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Alapfogalmak

Adszorbens: tobbnyire nagy fajlagos feliileti szilard anyag, amely gazelegyekbdl,
folyadékelegyekbdl, vagy oldatokbol egyes komponenseket (pl. levegdszennyezd vagy
vizszennyezd anyagokat) adszorpcid révén, a feliiletén koncentralni, felhalmozni képes.

Agglomeracié: a kolloid rendszert felépitd ionok, atomok, molekuldk halmozddasaval jard
folyamat. A részecskék konnyen diszpergalhatoak, a kotés kozottiik nem erds.

Aggregacio: a kolloid rendszert felépitd ionok, atomok, molekuldk halmozddaséaval jaro folyamat.
A részecskék erdsen kotottek egymashoz.

Andosol talaj: olyan talaj, amelynek magas a vulkani eredetii anyag tartalma. Vulkani hamu
talajnak is nevezik. Magas szervesanyag-tartalmu, nagy vizmegtartd vagy kationcseréld
képességgel rendelkezik.

Antioxidans: az antioxidans oxidacidogatld (oxidacié inhibitor), tdgabb értelemben oxidaciot
késleltetd vagy gatld anyag.
novekedése a szervezetekben. Az ilyen felhalmoz6do vegyiiletek felszivodasanak és a
raktarozasanak mértéke a felhalmozo szervezetekben nagyobb, mint a kivalasztasuké.

Biomagnifikacio: a bioakkumulaciora képes perzisztens anyagok (pl. egyes novényvédo szerek)
feldasulasa a taplaléklancokban.

Cambisol talaj: olyan talajok tartoznak ebbe a csoportba, ahol a fiiggbleges differencialodas
gyenge. Megfeleldek mezdgazdasagi hasznalatra.

Félvezet6: a fémek ¢és a szigetelok kozotti tartomanyban szamos olyan anyagot taldlunk, amelyek
sem az egyik, sem a masik csoportba nem sorolhatdk be. Ezek nem elég jo vezetdk, annal
viszont jobbak, hogy szigetelésként hasznalhatnank oOket. Ezek a kozepes fajlagos
ellenallast anyagok a félvezetok.

Fém-oxidok: a fém-oxidok egy kémiailag heterogén vegyiiletcsoport, az oxigén fémekkel
alkotott, dontéen O* -ionokat tartalmazo vegyiiletei.

Fotokatalitikus anyag: olyan anyag, aminél fény hatasara kiilonb6z6 kémiai reakciok
torténhetnek.

Fotovoltaikus anyag: félvezet6 anyagok, amik képesek a fényt elektromos energiava alakitani.

Kelat: a név a gorog "karom" szobol ered ¢€s arra utal, hogy bizonyos szerves vegyiiletek
"megragadnak" egyes fémionokat és komplex vegyiiletet képeznek veliik.

Kolloid: a kolloidok olyan oldatok, amelyekben igen apré méreti — 1 nanométertdl az 1000

nanomeéterig terjedd méretili — szemesék vannak oldva, szétszorva, elkeverve, diszpergalva.
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Letalis koncentracio (Lethal Concentration, elfogadott rovidités: LCx): 10, 20, 50 vagy 80%-ban
a tesztegyedek mortalitdsat okozo koncentracio.

Effektiv koncentracié (Effective Concentration, elfogadott rovidités ECx): 10, 20, 50 vagy 80%-
ban a tesztegyedekre hatast kifejtd koncentracio.

Legkisebb Kkaros hatasi koncentracié (Lowest Observed Adverse Effect Concentration,
elfogadott rovidités: LOAEC): azt a legkisebb kisérletben hasznalt koncentraciot értik
alatta, mely statisztikailag szignifikansan eltér a kontroll csoporttol az adott paraméterben.

Mitigacio: egy anyag karos tulajdonsagainak enyhitése.

Nanoanyag: a nanoanyag olyan természetes anyag, szdndékolatlanul eldallitott mesterséges anyag
vagy szandékosan eldallitott anyag, amely nem kotott allapotban, aggregatum forméjaban
vagy agglomeratum formajaban olyan részecskéket tartalmaz, amelyeknek legaldbb egy
kiils6 mérete a részecskéknek a darabszam szerinti méreteloszlas alapjan vett legalabb
50%-a esetében az 1 nm-tdl 100 nm-ig terjedd mérettartomanyba esik. Konkrét esetekben,
tovabba akkor, ha azt kornyezetvédelmi, egészségiigyi, biztonsagi vagy versenyképességi
szempontok indokoljak, a darabszdm szerinti méreteloszlashoz tartozd 50%-0S
kiiszobérték helyett 1%-nal nagyobb, de 50%-nal kisebb kiiszobérték alkalmazhato.

Nanotechnolégia: a nanotechnoldgia célja a nanométeres tartomanyba esé eszkozok, anyagok
eldallitasa, fejlesztése és alkalmazasa.

Nanotudomany: a nanotudomdny a nano-mérettartartomanyba esé anyagok tulajdonsagait
vizsgalja, beleértve a vizsgalati modszereket €s azok fejlesztését is.

Prekurzor: a kémiaban prekurzor olyan vegyiilet, mely egy masik vegyiiletet el6allitd reakcidban
vesz részt.

Reaktiv oxigén gyok: a szabadgyokok olyan molekulak vagy molekulafragmentek, amelyek
kiils6 elektronpalyajukon egy egyediilallo, parositatlan elektront tartalmaznak, emiatt igen
fokozott a reakciokészségiik.
intézkedéssorozat, amely a karosodott kozeg, illetve a szennyezetts€g megismerése,

megsziintetése és utdellendrzése érdekében torténik.
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Rovidités jegyzék

Al203: aluminium-oxid

APF: aminofenil-fluoreszcein (aminophenyl-fluorescein)

ASTM: Amerikai Tesztelési Tarsasag (American Society for Testing and Materials)

BET: Brunauer-Emmett-Teller

DNS: dezoxiribonukleinsav

ECso: Effectiv koncentracioé 50% (Effective Concentration 50%)

ELTE: E6tvos Lorand Tudoményegyetem

ISO: Nemzetkori Szabvanyligyi Szervezet (International Organization for Standardization)
LCso: Letalis koncentracié 50% (Lethal Concentration 50%)

LOAEC: Legkisebb karos hatassal jaro koncentracié (Lowest Observed Adverse Effect
Concentration)

NAC: N-acetilcisztein
nZnO: nano cink-oxid

OECD: Gazdasagi Egyiittmiikodési és Fejlesztési Szervezet (Organisation for Economic Co-
operation and Development)

PLFA: foszfolipidzsirsav analizis (phospholipid fatty acid analysis)

ROS: reaktiv oxigén gyok (reactive oxygen Species)

SEM: pasztazo elektronmikroszkop (scanning electron microscope)

TEM: transzmisszids elektron mikroszkdp (transmission electron microscope)
TiOz2: titan-dioxid

WHC: vizkapacitas (water-holding capacity)

XPS: rontgen fotoelektron spektroszkopia (X-ray photoelectron spectroscopy)
XRD: rontgen diffrakcids analizis (X-Ray Diffraction Analysis)

ZnClz: cink-klorid

ZnO: cink-oxid
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1. BEVEZETES

A nanoanyagok alkalmazasi teriilete rendkiviil széles, emiatt az utdébbi 30 év soran
gyakorlatilag mindenhol megjelentek. Felhasznalhatjak Oket a kozmetikai iparban, a
gyogyszeriparban, az ¢lelmiszeriparban, az elektronikai és az optikai eszkozok gyartasakor.
Emellett alkalmazzak a nanoszerkezeteket bizonyos karos molekulak megkotésére, rakkutatasban,
novényvédelemben, talajremediaci6 illetve szennyviztisztitas soran €s kornyezeti detektorokban
is. A felhasznalas soran a méretcsokkenésbdl adodd megvaltozott tulajdonsagokat hasznaljak ki,
ezzel szemben az ebbdl adodo lehetséges hatranyokkal és veszélyekkel korabban sokkal kisebb
mértékben foglalkoztak. Ez a tendencia valtozoéban van, egyre tobb a nanoanyagok
mellékhatasaival foglalkoz6 vizsgdlat, viszont a kutatasi eredmények nagy része inkonzisztens
(Krug, 2014), az eredmények nehezen Osszehasonlithatoak és megismételhetéek a kiilonb6zo
modszerek hasznalata miatt, mivel elfogadott szabvany nem all rendelkezésre. Emellett sok
tesztelési hiba meriil fel az elérhetd kutatasok vizsgalata soran. Gyakori a felhasznalt anyagok
hianyos jellemzése, nem megfeleld koncentraciok hasznalata vagy akar a sziikséges kontroll
csoportok kihagyasa.

A nanoméretii fém-oxidokra jellemz6 a gyakori felhasznalas, tobbek kozott a kiilonleges
katalitikus aktivitdsuk, az optoelektronikdban felhasznalhaté tulajdonsagaik, valamint az erds
antimikrobialis aktivitasuk miatt (Ma et al., 2013). A cink-oxid nanostruktura az egyik
leggyakrabban alkalmazott nanoanyag koziiliikk. Fotokatalitikus és kémiai aktivitasa magas, ezért
kornyezeti karmentesitésre, mint pl. talajremediaciora vagy viztisztitasra is alkalmazzak, ami altal
ezek az anyagok kozvetve és kozvetleniil is bekeriilhetnek a talajba. A nanoszemcsés cink-oxid
toxicitasa tobb tulajdonsagbol eredhet, ilyen lehet a kioldodott cink-ionok, a reaktiv oxigén gyokok
(ROS) képzddése és a potencidlisan méretbdl adodd hatdsok, pl. az éldlények sejtjei és a
nanorészecskék kozotti kozvetlen talalkozasok. A nZnO kibocsajtas az anyagok sokoldalt
alkalmazhatdsag miatt (pl.: viztisztitas, talajremediacio, orvosi felhasznalas) eldrelathatolag nem
fog cs6kkend tendenciat mutatni, annak ellenére sem, hogy rendkiviil sok adat all rendelkezésre a
potencialis veszélyekrdl és kockazatokrol. Ezéltal fontos feladatta valt a mar kijutott vagy még
legyartatlan anyagok megismerése €s azok toxikus hatasainak csokkentése. Erre megfeleld
modszer a negativ hatdsok olyan modu enyhitése vagy akar megsziintetése, hogy a szamunkra
elényds tulajdonsdgok megmaradjanak kiilonbozé mitigald anyagok segitségével. A nZnO
esetében ilyenek lehetnek a kiilonbozd természetes szerves anyagok, bevonatok és akar
antioxidansok, mint példaul az aszkorbinsav vagy az N-acetilcisztein. Tovabbi problémat

9



10.14751/SZIE.2020.023

jelenthet, hogy a nagymennyiségii kibocsajtas miatt a melléktermékként, hulladékként vagy
célzottan kikeriilt nanoanyagok véletlenszerlien keveredhetnek mas anyagokkal vagy
nanoanyagokkal. Ebben az esetben szamtalan uj anyag ¢s anyagkombinacié johet 1étre. Emellett a
koztik 1étrejové interakcido soran a keverékek alapanyagaitol fiiggben megvaltozhatnak a
lehetséges hatasok. Az ilyen jellegli vizsgalatok nagyon ritkak, annak ellenére, hogy rendkiviil
fontos informaciokat nyujthatnak a részecskeméretbdl adodo toxikus hatasok vizsgalatai soran.

A talajba jutd nano-fémoxidok drasztikus valtozdsokon mehetnek keresztiil, kotddhetnek a
talajszemcsékhez, bekdvetkezhet agglomeracid vagy aggregacio a részecskék kozott, reakcidoba
Iéphetnek a talajban talalhato szerves anyagokkal vagy a talajvizbe is oldodhatnak. Ezért is nagyon
fontos a kozvetlen expozicidoban is részesiild talajorganizmusokra kifejtett hatasok vizsgalata a
nanoszemcsés cink-oxid esetében, lehetleg kornyezetileg relevans tesztkdzegben, hogy
figyelembe tudjuk venni a talajt, mint befolyasol6 tényezét. A talajban €16 szervezetek eltéréen
reagalhatnak a szennyezésekre, ezért is lényeges olyan indikator fajok hasznalata, amelyek
kiilonboz6 talajlakoé él61ény csoportokat képviselnek. Természetesen ezzel a faj- vagy egyedszintii
érzékenység nem képezhetd le, mégis tobb informaciot nyujt az eltérd hatasokrol, mintha csak
egy-egy csoporton végeznénk a kisérleteket. Mivel a talajlako ¢l61ények aktivan vesznek részt a
talaj jellemzdinek kialakitasadban, befolyasoljak a talajok fizikai és kémiai tulajdonsagait, fontos
szerepet jatszanak a tapanyagok korfogalmaban, a mineralizacioban, a talajok strukturalis
valtozasaiban, a biotikus szabalyozasban és a detoxifikacioban is (Bakonyi et al., 2009; Lavelle,
2002), ezért az 6ket ért szennyezések az egész dkoszisztémara kifejthetik a hatasaikat.

A nanoszemcsés ZnO egyes talajbaktériumokra kifejtett hatasait szamos kozlemény
vizsgalja. E szervezetek jelentésége kiemelkedéen nagy, mivel alapjat képezik a
taplalékhaldzatnak és az elsOdleges szerepldi a globalis biogeokémiai korforgalmaknak. A
taplaléklancban betoltott helyzetiik miatt részt vehetnek a fém-oxidok felhalmozodasaban is, tehat
mindenképp jol alkalmazhatoak tesztszervezettként toxikologiai vagy Okotoxikologiai
vizsgalatokban. A kisérletek nagyon kiilonb6z6 eredményeket hozhatnak, a tesztfajtol, a hasznalt
modszertdl, illetve az anyag kémiai Osszetételétol fliggden. A vizsgalt nZnO-k altalaban a
baktériumok k6zosségének Osszetételére és diverzitasara gyakorolnak hatast (Bour et al., 2015). A
legtobb kisérletben erdsebb hatasa volt a nanoméreti ZnO-nak, mint nagyszemcsés
megfeleléjének ugyanabban a koncentraciotartomanyban (Gajjar et al., 2009; Gunalan et al.,
2013).

A nZnO talajfaunara kifejtett hatasait 6sszegyiijté tanulmany alapjan a a legmagasabb
kockazatnak a mikrofaunaba tartozo allatok vannak kitéve (Kiss et al., 2020). A mikrofaunat
nagyon ol reprezentaljak a fonalférgek, mint tesztallatok. A fonalférgek idedlisak a laboratériumi

tesztek elvégzésére, mert kevés helyet igényelnek, konnyen kezelhetok és tenyészthetdk, emellett
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altalaban rovid ¢€letciklus jellemzi 6ket. Az dkotoxikolodgiai és genetikai vizsgalatokban foképp a
Rhabditida rendbe tartoz6 Panagrellus redivius (Linné 1767), Plectus acuminatus (Bastian 1865)
¢s kiilonosen a Caenorhabditis elegans (Maupas, 1899) szamit elterjedt modellallatnak. A
nanoszemcsés ZnO erdsen toxikus ezekre a tesztallatokra (Hracs et al., 2018; Khare et al., 2011;
Ma et al., 2011; Wang et al., 2009), kimondottan szemcseméretfiiggd toxicitast viszont kevés
esetben mutattak ki (Khare et al., 2011). A magas érzé¢kenység tobbek kozott a tesztkdzegek hatasa
miatt is kialakulhatott, ugyanis legtobb esetben vizben végezték a vizsgalatokat.

A mikrofauna mellett a mezofauna tagjai is erdsen ki vannak téve a kiilénbozo
talajszennyezések hatasainak. Az ugrovillasok és azon beliil a Folsomia candida faj hasznalatos a
legtobb szabvany szerinti 6kotoxikologiai vizsgalatnal. A F. candida rendkiviil népszerii, mivel
szliznemzéssel szaporodik és nagyon konnyen tarthatd laboratoriumi koriilmények kozott (Krogh,
2008). Az ugrovillas egyedekre a kornyezeti koncentracional joval toményebb oldatok esetében
tapasztaltak csak elhullast okozé toxicitast (Kool et al., 2011; Waalewijn-Kool et al., 2012, 2014),
viszont az allatok reprodukcidjara mar alacsonyabb koncentraciokban is talaltak negativ hatasokat
(Kool et al., 2011).

1.1.Célkiattizések

Kisérleteim soran fontosnak tartottam a nanoszemcse-méretii ZnO hatdsait minél jobban
kiismerni. Szerettem volna reprezentativ, kornyezetileg relevans kisérleteket sszeallitani, ezért
harom olyan talajlaké él6lénycsoportot valasztottam vizsgalataimhoz indikatorként, amelyek
er6sen ki vannak téve a nanoszemcsés cink-oxid altali szennyezésnek €s irodalmi adatok alapjan
magas érzékenységet is mutatnak erre a nanoanyagra. gy esett a valasztasom a talajflorabol a
baktériumko6zosség vizsgalatra, a mikrofaunabol egy bakterivor fonalféreg faj, a Panagrellus
redivivus és a mezofaunabol egy szabvany kisérletekben alkalmazott ugrovillas faj, a Folsomia
candida alkalmazasara. Emellett szerettem volna bemutatni, hogy mennyire befolyasolja a
kisérleti eredményeket a felhasznalt tesztkdzeg és expozicios utvonal. A legtobb kisérletnél
problémat jelent a kapott eredményekbdl a kornyezeti hatds prognosztizalasa, mivel a
laboratériumi tesztkoriilmények sok esetben teljesen eltérnek a kornyezetben eléfordulod
viszonyoktol. Ennek kovetkeztében laboratoriumi  kisérletekben —torzitott hatasokkal
szembesiilhetlink. A két kisérletcsoport f6 célja az volt, hogy kdzelebb hozzam a laboratériumban
kapott és a kornyezetileg relevans hatdsokat. Emellett célom volt a felhasznalt anyag
hatasmechanizmusanak is a megfelel6 mélységii megismerése. Ehhez egy konnyen és gyorsan
mukodtethetd tesztrendszert valasztottam, hogy kisérleteimet minél tobbszor és tobb tényezot
vizsgalva tudjam elvégezni (d6zis-hatas vizsgalat P. redivivus tesztszervezettel). Szerettem volna

a szemcseméretbeli toxicitasi kiillonbségek hatterét megvizsgalni, ezt hdrom oldalrél kozelitettem
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meg. E16sz0r is egy ismert kelatképz6 hatassal is rendelkezé antioxidanst vontam be a tesztbe. Az
volt a hipotézis, hogy altala két toxicitasi folyamatot is befolyasolni tudok (a reaktiv oxigén
gyokoket és az ionos hatasokat), s6t ezaltal akar teljes toxicitast is csokkenthetem. Ezaltal
kisziirhetéek a nanorelevans toxikus hatdsok. Emellett a két anyag keverékének toxicitas
befolydsold hatasat is megvizsgaltam, ezaltal reprezentdlva a kornyezetben fellelhetd
keveredéseket és a két anyag egymasra Kifejtett hatasabol szerettem volna egyéb informaciokat
kideriteni a mechanizmus hatterérél. Ebbol adédoan vélasztottam a sejten beliili reaktiv oxigén
gyok mérés modszert is, amire szabvanyt nem talaltam, igy meglévé modszerek (Sarasija &
Norman, 2018; Wang et al., 2018; Yoon et al., 2018) modositasabol fejlesztettem ki az altalam

hasznalt eljarast, majd az eredmények 4ltal elbiraltam a kiindulasi hipotéziseimet.

Vizsgalati céljaim pontokba szedve a kovetkezoek voltak:
e 15 nm és 140 nm ZnO hatésanak vizsgalata természetes talajmintaban 1évd
baktériumkozosségekre;
e kiilonboz6 tesztkdzegek hatasanak vizsgalata 6kotoxikologiai tesztrendszerekben:

o kornyezetileg relevans tesztkozeg kisérleti fejlesztése Panagrellus redivivus
tesztallaton a 15 nm és a 140 nm ZnO jelenlétében;

o Folsomia candida tesztfaj esetében a kiilonbdz6 expozicids Gtvonalak (kutikulan
keresztiili és oralis valamint csak oralis expoziciot engedélyez6 kozegek)
hatasanak vizsgalata a két ZnO szemcse toxicitdsara,

e aszemcsemeéretbeli toxicitasi kiillonbségek kimutatasa, a hatdismechanizmusok megértése
és vizsgalata a felhasznalt ZnO részecskéknél:

o N-acetilciszetin mitigacios agens segitségével ramutatni a toxicitasi
mechanizmusban rejlé kiilonbségekre;

o interakcios kisérletek végzése a kdrnyezetben megtorténd keveredés okozta
toxicitasbeli valtozasok szimulalasara és a szemcseméretbeli toxikus hatdsok
specifikus vizsgalata céljabol;

o gyakorlatban is alkalmazhaté mérési modszer kifejlesztése a P. redivivus sejten
beliili reaktiv oxigén gyok mennyiségének a mérésére;

o szemcseméretek toxicitdsi mechanizmusanak vizsgalata a termel6dott reaktiv

oxigén gyok mérés altal.
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1.2. Irodalmi attekintés

1.2.1. Nanoanyagok

Nanoanyagnak azokat a részecskéket nevezziik, amelyek legalabb egy dimenzioban a
részecskéknek a darabszam szerinti méreteloszlas alapjan vett legalabb 50%-a esetében az 1 nm-
t61 100 nm-ig terjedé mérettartomanyba esnek (Rauscher et al., 2015). Igy a nanorészecskék
mellett a nanoszalak, -csovek, amelyek két dimenzidban és a nanolapok, amik mar csak egy
dimenzidban tartoznak ebbe a mérettartomanyba, szintén nanoanyagnak tekinthetdek. A
nanorészecskék keletkezhetnek természetes vagy emberi (antropogén) uton, melléktermékként
vagy célzott elballitas soran. Létrejohetnek k6zetmallas, erdétiizek, porviharok és vulkankitorések
soran. Ezek mellett szamos €16 szervezet (pl.: virusok) lebomlasa altal keletkezhet nanoméretii
részecske €és az emberi szervezetben is megtaldlhatdéak ilyen mérettartomanyu struktarak
(Jeevanandam et al., 2018). Az trben némely csillagot koriilvevé por- és gazfelhd is nagy
mennyiségben tartalmaz kiilonb6z6 szerves és szervetlen nanoanyagokat (Tielens, 2012). Az
emberi tevékenység melléktermékeként 1étrejovo nanoanyagok foképpen a belséégésti motorok
(dizel), eromiivek, hulladék- és egyéb égetdmiivek hasznalata soran keletkeznek (Pandics, 2008).
A tervezett eldallitas soran a nagyobb szemcsékbdl mechanikai és kémiai modszerekkel hozhatok
létre nanoméretli részecskék vagy akar kémiai épitkezés altal irdnyitott reakciokkal olyan
méretivé noveszthetik az anyagot, ami szamukra kivanatos. A nanoanyagok csoportositasara
szamos elv alapjan torténhet. Csoportosithatjuk 6ket fizikai és kémiai tulajdonsagok alapjan, mint
pl. kémiai struktira, méret, oldhatdsag, morfologia, aggregacios képesség; felhasznalt és kijuttatott
mennyiség alapjan, biologiai elérhetség alapjan és az altaluk kifejtett hatasok alapjan is (Giusti
et al.,, 2019). Az anyag szerinti csoportositas alapjan beszélhetiink szén alapu (nanocsovek,
fullerének, grafén stb.), szervetlen (fémek pl.: arany, eziist, fém-oxidok, mint pl.: cink-oxid, titan-
dioxid), szerves (dendrimek, micelldk, liposzémak) és kompozit Osszetételli nanoanyagokrol
(tobbfajta nanorészecskének vagy nano- és nagyszemcsés anyagoknak a keveréke) (Jeevanandam
etal., 2018).

A nanoanyagok manapsag gyakorlatilag mindenhol megjelennek. FObb felhasznalési
teriileteik a kozmetikai ipar, a gyogyszeripar, az élelmiszeripar, az elektronikai és az optikai
eszk0zok gyartasa. Hasznalhatjak a nanoszerkezeteket egyes karos molekulak megkotésére (Gupta
et al., 2015), rakkutatasban (Hanley et al., 2008), novényvédelemben (Gogos et al., 2018),
talajremediacio illetve szennyviztisztitas soran (Anjum et al., 2016) és kornyezeti detektorokban
(Willner & Vikesland, 2018) is. Fogyasztovédelmi szempontbol aggalyos, hogy a nanotechnoldgia

alkalmazaséaval késziilt termékeknek nagyrészt nincs kiilonleges ismertetdjele, igy a vevok nem
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tudhatjak, hogy milyen 6sszetételli terméket vasarolnak. A felhasznalas soran a méretcsokkenésbdl
kovetkezd megvaltozott tulajdonsagokat hasznaljdk ki, ugyanakkor az ebbdl adddo lehetséges
hatranyokkal és veszélyekkel sokkal kisebb mértékben foglalkoznak. Szerencsére ez a tendencia
megvaltozni latszik, az utobbi években drasztikusan ndvekszik a nanoanyagok mellékhatasaival

foglalkozé kutatasok szama (1.abra).
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1. abra. Nanotoxikologia témaban publikalt munkak szama 1980 és 2013 kozott (Krug, 2014).

A nano mérettartomanyban az anyagok fizikai, kémiai és mechanikai tulajdonsagai
lényegesen megvaltoznak. A méret csOkkenésével egyenesen aranyosan né a fajlagos feliilet,
viszont a tomeg nem valtozik (Cattaneo et al., 2009). A megnévekedett fajlagos feliilet és a
reakcioképesség megkonnyitheti az anyagok biologiai elérhetdségét és megndvelheti a toxicitasat.
Jiang et al. (2009b) leirta, hogy a nanorészecskék képesek atjutni a legerdsebb biologiai
membranokon is, mint példaul a vér-agy gaton vagy a placentan, az elébbin keresztiil akar a
kozponti idegrendszerbe is bekeriilhetnek. A nanoanyagok hajlamosak az aggregaciora, a
felhasznalas soran azonban ez a tulajdonsag nem mindig elényds, igy ezt egyes esetekben

kiilonbozd feliiletkezelésekkel probaljak megakadalyozni.

