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,Ha az Univerzum minden anyaga, a Nematodéakat kivéve, eltlinne szem eldl, vilagunk mégis
homalyosan felismerhetd volna, és ha testetlen lelkekként szétnézhetnénk, megtaldlnank a
hegyeket, dombokat, volgyeket, folyokat, tavakat és Oceanokat a Nematodak egy vékonyka
filmrétegén abrazolva. A varosok elhelyezkedése megfejtheté lenne, minden egyes emberi
lenyomatnak lenne megfeleldje a fonalférgek lenyomataban. Fak, mint kisérteties evezok
mutatndk utcdinkat és sugarutjainkat. A kiilonféle ndvények és allatok teriiletei megfejthetéek
lennének, és elegendd tudassal, sok esetben még a fajaik is meghatarozhatdéak lennének egy
vizsgalattal az 6 hajdani Nematoda parazitaikbol.”

N. A. Cobb: Nematodes and their relationships (1915)

1. Bevezetés

A nanotechnologia jelentdsége mar az élet szamos teriiletén megkérddjelezhetetlen
(UNESCO, Science Report 2015). Ez a fogalom a nano (10°) mérettartomanyba tartozo, tehat
legalabb egy dimenzidjukban 1-100 nm kozé esO anyagok alkalmazasara vonatkozik. A
nanotechnologia célja els6sorban nem teljesen 0j anyagok vagy készitmények eldallitasa, hanem
a méretbdl adddd kedvezd tulajdonsagok kihasznaldsaval a készitmények hatékonysaganak
novelése. Erre szdmos példa talalhaté a szdmitastechnikédban, gyogydszatban, kozmetikumok
eldallitasakor. Ezen technoldgiaval eldallitott készitmények mar a fogyasztokhoz is eljutottak,
gyartasuk az elkdvetkezd évtizedben rohamosan névekedni fog. Ebbdl adoddan kérnyezetbe vald
kikeriilésiik meggatolhatatlan, viszont hatasuk a kornyezetre és az élélényekre még nagyrészt
ismeretlen. Mivel a nanotechnoldgia az egyik leggyorsabban fejlddd tertilet, egyre inkabb a
kornyezettoxikologiai kutatasok kozéppontjdba keriil (Roh et al.,, 2010). Nanotechnologiaval
eldallitott anyagokat, példaul a nanorészecskéket, specidlis tulajdonsagaiknak kdszonhetden
szamos termék gyartasa soran hasznaljak (Aitken et al., 2006). Ezeket a tulajdonsagaikat jorészt a
nagy feliilet/térfogat aranyuknak (1. abra) kdszonhetik, emiatt az atomok nagyrésze a felszinhez
kozel helyezkedik el (Casals et al., 2012). A megnovekedett feliilet kihasznalhat6 példaul a

kornyezetvédelemben, szennyviztisztitasban az ivoviz hatékonyabb arzénmentesitésére.
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1. 4bra Feliilet/térfogat arany kapcsolata a részecske atmér6vel (Lau és M. Piah (2011))

