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Kornyezettoxikoldgiai vizsgalatok
Aliivibrio fischeri tesztorganizmussal

Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem

Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomanyi &inszék

Kdrnyezeti Mikrobiologia és Biotechnoldgia Kutatopsrt



1. Bevezetés

Az koérnyezettoxikologia (6kotoxikoldgia), amely szgezanyagoknak egyedekre,
populaciokra és az okoszisztémara gyakorolt hatdgégalja, a kdrnyezeti hatasvizsgélat és az
Okologiai kockazatbecslés fontos eszkdze. Szergpee ejelenssebb a szennyezett terlletek
artalmatlanitasanak nyomon kévetésében illetve rahadgreallitott teriiletek megfigyelésében.

A hagyomanyos kérnyezetvizsgalat soran valamelytahim kémiai Osszetétele alapjan
mindsitenek szennyezettnek; figyelmen kivil hagyva asgdlt szennyémnyag biologiai
hozzaférhdiségét, amely a kémiai forma mellett a matrixhozaftailedek, lebeganyag) vald
kotédés, és az egymas melletéferduld szennyafanyagok kdzott felléfy igy antagonista, additiv
vagy szinergikus kélcsonhatasok fiiggvénye. Az kéreytoxikologiai tesztek a szenngamyagok
biolégiai hozzaférhéségébl fliggoéen itélik meg a vizsgalt minta szennyezettségétlyisaaz
aktudlis toxicitast mérik, igy a kémiai analitikandédszerek fontos kiegésiit (Gruiz és
munkatarsai 1995/a, 1995/b; Gruiz €s munkatareéil

Az okotoxikologia fogalmanak definidlasa nem kolnfeladat. Altalanos értelemben az
Okotoxikologia a mér ismert és az () szenwgewagokat, és azok kdrnyezetre gyakorolt 6koldgiai
hatasat tanulmanyozza (Callow, 1993). Az o©kotoxig@ szamos tudomany (fizika, kémia,
mikrobiolégia, botanika, zooldgia, 0Okologia, toxiégia, statisztika) elveit és eredményeit
felhasznalja (Vargha, 1991).

Az okotoxikoldgiai tesztek figyelembe veszik az filgia torvényszdiségeit, igy egyed szinten
az egyed élettani viselkedését (pusztulas, novekedeéergiahaztartas, biokémiai folyamatok,
mutacio) vizsgaljak, a populacid szintién pedig aapwrodas, egyeddiség, eloszlas
torvényszeisegeivel foglalkoznak. Tarsulas szintjén a fajszé@mfajok kozotti kapcsolatok,
indikator fajok jelenléte; mig az ©Okoszisztéma gem a rendszer egészének anyag és energia
forgalma all az 6kotoxikologia érdéklésének kbzeppontjaban (Suter, 1989).

A leirtak egyenes kovetkezménye, hogy az okotoxiffial eszkbztara széles és a vizsgalatok
targyatdél fuggen rendkivil valtozatos.

A szennye#anyagok o©kotoxikus hatasat vizsgalhatjelgy fajt alkalmazé laboratoriumi
tesztekke| amelyeknek szamos delye mellett néhany hatranya is megemlithedz egy fajt
alkalmazo tesztek tbbbsége laboratoriumi koruimerig@zott konnyen elvégezitetmiszert nem
igényel, igy kivitelezési koltségik alacsony. Hayndk, hogy viszonylag alacsony a kornyezeti
realizmusuk, mivel természetes viszonyok kdzo6tt pesztan egy faj egyedei kertilnek kapcsolatba
a szennyesanyaggal, hanem kilonb®zZajok populacibi. igy a szennysganyagok természetes
viszonyok kozott fellép hatasdnak megdllapitaséara, az egy fajt alkalmegptak félrevezét
valaszt adhatnak (Van Capelleveen, 1995). Lényegdbbat az extrapolalas egy fajrol, - a
tesztorganizmusrol - egy masik fajra vagy az Olaxeéma egészére csak nagy korultekintéssel
végezhet el (Cairns és Pratt, 1989). Az egy fajt alkalmézsztek kozil a mikrobialis médszerek
tinnek a legalkalmasabbaknak az Okoszisztéma jelednzé mivel majdnem minden
Okoszisztémaban megtalalhatok, igy a jol valaszesiztorganizmus reprezentalhatja a kérnyezeti
viszonyokat (Callow, 1993).

