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1. Ökotoxikológiai tesztek a talajvizsgálatban

Az emberi tevékenység által kiváltott stresszek a víz és a levegő mellett a talajt is érintik. A talaj három fázisból álló (levegő, víz, szilárd) szerves és szervetlen anyagokból felépülő bonyolult rendszer, melynek kiemelkedően fontos globális szerepe van az elemek körforgásában, valamint a szárazföldi ökoszisztémák tápanyagellátásában. A talajalkotók az ökoszisztéma normális működéséhez szükséges tápanyagokhoz hasonlóan a szennyezőanyagok megkötésére is képesek, aminek hatására a talaj minősége, ökológiai struktúrája (fajösszetétel, fajsűrűség, fajeloszlás) és ebből adódóan biológiai aktivitására jellemző mennyiségi mutatók (sejtszám, légzés, nitrifikálás, totál enzimaktivitások, tápanyagok immobilizálása és mobilizálása, elemek körforgása) megváltozhat. A talajnak a szennyezőanyagok káros hatásának kompenzálására óriási pufferkapacitása van, ami a háttérben alattomosan működő káros változásokat és hatásokat a talajfunkció viszonylagos érintetlensége miatt elmaszkírozza. Ezért nagyon fontos, hogy a talajok esetében a kémiai és biológiai vizsgálati eredményeket mindig párhuzamosan végezzük, és együtt értékeljük.

A kémiai analitikai módszerek a talajban található szennyezőanyagok feltárás után mérhető koncentrációját mérik, nem a biológiai hozzáférhetőségtől függő aktuális toxicitást, vagy más káros hatást, amely függ a szennyezőanyagok kémiai formájától (vegyülettípus, oxidációs fok), és a talaj jellemzőitől (szervesanyag-, agyagtartalom, pH, redox viszonyok). Figyelembe kell venni az esetleg jelenlévő egyéb anyagokat is, mivel azok a legkülönbözőbb kölcsönhatásokba (antagonista, additív, szinergikus) kerülhetnek a vizsgált szennyezőanyaggal. A természetben bizonyos típusú vegyületek biodegradáción mennek keresztül, amelynek hatására kémiai analitikával nem vizsgált, de esetleg hatványozottan toxikus anyagok keletkeznek. A felsorolt okok hangsúlyozni kívánták a biológiai és ökotoxikológiai módszerek szükségességét a szennyezett talajok környezeti vizsgálatában.

A biológiai és ökotoxikológiai módszerek előnyei és hátrányai

Az ökotoxikológiai és biomonitoring módszerek használata a vegyi szennyeződés ellenőrzésekor számos előnnyel bír, a kémiai monitoringot kiegészíti, és részben helyettesítheti. A biológiai módszerek ellen szóló érvek - miszerint nehezen standardizálhatók és az adatok értékelése nagy szakértelmet igényel -, ellenére használatuk rohamosan terjed, hiszen többlet információt szolgáltatnak a szennyezőanyagok ökoszisztémát érintő káros hatásáról, biodegradálhatóságáról, bioakkumulációjáról, valamint a vegyületek kölcsönhatásairól.

A biomonitoring módszerek gyakran olcsóbbak, pontosabbak és érzékenyebbek a környezetben lejátszódó kedvezőtlen feltételek jelzésére, mint a kémiai analízis. Ez abból a tényből adódik, hogy a biológiai válasz integráló és akkumuláló természetű, különösen a fejlettebb biológiai szervezetek esetén. Ez a szükséges mérések számának csökkentéséhez vezethet mind térben, mind a mérések gyakoriságában.

A biológiai hatás mérésének hátránya, hogy gyakran nehéz a megfigyelt hatást a szennyeződés specifikus vonásaival összekapcsolni. A jelenlegi kémia-orientált szennyeződés csökkentési irányelvek és a kémia-specifikus problémák feltárása tekintetében nyilvánvaló, hogy a biológiai hatás analízise soha sem fogja teljes mértékben helyettesíteni a kémiai analízist, hanem azzal együtt, azt kiegészítve szolgáltat információt.