Amellett, hogy szdmos termék eldallitasanal hasznalnak nanotechnoldgiat, a biologiai
hozzaférhetdségiik és az €16 szervezetre gyakorolt lehetséges toxikus hatasuk jorészt ismeretlen
(De Jong and Borm 2008). Nanorészecskék természetes uton is keletkezhetnek, példaul erddtiizek,
vulkankitorések soran. Emberi tevékenység utjan keletkezhetnek tervezett formaban, de nem
kivanatos melléktermékként is, példaul bels6égésii (dizel) motorok miikodése soran, illetve
hegesztés, grillezés alkalmaval. Cink-oxid (ZnO) nanorészecskék hasznalatosak keramidk,
cement, liveg €s szamos egyéb termék gyartasa soran (Song et al., 2010). Hatékony UV
fényabszorpcios kapacitasuk miatt ZnO nanorészecskéket hasznalnak a fényvédd krémekben és
egyéb kozmetikai termékekben is (Serpone et al., 2007), igy a ZnO nanorészecskék
megnovekedett mértékii kikertilése a kornyezetbe fokozott kockazatot jelenthet (Dumont et al.,
2015). Szamos tanulmany vizsgélta ZnO nanorészecskék, illetve nagyszemcsés megfeleldjiik
hatasat vizi és talaj 6kotoxikoldgiai teszteken keresztiil (Blinova et al., 2010; Heinlaan et al., 2008).
Nanoanyagok szabadon ¢é16 fonalférgekre gyakorolt hatasaival kapcsolatos adatok azonban
lényegében kizarolag csak egyetlen tesztszervezetre, a Rhabdita rendbe tartozo, bakterivor
(baktériumfogyasztd), r-stratégista Caenorhabditis elegans fajra vonatkozéan allnak
rendelkezésiinkre (Hagerbdumer et al., 2015). Korabbi vizsgalatokbol arra lehet kovetkeztetni,
hogy a K-stratégista fonalférgek eltéré taxonémiai poziciojukbol, és ebbdl eredéen egyes eltérd
anatomiai tulajdonsagaikbol is kovetkezden valosziniileg sokkal érzékenyebben reagalnak a
xenobiotikumokra, mint a Rhabditida rendbe tartozo fonalférgek (Johnson et al., 1974). Meyer et
al. (2009) bizonyitotta, hogy a 2,4-diacetil-kloroglukinol antibiotikum eltéré hatast gyakorolt
novényi nedvszivo Xiphinema amaricanum (Penetrantia: Dorylaimida) fajra, mint a vizsgalt
baktériumfogyasztdo fajokra. A K-stratégista, novényi nedvszivé Xiphinema vuittenezi
(Penetrantia: Dorylaimida) gazdasagi szempontbdl az egyik legjelentésebb Xiphinema faj, mert

gylimolcsfak és a sz616 kartevoje (Evans et al.,1993), kiilondsen Kozép- és Kelet-Europaban. Sok
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gazdandvénye van (Luc et al., 1964; Andrassy és Farkas; 1988, Répasi et al, 2006), illetve szamos
talajtipusban megtaldlhatd. Koradbbi vizsgalatok igazoltdk, hogy megfelelden hasznalhaté
tesztszervezet laboratoriumi koriilmények kozott, akar mortalitdsi, akar nehézfém felvételi és
leadasi vizsgalatokban (Horvath et al., 2010; Savoly et al., 2015; Savoly et al., 2016). Terepen
gylijtott talajmintakbol kinyert egyedei laboratériumban hetekig életben tarthatok. Viszonylag
nagy testméreteikbdl és egyedi biomasszajukbol adédoan nehézfém felvételi viszonyaik és ezek
hatdsai az allatok elemtartalmara egyedi szinten is vizsgalhatok totalreflexios
rontgenfluoreszcencia (TXRF) spektrometriaval.

A szabadon é16 baktériumfogyasztdo Panagrellus redivivus (Secernentia: Rhabditida) faj régota
hasznalatos (Winkler and Pramer, 1961) kiilonféle biologiai kutatasokban, mint modell szervezet
(Srinivasan et al., 2013), illetve akvariumi kultarakban, halivadékok taplalékaként (Ricci et al.,
2003). Ez az r-stratégista fonalféregfaj konnyen tarthatd laboratoriumi viszonyok kozott, emiatt
hasznaljak vizi és talajban végzett toxicitasi vizsgalatokban egyarant (Samoiloff et al., 1980; Boyd
and Williams, 2003; Leitgib et al., 2007). Nagyobb reprodukcios ratajuk miatt, illetve az ellenalld
dauer larvaformajuk miatt az r-stratégista fonalférgek kevésbé érzékenyen reagalnak a
xenobiotikumokra (Bongers, 1990). Azonban kevés adat all rendelkezésre ZnO hatasasair6l mas
szamos publikacio sziiletett nano-ZnO Caenorhabditis elegans-ra gyakorolt toxikus hatasarol
(példaul: Gupta et al., 2015; Khare et al., 2011; Ma et al., 2011, Wang et al., 2009). Ezek a
vizsgalatok jelentdsen eltérd toxicitdsi adatokat szolgaltattak, feltehetden a tesztkdzeg és a

madszerek kozotti kiilonbségek miatt.
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1.1 Célkituzések