1.2.1.1. Tesztelési és alkalmazasi problémak

Az Aaltalanos tesztelési gyakorlati modszereket nem feltétleniil hasznalhatjuk a

nanoanyagok vizsgalatanal. Sokkal tobb szempontot €s valtozot kell figyelembe venniink egy ilyen
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kisérlet soran. Mivel nincs egységes tesztelési rendszer, minden laboratérium mas modszerrel
vizsgdlja a nanoszemcsés anyagokat, igy az eredmények nehezen Osszevethetdek és
reprodukalhatdak. Az elsé legfontosabb 1épés a felhasznalt nanoanyagok megfeleld jellemzése,
ami altal mar konnyebben Ilehet értelmezni a sziiletett eredményeket. Legfontosabb
megvizsgalando tulajdonsagok a méret, a forma, a kompozicié (Jiang, et al., 2009a), a toltés
(Rivera-Gil et al., 2013), a porozitas és a feliileti fesziiltség, ahhoz hogy megértsiik és elére
jelezhessiik a felhasznalt anyagok viselkedését. A cél az lenne, hogy minden felhasznalt
nanoanyag megfelel6en karakterizalt legyen. E tekintetben azonban nagy nehézséget jelentenek a
folyamatosan megjelend 0 anyagok. Emellett a nanospecifikus tulajdonsagokbol adoddan, nem
elég egy tipust egyszer megvizsgalni, de még egy adott anyag egyszeri vizsgalata sem elegendd.
Kiilonb6zo laboratdriumokban eltérd szintetizalasi modszereket alkalmazhatnak, mar a legkisebb
valtoztatds a készités, a kezelés ¢és a feldolgozds soran megvaltoztathatja a nanoanyagok
tulajdonsagait. Emellett a nano-mérettartomanyban az anyagok folyamatosan valtoznak. A
részecskék oldodhatnak, aggregalodhatnak, idovel akar a méretiik és a forméjuk is valtozhat, a
feliiletiikon képesek megkotni részecskéket a kornyezetiikbdl, meleg ¢s fény hatdsara
megsériilhetnek vagy megvaltozhatnak egyes tulajdonsagaik. Ezek a valtozdsok masodpercek
vagy akar évek elteltével is megtorténhetnek (Baer et al., 2013). A megvasarolt nanoanyagok
esetében ezért is lehetnek nagy kiilonbségek a gyarto altal feltiintetett és a tényleges tulajdonsagok
kozott. A hasznalhatd jellemzési modszerek az anyag kémiai Osszetételétdl fiiggnek, mast
alkalmazunk egy micella és mast egy fémoxid vizsgalatakor, mast szdraz, por allagban ¢és mast
szuszpenziok esetében. Emellett fontos az elérheté modszereket tudatosan megvalasztani az
alapjan, hogy milyen kérdésre keresiink valaszt. A legjobb egyes modszereket olyan
kombinacioban alkalmazni, hogy ki tudjuk hasznélni az eldnyeiket és kikiiszobdljiik a lehetséges
hatranyaikat (Mourdikoudis et al., 2018). A méret ¢s a forma jellemzésére hasznalhatunk elektron
mikroszkopos vizsgalatokat (transzmisszios €s pasztdzo), dinamikus fényszoras vizsgalatot, a
feliilet jellemzéséhez a Brunauer—-Emmett-Teller (BET) analizist, a kristalyszerkezet altalanos
jellemzéséhez a leggyakrabban rontgen diffrakciot (XRD), az elektronszerkezet jellemzéséhez
rontgen fotoelektron spektroszkopiat (XPS), a biologiai hatasok felderitésére pedig in vitro és in
vivo kisérleteket. Ezeken feliil ismeriink specidlisabb tulajdonsagokat is megmutat6 vizsgalatokat,
valtozasat tesztel6 modszereket (Kumar & Dixit, 2017) vagy a kioldddott ionok, termelddott
reaktiv oxigén gyokok mennyiségének a mérését. Léteznek mar olyan uj, fejlett modszerek is a
nanoanyagok vizsgéalatdra, ahol akar egy darab nanorészecskét is meg tudunk vizsgalni

(folyékony-sejt és atom felbontasu transzmissziés mikroszkopos vizsgalat: LC-AR TEM), akar
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3D képet is tudunk késziteni roluk (elektron tomografia) és a dinamikus rendszerek sem jelentenek
problémat (szuper felbontasti mikroszkop vizsgalatok) (Modena et al., 2019).

A pontos jellemzés mellett nagyon fontos odafigyelni a nanoanyagok tesztelésénél a
megfeleld koncentraciok hasznalatira. Egyes tesztrendszerekben az indokolatlanul magas
koncentraciok az eredmények téves magyardzatdhoz vezethetnek. Példaul a potencidlis toxikus
hatasok kimutatdsa helyett, a magas koncentracidé miatt ezek az anyagok teljesen ellephetik az
adott tesztrendszert, megakadalyozva a tesztszervezetek tapanyag- és oxigén ellatasat, ezaltal
pusztulasukat okozva (Wittmaack, 2011; Yazdi et al., 2010). Emellett figyelembe kell venni a
nanoanyagok rendkiviil magas reaktivitasat, igy barmivel interakcioba keriilhetnek, amivel a teszt
beallitasa és lefolyasa soran taldlkoznak, tobbek kozott a tesztoldattal, a felhasznalt eszkozokkel
¢s a szennyezOddésekkel, amik ezeken vagy akar a levegdben talalhatéak (Krug, 2014). A
nanoanyagok vizsgélata soran elengedhetetlen a megfeleld referencia vagy kontroll minta
alkalmazasa, anélkiil, hasonloan az el6bb emlitett feltételekhez, nem lehet megfelelden kiértékelni
egy-egy vizsgalat eredményeit. Petersen et al. (2014) tobb fontos kontroll kisérletet is részletez,
példaul: feliileti bevonat kontroll (ha a tesztelt nanoanyagon van bevonat), olddszer kontroll (ha a
kisérlet soran felhasznalasra keriil oldoszer), oldott ion kontroll, filtratum kontroll, nagyszemcsés
kontroll, fényviszony kontroll és szonikacios kontroll. A bioldgiai jellemzés torténhet in vivo és
in vitro. Az in vivo tesztek dragak, hosszu ideig tartanak és etikai problémakat is felvethetnek,
ezért fo0ként az in vitro tesztelés a gyakori, amelyek soran arra torekednek, hogy megoérizzék a
hatékonysagot és a kockazatértékelés megbizhatdsagat. Ezen feliil kontrollalt koriilmények kozott
tobb faktort is vizsgalhatnak, tobbek kdzott a nanoszemesék kotddését a sejtekhez, a sejten beliili
elhelyezkedésiiket, esetleges valtozasokat a gén vagy fehérje expresszidban, a sejtorganellumok

¢s membranok strukturajat, az életképességet és a sejtciklust is (Kahru et al., 2008).

1.2.1.2. Kornyezeti koncentraciod

megmérésére még nincs lehetdség, ezért kiillonbozé modellek alapjan probaljak ezeket
meghatarozni. A modellekben 0sszevetik egyes nanoanyagok multbéli, jelenlegi €s a lehetséges
jovobeli gyartasi, felhasznaldsi €s kibocsajtasi ratajat kiilonb6zoé kornyezeti kompartmentekre
vizsgalva (levegd, viz, talaj, iiledék). Nehézséget jelent a tényleges kibocsajtasi adatok
Osszegyljtése, mivel a gyartok nem szivesen adnak ki ilyen jellegli informaciokat (Giese et al.,
2018; Wagner et al., 2014), emellett a nem szandékos, szennyezésekbdl és hulladékokbdl adodo
expoziciot még nehezebb megbecsiilni. Ismerni kell az adott nanoanyagok utjat a kérnyezetben,

crer

birtokaba jutni. Mostanra mar tetemes mennyiségli vizsgalat sziiletett a nanoanyagok
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mellékhatasainak felderitésére, viszont a kutatasi eredmények nagy része inkonzisztens (Krug,
2014), az eredmények nehezen dsszehasonlithatdak a kiilonbdzé modszerek miatt. Ezt bévebben
kifejtem a 2.1.1. Tesztelési és alkalmazasi problémdk c. fejezetben. Tovabba az alkalmazott
modellek tobbsége nem veszi figyelembe, hogy a nanoanyagokat tartalmazo felhasznalasi targyak
nem feltétleniil egyszeri expoziciot jelentenek a felhasznald szaméra, hanem a felhasznalasi 1d6
alatt folyamatosan engedhetik ki magukbol a nanorészecskéket (Sun et al., 2017; Wagner et al.,
2014). Garner et al. (2017) modellje alapjan a kérnyezeti koncentracio elérelathatolag novekedni
fog a jovOben, a megfeleld szabalyozas és a hulladékkezelés hidnyaban. Kiilondsen 1ényeges lehet
ez a valtozo id6jarasi viszonyok mellett és olyan teriileteken, ahol talajremediacié vagy viztisztitd
telepek iszapjanak kihelyezése soran kozvetleniil bekeriilhetnek a nano-fémoxidok a talajba. A
jelenleg rendelkezésre all6 tudoményos informéciok alapjan a legmagasabb kockazatnak a

mikrofauna tagjai vannak kitéve (Kiss et al., 2020).

1.2.1.3. Nanoszemcseméretli fém-oxidok a talajban

A fém-oxidok egy kémiailag heterogén vegyiiletcsoportba tartoznak, nanoméreti
formaikat gyakran hasznaljak tobbek kozott a kiilonleges katalitikus aktivitasuk, az
optoelektronikai tulajdonsagaik, valamint az erés antimikrobialis hatasaik miatt (Ma et al., 2013).
Foképp szennyviziszapként, de talajremediacids alkalmazas soran vagy ipari hulladékként is
bejuthatnak a talajba (Rajput et al., 2018). A talajban a nano-fémoxidok hatasa megvaltozhat a
fold feletti vagy vizes kozegekhez képest. Ennek oka a talaj teljesen eltérd fizikai és kémiai
strukturaja és komplexitasa (Bakonyi et al., 2009). A talajba keriilt nano-fémoxidok jelentésen
atalakulhatnak (porusvizben oldodhatnak, talajszemcséhez kotédhetnek, szerves anyagokkal
reakcioba  Iéphetnek, feliiletikon  megkdthetnek — kiilonbozé  talaj  alkotoelemeket,
szennyezOdeéseket), amelyek altal megvaltozhat a biologiai elérhetdségiik, toxicitasuk. A nano-
fémoxidok toxikus hatésait befolyasolhatja a talaj tipusa (pH, szerves anyag tartalom, szervetlen
komplexek, szabad ionok, stb.), az adott anyag fizikai és kémiai tulajdonsagai, de a terhelésnek
kitett populacio, illetve egyed érzékenysége is. Bar méretiikb6l adododan atjuthatnak a
talajporusokon, nagy eséllyel kotddhetnek a talajszemcsékhez, agglomeracio (visszafordithato)
vagy aggregacio (nem visszafordithato) kovetkezhet be a részecskék kozott és ezaltal csokkenhet
a biologiai elérhetdségiik (Baalousha & Lead, 2009; Dunphy Guzman et al., 2006; Sokolov et al.,
2015). A nano-fémoxidok megvaltoztathatjak a talajszemcsék feliiletét, igy felmeriilhet egyéb
talajszennyezések mobilizalasanak kockazata is (Rajput et al., 2018). Emellett kiilonb6z6
abiotikus és biotikus folyamatok &ltal a talajvizbe oldddva bejuthatnak folyok vagy tavak

vizkészleteibe is (Boxall et al., 2007). A transzportfolyamatokat és a toxicitast erdsen
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befolyasolhatja a talaj pH értéke (Dunphy Guzman et al., 2006; Rajput et al., 2018). A jelenlegi

tudomanyos allaspont szerint a kezeletlen (bevonat nélkiili) nanoanyagok sorsa és viselkedése a
talajpan megegyezik a hozza hasonld kémiai Osszetételli természetes kolloidokéval. Tehat
ugyanazon kornyezeti faktorok hatasara hasonld valtozasok torténnek a részecskékkel. A
perzisztens szerves bevonatok jelenlétében viszont ezek a folyamatok megvaltozhatnak. Ilyen
bevonatok nem léteznek a természetes kolloidoknal, igy a részecskék viselkedése is kiillonbozni
fog ezektdl. Emellett azoknal az anyagoknal is problémat jelenthet az 6sszehasonlitds, amiknek
nincsen természetes hasonmasa (Wagner et al., 2014). Garner et al. (2017) a sajat fejlesztést
nanoFate modell alapjan kijelentette, hogy még a legjobban 0ldod6édo nano-fémoxidok is képesek
a bioakkumulaciora a talajban, és ezaltal toxikussa valhatnak. Ez kiilonosen igaz a magas
kibocsajtasi rataval rendelkezd ZnO és TiO2 nano-fémoxidokra. Egyes vizsgalatok kimutattak,
hogy a talajba jutd nano-fémoxidok bekeriilhetnek a taplaléklancokba (Bigorgne et al., 2011;
Boxall et al., 2007; Pappas et al., 2017) és biomagnifikacio is lehetséges (Hou et al., 2013; Yeo &
Nam, 2013). Mas vizsgalatok szerint a taplaléklancban torténd akkumulacié nagyon alacsony
(Gogos et al., 2016). McKee & Filser (2016), illetve Tourinho et al. (2012) egy-egy 6sszefoglald
cikkben gyiijtotték 0ssze az éppen aktudlis adatokat a talajba jutd és az ottani €letkozosségekre
haté nanoanyagokrodl, koztiik a nano-fémoxidokrdl is. A vizsgalati hattérmodszerek fejlodését a
két tanulmany megjelenése kozotti idészakban mar az is mutatja, hogy mig Tourinho et al. (2012)
azt tapasztalta, hogy kevés vizsgalat soran tortént megfeleld analitikai jellemzés az anyagoknal,
addig McKee & Filser (2016) munkajaba mar csak korrekt analitikai adatokat tartalmazo

vizsgalatokat fogadtak be és igy is nagy mennyiségi adatot tudtak dsszegytijteni.

1.2.1.4. Nanoszemcsés cink-oxid

A cink-oxid nanostruktara (nZnO) az egyik leggyakrabban alkalmazott nanofém-oxid. A
nanocink-oxid vezetoképessége, fotovoltaikus és szorpcios tulajdonsagai miatt ipari érdeklddésre
tarthat szamot. Fotokatalitikus aktivitdsa is magas és kémiailag aktiv, ezért kdrnyezeti
karmentesitésre, mint pl. talajremediacid vagy viztisztitas is alkalmazzak. A viztisztitas soran, a
szennyezO anyagok oxidalasa mellett, nanomembranokban és adszorbensként is felhasznalhato
(Anjum et al., 2016; Gehrke et al., 2015; Khan et al., 2012; Lu et al., 2016). Orvosi alkalmazasa
soran akar potencialis rakellenes szerként is alkalmazhato lehet. Kutatasok alapjan kimutattak,
hogy képesek az erésen osztodo sejtek szelektiv pusztitasara (Hanley et al., 2008; Rasmussen et
al., 2010; Sivakumar et al., 2018). Ezt a szelektivitast erdsiteni is lehet tumort célzd ligandumok
hozzakapcsolasaval. Emellett a nanocink-oxid segitségével egyéb hatdanyagok is szallithatoak a

céltertiletekre (Hanley et al., 2008) és a nanorészecskék a tumorsejtek korai detektalasara is
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felhasznalhatoak (Rasmussen et al., 2010). Ezeken felill még a nanoszemcsés cink-oxidot
hasznalhatjak termékek adalékanyagaiként, élelmiszerekben (Zn tipanyagforrds), kozmetikai
szerekben és naptejekben a kivalo UV abszorbcids és reflexios tulajdonsagai miatt (Ma et al.,
2013). A kozmetikaban felhasznalt nanorészecskék hatasara a termékeknek jobb texturaja,
¢lénkebb szine lett és a hatéanyag borbe vald bejutasa is konnyebbé valt. A nZnO széleskort €s
boviilo eldallitasdnak €s hasznalata kovetkeztében egyre né a magas koncentracioban kikeriilés
kockazata (Coll et al., 2015), és ezaltal veszélyt jelenthet tobbek kozott a talajszervezetekre is. Az
eddigi becsiilt adatok alapjan a nZnO kornyezeti koncentracidja novekedést mutat az évek
elteltével (2009: 0,24-0,661 pg/kg talajban, 0,22-1,42 ug/l viztisztitod telep kifolyd (Gottschalk et
al., 2009); 2014: 1,52-1,82 pg/kg talajban, 2,3-21 pg/l viztisztito telep kifolyo (Sun et al., 2016).
A nZnO vegyiiletekre magyarorszadgi adatot egyaltaldn nem talalunk, de cink tartalom
meghatarozasra is a nagyon kevés vizsgélat sziiletett. Kordbbi, 1976-os mérések alapjan
talajtipusonként eltérd Gsszes cink tartalmat mértek: homoktalajokban kevesebb (30 mg/kg), az
erdétalajokban kozepes (70-115 mg/kg), mig a csernozjom talajokban tobb (120-150 mg/kg) cink
talalhat6é (Mengel, 1976). Egy 2002-2005 kozott zajlo, Magyarorszagon tobb kiilonbdzo teriileten
torténé miitragyazasi kisérlet soran is mértek cink tartalmat a mintateriiletek talajaibol (0,9-2,7
mg/kg) (Lehoczky, 2006). Atlagosan 100 mg/kg Zn talalhato a magyarorszagi talajokban, ahol
pedig szennyviziszap kihelyezés is fennall ott 200 mg/kg Zn a terhelhetdségi hatarérték (Kadar,
2013). Altaldnosan elmondhatod, hogy a magyarorszagi talajok cink ellatottsaga alacsony (Kadar,
2008; Péntek & Fazekas, 2016), de ezekbdl az adatokbol nem lehet messzemend kovetkeztetést

levonni a hazai talajok nZnO tartalmara vonatkozoan.

1.2.15. Nanoszemcsés cink-oxid toxicitasi mechanizmusa

A nanoszemcsés cink-oxid toxicitasa tobb tulajdonsagbol eredhet, ilyen lehet a kioldodott
cink-ionok, a reaktiv oxigén gyokok (ROS) képzddése és egyéb potencialisan a méretbdl adodo
hatasok, pl. az é161ények sejtjei és a nanorészecskék kozotti kozvetlen érintkezések. Ezek a toxikus
hatasok nem kiilonithetdek el élesen egymastol, a méretfiiggd hatdsok és a nagymennyiségli ion
kioldodasa dnmagaban is eldsegitheti a ROS termelddését, emellett a nanoanyagok kémiai és
fizikai tulajdonsagaitol fiiggben a részecskék feliiletén is termelddhetnek oxigén gyokok (Park et
al., 2011; Saliani et al., 2016). A taltermel6dott ROS oxidativ stresszt indukal, ami karosithatja a
lipid sejteket, szénhidratokat, fehérjéket és a DNS-t, megvaltoztathatja a sejtek jelzéseit és
mozgasat, apoptozist valthat ki, ezaltal citotoxikus és daganat képzd hatasa is lehet (Fu et al., 2014;
Huang et al., 2019; Sirelkhatim et al., 2015). A nanocink-oxid altal spontan termelédott ROS
fiigghet fény vagy UV hatasatol (Ma et al., 2014; Yang & Ma, 2014), a feliileti egyenetlenségek

és hibak altal megvaltozott folyamatoktol és a feliileten lezajlo aktiv redox reakcioktol (Saliani et
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al., 2016). Emellett a fiziko-kémiai Osszetételiik (feliileti toltés és reaktivitas, méret, forma,
agglomeracios allapot, diszperzidés faktor, oldddas) és a szintézisiik is befolyasolhatja a
termel6dott mennyiséget (Park et al., 2011). Ezek kozil az egyik legfontosabb tényezd a
szemcseméret. A méret csokkenéssel a részecskék kozvetleniil is behatolhatnak a sejtekbe és az
ott kifejtett oxidativ stressz révén, akar sejthaldlt is okozhatnak. Emellett kimutattak toxicitasi
kiilonbséget az eltérd formak kozott is. A gdomb, rad és hopehely forma koziil a hopehely
(Przybyszewska & Zaborski, 2009), a rad és a hexagonalis tal koziil, pedig a tal forma (Mclaren
et al., 2009) bizonyult a reaktivabbnak. Ezenfeliil a morfoldgia befolyasolhatja a sejtbe kertilést is,
arad és a gomb alak konnyebben, egyéb alakok nehezebben jutnak at a sejthartyan vagy a sejtfalon
(Chithrani et al., 2006; Gratton et al., 2008).

A nanocink-oxid toxicitasaval foglalkozo cikkek nagy része sugallja, hogy a kioldodott
ionok jatsszak a legnagyobb szerepet a toxicitdsban (Hrécs et al., 2018; Ma et al., 2009, 2013;
Savoly et al., 2016; Wang et al., 2016, 2009), de kevesen kotik Ossze ezt a hatast az oxidativ
sériilésekkel. Pedig tobb olyan kutatas is van, ahol kimutattak, hogy a kioldodott ionok kiilonb6z6
folyamatok zavarasaval (pl.: mitokondrium megfeleld mikddése) a sejten beliili ROS képzddést
gerjeszthetik (Kim et al., 2010; Song et al., 2010; Xia et al., 2008). Habar Shen et al. (2013)
vizsgalataiban kimutatta, hogy antioxidans hatdsara nem sziint meg teljesen a nZnO toxikus hatésa,
igy feltételezhetd, hogy a ROS-on feliil egyéb tényezodket is befolydsolnak a kioldodott ionok.
Meégis a ROS mennyiségének mértéke nagyban 0sszefiigg a nanoanyag oldhatosagat befolyasold
tényezokkel pl. pH (Waalewijn-Kool et al., 2013), talajszemcsék és/vagy szerves anyagok
jelenlétével (Bian et al., 2011; Li et al., 2011b; Miao et al., 2010; Savoly et al., 2012). Ezaltal
elmondhato, hogy a fiziko-kémiai tulajdonsagok mellett az expozicids koriilmények is nagyban

befolyéasoljak a nZnO toxicitasi mechanizmusat.

1.2.1.6. Toxikus hatasok mitigalasa

A nZnO kibocsajtas az anyagok sokoldalt alkalmazhatosaga, kornyezetvédelmi (pl.:
viztisztitas, talajremediacio) és orvosi felhaszndldsa miatt eldrelathatolag nem fog csokkenni,
annak ellenére sem, hogy temérdek adat all rendelkezésre a potencidlis veszélyeirdl és
kockazatairdl. Igy a gyartas visszaszoritasa helyett a mar kijutott vagy még legyartatlan anyagok
megismerése €s azok toxikus hatdsainak csokkentése a f6 cél. Erre j6 modszer a kiilonbozo
mitigacios agensek hasznalata, amik segitségével ugy enyhithetdek vagy akar meg is sziintethetdek
a negativ hatasok, hogy a szamunkra elényos tulajdonsagok megmaradjanak. A nZnO toxikus
hatasait sikeresen csokkentették tobbek kozott kiillonbozé természetes szerves anyagokkal (Kteeba

et al., 2017), bevonatokkal (pl.: szilicium bevonat (Chia & Leong, 2016)) és akar antioxidansok
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felhasznalasaval, mint példaul aszkorbinsav (Li et al., 2012) vagy N-acetilcisztein (EI-Shorbagy
et al., 2019; Li et al., 2018; Liu et al., 2017; Ma et al., 2014; Ostrovsky et al., 2009; Pati et al.,
2016; Wang et al., 2014; Yang & Ma, 2014). Az N-acetilcisztein (NAC) tobb modon is képes
megvédelmezni a szervezetet a nZnO hatasa altal keletkezett ROS-t6l és az ionos toxicitastol.
Képes direkt modon eltavolitani a szabad gyokoket, emellett eldsegitheti az antioxidans enzimek
képzddését azaltal, hogy prekurzorként funkcional a glutation szintézisben (Sun, 2010) és
szabalyozhatja az AP-1 luciferaz aktivitast is (Shi et al., 2017). Tovabba kelatképzd hatdanyagként
is mikodhet, igy csokkentve a kioldodott ionok altal okozott toxikus hatasokat (Flora & Pachauri,
2010). Ezen tulajdonsagok miatt széleskortien alkalmazzak fémek (Huang & Lemire, 2009; Nour-
Eldein et al., 2017) és kiilonb6z6 nanoanyagok (Shi et al., 2017; Wu et al., 2012) toxikus
hatasainak vizsgélatakor. A toxikus hatdsok csokkentése mellett a NAC kiilondsen alkalmas a
nanoanyagok, ezen beliil kifejezetten a nZnO toxicitasi mechanizmusanak vizsgalatara is, mivel

mind az ionos, mind a reaktiv oxigén gyokokbdl fakado toxicitast befolydsolja.

1.2.1.7. Nanoanyagok kozotti interakcid

A nagymennyiségli nanoanyag kibocsajtas mellett egy 0j keletii problémat vet fel, hogy az
anyagok kozotti interakcid soran megvaltozhatnak a lehetséges hatasok. A keverékek esetében
alapanyagaiktol fiiggéen mas és mas hatassal szembesiilhetiink: ezen anyagok toxikussaga
osszeadodhat, de akar erételjesen megnovekedhet vagy csokkenhet is. A véletlenszerii keveredés
folyamatosan jelen van a melléktermékkeént, hulladékként kikeriilt nanoanyagok kozott, ebben az
esetben szamtalan anyag ¢€s anyagkombinacio johet létre. Emellett tudatosan kialakitott
keverékeket is létrehozhatnak annak érdekében, hogy noveljék egyes anyagok hatasfokat, példaul
antibiotikumokat, peszticideket és akar rakellenes gyodgyszereket is keverhetnek kiilonb6zd
nanoanyagokkal (Guo et al., 2008; Hackenberger et al., 2019; Sharma et al., 2016), vagy akar két
kiilonb6zé nanoanyag keverékét is felhasznalhatjdk, legtobb esetben egymas hatasanak
felerésitésére (Jafari et al., 2011; Li , et al., 2011a; Mott et al., 2007; Tong et al., 2014, 2015).
Ezzel szemben egy bizonyos nanoanyag kiilonb6z6 szemcseméretli formainak a keverékének a
hatasaira tobbszoros keresés utan (Google Scholar, ScienceDirect, ReasearchGate oldalak keres6
motorjaiban, az ,,interakcio”, ,,szinergikus toxikus hatas” és a ,,nanoanyag” kulcsszavak angol
nyelvli megfeleldit felhasznalva) sem taldltam elvégzett vizsgéalatokrol szolo tudoményos
munkakat. Annak ellenére is fennall ez a helyzet, hogy az ilyen jellegii kisérletek rendkiviil fontos

informaciokat nyujtananak a részecskeméretbdl adodo toxikus hatasok vizsgalatai soran.
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1.2.1.8. Sejten beliili reaktiv oxigéngyok termelddés mérése

A reaktiv oxigéngyok termelddés mérésének modja nagyban fligg a minta tipusatol és a
tesztanyagtol. Mérhet6 a felhasznalt anyag 6nmagaban (pl. fény hatasa térténé valtozasok) (Ma et
al., 2014, 2013), sejtben vagy szovetben ¢és allatbdl is. Az elsé két esetben specifikus ROS
onmagaban meghatarozhat6, mig az utolso tipusnal altaldban mar az oxidativ stressz altal kivaltott
hatasokat mérik vér vagy vizelet mintabol (pl.: glutation szint mérés, lipid peroxidacio mérése).
Sejtbdl vagy szovetbdl torténd mérés esetén a keresett oxigéngyoktol fligg a megfeleld modszer
hasznalata (Kalyanaraman et al., 2012). Minden oxigéngyoknek meg van a maga specifikus
szerepe az €16 sejtben, emellett gyokonként valtozd reaktivitas jellemzd rdjuk. Ezért is nagyon
fontos a specifikus mérési modszer hasznalata (Nagano, 2009). A sejten beliili termel6dés mérése
soran vizsgalhatjuk magat az izolalt mitokondriumot (Mattiasson, 2004; Shen et al., 2013) vagy
az egész sejtet, szovetet. NZnO kezelés hatdsara kivaltott oxidativ stresszt vizsgald publikaciot
béven talalunk. A legtobb nZnO altal generalt ROS mérés esetében 2°,7’-diklorodi-
hidrofluoreszcein diacetatot (DCFH-DA) hasznalnak indikatorként, annak ellenére, hogy erdsen
oxidalodik fény hatasara és nem specifikusan méri az oxigén gyokoket (Kim et al., 2010; Liu et
al., 2017; Ng et al., 2017; Ramasamy et al., 2014; Rui et al., 2013; Ryu et al., 2014; Song et al.,
2010; Zhao et al., 2013).