Az ökotoxikológia fogalmának definiálása nem könnyű feladat. Általános értelemben az ökotoxikológia a már ismert és az új szennyezőanyagokat, és azok környezetre gyakorolt ökológiai hatását tanulmányozza. Az ökotoxikológiai tesztek figyelembe veszik az ökológia törvényszerűségeit, így egyed szinten az egyed élettani viselkedését (pusztulás, növekedés, energiaháztartás, biokémiai folyamatok, mutáció) vizsgálják, a populáció szintjén pedig a szaporodás, egyedsűrűség, eloszlás törvényszerűségeivel foglalkoznak. Társulás szintjén a fajszám, a fajok közötti kapcsolatok, indikátor fajok jelenléte; míg az ökoszisztéma szintjén a rendszer egészének anyag- és energiaforgalma áll az ökotoxikológia érdeklődésének középpontjában.

Egy fajt alkalmazó laboratóriumi tesztek

Az egy fajt alkalmazó laboratóriumi tesztek többsége laboratóriumi körülmények között könnyen elvégezhető; gyakran műszert sem igényel, így kivitelezési költsége alacsony. Hátrányuk, hogy viszonylag kicsi a környezeti realizmusuk, mivel természetes viszonyok között nem pusztán egy faj egyedei kerülnek kapcsolatba a szennyezőanyaggal, hanem különböző fajok populációi. Így a szennyezőanyagok természetes viszonyok között fellépő hatásának megállapítására az egy fajt alkalmazó tesztek félrevezető választ adhatnak. Lényegében tehát az extrapolálás egyetlen fajról, a tesztorganizmusról, egy másik fajra vagy az ökoszisztéma egészére csak nagy körültekintéssel végezhető el. Az egy fajt alkalmazó tesztek közül a mikrobiális módszerek tűnnek a legalkalmasabbaknak az ökoszisztéma jellemzésére, mivel majdnem minden ökoszisztémában megtalálhatók, így a jól választott tesztorganizmus reprezentálhatja a környezeti viszonyokat.

Az egyetlen fajt alkalmazó talaj ökotoxikológiai tesztek végpontja széles skálán mozoghat:

· Túlélés vagy pusztulás

· Növekedésgátlás vagy szaporodásgátlás

· Biokémiai, fiziológiás változás (enzimaktivitás, anyagcseretermék koncentráció, respirációs tesztek, mikrokalorimetria, mozgásképességi tesztek)

· Mutáció (géntoxikológiai tesztek)

A leggyakrabban használt végpont a tesztorganizmus túlélése vagy pusztulása. Ökológiai szempontból azonban a szubletális reakciók, mint a növekedésgátlás vagy a szaporodás tanulmányozása kedvezőbb, mint a túlélésé. 

Sok esetben a tesztorganizmus biokémiai, fiziológiai változása használható a szennyezőanyag kimutatására. Végpontként igen gyakran alkalmazzák különböző enzimek aktivitásának változását (ATPáz, dehidrogenáz, foszfatáz, észteráz, luciferáz). Pseudomonas fluorescens tesztorganizmus esetén összehasonlították különböző szennyezőanyagoknak a növekedésre, a dehidrogenáz és a foszfatáz enzimaktivitásra gyakorolt hatását. A végpontok nem bizonyultak az összes szennyezőanyagra azonos érzékenységűnek, amiből arra következtetettek, hogy különböző szennyeződések esetén nem csupán a tesztorganizmust, de a tesztelési végpontot is körültekintően, optimálás útján kell megválasztani. 

Sokszor különböző anyagcseretermékeknek, illetve valamely enzim szubsztrátjának koncentrációját használják a toxicitás kimutatására. A legismertebb rendszer az ATP-TOX, amely az ATP-szintet méri szentjánosbogár luciferáz enzimje és D-luciferin kofaktor jelenlétében, luminométerrel.

A biokémiai vizsgálatok közé tartoznak a respirációs és a mikrokalorimetriás tesztek. A respirációs tesztek a környezeti minta saját mikroflórájának vagy a tesztorganizmusnak a légzését tanulmányozzák (pl. BOI5 teszt víznél vagy a talajlégzés talajnál). A mikrokalorimetria a szennyezőanyag hatására bekövetkező hőmérséklet-fluxus változást méri.

A Spirillum volutans bakteriális mozgásképességi tesztet Dutka írta le először (Calow, 1993). A módszer elve, hogy szennyezőanyag hatására a tesztorganizmus mozgásképessége csökken vagy megszűnik, mivel a kemotaxis mechanizmusáért felelős kolinészteráz izoenzimek (CheA, CheB, CheY, CheZ, CheR) valamelyike gátolt.