Az egy fajt alkalmazo tesztek kdzo6tt nagy szamladdltatok rovid ideig tartd eljarasok, igy az
altaluk nyert valasz a szennyenyag akut toxikus hatdsara utal és kevéssé képekekszu tavu
(krénikus) hatasok jelzésére.



Az eqy fajt alkalmazé biotesztek végpontja széledam mozoghat. A leggyakrabban hasznalt
végpont a tesztorganizmusilélése Okoldgiai szempontbdl azonban a szubletdlis iiélkc
tanulmanyozasanfvekedésgatlas, szaporojl&edvesdbb, mint a tulélésé. Mayer és munkatarsai
(1986) szerint viszont a szubletalis végpontok0j@5-0,97 korrelalnak a tuléléssel, igy a tulées i
alkalmazhato6 végpontjelzésként.

Sok esetben a tesztorganizmhiekémiai, fizioldgiai valtozasdasznalhaté a szennyenyag
kimutataséara. Végpontként igen gyakran alkalmazifiknboz enzimek(ATPaz, dehidrogenéz,
foszfataz, észteraz, luciferaaktivitasanak valtozasafTorslov (1993)Pseudomonas fluorescens
esetén 0Osszehasonlitotta kiulonbdezzennyedanyagok ndvekedésre, dehidrogenaz és foszfataz
enzimaktivitasra gyakorolt hatasat. A végpontok nemonyultak az 0sszes szennyazyagra
azonos érzekenységek, amilbl arra kovetkeztettek a székz hogy kilonbd# szennyezések
esetén nem csupan a tesztorganizmust, de a tesztégpontot is korultekiden, optimalas atjan
kell megvalasztani.

Sokszor kiulonbdz anyagcsere-termék illetve valamely enzim szubgatrdk koncentraciojat
hasznaljak a toxicitds vizsgélatara. A legismertebbdszer (ATP-TOX) az ATP-szintet méri
szentjanosbogar luciferaz enzimje, és D-luciferofaktor jelenlétében, luminométerrel (Xu és
Dutka, 1987).

A biokémiai vizsgalatok kozé tartoznak a respiraciés a mikrokalorimetrias tesztek. A
respiraciés tesztek a tesztorganizmus Iégzését Imanyozzak (pl. BO{ teszt). A

mikrokalorimetria a szenny&anyag hatasara bekovetkehomérseklet-fluxus valtozasat méri
(Callow, 1993).

A Spirillum volutansbakteridlis mozgasképességi tesztet Dutka iredokzor (Callow, 1993). A
modszer elve, hogy szennganyag hatasara a tesztorganizmus mozgasképessidgercsagy
megs#nik, mivel a kemotaxis mechanizmuséért fédeCheA, CheB, CheY, CheZ, CheR enzimek
valamelyike gatolt.

A géntoxikolbgiai tesztek (Ames-teszt, SOS chromiptdutatox-teszt) a szennyemyagok
mutagén hatasat vizsgaljak. Ebben az esetben asbiovégpontja anutacioc Az Ames vagy
Salmonellatesztet kifejles#ijérél Amesil nevezték el. A mbdszer hisztidin auxoti@hlmonella
typhimuriumtérzset hasznal, amely mutagén hatasra elvesatirdd jellegét, vagyis hisztidint nem
tartalmazo taptalajon is képes novekedni. Az SQ8mobtest alapja, hogy mutacié hatasara az SOS
repair mechanizmus aktivalodik. Mivel a tesztorgamisban az SOS operon efpgalaktozidaz
operonnal 6sszeépitve talalhatd, az SOS repaiarftdyaiért feldls enzimek szintézise egydtt jar a
[B-galaktozidaz transzlaciéjaval. Brgalaktozidazhoz megfelielszubsztratot adva szines termeéket
kapnak, amely kolorimetriasan meghatarozhatdo (Xumaskatarsai, 1987). A Mutatox-teszt
Aliivibrio fischeri (Photobacterium phosphoreursdtét mutansat hasznélja, amely mutagén hatéasra
visszanyeri lumineszkalé képességét. A lumineszaehoninométerrel detektalhatdo (Kwan és
Dutka, 1990). A fent emlitett tesztekhez ésimdj lecentrifugdlt frakciéjat (9000 g), az S9-et
adagolva modellezni lehet az ésdkben, illetve a halakban lezajlé enzimatikus ce#dtat, igy a
bakteridlis géntoxikoldgiai teszteldb kovetkeztethetlink a szennyemyagok magasabb rdhd
szervezetekre gyakorolt hatasara.