1.2.2. Talajmikrobidta

A talajban ¢é16 mikroorganizmusok rendkiviil nagy faj- és egyedszamban fordulnak el6. Ide
tartoznak a talajlako baktériumok, gombak és algak is. A talaj fels6 0-2 cm-ben szamuk csekély a
sz€lsOséges UV sugdrzas, a hdmérséklet és a nedvességtartalom-ingadozasok miatt. A legtdbb
mikroszervezet a talaj 15-25 cm-es rétegében él, majd 150-250 cm-ig szamuk folyamatosan
csokken. A talajbaktériumok fontos szerepet toltenek be a szerves és szervetlen anyagok
lebontasaban és ezaltal feltarasaban mas szervezetek szamara (pl.: Pseudomonas sp., Cellvibrio
sp., Apergillus sp., Bacillus sp., Pencillium sp.) a nitrogénkotésben (pl.: Azotobacter sp.,
Agrobacterium sp., Rhizobium sp.) és az ehhez szervesen kapcsolodo tapanyagforgalomban is
(ammonifikalo, nitrifikalo, denitrifikaldé baktériumok) (Abbott & Murphy, 2003). Emellett az
egészséges talajszerkezet kialakulasaban is részt vesznek, és jelentds tdpanyagforrast jelentenek a

talajban eld egyéb szervezetek szamara. A taplaléklancban betdltott helyiik miatt akar a fém-
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talalhatunk, az oxigén ellatottsagtol fiiggden nd vagy csokken az aranyuk.
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1.2.2.1. Nano cink-oxid hatasa a talajbaktériumokra

A fém-oxidok toxikus hatasait elsdsorban patogén baktériumokon (Dhanalakshmi et al.,
2013; Gunalan et al., 2013; Jayaseelan et al., 2012; Song et al., 2010; Zhang et al., 2007) és
okologiai szempontb6l fontos szerepet betoltd baktériumokon tesztelték (Adams et al., 2006;
Dimkpa et al., 2011; Jiang, et al., 2009b; Sharma et al., 2010) A kisérletekben leggyakrabban
hasznalt végpontok a névekedésgatlas és a sejtek életképessége voltak (Ma et al., 2013).

A kisérletek nagyon kiilonb6z0 eredményeket hozhatnak a tesztfajtoél, a hasznalt
modszertdl, illetve az anyag kémiai Osszetételétdl fiiggden (1. tablazat). A legnagyobb hatdsa a
fém-oxidoknak a baktériumkozdsségek Osszetételére €s diverzitasara volt, valamint csokkentette
a mikrobialis biomasszat (Bour et al., 2015).

A nZnO fitotoxicitasa ismert, kevés vizsgalat iranyul azonban a baktériumokkal mutualista
kapcsolatban €16 novények tesztelésére. Bandyopadhyay et al. (2015) kisérletében nZnO,
nagyszemcsés ZnO és ZnCly hatasat vizsgaltak nitrogénkoté baktériummal (Sinorhizobium
meliloti) beoltott lucernara (Medicago sativa). Harom koncentracioval dolgoztak: 250, 500 és 750
mg/kg Zn. Eredményeik szerint a nZnO kevésbé bizonyult toxikusnak, mint a ZnClz. A
nagyszemcsés ZnO ezekkel ellentétben serkentette a novény ndvekedését. A nZnO hatasat
talajbaktériumok koziil kiilonb6zé Pseudomonas fajokra is vizsgaltak. A Pseudomonas
chlororaphis 06 (Dimkpa et al., 2011) és a Pseudomonas putida KT2440 (Gajjar et al., 2009)
fajok, illetve torzsek eltéréd modon reagaltak a nZnO-ra. A Pc06 torzs ellenallobbnak bizonyult a
Pseudomonas putida KT2440-nal vizes oldatban. Dimkpa et al. (2011) kisérletében mind a nZnO,
mind a cink ionok akkumulalddtak a P. chlororaphis 06 sejtjeiben. A nZnO hatéasa a tesztekben
alkalmazott koncentraciok esetében ezekre a fajokra inkabb bakteriosztatikus, mint letalis. A
nagyszemcsés ZnO egyaltalan nem volt toxikus (Gajjar et al., 2009). Gunalan et al. (2013) a
biologiai €s a kémiai tton eldallitott nZnO hatasat teszteltek és hasonlitottdk 6ssze hagyomanyos
antimikrobialis szerekkel, patogén baktériumokon (Citrobacter freundii, Proteus mirabilis). A
kisérletek soran azt tapasztaltak, hogy a bioldgiai titon eldallitott nZnO-nak a legmagasabb az
antibakterialis hatasa, azonban ennek okat nem fejtették ki.

Baktériumkozosségek vizsgalata soran foként diverzitasbeli és szerkezeti valtozasokat
(Akyol et al., 2019; Ge et al., 2011; Yamindago et al., 2019), illetve akar teljes biomassza
csokkenést (Ge et al., 2011) is megfigyeltek. Emellett alacsonyabb koncentraciokban (0,2 és 1
mg/l) a nanoszemcsés ZnO szelekcidos nyomasa szignifikansan elGsegitette az antibiotikum
rezisztencia gének sokszorozodasat és terjedését is (Chen et al., 2019). Sharma et al. (2010)
telepszamlalasos modszerrel tesztelték a nZnO hatasat a baktériumkozosségekre. Eredményeik
alapjan a nZnO jelentds mértékben gatolja a Pseudomonas fajok szaporodasat. Fang et al. (2013)

nAl atommal adalékolt nZnO-dal kezelték a Pseudomonas fajokat. Az adalékolas soran a ZnO
23



10.14751/SZIE.2020.023

kristalyszerkezetébe épiilnek be az Al atomok. A kisérletben az ezaltal megvaltozott tulajdonsagok
(pl. kristalymindség) hatasait vizsgaltak a baktérium fajokon. A nAl atommal valé adalékolas

azonban nem valtoztatta meg a nZnO toxikus hatdsat ezekre a fajokra.
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1. tablazat. Kiilonb6z6 szemcseméretli ZnO fizikai és kémiai tulajdonsagai, valamint toxicitasa egyes

talajbaktérium fajokra (A koncentracidknal azt az értéket tiintettem fel, ahol a legnagyobb

novekedésgatlast tapasztaltak.)

Teszt fajok Anyag Részecske  Koncentracié Hatas** Referencia
3 3 nagysag*
Szarmazasa (nm)
Patogén fajok
ken"n’alruton 25 10.8 mM
eléallitott
Citrobacter biologiai 100% ng.
freundii uton 40 10,2 mM
eldallitott (Gunalan et al.,
P 2013)
kémiai (ton 25 8,6 MM
eléallitott
Proteus mirabilis biologiai 100% ng.
uton 40 7,8 mM
elballitott
biologiai
Pseudomonas , 22+1,8  (Jayaseelan et al.,
. uton 57,72 25 mg/l
aeruginosa yr1tr mM ng. 2012)
eléallitott
Okolégiai szempontbél kiemelt fajok
Zhejiang
Hongseng 0 .
Bacillus subtilis Material 20 20 mg/l 100% (Jiang, et al.,
mort. 2009b)
Technolgy
Co.
. . Sigma- 98+1,4% (Adams et al.,
Bacillus subtilis Aldrich 480 500 mg/I ng. 2006)
Pseudomonas Sigma- 14,8% (Dimkpa et al.,
clororaphis Aldrich <100 500 mg/l ng. 2011)
Pseudomonas Zhejiang 100% (Jiang, et al.,
fluorescens HM. T.C. 20 20 mg/l mort. 2009b)
28 F
kémiai Gton 120 Sharma et al.
Pseudomonas sp. clsallitott 38S8Z 100 mM CFU/mI 2010
3,7V

Megjegyzés.*F: feliilet aktiv anyag nélkiil, SZ: szobahdmérsékleten, V: vakuum alatt; ** n.g.: névekedésgdatlas; mort..

mortalitas.

1.2.3. Talajfauna

A talajfauna tagjai aktivan vesznek részt a talaj jellemzdinek kialakitasaban, befolyasoljak

a talajok fizikai és kémiai tulajdonsagait. Fontos szerepet jatszanak a tapanyagok korfogalmaban,
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a mineralizacidban, a talajok strukturalis valtozasaiban, a biotikus szabalyozdsban ¢és a
detoxifikacioban is (Bakonyi et al., 2009; Lavelle, 2002).

A talajallatokat csoportosithatjuk funkcio (lebontd, ragadozd, parazita) vagy a talajban
toltott ido szerint (pl. permanensen vagy csak idészakosan otthonuk a talaj), illetve annak alapjan,
hogy mely talajréteg az ¢€lohelyiik (pl. aljndvényzet, talajfelszin vagy felsobb talajrétegek).
Testatmérdjiik alapjan mikro-, mezo- és makrofaunaroél beszélhetiink. A mikrofaundhoz tartozo
allatok (pl. allati egysejtiiek, fonalférgek, kerekesférgek, medveallatkak) foképp a szerves és
szervetlen anyagok feltarasaban, a mikrobialis biomassza szabalyozasaban, a nitrogén/szén
korforgalomban téltenek be fontos szerepet. Emellett jelentds tapanyagbazist biztositanak a mezo-
¢s makrofauna ragadozoallomanyanak, valamint egyes toxikus anyagok lebontdsiban is részt
vesznek. A mezofauna a mikroorganizmusok szelektiv fogyasztasa révén fontos szabalyozd
szerepet tolt be, példaul az ide tartozo6 ugrovillasok szelektiven fogyasztjak a gomba és baktérium
populacidkat, mely 4ltal kozvetett befolydsuk van a lebontdé folyamatokra. Ezen felill a
humifikacidoban is szerepiik lehet, mivel a nagy mennyiségli iriiléktermeléssel taptalajt
biztosithatnak a lebont6 szervezeteknek. Az ugrovillasoknak emellett szerepiik van a mikorrhiza
gombak terjesztésében (Seres & Bakonyi, 2002; Seres et al., 2003) és jelentdsek, mint a talajfauna
ragadozoinak taplalékbazisa. A makrofauna tagjai az igynevezett ,,talajmérnokok”. Ezek végzik
a talajaggregatumok képzését, befolyasoljak a talaj levego ellatasat, aprézodasat €s fontos szerepet
toltenek be ragadozo szervezetként. A gyurtsférgek jelentdsen befolyasoljak a talaj mindségét,
forgatjak, keverik a talajt. Uriilékiik sok tapanyagforrast tartalmazhat a novények vagy a

mikrofldra tagjai szamara.

1.2.3.1. Fonalférgek

A legkorabbi ismert adatok (emlitések) a fonalférgekrél kozel 4000 évvel ezeldttrol
szarmaznak (pl. Ebers-papirusz, i.e. 1500 koriil). Az eddig leirt fajok szama 20 000 koriil van,
ebbdl koriilbeliil 800-at jegyeztek fel eddig Magyarorszagon.
A fonalférgeket két csoportra oszthatjuk: €l0skodé (Nematoda parasitica) és szabadon €16
(Nematoda libera) fonalférgekre. Ezek a fonalférgek a természetben barhol szabadon
eléfordulhatnak (édes- és tengerviz iiledékében, talajban) vagy pedig névényekhez kotottek, tehat
a kozeliikkben élnek vagy valamilyen forméban beldliik taplalkoznak. Ez a novény szdmara lehet
semleges vagy artalmas, s6t korokozo is, mivel a fonalférgek vektorként is funkcionalhatnak és
igy megfertdzhetik a ndvényt kiilonb6zd hordozott virusokkal. A ndvényeken vagy ndvényekben
¢16 fonalférgeket, novényi kartevd fonalférgeknek vagy fitonematoddknak hivjuk (Andrassy &
Farkas, 1988). A fitonematodak a szabadon €16 fonalférgekhez tartoznak.
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A fonalférgek mindeniitt, ahol az ¢letfeltételeik adottak, megtalalhatoak, roppant tomegeik
révén uraljak az egyes ¢életkdzosségeket. A 1ényeges szempont szamukra a talaj viztartalma, mar
a talajszemcsék kozotti kapillaris hézagokban Osszegytilt viz is elegendd nekik (Andrassy &
Farkas, 1988), még a sivatagi talajban is képesek megélni (Freckman et al., 1975), viszont
porszaraz talajban nem életképesek. Emellett érzékenyek a talaj hdmérséklet valtozasaira is. Ezért
a globalis felmelegedés kovetkeztében kialakuldé homérséklet- ¢és nedvesség valtozasok
befolyasolhatjak a talajban €16 fonalférgek Gsszetételét (Bakonyi & Nagy, 2000). A fonalférgek
extrém mélységekben is megtalalhatoak, dél-afrikai banyakban 0,9-3,6 km mélységben
elhelyezkedd foldalatti vizkészletekbdl vett mintdkban is sikertilt kimutatni baktériumevd
nematodékat. Ezek az eddigi legmélyebben megtalalt, a hdséget és az 6ridsi nyomast is elviseld
tobbsejti ¢161ények (Borgonie et al., 2011).

M¢éretiik rendkiviil véaltozatos, a szabadon €16 fondlférgek a milliméteres mérettartomanyba
tartoznak, a parazitdk viszont akdr tobb méteresre is megndhetnek. A szabadon €16 nematodak
alapvetden négy taplalkozasi format mutatnak, amihez szdjszerviik és életmodjuk is alakult:
baktériumevdk, alga- és tormelékevok, ndvényi nedvszivok és ragadozok (Yeates et al., 1993). A
fonalférgek négyszeri vedléssel érik el az ivarérettségiiket, mikdzben allanddan taplalkoznak és
ndnek, hat fejlodési stadiumot kiilonbozetiink meg: pete, négy kiilonb6z6 larva és a felnott
stadium. Tobbnyire him ¢és ndstény allatokat is talalhatunk, egyes fajok azonban
parthenogenetikusan szaporodnak (Ruppert et al., 2004). A fonalférgek természetes ellenségei
kétfélék lehetnek: ragadozok vagy él6skodok. Ragadozoik is elsdsorban a fonalférgek kozé
tartoznak (pl. a Mononchida és Dorylaimida rendek egyes fajai). Rajtuk kiviil mas szervezetek is
korlatozhatjak a 1étszamukat, pl.: egyes mérgez6 novények, veliik taplalkozo, gombak, egysejtiick
és tobbsejtii ragadozok egyarant. Erdekességként meg lehet emliteni a Hyphomycetes csoportba
tartoz6 alsobb rendli gombakat, amelyek ragadozok ¢és fonalférgekre specializalodtak.
Legnagyobb tomegben a talajban élnek, mas szervezetek fogyasztisaval szabalyozod szerepet
tolthetnek be, kulcsfontossagl szerepiik van a talaj taplalékhalozataiban (Chen & Ferris, 1999;
Ruppert et al.,, 2004). Részt vesznek a tapanyagok korforgasaban, kiilondsen a nitrogén
felszabaditasaban van nagy szerepiik (Anderson et al., 1982; Buchan et al., 2013; Savin et al.,
2001), ezaltal a talaj termékenységéhez is hozzajarulnak (Chen & Ferris, 1999). Emellett elpusztult
tetemeik természetes tapanyagforrasként is jelentOsen javitjak a talajmindséget. Legnagyobb
mennyiségben a rizoszféraban talalhatoak meg. A talajszemcséket koriilvevo kapillaris vizréteg
megfeleld él6hely szamukra. A talajokhoz hasonldan az édesvizek és a tengerek €letében is fontos
szerepet jatszanak.

Tobb évtizede alkalmazzék a fonalférgeket bioldgiai indikatorként terepi munkalatok és

laboratoriumi tesztek soran. A fonalférgek idedlisak laboratoriumi tesztek végzésére, mert kevés
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helyet igényelnek, konnyen kezelhetok ¢és tenyészthetok, emellett rovid életciklussal
rendelkeznek. Fogékonyak a talaj allapotara, igy jol indikalhatjak annak mindségét, korat és
szerkezetét is. Kutikulajuk atengedheti az él6helyiikon talalhaté xenobiotikumokat, nagyon
érzékenyek a kiilonbozo talajszennyezodésekre (Sochova et al., 2006). Nagyrészt szabadon €106,
baktériummal taplalkozé fajokat hasznalnak tesztallatként, de lathatunk példat ndvényi kartevo
(Hracs et al., 2018; Savoly et al., 2015) és entomopatogén (Petrikovszki et al., 2019) fonalférgekre
iranyuld vizsgalatokra is. Az okotoxikologiai és genetikai vizsgalatokban foképp a Rhabditida
rendbe tartozé Caenorhabditis elegans (Maupas 1900), kisebb mértékben pedig a Panagrellus
redivivus (Linné 1767) ¢és Plectus acuminatus (Bastian 1865) szamitanak elterjedt
modellallatoknak (Hoss & Williams, 2009; Sochova et al., 2006). Az utobbi években egyre tobb
vizsgalat fokuszal a mortalitdas mellett érzékenyebb végpontokra is (molekularis elvaltozasok,
egyedfejlodés, reprodukcio, mozgasképesség) (Hagerbaumer et al., 2015). A fonalférgek nagy
elénye az, hogy érzékenyen és mas talajallatoknal révidebb idd alatt reagalnak a kiilonbozo
szennyezéanyagokra (Hoss & Williams, 2009).

A Panagrellus redivivus egy szabadon ¢16, baktériumokkal taplalkozo fonalféreg faj,
amely legtobb esetben magas szervesanyag tartalmu él6helyeken talalhatdo meg, mint a rothadd
gylimolcsok, sorélesztd vagy akar a talaj. Egy idében kozkedvelt tesztallat volt kiilonb6zd
biologiai és 6kotoxikoldgia vizsgalatok soran (Samoiloff, 1987; Samoiloff et al., 1980; Srinivasan
etal., 2013), késébb ezt a szerepet a C. elegans vette at, magas érzékenysége, rovidebb életciklusa,
egyszeriibb reprodukcioja (onmegtermékenyités) és kiilonbozé technikai szempontok miatt (Boyd
& Williams, 2003). Emellett a C. elegans fajra tobb mint hasz ISO, OECD és ASTM
tesztszabvanyt is alkalmazhatunk, viszont t6bb szempontbol — példaul hottirés (Laws et al., 2005),
okologiai relevancia (Boyd & Williams, 2003) — még mindig érdemes visszanyulni a P. redivivus
hasznalatahoz. Ezen feliil fontos tényezd, hogy a C. elegans-t évtizedek ota laboratoriumban
tenyésztik, azonositasa talajmintakbol rendkiviil nehéz, igy lehetnek olyan esetek, amikor a veliik

valo vizsgalat nem sziil relevans eredményeket (Sochova et al., 2006).

1.2.3.2. Nanoszemcsés cink-oxid hatasa a fonalférgekre
A fémoxidok vizsgalatakor foként a C. elegans és kisebb mennyiségben a P. redivivus fajra
vonatkozoan taldlunk adatokat €és nagyrészt a nZnO és nTiO2 hatasat vizsgaltak (2. tablazat).
Wang et al. (2009), valamint Khare et al. (2011) kisérleteiben erésen toxikusnak bizonyult
a nZnO a C. elegans fajra. Wang et al. (2009) vizsgalatakor a nagyszemcsés és a nano ZnO
toxicitasa kozott nem talaltak szamottevo kiilonbséget. Khare et al. (2011) két szemcseméretet is
vizsgaltak (25 és 100 nm) koziilik a kisebb szemcseméretli anyag volt toxikusabb. Mindkét
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vizsgalatnal azt allapitottdk meg, hogy a nZnO részecskékbdl kioldddo cink ion jatszott szerepet a
toxikus hatas kivaltasaban. Ma et al. (2011) a ZnO nanorészecskék fototoxicitasat vizsgaltak.
Kisérleteik soran természetes és mesterséges fénynek tették ki a nZnO-dal és nagyszemcsés ZnO-
dal kezelt C. elegans fonalféreg fajt. A természetes fény hatasara mar 2 6ras expozicios id6 alatt
er6sen megnovekedett a mortalitas, viszont a mesterséges fénynél nem tapasztaltak ennyi id6 alatt
toxikus hatast. A nZnO volt a toxikusabb a két anyag koziil, habar mind a nZnO, mind a
nagyszemcsés ZnO hasonld méretiivé aggregéalodott, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a
toxicitas inkabb az eredeti szemcsemérettdl fligg €s nem az aggregatumoktol. Sotétben egyik
anyagnal sem tapasztaltak hatast. Savoly et al. (2016) a névényi kartevé Xiphinema vuittenezi
(Nematoda: Dorylaimida) fajon tesztelték a nZnO-ot. Vizsgalataiknak {6 célja a kioldddott ionok
¢s a nano tulajdonsdgokbodl eredd Zn felvétel és toxicitds Osszehasonlitisa volt, ezért a
nagyszemcsés ¢és a nZnO mellett ZnSO4 oldattal is kezelték az allatokat. Tesztjeik alapjan a
nagyszemcsés €s a nano szerkezetli ZnO esetében szignifikdnsan magasabb volt a Zn felvétel, mint
a ZnSOg4 oldatnal. A kornyezetileg relevansabb tesztmodszer kifejlesztéséhez nem csak Milli-Q
vizes oldatbdl, hanem talajoldatos keverékbdl is megvizsgaltak a Zn felvételt. Ebben az esetben
szignifikansan kisebb volt a felvétel, mint a talajoldat nélkiili tesztrendszerben. Legkevésbé
toxikusnak a nagyszemcsés anyag bizonyult, igy azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a nZnO
toxicitasa a kioldodott ionok és a nano tulajdonsagokbol ered6 toxikus hatasok 6sszességén alapul.
Hracs et al. (2018) két kiilonbo6z6 taplalkozasi stratégiaju fonalféreg érzékenységét vizsgaltak nano
¢és nagyszemcsés ZnO-ra. Emellett az allatok Zn felvételét is mérték. A részecskeméret sem a
toxicitast, sem a Zn felvételt nem befolyasolta a P. redivivus esetében, ezzel ellentétben a X.
vuittenezi faj érzé¢kenyebben reagalt a nZnO-ra, ugyanakkor a Zn felvétel mennyiségében itt sem

volt kiilonbség.
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2. tablazat. Kiilonb6z6 szemeseméretii ZnO fizikai és kémiai tulajdonsagai, valamint toxicitasa szabadon €16

fonalférgekre (Nematoda)

Részecske Hatds**
Anyag nagysag s ohlaf
Teszt fajok VlZ.S(%?latl Referencia
szarmazasa 1do
nm LCso (mg/l)
Caenorhabditis Hongchen M. ,
elegans s&T. co. 20 24 6ra 81,6 (Wang et al., 2009)
<25 0,32
" Sigma-
Caenlo rhabdiis - TEEE 24 ora (Khare et al., 2011)
elegans Aldrich
<100 2
TNF: 38
2 ora
" MLF: n..h
Caenorhabditis Alfa-Aesar 6025 (Maetal., 2011)
elegans
Ossz.: 17
24 ora
S:n.h.
Sigma- . +960 5
Xiphinema vuittenezi 177,35+12 24 ora 5: 87,5 £9,6% (Sav,;(;}l'gt al,
Aldrich mort. )
Xiphinema vuittenezi 3,34
. . 25,08+9,92
Panagrellus University of 163
redivivus Szeged, ’
Departmentof 24 6ra (Hrécs et al., 2018)
Xiphinema vuittenezi ~ Applied and 2,38
Env. Chem.
220,92+124,25
Panagrellus 578
redivivus '

Megjegyzés:*TO: talajoldat, EA: élelmiszer adalékanyag; ** TNF: természetes napfény, MLF: mesterséges
laboratoriumi fény, Ossz.: a TNF és a MLF 24 6ras értékeinek egyiittes LCso értéke S: sotét; n.h.: nincs hatas,
mort.: mortalitas.

1.2.3.3. Ugrovillasok

Az ugrovillasok (Collembola) a hatlabtiak (Hexapoda) egy Osi csoportja. A mezofauna
tagjai koz¢é tartoznak, vildgszerte elterjedt allatok, csak a tengerek €s dceanok nyiltvizi teriiletein
nem talalhatoak meg. Elhetnek a talaj felszinén, a talajban, a korhadd avarban, a fak kérge alatt és
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magukon a ndvényeken is. Az utdbbi ugyanigy jellemz0 mind a szarazfoldi, mind a
vizindvényekre (Danyi & Traser, 2008). Tobb, mint hatezer fajuk ismert a vilagon.
Magyarorszagon jelenleg 410 ugrovillas faj ismert.

Fontos szerepet toltenek be a talaj-0koszisztémaban, jelentdsek a lebontasban, mint a f6
lebonté mikrobapopulaciok szabalyozo szervezetei (Gange, 2000; Seres, 2009). Az ugrovillasok
rendkiviil fontos kozponti szerepet jatszanak a talaj szerkezetének kialakulasaban, a novényi
maradvanyok, gombdk fogyasztasaval, aprit6 tevékenységiikkel hozzdjarulnak a
humuszképzddéshez, illetve tiriilékiik, mint mikroszkopikus szerves struktirdk, megndvelik az
anyagok hozzaférhet6ségét a baktériumok szamara. Emellett jelent6sek lehetnek a mikorrhiza
gombak terjesztésében (Klironomos et al., 1999; Seres & Bakonyi, 2002; Seres et al., 2014) és a
talajfauna  ragadozoinak taplalékbazisaként is (Danyi & Traser, 2008). A remediacios
folyamatokban is részt vesznek és érzékenyek a talajszennyezés hatasaira (Waalewijn-Kool &
Diez-Ortiz, 2013). Fajonként és kiilonb6z6 abiotikus és biotikus faktorok hatasara eltéréen
befolyasoljak a szén és a nitrogén mineralizaciot (Filser, 2002). Kiilonb6z6 taplalkozasu ugrovillas
fajokat ismeriink, ezek kozott lehetnek ragadozok is. Altalaban széles taplalkozasi spektrum
jellemzd rajuk, fogyaszthatnak gomba sporat, hifat, zuzmokat, mohakat, novényi maradvanyokat,
baktériumokat, algasejteket és fonalférgeket is (Hufnagel et al., 1999; Parkinson & Whittaker,
1978). Az ugrovillasok ivarérés utan egész ¢€letiikk soran vedlenek, akar negyven alkalommal is.
Ekdzben morfologiai valtozdsokon mennek keresztiil, egyre sotétebb és kontrasztosabb sziniik
lesz. A kérnyezeti tényezOk is eredményezhetnek morfoldgiai valtozasokat az ugrovillasoknal, ez
jocskan megnehezitheti fajaik felismerését (Danyi & Traser, 2008).