Doktori kutatasaim célja volt, hogy vizsgaljam a nagyszemcsés (bulk), illetve a nano-ZnO
eredmény nanorészecskék okotoxikoldgiai hatasara vonatkozoan kizardlag egyetlen r-stratégista
baktériumfogyaszto fonalféregfajhoz, Caenorhabditis elegans-hoz kothetd. Ezért a doktori
kutatdisom soran célul tliztem ki két tovabbi szabadon ¢él6 fonalféreg faj érzékenységének
vizsgalatat a cink mérgez6 hatasaval szemben. Ezek egyike a C. elegans-hoz hasonlo6 életmodu,
korabban szintén elterjedt dkotoxikologiai tesztszervezetként hasznalt Panagrellus redivivus, a
masik pedig a ndvényi nedvszivo, taplalkozasmodja révén novényvédelmi jelentéséggel is bird,
K-stratégista életmenetii Xiphinema vuittenezi faj volt.

Kisérleteim harom 6 iranyba 6sszpontosultak:

i.) egy kereskedelmi forgalomban kaphaté nano cink-oxid vegyiilet toxikus hatdsainak
vizsgalata, annak nagyszemcsés megfeleldjével Osszehasonlitva. Miutan az anyagok
karakterizalasa soran azt tapasztaltuk, hogy a szemcseméret a nano-ZnO esetén sem a nano
mérettartomanyba esik,

ii.) célzottan eldallitott nano- és nagyszemcsés ZnO toxikus hatasainak vizsgalatat is célul
tliztem ki.

iii.) fenti eredmények alatamasztasa, értelmezése céljabol egyes elemek felvélteli
viszonyainak analitikai vizsgalata a két fonalféreg fajon.

Kisérleteim kereskedelmi forgalomban kaphat6 nano szerkezetti cink-oxid (nano-ZnO) és
nagyszemszemcsés cink-oxid (bulk-ZnO) okozta mortalitas vizsgalatara iranyultak. Vizsgaltam
tovabba a szemcseméretnek a cink felvételére €s az allatok elemtartalmara gyakorolt hatdsait a K-
stratégista Xiphinema vuittenezi modellszervezet bevonasaval.

Célom volt vizsgalni, hogy a mortalitast az oldott cinktartalom okozza-e, ennek érdekében ZnSO4
-tal is végeztem a mortalitas tesztet.

Elemfelvételi vizsgalatokat is végeztem. Dr. Savoly Zoltan kozos munkank soran meghatarozta az
allatok cinktartalmat nano- és bulk-ZnO kezelések esetén. Annak érdekében, hogy megallapitsam,
hogy szerves anyag jelenléte milyen hatdst gyakorol a cink felvételre, illetve az allatok
elemtartalmara, elemfelvételi vizsgalatokat folytattunk talajoldat jelenlétében is. Célom volt
emellett annak megallapitasa, hogy a felvett cink milyen gyorsasaggal iriil az allatok
szervezetébdl, valamint, hogy van-e erre hatasa a részecskeméretnek.

Toxicitasi vizsgalatokat végeztem az r-stratégista bakterivor taplalkozasmoda Panagrellus

redivivus fajjal is annak megallapitasa érdekében, hogy van-e kiilonbség a kétféle szerkezetii
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anyag hatasai kozott, illetve, hogy a toxicitasért feleldssé teheté-e a cinkionok kioldodasa a
bakterivor taplalkozast faj esetén.

Vizsgaltam, hogy a kiilonboz6 szemcseméretii cink-oxidok jelenlétében kialakult
érzékenysége kozti kiilonbséget teszteltem mortalitasukon keresztiil, vizsgalva, hogy van-e
kiilonbség a két faj érzékenysége kozott az LCso értékek alapjan.

Igyekeztem felderiteni a ZnO okozta toxicitas mellett, elemfelvételi méréseken keresztiil, a két faj
cinkfelvétel értékei kozotti kiillonbségeket.

Vizsgaltam tovabba, hogy fennallnak-e Gsszefiiggések az allatok elemtartalma és a ZnO

crer

testében: kalcium (Ca), réz (Cu), kalium (K), vas (Fe), cink (Zn), foszfor (P) és kén (S).
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2 lrodalmi attekintés

2.1 Fonalférgek

A fonalférgek (Nematoda) életmodjukat tekintve parazitdkra és szabadon €l0k csoportjara
oszthatd. Foldiinkon eddig mintegy 30.000 fajt irtak le (Andrassy-Farkas, 1988), de tényleges
fajszamukat ennek tobbszordsére becsiilik. Mind fajgazdagsagat, mind egyedszamait tekintve
rendkiviil népes, illetve sokrétli torzs.