Geéntoxikoldgiai tesztek (Mutatox, Ames, SOS Chraoestt 0sszehasonlitd vizsgalatat vegezték
el Legault és munkatéarsai (1994) és az Ames-tetatédtak a legérzekenyebbnek az altaluk vizsgalt
mutagén anyagokra.

Az egy fajt alkalmazd tesztek hatranyait igyekeznkiisz6bolni atobb fajt alkalmazo
laboratoriumi tesztek. Altalaban egymassal kolcsonhatasbans l@s/vagy kildnbdz tréfikus
szinteken lé¢ fajokat valasztanak tesztorganizmuskent. A tobjp &dkalmazo tesztek az 1.
tablazatban talalhatok.



1. tAblazat. T6bb fajt alkalmazé tesztek (Callow, 293)

A bioteszt leirasa Vizsgalt tulajdonsag
Két baktérium torzs a kompeticio eredménye
kompeticids tesztje. 5 napos tegzt
Mikrobialis préda-predator Préda, predator egyedszama
teszt. Idtartam: 3-5 hét.
Mikrokozmosz tesztek. Egyedszam, fajossztétel, 1égzés,
Idétartam: 3-10 hét heterotrof aktivitas,
Mezokozmosz tesztek Egyedszam, fajosszetétel,
Id6tartam: 5-6 hénap anyagcsere korforgalmak,

Az 1. tablazatban felsoroltak kozul kilénésen jeleak az un.mikrokozmosz teszteld
mikrokozmosz a természetes kornyezet mestersédesdditozott részhalmaza, a természetes
Okoszisztéma bioldgiai modellje (Vargha, 1991).ictesztek egyed feletti szinten mérik a komplex
hatasokat, nagyszamu, egymassal kolcsonhatashiardafdk populacidit vizsgaljak egyidéeg,
laboratoriumi koralmények kozott. A mikrokozmoszsatek sem képesek a természetben lezajlo
folyamatokat tokéletesen modellezni, de az altaim&lgaltatott eredmény nagyobb biztonsaggal
vonatkoztathat6 a kornyezetdz 1. tablazatba sorolt mezokozmosz tesztek atraeképeznek a

laboratériumi mikrokozmosz és a szabadfdldi vizagd k6zott. A mezokozmoszok szabadfoldon
létrehozott mesterséges rendszerek (pl. mesterséfjes amelyet a vizsgalt kemikéliaval
szennyeznek, majd nyomon kdvetik az 6kologiai z@smkat.

A Kkornyezetinket ér szennyezések hatasat leginkabb saabadféldi vizsgalatokkal
lévé természetes valtozdsokat. A vizsgélati eredmérgganis sokszor meghamisithatjdk a
szennyeétol flggetlenldl bekdvetkéz elore nem lathatdo koérnyezeti hatasok, mint példaul,
virusfertizés vagy klimavaltozas.

A bioindikacios kisérletek tertletre jellemg indikator fajok legkulonb&ibb jellemdit (kihalas,
betelepedés, invazid, fiziologias valtozasok) vidgdk (Spellerberg, 1991).

