 2001).
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2. kép: Folsomia candida (KISS 2014)

2.4. Okotoxikolégia bemutatasa

Az okotoxikologia a szennyezd anyagok (xenobiotikumok) szupraindividialis
rendszerekre gyakorolt hatasaival, ezek kovetkezményeivel foglalkozik biologiai és
tarsadalmi szempontok szerint. Kornyezetiinkbe keriilé vegyiileteknek az éldlényekre
gyakorolt kdzvetett vagy kozvetlen, heveny ¢€s idiilt mérgezo hatasait vizsgalja (DARVAS &
SZEKACS 2010). Az 6kotoxikologiai teszteknél vizsgalédhatunk egyed, populacio, tarsulas
¢és Okoszisztéma szintjén is. Két f6 szempont szerint lehet osztalyozni a teszteket, a vizsgalat
id6tartama és a fajok Osszetétele, szama szerint (HALASZ 2010). Idétartam szerint 1éteznek
rovid (akut), valamint hosszabb tavu (kronikus) tesztek. Az akut tesztek hossza altalaban a
tesztorganizmusok reprodukcids idejétdl fligg, ez 24-96 ora kozé szokott esni. A kronikus
tesztek idOtartama a faj életidejétdl és reprodukcios ciklusatol fligg. Léteznek egy és tobb fajt
alkalmaz6 tesztek. Az egy fajt alkalmazo tesztek konnyen kivitelezhetdek, kivitelezésiik
koltsége alacsony. Negativumuk, hogy kisebb a kornyezeti realitasuk, hisz a természetben
nem csak egy faj fordul elé és lép kapcsolatba a szerrel, hanem tobb faj egymadssal
kolcsonhatasban 1évé populacidi. Vannak olyan tesztek, ahol tobb faj populacidinak
kolesonhatasat vizsgaljak, ezek a mikro- és mezokozmosz tesztek. A mikrokozmosz egy
mesterséges kornyezet, ahol vizsgalhatoak a fajok kozotti és kozosségen beliili
kolcsonhatasok, valamint az abiotikus faktorok hatasa a tesztszervezetekre. A mezokozmosz
vizsgélatoknal mar tobb trofikus szint is jelen van, igy sokkal kozelebbi képet tudnak adni a

valosaghoz. Gyakran tgy alakitjdk ki a mezokozmoszokat, hogy természetes behatisok is
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jelen legyenek a vizsgalat soran. A legmagasabb szintli vizsgalatnal direkt mddon vizsgaljak a
szabadfoldi viszonyokat (GRUIZ et al. 2001).
Az dkotoxikoldgiai teszteknél eldszor a tesztelés céljat kell meghatarozni €s ettdl fiigg

a modszer kivalasztasa. Egy bizonyos faj védelménél, a védendd fajt és a szamara taplalékul
szolgalo fajokat teszteljiik, egy vegyi anyag vagy szennyezett kornyezeti minta toxicitasanak
vizsgélatakor tobb kiilonb6z6 a taplaléklanc mas-mas szintjén elhelyezkedé fajt kell
alkalmaznunk. A tesztfaj kivalasztasa tobb szempont szerint torténhet:

e Konnyl hozzaférhetdség

e Laboratoriumi koriilmények kozotti fenntarthatosag, tenyészthetdség

e Ismert tenyészet torténet, genetika

e FErzékenység tobb kiilonbozé tipust vegyi anyagra

e Jol mérhetd végpontok, reprodukélhatd eredmény

e Patogénsag, kockazat kizarva

e Minél jobban reprezentalhatd osztaly vagy trofikus szint (GRUIZ et al. 2001).

2.5. Okotoxikolégiai vizsgalatok talajallatokkal

A Gazdasagi Egyiittmiikodési és Fejlesztési Szervezet (Organisation for Economic
Co-operation and Development) a tovabbiakban csak OECD, egy globalis szervezet,
amelynek célja az, hogy segitse a tagallamok kormdnyait a lehetd legjobb gazdasagi és
szocialis politika kialakitasaban és értékelésében. Magyarorszag 1996-ban csatlakozott
(GOTTFRIED 2008). Ezek mellett az OECD feladatai kdz¢ tartozik szdmos utmutato kiadasa,
amelyek a kiilonb6z6é anyagok fizikai, kémiai és bioldgiai tulajdonsagainak vizsgélatat
segitik, leirjak a vizsgalat teljes folyamatat. Az OECD-n kiviil tobb, més szabvanyokat leir6
szervezet 1s  létezik. Meg kell emlitenink a  Nemzetkdzi  Szabvanyiigyi
Szervezetet (International Organization for Standardization), roviditve ISO. Tébb mint 100
nemzet szabvanyositasi tagszervezetét foglalja magaba, és szamos nemzetk6zi szabvanyt tart
karban. Ezek mellett még fontos a Magyar Szabvanyligyi Testiilet amelyet az Orszaggytilés
annak érdekében hozott Ilétre, hogy elOsegitse a nemzetgazdasag szerepldinek a
piacképességhez sziikséges korszerli miiszaki ismeretekkel valo ellatdsat és a Magyarorszag
altal  kotott nemzetkdzi megallapodasokban  vallalt, szabvanyositasra vonatkozd

kotelezettségek végrehajtasat (HTTP 3.).
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2.5.1. Vizsgalatok Folsomia candida ugrévillassal