A szabvany szerinti 6kotoxikologiai tesztelésnél hasznaljak a Folsomia candida (Willem
1902) és a Folsomia fimetaria (Linné 1758) fajt. A F. candida rendkiviil népszerti, mivel
szliznemzéssel szaporodik egy Wolbachia fert6zésnek kdszonhetden, és nagyon konnyen tarthatd
laboratoriumi koriilmények kozott (Krogh, 2008). A sziiznemzést a fert6zés vatlja ki, mivel a
Wolbachia baktérium csak a petesejtben fér el, a spermiumban nem, igy érdeke, hogy csak néstény
egyedek keljenek ki a lerakott petecsomokbol (Fountain & Hopkin, 2005). Aprd, fehér allatok,
hasi oldalukon ugrévillaval, amit ha hatracsapnak, felpattannak a levegdbe. Leginkabb erdei
talajban élnek, hasi tomldvel 1élegeznek, ami miatt a talajgézokre érzékenyek. Epimorfozissal
(kifejléssel) szaporodnak, alacsony nedvességtartalomndl a peték kiszaradhatnak. Megfeleld
nedvességtartalmu, 20 °C-os kornyezetben 10-15 nap alatt kelnek ki, majd tovabbi 10-15 nap alatt

valnak ivaréretté.
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1.2.3.4. Nano cink-oxid hatasa az ugrévillasokra

Idestova négy évtizede alkalmazzdk az ugrovillasokat 6kotoxikologiai tesztszervezetként
(Fountain & Hopkin, 2001; Krogh, 2008). Az ugrévillasokon leggyakrabban tesztelt nanoanyag a
nZnO (3. tablazat). Ez foként annak tulajdonithatd, hogy a nZnO kozvetleniil és kdzvetett moédon
is belekeriilhet a talajba. Kool et al. (2011; 2012, 2013) részletekbe menden vizsgalta ennek az
anyagnak a hatasat a Folsomia candida fajra. El6szor kronikus toxicitasi teszteket végeztek
természetes talajban, nano és nagyszemcsés ZnO hatasat kutatva. Ezen vizsgalatok soran arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy foképp a kioldddott cink ionok toxikus hatdsa befolyasolja a talélést
¢s a reprodukciot, nem pedig az anyag szemcsemérete (Kool et al., 2011). A tovabbiakban arra a
kérdésre probaltak valaszt taladlni, hogy az oldatok kiilonb6z6 moddokon torténd kijuttatasa
befolyasolja-e a toxicitast. Két szemcseméretet €és két kiillonb6zé modszert (szaraz por allagh és
talaj oldatba kevert nano, illetve nagyszemcsés ZnO) vizsgaltak. Sem a részecskeméretnek, sem
az eltér6 expoziciés moédnak nem volt befolyasa a ZnO toxicitasara (Waalewijn-Kool et al., 2012).
Ezek utan a feliiletkezelt és a nem feliiletkezelt nZnO hatasat vizsgaltak. Ezeket a teszteket egy
eldre elkészitett és kiilonbozo ideig inkubalt talaj és oldat keverékekben végezték el. Kiindulasként
0, 3, 6 és 12 honapos talajbdl vettek mintat és arra helyezték a tesztegyedeket. Az elso vizsgalat
sordn a feliiletkezelt anyag bizonyult toxikusabbnak, bar mindkét anyag toxikus volt. A 3 honapos
talajnal mar a nem kezelt nZnO toxicitasa erdsen csokkent, viszont a feliiletkezelt anyag csak 12
honap utan mutatott hasonl6 csékkenést a toxicitasban (Waalewijn-Kool et al., 2013). Manzo et
al. (2011) nem csak a toxicitast és a reprodukciora kifejtett hatast, hanem az elkeriilést is
vizsgaltak. A kronikus tesztnél nemhogy toxikus hatast, hanem inkabb biostimulaciot tapasztaltak
(106%), ez foképp az alkalmazott alacsony koncentracionak volt koszonhet6 (230 mg/kg), hiszen

a Zn esszencialis elem. A nZnO-nal 16%-0s, a ZnCl>-nal 76%-os elkeriilést tapasztaltak.
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3. tablazat. Kiilonb6z6 szemceseméretii ZnO fizikai és kémiai tulajdonsagai, valamint toxicitasa a Folsomia

candida ugrovillas fajra

Részecske
Anyag . izsoalati Hatas**
nagysag Vlz_sgf,'latl Referencia
szarmazasa 1do
nm LCso ECso
BASF <200 28 nap >3086 1964 (Kool et al., 2011)
P: 3159
30
Micronisers 28 nap n.h. Ti30% (Waalewijn-Kool etal,
""""""""""""""""""""""""" Pooia 2012)
200
T:5633
0 ho: 873
3 h6:749
6 h6:579
BASE <200 28 nap oh. 12 h6:1817 (Waalewijn-Kool et al.,
"""" 0ho:1964 2013)
3 h6:2847
6 ho:-
12 ho: >5855
Sigma-Aldrich <100 28 nap n.h. (230 konc.) (Manzo et al., 2011)

Megjegyzés: * FZnO: feliiletkezelt ZnO, ZnO gipsz: gipsz kdzegben tesztelt ZnO, ZnO talaj: talaj kbzegben
tesztelt ZnO; **LCso, ECso: mg/kg; n.h.: nincs hatas; n.a: nincs adat; P: por allaga kijuttatas; T: talajoldatba

kevert hatdbanyag; mort: mortalitas.
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2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Tesztanyagok és elokészitésiik

Vizsgalataim soran két kiilonb6zé szemcseméretii ZnO-dal dolgoztam (Gyarté: US
Research Nanomaterials, Inc., Houston, TX Amerikai Egyesiilt Allamok). A gyarto 4ltal
meghatarozott adatok szerint 10-20 nm (atlagosan 15 nm) 99 + % tisztasagu ¢s 80-200 nm
(atlagosan 140 nm) 99 + % tisztasagu részecskéket tartalmaznak. A dolgozatban a gyartd altal
megadott atlagos méreteket tiintetem fel. Mindkét anyag az igynevezett nedves kémiai modszerrel
késziilt és nem alkalmaztak rajtuk feliiletkezelést. A méreten kiviil morfologia tekintetében is
kiilonboznek: a kisebb gomb alakl, mig a nagyobb irreguléris részecskéket tartalmaz. A 15 nm-es
20-60 m?/g, a 140 nm-es pedig 4,8-6,8 m?/g fajlagos feliilettel rendelkezik. A kioldodott ionok
hatasdnak megfeleld vizsgalatdhoz ionos kontrollként ZnClz-ot hasznaltam, a mitigacios
vizsgalatokhoz pedig N-acetilciszteint (Gyarto: Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németorszag).

A tesztoldatokat a baktériumkozosségekkel és a fonalférgekkel végzett vizsgalatok
esetében Milli-Q vizzel, mig az ugrdvillasokkal végzett vizsgalatok esetében desztillalt vizzel
készitettem el. A torzsoldat koncentraciok kisérletenként valtozoak voltak. A torzsoldatokat
minden vizsgalat el6tt 20 percig szonikaltam (Elmasonic S40 device, Elma Hans Schmidbauer
GmbH & Co. KG, Singen, Germany, 37 kHz, 560 W, Singen, Németorszag), hogy biztositsam a
megfeleld diszpergaciot. Ezutan elkészitettem az adott koncentracidsorozatokat és késedelem
nélkiil a tesztrendszerhez adtam a megfeleld oldatokat. A tesztkozegek hatasat célzo
vizsgalatoknal ezutan pH mérés tortént. Az adott kisérleti csoportokhoz tartozé koncentraciokat

szakirodalmi adatok és/vagy a becsiilt kornyezeti koncentraciok alapjan hataroztam meg.

2.2. Pasztazé elektron mikroszkopos vizsgalatok

Bar a gyartd biztositott szamunkra méretkategoriakat, ezzel egyiitt is a részecskék adott
tulajdonsagainak vizsgalata, (1jboli ellendrzése rendkiviil fontos a kisérletek 6sszehasonlithatosaga
¢és reprodukalhatdsaga szempontjabol. Féleg, mert a nanoanyagok — koztiik a nZnO is — folyamatos
valtozasban vannak, igy nagyobb kiilonbségek is keletkezhetnek a gyarto altal megadott és a mért
adatok kozott. A karakterizacios eljarasok sziikségességét a 1.2.1.1. Tesztelési és alkalmazasi
problémak c. fejezetben fejtem ki bovebben. Az altalunk felhasznalt anyagok vizsgélatara tobb
modszert is alkalmaztunk. A részecske-méreteloszlasi és morfologiai mutatok ellendrzését minden
kisérletcsoport el6tt pasztazo elektronmikroszkoppal (SEM, FEI Quanta 3D, ELTE) végeztem el.
A mérések az ELTE Természettudomanyi Kar Kozponti Kutaté és Miiszer Centrum SEM

laborjaban torténtek Dr. Dankhédzi Zoltdn kozremilkddésével. Az ott hasznalt pasztazo
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elektronmikroszkop egy nagyfelbontasi kétsugaras késziilék, tehat rendelkezik elektron- és
ionforrassal is. Az én esetemben az elektronforras keriilt felhasznalasra. A SEM kép a minta
feliiletbdl kivalo ,,termékek™ avagy szekunder elektronok, a nyalab elektronjai koziil nagyszogben
szorodo visszaszort elektronok, illetve a mintabol kivalo rontgen fotonok pasztazasa soran alakul
Ki. A detektorok altal Osszegyljtott termékek kivaltott energidja kiilonbozo, ezért mind
feliiletkozeli tartomanybol, mind kiilonb6z6 mélységekbdl is képes a képalkotasra. A szekunder
elektronok segitségével feliileti, a visszaszort elektronokkal mélységi képet tudunk létrehozni a
vizsgalt anyagrol. Az atom Osszetételr6l pedig rontgen fotonok segitségével kaphatunk
informaciot. A méréseim soran a feliileti informaciokra voltam kivancsi, igy a szekunder
elektronok begytijtése tortént meg a detektorok segitségével. A SEM méréseknél problémat
jelenthet az elektronnyalabbol szarmazo toltés lerakodasa a minta feliiletére. Nanoanyagokat
vizsgaltam, ezért nem lehetett a hagyomanyos modszert hasznalni ennek elkeriiléséhez (vékony
aranyréteg raparologtatdsa a mintdra), mivel az lényegesen moddositotta volna a részecskék
tulajdonséagait. gy a Quanta 3D mikroszkop alacsony vakuumos iizemmodjat hasznaltam, mert a
gazos kornyezet képes a feliileti toltések semlegesitésére.

A mintakat kisérletenként eltéréen készitettem eld. A baktériumkozosségi vizsgalatok eldtt
készitettem a 15 nm és a 140 nm ZnO-bdl egy-egy Milli-Q vizes (10,04 mg/l Zn) szuszpenziot, a
kozegek hatasat célzo vizsgalatoknal mindkét anyagbol egy-egy talajoldatos (1028 mg/l Zn)
szuszpenziot. A Milli-Q vizes szuszpenzid 24 6ras, mig a talajoldatos 48 oras inkubacio utan keriilt
vizsgalatra. A koncentracidkat és az inkubécids id6t a fonalféreg eldtesztek Milli-Q vizes és
talajoldatos vizsgalatai alapjan allitottam be. 10,04 mg/l Zn koncentraciot alkalmaztam, mivel az
volt a legmagasabb Milli-Q vizes koncentracio. Ezzel ellentétben a talajoldatos vizsgalatok el6tt a
legalacsonyabb, 1028 mg/l Zn koncentraciot vizsgaltam a legmagasabb (16454 mg/l Zn) helyett,
mivel gy itéltem meg, hogy magasabb koncentracidban mar nem lehetne megfelelden vizsgalni
a talajszemcsék és az anyag kapcsolatat, ugyanis a részecskék nagy valoszinliség szerint teljesen
befednék a szemcséket. A mintdkbodl kézi felkeverés utan milanyag pipettaval egy cseppet tettem
a grafit hordozo6 anyagra, majd 10-15 perc szaradast kdvetéen helyeztiik a mikroszkopba, ahol az
alacsony vakuumos tizemmod bekapcsoldsa utan elkezdtem a mintak pasztazasat. Az elektron
energia megfeleld beallitasa utan tobb képet is készitettem a mintakrol. A legnagyobb alkalmazott
felbontas 20 um, a legkisebb pedig 400 nm volt. A mitigacios kisérletek el6tt megvizsgaltam a két
anyag 50-50%-os keverékét dnmagaban és minden anyag (15 nm, 140 nm ¢és a keverék) N-
acetilciszetines (NAC) oldata is feltérképezésre keriilt. Az oldatok ebben az esetben Milli-Q
vizeskdzegben késziiltek (10,04 mg/l Zn) és 24 6ra allas utan mértem meg 6ket. A NAC-0s oldatok
a toxicitasi teszthez hasonloan késziiltek el, 160 pl oldat, plusz 160 pl 10 mg/l NAC

felhasznalaséaval, igy elérve a végso 5 mg/l-es NAC koncentracidt. A mintdk gépbe vitele az el6z6
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kisérlethez hasonloan tortént. Ennél a kisérletnél a legnagyobb felbontas 30 um, a legkisebb 500
nm volt. A késziilt képek alapjan mindkét kisérletnél meghataroztam az atlagos méretet és a

méreteloszlast. A mérést Image J szoftver segitségével végeztem.

2.3. Cink kioldddas mérés

A kioldodott komplex cink mennyiségét minden kisérleti tényez6 esetében megvizsgaltam
a Szent Istvan Egyetem Kémiai Tanszékének munkatéarsa, Dr. Horvath Mark Kélman segitségével.
A 15 és a 140 nm-es anyagot két id6pontban (24, 48 ora) vizsgaltuk, Milli-Q vizben és
talajoldatban, majd a mitigacios kisérletek soran ismét Milli-Q vizes kozegben, dnmagukban, a
két anyag keverékeként és mindharom esetben NAC hozzaadasaval is. A fonalféreg Milli-Q vizes
kisérleteknél hasznalt legmagasabb koncentraciot vizsgaltuk minden alkalommal (10,04 mg/l Zn).
Ennek keretében 5 ml torzsoldatot 30 percig centrifugaltam 7500 rpm-en, hogy elvalasszam a
mintatdl a letilepedett és az aggregalddott szemcséket. A feliilluszoban ezutan induktiv csatolasu
plazma atomemisszidés spektrometria (ICP-OES, Horiba Jobin—Yvon Activa-M, SZIE)
segitségével megmértiik az oldott Zn mennyiségét (Liu et al., 2017; Ma et al., 2014). Ez egy
emisszios spektroszkopiai modszer, ahol induktiv csatolasti plazma segitségével allitjak elé a
gerjesztett atomokat és ionokat. Ezek egy adott kémiai elemre jellemzd hulldmhosszusagu

elektromégneses sugarzast bocsdjtanak ki. A sugarzéds intenzitdsa korreldl a vizsgalt mintdban

crer

2.4. Baktériumko6zosség vizsgalatok kiillonbozoé szemcseméretii ZnO jelenlétében

2.4.1. Talajmintak gytijtése ¢s elokészitése

A talaj mikrofléra mérgezd hatdsokkal szembeni érzékenységének vizsgalatara az
Interdiszciplinaris tudomanyok kutatasi laborjaban az Okayama Egyetemen (Okayama, Japan)
volt lehetdéségem egy két honapig tartd vizsgalatsorozat alatt. Két eltérd szerves anyag tartalmu
mintateriiletet valasztottam: az andosol talajtipussal jellemezhetd Hiruzen erdébdl (Tottori
prefektara, Japan) és a cambisol talaju Wakasugi erdob6l (Okayama prefektira, Japan) gyiijtottiik
a mintakat. Az erd6kon beliili mintavételi helyet az ottani segitdm, Dr. Fujio Hyodo jelolte ki,
eldozetes vizsgalatok alapjan. A vizsgalatok elvégzését is 6 koordinalta. Mindkét erdébdl 10
kiilonb6z6 talajmintat vettem, egymastol 10-20 cm-es tavolsagban. A 10 mintat egybekevertem és
2 mm-es lyuk atméréjii szitan atsziirtem. gy 577,32 g Wakasugi-i és 592,05 g Hiruzeni-i talajt
kaptunk (talaj + zacskd tomege). Ezutan 6x~10 g talajt mindkét tipusbodl elkiilonitettem
vizkapacitas (WHC) mérésre. Harom ~10 g-os mintat 105 °C-on egy éjszaka alatt kiszaritottam és
szaritds utan megmértem. A masik harom mintat filter papirral kibélelt tolcsérbe helyeztem és
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vizzel teljesen bebpriottam. A tdlcsér aljan 1évo csepegés megsziinése utan lemértem a mintakat
¢s még kétszer megismételtem a vizzel boritast és a mérést. A harom mérésbol atlagot szamoltam.
A szaritott mintak alapjan meg tudtam hatarozni a gytijtott talaj maximalis vizkapacitasat s ennek
valamint a vizzel boritott mintaknak a segitségével pedig a viz kapacitasat. A kisérlet alatt a WHC
60%-ra szerettem volna beallitani, igy az el6zetesen kiszamolt értékek alapjan megallapitottam,
hogy mennyi vizet kell hozzdadni vagy esetlegesen mennyire kell szaritani az adott talajmintakat

a 60% eléréséhez, figyelembe véve a hozzdadni kivant szuszpenzidkat is.

2.4.2. Foszfolipidzsirsav (PLFA) analizis: teljes biomassza mérés

A talaj biomassza tomegének mérésére kivaldé modszer a foszfolipidzsirsav (PLFA)
analizis. A foszfolipidek polaris szerves vegyiiletek, alkotoelemei a zsiroknak. Onmagukban nem
raktarozodnak a talajban vagy elhalt sejtekben, csak az €16 sejtek membranjaban talalhatdak meg
(Zelles, 1999). igy a talaj foszfolipid tartalma aranyos a talajban taldlhato biomassza tomegével.
Faj szintli meghatirozasra nem alkalmas, kozosségszerkezeti valtozdsokat viszont jol lehet a
modszer segitségével vizsgalni. Az analizis soran kiilonbozé foszfolipideket mértem a talaj
mikrofléra kiilonboz6 egységeit reprezentalva (Bardgett et al., 1996; Frostegard et al., 1991;
Halbritter & Mogyorossy, 2002; Wardle et al., 2011; Zelles, 1999). A totalis baktérium biomasszat
a i15:0, al5:0, 15:0, 116:0, 117:0, cys17:0, 17:0, cys18:1w7, és cys19:0 foszfolipidekkel, a
jelenlévé gombakat pedig a cysl18:2w6 foszfolipiddel reprezentaltam. A cys18:2w6/baktPLFA
aranyaval mutattam be a gomba:baktérium aranyt a mintakban (Bardgett et al., 1996).

A Kkisérlethez az ugrovillas kozegeket vizsgald teszteknél felhasznalt héarom
legalacsonyabb koncentracioval dolgoztam (160,69; 321,37 és 624,75 mg/kg Zn, megfelelve 200,
400 és 800 mg/kg ZnO-nak), harom ismétlésben és egy negativ kontroll csoportot is vizsgaltam,
hat ismétlésben. A talajok vizkapacitasanak megmérése utan meghataroztam, hogy az Gsszesen
vizsgalt 24 db mintdhoz hany gramm talaj és hany ml oldat sziikséges, hogyha 3 g széaraz talajt
szeretnék mintanként felhasznalni. Ezek alapjan a Hiruzen minta esetében minden ismétlésben
6,83 g talajt mértem ki és 0,5 ml oldatot adtam hozza. A Wakasuginal szaritasra volt sziikség, hogy
elérjem a kivant kapacitast, igy a kimért 9,04 g talaymintdkat 7,99 g-ra kellett szaritanom, hogy
ugyanugy 0,5 ml oldattal tudjam nedvesiteni dket. A mintak kimérése utan mindegyik ismétlés
tomegét feljegyeztem, hogy hetente kétszer ellendrizni €s potolni tudjam a csokkent folyadék
mennyiséget. A 24 db minta mellett készitettem 2 db-ot referencia értéknek, amik nem kertiltek az
inkubatorba, hanem a mélyhiitdbe helyeztem 6ket. 30 napos inkubacid (22°C) utan a kisérlet
bontasat 2 ora -30 °C-os fagyasztassal kezdtem, majd a mintékat athelyeztem - 80 °C-os fagyaszto

szaritoba az elkovetkezd két napra. Ezek utan naponta 12 mintat vizsgalva elkezdtem a PFL
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analizist. A modszert Frostegard et al. (Frostegard et al., 1991) munkaja alapjan végeztem el. A
foszfolipid kivonas el6tt a mintakat homogenizaltam és 1,5 g-nyi mennyiséget iivegcsovekbe
osztottam szét. A mintdk megfeleld el6készitése utan kloroform (neutralis lipidek eltavolitasa) és
aceton (glikolipidek eltavolitasa) hozzdadasaval eltavolitottam a szamomra sziikségtelen lipideket.
Majd 1j tivegesében methanol segitségével kivontam a foszfolipideket. A mintakat szaritas utan
ismét fagyasztoba helyeztem (- 20 °C) és masnap eldkészitettem Oket a gdzkromatograffal torténd

méréshez.

2.5. Tesztkozegek hatasanak vizsgalata kiilonb6z6 szemcseméretli ZnO
jelenlétében
2.5.1. Tesztkozegek elkészitése

Négy kiilonbozé tesztkozeget a hasznaltam fel a kisérletekben. Milli-Q vizet (pH ~ 6) és
talajoldatot (pH ~ 7,5) a P. redivivus, gipszet és mesterséges talajt az F. candida esetében. Tiszta
vizet a Milli-Q Direct 16 géppel (Millipore, Németorszag) készitettiik (vezetoképesség: 20-35 IS
cm-1; TOC 1-3 ppb). A talajoldathoz a talajt Dr. Nagy Péter Istvan segitségével, Budapest II.
keriiletébdl (Hivosvolgy) gyljtottem be. A barna erddtalajt 20-40 cm mélységbdl, egy
cseresznyefa gyokérzondjahoz kozel (Prunus cerasus L.) vételeztiik, hasonléan Savoly et al.
(Savoly et al., 2012) vizsgalataihoz. A talajmintakat miianyag taroloban a laboratoriumba
szallitottam és felhasznalas el6tt a talajt hiitdszekrényben taroltam (4 °C). Nedvességtartalomtol
fliggben eldnedvesités tortént és 1-2 nap inkubacio utdn miianyag centrifugacsévekbe porcidéztam
a mintat. Az oldat kinyeréséhez 20 g talajt mértem ki csovenként. Ezutan 12-14 000 fordulat/perc
fordulatszamon 20 percig centrifugaltam a talajmintdkat (Janetzki T24 Lipcse, Németorszag),
majd a mintak tetejére 0sszegyllt nedvességet Osszegyiijtottem és ezt hasznaltam fel a tesztek
soran. A talajoldat kémiai és fizikai tulajdonsagainak vizsgalatat Savoly et al. (Savoly et al., 2016)
végezte el. A gipszet a Szent Istvan Egyetem Allattani és Allatokologiai Tanszékén a
torzstenyészethez hasznalatos recept alapjan készitettem el: 200 g gipsz, 200 g viz, 10 g aktiv szén
Osszekeverésével és milanyag Petri csészékbe valo kihelyezéssel. A mesterséges talajt (pH:7,5) az
OECD 232-es szabvany alapjan készitettem el (5% tézeg, 20% kaolin, ~74% homok, <1% kalcium
karbonat).

2.5.2. Panagrellus redivivus toxicitasi tesztek: kiilonbozo tesztkdzegek
Kiséreteimhez a P. redivivus tesztfajt valasztottam a mikrofauna reprezentalasara. Tartasuk

a Szent Istvan Egyetem Allattani és Allatokologiai Tanszék laboratériumaban zabpelyhes

taptalajon, sotét termosztatban 20 + 1 °C torténik (TS606-CZ/4-WAR, Németorszag). Kifejlett

nostény egyedekkel dolgoztam két kiilonbozo teszt kozeget (Milli-Q viz és talajoldat)
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felhasznalva. Az expozicids 1dot kivéve (Milli-Q viz — 24 ora; talajoldat — 48 ora) a tesztek
beallitasa ugyanugy tortént (4. tablazat). A talajoldatos tesztnél 24 ora alatt nem tapasztaltam
mérhetd hatast, igy valt indokolttd a hosszabbitott expoziciés id6. Mivel a teszt nem
szabvanyositott okotoxikoldgiai teszt, az €érvényességi kiiszobot irodalmi adatok alapjan ugy
hataroztam meg, hogy a kontroll csoportban a maximalis elhullas nem lehet t6bb 20%-nal (Hracs
et al., 2018). A tesztek soran etetés nem tortént. A két kiilonboz6 szemcseméretii ZnO-bdl és a
ZnCl»-bol torzsoldatokat készitettem, majd 20 perc szonikalas utan megalkottam a kisérleteknél
felhasznalt koncentraci6é sorozatokat. A végleges koncentraciok 0,32; 0,63; 1,26; 2,51; 5,02 ¢és
10,04 mg/l Zn voltak a Milli-Q viz esetében, megfelelve a 0,39; 0,78; 1,56; 3,13; 6,25; 12,5 mg/l
ZnO-nak és 0,65; 1,31; 2,61; 5,23; 10,46 és 20,92 mg/l ZnCl,-nak. A koncentracidkat Ma et al.
(Ma et al., 2011) vizsgalatai alapjan allitottam be. Ok kisérletiikben mar az altaluk hasznalt
legalacsonyabb koncentracioban (4 mg/l) is tapasztaltak mortalitast, igy a kornyezeti
koncentraciokhoz kozelitve ennél alacsonyabb értékeket is tartalmazo koncentracio sort szerettem
volna felallitani. A talajoldattal végzett kiséreteknél el6tesztek alapjan kitapasztalt magasabb
koncentraciokat hasznaltam (1028,4; 2056,8; 4113,61; 8227,22 és 16454,5 mg/l Zn, megfelelve
1280; 2560; 5120; 10240 és 20480 mg/l ZnO-nak és 2141,72; 4283,44; 8566,88; 17133,77 és
34267,52 ZnCl,-nak), mivel ugyanabban a koncentracio tartomanyban a ZnCl> kivételével egyik
anyagnal sem tapasztaltam szignifikdns hatdst. A koncentraciokat probaltam kozeliteni az
ugrovillas teszteknél alkalmazottakhoz. Koncentracionként és kontroll (negativ) csoportonként
négy ismétlést alkalmaztam. A teszteket 96 lyuku mikrotitralé lemezeken végeztem (Bioster
S.p.A., Italy), ismétlésenként 5 db kifejlett ndstényt hasznaltam. A torzstenyészetbdl egy Milli-Q
vizet tartalmaz6 szamlaldo edénybe helyeztem random mintavétellel egy adag allatot. Innen
valogattam ki pipetta segitségével a ndstény egyedeket. Mivel a tenyészetekben 1év6 allatok 90%-
a ndstény, csak arra kellett figyelni, hogy him allat ne keriiljon a kisérleti rendszerbe. A ndi
ivarnyilas a hasoldal kozépvonalaban, mig a himivarnyilas a test hats6 végében helyezkedik el,
ahol jol kivehetd a rovid, hajlitott parzotiisske. Emellett a himek altaldban kisebbek, mint a
néstények. Az allatok behelyezése elott a nedves kornyezet megteremtése végett 100 pl Milli-Q
vizet vagy talajoldatot pipettaztam a mikrotitrdld lemezekre. Ezutan, mindkét kisérletnél az
allatokkal egyiitt kétszer 30 pl Milli-Q vizet helyeztem minden felhasznalni kivant kiivettaba.
Mivel a kiivettakban mar volt folyadék mire az oldatokat hozzaadtam, ezért minden nominalis
koncentracionak a duplajat készitettem el a kisérletek elétt. Ezekbdl 160 ul tesztoldat, vagy a
kontroll csoport esetében tovabbi Milli-Q viz hozzaadasa utan végiil minden kiivettaba 6sszesen
320 pl folyadék keriilt. A mikrotitrald lemezeket termosztatban sotét koriilmények kozott, 20 + 1
°C —on inkubaltam. A teszt végpontja a mortalitas Volt, a tesztek leolvasasat a Milli-Q vizes kozeg

esetében transzmisszios sztereomikroszkop (Olympus SZH 10, Németorszag) alatt végeztem.
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Mivel a talajoldat vizsgalata soran joval magasabb koncentraciokat hasznaltunk, ezért a ZnO
részecskék minden esetben vastag réteget képeztek a lyukak aljan, megnehezitve az alsé
megvilagitasban torténé leolvasast. igy ezeknél a kisérleteknél feliilrél vilagitottam és szamoltam

meg a mintakban a talélt egyedeket.