A szabadfoldi vizsgalatok kdzé tartoznakiaakkumulacids teszteg, amelyek a tesztorganizmus
azon tulajdonsagat hasznaljak ki, hogy azok képésde&nni és raktarozni a toxikus anyagokat. A
bioakkumulacios tesztek két fajtdjat kulénboztgthetmeg: az aktiv mddszerek a terlletet él
fajokat, mig a passziv tesztek a betelepitett &jakzsgaljak. A felhaszndlt tesztorganizmust a
behatasi i€ eltelte utan kémiai analizisnek vetik ala, és d&kumulalt szennydgmnyag
mennyiségélil kovetkeztetnek a teriilet szennyezettségére. Retrnunkatarsa (1993) a Toka-
patak fémszennyezettségét tanulmanyozta kagidodqonta woodiana akkumilacios teszttel.
Ugyancsak édesvizi kagyldb¢issena polymorphahasznéltak Camusso és munkatarsai (1994) a
Po-folyd vizsgalatara. Berger és Dallinger (1993)szarazfoldi csigdkhoz tartozérianta
arbustorumaltal akkumulélt fém mennyiségét hatarozta megefdal szennyezett terileteken.

A szabadfdldi vizsgalatok azonban kéltségesek,Zibgkeig tartanak, nagy szaktudast (botanika,
zooldgia, 6koldgia) és tapasztalatot igényelnely, kgvéssé alkalmasak standard mddszerekként
val6 alkalmazasra.



2. A Dbakteridlis biolumineszcencia hasznalata az
Okotoxikologiaban.

A biolumineszcencia, amely &lrendszer altali lumineszcens fénykibocsatast jekaamos
Okotoxikologiai teszt alapjat képezi. Sokféle origamus (gerincesek, gerinctelenek, baktériumok)
képes lumineszcens fényt kibocsatani. A bakterlahsineszcens fény képzésének alapegyenlete a
kovetked (Steinberg és munkatérsai, 1995).

luciferaz

FMNH2 + 02+ RCHO "~ FMN + ROOH + 12-0 + fény

ahol, FMNI—b a redukalt mig a FMN az oxidalt flavin mononukldo

A természetben fellelhé&tlumineszcens baktériumok Rhotobacteriumnemzetség tagjai. A
leggyakrabban hasznalt tesztorganizmuAiwibrio fischeri (korabbi nevérvibrio fischer), amit
sok publikaciéban azonositanalhotobacterium phosphoreunewvi baktériummal.

Mivel a bakteridlis lumineszcencidban szerepetzgatenzimek ismertek és aiket kddolo
géneket is feltérképezték (Meighen, 1988); ezénetgkailag manipulalt, lumineszcencidért fékel
gének bedlltetésével nyert baktériumok hozhatodle I€Bteinberg és munkatarsai, 1995). Lee és
munkatarsai (1991) a szentjanosbogar luciferazégéiiettékE. coliba Lapinen és munkatarsai
(1990) Vibrio harveyluciferaz génjét vitték ak. coliba Van Dyke és munkatarsai (1994) azt a
tulajdonsagot kihasznalva, hogy ésbkk fehérjék atirdsa szennyiamyag jelenlétében indukalhato,
E.coli hésokk promoterét kapcsoltak 6ssze Abivibrio fischeri lux génjével és plazmidba
inzertaltak. A plazmiddaE.colit transzformaltak, igy a szennyemyagokra rendkivil érzékeny
fényemisszidval jelk baktériumot kaptak.

Az Aliivibrio fischerivel végzett tesztelés egyik sarkalatos pontja a lesékiorilmények
megfeleb megvalasztasa. Mivel a&liivibrio fischeri tengeri baktérium, ezért a kisérletek
végrehajtasakor 2-3 % NaCl koncentracio fenntartdgaozmaozis nyomas érdekében sziikséges.
Azonban NaCl hatasara megnodvekedett igsmg befolyasolja a fémek kémiai formajat, és akalt
a toxicitaséat. Carlson-Ekvall és munkatarsa (1989k)k szilard fazisa mintat (iszap) vizsgaltak,