Bongers ¢és Ferris (1999) meglepd, de becslésekkel igazolhat6 kijelentése igen helytallo:
»Foldiinkon minden 6t allatbol négy a fondlférgek kozé tartozik.”
Magyarorszagon hozzavetdlegesen 700 fajuk fordul elé (Andrassy, 1990). A szabadon é16
fonalférgek a legnépesebb és legvaltozatosabb csoportjat képezik a talajfaunanak. A természetes

¢és az agrar-Okoszisztémakban szerepiik egyarant meghatarozo.

A talajszemcsék kozotti kapillaris vizhez kototten élve a talaj taplalékhalozataban kulcsszerepet
toltenek be, a mikrofauna tagjaiként befolyasoljak a talajlako lebontd szervezetek egyedszamat.
Taplalkozasi modok szerint novényi nedvszivoként, baktériumevOként, gombafonalakat
szivogatoként, ragadozoként, illetve mindenevoként kategorizalhatok (Yeates et al., 1993). A
fajok kozott r-stratégistak és K-stratégistdk egyarant eléfordulnak, tobbségiik pedig atmenetet
képez a két életmenet-stratégia kozott. Az eldbbire jellemzd a rovid generacids 1dd, nagyszamu
utodnemzedek, kedvezdtlen kodrnyezeti viszonyok, esetleges szennyezések jobb tiirése. Ebbdl
addédoan a hirtelen fellépd, szamukra kedvezd kornyezeti valtozasokra, példdul tipanyag
feldusulasra gyorsan, egyedszamuk jelentds novekedésével reagalnak és kiilondsen alkalmasak
ujonnan kialakulé €l6helyeken valé megtelepedésre (,,colonizers”, sensu Bongers, 1990). Ezzel
szemben a K-stratégistakra hosszu generacios id6, alacsony utdodszam, nagyobb testméret és a
szennyezésekkel szemben nagyobb érzékenység jellemzd. Inkabb stabil éldhelyi feltételek kozott
érvényesiilnek (,,persisters”, sensu Bongers, 1990). Konnyt laboratoriumi kezelhetdségiik, magas
faj- és egyedszamuk mellett valtozatos €letmodjuk és jelentdsen eltérd szaporodasi dinamikajuk
miatt keriiltek a kutatdsok és a bioindikacios vizsgéalatok kozéppontjaba. Entomopatogén
fonalférgek hatékonyan hasznalatok kartevok ellen (Lacey és Georgis, 2012), és fontos szerepet

toltenek be a biologiai ndvényvédelemben.

2.2 Fonalférgek szerepe okotoxikolégiai kutatasokban

Az okotoxikologia kifejezést René Truhaut hasznalta elészor. Ugy fogalmazott, hogy az
Okotoxikologa a toxikoldgia azon aga, ami a természetes vagy mesterséges szennyezdanyagoknak
az Okoszisztémakat alkoté allatokra (beleértve az embert is), ndvényekre, illetve

mikroorganizmusokra gyakorolt toxikus hatasaival foglalkozik integralt értelemben (Truhaut,
9