2.5.2.1. Modszerfejlesztés

A Hrécs et al. (2018) altal kifejlesztett modszerben az allatokat tivegpipettaval helyezték a
96 lyuku mikrotitralo lemezekre. Mivel ezt a modszert talzottan idéigényesnek és pontatlannak
talaltam, 4ttértem az 5-200 pl-es pipetta hasznalatara. [gy az allatokat pontos
folyadékmennyiséggel tudtam a kisérleti rendszerbe helyezni és kisebb gyakorlds utdn maga az

athelyezés is konnyeddé valik, ami nagyon fontos volt nagy egyedszamu kisérletek beallitasanal.

2.5.3. Folsomia candida toxicitasi tesztek: kiilonb6zo tesztkozegek és expoziciods

utvonalak

A mezofaunabol a F. candida tesztfajt valasztottam. Hasonloan a P. redivivus-hoz, tartasuk
sOtét termosztatban (20 + 1 °C) valdosul meg, viszont ebben az esetben a Tanszéken hasznalatos
gipsz és aktiv szén keverék (200 g gipsz/ 200 g viz/ 10 g aktiv szén) szolgél a torzstenyészet
taptalajaul. Ezeknél a kisérleteknél is két kiilonbozé tesztkozeggel, a gipsszel és mesterséges
talajjal dolgoztam (4. tablazat). A gipsz esetében az OECD 232-es szabvany modositott verzidjat
hasznaltam fel, Fountain és Hopkin (2001) kisérleteit alapul véve. Eldkisérletek alapjan a
torzstenyészetek talajat biztositd gipsz keverékkel dolgoztam a kisérletben is. Ezt mlianyag Petri
csészékbe helyeztem bele. A tesztanyagokat a kihelyezett taplalékhoz kevertem hozza, nem a
tesztkdzeghez, hogy biztositani tudjam a kizarolagos per 0s expoziciot. Habar a gipsz
tesztkdzegben talalhato aktiv szénbdl részben tudnak fogyasztani az éallatok, eldkiséretek alapjan
ezt a keveréket talaltam megfelelének, Fountain & Hopkin (2001) kisérletéhez hasonldan. Aktiv
szén hozzaadasa nélkiili tenyészetek tulélése csokken, emellett a leolvasast is rendkiviil
megneheziti a szén hidnya. A taplalékként hasznalt 0,5 g porélesztéhoz 1,5 ml tesztoldatot adtam
és egy filter papiron a gipszes tesztk6zeg kézepére helyeztem. Hetente egy alkalommal cseréltem
az oldat-és taplalékkeveréket. A mesterséges talajon lezajlott kisérletet az OECD 232-es szabvany
alapjan végeztem. Tesztedényenként 25 g talajt és 5 ml oldatot vagy desztillalt vizet (kontroll
csoport) alkalmaztam. Mindkét vizsgalatnal azonos koncentraciokat hasznaltam: 160,69; 321,37,
624,75; 1285,5 and 2571 mg/kg Zn. Ezek a koncentraciok megfelelnek 803,44; 1606,87; 3213,75;
6427,5 and 12855 mg/l Zn-nek, abban az esetben, ha a talajhoz és 3213,75; 6427,5; 12855; 25710
and 51420 mg/l Zn-nek, ha a taplalékhoz adott oldaltra szamoljuk at 6ket (ZnO-ra megfeleltetve:

40



10.14751/SZIE.2020.023

200, 400, 800, 1600 és 3200 mg/kg ZnO, ZnClz-ra megfeleltetve: 334,63; 669,25; 1338,5; 2677
¢s 5354 mg/kg ZnClz). A koncentracio sorozatot Kool et al. (Kool et al., 2011; Waalewijn-Kool et
al., 2012, 2013) kisérletsorozata alapjan allitottam Ossze. Koncentracionként négy ismétlést €s a
kontroll csoportban (negativ) pedig nyolc ismétlést alkalmaztam mindkét vizsgalatnal. A
szinkronizalt koru allatok a torzstenyészetbdl levalogatott €s elkiilonitett felnott egyedek petéibol
szarmaztak. A felnétteket 2-3 nap utan eltdvolitottam a szinkrontenyészetekrdl, hogy azonos
koruak legyenek a kisérleti egyedek. Minden tesztedénybe 10 db 10-12 napos egyed keriilt. A
kisérleti 1d6 letelte utan (28 nap) a leolvasasnal a mesterséges talajos kisérletnél csapvizzel
toltottem meg az edényeket, majd tintaval szineztiik be, hogy jol lathatoak legyenek az allatok.
Ezek utan leszamoltam a tulélt adult egyedeket és a szaporulatot. A gipszen végzett tesztnél
fényképeket készitettem minden koncentracidé minden ismétlésérél és Image J szoftver

segitségével megszamoltam az adult és a juvenilis egyedeket.

4. tablazat. Tesztkozeg vizsgalatok Osszefoglaldsa (felhasznalt fajok, teszt tipusok, kdzegek, expozicios
utak és id0).

Faj: P. redivivus F. candida

Teszt tipus: Akut mortalitas teszt Krénikus mortalitas és reprodukcios teszt
Tesztkozeg: Milli-Q viz Talajoldat Gipsz Mesterséges talaj
Teszt id6: 24 ora 24 , 48 ora 28 nap

Oldat helyezés: Tesztkdzegben Taplalékban Tesztkdzegben

2.6. Hatasmechanizmusok megértése és vizsgalata

2.6.1. N-acetilcisztein toxicitas mitigald hatasa a Panagrellus redivivus-ra

A tesztkdzegek hatdsat vizsgald kisérletek soran sziiletett eredményekbdl kiindulva
fontosnak talaltam a felhasznalt anyagok hatasmechanizmusanak megismerését célzo kisérletek
elvégzését is. A teszteket az altalam elvégzett korabbi kisérletek, valamint Ma et al. (Ma et al.,
2014) munkaja alapjan allitottam Ossze. Ezeknél a vizsgalatoknal mar csak a P. redivivus
tesztfajjal dolgoztam, a gyorsan elvégezhetd, konnyen magyaradzhaté eredményeket hozo kisérleti
modszer miatt. A tesztidd 24 ora volt. A felhasznalt koncentraciok majdnem minden esetben —
kivéve az ionos cinkformanal — megegyeztek a Milli-Q vizes kézegben végzett tesztekével (0,32,
0,63; 1,26; 2,51; 5,02 és 10,04 mg/l Zn). A ZnCl, koncentraciokat az altalam el6re lemért
kioldodott cink mennyiségek atlaga alapjan hataroztam meg (0,13; 0,26; 0,53; 1,06; 2,12 és 4,23
mg/l Zn). Minden koncentracioban és a kontroll csoportban is négy ismétlést alkalmaztam,

ismétlésenként 5-5 allattal. Beallitottam egy negativ kontrollt (320 ul Milli-Q viz) és egy NAC-t
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tartalmazo kontrollt is (160 pl Milli-Q viz és 160 ul NAC). A 24 6ras termosztatban toltott (sotét,
20 + 1 °C) expozicios id6 utan sztereomikroszkop alatt vizsgaltam meg a tulélt egyedek szamat.
A kisérleteket elvégeztem a 15 és 140 nm szemcseméreti ZnO ¢és ZnClz alkalmazéséaval
onmagukban és egy mitigald agens részvételével is. Az egyes toxikus hatasok (példaul ROS
termel6dés és/vagy oldott cink ionok hatdsa) mitigalasara az N-acetylcisztein antioxidanst
hasznaltam fel. A NAC célja a kisérletekben a toxikus hatdsok csokkentése és ezaltal az ebben
rejlo kiillonbségek kiemelése volt. 10 mg/l-es koncentracioban torzsoldatot készitettem, majd ebbdl
minden felhaszndlandé kiivettdba 100 pl-t pipettdztam. A mitigacids kisérletek esetében a
torzstenyészetb6l kiemelt allatokat nem Milli-Q vizbe, hanem a 10 mg/l-es NAC oldatba
helyeztem ¢és innen tortént a kivalogatasuk kétszer 30 ul vagy egyszer 60 ul folyadék kiséretében.
Az Osszes allat kivalogatasa utan, a 2.5.2. Panagrellus redivivus tesztek c. fejezetben leirtakhoz

hasonléan 160 pl oldatot adtam minden lyukhoz, igy elérve a végsd 5 mg/l-es NAC koncentraciot.

2.6.2. Nano és nagyszemcsé€s cink-oxid kozotti interakci6 tesztelése

Az anyagok kozotti interakciot vizsgalo kisérletek soran is P. redivivus akut mortalitasi
tesztet végeztem. A 15 nm és a 140 nm ZnO 50-50%-os keverékébdl alkottam meg a felhasznalt
koncentracid sorozatot. A kisérlet a 2.5.2. Panagrellus redivivus tesztek c. fejezetben leirt Milli-Q
vizes kisérletek és a 2.6. Mitigacios vizsgalatok c. fejezet szerint tortént. Az elokisérletek soran
csak a harom legmagasabb koncentracidban teszteltem (2,51; 5,02 és 10,04 mg/l Zn) dnmagaban
¢s NAC hozzaadasaval a keveréket, hogy megnézzem van-e értékelhetd eredmény. Miutan
kétszeri ismétlés sordn is erds eltérés mutatkozott a keverék €s az 6nallo anyagok toxicitasa kozott,
foleg a NAC hozzdadasaval, megismételtem az egész kisérletet a teljes koncentracid sorozatot
felhasznalva (0,32, 0,63; 1,26; 2,51; 5,02 és 10,04 mg/l Zn). 24 6ra termosztatos inkubacié utan
sztereomikroszkop alatt vizsgaltam meg az allatok reakcidjat a felhasznalt anyagokra. Negativ

kontrollként Milli-Q vizet hasznéaltam.

2.6.3. Sejten beliili reaktiv oxigén gyok termelddés mérése

A sejten beliili reaktiv oxigéngyok termelddést aminofenil-fluoreszcein (APF, A36003,
Thermo-Fischer, Németroszag) teszttel mértem a Szent Istvan Egyetem Kornyezetbiztonsagi
Tanszékének munkatarsa, Dr. Acs Andras segitségével. Az APF egy viszonylag ij, az eddig
hasznat festékeknél (mint pl.: a 2°,7’-diklorodi-hidrofluoreszcein diacetat) specifikusabb és
stabilabb indikdtor a ROS méréshez. A fény éaltal indukélt oxidaciét jobban tiiri és leginkabb
hidroxil gyok (OH-), preoxinitrit anion (ONOQ") és hipoklorit anion (OCI") jelenlétében valik
fluoreszcensé (Nagano, 2009). Az APF haromszor erésebben reagal a hidroxil gyokre, mint egyéb
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ROS gyodkokre pl.: szuperoxidra (-O2’), hidrogén-peroxidra (H202) és a szingulett oxigénre (O'2)
(Setsukinai et al., 2003). Sok vizsgalat sziiletett arra vonatkozdan, hogy a nanofém-oxidok
fotokatalitikus és antibakterialis tulajdonsagai foképp a szabad és feliilethez kotott hidroxil
gyokoknek koszonhetok, habar a szuperoxid és a hidrogén-peroxid is nagy szerepet jatszik a
folyamatok soran (Ma et al., 2013). Igy feltételezhetjiik, hogy az OH- termelddése reprezentativ a
totalis ROS képzddésre nano ZnO hatasara. APF-el végzett mérések szama joval alacsonyabb
(Cohn et al., 2009; Saito et al., 2015), konkrét vizsgalatot sejten beliili ROS termelédés mérésére
nZnO hatasara nem is talaltam.

Nincs szabvany modszer a sejten beliilli ROS méréshez APF haszndlataval, igy egyéb
mérési modszerek és protokollok fejlesztésével dolgoztam ki az altalam hasznaltat (Sarasija &
Norman, 2018; Wang et al., 2018; Yoon et al., 2018). A mérés beallitasa a fonalféreg toxicitasi
tesztekéhez hasonldan tortént, kivéve, hogy csak 3 oras expozicionak voltak kitéve az allatok a
harom legmagasabb koncentracioban (2,51; 5,02 and 10,04 mg/l Zn), koncentracionként 8
ismétlésben. A harom legmagasabb koncentracio kivalasztdsa mogott az allt, hogy ezeknél mar
feltételezhetéen mérhetd mennyiségii ROS termelddés torténik. Az expozicios idot eldkisérletek
alapjan allitottam be, mivel 24 o6ra utan ezekben a koncentraciokban mar nagyaranyu az elhullas,
3; 5 és 6 6Orés expoziciot vizsgaltam. Ezekbdl megmutatkozott, hogy nincs szignifikdns eltérés az
idépontok kozott, igy technikai szempontbol a 3 6ras expoziciot valasztottam. Emellett a 96 lyuka
mikrotitralo lemez helyett 2 ml-es Eppendorf csovekbe helyeztem az allatokat, hogy megfeleléen
kinyerhetdek legyenek az expozicios id0 leteltével. A harom oras termosztatos inkubalas utan (20
+ 1 °C) az egy kezeléshez tartozd ismétléseket egy Eppendorf csdbe csoportositottam (40
allat/cs6). A csovekben az allatokat 1,5 ml foszfatso pufferrel (PBS, pH 7.2) atmostam. Ezt 5
percig tartd 600 g cenrifugalas utan (MiniSpin, Eppendorf A6 22331, Hamburg, Németorszag) az
allatokkal egyilitt atpipettaztam egy szamlalé edénybe és onnan sztereomikroszkop segitségével,
80 ul folyadékkal egyiitt egy kovetkezd Eppendorf csdbe helyeztem at. A kisérlet eldtt elkészitett
APF torzsoldatbol (10 uM PBS-ben) 160 pl keriilt mindegyik kezeléshez. Majd 2 perc
homogenizalast kdvetden (Qiagen Tissuelyser LT homo, Hilden, Németorszag), ujra centrifugaba
raktam 6ket (Qhaus Fe5718R, Németorszag). Itt 12 perc alatt 17 000 g-n megtortént a lizatum és
a pellet elvalasztisa egymastol. A feliiluszobol kezelésenként 2 parhuzamost készitve 75 pl-t
pipettaztam egy 96 lyuku fekete mikrotitrdld lemez kiivettdiba. Kiivettanként 100 pl-re
egészitettem ki a mintakat PBS-t hozzdadva. A vakhoz (50 ul PBS) és a pozitiv kontrollhoz (50 pl
H202 50 mM) 50 pl-nyi APF torzsoldatot adtam hozza. Annak ellenére, hogy az oldatban csak
torma-peroxidaz (HRP) jelenlétében kellene reagalnia az APF-nek a H202-ra, molekularis oxigén
hatasara a HO2 bomlani kezd és igy mar az APF-el is reakcioba kertilhet. Mivel nincs szignifikans

eltérés a HRP altal kivaltott és az oxigén hatdsara torténd fluoreszcencCia kozott, igy megfelelden
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hasznalhat6 pozitiv kontrollként (Cohn et al., 2009). 30 perc inkubacio utan (s6tétben, 37 °C-on)
490 nm/515 nm hulldmhosszon mikroplate olvaséban megmértem a kibocséjtott fluoreszcenciat
(Thermo Scientific Varioskan Lux, Németorszag). Ugyancsak két parhuzamosban 30 pl mintabol
Bradford reagens (Bradford Reagent Sigma, B6916-500 ml, Németorszag) segitségével fehérje

mérés tortént.

2.6.3.1. Modszerfejlesztés

A protokollok alapjan Gsszerakott modszer nem volt miikodéképes. Sarasija & Norman
(2018), valamint Yoon (2018) 5-20 kifejlett fonalféregbdl javasoljak a lizatum készitését.
Tapasztalataim alapjan ez a mennyiség sem a fluoreszcencia mérésre, sem a fehérje mérésre nem
volt elég, igy 40-re emeltem a darabszamot. Emellett Sarasija & Norman (2018) az allatok
mosasnal a feliiluszo eltavolitasat javasolja ugy, hogy az allatokkal egyiitt 100 pl folyadék
maradjon a csovekben. Ez nem kivitelezhetd, hiszen nem lehet pontosan meghatdrozni az
Eppendorf csdben marad6 folyadék mennyiségét, emellett hiaba tlilepednek le az allatok a csé
aljara, ilyen kis mennyiségnél elkeriilhetetlen, hogy a pipettaba keriiljenek. Yoon et al. (2018)
ezzel szemben mar kivitelezhetobb modszert ajanl, az allatok {iveg targylemezre valo
kipipettazasaval, viszont az altaluk javasolt 10 pl-nyi folyadékmennyiség nagyon alacsony az én
kisérleteimben hasznalt 40 allathoz. Igy sajat tapasztalat alapjan 80 pl folyadék felhasznalasaval
tudom az allatokat athelyezni. Mindkét protokoll, tovabba Wang et al. (2018) is a lizalas utan
javasoljak az indikator hozzéadéasat a mintdhoz, tesztjeink soran viszont azt tapasztaltuk, hogy tal
sok 1d9 telik el a tesztanyaggal torténd inkubacio és a mérés kozott, igy a még €16 allatok képesek
lehetnek lebontani a termelddott reaktiv oxigén gyokoket. Ezért én rogtdn a teszt bontdsa utan
hozzaadtam az APF-et és azzal egyiitt végeztem el a lizalast, igy megakadalyozva a ROS-0k
elbontasat. A fejlesztések utan hasznalhatova valt a modszer, sikeres volt a mintdk fehérje és
fluoreszcenica mérése. A kifejleszett modszert 6 alkalommal ismételtem meg, hogy

megbizonyosodjak a miikoddképességérdl.

2.7. Statisztikai kiértékelések

A median letalis és effektiv koncentraciokat (LCso, ECso) €s a hozzatartozd konfidencia
intervallumokat (95% CI) Probit analizissel szamoltam a ToxRat program segitségével (Light
Version 2.08) (ToxRat®Solutions.Gmbh, 2015). Az eredményeket a Microsoft Excel Solver
bévitményével ellendriztem (Microsoft Corporation, 2010). A statisztikai analizisnél az R
Statisztika 3.5.2. programot hasznaltam. Az R-program széles skalaju statisztikai és grafikai
technikakat nyujt (R Core Team, 2018). Az R-program segitségével, azoknal a kisérleteknél, ahol
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teljestilt a feltétel (egyez6 szords, normal eloszlas) ott egy utas vagy két utas ANOVA és post hoc
tesztként, Tukey tesztet végeztem, ahol ez nem teljesiilt a koncentraciok koltrollhoz vald
viszonyanak vizsgalatakor linearis modellt (LM), gorbék 6sszehasonlitasakor altalanos legkisebb
négyzet elvén miikodo (Generalized least squares: GLS) technikat és egyes esetekben interakcids
linearis modellt (ILM) alkalmaztam. A GLS modell az egyenlétlen variancidk esetében is jol

hasznalhato. A normalitast midnen esetben Shapiro-Wilk teszttel ellenériztem.
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3. EREDMENYEK

3.1. Baktériumkozosség vizsgalatok kiilonbozd szemcseméretli ZnO jelenlétében

3.1.1. Pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalatok

Az atlagos méretet 100 részecske atméréjének megmérésével 59 + 31 és 174 + 138 (atlag
+ SD, n = 100) nm-t szdmoltam, a névleges 15 és 140 nm atlag részecskemérethez képest (2. dbra
a,b). A részecskeeloszlasokbol (2. abra c,d) jol 1athatd, hogy bar kis szamban, de a 15 nm-es anyag
is tartalmazott nem nano részecskéket és hogy a 140 nm ZnO-ban is b6ven talalhatunk 30-40 nm-
es, de akdr 640 nm-es részecskéket is. Viszont az oszlopszélességbdl kalkulalva, elmondhatjuk,
hogy az els6 anyag tobb, mint 50%-ban nano-, mig a masodik t6bb, mint50 %-ban nagyszemcséket
tartalmaz (kb. a részecskék 30%-ka esik a nanotartomanyba). A 15 nm-es szemcsénél a 34-51 nm-
es, a 140 nm-es részecskénél pedig a 37-97 nm tartomanyba esik a leggyakrabban eléfordulo

részecskemeéret.
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i

WD | HV curr ‘det ag — 500 nm ] det [ mag @ 500 nm

1101 mm|5.00 kV | 11.8 pA|ETD | 100 000 x Z .0 mm pA | ETD| 100 000 x ELTE TTK

17.013 183.71037 006 640.817
~n:100 Min: 17,013 n: 100 Min: 37,006
Atlag: 59,049 Mlax: 183,710 Atlag: 174,893 Max: 640,817
SP: 31,113 Modgsz:13,3,682 (42) SD: 138,312 Médusz: 37,006 (34)
Bin: 10 Bin szélesség: 16,670 Bin: 10 Bin szélesség: 60,381

2. abra: SEM képek és méreteloszlasi diagramok a felhasznalt ZnO-krol: (a) 59 + 31 nm (n = 100) becsiilt
méretll (gyarto altal megadott méret: 10-30 nm, atlag 15 nm); (b) 174 + 138 nm (n = 100) becsiilt méretii
(gyarto altal megadott méret: 80-200 nm, atlag 140 nm) és a 15 nm (c) és 140 nm (d) ZnO méreteloszlasa.

3.1.2. Vizkapacitds mérés

A Japanban két kiilonb6z6 helyrdl gyiijtott talajminta vizsgalatanal a Hiruzen-i talajminta
atlagosan 56,05% a Wakasugi-i talajminta atlagosan 66,81% nedvességet tartalmazott (5.
tablazat). A haromszori vizzel felontés és mérés utan ez az érték 70,76%-ra (Hiruzen) és 75,42%-
ra (Wakasugi) nétt. Az ezaltal meghatarozott WHC 100% és WHC 60% értékek a 8.2. Tovabbi
mellékletek c. fejezet 1. tablazataban lathatéak. Ahhoz, hogy a kisérlet szempontjabol elényds
vizkapacitast elérjiilk (WHC 60%) a Hiruzen-i mintak esetében atlagosan 0,53 ml oldatot kellett
hozzaadnom a mintadkhoz. Ezzel szemben a Wakasugi-i mintdk esetében szaritas volt sziikséges
(atlagosan -1,04 g), ahhoz, hogy az oldatok (0,53 ml) hozziadédsaval elérjik a 60%-0S

vizkapacitast.
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3.1.3. Foszfolipidzsirsav (PLFA) analizis: teljes biomassza mérés

A két gylijtott talajminta vizsgalata soran a Wakasugi talaj esetében szignifikans kiilonbség
volt a szemcseméretek (15 és 140 nm ZnO) hatasa kozott (Kétutas ANOVA: Fpr:z220=2,75; p<0,1).
A 15 nm ZnO-ndl a 160,69 mg/l Zn koncentracidban a kontrollhoz képest szignifikans negativ,
majd a legmagasabb koncentracioban viszont marginalis biostimulalo hatést tapasztaltam (3. abra).
Az 5. tablazatban lathatjuk, hogy a legalacsonyabb koncentracioban fennallo negativ hatas csak a
totalis biomasszanal volt kimutathaté, a talaj gombatartalmanal nem, ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a talajban €16 baktériumkozosségek érzékenyebbnek bizonyultak a
gombaknal. A 140 nm ZnO-nal viszont a 160,69 mg/l Zn koncentracidban volt marginalis
biostimulécid a kontroll csoporthoz képest (4. dbra). A 15 nm-es anyag szignifikansan erdsebb
hatast fejtett ki a Wakasugi talajmintara, mint a Hiruzenre (Kétutas ANOVA, Talaj: Fpr:1,22=
14,86; p<0,001). A Hiruzen-i mintaknal a legmagasabb koncentracioban, hasonloan a Wakasugi
talajhoz, a 15 nm ZnO részecskének volt marginalisan szignifikans biostimmulalé hatasa, a 140
nm ZnO nem fejtett ki szignifikans hatast a talaj biomasszajara. Ezen feliil egyik talajmintanal sem
befolyasoltak az anyagok a gomba/baktérium aranyt (5-6. tablazat). Az adatsor normalitas

ellenérzése soran normalis eloszlast mutatott (W = 0,97; p > 0,05).

200 e

S Lo JA—!

140 R * - .
120 -4

100

80

60

40

20

Atlagos teljes talaj szerves anyag
tartalom (nmol/g szaraz talaj)

4

K 160,69 321,37 624,75
15 nm ZnO koncentracié (mg/l Zn)

3. abra. 15 nm ZnO hatésa a mikrobialis biomasszara két kiilonb6z6 talajmintaban. Koncentracionként 3,
kontroll csoportnal 6 ismétlésben (Hiruzen talaj — A —, Wakasugi talaj — m —). Szignifikancia szintek

jelolései: ®p<0,1; * p<0,05. Egy utas ANOVA, Tukey teszt: talaj tipusonként a kontroll (0 mg/l) és az

egyes koncentraciok kozotti eltérést mutatja.
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4. abra. 140 nm ZnO hatasa a mikrobialis biomasszara két kiilonboz6 talajmintaban. Koncentracionként 3,
kontroll csoportnal 6 ismétlésben (Hiruzen talaj — A —, Wakasugi talaj — ® —). Szignifikancia szintek

jelolései: ep<0,1. Egy utas ANOVA, Tukey teszt: talaj tipusonként a kontroll (0 mg/l) és az egyes

koncentraciok kozotti eltérést mutatja.
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5. tablazat. A GC-vel mért atlagos PLFA értékek a Hiruzen és a Wakasugi talajminta esetében 15 nm ZnO jelenlétében. Koncentracionként 3, kontroll csoportnal 6
ismétlésben tortént a mérés.