megéallapitottak, hogy Clion jelenlétében a fémek kloro-komplex forméava kalaak,
megvaltoztatva ezzel az eredeti formanak megfetlicitast. Ezért az ozmdzis nyomas fenntartasa
érdekében szamos egyéb oldatot kiprobaltak: gttdmi, D-gliikozt, maltdzt, glicerolt, citromsavat,
NaNOgz, (NHg)2SO4, NaClQy, NapSOy sth., amelyek kozil a NaCles a NaSOy vegyuleteket

talaltak a legmegfelébbnek. Masik fontos kovetkeztetésiik, hogytNen jelenléte a mérés soran
feltétlentl szikséges, mivel a lumineszcencia mitasa igy alig valtozik. Ezért azok az

ozmotikumok amelyek nem tartalmaznak™anem alkalmasak a NaCl helyettesitésére.

A pH szerepét Chou és munkatarsa (1992) vizsgaftdkmegallapitottdk, hogy dsen
befolyasolja a nehézfém-formak atalakulasat, eiadzh fémek hozzaférhétégét. Ahogy fémek
hozzaférhdiségét a pH, a szervesanyagok felvébegét a hidrofob szenny&myagok jelenléte
megvaltoztathatja, ezaltal a meért toxicitas is nsidioat.



Laborgyakorlat

Bevezetés

A modszer &liivibrio fischeri tengeri baktérium altal emittélt lumineszcens féntgnzitasanak
meérésen alapul. Gatld anyag jelenlétében a féngendis csokken, amelynek mértékeét
luminométerrel mérjuk.

A teszt elvégezhétfagyasztva szaritott vagy frissen atoltott tengéiet. Ez utobbi hasznalatat
irja le az alabbi leirat. Ebben az esetben a tegatizmus érzékenységét folyamatosan étieni
szikseéges.

A teszt tipusaegy fajt alkalmazd, laboratériumi, bakterialisuatoxicitasi teszt
Alkalmas:pérusvizre, talajkivonatra és teljes talaj szuazfgganak vizsgalatara (iszapallag)

TesztorganizmusAliivibrio fischeri az EPA és DIN szabvanyokhoz liofilezett formabapHao,
de mikrobioldgiai laboratériumban is konnyen femtitato.

Végpont: lumineszcencia intenzitascstkkenése, a mintadsiggorabdl EC20 (ED20) és EC50
(ED50) hatarozhaté meg.

Sziukséges fiszer luminometer

Tesztelés itartama:30 perc

Szabvanymoddszerek

US EPA Microtox
DIN 38412
Teljes talajra adaptalt és direkt kontaktra kidaloft valtozat: BME-ABET

Alkalmazasi terlleteelézetes és részletes allapotfelméres, kockazatfetmermediacio kbvetese,
ellendrzése, utébmonitoring

Megjegyzesjol reprodukalhato, viszonylag érzékeny teszt



1. Folyadékfazisu mintak vizsgalata
1.1. Inokulumkészités

Az Aliivibrio fischeri torzset folyékony tapoldatbaniiiében tartjuk fenn, folyamatos atoltassal.
A vizsgalathoz frissen atoltott tenyészetet hasmdl 24 6ras, 28C-on Aliivibrio fischeri
tapoldatban torténrazatas utan a sejtszuszpenzié hasznalhatdo mékesréres érzékenysége fligg
az inokulum kezdeti beltésszamatoloZeites mérések alapjan, LUMAC luminométer hasznélata
esetén, ha a beltésszamot 600 000 felett van,edélazsejtszuszpenzidt higitani. Az inokulum
higitasa 2 %-os NaCl-oldattal torténik. A beltéssz80 perces allas utan allandosul, igy a
felhigitott inokulum hasznalhaté mérésre.

Az inokulum készitéséhez hasznalt tapoldat 6sstetétkbvetkekx

Aliivibrio fischeri tapoldat (1000 cfdesztillalt vizre szamolva):

309 NacCl

6,19 NakpPO4. H2O
2,759 KHPOy

0,204 g MgSQ.7H0
59 pepton

0,5 % éleszikivonat
3cm glicerin
pH=7,2

A tapoldat sterilezése autoklavban PZl-on, 10 percig torténik.