A géntoxikológiai tesztek (Ames-teszt, SOS chromotest, Mutatox-teszt) a szennyezőanyagok mutagén hatását vizsgálják. Ezekben az esetekben a bioteszt végpontja a mutáció. 

Az Ames-tesztet, a Salmonella mutagenitási tesztet, kifejlesztőjéről nevezték el. A módszer hisztidin auxotróf Salmonella typhimurium törzset használ, amely mutagén hatásra elveszti auxotróf jellegét, vagyis hisztidint nem tartalmazó táptalajon is képes növekedni. 

Az SOS chromotest alapja, hogy mutáció hatására az SOS javító mechanizmus aktiválódik. Mivel a tesztorganizmusban az SOS operon egy (-galaktozidáz operonnal összeépítve található, az SOS javítás folyamataiért felelős enzimek szintézise együtt jár a (-galaktozidáz transzlációjával. A (-galaktozidázhoz megfelelő szubsztrátot adva színes terméket kapnak, amely kolorimetriásan meghatározható. 

A Mutatox-teszt a Photobacterium phosphoreum sötét mutánsát használja, amely mutagén hatásra visszanyeri lumineszkáló képességét. A lumineszcencia luminométerrel detektálható. 

A fent említett tesztekhez emlős máj lecentrifugált frakcióját (9000 g), az S9-et adagolva, modellezni lehet az emlősökben, illetve a halakban lezajló enzimatikus reakciókat, így a bakteriális géntoxikológiai tesztekből következtethetünk a szennyezőanyagok magasabb rendű szervezetekre gyakorolt hatására.

Géntoxikológiai tesztek (Ames, SOS Chromotest, Mutatox) összehasonlító vizsgálatát végezték el és az Ames-tesztet találták a legérzékenyebbnek az általuk vizsgált mutagén anyagokra.

Az egy fajt alkalmazó tesztek között nagy számban találhatóak rövid ideig tartó teszteljárások, így az általuk nyert válasz a szennyezőanyag akut toxikus hatására utal, ezek kevéssé képesek a hosszú távú hatások jelzésére. Pedig az esetek 88%-ában, ha a szennyezőanyag rendelkezik akut toxicitással, akkor krónikus hatása is kimutatható. 

A kísérlet léptékétől függetlenül vizsgálhatók rövid és hosszú távú hatások. Rövid távú (akut) hatások vizsgálata általában a nehézfémek esetében használatos, hosszú távú (krónikus) hatásokat inkább szerves szennyezőanyagok (policiklusos aromás-szénhidrogének (PAH-ok) és poliklórozott-bifenilek (PCB-k) esetében vizsgálnak. 

Akut toxicitás mérése esetén (rövid idejű kitettség) a koncentráció–hatás görbéről leolvashatjuk a 10, 20 50 vagy 90 %-os gátlást okozó koncentrációt, vagy a görbe meredekségét. Ennek megfelelően az alábbi vizsgálati végpontokat szokták eredményként megadni. 

LC10, LC20, LC50, LC90 = letális koncentráció (Lethal Concentration), mely a tesztorganizmus 10, 20, 50 vagy 90 %-ának pusztulását okozza.

EC10, EC20,, EC50, EC90 = hatásos koncentráció (Effect Concentration), mely a mérési vagy vizsgálati végpont 10, 20, 50, 90 %-os csökkenését okozza.

LD10, LD20, LD50, LD90 = letális dózis (Lethal Dose), mely a tesztorganizmus 10, 20, 50 vagy 90 %-ának pusztulását okozza.

ED10, ED20, ED50, ED90  = hatásos dózis (Effect Dose), mely a végpont 10, 20, 50, 90 %-os csökkenését okozza.

A koncentráció-hatás görbe meredekségét használva vegyi anyagok toxicitásának jellemzésére az EC értékektől különböző eredményt kaphatunk, hiszen a szigmoid görbék alakja eltérő lehet. 