15 nm ZnO

Hiruzen PLFA értékek (200 pul mintaban, nmol/g)

Wakasugi PLFA értékek (200 pl mintaban, nmol/g)

Kontroll (-) 160,6; r:ng/kg 321,3;nmg/kg 624,7§nmg/kg Kontroll (-) 160,6; r:ng/kg 321,3; r:ng/kg 624,7; r:ng/kg
i15:0 42,863 49760 | 51,314:3033 | 4925813222 | 468039778 | 43,916+525 | 364702263 | 42,192+3919 | 48,875 2,710
al5:0 14,127 +2,942 | 16,777 40,806 | 156291085 | 15148+2845 | 12,497 +1625 | 10,827+0395 | 12,006+1,008 | 13,603 +1,057
15:0 3,380:0602 | 3,760:0327 | 3,902:0192 | 3,584:0691 | 3,459:0467 | 2,774:0405 | 3,085:0333 | 3,482 0297
i16:0 19,412 +2,490 | 21,325:0088 | 20,742+1706 | 20,593 2,885 | 27,630:4023 | 2323142425 | 2679642568 | 28,487 1,874
i17:0 13,120 +1,208 | 13,854:0431 | 13,342:0031 | 13,793:1635 | 12,517+1,221 | 11,117+0,757 | 12,692 +1,101 | 13,483 0,887
cys17:0 11,264 +1,051 | 11,995:0332 | 11,454:0877 | 12,051 1,307 7,241 £0,699 6,372 £0,482 7,209 0,614 7,828 £0,516
17:0 32220320 | 3,549:0153 | 3,311:0286 | 3,483:0304 | 2,73840282 | 2,488:0217 | 2,728:0224 | 2,890 +0,187
Gomba: cys18:206 17,682 +1,660 | 1929531508 | 17,834:1688 | 18,903+1207 | 9,654:0772 | 9,099:1071 | 9,239+0823 | 10,412 0925
cysl8:lw7 35,573 42,933 37,327 +1,133 36,280 +2,538 37,996 43,253 | 24,167 +11,632 | 18,890 +11,916 | 20,753 +13,797 | 31,206 +2,050
cys19:0 1,445 10,291 1,235 0,304 1,288 +0,046 1,543 0,178 1,206 0,221 0,483 10,103 0,755 £0,450 1,244 +0,106
Teljes biomassza 162,088 +22,248 | 180,431 47,784 | 173,040 +12,417 | 173,897 23,818 | 145,026 +15,038 | 121,752 +4617 | 137,45519051 | 161,510 29,757
Gomba/baktérium arany 0,123:0010 | 0,120:0005 | 0,115:0003 | 0,123:0011 | 0,072:0006 | 00810014 | 0,072:0,009 | 0,069 0,003
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6. tablazat. A GC-vel mért atlagos PLFA értékek a Hiruzen ¢s a Wakasugi talajminta esetében 140 nm ZnO jelenlétében. Koncentracionként 3, kontroll csoportnal 6

1smétlésben tortént a meéreés.

140 nm ZnO

Hiruzen PLFA értékek (200 pul mintdban, nmol/g)

Wakasugi PLFA értékek (200 pl mintaban, nmol/g)

Kontroll () 160,6; r:ng/kg 321,3;nmg/kg 624,7; r:ng/kg Kontroll () 160,6; nmg/kg 321,3; r:ng/kg 624,7; r:ng/kg
i15:0 42,863 +9,760 34,798 +2,355 37,899 16,680 41,266 11,236 | 43,916 +5,256 46,107 +2,987 43,784 45,181 48,685 +2,169
als:0 14,127 2,942 11,288 +0,964 12,775 £2,345 13,316 +3,572 12,497 +1,625 13,078 +0,942 12,547 +1,612 14,030 +0,705
15:0 3,380 0,602 2,735 0,135 3,200 0,452 3,375 0,867 3,459 10,467 3,401 0,330 3,119 0,552 3,439 0,174
i16:0 19,412 +2,490 17,318 0,586 18,175 2,491 19,255 3,193 27,630 +4,023 28,414 2,222 26,483 3,050 28,344 +1,281
i17:0 13,120 +1,108 12,265 +0,679 12,856 £1,223 12,905 +1,736 12,517 #1,221 12,953 +0,961 12,883 10,865 13,998 +0,528
cysl7:0 11,264 +1,051 10,662 +0,623 11,098 +1,291 11,004 +1,625 7,241 +0,699 7,427 +0,679 7,373 0,420 8,072 +0,396
17:0 3,222 0,320 3,066 0,103 3,204 0,365 3,213 0,473 2,738 +0,282 2,844 +0,221 2,860 0,188 3,093 0,112
Gomba: cys18:2w6 17,682 +1,660 16,548 +0,253 16,871 #1,518 17,650 +1,961 9,654 +0,772 10,481 0,701 10,119 +0,616 11,138 +0,695
cysl8:1w7 35,573 +2,933 33,789 1,565 34,830 3,637 35,392 5,264 24,167 +11,632 30,220 1,969 30,289 1,615 33,166 1,188
cys19:0 1,445 40,291 1,732 40,170 1,742 +0,233 1,584 +0,306 1,206 +0,221 1,239 40,085 0,720 +0,192 0,606 +0,044
Teljes biomassza 162,088 +22,248 | 144,199 +7,297 | 152,651 #19,707 | 158,960 +28,753 | 145,026 +15,038 | 156,164 +10,742 | 150,177 +13,957 | 164,572 +6,964
Gomba/baktérium arany 0,123 +0,010 0,130 +0,006 0,125 +0,005 0,127 +0,015 0,072 +0,006 0,072 +0,001 0,072 +0,004 0,073 +0,003
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3.2. Tesztkozegek hatasanak vizsgalata kiilonb6zd szemcseméretli ZnO jelenlétében

3.2.1. Pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalatok

A masodik SEM vizsgdlat sordn talajoldat jelenlétében készitettem fényképeket a
vizsgalati anyagokrol (5. abra). A képek alapjan jol lathatdo, hogy a nZnO részecskék
hozzakotddtek a talajoldatban taldlhatdo szerves 0Osszetevokhoz (5. abra b, ¢, d) és a
talajrészecskékkel nagyobb aggregatumokat képeztek, amelyek mar nehezebben felveheték a

talajban ¢l6 organizmusok szdmara.

WD HY curt | det | mag B | 1 WO HY ot Gt mag = - =1 pm -
*110.1 mm|1500kV| 107 pA [ETD | 24 $04 x ELTE TTK 10.0 mm 15.00 kV 47.4 pA ETD 50 000 x ELTE TTK

C d

WO MV Gt G My - = 1 pm - WO v Qurr Gl M) e . £00 rvn
100 mm 1500 KV 47.4 pA ETD 65 000 x ELTE TTK 100 mm 1500 KV 474 pA ETO 100011 x ELTE TTK

5. abra. SEM képek a talajoldatrél 6nmagaban (), talajoldat és 15 nm-es ZnO keverékérdl (b), talajoldat
¢és 140 nm ZnO keverékérdl (c) és egy mintakép, ahol jol latszodik a 15 nm-es ZnO részecskék kotddése

egy talajszemcséhez (d).
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3.2.2. Cink kioldddas mérés

A komplex Zn kioldodas mértékét Milli-Q vizben és talajoldatban a 7. tablazatban
tiintettem fel. A mért adatok nem mutattak normalis eloszlast (W=0,83 P<°%) Mindkét anyag
esetében szignifikansan joval alacsonyabb az oldott cink mennyisége a talajoldatban, mint a Milli-
Q vizes kozegben (GLSpr4,8: 15 nm: t=8,04, p<0,001; 140 nm: t=-9,27, p<0,001). 24 6ra elteltével
mindkét anyagnal majdnem a fele, 48 ora elteltével a 15 nm ZnO esetében egy negyede, a 140 nm
7ZnO esetében két harmada lett talajoldatban az oldott cink mennyisége. A Milli-Q vizes kézegben
24 6ras expozicid utdn nem volt kiillonbség a két anyag oldddasaban, de 48 6ra elmultaval a 15 nm
ZnO olddodasa a 140 nm-es anyag masfélszeresére novekedett (GLSpr:24: t=33,60, p<0,001). A
talajoldatnal mar 24 orat kovetden is szignifikansan nagyobb mennyiségii oldodas tortént a 15 nm
7ZnO0 esetében (35%-o0s ndvekedés), mint a nagyobb szemcseméretli ZnO-bol (GLSpr:2.4: t=26,29,
p<0,001). Ezzel szemben 48 orat kovetden megfordult a trend és a nagyobb szemcseméret esetén
tapasztaltam magasabb oldott cink mennyiséget (GLSpr:24: t=-4,36, p<0,001). A 15 nm ZnO
masfélszerese oldodott ki a nagyszemcsés anyagbol. Talajoldatban a 48 6ras mintanal a 140 nm
ZnO oldddasi intenzitasa hasonld mértékben novekedett a Milli-Q viznél tapasztaltakkal a 24 6ras
mintahoz viszonyitva (GLSpr:2,4: Milli-Q: t=5,49, p<0,01; Talajoldat: t=5,97, p<0,01). 15 nm ZnO
mintanal duplajara novekedett az oldott cink mennyisége Milli-Q viz kozegben (GLSpr:24:
t=20,38, p<0,001), ezzel szemben talajoldatban szignifikans csokkenés tortént a 24 oOras és a 48
Oras mintavétel kozott (GLSpr:24: t=-8,16, p<0,01).

A pH érték az Osszes teszt anyagnal (15 nm, 140 nm ZnO és ZnCly) 6-6,5 volt Milli-Q

vizes kdzegben és 7-7,5 volt a talajoldat esetében.

7. tablazat. A 15 nm ZnO és a 140 nm ZnO részecskékbdl mért Zn oldodasa Milli Q vizben és
talajoldatban (Zn mg/l).

Milli-Q viz Talajoldat

24 6ra 48 oOra 24 6ra 48 ora

15 nm ZnO 2,73+0,24 5,67+0,08 1,85+0,03 1,65+0,03

140 nm ZnO 2,57+0,22 3,34+0,09 1,37+£0,01  2,57+0,05

3.2.3. Panagrellus redivivus toxicitasi tesztek: kiilonb6z6 tesztkdzegek
Az akut mortalitasi vizsgalat soran Milli-Q vizes kozegben minden tesztanyag
nagysagrendekkel toxikusabb volt, mint talajoldatban (GLSpr:452: 15 nm: t=5,63, p<0,001; 140
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nm: t=5,64, p<0,001; ZnCl,: t=5,03, p<0,001) (6-8. abra). A mért adatok nem mutattak normalis
eloszlast (W=0,83; p<0,05). A LOAEC értékek 15 nm ZnO és 140 nm ZnO: 0,32 mg/l Zn és ZnCl>
1,26 mg/l Zn voltak. Talajoldatban nem volt semmilyen hatasa a 15 nm és a 140 nm ZnO-nak a
Milli-Q viz kozegnél hasznalt koncentracid sorozatban (6-7. abra), csak a magasabb
koncentraciokban ¢és kizardlag a 48 oras expozicids id6 utan (LOAEC: 15 nm ZnO ¢és 140 nm
Zn0: 1028,27 mg/l). A talajoldatban a ZnCl, toxikusabbnak bizonyult a masik két tesztanyagnal
(GLSpFu44s: 15 nm: t=-3,27, p<0,01; 140 nm: t=3,18, p<0,01) (8. abra), a magasabb
koncentraciésorban mar 24 o6ra utan az 0sszes egyed elpusztult (LOAEC: 10,04 mg/l Zn). A
talajoldatban emellett a két szemcseméret hatasai kozott is taldltam szignifikans kiilonbséget
(GLSpF:4,44: t=-2,47, p<0,05), ezt az LCs értékek is alatamasztjak (8. tablazat). Itt a 140 nm-es
nZnO bizonyult toxikusabbnak. Milli-Q vizes kdzegben nem tapasztaltam toxicitasi kiillonbséget

az anyagok kozott.
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6. abra. A tesztkGzeg hatasa P. redivivus talélésére 15 nm ZnO jelenlétében (Milli Q vizben 24 6ras
expozicids id6 — A — és talajoldatban 24 6ras — O — és 48 oras — < — expozicios id6 elteltével.)

Koncentracionként 4 db ismétlést hasznaltam. Szignifikancia szintek jeldlései: * p<0,05; ** p< 0,01; ***
p<0,001. Linearis modell: anyagonként a kontroll (0 mg/l) és az egyes koncentraciok kozotti eltérést

mutatja.
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7. abra. A tesztkozeg hatasa P. redivivus talélésére 140 nm ZnO jelenlétében (Milli Q vizben 24 6ras

expozicids id6 — A — és talajoldatban 24 6ras — O — és 48 6ras — & — expozicios id6 elteltével).

Koncentracionként 4 db ismétlést hasznaltam. Szignifikancia szintek jelolései: * p<0,05; ** p<0,01; ***

p<0,001. Linearis modell: anyagonként a kontroll (0 mg/l) és az egyes koncentraciok kozotti eltérést

mutatja.
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8. abra. A tesztkdzeg hatasa P. redivivus talélésére ZnCl; jelenlétében (Milli Q vizben

24 6ras expozicios

id6 — A — és talajoldatban 24 6ras — O — és 48 dras — & — expozicios id9 elteltével). Koncentracionként 4

db ismétlést hasznaltam. Szignifikancia szintek jeldlései: ** p< 0,01; *** p<0,001. Linearis modell:

anyagonként a kontroll (0 mg/l) és az egyes koncentraciok kozotti eltérést mutatja.

8. tablazat. LCs értékek 15 nm és 140 nm ZnO, illetve ZnCl; hatasara Panagrellus red

ivivus-ra Milli-Q

vizben (24 6ra) és talajoldatban (48 6ra). Koncentracionként 4 ismétlés vizsgalata soran.

Panagrellus redivivus (LLCso; mg/1 Zn)

Milli-Q viz (24 o6ra) Talajoldat (48 6ra)
15 nm 140 nm ZnCl, 15 nm 140 nm ZnCl,
0,65 0,40 1,5 3645,30 785,10 15,9
(C199%: (C199%: (C199%: 0,70— (CI99%: 170— (CI 99%: (C199%:
0,03-3,57) 0,03-1,64) 3,15) 46893) n.m.) n.m.)

Megjegyzés: n.m..: matematikai ok vagy nem megfelelé adat miatt nem meghatarozott
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3.2.4. Folsomia candida toxicitasi tesztek: kiilonbozé tesztkozegek €s expoziciods
utvonalak

3.24.1. Mortalitas vizsgalatok

Az ugrovillas toxicitasi tesztben a valasztott expozicios utvonalak és tesztkozegek (gipszen
taplalékba és mesterséges talajkozegbe kevert ZnO) szignifikdnsan befolyasoltak az allatok
elhullasat (9-11. abra). A mért adatok nem mutattak normalis eloszlast (W=0,79; p<0,05). A 15
nm ZnO ¢és a ZnCl, hasznélatakor mesterséges talajon szignifikdnsan nagyobb volt a mortalitas,
mint a taplalékba helyezett oldatok esetében (GLSpr.457: 15 nm: t=-5,05, p<0,001; ZnCl,: t=-4,83,
p<0,001). A mortalitasi tesztnél egyik kdzegben sem tapasztaltam kiilonbséget a szemcseméretek
toxicitasa kozott. Viszont a ZnCl> a mesterséges talajban szignifikansan magasabb mortalitast
produkalt a 15 nm (GLSpr4,55: t=9,87, p<0,001) és a 140 nm (GLSpr:4,56: t=11,06, p<0,001) ZnO-
nal. A legmagasabb koncentracioban (2571 mg/kg Zn) a ZnCl: kezelés soran minden egyed
elpusztult. Az LCsp értékeket az 9. tablazatban tiintettem fel.
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9. abra. A tesztkozeg hatasa F. candida talélésére 15 nm ZnO jelenlétében (gipszen— A — és mesterséges
talajban — O — 28 nap expozicids id6 elteltével). Szignifikancia szintek jeldlései: ** p< 0,01.

Koncentracionként 4 db, kontroll vizsgalatnal 8 db ismétlést hasznaltam. Linearis modell: anyagonként a

kontroll (0 mg/kg) és az egyes koncentraciok kdzotti eltérést mutatja.
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10. abra. A tesztkozeg hatasa F. candida talélésére 140 nm ZnO jelenlétében (gipszen— A — és

mesterséges talajban — O — 28 nap expozicios id6 elteltével). Koncentracionként 4 db, kontroll

vizsgalatnal 8 db ismétlést hasznaltam. Szignifikancia szintek jeldlései: * p< 0,05; *** p<0,001. Linearis

modell: anyagonként a kontroll (0 mg/kg) és az egyes koncentraciok kozotti eltérést mutatja.
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11. abra. A tesztkzeg hatasa F. candida talélésére ZnCls jelenlétében (gipszen— A — és mesterséges

talajban — O — 28 nap expozicios id6 elteltével). Koncentracionként 4 db, kontroll vizsgalatnal 8 db

ismétlést hasznaltam. Szignifikancia szintek jelolései: : * p< 0,05; *** p<0,001. Linearis modell:

anyagonként a kontroll (0 mg/kg) és az egyes koncentraciok kozotti eltérést mutatja.
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3.24.2. Reprodukcio vizsgalatok

A reprodukcid6 tekintetében is hasonld tendenciat mutatott az expozicios utvonalak hatésa,
ebben az esetben mar minden anyag esetében erdsebb toxicitdst tapasztaltam a mesterséges
talajban, mint a gipsz kdzegben taplalékba helyezve (GLSpras7: 15 nm: t=-3,59, p<0,001; 140
nm: t=-2,37, p<0,05; ZnCl;: t=-2,60, p<0,05) (12-14. abra). A mért adatok nem mutattak normalis
eloszlast (W=0,97; p<0,05). Gipsz kdzegben a taplalékba helyezve a 15 nm és 140 nm ZnO
szemcséknek enyhe és a ZnCl; tesztanyagnak erds szaporodas gatld hatasa volt (LOAEC: 15 nm
¢s 140 nm ZnO — 2571 mg/kg Zn; ZnCl, — 321,28 mg/kg Zn). Tovabba a 140 nm és a ZnCly
toxicitasa kozott szignifikans kiilonbséget is tapasztaltam (GLSpras7: 1t=2,28, p<0,05). A
mesterséges talajban a reprodukcié koncentraciofiiggden csokkent. Az ugrovillas teszt soran itt
el6szor mutatkozott meg szemcseméretfiiggd toxikus hatas (GLSpr:se: t=4,20, p<0,001), a 140
nm ZnO-nak volt erésebb gatlo hatasa a reprodukciora. A talajba keverve mindkét ZnO részecske
enyhébb toxikus hatassal birt, mint a ZnClz (GLSpr4,57: 15 nm: t=-1,06, p<0,001; 140 nm: t=4,64,
p<0,001). Ezaltal mesterséges talajk6zegben reprodukcids teszt soran a ZnCl gatolta leginkabb a

reprodukcios folyamatokat. Ez a hatas az ECso értékekben is megmutatkozik (9. tablazat).
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12. abra. A tesztkozeg hatasa F. candida reprodukcidjara 15 nm ZnO jelenlétében (gipszen— A —és
mesterséges talajban — O — 28 nap expozicios ido elteltével). Koncentracionként 4 db, kontroll

vizsgalatnal 8 db ismétlést hasznaltam. Szignifikancia szintek jel6lései: ** p<0,01; *** p< 0,001. Linearis

modell: anyagonként a kontroll (0 mg/kg) és az egyes koncentraciok kozotti eltérést mutatja.
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13. abra. A tesztk6zeg hatasa F. candida reprodukciojara 140 nm ZnO jelenlétében (gipszen— A — és

mesterséges talajban — O — 28 nap expozicios id0 elteltével). Koncentracionként 4 db, kontroll

vizsgalatnal 8 db ismétlést hasznaltam. Szignifikancia szintek jeldlései: * p<0,05; ** p< 0,01; ***

p<0,001. Linearis modell: anyagonként a kontroll (0 mg/kg) és az egyes koncentraciok kozotti eltérést

mutatja.
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14. abra. A tesztk6zeg hatasa F. candida reprodukciojara ZnCl; jelenlétében (gipszen— A — és

mesterséges talajban — O — 28 nap expozicios ido elteltével). Koncentracionként 4 db, kontroll

vizsgalatnal 8 db ismétlést hasznaltam. Szignifikancia szintek jel6lései: *** p<0,001. Linearis modell:

anyagonként a kontroll (0 mg/kg) és az egyes koncentraciok kozotti eltérést mutatja.
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9. tablazat: A 15 nm és 140 nm ZnO ECs és LCs értékei gipsz és mesterséges talaj kdzegben 28 napos

expoziciod soran.

Gipsz

Reprodukcio (ECso) Mortalitas (LCso)
15 nm 140 nm ZnCl, 15 nm 140 nm ZnCl,
4594,30 n.m. 4847,13 9324,67 6116,54 n.m.
(C195%: (CI195%: (C195%: (CI195%: (CI195%: (C195%:
n.m.) n.m.) n.m.) n.m.) n.m.) n.m.)

Mesterséges talaj

Reprodukcié (ECso) Mortalitas (LCso)

15 nm 140 nm ZnCl 15 nm 140 nm ZnCl,

1543,94 393,19 157,93 8228,2 8170 557,31

(CI 95%: (CI95%: (CI 95%:
(CI 95%: (CI 95%: (CI 95%:

1204,30— 144,55- 66,09-
n.m.) n.m.) n.m.)

2140,64) 170,23) 244521)

Magyarazat: n.m..: matematikai ok vagy nem megfelelé adat miatt nem meghatarozott

3.3. Hatadsmechanizmusok megértése és vizsgalata

3.3.1. Pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalatok

A Kkiilonb6zé szemcseméretii anyagok karakterizalasa utan (3.1.1., 3.2.1. fejezetek)
megvizsgaltam a 15 nm és a 140 nm szemcseméretli ZnO 50-50%-0s keverékét 6nalldan (15. abra
¢) és mindharom anyagot (15 nm, 140 nm, keverék) az N-acetilcisztein hozzaadasaval is (15. abra
a, b, d). Az Image J szoftver segitségével szamolt méreteloszlas a 15. abra ,,e” részén lathato. Az
atlagos méret 100 részecske atmérdjének mérésével 130 + 118 nm (atlag + SD, n = 100) érték lett.
Jol latszik, hogy a leggyakoribb részecskeméret a modusz alapjan a 30 nm-es, viszont itt mar
nagyobb aggregatumok is jelen lehetnek (877 nm). Emellett a keveréknél jol megfigyelhetd, hogy
itt mar mind a két alaktipus (gémb, irregularis) is el6fordul a mintakban (15. abra c, d). A NAC

crer

lathatéan nem képezett bevonatot az anyagok koriil.
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Atlag: 30,221 Max: 877,073
SD: 118,335 Mddusz: 29,268 (60)
Bin: 10 Bin szélesség: 84,780

15. abra. SEM képek a kisérleti anyagokrol NAC hozzaadasaval (15 nm ZnO (a), 140 nm ZnO (b)). SEM
képek a két kisérleti anyag 50-50%-o0s keverékérdl onmagaban (C) és NAC hozzaadasaval (d). A keverék

méreteloszlasa (€).
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3.3.2. Cink kioldodas mérés

A mitigacios vizsgalatokhoz kapcsolodé komplex Zn?* oldodas mérés soran nem volt
szignifikans kiilonbség az Onmagaban mért két kiilonb6z6 szemcseméretii ZnO kozott (0.
tablazat). Viszont mindkett6bdl szignifikansan kevesebb cink ion oldodott ki (~30-40%-kal), mint
a két anyag keverékébdl (GLSpr:2,6: 15 nm: t=40,42, p<0,001; 140 nm: t=22,33, p<0,001). A mért
adatok nem mutattak normalis eloszlast (W=0,80; p<0,05). A cink kioldodas novekedése szintén
tapasztalhatd volt a NAC hozzaadasa soran minden tesztanyagnal (15 és 140 nm ZnO: 20-30%;
keverék: 4%). Egyarant er6sen szignifikans kiilonbség volt a 15 nm (GLSpr:2,6: t=-58,10, p<0,001)
¢s a 140 nm ZnO (GLSpr:26: t=-16,65, p<0,001), és kevésbé erds, de ugyancsak szignifikans
kiilonbség a keverék esetében (GLSpr:26: t=-4,04, p<0,05) 6sszehasonlitva az anyagok kezeletlen
parjainak kioldodasi értékeivel. Tovabba minden esetben szignifikans kiilonbséget talaltam a
NAC-nel kezelt kisérleti anyagok kozott (GLSpr:2,6: 15 nm vs. 140 nm: t=13,96, p<0,001; 15 vs.
Mix: t=2,77, p<0,05; 140 nm vs. Mix: t=15,28, p<0,001). A 15 nm és a keverék esetében ez a
kiilonbség viszonylag enyhe volt (~3%), ezzel szemben a 140 nm ZnO részecskébdl mindkét

masik anyaghoz képest joval alacsonyabb mennyiségii oldott cinket mértem.

10. tablazat. A 15 nm Zn0,140 nm ZnO és a keverék oldodasa onmagaban és NAC hozzaadasaval (mg/l).

Cink kioldodas (mg/l1 — 10,04 mg/l Zn-bol -)

15 nm ZnO 140 nm ZnO Keverék
Tiszta 4,13+0,01 4,31+0,09 5,78+0,07
NAC hozzaadasaval  5,87+0,05 5,30+0,05 6,01+0,04

3.3.3. N-acetilcisztein toxicitas mitigald hatasa a Panagrellus redivivus-ra

Az N-acetilcisztein mitigdld hatdsat vizsgald akut mortalitasi tesztek soran hasonloan a
kozegek hatasat vizsgald kisérletekhez, 6nmagukban nem tapasztaltam szemcseméret fiiggd
toxicitast. A mért adatok nem mutattak normalis eloszlast (W=0,85; p<0,05). A kiolddédott cink
mennyiség alapjan beallitott koncentracid sorozatban a ZnCl» szignifikansan kevésbé toxikusnak
bizonyult, mint a két ZnO részecske (GLSpr:4,56: 15 nm: t=-3,16, p<0,05; 140 nm: t=-3,16, p<0,01).
A NAC hozzaadasa erdsen szignifikansan csokkentette a toxikus hatdsokat a 15 nm ZnO esetében
(GLSpr460: t=-4,44, p<0,001) (18. abra). A 140 nm ZnO esetében enyhébb mitigald hatast
tapasztaltam (GLSpr:s56: t=-3,34, p<0,05) (19. abra). A mitigalo hatas a 15 nm ZnO-nal a 2,51

mg/l, mig a 140 nm ZnO-nal mar 1,26 mg/l koncentraci6 felett csokkend tendenciat mutatott.
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Ezekkel szemben a ZnCl; felhasznalasakor statisztikailag igazolhatd enyhe mitigaciot csak a
legnagyobb koncentracié (4,23 mg/l Zn) kizarasa esetében tapasztaltam (LMpr:344: t=2,07
p<0,05). A két kiilonb6z6 szemcseméretre is eltéréen hatott a mitigacidos kezelés. A két
legmagasabb koncentraciot figyelmen kiviil hagyva — ahol egyik anyagnal sem volt mitigalo hatas
— a 15 nm ZnO jelenlétében erésebb toxicitas csokkenést tapasztaltam, mint a 140 nm ZnO
esetében (GLSpr4,44: t=2,09, p<0,05) (13. tablazat).
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18. abra. N-acetilcisztein toxicitas mitigalo hatasa a P. redivivus-ra 15 nm ZnO jelenlétében 24 6ra
expozicids ido elteltével. Koncentracionként 4 db ismétlést hasznaltam. Szignifikancia szintek jeldlései: *
p<0,05; *** p<0,001. Linearis modell: anyagonként a kontroll (0 mg/1) és az egyes koncentraciok kozotti

eltérést mutatja.
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19. abra. N-acetilcisztein toxicitas mitigalo hatasa a P. redivivus-ra 140 nm ZnO jelenlétében 24 6ra
expozicios id6 elteltével. Koncentracionként 4 db ismétlést hasznaltam. Szignifikancia szintek jeldlései:
* p<0,05; ** p< 0,01; *** p<0,001. Linearis modell: anyagonként a kontroll (0 mg/l) és az egyes

koncentraciok kozotti eltérést mutatja.

|

45

4.0

35

25

i i
o | —_ —_—
o~

A tulélt P. redivivus egyedek szama (db)

T T T T T T T T T T T T T T
0 0,13 0,26 0,53 1,06 2,12 4,23 ‘ 0 0,13 0,26 0,53 1,06 2,12 4,23

ZnCl2 ZnCl2 keverék + NAC
ZnCl2 koncentracié (mg/l Zn)

20. abra. N-acetilcisztein toxicitas mitigalo hatasa a P. redivivus-ra ZnCl; jelenlétében 24 6ra expozicios
id6 elteltével. Koncentracionként 4 db ismétlést hasznaltam. Szignifikancia szintek jeldlései: * p<0,05;
** p< 0,01, ***p<0,001 Linearis modell: anyagonként a kontroll (0 mg/l) és az egyes koncentraciok

kozotti eltérést mutatja.