1.2. Vizsgalatokhoz hasznalt Cu-oldat

Mivel a mérés érzékenysegessen fligg a kezdeti beltésszamtol, illetvedanérsekletil, a
mintdk mellé standard Cu-sor lumineszcencia gatlissénérjuk. A kuldonbo& mérési sorozatok
eredményét mindig az aktualis Cu-sorra viszonyitjuk

Cu-standardok koncentracioja: 25, 50, 100, 2000&sppm. A felhasznalt Cu-s6: CugBHO.

A standardok készitéséhez 2%-0s NaCl-oldatot hag#dA mérés kontrolljaként nehézfémet nem
tartalmazo 2%-o0s séoldat szolgal.

Kdrnyezeti vizmintdk esetén a higitasi sor elkéseitwdtt érdemes megmérni a higitatlan minta
lumineszcencia gatlasat, ez ugyanis sok esetbekségiglenné teszi a higitast. /nem toxikus a
minta/.



1.4. A lumineszcencia gatlas meghatarozasa lumiterneé¢

Lépések

1. A méBmiszer mintatartéiba 0,2-0,2 &nl.1.
pontban leirt médon é&llitott inokulumot mérunk.

2. A minta hozzaadasa nélkil megmérjik a
. lumineszcencia intenzitasatp)|

3. Az inokulumhoz 0,05 cft mériink a mintak
felkevert higitasaibdl. A standard Cu-sor tagjaibol

ugyancsak 0,05 cit mériink be. A kontroll
mintahoz 0,05 cr% 2%-0s NaCl- oldatot mérunk.

4. 30 perces kontakiid leteltével megmérjik a
lumineszcencia intenzitasatz()




1.5. A mérés kiértékelése

A mérés értékelése az 1. tablazat alapjan torténik.

1. tbl4zat. A folyadékmintak értékelése

Minta o 130 f=130K/10k | 1szdm=Ff*Ig | H%=100*(Iszadm-I3q)/Iszam
kontroll ok 130k

Cu locul| I30Cu1

Cuz locu2| 130Cu2

Cu3z/mg/

Cug

Cusg

mintay lom1 130m1

minta? lom2 130m2

. Iml/

0 - A mintatartbba mért inokulum kezdeti lumineszcarioienzitasa

130 - 30 perccel a minta hozzaadasa utan meért lumineszcmtenzitas

f - A kontroll minta 30. illetve 0. percben mért lumszeencia intenzitdsanak hanyadosa

Iszam - Azon lumineszcencia intenzitas, amelyet a vizsgatita venne fel 30 perces behatasi id

utén, ha toxikus anyag nem lenne jelen.

H% - a vizsgalt minta okozta %-0s lumineszcencia intésztsokkenés




1.5.1. Az EC20 és EC50 értékek grafikus meghatarozasa

A kiszamolt adatok segitségével egy H% - log beméstag[szennnyezanyag koncentracio
vagy ml eredeti minta] gorbét szerkesztiink, am@lyeolvassuk a 20%-os illetve az 50%-0s
fényintenzitas cstkkenéshez tartozé koncentraékeért/lasd 1 abra/

100 - I AT .
80
60 u

EC50
40

H %

EC2020

0.01 0.1 1 10

minta /ml/

1. abra AZ EC20és EC50 értékek grafikus meghatardsa

Ezeket EC20 illetve EC50 értékként kezeljuk. Cuesgtén ugyancsak megszerkesztjuk a H%-
log(bemért Cu) diagramot, és az E€zlletve EC5Q értékeket leolvassuk.

1.5.2. Az dsszegzett gatlas mértékének kifejeaesgyenértékbed £,).

A végeredmény megadasa Cu-re vonatkoztatva toréékidvetke# modon:

Ycu 20=0sszegzett gatlas 20= (EC2Q/EC20minta )*10° [mg Cu/dm® minta]

Y cu 50=0sszegzett gatlas 50= (ECBY/EC50minta )*10°



2. Szilard fazisu mintak vizsgalata
Bevezetés

A folyadékfazisi mintakkal szemben a szilardfézidiivibrio fischeri teszt szamos probléméat
vet fel.