Az ugrovillasokat koriilbeliil négy évtizede hasznaljak Okotoxikologiai tesztelésnél
(KROGH 2008). A Collembolik széles korben elterjedtek, laboratoriumi koriilmények kozott
konnyen tarthatdak és szaporithatoak, szobahdémérsékleten rovid a generacios idejiik
(BODROG 2012). Az OECD 232-es guildline-ja ugrévillasok tesztelését irja le talaj
kozegben. Két fajra vonatkozik a leiras, Folsomia fimetaria és F. candida ugrovillas fajokat
lehet hasznalni a szabvany altal leirt tesztben. A szabvany leirja, hogy mennyi ideig tart a
teszt, milyen ismétlés szdmot és koncentracié sorozatot érdemes hasznalni, milyen kora
egyedek sziikségesek, hany egyedet kell felhasznalni, és hogy milyen statisztika eljarasokat jo
alkalmazni a teszt kiértékelésére. Kiilon kitér a felhasznalt talaj 6sszetételére (5% tdzeg, 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%-0t;
e juvenilis egyedek szamanak atlaga legalabb 100 db;

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

A variacios koefficiens (CV) képlete:

S: szoras

X: atlag

>

Cv=4A *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 hasznaltam.

2.5.2. Vizsgalatok fonalférgekkel

A fonalférgek megfeleld tesztallatnak bizonyultak kiilonb6z6é anyagok vizsgalatanal,
mivel kis helyet igényelnek, rovid az életciklusuk, egyszerli a reprodukciojuk és konnyen
fenntarthatoak laboratoriumi koriilmények kozott (BOYD et al. 2001). Mostandban tobb
standardizalt modszer is sziiletett a szennyviz, az iiledék és a talaj tesztelésére Nematodak

felhasznalasaval. Tobb mint hisz ISO, OECD és ASTM tesztszabvanyt hasznalhatunk a
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fonalférgek tesztelésre. Altalaban tobb paramétert is vizsgilnak: mortalitast, novekedést,
reprodukciot és a viselkedésiiket a tesztanyag hatasara. A klasszikus toxicitas vizsgalat mellett
a C. elegans-t biokoncentracids vizsgalatokra is felhasznaljak. A rovid generacios id6 és a
laboratoriumi  koriilmények kozotti konnyli tenyésztés miatt, megfeleld tesztallatnak
bizonyulnak gyors ¢és alacsony koltségli tesztek elvégzéséhez. Emellett a magas az
érzékenységiik a kiilonbdzd szennyezéanyagokra és rovidebb id6 alatt reagalnak rajuk (HOSS
& WILLIAMS 2009).

Amint az dkotoxikoldgiai tesztek egyre nagyobb teret hoditanak meg, egyre nagyobb
jelentésége lesz a fonalférgeknek is a laboratoriumi tesztelésben. A Nematodak idealis
tesztallatnak bizonyulnak a toxikus hatasok vizsgdlatdra a gént0l a kozosségekig, ami egy

Gijabb kihivés lesz a jovében 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 tartalmazd ZnO-jat hasonlitottam Ossze egy-egy tesztben. Savoly Zoltan
megvizsgalta nano és bulk ZnO szemcseméret eloszlasat pasztazd elektronmikroszkop
segitségével (3-6. kép). A vizsgalat eredményei jelentésen eltértek a gyartd altal megadott
szemcsemérettol. Az eloszlasi gorbén nagyjabol két csucs figyelhetd meg. Az anyag egy része
100-200 nm kozotti, mig a masodik csucs 300-500 nm kozotti, tehat a Sigma-Aldrich cég

"nano” ZnO-ja mar nagyszemcsésnek mindsiil.

WD HV T det | mag H 200 nm WD H urr det | m [=:] 1um
10.0 mm|10.00 k pA | ETD| 250 000 x ELTE TTK 10.0 mm|[10.0 3 pA ETD| 4 9 x

3-4. kép: Sigma-Aldrich bulk ZnO (SAVOLY Z. 2013)
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WD HV curr | det 22 e—1Y100 1111] WD HV curr | det | mag B 100 nm ——

5.0 mm | 20,00 kV[30,0 pA |[ETD |2 X ELTE TTK 5.0 mm  20.00 kV

5-6. kép: Sigma-Aldrich 50> nano ZnO (SAVOLY Z. 2013)