Akut toxicitás mérése esetén a tesztelési idő rövidsége miatt könnyen elkövethetjük azt a hibát, hogy a hatás csak a teszt idejének lejárta után jelentkezik. Ezt kiküszöbölendő hosszú távú, un. krónikus vizsgálatokat kell végezni. A hosszú távú vizsgálatokban az utódok létrehozására gyakorolt hatást is mérhetjük. Az utódok számát is mérő tesztek a reproduktivitási tesztek.

Krónikus toxicitás (hosszú idejű teszt) vizsgálatából az alábbi, a koncentráció–hatás görbe alapján grafikusan vagy statisztikai módszerekkel meghatározott értékeket szokták megadni:

NOEC= (No Observed Effects Concentration), az a legnagyobb koncentráció amelynek nincs megfigyelhető hatása.

NOEL= (No Observed Effects Level), az a legnagyobb dózis, amely nem okoz megfigyelhető hatást.

NOAEC = (No Observed Adverse Effects Concentration), az a legnagyobb koncentráció, amely még nem okoz megfigyelhető káros hatást. 

NOAEL= (No Observed Adverse Effects Level), az a legnagyobb dózis, amely még nem okoz megfigyelhető káros hatást.

LOEC= (Lowest Observed Effects Concentration) az a legkisebb koncentráció, amelynek hatása már megfigyelhető.

LOEL= (Lowest Observed Effects Level) az a legkisebb dózis, amelynek hatása már megfigyelhető.

MATC= (Maximum Allowable Toxicant Concentration), a szennyezőanyag maximális, még megengedhető koncentrációja.

A tesztelésre használt organizmus kiválasztását körültekintően kell végezni, hogy a kapott eredmény alapján következtetéseket vonhassunk le a magasabb trofikus szinten élőkre. A különböző tesztorganizmusok érzékenysége egy adott szennyezőanyagra nagy változatosságot mutat. Ha kockázatfelmérésre akarjuk használni az eredményt, és pesszimista becslést alkalmazunk, célszerű a szennyezőanyagra legérzékenyebb fajt választani a tesztelésre. Természetesen ezen elv megvalósíthatósága csekély, hiszen az ökotoxikológiai tesztelést erősen bonyolítaná az esetről esetre történő tesztorganizmus választás. Ezért biotesztelésre olyan tesztorganizmust célszerű használni, amelynek már ismerjük az érzékenységét különböző szennyezőanyagokra (laboratóriumi tesztek).

Az egy fajt alkalmazó tesztek többnyire egyszerű laboratóriumi vizsgálatok, így az abiotikus viszonyokat (hőmérséklet, páratartalom, minta állaga) csak kevéssé veszik figyelembe. A szennyezőanyagokat a természetes viszonyaiból kiemelve vagy megváltoztatva hozzák kapcsolatba a tesztorganizmussal, ami módosíthatja a szennyezőanyag hozzáférhetőségét és ezáltal az aktuális toxicitását. A legtöbb jelenleg használt talajvizsgálatra alkalmas bioteszt a talaj extrahálószeres kivonatát vizsgálja, elhanyagolva a szennyezőanyag–talajszemcse, tesztorganizmus-talajszemcse (biofilm), tesztorganizmus–talajszemcse–szennyezőanyag kapcsolatokat és a hozzáférhetőséget.

Az extraktum használata azért is problémás, mert a talajból történő kivonás a legtöbb szennyezőanyag esetén nem megoldott. Komplex szennyeződéseknél az extrahálószer szelektív kioldást eredményezhet.

Több fajt alkalmazó tesztek

Az egy fajt alkalmazó tesztek hátrányait igyekeznek kiküszöbölni a több fajt alkalmazó laboratóriumi tesztek. Általában egymással kölcsönhatásban lévő és/vagy különböző trofikus szinteken lévő fajokat választanak tesztorganizmusként. A több fajt alkalmazó teszteket a 1. táblázatban foglaltuk össze.