- Ha a talgj illetve tledékmintdk okotoxikolégigizsgalata azok kivonataibol torténik, a
nagyfoku higulas miatt érzékenységcsokkenéssel szglimolni. Ugyanakkor szamos a talaj ill.
Uledék szempontjabél fontos kdlcsOnhatasi format, szennyefanyag-talajszemcse,
tesztorganizmus-talajszemcse, tesztorganizmustalacse-szennyganyag - nem veszink
figyelembe.

- A mintak és a tesztorganizmus direkt érintkeédet esetén azonban meéréstechnikai
problémaékkal kell szamolni. A minta jellegéfliggéen ugyanis a mintaszuszpenzié zavarossaga
(fényateres#t, elnyeb tulajdonsaga) kulonbdzlehet. Ez viszont befolyasolja a luminométer
fotoelektron-sokszorozojaba érketeny intenzitdsat. Megoldast jelenthet egy olyantkoll minta,
amely fizikai-kémiai, biologiai jellegét tekintvezanos (nagyon hasonld) a vizsgalt talajjal illetve
Uledékkel, de toxikus anyagot nem tartalmaz. Ez etkddsérletek esetén megvaldsithatd (pl.
talajtisztitasi folyamatok modellezése), egyébkésak ritkan all rendelkezésre szennyezetlen
kontroll. Természetesen valaszthatd egy biztosamrszezetlen standard talaj/lledék, esetleg
talaj/Uledék sorozat, ez azonban ritkan feleltétinetg teljesen a vizsgalt talajjal illetve tledékkel

- Szilard fazisi mintak esetén is problémat okumyy a teszt érzékenységésan fligg a
sejtszuszpenzio altal emittalt fény intenzitasadért minden méréssorozathoz egy standard Cu-
sor adagolasa szlikséges, amelynek segitségévgeeatény Cu-egyenértékben adhatdé meg, igy
a kulonb6sd méréssorozatok eredmeényei egymassal 6sszehaatikith

Ez a kalibraciés eljaras, melynek segitségégéweszek eredményét rézekvivalensben adjuk meg,
segiti az 6kotoxikolégiai eredmények dsszehasatbidagat, a hatason alapuld hatarértékekhez, a
remediacio célértékéhez vald viszonyithatésagatoxcitas ekvivalens lényege az, hogy akkora

hatasrol van sz0, amekkorat a kalibralashoz felfé@sz ugyanakkora gatlasnal leolvasott
rézvegyilet koncentracié okozott volna.

2.1. Inokulumkészités

Az inokulum készitése az 1.1. pontban leirt modotenik.

2.2. Mintaetkészités

A mintakat szobatmérsékleten szaritjuk, majd dérzsmozsarban apritjuk



2.3. Vizsgalatokhoz hasznalt Cu-oldat

A szilard fazisu kérnyezeti mintak esetén is a kblizs mérési sorozatok eredményét mindig az
aktudlis Cu-sorra viszonyitjuk.

Cu-standardok koncentracioja: 20, 40, 80, 120, T&m és 400 ppm. A felhaszndlt Cu-so:
CuS(y.5H20. A standardok keszitéséhez 2%-os NaCl-oldatatrigisnk. A meérés kontrolljaként

nehézfémet nem tartalmazo 2%-os séoldat szolgal.

2.4. A mintak higitasi soranak készitése

A) talaj, tledék

2 g minta 1crh

2 cnd 4 cnf 2 cnd 2 cnd 15cnl NaCl

2. abra Higitasi sor ( A)talaj, Gledék)

A higitas 2%-o0s NaCl-oldattal rendszeres keveréketnétrteénik. A mérés kezdetedst 30
percig allni hagyjuk a higitasi sor tagjait.

2.5. A lumineszcencia gatlas meghatarozasa lumitemneé

Lépések
1. A méBmiiszer mintatartdiba 0,2-0,2 éh2.2. pontban leirt médonéllitott inokulumot mérink.