0 pA |ETD| 500 000 x| ELTE TTK

Mivel a Sigma-Aldrick cég nanokészitménye Savoly Zoltan vizsgalatai alapjan
nagyszemcsésnek bizonyult ezért két (20 nm és 100 nm) a Szegedi Tudoméany Egyetem altal
készitett, elektronmikroszkoppal bevizsgalt szemcseméretli anyagot is teszteltiink. A
nanorészecskéket hidrodermalis uton allitottak eld. Az anyagoknal feliiletkezelés nem tortént.
A szintézis utan a mintdt megmostak, centrifugaval elvalasztottdk majd szaritottak, a
karakterizalas ezutan tortént. A szemcseméret eloszlast transzmisszids elektronmikroszkoppal
(TEM) ¢és rontgendiffrakcioval (XRD) vizsgaltdk. A rontgendiffrakcional a 0,05-0,25 nm
hullamhossztartomanyba esé  rontgensugarak  szorodasat  vizsgaljak. A mérést
sugarzasdetektorok segitségével végzik ¢€s intenzitdsmérésen alapul, a vizsgalt anyag
egészének szerkezetérdl nyujt képet. A szemcseméret eloszlasi grafikonok az 2. mellékletben
talalhatoak. A transzmisszids elektronmikroszkoppal 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 el6szor az OECD 232 teszt modositott
valtozatat csinaltuk meg. A moddositas abban rejlik, hogy aktiv szén nélkiili gipszre raktuk a
teszt allatokat és Eppendorf csé kupakjaba helyeztiik ki az élesztébe kevert teszt anyagot. Ezt
az 1.-2. képen lathatjuk. A gipszbe szenet azért nem tettiink, hogy az allatok mindenképp az
¢lesztébol fogyasszanak. Folsomia candida (Willem 1902) ugroévillas faj kifejlett egyedeit
hasznaltuk teszt allatként. Az OECD szabvanyban leirtak szerint 10-10 db F. candida-t
raktunk minden miianyag Petri-csészébe (11. kép). A gipszontést is én végeztem, 200 g gipsz/
200 g viz arannyal. Az allatok az altalam készitett szinkron tenyészetbdl szdrmaztak és 9-12
naposak voltak. A teszt idotartama 28 nap volt. A szegedi egyetem altal eldallitott nZnO-t
vizsgaltuk két szemcseméretben (20 nm, 100 nm), 6t koncentracidban (400 mg/kg, 800
mg/kg, 1600 mg/kg, 3200 mg/kg, 6400 mg/kg), koncentracionként 4-4 ismétléssel és 8 db
kontroll csoporttal. Az Eppendorf kupakokba 0,05 g ¢lesztét és 20 pg oldatot helyeztiink (12.
kép). Az oldatokat ultrahangos razatas (20-25 min, 75 %-on) utan pipettaztuk az élesztéhoz.
Az ultrahangos szonikdldst hasznaljdk a nanoszuszpenzié stabilazasara, aggregacid
megakadalyozéasara, de emellett megndvelheti a bioldgiai elérhet6ségét is az anyagnak. A
szonikélas alatt ionok oldodhatnak ki a nanoanyagbél (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. Elészor 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 kisméretli Petri-csészékben végeztiik, szilir6papiron. A sziir6papir felé egy eldre
nyomtatott papirt helyeztiink, amin ki volt jeldlve két helyen az élesztd helye €s koriilotte egy-
egy korben a vizsgalando iiriilék helye. Maga a vizsgalat azon alapszik, hogy a Collembola-k
oda iiritenek, ahol esznek és igy kiderithetd melyik taplalékot preferaljak. A Petri-csészékbe
2-szer 0,025 g éleszt6t tettiink, az egyik mindig a kontroll volt, arra 10 pg Milli-Q vizet
pipettaztunk. A masik élesztére 10 pg oldatot raktunk.

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

nano ZnO-t is vizsgalni ilyen tesztben, ezért az egyik kisérletnél vizsgaltunk egy
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nagyszemcsés kontrollt, az elobb 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 ossze. Célunk az volt, hogy ugyanazokat az
anyagokat leteszteljiik talajon és gipszen egyarant, ugyanazokkal a koncentracidkban,
ugyanolyan laboratériumi koriilmények kozott. Ez sajnos nem sikeriilt 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 eldtesztek tapasztalatai alapjan terveztiik meg a fbtesztet. 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
korlatolt, ezeket az anyagokat talajon nem tudtuk tesztelni, igy a végso kisérletekben Sigma-
Aldrich cég altal gyartott nZnO és a nagyszemcse méretli ZnO-t hasonlitottuk dssze. A teszt
végrehajtasat, hasonlo az eldtesztekhez, az OECD 232 szabvany alapjan végeztiik, csak itt a
szabvanyban meghatarozott dsszetételll talajba helyeztiik a kisérleti anyagot és az allatokat is.
Edényenként 26 g talajt mértiink ki. A hozzdadott desztillalt vizben oldott kisérleti anyag
mennyiségét a talaj kivant viztartalma alapjan szamoltuk ki. {gy ehhez a talaj mennyiséghez 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
elokisérletekben, kivéve, hogy a 6400 mg/kg-os legmagasabb koncentraciot itt elhagytuk. Az
oldatokat hasznalat elétt itt is 20 percig razattuk ultrahangon. Az allatokat egy csipetnyi

¢lesztdvel etettiik. A harom hét lejarta utan a leolvasasnal vizzel toltottilk meg az edényeket,
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majd tintaval szineztiik be, hogy jol lathatéak legyenek az allatok. Ezek utdn leszamoltuk az

adult mortalitast és a szaporulatot.