1. táblázat. Több fajt alkalmazó tesztek (Calow, 1993)

	A bioteszt leírása
	Vizsgált tulajdonság

	Két baktérium törzs kompetíciós tesztje

5 napos teszt
	A kompetíció eredménye

	Mikrobiális préda–predátor teszt

Időtartam: 3–5 hét
	Préda, predátor egyedszáma

	Mikrokozmosz tesztek

Időtartam: 3–10 hét
	Egyedszám, fajössztétel, légzés, heterotróf aktivitás,

	Mezokozmosz tesztek

Időtartam: 5–6 hónap
	Egyedszám, fajösszetétel, anyagcsere körforgalmak,


A 1. táblázatban felsoroltak közül különösen jelentősek az ún. mikrokozmosz tesztek. A mikrokozmosz a természetes környezet mesterségesen korlátozott részhalmaza, a természetes ökoszisztéma biológiai modellje. Ezen tesztek egyed feletti szinten mérik a komplex hatásokat, nagyszámú, egymással kölcsönhatásban álló fajok populációit vizsgálják egyidejűleg, laboratóriumi körülmények között. 

A mikrokozmosz tesztek sem képesek a természetben lezajló folyamatokat tökéletesen modellezni, de az általuk szolgáltatott eredmény nagyobb biztonsággal vonatkoztatható a környezetre. A mezokozmosz tesztek átmenetet képeznek a laboratóriumi mikrokozmosz és a szabadföldi vizsgálatok között. A mezokozmoszok szabadföldön létrehozott mesterséges rendszerek, amelyet a vizsgált kemikáliával szennyeznek, majd nyomon követik az ökológiai változásokat.

A környezetünket érő szennyezések hatását legpontosabban szabadföldi vizsgálatokkal jellemezhetjük. Ebben az esetben azonban ismernünk kell a terület „normális” ökológiáját és a folyamatban lévő természetes változásokat. A vizsgálati eredményt ugyanis sokszor meghamisíthatják a szennyezőanyagtól függetlenül bekövetkező, előre nem látható környezeti hatások, mint például vírusfertőzés vagy klímaváltozás. 

A bioindikációs kísérletek a területre jellemző indikátor fajok legkülönbözőbb jellemzőit vizsgálják, mint: kihalás, betelepedés, invázió, fiziológiás változások.

A szabadföldi bioakkumulációs tesztek két fajtáját különböztethetjük meg: az aktív módszerek a területen élő fajokat, míg a passzív tesztek a betelepített fajokat vizsgálják. A felhasznált tesztorganizmust a behatási idő eltelte után kémiai analízisnek vetik alá és az akkumulált szennyezőanyag mennyiségéből következtetnek a terület szennyezettségére.

A szabadföldi vizsgálatok azonban költségesek, hosszú ideig tartanak, nagy szaktudást (botanika, zoológia, ökológia) és tapasztalatot igényelnek, így ma még csak kevéssé alkalmasak standard módszerekként való használatra.

Egy fajt alkalmazó ökotoxikológiai tesztek alkalmazása szennyezett talajok jellemzésére

Szennyezett talaj jellemzésére, bármilyen célból is történjék is a vizsgálat általában nem elegendő egyetlen ökotoxikológiai tesztet alkalmazni, hiszen egyetlen tesztorganizmus igen rosszul reprezentálja a teljes ökoszisztémát. Ez azt jelenti, hogy párhuzamosan több, általában három, lehetőleg különböző trofikus szintekhez tartozó tesztorganizmussal végzett tesztelés szükséges. A különböző trófikus szintek lehetnek: baktérium, gomba, növény / alga, növényevő állatragadozó állat. 

Bakteriális tesztek

A szennyezőanyagok vizsgálatára széles körben használják a bakteriális bioteszteket. Ezek jelentősége az utóbbi időben megnövekedett.

Elterjedésüket és népszerűségüket annak köszönhetik, hogy gyorsak és laboratóriumi körülmények között könnyen kezelhetők valamint jól reprezentálják a legtöbb ökoszisztémát.

A bakteriális biotesztek a magyar szabványok között is megtalálhatók: az Azotobacter agile teszt hulladék-kivonatok vizsgálatára (MSZ 21978/30-1988), a Pseudomonas fluorescens teszt talaj-kivonatok biotesztelésére (MSZ 21470-88), és az Azotobacter chroococcum talajblokk vizsgálatokra (MSZ 08-1721/1-86) alkalmas. 

A MicrotoxTM néven ismert teszt a Vibrio-nemzetséghez tartozó lumineszcens baktériumot használja szennyezőanyagok és szennyezett minták tesztelésére. 

A DIN 38412 német szabvány a lumineszcens Photobacterium phosphoreumot alkalmazza tesztelésre. 