10.14751/SZIE.2020.022

1977). Annak ellenére, hogy a fonalférgek ilyen nagy fajszdmmal és valtozatos életmoddal
jellemezhetdk, a legtobb adat, illetve laboratoriumi kutatas egyetlen fajhoz kdothetd. A
Caenorhabditis elegans (Maupas, 1900), egy r-stratégista, efemer életmodot folytato koriilbeliil 1
mm hosszusagli szabadon ¢l6 faj. Téplalkozasat tekintve bakterivor, zart laboratoriumi
kisérletekben Escherichia coli (Migula, 1895) baktérium képezi taplalékat. Honda (1924) kozel
egy €évszazaddal ezeldtt végezte az elsé dkotoxikologia vizsgélatot szabadon ¢l6 fonalféreggel,
melyben a tesztszervezet Caenorhabditis elegans volt, korabbi nevén Rhabditis elegans. Az utobbi
tobb mint harom évtizedben a fonalférgek -elterjedt tesztszervezetek az Okotoxikologiai
kisérletekben (Hoss & Williams, 2009). A Caenorhabditis elegans tesztszervezetként torténd
alkalmazast segiti, hogy elérhetd példaul ISO szabvany is a teszt kivitelezéséhez (ISO 10872: ISO,
2010). A legegyszeriibben kivitelezhet6 és értékelhetd tesztek azok melyek soran végpontként a
mortalitast, novekedésgatlast, szaporodasgatlast, vagy a fonalférgek mozgasat hasznaljuk. Ilyen
jellegli vizsgélatokat mar szamos anyaggal végeztek, koztiikk fémekkel, mezdgazdasagi, illetve
haztartasi vegyszerekkel, gyogyszerekkel.

Tovabba a fonalférgek alkalmasak a szennyez$ anyagOk hatasainak molekularis szinti
vizsgalatara is. A C. elegans faj toxikogenomikai kutatasokban is hasznalhato, valamint
Microarray vizsgalatokban tesztszervezetként hasznaltdk egyes hormonmoduléris anyagok
vizsgalata soran (Novillo et al., 2005).

A szabadon ¢16 fonalférgek laboratoriumi teszteken tilmutatva mikrokozmosz kisérletekben is
megfeleld tesztszervezetek. Ezek a tesztek mar kozelebb allnak a szabadfoldi vizsgalatokhoz.
Ilyen jellegli vizsgalatokban a fonalféreg kozOsségi szintii valtozasat lehet elemezni egyes
xenobiotikumok hatasara. Talaj mikrokozmosz kisérletekben a talajt érd szennyezd anyagokra
fokuszalnak, példaul névényvédoszerekre (Scholz-Starke et al., 2013; Hoss et al., 2014.); fémekre
(Van der Wurff et al., 2007). Fémekkel végzett mikrokozmosz kisérletek alapjan elmondhato,
hogy a kiilonb6zd fonalféreg taxonok kiilonbozd érzékenységet mutattak. A legérzékenyebb
csoportoknak az Acrobeles, Alaimus, Aporcelaimellus, Clarkus, Plectus, és Thonus genus-ok
bizonyultak. A Tylenchorhynchus, Rhabditidae, Diplogasteridae kevésbé voltak érzékenyek
(Hagerbaumer et al., 2015).

Mindezek mellett a C. elegans fajnak a szinte kizarolagos alkalmazasa a laboratériumi tesztekben
azért nem tekinthetd teljes értékli megoldasnak, mert szamos laboratoriumi €s terepi vizsgalat
eredményei is azt mutattak, hogy a talajt ért szennyezésekre a szabadon €16 fonalférgek eltérd
érzékenységgel reagalnak (Sochova et al., 2006; Nagy, 2009). Zullini (1976) arra a megéallapitasra
jutott, hogy a Dorylamida rendbe tartozo6 fonalférgek a legérzékenyebbek az 6lomszennyezésre.

Korthals et al. (1996) ugy taldlta, hogy a K-stratégista vegyes taplalkozasti vagy ragadozé

10
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fonalférgek sokkal érzékenyebbek lehetnek a talajt ért nehézfémszennyezésre, mint mas
taplalkozasi csoportok tagjai. Nagy et al. (2004) tobb mikroelem hatdséat vizsgalta a fonalféreg
kozosségre egy terepi kisérletben, 5-10 év elteltével a kezelés utan. Azt tapasztalta, hogy az
egyszeri alkalommal kijuttatott kezelés ennyi 1d6 elteltével mar nem okozott kimutathatd negativ

hatast k6zosségi szinten a Dorylaimida rendbe tartozo fajoknal.