3.3. Panagrellus redivivus tesztfajjal végzett teszt

Akut mortalitasi teszteket végeztiink, a tesztszervezet egy szabadon €10, bakterivor
taplalkozasu fonalféreg faj, a Panagrellus redivivus (Linné 1767) volt (13-14. kép). Kifejlett
néstény egyedekkel dolgoztunk. Laboratoriumban zabpelyhes taptalajon, sététben, 20 + 1°C
tartjuk. A teszt sordn 24 ora volt az expoziciés idd, ezért a teszt viszonylag gyorsan
elvégezhetd és kiértékelhetd. A teszt végpontja a mortalitas, a tesztek leolvasasat mikroszkop
alatt végezziik. Mivel a teszt nem szabvanyositott 6kotoxikoldgiai teszt, az érvényességét ugy
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 méretli ZnO-t
hasznaltuk. A koncentraciokat az eldkiséreltek alapjan allitottuk be. Igy nem a F. candia
fajnal hasznalt koncertraciokat alkalmaztuk, hisz azok til 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 szuszpenziokat 20 percig
ultrahangos szonikatorba helyeztiik. A teszteket 96 lyuku mikrotitraldé lemezeken végeztiik,
ismétlésenként 5 kifejlett ndstényt hasznaltunk. A mikro-plate-t termosztatba helyeztiik 20 +
1°C hémérsékletre és 24 6ra utan 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)
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14. kép: Panagrellus redivivus a mikro-plate-ben (Kiss 2014)

3.4. Statisztikai modszerek

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

Az ANOVA szamos, egyez0 szorast, normal eloszldsu csoport atlaganak
Osszevetésére alkalmas statisztikai modszer. Az egyszempontos varianciaanalizis a kétmintas
t-proba altalanositott valtozata, mely kettonél tobb fiiggetlen csoport esetén képes egy valtozéd
atlaganak 0sszehasonlitisara.

A Dunnett teszt a kontroll csoporthoz viszonyitva szdmolja 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 kisérletek eredményei
4.1.1. El6kisérletek

A gipszen végzett tesztek nem feleltek meg az OECD 232-es szabvanyban leirt
feltételeknek. A teszteknek ezen felill sem lett értékelhetd eredménye, koncentraciofiiggdséget
sem tapasztaltunk, amit viszont a talajon végzett tesztnél igen. A két fajjal végzett (Sinella
coeca, Folsomia candida) taplalékpreferencia vizsgalatnal 100 % mortalitast tapasztaltunk.
Valoszintileg 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 sordn, a Szegedi Tudomany Egyetem altal készitett 20
nm és 100 nm ZnO-t hasonlitottuk 6ssze (1-2. diagram). Az adult egyedek mortalitasaban
nem lathatd koncentraciofliggdség. A juvenilis egyedek szama a kontroll csoporthoz képest

jol lathatéan csokkent. A két szemcseméret hatdsa kdzott nincsen szignifikdns kiilonbség.

140 -

120 -

sl

60 - 0O20nm

0 100nm
40 -

20 A ’_I‘
0 T T T T T 1

0] 400 800 1600 3200 6400

Koncentracio (mg/kg)

Adultak egyedek atlaga (%)

1. diagram: Els6 gipszen végzett kisérletben tulélt adult egyedek atlaga és szorasa szazalékban
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2. diagram: Els6 gipszen végzett kisérletben sziiletett juvenilis egyedek atlaga €s 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
tartalmazd nano ZnO-t hasonlitottuk Ossze (3-4. diagram). Az adult egyedeknél nem
tapasztaltunk mérhet6 toxikus hatast a kontroll csoporthoz képest. A juveniliseknél sem

lathatd olyan mértékii csokkenés, mint az eldz6 kisérletnél. Erdekes mddon a nagyszemcse

meéretli bizonyult a legtoxikusabbnak.
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3. diagram: Masodik gipszen végzett kisérletben talélt adult egyedek atlaga és szordsa
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4. diagram: Masodik gipszen végzett kisérletben sziiletett juvenilis egyedek atlaga és szorasa

A harmadik gipszen végzett teszt soran a Sigma-Aldrich cég nagy szemcseméreti
(bulk) és 50 nm-nél kisebb szemcséket tartalmazdé nano ZnO-t hasonlitottuk Ossze (5-
6.diagram). Ennél a kisérletnél se koncentraciofiiggéséget, se mérhetd mortalitdst nem

tapasztaltunk.
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5. diagram: Harmadik gipszen végzett kisérletben tul¢lt adult egyedek atlaga és szorasa
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6. diagram: Harmadik gipszen végzett kisérletben sziiletett juvenilis egyedek atlaga és szordsa

4.1.2. Fokisérlet

A talaj kdzegben végzett foteszt megfelelt az érvényességi feltételeknek:

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

e ajuvenilisek szamanak variacios koefficiense: 23,63 %

Az eldtesztekkel ellentétben itt tisztan latszik a koncentraciofiiggdség. Az adult
egyedek mortalitasan és a reprodukcid mértékén jol latszik, hogy mind a nagyszemcsés, mind
a nanoméretli ZnO szignifikansan toxikus volt a F.candida fajra, ezt a Dunnett proba (7. és 9.
diagram) is igazolta. Minden koncentracioban a nagyszemcsés anyag bizonyult toxikusabbnak
¢és a reprodukciocsokkentd hatasa is er6sebb volt (8. és 10. diagram). A féteszt modell

diagnosztikdjat a 4. mellékletben talalhatjuk.
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Adult egyedek tulélése a kontroll csoporthoz képest

400- 0 - ¢ )

=)

=

[@)]

£ 800- 0 - ¢ . )

-

QO

S

'©

g

S 1600- 0 ¢ . )

(e}

>

. 3200- 0 ¢ )
T T | T T
5 4 3 2 |

Szignifikancia szint (p<0,05)

7. diagram: Adult egyedek koncentracionkénti talélése 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: F0 kisérletben tulélt adult egyedek atlaga és szordsa
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Juvenilis reprodukcio csékkenés a kontroll csoporthoz képest
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9. diagram: Juvenilis egyedek koncentracionkénti reprodukcidja 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: F¢ kisérletben sziiletett juvenilis egyedek atlaga és szordsa

33



4.2. Panagrellus redivivus fajjal végzett kisérlet eredményei

A P. redivivus-ra mind a nanoszemcsés, mind a nagyszemcsés (bulk) anyag
szignifikdns toxikus hatast mutatott a kontroll csoporthoz képest (11. diagram). A 12.
diagramon lathatjuk, hogy a magasabb koncentraciokban a nagyszemcsés anyag volt
toxikusabb. A 4. mellékletben a nematodaval végzett teszt modell diagnosztikajat is

megfigyelhetjiik.