Növényi tesztek

A növényi tesztek esetében is érdemes megkülönböztetni az egysejtű növényeket, vagyis algákat alkalmazó teszteket a magasabb rendűekkel kidolgozott tesztektől.

Algatesztek
Az algák használata ökotoxikológiai vizsgálatokra általánosan elterjedt a világon, talajok esetén azonban csak a talajkivonat tesztelhető velük. 

Magasabb rendű növényi tesztorganizmusok

A magasabb rendű növényekkel végzett toxicitás tesztek végpontja a pusztulás, a növekedés (mérhető hosszban, súlyban, %-os takarásban) valamint a fotoszintetikus és a metabolikus enzim aktivitások lehetnek

A tesztelésre használt növényeket úgy választják ki, hogy  laboratóriumi körülmények között könnyen kezelhetőek legyen. A szabványok többnyire egynyári növényeket és fűféléket javasolnak. 

Csírázásgátlás teszt: Széles körben szabványosított módszer (US EPA, 1989), amely során a vizsgálandó minta felületére helyezik a magvakat és 2-5 nap elteltével megszámolják a kicsirázott magok számát. Az MSZ 21976-17:1993 tesztorganizmusként fehér mustármagot (Sinapis alba) használ. 

Állati tesztorganizmust alkalmazó biológiai és ökotoxikológiai módszerek

Számos, egysejtű és többsejtű állatot alkalmazó ökotoxikológiai teszt található az irodalomban. Ezek közül legszélesebb körben használt tesztorganizmus a földigiliszta, az Eisenia fetida. 

Földigiliszta tesztek

Az akut toxicitási teszt esetén a vizsgált oldattal illetve talajkivonattal nedvesített szűrőpapírra helyezik a tesztorganizmust, majd 24 és 48 óra elteltével megszámolják az elpusztult egyedeket. 

A mesterséges talaj teszt során nemzetközi szabványok szerint a tesztelendő minta szuszpenzióját a mesterséges talajba keverik, amelyre ráhelyezik a tesztorganizmusokat, majd 7 és 14 nap elteltével, megszámolják az elpusztult gilisztákat.

Az artisol teszt esetében a vizsgálandó oldatot szilikagélbe (Artisol) keverik. 7 nap után az elpusztult egyedeket eltávolítják a gél felszínéről. Végpontként a túlélő egyedek száma szolgál.

A szubletális toxicitás teszt során az E. fetida egyedeket a vizsgálandó mintát is tartalmazó mesterséges talajba keverik. 3 hét elteltével tömegméréssel meghatározzák a giliszták növekedését, valamint megszámolják a keletkezett kokonokat. A kokonokból további 5 hét inkubálás után kikelő gilisztákat vizsgálják, meghatározva ezzel a szaporodóképességet.
Egyéb állati tesztszervezetek

Az eukariota egysejtűek közé tartozó protozoák a talaj pórusvizében élő élőlények, nagyon érzékeny tesztorganizmusok. Annak ellenére, hogy számos kutató és szakirodalom foglalkozik velük szabványosított módszer nem létezik. A protozoák közül a Tetrahymena pyriformist, a Colpoda cullust és a Paramecium aureliat használják ökotoxikológiai tesztorganizmusként.

A talaj pórusvizében élő protozoákon kívül a nematodák széles körben vizsgált tesztorganizmusok. Népszerűségüket annak köszönhetik, hogy a már korábban vizek vizsgálatára kifejlesztett és sokat tanulmányozott tesztekhez hasonló körülmények között végezhetőek.

A nematodák közül a Panagrellus redivivus organizmust az Országos Közegészségügyi Intézetben használják szennyezett vizek és hulladékkivonatok tesztelésére.

A talajlakó isopodák a talajban lévő nehézfémeket felveszik és testükben akkumulálják, ezért a bioakkumulációs tesztek népszerű tesztorganizmusai. A használt isopodák a következők: Porcellio scaber, Oniscus asellus, Trichoniscul pusillus.