2. A minta hozzaadasa nélkil megmeérjik a lumineszadntenzitasat. )

3. Az inokulumhoz 0,05 cft mériink a mintak felkevert higitasaibél. A stamd@u-sor tagjaibal
ugyancsak 0,05 cBat mériink be. A kontroll mintahoz 0,05 8r%-0s NaCl- oldatot mériink.

3.a. Nem rendelkeziink szennyezetlen kontroll mirtiav

A mintak hozzaadasa a 3. abra szerinti sorrendiveénik. A minta hozzaadasa utan azonnal
merjuk a lumineszcencia intenzitasat)(IAz 11 az adott minta kontrolljaként szolgal, feltételezv



azt, hogy a hozzaadas pillanataban a minta még fagrki gatlé hatast. Bizonyos esetekben a
feltételezés nem helyes, mivel a toxikus anya@pdtszdren fejti ki hatasat, amit a kiértékeléskor
figyelembe kell venni.

3.b. Rendelkeziink szennyezetlen kontroll mintaval

Az inokulumhoz a vizsgaland6 minta higitasai malkzennyezetlen kontroll ugyanolyan médon
készilt higitasait mérjuk. Ebben az esetben ninigkssg€g azonnali mérésre.

4. 30 perces kontakiideteltével megmérjuk a lumineszcencia intenzita$ag)

2.6. A meéreés kiértékelése

A mérés értékelése a 2.(3.a. eset) és a 3. (&t).tablazatok alapjan tortenik.

2.6.1. Az EC20 (ED20) és az EC50 (ED50) grafikughagrozasa

A kiszamolt adatok segitségével egy H% - log benaryag [mg szarazanyag] gorbét
szerkesztlnk, amelyfrleolvassuk a 20%-os illetve az 50%-o0s fényint@&wcsokkenéshez tartozé
koncentracio- ill. dozisértékeket. (lasd. 1. alitagket EC20 (ED20) illetve EC50 (ED50) értékként

kezeljuk. Cu esetén ugyancsak megszerkesztjuk a-Hég(bemért mg Cu) diagramot, és az
EC2Qcyilletve EC5Qy értékeket leolvassuk.

2.6.2. Az 6sszegzett gatlas mértékének kifejegesgyrenértékben{,)

A végeredmény megadasa Cu-re vonatkoztatva toréékivetke# modon:

Ycu 20=0sszegzett gatlas 20= (EC2Q/EC20minta )*10° [mg Cu/kg minta]

Y cu 50=0sszegzett gatlas 50= (ECBY/EC50minta )*10°



A talajmintéak toxikussaganak jellemzéskivibrio fischeri biolumineszcencia teszt eredménye
alapjan

Osszegzett gatlas 20 Osszegzett gatlas 50 Jellemzés
[mg Cu / kg talaj] [mg Cu / kg talaj]

<80 <120 Nem toxikus

80-250 120-300 Enyhén toxikus
250-400 300-500 Toxikus

> 400 > 500 Nagyon toxikus

A jegyzokonyvben szerepeljen:
» néhany soros beveset
» agyakorlat Iépései (mit miért hogyan csinaltunk)
> kiértékelés: tablazat, koncentracio-dozis valasbéo

> rézegyenérték szamitasa
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Kiértékelés a 3.a. esetben

Minta

Iszamy=fp«lg

Iszamy=f1*1 ¢

kontroll

Cuyp
Cwp
Cu
Cuy

Cus

1 mintgy
1 mintay
1 mintag

1 mintgy

1 minta

H%=100*(Iszamy-130) / Iszamy




Kiértékelés a 3.b. esetben

Minta lo I30 fsz fo Iszam H%=100*(Iszam-l3g)/Iszam

kontroll

Cyy fo=130K ok Iszam=f* gy
Cuwp
Cug
Cuy
Cug

szilard kontroly fsz1=130szk1l0szk1
sz kontrolp fs2p=130szk3!0szk2
sz. kontrolg fsz3=130s7k3l0szk3

sz. kontroly

sz. kontrolk

1 mintgy Iszam=fsz1*l g1m1
1 minta Iszamy=fszy*l g1 m1
1 mintag
1 mintgy
1 minta;