P. redivivus egyedek tulélése a kontroll csoporthoz kepest
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11. diagram: P. redivivus egyedek koncentracionkénti talélése a kontroll csoporthoz képest,

minden eredmény szignifikans lett (p<0,05): Az x tengelyen a 0 alatti eredmények szamitanak

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 fényképet készitettiink a leililepedett ZnO és nano ZnO-rdl. a
legmagasabb, 50 mg/kg-os koncentracioban (15-16. kép). A képeken jol lathato, hogy sokkal

tobb kiiilepedett anyag keletkezett a nagyszemcsés ZnO hatésara.

15. kép: A lelilepedett nagyszemcsés anyag az 50 mg/l-os koncentracidoban (KISS 2014)
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16. kép: A leiilepedett nanoszemcsés anyag csapadéka az 50 mg/l-os koncentracioban (KISS
2014)

36



5. Ertékelések, kovetkeztetések

A dolgozatomban két talajlako ¢€l6lény érzékenységét vizsgaltam nagyszemcsés és
nano ZnO-ra. A vizsgalt kiilonb6z6 szemcseméretli biztosan nano ZnO-knal a
szemcseméretnek nem volt szignifikansan kiilonb6z6 hatasa a F. candida mortalitasara és
reprodukciojara. KOOL et al. (2011) végzett teszteket az F. candida fajjal, vizsgalataikban a
nano ZnO toxikusnak bizonyult az ugrévillasokra, viszont véleményiik szerint nem a ZnO
nanorészecskéknek, hanem a kioldodott cink-ionoknak volt toxikus hatasa. WAALEWIJIN-
KOOL et al. (2012) is ugrovillasokkal kisérletezett talajban és talaj szuszpenzidban. A
kiilonb6zé szemcseméretli ZnO-nak reprodukcidcsokkentd hatdsai voltak. A ZnO
szemcseméretek toxicitasaban szignifikans kiilonbséget nem tapasztaltak ¢€s a kozeg sem
befolyasolta azt. Ezekkel a kisérletekkel ellentétben a mi altalunk végzett fOtesztben a
mortalitasra is szignifikdns hatdsa volt mindkét anyagnak. A gyarto altal forgalmazott kétféle
ZnO koziil a nagyszemcsés bizonyult toxikusabbnak.

IZSAK (2013) dolgozatdban és FOUNTAIN & HOPKIN (2001) vizsgalataiban,
hasonldan a mi eléteszteinkhez, az OECD 232-es szabvany modositott valtozatat hasznaltak,
tehat talaj kozeg helyett gipszen végezték az ugrovillas mortalitds és reprodukcié tesztet.
FOUNTAIN & HOPKIN (2001) ugy talalta, hogy ebben a tesztben a ZnO-nak kevésbé
toxikus a hatésa, mint a talaj kozegben végzett kisérletben. IZSAK (2013) tesztjeiben a nano
ZnO-nak nem volt hatdsa a mortalitdsra, a reprodukcié viszont szignifikdnsan csokkent.
Koncentraciofiiggést nem tapasztalt. A gipszen végzett kisérleteink kontroll csoportjai nem
feleltek meg az OECD szabvanyban leirt feltételeknek. Arra kdvetkeztetésre jutottunk, hogy
érdemes elgondolkodni a mdédszer miikodoképességén. A szinkron tenyészetek és a kisérlet
kontroll csoportjai kozotti kiilonbség az €lesztd prezentalasa €és az aktiv szén hianya volt a
gipszbdl. Az Eppendorf csé kupakjaibol lathatéan tudtak taplalkozni az ugrdvillasok ezért az
aktiv szén hianya lehetett az a faktor, ami miatt nem lettek sikeresek a tesztek. Az ok
fényderitésére tovabbi kisérletek sziikségesek.

A P. redivivus fonalféregfajjal végzett tesztben 1is szignifikdns mortalitast
tapasztaltunk, a foteszthez hasonldan itt is a nagyszemcsés ZnO-nak volt toxikusabb hatasa.
Ezzel az eredménnyel hasonlot kozolt WILK (2014) a dolgozataban. O is a Sigma-Aldrich
cég nagyszemcsés és nanonak mondott ZnO-jat tesztelte a P. redivivus fajon ¢és nala is a

nagyszemcsé€s anyag volt toxikusabb.
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A két vizsgalt faj koziil a P. redivivus bizonyult érzékenyebbnek mind a
nagyszemcsés, mind a "nano" ZnO-ra. Ezt az is magyarazza, hogy nem Volt szerves anyag a
rendszerben. Az anyagok kozotti toxicitasbeli kiilonbséget azzal magyarazhatjuk, hogy a
gyartdo altal nanonak feltiintetett készitmény feliiletkezelésen eshetett at, hogy ne

aggregalodjon.
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6. Javaslatok

A vizsgélataim alapjan mindenképp javasolndm a gipszes modszer fejlesztését.
Erdemes lenne megfigyelni, hogy ha a gipszhez aktiv szenet adunk, az milyen valtoztatdsokat
eredményez a teszt lefolyasa soran.