3.3.4. Nano ¢és nagyszemcsés cink-oxid kozotti interakcio tesztelése

Szinergisztikus toxictas novekedést tapasztaltam a két szemcseméretii ZnO 50-50%-05S
keverékének hasznalatakor (21. dbra). A 15 nm ZnO részecskével dsszehasonlitva szignifikansan
toxikusabbnak bizonyult a keverék (13. tablazat), mar onalloan felhasznalva is (GLSpr.456: 15 nm:
t=2,05, p<0,05). Tovabba ez a toxicitasbeli kiillonbség még inkabb megndvekedett a NAC
hozzaadasanak kovetkeztében, ezaltal mar nem csak a 15 nm, de a 140 nm ZnO részecskénél is
erésebb lett a toxikus hatasa a keveréknek (GLSpr.4s6: 15 nm: t=-3,33, p<0,01; 140 nm: t=-2,50,
p<0,01) (22. abra). A keverékre nem volt statisztikailag igazolhat6 mitigal6 hatassal az antioxidans
az 0sszes koncentracio tekintetében, bar az 1,26 mg/l Zn-es koncentraciokig enyhe toxicitas
csokkenés volt észlelheté a NAC hozzaadasa nélkiili keverék hatasahoz viszonyitva (GLSpr:4,28:
t=-2,33, p<0,05) (23. abra). Ez a LOAEC értékekkel is alatamaszthat6 (Tisztan: 0,31 mg/l; NAC
hozzaadasaval: 1,26 mg/l). A mitigalo hatas gyengébbnek bizonyult a keverék esetében, mint a két

Zn0O szemcse 6nallo vizsgalatakor.
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21. dbra. Az 6nmagéban adott 15 nm ZnO , 140 nm ZnO, ZnCl; és a 15 nm + 140 nm ZnO 50-50%-0s
keverékének toxikus hatasa a P. redivivus-ra 24 dra expozicios id6 elteltével (15 nm-—0O—, 140 nm— <
—, Keverék — A —, ZnCl; — X -). A ZnCl; vizsgalatban a kioldodott ionok alapjan allitottam be a
koncentracio sort (10,04 mg/l Zn-bdl atlagosan 4,23 mg/l Zn), az abraban igy azért szerepel, hogy
szemléltethetek legyenek az eredmények. Az abran szerepld adott koncentraciohoz tartozo kioldodas
alapjan vettem fel az atlagos pontokat. Tehat mindegyik kezelésnél: 0,31 - 0,13; 0,63 - 0,26; 1,26 - 0,53;
2,51-1,06;5,02 -2,12 és 10,04 - 4,23 mg/l Zn. Koncentracionként 4 db ismétlést hasznaltam.
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22.

abra. A 15 nm, a 140 nm ZnO, ZnCl, 6nallo és a 15 nm + 140 nm 50-50%-o0s keverékének toxikus

hatasa a P. redivivus-ra N-acetilcisztein jelenlétében 24 ora expozicios id6 elteltével (15 nm — m —, 140

nm— & — Keverék — A —, ZnCl; — X -). A ZnCl; vizsgalatban a kioldddott ionok alapjan allitottam be a

koncentracio sort (10,04 mg/l Zn-bdl atlagosan 4,23 mg/l Zn), az abraban igy azért szerepel, hogy

szemléltethetek legyenek az eredmények. Az dbran szerepld adott koncentraciohoz tartozo kioldodas

alapjan vettem fel atlagos pontokat. Tehat mindegyik kezelésnél: 0,31 - 0,13; 0,63 - 0,26; 1,26 - 0,53;
2,51-1,06; 5,02 - 2,12 ¢s 10,04 - 4,23 mg/l Zn. Koncentracionként 4 db ismétlést hasznaltam.
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23. abra. N-acetilcisztein toxicitas mitigald hatasa a P. redivivus-ra a 15 nm és 140 nm ZnO 50-50%-0s

keverékének jelenlétében 24 ora expozicids ido elteltével. Koncentracionként 4 db ismétlést hasznaltam.

Szignifikancia szintek jeldlései:*p<0,05, *** p<0,001. Linearis modell: anyagonként a kontroll és az

egyes koncentraciok kozotti eltérést mutatja.
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13. tablazat. LCsp értékek 15 nm, 140 nm ZnO, ZnCl, és a keverék hatasara Panagrellus redivivus-ra

onalloan és N-acetilcisztein hozzaadasaval n.m..: matematikai ok vagy nem megfeleld adat miatt nem

meghatarozott
15 nm 140 nm ZnCl, Keverék
1,85 2,66 0,78 0,65
Onalléan (C195%: 1,1-(CI95%: 1.6-  (C195%: 0,57-
(C195%: n.m.)
3,13) 4,53) 1,07)
14,091 10,725 2,107 1,62
NAC
(C195%: 1,37-
hozzaadasaval (C195%:n.m.)  (CI95%:n.m.) (CI95%: n.m.)

3,79)

3.3.5. Sejten beliili reaktiv oxigén gyok termelddés mérése

A reaktiv oxigén gyok (ROS) mérés soran kapott adatok esetében normalis eloszlast
tapasztaltam (W=0,94; p>0,05). A leggyakrabban 0,59-0,63 uM/mg (kiugro érték:1,07 uM/mg)
kozott volt az allatcsoportok mért ROS tartalma a Milli-Q vizes kontrollcsoportoknal, és 0,74-1,09
uM/mg kozott a NAC-os kontrollcsoportoknal. Az adatsorok dsszehasonlithatosaga érdekében
kiilon-kiilon atlagot vontam. Ezaltal a statisztikai vizsgalatok elvégzésénél mar az atlagok alapjan
korrigalt értékekkel dolgoztam (Milli Q vizes kontroll: 0,69 uM/mg; NAC kontroll: 0,97 uM/mg).
Az abrakon is a korrigalt adatokat tiintettem fel. A harom 6nalloan mért anyag koziil a keverék
esetében tapasztaltam a legmagasabb, a 140 nm ZnO esetében a legalacsonyabb ROS termelddeést
(11. tablazat). Ebbdl kifolyolag a 140 nm ZnO a keveréktdl (LMpr:3,12: t=2,24 p<0,05) és a 15 nm
Zn0O-t61 (LMpr:3,12: t=3,21 p<0,01) is szignifikansan kiilonb6zott (16. abra). Koncentraciofiiggd
novekedést tapasztaltam a 15 nm ZnO ¢és a keverék hatdsara termel6dott ROS mennyiségben. A
NAC hozzaadasa kontrollcsoportok esetében magasabb mért oxigéngyok termelédés
eredményezett (12. tablazat). A NAC jelenlétében teljesen mas tendenciat tapasztaltam, mint az
onmagukban hasznalt anyagoknal (17. abra). Ebben az esetben szignifikans kiilonbség nem volt
az anyagok kozott. Mind a 140 nm ZnO, mind pedig a keverék esetében a 2,51 mg/l Zn

koncentracidban kiugré ROS novekedés és utana erds csokkenés tapasztalhat6. A 140 nm ZnO-
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nal dnmagaban és a NAC jelenlétében is a legmagasabb koncentracioban volt a legalacsonyabb
mért ROS érték. Mivel a mérések parhuzamossal torténtek és az NAC-el végzett vizsgalatok soran
egyes esetekben ki kellett zarni a parhuzamost (kiugr6 értékek, mérési hiba), igy a 17. adbran a

szoras megjelenitésétol eltekintek.
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16. abra. A termel6dott reaktiv oxigén gyok mennyiség (WM/mg) 15 nm, 140 nm ¢és a két anyag 50-50%-
os keverékének (Mix) hatasara (15 nm — O —, 140 nm — & —, Keverék — A —). Koncentracionként 2 db

ismétlést hasznaltam. Szignifikancia szintek jelolései: * p<0,05; ** p< 0,01; *** p<0,001. Linearis

modell: anyagonként a kontroll (0 mg/l) és az egyes koncentraciok kozotti eltérést mutatja.
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17. abra. A termel6dott reaktiv oxigén gyok mennyiség (uM/mg) 15 nm, 140 nm ¢és a két anyag 50-50%-
os keverékének (Mix) hatasara N-acetilcisztein jelenlétében. (15 nm + NAC — B —, 140 nm + NAC — ¢ —

, Keverék + NAC — A —). Koncentracionként 2 db ismétlést hasznaltam. Szignifikancia szintek jelolései:
* p<0,05;**p<0,01, *** p<0,001. Linearis modell: anyagonként a kontroll (0 mg/l) és az egyes

koncentraciok kozotti eltérést mutatja.
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11. tablazat. A 15 nm, 140 nm ZnO és a ketté 50-50%-0s keverékének mért atlagos fluoreszcencia értékei. Mérésenként 2 ismétlést hasznaltam. A ROS mennyiségeknél
(uM/mg) a harom vizsgalatban mért kontrollok atlagaval korrigalt adatok vannak feltiintetve.

15 nm 140 nm Keverék
. Standardizalt . Standardizalt . Standardizalt
Standard | Teljes Standard | Teljes Standard | Teljes
Fluoreszcencia gbrbe protein ROS Fluoreszcencia | gorbe protein ROS Fluoreszcencia gbrbe protein ROS
(490/515nm) | (50 mM | tartalom | mennyiség (490/515 nm) | (50 mM | tartalom | mennyiség (490/515 nm) | (50 mM | tartalom | mennyiség
H202) | (ng/ml) H202) | (nug/ml) H202) | (ug/ml)
(LM/mg) (rM/mg) (LM/mg)
Vak (-) 0,062 +0,014 - - - 0,051 0,013 - - - 0,069 +0,047 - - -
Kontroll | 2,086+0,071 | 42431 | 23708 | g 60340 | 153810016 | 27732 | 29903 | g693s0 | 134210162 | 2922 22805 1 469344
+1,481 +2,278 +0,286 +0,354 +0,968 +0,354
10,04 1,983 +0,017 40,274 | 21,541 0,742 +0,007 1,246 +0,022 22,325 | 51,384 0,520 +0,006 1,663 +0,039 32,855 23,158 0,943 +0,023
mg/l Zn +0,354 +4,908 +0,404 +20,621 +0,800 +1,911
5,02 2,128 +0,170 43,314 1 21,248 0,809 +0,067 1,320 +0,022 23,325 | 39,633 0,640 +0,008 1,437 +0,063 28,191 20,930 0,938 +0,042
mg/l Zn +3,567 +4,280 10,411 +1,380 +1,290 +1,256
4,1
2,51 2,054 0,006 41,755 18,741 0,885 +0,003 1,256 +0,010 22,520 34,100 0,601 +0,003 1,630 +0,006 32,170 | 22,639 0,962 +0,004
mg/l Zn +0,127 +1,611 +0,196 2,779 +0,124 +1,276
H202 (+) 2,445 +0,077 49,956 - - 2,724 +0,168 49,963 - - 1,270 0,026 24,755 - -
+1,622 +3,135 +0,542
+
APF n.a. - - - 1,364 +0,002 24,542 - - 2,492 +0,031 49,952 - -
vak (-) +0,040 +0,643
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12. tablazat. A 15 nm, 140 nm ZnO és a kettének az 50-50%-os keverékének mért atlagos fluoreszcencia értékei N-acetilcisztein jelenlétében. Mérésenként 2 ismétlés.
Szoras nincs azokban az esetekben, ahol kizartam a kiugroé értékeket. A ROS mennyiségeknél (WM/mg) a harom vizsgalatban mért kontrollok atlagaval korrigalt adatok
vannak feltiintetve.

15 nm ZnO+NAC 140 nm+NAC Keverék+NAC
. Standardizalt . Standardizalt . Standardizalt
Standard | Teljes Standard | Teljes Standard | Teljes
Fluoreszcencia | gorbe protein ROS Fluoreszcencia | gorbe protein ROS Fluoreszcencia | gorbe protein ROS
(490/515 nm) | (50 mM | tartalom | mennyiség | (490/515nm) | (50 mM | tartalom | mennyiség | (490/515nm) | (50 mM | tartalom | mennyiség
H202) | (ug/ml) H202) | (ng/ml) H202) | (ng/ml)
(M/mg) (nM/mg) (nM/mg)

Vak () 0,069 +0,008 - - - 0,062 +0,006 - - - 0,062 +0,006 - - -
Kontroll | 1,464 0,047 26,229 25,605 0,807 +0,030 1,241 0,020 25,022 23,826 0,563 +0,010 1,241 0,020 25,022 23,826 0,563 +0,010

+0,968 +0,354 +0,434 +5,337 +0,434 +5,337
NAC 1,485 +0,025 31,272 25,221 0,977 +0 1,768 +0,007 36,214 19,879 0,977 0 1,768 +0,007 36,214 19,879 0,977 +0
Kontroll +0,510 +0,526 +0,150 +0,037 +0,150 +0,037
10,04 1,383 +0,024 31,604 26,183 0,951 +0,015 0,995 +1,053 19,806 | 22,6365 1,281 1,461 0,025 29,694 19,193 0,703 +0,013
mg/l Zn +0,499 +0,385 +22,349 | +2,586 +0,537 +4,870
5,02 1,916 +0,039 26,762 22,696 0,929 +0,028 1,264 +1,740 25,520 | 14,8345 1,627 0,921 +1,248 18,238 15,304 1,337
mg/l Zn +0,795 +2,507 +36,934 | +1,639 +26,506 | 0,664
2,51 1,495 0,049 29,399 19,806 1,169 +0,040 0,909 +1,210 17,972 1 16,8685 0,759 1,242 +0,016 25,048 14,574 0,796 +0,011
mg/l Zn +1,016 +0,359 +25,700 | +12,335 +0,341 13,245
H20; 1,270 20,006 | %73 - - 127140005 | 22062 - - 1,271 40,005 | 22062 - -
(+) +0,542 +0,025 +0,025

+

APF 2,492 +0,031 49,952 - - 2,417 +0,062 49,990 - - 2,417 +0,062 49,930 - -
vak (-) +0,643 +0,062 +0,062
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4. DISZKUSSZIO

4.1. Baktériumkozosségek vizsgalata kiilonbozo szemcseméretli ZnO jelenlétében

A vizsgalat soran két, Japanban gyiijtott erdei talajminta baktériumkozosségében tortént
valtozasokat hasonlitottam Ossze az altalam vizsgalt ZnO részecskék hatdsara. A nZnO altal
kifejtett hatasok talajmintanként valtozoak voltak. A két talaj eltéré talajcsoportba tartozott, mig a
Hiruzen-i minta vulkanikus eredet, jOl rétegzett, magas asvanyi anyag és szerves anyag tartalmua
(andosol), addig a Wakasugi-bol szarmazé minta réteg nélkiili tomorodott agyag és humusz
keveréke, magas vas-és aluminium-oxid tartalommal (cambisol). Ez a kiilonbség a két talaj
kontrollcsoportjanak a vizsgalatakor is kiiitk6zo6tt, a Hiruzenben gy(ijt6tt mintaban mar a totalis
biomassza is valamivel magasabb volt, viszont a gomba/baktérium aranynal jol lathato, hogy a
teljes gomba tartalom magasabb, mint a Wakasugi mintaban (6-7. tablazat). Ez az arany allhat a
talajokra kifejtett hatasok kiillonbozdsége mogott, hisz a talajban eld baktériumkozosségek legtobb
esetben érzékenyebben reagilnak a nanoszemcsés ZnO-ra, mint az ott ¢l6 gomba fajok
(Dhanalakshmi et al., 2013; Gunalan et al., 2013; Navale et al., 2015). Emellett ezért is lehetett,
hogy egyes koncentracidkban a Wakasugi talaj esetében biomassza csokkenést tapasztaltam.

A nZnO-nak altalaban diverzitds csokkentd és szerkezeti valtozas okozé hatdsa van a
baktériumkozosségekre (Akyol et al., 2019; Ge et al., 2011; Meli et al., 2016; Yamindago et al.,
2019), de néhany vizsgalatnal teljes biomassza csokkenést is tapasztaltak (Ge et al., 2011; Meli et
al., 2016). Biostimulaciora nem volt példa a nanoforma esetében, viszont a nagyobb

szemcseméretnél ez a hatas is el6fordulhat, a Zn esszencialis elem volta miatt (Gajjar et al., 2009).

crer

crer

alatdmasztjak, hogy a magasabb gomba/baktérium arannyal rendelkezd talaj kevésbé érzékeny a

nZnO kezelésre.

4.2. Tesztkozegek hatdsanak vizsgalata kiilonb6z6 szemcseméretii ZnO jelenlétében

Ebben a tesztsorozatban két kiilonb6zd tesztkdzeg hatasat vizsgéaltam a mikro- €s a
mezofauna egy-egy indikator fajara. Tekintélyes kiilonbséget talaltam a toxicitasban mindkét faj
esetében. A vizsgalt ZnO tesztanyagok toxicitasa csokkent a gipsz kozeg (Folsomia candida) és a
talajoldat (Panagrellus redidivus) hasznalatakor. Ezek alapjan is igazolhatd, hogy a tesztkozeg

szignifikansan befolyasolja a toxicitasi tesztek kimenetelét.
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4.2.1. Panagrellus redivivus toxicitasi tesztek

Habar egyre tobb kisérlet foglalkozik a nZnO hatdsaival kornyezetileg relevans
talajallatokon, figyelembe véve tobb toxicitast befolyasold tényez6t, mint az aggregacio (Pipan-
Tkalec et al., 2010; Wang et al., 2009), a feliileti bevonat (Fang et al., 2013), a pH (Waalewijn-
Kool etal., 2013), az oldddas (Wu et al., 2019), az expozicié modja (Waalewijn-Kool et al., 2012),
a morfologia (Stankovic” et al., 2013) és a fotoindukalt hatasok (Adams et al., 2006; Ma et al.,
2011; Wu et al., 2012), a tesztelési kozeg hatasanak kutatasara kevesebb vizsgalat iranyul (Savoly
etal., 2016).

A kisérleteimben az altalam hasznalt koncentraciokban minden tesztanyag toxikusnak
bizonyult a Panagrellus redivivus-ra, annak ellenére, hogy Boyd et al. (2003) kisérletében éppen
ez a faj volt a legkevésbé érzékeny két masik baktérium fogyasztd fonalféreggel (Pristionchus
pacificus and C. elegans) dsszehasonlitva. A teszt anyag itt CuCl, volt. A 24 6ras LCsp értékek a
C. elegans fajra viz kozegben 0,32 mg/l Zn (Khare et al., 2011), 2,2 mg/l Zn (Wang et al., 2009),
111 mg/l (Wah Chu & Chow, 2002) és 60-80 mg/l Zn (Ma et al., 2011) értékek kozott mozogtak
mas szerzOk vizsgalataiban. A Milli-Q vizben végzett kisérleteim az alacsonyabb értékek kozé
tartoznak. Talajoldatot kevés fonalférgekkel végzett kisérletben alkalmaznak tesztkdzegként.
Savoly et al. (2016) szignifikansan alacsonyabb cink felvételt tapasztalt a talajoldat jelenlétében,
viz kozeggel Osszevetve, egy K-stratégista novénykarositd fonalféreg, a Xiphinema vuittenezi
esetében. A kozegek hatasat vizsgald kisérleteink soran a ZnO részecskék kevésbé voltak
toxikusak a talajoldatban. Ez a részecskék/oldott cink és a talaj kiillonb6z6 komponensei, mint a
fulvosav (Miao et al., 2010), a humin sav (Bian et al., 2011; Kteeba et al., 2017) és a csersav (Li
et al., 2011b) kozott fellépd interakciok révén kovetkezhetett be. A harom koziil a csersav
csokkentette a legerdsebben a nanoszemcsés ZnO toxicitasat (Li et al., 2011b). A kutatasomban a
talajoldat mind a két szemcseméretli ZnO esetében csokkentette a kioldodott ionok mennyiségét
(7. tablazat). Az oldodast befolyasolhatta a talajoldat pH értéke (Milli-Q vizbe: 6-6,5 pH,
Talajoldat: 7-7,5 pH), mivel a neutralis pH-n a legkisebb a kioldddott ionok mennyisége az
oldatban (Avramescu et al., 2016). Emellett a talajszemcsék feliiletén is megkotédhetnek a
nanorészecskék, ami altal csokkenhetett a biologiai elérhetdségiik. Ezt tamasztja ala az, hogy a Zn
ionos forméja nagysagrendekkel toxikusabb volt, mint a két ZnO forma talajoldat kdzegben. Mig
a ZnO részecskék megkotddhettek a szemcséken, ahogy azt a SEM képeken (5. 4bra) is lathatjuk,
addig a ZnCl; szabadon felvehetd maradt az allatok szamara. A kisérleteim alapjan a talajoldat
kozeg erdsen csokkenti a tesztelt 15 nm és 140 nm ZnO toxikus hatasait Panagrellus redivivus

fajra.
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4.2.2. Folsomia candida toxicitasi tesztek
Kool et al. (2011) és Waalewjin-kool et al (2012, 2013) vizsgalatai alapjan a nZnO-nak

enyhén toxikus hatasa van a Folsomia candida faj tulélésére (6400 mg/l Zn koncentracioban).
Kutatédsaik soran foként a kioldodott ionoknak tulajdonitjdk a toxikus hatasokat, megallapitjak,
hogy emiatt az oldott cinkforméknak erdsebb hatasa van, mint a nanorészecskéknek. Emellett a
kozeg pH-janak (Miao et al., 2010; Waalewijn-Kool et al., 2013) és szerves anyag tartalmanak
(Waalewijn-Kool et al., 2014) erds befolyasa van a cink ionok oldodasara és ezaltal a toxicitasra.
Manzo et al. (2011) elkeriilési kisérletei is ezt tamasztjak ala, ahol a tesztelt ugrovillasok kevésbé
keriilték el a nanoszemcsés ZnO-ot, mint a ZnCl-ot. Ezeket az eredményeket a jelen kisérletek
eredményei is megerdsitik, habar a tovabbi kisérleteimbél kideriil, hogy a nZnO toxicitasat nem
csak a Zn?* oldédassal lehet magyarazni. Fountain & Hopkin (2001) ugyanazt a médszert
haszndlta a kiillonb6zé expoziciés utvonalak tesztelésére, mint amivel a kutatdsaim alatt
dolgoztam. A tesztelt anyagok kozott a nagyszemcsés cink is szerepelt, mellette kadmiummal,
6lommal és rézzel is kisérleteztek. Az eredményeimmel egybehangzdan Ok is azt tapasztaltik,
hogy a tesztelt fémek erésebb hatast fejtettek ki a F. candida-ra talajban, mint gipsz kozegben
taplalékba keverve. A talajban az ugrévillasok jobban ki vannak téve a kutikularis expozicionak,
emellett a gipsz kozegen végzett vizsgalat soran valosziniileg képesek elkeriilni a kihelyezett
szennyezett taplalékot. A mortalitasi és reprodukcios eredmények alatdmasztjdk, hogy a két
expozicios utvonal koziil a gipsz kdzegen taplalékba helyezett 15 nm — a mortalitas esetében -, 15
¢s 140 nm ZnO — a reprodukcid esetében — alacsonyabb a toxikus hatasa a Folsomia candida fajra,

mint a mesterséges talajba kevert anyagoknak.

4.3. N-acetilcisztein toxicitas mitigald hatasa a Panagrellus redivivus-ra
Vizsgalataim soran az N-acetilcisztein sikeresen csokkentette a két kiilonbozo
szemcseméretli ZnO toxikus hatasait a Panagrellus redidivus fonalféreg fajra. A NAC mitigalo
hatasat nano-fémoxidokra foképp emberi sejtek tesztelésekor mutattdk ki. Az erre vonatkozo
vizsgalatok f6 célja, hogy a rakkutatasban és egyéb emberi felhasznalas soran csokkentsék a ZnO
nem kivanatos hatasait (EI-Shorbagy et al., 2019; Liu et al., 2017; Wang et al., 2014). Emellett
sziilettek vizsgalatok vizibolha (Daphnia magna) érzékenységére is, a NAC itt is csokkentette a
toxicitast (Ma et al., 2014). Fonalférgek esetében a ZnO és a NAC kombinaciojat eddig nem
vizsgaltak, viszont mas nanoanyag, pl.: az Al,O3 (Li et al., 2012) és a TiO2 (Wu et al., 2012)

toxikus hatésait sikeresen mitigaltak NAC segitségével.
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Konkrétan az N-acetilciszteinnek a Zn kioldodasra gyakorolt hatasara vonatkozoan
szakirodalmi forrasokat nem talaltam, viszont az anyag kelatképz6 tulajdonsagait tobb esetben is
részletesen ismertették (Flora & Pachauri, 2010; Giampreti et al., 2016; Rossignol, 2005). Az
altalam mért oldodasi értékek szignifikdnsan magasabbak voltak a NAC hozzaadasakor. Ez annak
tulajdonithato, hogy a teljes Zn tartalmat mértiikk, igy a NAC altal komplexben tartott Zn
részecskék is bekeriiltek az értékbe. Mig a két tesztelt ZnO részecskébdl onalléan nagyjabol
azonos mennyiségli Zn oldodott ki, addig a NAC hozzdadasa utadn szignifikdnsan alacsonyabb
értéket kaptam a nagyobb szemcseméretnél. A 15 nm ZnO-bdl nagyobb aranyban tudott a NAC
ionokat megkotni és azaltal csokkentette jobban a toxicitasat is. Ez feltételezhetden annak
koszonhetd, hogy a két anyag eltérd feliileti toltés stirtiséggel, eloszlassal és elektromos
potenciallal rendelkezett, a kiilonb6zé méret (Abbas et al., 2008; Holmberg et al., 2013) és
morfologia (Andelman, 1995) miatt. gy az N-acetilcisztein a hozza képest nagyobb részben
ellentétes toltéssel rendelkezd részecskékekkel alkotott inkdbb komplexet. A toxicitasi
tesztjeimben a NAC-nel kezelt kontroll csoportokban mindig nagyobb volt az elhullas, mint a
Milli-Q vizes kontrollcsoportoknal. Ez annak tudhato be, hogy — f6leg magasabb
koncentraciokban — a NAC 6nmagaban is marginalisan toxikus lehet (Kadiyala et al., 2018;
Mahmoudi et al., 2015). A kisérleteim ramutattak arra, hogy az N-acetilcisztein csokkenti a nZnO

szemcsék toxicitasat a Panagrellus redivivus-ra.