2.3 Cink-oxid
A cink egy alacsony olvadaspontu atmeneti fém, magyarul horganynak is nevezik. A

rendszdma 30, a vegyjele Zn, relativ atomtomeg 65,38, olvadaspontja 420 °C, forraspontja 907
°C. Strtsége 7,14 g/cm?. Szobahdmérsékleten rideg, kékes szinti.
A cink — 6tvozetei révén — az egyike a leggyakrabban hasznalt fémeknek. Otvozetei koziil a
legrégebb ota hasznalt anyag a sargaréz, melynek szinét cinktartalma hatarozza meg. Cinktargyak
mar az 0korbdl ismeretesek, Eurdpéaban a cinket a 14. szazadtol kezdték el iparilag eldallitani.
A természetben 6t izotopja van jelen, valamint 16 tovabbi izotopja eléallithaté. Asvany formaban
nagy mennyiségben fordul el6. A legfontosabb cinkércasvany a szfalerit (ZnS), mely
szennyezOanyagként példaul kadmiumot is tartalmazhat, emiatt kadmium kinyerésére is
hasznaljak.
A cink az egyik leggyakrabban hasznalt fém, korr6zioalld tulajdonsaga miatt hasznalatos vas és
acé¢l bevonasara. A cinkkel bevont vasat horganyzott vasnak is nevezik. A fehérbadog feliiletét is
on vagy cink bevonattal latjak el.
A talaj cinktartalma azon asvanyok mennyiségétdl fligg, amelyekben kiséré elemként szerepel a
talajban, ezek tobbnyire konnyen mallé asvanyok. Jol adszorbealodik asvanyi és szerves
kolloidokon is. Savanyu talajokban legnagyobb a cink mozgékonysaga, a meszes talajokban
kevésbé mozgékony, emiatt a talajok tilzott meszezése gatolhatja a cink felvételét és mozgasat
(Stefanovits, 1977). Kadar 2008-ban vizsgalta orszagosan a talajok Zn-ellatottsagat, a vizsgalt
talajok 46%-a gyengén ellatottnak mindsiilt, ez az arany Békés és Fejér megyében 85-87% volt.
Magyarorszagi talajtipusokban a kovetkezOképpen alakul a talajok Osszes cinktartalma:
csernozjomtalajokban 120-150 mg/kg; erdétalajokban 70-115 mg/kg, mig homoktalajokban 30
mg/kg (Gyori, 1984). A novények szamara felvehetd cink nagyjabdl a talaj felsé 30 cm rétegeben
talalhato (Kadar, 2002). A novényi cinktartalom kevésbé ad képet a talaj cink ellatottsaganak
valtozasarol, mivel a novények cinktartalma kiegyensulyozottabb. A kozati kozlekedés is
hozzajarul a cink szennyezettséghez, amely az utak mentén, utpadkan a legjelentdsebb.

A 6/2009. (IV. 14.) KvWM-EUM-FVM egyiittes rendelet (http 1): cink esetében 200 mg/kg
hatarértéket hataroz meg. felszin alatti vizekre, pedig 200 ug/l.

11

@



10.14751/SZIE.2020.022

A cink szerepe az allati és emberi szervezet igen sokrétii. Egyik legfontosabb enzimalkoto,
valamint enzimaktivator, Szerepe van a sejtmembran integritasanak fenntartasaban. A cink
nyomelemként a szervezetben a metalloenzimek, a laktatdehidrogendz, a karboxipeptidaz,
valamint a DNS ¢és RNS polimerazok kozponti alkotoeleme. Az emberi test koriilbeliil 1,5-2,5 g
cinket tartalmaz, amely 60% -ban az izomzatban és 30% -ban a csontokban talalhatd. Feln6tt
Szamara az ajanlott napi cinkbevitel 8-11 mg kozé tehetd. A cink hianya a fejl6do szervezetekben
a csontok gatolt fejlédése miatt torpendvést eredményezhet. A felndtt szervezetben a cink
hianytiinetei lehet a szaraz, érdes bor; vagy egyéb boérproblémak; fehér foltok megjelenése a
kormon (Sloup et al., 2017). Cink talzott bevitele csokkenti a réz felszivodasat. Ennek hatterében
az allhat, hogy a cink antagonizalhatja a réz abszorpcidjat azaltal, hogy indukalja a bél-thionein
szintézisét. A tap cinktartalmanak novekedésének hatasara novekedett a thionein mennyisége a
nyalkahartya sejtekben (Fischer et al., 1981).