A fonalférgekkel a tovabbiakban olyan tesztet is kellene végezni, ahol a szervesanyag
is jelen van a rendszerben, igy kdrnyezetileg relevansabba valna a vizsgalat. Ezt a szempontot
kovetve mas koncentraciokat lehetne beallitani, amik jobban tiikrozik a természetben
elé6fordulé ZnO mennyiségét. Az 0j vizsgalatok soran mas végpontokat is lehetne tesztelni.

Fontos lenne a nanoanyagok egységes tesztelése is €s az erre sziiletett szabvanyok
létrejovetele. Az nanorészecskéknél kiilondsen nagy szerepe van a vizsgalati kozegnek és az
anyagok eldkezelésének. Mivel ezekre jelenleg nincs megadva egységes megoldas, mindenhol
masképp csindljak, nehéz dsszehasonlitani, egyiitt kezelni az eddig ebben a témaban sziiletett
tanulményokat.

A nanoanyagoknal a pontos szemcseméret meghatarozasa és forgalomba hozatalakor
ennek feltlintetése is alapvetd lenne. A nanoszemcsék ismerete 1ényeges a veliik folytatott
vizsgalatokkor, hisz konnyen eléfordulhat, hogy a még nanotartoméanyba tartozd, de nagyobb
szemcseméretli anyag hasonloan viselkedik, mint a nagyszemcsés megfeleldje, de kisebb
szemcseméretnél mar egész mas tulajdonsagokkal rendelkezik.

Mind a nano, mind a nagyszemcsés ZnO toxikus hatisokat fejt ki a talajallatokra a
kisérleteink alapjan, ezért lényeges lenne ezeknek a kibocséjtasat csokkenteni és a talajba

jutasat megakadalyozni.
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7. Osszefoglalas

A nanotechnoldgia elterjedtté valdsa indokolja, hogy az igy eldallitott anyagok
veszélyességét, kornyezeti és egészségiigyi kockazatat megfeleloképpen kivizsgaljuk. Azok
az anyagok tartoznak ide, amelyek legalabb egy dimenzioban 1-100 nm-es
mérettartomanyban esnek, mindségileg Uj tulajdonsagokkal rendelkeznek, igy mads
kockézattal is jarnak, mint a nagyszemcsés megfeleldjik. A méret csokkenésével nd a
fajlagos feliilet ¢és a reakcidoképesség, ezek megkonnyithetik a biologiai elérhetdségét és
megnovelhetik a toxicitasat az anyagoknak.

Dolgozatomban a nagy szemcseméretli €s nano cink-oxid (ZnO) toxicitdsat és
reprodukciora kifejtett hatasat vizsgaltuk két talajszervezeten, a Folsomia candida ugrovillas
fajon és a Panagrellus redivivus fonalféreg fajon. Az utébbinal csak az anyagok mortalitasra
kifejtett hatasat vizsgalo teszteket végeztiink. A nanoméretli ZnO-t széleskorlien alkalmazzak
fotokatalitikus tulajdonsagai miatt, megtaldlhatd naptejekben, kozmetikai készitményekben és
akar felhasznalhatjadk talaj remedidci6 soran is. Négyféle anyagot teszteltem, egy
kereskedelmi forgalomban kaphatd nagyszemcsés ZnO-t €s ugyan ennek a cégnek, a gyartd
adatai alapjan 50 nm-nél kisebb részecskéket tartalmaz6 ZnO-jat hasonlitottam Gssze egy-egy
tesztben. A nano ZnO készitmény utdlagos elektronmikroszkopos vizsgélat alapjan, a gyarto
altal kozolt adatok ellenére, mar nagyszemcsésnek mindsilt, ezért két (20 nm és 100 nm) a
Szegedi Tudomany Egyetem altal készitett elektronmikroszkoppal bevizsgalt szemcseméretii
anyagot is teszteltiink.

A F. candida tesztfajjal harom eldkisérletet készitettiink. Ot koncentraciot hasznaltunk
(400 mg/kg, 800 mg/kg, 1600 mg/kg, 3200 mg/kg, 6400 mg/kg), koncentracidnként 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 szignifikans kiilonbség a szemcseméretek toxicitdsaban és
a reprodukciodra kifejtett hatdsaban. A kontroll csoporthoz viszonyitva szignifikdnsan csak az
elsd eldtesztnél csokkent a reprodukcid. Ezek utan a fOtesztet talaj kdozegben 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 és a gyarto altal nano
mérettartomanyba sorolt készitményt hasonlitottuk Ossze. A tesztben mar a legkisebb
koncentracional is szignifikdns koncentraciofiiggd mortalitds novekedést és reprodukcio

csokkenést tapasztaltunk. A nagyszemcsés anyag bizonyult toxikusabbnak.
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A P. redivivus szabadon €16, bakterivor fonalféreg. Ezzel a tesztfajjal végzett tesztben
az eldkisérletek alapjan nem éreztiik indokoltnak az olyan magas koncentraciok hasznalatat,
mint az F. candida-nal, igy joval alacsonyabbakkal végeztiik a vizsgalatot (50 mg/1, 25 mg/I,
12,5 mg/l, 6,25 mg/l, 3,15 mg/). Itt is a gyartd nagyszemcsés és a nano ZnO-jat hasznaltuk.
Miar a legalacsonyabb koncentracional is szignifikdnsan ndtt a mortalitds a kontroll
csoporthoz képest. Az alacsonyabb koncentracioknal a két anyag toxicitasa kozott nem
tapasztaltunk kiilonbséget, viszont a magasabb koncentracioknal a nagyszemcsés anyagnak
toxikusabb hatasa volt erre a fonalféreg fajra.