4.4. Reaktiv oxigén gyok termelddés modszer értékelése

A modszerfejlesztés soran sikeriilt a Sarasija et al. (2018) és Yoon et al. (2018) altal leirt
reaktiv oxigéngyok mérést ugy modositanom, hogy az altalam hasznalt tesztfaj €s indikator anyag
mellett hasznalhat6 és megismételhetd modszer legyen. A tapasztalataim és fejlesztéseim nélkiil a
modszer nem volt hasznalhato. A fejlesztett modszert tobb alkalommal sikeresen alkalmaztam, igy
a jovoben fel tudom hasznélni a sejten beliil termelddott reaktiv oxigéngyok mérésre APF

indikator hasznalataval a Panagrellus redivivus tesztfajon.

4.5. Szemcsemeretfiiggd toxikus hatasok és a hatteriikben mitkodo
mechanizmusok értékelése
A pasztazo elektron mikroszkopos vizsgalat soran kidertiilt, hogy a gyarté altal megadott
15 és 140 nm-es részecskeméretek valojaban 59 + 31 és 174 £ 138 nm méreteknek felelnek meg.
Emellett mind a két anyagban talalhatéak nano- és nagyszemcsék, bar a részecskék szdmanak
50%-4at nem haladjak meg, igy még a 15 nm a nano- és a 140 nm a nagyszemcsés tartomanyba
tartozik. Ennek ellenére ezek a méretek valosziniisithetben befolyassal voltak a kisérleteim

eredményeire. Feltételezhetd, hogy ha a nomindlis részecskeméret lett volna a valds, akkor az
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onall6 vizsgalatok soran (tesztkdzeg €s mitigacos dgens befolyasa nélkiil) a kisebb szemcseméret
lett volna a toxikusabb, a viszonylag azonos toxikus hatassal szemben, amit jelen esetben
tapasztaltam. Viszont abban az esetben sem kizarhatd, hogy a talajoldat, a talajkézeg és az N-
acetilcisztein hasznalatakor a jelen vizsgalatokhoz képest eltéré eredményéket kapnék, tehat nem
a 140 nm ZnO hatasa lenne a toxikusabb. Emellett véleményem szerint a keveréknél még erésebb
szinergikus toxicitas novekedést tapasztalnék, ha ténylegesen a megadott méretekkel dolgoztam

volna.

4.5.1. Baktériumkozdsség vizsgalata soran

kezelése soran (160,69 mg/l Zn) talaltam kiilonbséget. A 15 nm-es méretii anyag volt toxikusabb
ebben a koncentracidban. A mikrobdkon végzett kutatdsok soran tobb esetben nem volt
toxicitasbeli kiilonbség a szemcseméretek kozott (Read et al., 2016; Wu et al., 2019), egyes

esetekben viszont talaltak nanorelevans toxikus hatasokat (Gajjar et al., 2009; Zhai et al., 2017).

4.5.2. Kozegek €s expozicios Utvonalak vizsgalata sordn

A nZnO-dal végzett kutatasok sordn tobb esetben nem talaltak kiilonbséget a
szemcseméretek toxikus hatasa kozott (Kool et al., 2011; Ma et al., 2011; Waalewijn-Kool et al.,
2012, 2013; Wang et al., 2009), amig mas vizsgalatokban kimutattak, hogy a nanoszemcsés forma
a toxikusabb (Khare et al., 2011; Savoly et al., 2016). Az egyik okként a nanoszemcsés ZnO
magasabb toxicitdsa mogott, a nagyszemcsés formahoz képest nagyobb mérvii oldodast nevezték
meg (Bian et al., 2011; David et al., 2012). Ezzel ellentétben az altalam hasznalt 140 nm ZnO
magasabb toxicitast mutatott a talajoldat (P. redidivus) és a mesterséges talaj (F. candida)
jelenlétében, mint a kisebb szemcseméretili parja. Valoszintisithetjiik, hogy a 15 nm ZnO erdsebben
¢és gyorsabban aggregalodott a talajszemcsék jelenlétében és ezaltal csokkenhetett a toxikus hatasa.
Ezt a hipotézist a kioldodott ionok vizsgalata is alatdmasztja, mivel kevesebb cink ion volt
talalhaté a 15 nm ZnO mintaban, mint a nagyobb szemcsésben 48 oras inkubacidt kdvetden.
Ugyanakkor a Milli-Q vizes kézegben a 15 nm ZnO oldodasa kozel kétszerese volt a nagyobb
szemcsésnek. Emellett a két anyag morfologiaja is kiilonbozott (15 nm ZnO gémb, 140 nm ZnO
irregularis), ami szintén okozhatta a toxicitasbeli kiilonbséget (Ann et al., 2015; Tong et al., 2013).
A vizsgalataim alapjan az altalam hasznalt nagyobb szemcseméretii (140 nm) ZnO magasabb
toxicitast gyakorolt a talajoldat kozegben a Panagrellus redidivus és mesterséges talaj kzegben a

Folsomia candida fajra, mint a kisebb szemcseméretii ZnO (15 nm).
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4.5.3. Reaktiv oxigéngyok termelddés mennyiségének vizsgalata soran
Nanoszemcsés ZnO vizsgalatakor altalaban kimutathatd a reaktiv oxigéngyokok
koncentraciotol fiiggd termelddése (Huang et al., 2019; Liu et al., 2017; Song et al., 2010; Xia et
al., 2008). Mas fém-oxidokkal Osszehasonlitva a H20. termelddés kozegfiiggd, viszont a
szuperoxid termelédés minden esetben a legmagasabb volt a nZnO-nal (Xia et al., 2008). Nano-
¢€s nagyszemcsés ZnO 6sszehasonlitdsa soran a legtobb esetben tisztan lathatd szemcseméretfiiggd
hatast tapasztaltak, a kisebb szemcseméretli anyag esetében volt magasabb a termelddott
mennyiség (Liu et al., 2017; Song et al., 2010). A vizsgalataim soran a legnagyobb termelddott
mennyiség 3 oras expoziciot kdvetden a keverékben volt, a legkisebb pedig a 140 nm ZnO-ban. A
NAC hozzaadasakor a reaktiv oxigéngyokok joval nagyobb mértékben termelddtek, mint
onalléan, mar a kontrollcsoportokban is. A szakirodalomban altaldban a ROS termel6dés
csokkenését tapasztaljak NAC hatasara (Wang et al., 2014). Feltételezhetd, hogy a NAC altal
indukalt GSH termel6dés az altalunk alkalmazott 3 6ras ROS mérési expozicio alatt még nem
indult be (Farbiszewski et al., 2000), igy nem csokkenést tapasztaltam a ROS értékekben, hanem

novekedést.

4.5.4. N-acetilcisztein alkalmazasa soran

A szemcseméretfliggd mitigaciora kevés adatot sikertiilt taldlnom, mivel az ilyen jellegii
vizsgalatoknal a legtobb esetben kimaradt a nagyszemcsés kontroll (El-shorbagy et al., 2019;
Wang et al., 2014; Yang & Ma, 2014). Liu et al. (2017) bar nano mérettartomanyba tartozo, de két
kiilonb6z6 méretli ZnO részecske hatasat hasonlitottak 6ssze (18,5+1,2 nm és 47,1+5,1 nm ZnQO)
az emberi neuroblasztoma SHSY5Y sejt vonalra. Onalldan a kisebb szemcseméret volt a
toxikusabb, a NAC hozzdadasa mindkét szemcsemeéret toxicitasat csokkentette. A mitigacio a 40
mg/l alatti koncentracidkban volt a legerdsebb, e felett mar csokkent hatast észleltek ¢s a két
szemcsemeéret toxicitas csokkenésében enyhe kiilonbséget tapasztaltak. A nagyobb szemcseméret
esetén volt kisebb a mitigdcio mértéke, hasonldan az altalam végzett vizsgalatokhoz, ahol a 140
nm ZnO-nal tapasztaltam ezt az enyhébb hatast. Emellett, hasonldan a jelen dolgozat kisérleteihez,
Liuetal. (Liu etal., 2017) a nanoszemcsés ZnO anyagok hatasait egy ionos formaban 1évé Zn-kel
a ZnCl,-dal is 6sszehasonlitottak. Habar ebben az esetben megfigyeltek mitigaciot két alacsonyabb
koncentracioban (122,9 uM és 245,7 uM ZnCly), de e felett a sejt tGlélési aranya 10% ala csokkent
még a NAC hozzaadasa mellett is. Tehat joval gyengébben hatott a NAC a ZnClz-ra, mint a
nanoformakra, hasonldoan az ¢én eredményeimhez. Ezen feliil az altalam hasznalt ZnCl>
koncentraciok a tesztrendszerben jelenlévd kioldodott Zn ion mennyiséget reprezentaltdk, igy az

anyagokndl dnmagukban és NAC hozzaadasaval is jol lathato, hogy a két szemcseméretli ZnO
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toxikus hatasainak hatterében nem csak az ionok és az ionok hatasara termel6dott ROS allnak,
hanem tovabbi szemcseméret fliggd toxikus hatasok is lehetnek. Ezek az eredmények korrelalnak
Song et al. (2010) kisérleteivel, ahol kimutattdk, hogy a kioldodott Zn?* és a generalt ROS
mennyiség nem indukalhatott olyan mértékii toxicitast, mint amit tapasztaltak. igy feltételezéseik
szerint is tovabbi toxicitasi tényezOknek is fent kell allniuk az észlelt hatasok eléréshez. A
kisérleteim alapjan a NAC kevésbé hat az ionos toxicitdsra. Emellett az altalam hasznalt két
anyagra eltéré toxicitasi mechanizmus jellemezd, igy itt a nagyobb szemcseméretii forma

bizonyult toxikusabbnak.

4.5.5. Két anyag kozotti interakcid vizsgalata soran

Két kiilonb6z6 nanoanyag keverésekor kimutattak masok is szinergisztikus toxicitas
novekedést pl. nZnO+nAg (Jafari et al., 2011); nAu+nPt (Mott et al., 2007) és nAg+nTiO2 (Li et
al., 2011a). Egyes esetekben ezzel szemben a negativ hatasok csokkenését tapasztaltak.
Nanoszemcsés ZnO ¢és TiO2 keverékekor toxicitas csokkenés 1épett fel (Tong et al., 2015), ezt a
hatdst a TiO; feliiletén adszorbealodott és ezaltal kevésbé felveheté Zn?* csokkenésével
magyaraztak (Tong et al., 2014). A vizsgalataimban a két kiilonb6z6 szemcseméretii ZnO 50-50%-
os keveréknél erds toxicitas novekedést tapasztaltam. A SEM képek alatdmasztjak, hogy mindkét
anyag megtalalhato az 1j keverékben, igy egy 1j, a két masik anyag kozotti atlag szemcesemérettel
rendelkez6 ZnO-t sikeriilt 1étrehozni (130 = 118 nm), amiben mind gémb, mind irregularis alaka
részecskék is jelen vannak. A keverék esetében mindkét anyagnal erésen szignifikdnsan magasabb
volt a Zn kioldodas és margindlisan a ROS termelddés is. A toxicitas ndvekedése fennallt az N-
acetilcisztein hozzéadasa mellett is, a keveréknél volt a legalacsonyabb mitigal6 hatasa a NAC-
nak. A NAC vizsgalatok alapjan az antioxidans kevésbé befolyasolja a kioldodott ionok altal
okozott toxikus hatasokat. A keverékben masfélszer magasabb volt ezeknek a mennyisége, mint a
két anyagnal kiilon-kiilon. Emellett az N-acetilcisztein ebbdl az anyagbol tudott a legkevesebbet
megkdotni (Keverék < 140 nm < 15 nm). A részecskeeloszlasokbol (2. abra c-d) jol lathatd, hogy
~30%-ban a 140 nm ZnO-ban is talalhatunk nano részecskéket (37-97 nm, ebbdl leggyakrabban a
37 nm fordul eld), igy a kétféle anyag Osszekeverése okan megnétt a 30 nm-es részecskék aranya
a keverékben (15. dbra e). Emellett feltételezhetéen a nagyobb részecskék diszpergald hatast
fejtettek ki a tesztrendszerre. A keverékben a részecskék inkabb egymassal aggregalodtak az eltérd
toltés eloszlas miatt, mint a sajat méretcsoportjukhoz tartozé részecskékkel. Ebbdl kifolydlag a
140 nm ZnO részecskék feliiletén aggregalodott kisebb részecskék altal fixalodott a nagy feliilet,

ndtt a kioldodas, a rekcidképesség, ezaltal a toxicitds. Tehat a szemcsék Osszekeverésével a két
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anyag kiilonboz0 negativ hatasai (15 nm - részecskeméretbél adddo, 140 nm - irregularis

morfoldgia) felerdsitették egymast és ez allhat az erds toxikus hatasok hatterében.

4.6. Kovetkeztetések 6sszegzése

Altalanossagban elmondhatd, hogy mindharom talajélélény csoport érzékenyen reagalt a
15 és a 140 nm-es ZnO kezelésre. A legérzékenyebbnek a mikrofaunaba tartoz6 Panagrellus
redivivus faj bizonyult Milli-Q vizes kdzegben. A vizsgalatokbol kideriilt, hogy a kiilonb6z6
kozegek (Milli-Q viz, talajoldat), a teszttalajok fizikai és biologiai jellemzdi és expozicids
utvonalak (ordlis, dermalis és oralis) is befolyasoljak a tesztanyagok toxikus hatdsat. Emellett az
N-acetilcisztein képes mitigalni mindkét vizsgalt szemcseméret toxikus hatasat.

Az altalam atalakitott moddszerrel minden felhasznalt anyagnal reaktiv oxigéngyok
termelédést tapasztaltam. Onalloan legmagasabbat a keverék esetében, legalacsonyabbat a 140 nm
ZnO-nal. NAC hozzaadasaval az anyag kismértékii toxicitasanak kovetkeztében minden érték
magasabb lett, mint 6nalléan. A vizsgalat elvégzéséhez magasabb expozicids id6 sziikséges, hogy
az antioxidans ki tudja fejteni a hatasat (Farbiszewski et al., 2000).

Az altalam hasznalt két szemcseméret koziil tobb esetben is a 140 nm ZnO bizonyult
toxikusabbnak (a talajoldat — P. redidivus; mesterséges talaj — F. candida; mitigacios vizsgalatok
— P. redivivus). Ez indokolhaté a 15 nm ZnO részecskék gyorsabb és nagyobb mennyiségii
kotodésével a talajszemcsékhez, morfologiai kiilonbségekkel (Iswarya et al., 2015; Tong et al.,
2013), toltés eloszlas kiilonbséggel (Andelman, 1995) és azzal, hogy az N-acetilcisztein kevésbé
tudott komplexeket képezni ezzel az anyaggal, mint a kisebb szemcseméretiivel. Valdsziniileg
ennek a hatterében is a morfoldgiai kiilonbségek allnak.

Emellett a NAC hatasa kevésbé befolyasolta a cink ionok toxikus hatasat (Liu et al., 2017),
ezért is lehetett, hogy a két anyag keveréke esetében, ahol szignifikansan magasabb volt az
oldddas, nem tapasztaltam statisztikailag igazolhatd mitigald hatést.

Az altalam hasznalt ZnCl> koncentraciok a tesztrendszerben jelenlévd kioldddott Zn ion
mennyiséget reprezentaltak, ezaltal kimutathato, hogy a két szemcseméretli ZnO toxikus hatasai
hatterében nem csak az ionok és az ionok hatasara termel6dott ROS allnak, hanem tovabbi
szemcseméret fliggd toxikus hatasok is lehetnek, hasonléan Song et al. (2010) kisérleteihez.

A két anyag 50-50%-0s keverésekor a toxikus hatisok jelentds mértékben megndttek,
magasabb lett az oldott cink tartalom és a termel6dott ROS mennyiség is. Feltételezhetd, hogy az
anyagok kémiai és fizikai tulajdonsdgai (t6bb kisebb szemcse — magasabb biologiai elérhetdseg,

fixalt nagy feliiletb6l, morfologiai szempontokbol adodo toxicitds ndvekedés) egymds hatasait
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felerésitve egy sokkal reaktivabb és a P. redivivus szamara konnyebben felveheto elegyet
képeztek.

A vizsgalatok alapjan a 15 nm ZnO 6nmagaban nagyobb mennyiségii ROS termelésére
képes és a kioldodott ionok mennyisége is magasabb, mint a 140 nm ZnO esetében. Viszont, ha
mar egy tovabbi, a 15 nm ZnO toxikus hatasait semlegesitd tesztelemet is a rendszerbe helyeziink
(pl. talaj, talajoldat tesztkdzeg, mitigald dgens), rogton a 140 nm ZnO lesz a toxikusabb. Ebbdl
arra lehet kovetkeztetni, hogy ennél az anyagnal egy harmadik tényez6 is fennall, amit kevésbé
befolyasolnak a talajszemcsék és az N-acetilcisztein is. Feltételezhetéen ez az anyag irregularis

részecske morfologiajabol adodik.
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5. U] TUDOMANYOS EREDMENYEK

e Kimutattam, hogy a kiilonb6z6 szemcseméretii ZnO részecskék (15 nm és 140 nm)
kevésbé toxikusak a Panagrellus redivivus fonalféreg tesztfajra talajoldat
kozegben, mint Milli-Q vizben. Ez a ZnO szemcsék ¢€s a talaj szerves €s szervetlen
OsszetevOi kozotti kapcsolat miatt alakult igy. Emellett bizonyitottam, hogy a
Folsomia candida ugrdvillas tesztfaj esetében a gipsz kdzegben torténd csak oralis
expozicié csokkenti a 15 nm ZnO - a mortalitds esetében —, 15 és 140 nm ZnO — a
reprodukcid esetében — toxicitasat a mesterséges talajhoz képest. A talajban az
ugrovillasok jobban ki vannak téve a kutikuldris expozicionak is, emellett
valosziniisithetd, hogy a gipszre kihelyezett szennyezett taplalékot képesek

elkerilni.

e Mitigacios vizsgalatok soran kideritettem, hogy az N-acetilciszteinnek toxicitdst
csokkentd hatasa van a Panagrellus redivivus tesztfajra 15 nm és 140 nm ZnO
jelenlétében. Mindazonaltal kimutattam, hogy N-acetilciszteinnek nagyon alacsony
a mitigalo hatasa a ZnCl és a két nanoanyag (15 nm és 140 nm nZnO) 50-50%-0s

keveréke hasznalata esetén ugyanerre a tesztfajra.

e Sikeriilt kimutatni az oldott Zn vizsgalat segitségével, hogy a Zn®" okozta toxikus
hatdsokon feliil fennall tovabbi szemcseméret specifikus hatds a vizsgalt
anyagoknal (15 nm és 140 nm ZnO). Ez a hatas az ionos toxicitastol fiiggetlen ROS

képzddés és a szemcsék kozvetlen fizikai interakcidja okan alakulhat ki.

e Bizonyitottam, hogy tobb esetben nem a kisebb szemcseméretii, hanem a 140 nm
ZnO volt a toxikusabb (a talajoldat — P. redidivus; mesterséges talaj — F. candida;
mitigacios vizsgalatok — P. redivivus). Ez betudhato lehet a 15 nm ZnO részecskék
gyorsabb és nagyobb mennyiségli kotddésének a talajszemcsékhez, morfoldgiai
kiilonbségeknek és annak, hogy az N-acetilcisztein kevésbé tudott komplexeket

képezni ezzel az anyaggal, mint a kisebb szemcseméretiivel.
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Kimutattam, hogy a két anyag (15 nm és 140 nm ZnO) 50-50%-o0s keveréke

szinergikusan toxikusabb, mint az anyagok onalldéan alkalmazva.

Kiegészitéseimmel 1étrehoztam egy, a Panagrellus redivivus tesztfajon
hasznalhato, sejten beliili reaktiv oxigéngyok (ROS) termelédés mérésére alkalmas
modszert. A modszer segitségével kimutattam, hogy a ZnO részecskék minden
esetben okoznak reaktiv oxigén gyok termel6dést a Panagrellus redivivus
tesztfajnal és ez a mennyiség a legmagasabb a keverék és a legalacsonyabb a 140
nm ZnO esetében volt. Szakirodalomban a nZnO reaktiv oxigén gyok termelddés

indukal6 hatasat eddig még fonalféreg tesztszervezeten nem vizsgaltak.
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6. OSSZEFOGLALAS

A nanoanyagok alkalmazasi teriilete rendkiviil széles, emiatt az utobbi 30 év alatt
gyakorlatilag mindenhol megjelentek. A cink-oxid nanostruktura az egyik leggyakrabban
alkalmazott nanofém-oxid, sokoldalusidga és kompatibilitasa miatt. Fotokatalitikus és kémiali
aktivitdsa magas, ezért kornyezeti karmentesitésre, mint pl. talajremediaciora vagy viztisztitasra is
alkalmazzak, ami altal ezek az anyagok kozvetve és kozvetleniil is bekeriilhetnek a talajba. A
nanoszemcsés Cink-oxid toxicitasa tobb tulajdonsagbol eredhet, ilyen lehet a kioldédott cink-
ionok, a reaktiv oxigén gyokok (ROS) képzddése €s egyéb potencialisan a méretbdl adodo hatasok,
pl. az ¢éldlények sejtjei és a nanorészecskék kozotti kozvetlen talalkozasok. A talajba jutd nano-
fémoxidok drasztikus véltozdsokon mehetnek keresztiil, kotddhetnek a talajszemcsékhez,
bekovetkezhet agglomeracio vagy aggregacio a részecskék kozott, reakcioba Iéphetnek a talajban
talalhat6 szerves anyagokkal vagy a talajvizbe is oldédhatnak.

Vizsgalataim soran mindhdrom talajlako él6lénycsoport indikator fajai érzékenyen
reagaltak a 15 és a 140 nm-es ZnO kezelésre. A kiilonboz6 kozegek (Milli-Q viz, talajoldat), a
teszttalajok fizikai és bioldgiai jellemz6i és expozicids utvonalak (oralis, dermalis €s oralis) is
befolyasoljak a tesztanyagok toxikus hatasat. Emellett az N-acetilcisztein, bar eltérd er6séggel, de
képes volt mitigalni mindkét szemcseméret toxicitasat (a 15 nm-esre erésebben hatott). Az altalam
hasznalt két szemcseméret koziil tobb esetben is a 140 nm ZnO bizonyult toxikusabbnak (a
talajoldat kozeg esetében P. redidivus tesztallatra; mesterséges talaj esetében F. candida
tesztallatra; mitigacios vizsgalatok soran P. redivivus tesztallatra). A két anyag 50-50%-o0s aranyu
keverése soran a toxikus hatdsok erdsen megndttek, magasabb lett az oldott cink tartalom és a
termelddott ROS mennyiség is. A legmagasabb ROS mennyiséget a keverék, a legalacsonyabbat
a 140 nm ZnO kezelés hatasdra mértem. Az N-acetilcisztein kezelés sokkal kisebb mértékben a
ZnCly-ra és a keverékre.

Osszegezve elmondhato: a vizsgalataim soran sikeriilt kimutatnom, hogy az anyagoknak
nincs, vagy csak enyhe biostimulal6 hatasa van a baktériumko6zosségekre, kornyezetileg relevans
tesztkzegben a fonalféreg tesztszervezetre gyakorolt toxicitdsuk csokken, ezzel szemben
mesterséges talajkozegben erdsebb hatast fejt ki ugrdovillas tesztszervezetre, mint csak a taplalékba
kihelyezve. A két anyag toxicitdsa nem egyértelmiien elkiilonithetd, viszont ha mar egy masik
faktor is szerepel a tesztrendszerben, egyértelmiien a nagyobb szemcseméretii lesz a toxikusabb.
A keverékkel tortént kezelés sordn tapasztalt szinergikus toxicitds novekedés hatterében is az

allhat, hogy a 15 nm ZnO kisebb szemcséi és a 140 nm ZnO irregularis formai egyiitt sokkal
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reaktivabb format képeztek. A kioldodott ionok toxicitasaval torténd Osszehasonlitas arra enged

kovetkeztetni, hogy szamolnunk kell nanorelevans hatasokkal is.
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7. SUMMARY

The field of nanomaterial application is extremely broad, which has made these substances
almost ubiquitous in the last 30 years. Zinc oxide nanostructure is one of the most commonly used
nano-metal oxides due to its versatility. It has high photocatalytic and chemical activity, being
suitable for environmental remediation or water treatment, which can directly and indirectly
introduce these substances into the soil. The toxicity of nanoparticulate zinc oxide can be attributed
to a number of properties such as dissolved zinc ions, formation of reactive oxygen species (ROS)
and other potentially size-related effects, e.g. direct encounters between living cells and
nanoparticles. Nano-metal oxides can undergo drastic changes in the soil, like binding to soil
particles, forming agglomerates or aggregates, react with organic substances or dissolve into the
groundwater.

During my investigations, all species showed a sensitive response to both the 15 and 140
nm ZnO treatments. Different test media (Milli-Q water, soil solution), physical and biological
characteristics of test media and exposure routes (oral, dermal and oral) also influenced the toxic
effects of these substances. In addition, N-acetylcysteine, although of different potency, was able
to mitigate the toxicity of both particle sizes (15 nm more potent). In general, 140 nm ZnO was
found to be more toxic (soil solution - P. redidivus; artificial soil - F. candida; mitigation studies
- P. redivivus). The 50-50% mixture of the two substances resulted in a marked increase of the
toxic effects. Moreover, in the case of the mixture, a higher dissolved zinc content and an increased
amount of produced ROS were measured. The highest ROS content was observed from the
mixture, the lowest one from the 140 nm ZnO. The N-acetylcysteine treatment had low affect on
the toxic effects from ZnCl, and the mixture.

In conclusion, I have been able to show that the studied substances have no or hardly any
biostimulatory effect on bacterial communities, their toxicity decrease in an environmentally
relevant test medium (soil solution) on the nematode test organism and they exert a stronger effect
if put into the artificial soil medium, than only into the food of the springtail test organism. The
toxicity of the two substances is not clearly distinguishable, however if another factor is included
in the test system, the one with the larger particle size will be the more toxic. This may also be the
cause for the synergistic increase in toxicity in the case of the mixture. Together, the smaller
particles of 15 nm ZnO and the irregular forms of 140 nm ZnO formed a much more reactive
substance. A comparison of the toxicity of the dissolved ions suggests that there is a nano-relevant
effect.
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9.2.Tovabbi mellékletek

1. tablazat. Hiruzen és Wakasugi er6dbol gyjtott talajmintak vizkapacitds (WHC) mérése, WHC 60%
meghatarozasa és az annak eléréséhez hozzaadott vagy elvett vizmennyiség.

Hiruzen Wakasugi
Gyljtott talaj - 3 g szaraz talaj tartalom - (Nedvesség tartalom %)
6,84 g (56,12%) 9,11 g (67,07%)
6,84 g (56,17%) 8,97 g (66,58%)
6,79 g (55,87%) 9,03 g (66,79%)
WHC (100%)
2,40 3,09
2,35 3,04
2,49 3,07
WHC (60%)
1,45 1,85
1,42 1,82
1,49 1,85
Vizes talaj (WHC 60%)
7,34 ¢ 8,96 ¢
7,259 8,474
7,499 8,54 ¢
Hozzéaadott vagy széritott viz/oldat mennyiség a WHC 60% elérésére
+0,50 g -1,07 g (+ 0,53 g)
+0,40¢9 -1,03 g (+ 0,53 g)
+0,68 g -1,02g (+ 0,53 g)
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