Számos Collembola fajt használnak talajvizsgálatra, így az Onychiurus fajokat, a Folsomia candidat, a Tullbergia granulatat, az Orchesella cinctat. A fent említett tesztorganizmusok közül a Folsomia-teszt nemzetközileg szabványosított tesztmódszer (ISO/TC 190 SC4 WG2). 
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1. ábra. Ökotoxikológiai tesztelésre is alkalmas talajlakó állatok

2. A Folsomia candida (Collembola) tesztorganizmus alkalmazása szilárd környezeti minták ökotoxikológiai tesztelésére

Összefoglaló jellemzés

Teszt típusa: egy fajt alkalmazó, laboratóriumi, állati, akut toxicitási és krónikus (reproduktivitási) teszt. Mikrokozmosz tesztként is alkalmazható.

Alkalmas: teljes talajra közvetlen módon, talajkivonat standard talajra itatva vizsgálható.

Tesztorganizmus: Folsomia candida, ugróvillás Collembola, nehézfémekre kevéssé, szerves szennyezőanyagokra érzékeny, főleg az illékonyakra és a bőrön át felszívódókra.

Végpont: állatok száma: letalitás, hígításból EC20, EC50, ill. ED20, ED50; reproduktivitási teszt alapján NOEC.

Szükséges műszer: citoplaszt mikroszkóp vagy vizuális

Tesztelés időtartama: akut: 5-10 nap, reprodukciós: 20 nap

A teszt szabványosított formában még nincs, előkészületben ISO, valamint Riepert és Kula, 1996

Megjegyzés: jól reprodukálható, könnyen kivitelezhető teszt. 

Módszer leírása

A Folsomia candida faj a Collembolák (ugróvillások) rendjébe tartozik, ősi rovar. Apró (max. 3-4 mm hosszú) fehér állatkák, a hasi oldalukon ugróvillájuk van, amit ha hátra csapnak felpattannak a levegőbe. A talajban élnek, erdőben előfordulhat, hogy m2-enként 100 000 található belőlük. Hasi tömlővel lélegzik, emiatt a talajgőzökre érzékenyen reagál.

A Collembolák epimorfózissal (kifejléssel) szaporodnak. Ha nagyon alacsony a nedvességtartalom, a peték kiszáradnak. Megfelelő nedvességtartalmú, 20(C-os környezetben a peték 10 - 15 nap alatt kelnek ki, a kikelt állatok újabb 10 - 15 nap alatt válnak ivaréretté.

A faj akut és krónikus teszthez is használható, az akut teszt 5-10 napig tart, ami azt veszi figyelembe, hogy hány százalékban maradnak meg az állatok a vizsgált mintán. Ezzel a teszttel lehet a minta hígításából az EC20-at és EC50-et vagy ED20-at és ED50-et meghatározni. A másik a négy hétig tartó krónikus teszt. Ez a teszt tulajdonképpen egy reprodukció vizsgálat, mivel a megmaradt állatok száma mellett figyelembe veszi azt is, hogy milyen mértékben szaporodtak.

Az állatok labor körülmények között gipszből és aktív szénből készített mesterséges aljzaton tarthatóak életben. A mesterséges aljzathoz egy 12,5*9*4,5 cm-es műanyag edénybe 40 g gipszet és 5 g aktív szénport kell bemérni, és gondosan összekeverni. Majd 45 ml vizet kell hozzákeverni, ügyelve, hogy a keletkező felület sima legyen, majd vízszintes helyen állni hagyni míg a gipsz megköt, és visszahűl szobahőmérsékletre. (Az aljzat készítésénél azért szükséges a gipszhez aktívszenet adni, mert így jól látszanak rajta a fehér állatok.)

A Collembolák természetes környezetükben szerves törmelékeket, gombahifákat esznek, ami labor körülmények között a gipszlap felszínére szórt szárított sütőélesztővel helyettesítő. 

A vizsgálathoz azonos korú (14 napos) állatkákat kell felhasználni, ezért szükséges a szinkron populáció létrehozása. Ehhez egy a fenti módon elkészített, megnedvesített gipszlapra 50 db állatot kell helyezni, amelyek 2-3 napon belül lepetéznek. A peték kb. 2 hét (10-12 nap) múlva kelnek ki (ilyenkor egész apró állatkák is megfigyelhetőek, ekkor távolítandók el az idősebbek a lapról). Az állatok sérülésmentes áthelyezéséhez egy speciális, saját fejlesztésű edénykét használunk.