A cink oxigénnel alkotott vegyiilete a cink-oxid (ZnO), amely szobahdmérsékleten fehér por. A
nagyszemcsés ZnO is finom eloszlasu por. Természetben eléforduld formdja a hexagonalis
racsszerkezetben kristalyosodo cinkit. Szine a vas és mangan tartalmatdl vords, narancssargas

lehet.

2. dbra Természetben eldfodulo cinkit (J.A. Davidson felvétele, forrds: http 2)

A cink-oxid a sargaréz gyartasanak mellékterméke, emiatt régota ismert. A cink-oxid amfoter
jellegi. Lugokban torténd oldasakor hidroxo-komplexek, savakban vald oldasakor cink-sok
képzodnek.

Cink-oxid mesterségesen el6allithato a cink levegén valod hevitésével, vagy valamilyen cink
vegyiilet hevitésével is. A cink-oxid felhasznalasa igen sokféle a gumipartdl kezdve egyes
kozmetikumok alapanyagaként is alkalmazzak. Tovabba alkalmazzak cigaretta filterben, illetve
¢lelmiszerek csomagolasa soran (Bergmann & Jung de Andrade, 2011). A cink-oxid mellett a cink

szulfidot (ZnS) alkalmazzak lumineszkal6 képernydkon.

12
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A nano-ZnO felhasznalasa hasonlé annak nagyszemcsés megfelel6jéhez. Gumigyartas,
keramidk eldallitasa sordn hasznaljak, valamint festékek eldallitasara. A kozmetikai iparban
nagyobb szerepet kap, foként testapoldsi termékek, illetve fényvédod krémek Osszetevdjeként. A
titan-dioxidhoz (TiO2) hasonldéan UV abszorpcids tulajdonsaga révén szamos naptejben, fényvédo
krémben megtalalhatdo (Borm et. al., 2006). Valamint alkalmazhat6 viztisztids soran a szerves

szennyezOk eltdvolitasara (Bergmann & Jung de Andrade, 2011).

2.4 Nanotechnolégia

A nanotechnolégia torténete Richard P. Feynman Nobel-dijas fizikus 1959-es beszédéig
nyulik vissza. Ekkor mar egy olyan technologidrdl beszélt, melynek segitségével akar egy ti
hegyére is felirhatnank egy enciklopédia tartalmat. Feynman altal inspiralva 1986-ban megjelent
Eric Drexler konyve, ,,Engines of Creation: The Coming Era of Nanotechnology” cimmel.
Ugyanebben az idészakban a technika fejlddése is elsegitette a nanotechnolodgia utjat, a Scanning
Tunneling Microscope 1981, valamint az Atomic Force Microscope, 1986 megjelenésével A
nanotechnologia igazi korszaka azonban a szén-nanocsé tudomanyos leirasaval kezd6dott 1991-
ben (lijima, 1991). Ezutan sorra jelentek meg nanotechnologiaval eléallitott anyagok, termékek.
A dontéshozok is felismerték, hogy pontos definiciokra van sziikség a nanoanyagok
meghatarozasara.
Az 1SO 2008-ban a nanorészecskét olyan diszkrét részecskeként definidlta, melynek mérete mind
a harom dimenzidban kisebb, mint 100 nm (ISO/TS 27687:2008).
Az ECHA definicidja (http 3) szerint: ,,A nanoanyagok olyan vegyi anyagok vagy anyagok,
amelyek esetében a részecskeméret legaldbb egy dimenzidban egy 1-100 nanométer (nm)
tartomanyba esik.”
Az Eurodpai Bizottsag 2011-es ajanlasa szerint (http 4) a nanoanyag fogalma az alabbiak szerint
definialhato: ,,A ,,nanoanyag” olyan természetes anyag, nem szandékosan eldallitott mesterséges
anyag vagy szandékosan eldallitott anyag, amely nem kotott allapotban, aggregatum formajaban
vagy agglomeratum forméjdban olyan részecskéket tartalmaz, amelyeknek legaldbb egy kiils6
mérete a részecskéknek a darabszam szerinti méreteloszlas alapjan vett legalabb 50%-a esetében
az 1 nm-t6l 100 nm-ig terjedd mérettartomanyba esik.”
Tovabbi konkrét esetekben, mar 1% -ot meghaladé, de 50%-nal kisebb kiiszobérték is
alkalmazhatd, ha ezt kornyezetvédelmi, egészégiigyi szempontok indokoljdk. Emellett kiilon
emlitést tesz formajuk miatt a szén alapii anyagokrol. Ez alapjan nanoanyagnak mindsiti a
fulleréneket, grafénlapkakat és az egyrétegii szén nanocsoveket, melyek legalabb egy dimenzidban