A kisérleteink alapjan kijelenthetjiik, hogy a két talajban €16 faj koziil a nano ZnO a
fonalférgekre fejt ki karosabb hatast. Az ugrovillas fajjal végzett kisérletnél a szerves anyag
jelenléte is befolyasolhatta a toxicitast, 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 a papiron nagyszemcsés bizonyult toxikusabbnak.
Feltételezéseink szerint valamilyen feliiletkezelés vagy adalékanyag okozhatta a toxicitasban
talalt kiilonbséget. Az F. candida faj esetében a kiilonboz6 expozicids utvonalakat célzd
kisérleteket nem tudtuk értékelni, mivel a modszer nem bizonyult hasznalhatonak.

A tovabbiakban érdemes lenne egységes tesztelési rendszert kidolgozni a
nanoanyagok ¢€s azon beliil a nano ZnO vizsgélatara. Fontos lenne az is, hogy pontos méret
meghatdrozas torténjen az anyagok forgalomba hozatala eldtt. A dermalis felvételt
megakadalyozo kisérletet érdemes lenne atdolgozni, hogy miikodd képes legyen.
Kijelenthetdé, hogy mind a nano, mind a nagyszemcsés ZnO toxikus hatast fejt ki a
talajallatokra, ezért a kornyezetbe nagy mennyiségben kijutatott anyag hosszitavon
megvaltoztathatja a talaj életk6zosségeinek a szerkezetét és negativan befolyasolhatja a

talajban zajlo 6koldgiai folyamatokat.
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8. Summary

The spread of nanotechnology justifies the proper analysis of the hazard of materials,
environmental and health risks which are produced on that way. Those materials can be
classified into this group which are in the size range of 1-100 nm at least in one dimension,
they own brand new characteristics, so they have other risks than their bulk equivalents. By
the decreasing of size, the surface area and reactivity increase which can facilitate the
bioavailability and can raise the toxicity of materials.

During my study we were analysing the toxicity of bulk and nano zink-oxid (ZnO) and
their influence of reproductivity which on two soil organizations, on Folsomia candida, the
white springtail, and on the Panagrellus redivivus, nematode species. In the case of the latter
only toxicity tests were carried out. The nano sized ZnO is used broadly because of its
photocatalytic features. It can be found in sunscreens, in cosmetics and can be used even
during soilremediation. | was testing four kind of materials, a bulk ZnO which is available
commercially which was compared to another ZnO in tests that contains smaller particles than
50 nm according to its producer. According to the electromicroscopicpost-analysis of nano
ZnO, despite the published datasby the producer, it is considered to be non-nano thats why we
also used two material (20 nm, 100 nm) wich were analised by electromicroscopes. They
were provided by University of Szeged.

Three pre-analysis were made with the species of F. candida. We used five different
concentrations (400 mg/kg, 800 mg/kg, 1600 mg/kg, 3200 mg/kg, 6400 mg/kg), every
concentration was used for four times. Our study were done by the modified OECD guidline
232, in a medium intsead of soil, where we are able to minimize the possibility of dermal
exposure. There were no significant differences experienced in the case of the toxicity and
influence of reproduction during the three experiments. Compared to the control group only in
the case of the first pre-test reproduction was decreasing significantly. Afterall we made the
main study in soil, the test corresponded the validity conditions. We were examinating only 4
kind of concetrations. The bulk and nano sized ZnO were compared to each other. During the
test even the lowest concentration was significant in mortality and reproduction reduction
compered to the control group. The bulk material proved to be more toxic.

In the case of P. redivivus free living, bacterivor nematode, we did not find any
reasons to use high concentrations like in the case of F. candida, there for the tests were done

by lower ones (50 mg/l, 25 mg/l, 12,5 mg/l, 6,25 mg/l, 3,15 mg/). Again the producer’s bulk
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and nano ZnO were used. Even in the matter of the lowest concentration mortality was
significantly increasing compared to the control group. There was no difference experienced
between the two materials’ toxicity at lower concentration, but at higher concentrations, bulk
materials has more toxic influence to this kind of nematode species.

According to our experiments we can set that the nano ZnO has more harmful impacts
to nematodes. During the test with springtails the precense of organic matter can affect the
toxicity, but nor the highest concentration values caused that much mortality like in the case
of nematodes. We did not found significant differences in toxicity between the certainly nano
and the bulk ZnO. During the analysis of the materials marketed by the company the bulk one
proved to be more toxic. We assume that some surface treatment or additive cause that
difference was found in toxicity. In the case of the test with F. candida which we want to
examined the different routes of exposure could not be assessed because the method proved to
be not useful.