Az átrakó edényke alapja egy csapda, amely egy 3 cm átmérőjű, 7 cm magas műanyag gyógyszeres doboz, melynek tetején két lyuk van, és ezekben egy-egy szilikongumi cső helyezkedik el. A két cső átmérője nem azonos, az egyik belső átmérője 2 mm, a másiké 3 mm. Erre a különbségre azért van szükség, mert két 3 mm belső átmérőjű cső esetén az állatok olyan lendülettel érkeznek az edény alján, hogy egy részük nem marad életben, és ez a tesztet meghamisítaná. A különböző átmérőjű csövek lényege, hogy a nagyobb átmérőjű csőben lecsökken az áramlási sebesség, így az ütközés erejét már minden állatka elviseli.

Az átrakó csövei közül a nagyobb belső átmérőjű a hosszabb, hogy a mesterséges aljzatot tartalmazó doboz mellé leállítva annak minden pontját el lehessen vele érni, valamint ez nyúlik mélyebben az edénybe, hogy az átrakóba juttatott állatok azt a légárammal el ne hagyják.

Laborgyakorlat - az akut vizsgálat kivitelezése

· A teszthez 20-20 g légszáraz vizsgálandó talajmintát mérünk be 370 ml-es befőttes üvegekbe

· A mintákat 5-5 ml vízzel megnedvesítjük és 2-2 mg élesztőt szórunk a tetejükre

· Az üvegekbe 10-10 db állatkát juttatunk a fent leírt átrakóval

· A teszt edényeket 7 napig sötét, 20-25(C-os helyen tartjuk, majd kiértékeljük

ED20 és ED50 meghatározása céljából, a mintákból hígítási sort készítünk. A hígításhoz valamint kontrollként OECD standard talajt használunk.

	Az OECD talaj összetétele:

Összetevő
	Mennyiség, %

	Tőzeg
	10

	Kaolinit agyag (min. 30% kaolinit tartalom)
	20

	Ipari kvarc homok
	70


A mintáknál alkalmazandó hígítási sor

	Minta, g
	20
	10
	5
	2,5
	1,25

	OECD, g
	0
	10
	15
	17,5
	18,75


Az akut vizsgálat kiértékelése

· A teszt edényekben levő talajt vízzel felszuszpendáljuk

· Az edényben a talajt óvatosan megkeverjük, hogy az egyben maradt rögök szétessenek, és az állatkák feljuthassanak a víz felszínre.

· A felszínen úszkáló állatkákat megszámoljuk.

· A megmaradt illetve elpusztult állatkák számából következtetünk a vizsgált minta toxicitására. A kontroll talajhoz (OECD) viszonyítva megadjuk a vizsgált mintákban a pusztulást %-ban kifejezve.

A hígítási sorból kapott értékeket (kontrollhoz viszonyított gátlási százalék - pusztulás) a bemért talajmennyiségek függvényében ábrázoljuk. A kapott pontokra görbét illesztünk, aminek alapján meghatározható a 20 és az 50%-os pusztuláshoz tartozó talajmennyiség (ED20 és ED50). 
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2. ábra. Az ED20 és ED50 értékek grafikus meghatározása

Az ED20 és ED50 értékek alapján összehasonlítjuk a vizsgált mintákat toxicitásuk szempontjából.

A talajminták toxicitásának jellemzése a Folsomia candida mortalitási teszt eredménye alapján

	ED20 [g]
	ED50 [g]
	Jellemzés

	> 20
	> 20
	Nem toxikus

	12-20
	16-20
	Enyhén toxikus

	2-12
	4-16
	Toxikus

	< 2
	< 4
	Nagyon toxikus


Jegyzőkönyvvel szemben támasztott követelmények

A jegyzőkönyvnek tartalmaznia kell az alábbiakat:

· Az ökotoxikológiai teszt célja, alkalmazhatósága

· A vizsgálat menete

· A vizsgálat során kapott adatok, ábra alapján értékelése és jellemzése a szennyezett talajoknak

3. Ajánlott irodalom

Callow, P.: Handbook of Ecotoxikology. Blackwell Science Ltd., 1993.

Riepert, F. and Kula, C.: Development of laboratory methods for testing effects of chemicals and pesticides on Collembola and earthworms. Mitteilungen aus der Biologischen Bundesanstalt für Land- und Forstwirtschaft, Heft 320. Parey Buchverlag Berlin, 1996.
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