In the followings it would worths to develop standardized testing system for
nanomaterials. It would be important to determine the exact particle size before provided to
the market. In the future it will be good to be renew the test what prevent the dermal uptake to
be useful. It could be said that both the nano and the non-nano ZnO can be toxic to soil
animals, thats why the materials which are taken to the environment in big amount can change
the structure of soil's organisms and can negativly infulence the ecological processes in the

soil during longer periods.
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9. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koOszonetet mondani konzulenseimnek, Seres Anikonak és Hracs
Krisztinanak a dolgozatomban nyujtott segitségiikért. Tovabba Dullien Blankdnak a végso

lektoralasi munkakeért.
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11. Mellékletek

1. melléklet:
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13. diagram: Oldott cink koncentracio eltérd pH tartomanyokban: 5,5 pH barna erdd talaj pH-
ja, 6,3 pH C. elegans bels6 pH-ja, 7,0 pH a tesztelésnél hasznalt kozeg pH-ja (SAVOLY
ZOLTAN 2014)
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2. melléklet:
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14. diagram: 100 nm ZnO szemcseméret eloszlasa
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15. diagram: 20 nm ZnO szemcseméret eloszlasa
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3. melléklet:
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16-17. diagram: Els6 F. candida-val végzett gipszes vizsgalathoz végzett Dunnett tesztek
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18-19. diagram: Masodik F. candida-val végzett gipszes vizsgalathoz végzett Dunnett tesztek
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Adult egyedek tulélése a kontroll csoporthoz képest Juvenilis reprodukcio csékkeneés a kontroll csoporthoz képest
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20-21. diagram: Harmadik F. candida-val végzett gipszes vizsgalathoz végzett Dunnett
tesztek
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4. melléklet:

Amortalitasra vonatkozd Anova-modell diagnosztikus abrai
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22. diagram: Az F. candida-val végzett féteszt mortalitasra vonatkozo modell diagnosztikus

abrai: bal-fent és -lent vizsgalhatjuk a szorasok egyezGségét, jobb-fent a reziduumok

normalitasvizsgalata Q-Q abraval, jobb lent pedig a kiugréértékeket ellendrizhetjiik

53



Resuduals

JEandardized residuals|

23. diagram: Az F. candida-val végzett foteszt reprodukciora vonatkozo modell diagnosztikus

A reprodukciora vonatkozd Anova-modell diagnosztikus abrai

Residuals vs Fitted

ol 0
F - ﬁ & g
&=
8
= —i—_':'___a_ _ﬂ_ P, --E
¥ B 8
E — a 2] o
| | | | | |
M 4l b B lddh 1D
Fitted values
Scale—Location
o i = =
8 o e
= Q L=3
- -8 EE B
a _g"'ﬂ i o
=
g~ o
=
=

L e
Hoo4p eb B0 10D 1320

Fitted valwes

Standardized residuals

Standardized resudanls

La !

Ea!

Normal Q—Q

=l ool

| T T T
1 i 1 z

[

Theoretical Cuantiles

Residuals vs Leverage

gl a Bl
L]
A
= g
Cook’s distance g
1 | | I | 1 I
0,00 0.0 (T} 012
Leverage

abrai: bal-fent és -lent vizsgalhatjuk a szorasok egyezdségét, jobb-fent a reziduumok

normalitasvizsgalata Q-Q abraval, jobb lent pedig a kiugroértékeket ellendrizhetjiik
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Amortalitasra vonatkozo Anova-modell diagnosztikus abrai

i Residuals vs Fitted Normal Q—Q
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24. diagram: A P. redivivus-szal végzett foteszt mortalitasra vonatkoz6 modell diagnosztikus
abrai: bal-fent és -lent vizsgalhatjuk a szorasok egyezdségét, jobb-fent a reziduumok

normalitasvizsgalata Q-Q abraval, jobb lent pedig a kiugrdértékeket ellendrizhetjiik
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12. Nyilatkozat

Alulirott , a Szent Istvan Egyetem Mezbgazdasag- és

Kornyezettudomanyi Kar szak nappali/levelezd tagozat

végz0s hallgatdja nyilatkozom, hogy a dolgozat sajat munkam, melynek elkészitése soran a felhasznalt
irodalmat korrekt modon, a jogi és etikai szabalyok betartasaval kezeltem. Hozzajarulok ahhoz, hogy
szakdolgozatom/diplomadolgozatom egyoldalas Osszefoglaloja felkeriiljon a Kar / Intézet / Szak
honlapjara. A digitalis verzioban (pdf formatumban) leadott dolgozatom elérhetd legyen a témat
vezetd tanszéken/intézetben, illetve a kialakitasra keriilé Kari kdzponti nyilvantartdsdban, a jogi és

etikai szabalyok teljes korii betartasa mellett.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem.

Go6dollo, év ho nap

hallgato alairasa
A dolgozat készitdjének konzulense nyilatkozom arrél, hogy a szakdolgozatot/diplomadolgozatot
attekintettem, a hallgatét az irodalmak korrekt kezelésének kovetelményeirdl, jogi és etikai
szabalyairdl tajékoztattam.
A szakdolgozatot/diplomadolgozatot zardvizsgan torténd védésre javaslom / nem javaslom.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem.

Godollo, év ho nap

témavezeto alairasa
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