kisebbek, mint 1 nm. Emellett a nanoanyag definialasa térfogategységre vetitett fajlagos feliilet
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alapjan is meghatarozhatd: ha egy anyag térfogategységre vetitett fajlagos feliilete 60 m?/cm3-nél
nagyobb, akkor megfelel a nanoanyag definicidjanak. Kiilon pontban kiemeli az alabbi fogalmak
részecske: a kornyezettdl fizikailag egyértelmiien elhatarolhato kisméretli anyagdarab
agglomeratum: egymashoz gyengén kotott részecskék vagy aggregatumok olyan egyiittese,
melynek feliilete hasonld kiterjedésti, mint alkotd elemeinek feliilete egyiittvéve aggregatum:
egymassal Osszekottetésben 1évo részecskék.
A tervezetten eldallitott nanorészecskéket eldallitasanak alapvetden két technoldgiai utja 1étezik:
i.) Nano méretnél nagyobb anyagokbol kémiai és mechanikai tton (top-down), illetve ii.) kémiai
reakciok révén atomokbol (bottom-up).
A nanorészecskék kémiai szempontbdl szamos anyag ¢€s vegyliletcsoportba sorolhatok
(Pandics, 2008):
Elemek:
¢ Félvezetok: kadmium, szilicium
¢ Vezetok: arany, eziist, vas
¢+ Nem fémek: szén (nanocsovek, fullerén)
Vegyiiletek:
¢ Szervetlen: fém-oxidok (aluminium-oxid (Al203), vas-oxid (Fe20z), cink-oxid (ZnO),
szilicium-dioxid (SiO>), titan-dioxid (TiO2))
¢ Szerves: polytetrafluoroetilén (PTFE), korom

Biologiai strukturak: Liposzomak, micellak

2.5 Nanoanyagok toxikus hatasai

A nanoanyagok Okotoxikologiai vizsgalatai soran eddig elsdsorban vizi szervezetekre
koncentraltak (Hund-Rinke és Simon, 2006; Lovern et al., 2007; Fujiwara et al., 2008; Van Hoecke
et al., 2008). A talajban ¢él6 szervezetekkel kapcsolatban sokkal kevesebb adat all
rendelkezésiinkre. Az egyik leginkdbb vizsgalt szempont, hogy milyen kiilonbség van a
nanoanyagok, illetve nagyszemcsés megfelel6jiik hatasa kozott.
Kahru és Dubourguier (2010) egy review cikkben azt elemezte, hogy a nanoanyagok
okotoxikologia  hatasait  vizsgaldé  publikaciokban milyen  csoportokat  hasznalnak
tesztszervezetként. Ugy talaltik, hogy vizsgalt adatoknak csak 3%-a szarmazott fonalférgeket
alkalmazott vizsgalatokbol. Osszegezték a nano- és bulk-ZnO-ra kapott L(E)Cso (Lethal vagy
Effective koncentracio) értékeket (3 abra). Az abra elkészitéséhez hasznalt eredmények alapjan a

mikroalgak, fonalférgek és halak esetében nincs nagyagrendi eltérés a nano- és bulk-ZnO L(E)Csg
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értéke kozott. A toxicitas f6 okaként a Zn®* ionok jelenlétét emlitik. Nagysagrendi eltérés az

alacsonyabb rendi rakok, illetve a baktériumok esetében volt.

10000

& ZnO(*=0.85N=13)

1000

Elesztégombak

100 !

Baktériumok
Alacsonyabb |
rendi rakok
g
10 % Egysejtliek }
* :
3 .
1 t
Mikroalgak 1
& Fonalférgek,
; halak
0.1

*

L(E)C 50, mg/l, nano-ZnO

0.01 T T T T T
0.01 04 1 10 100 1000 10000

L(E)C50, mg/l, bulk ZnO

3. abra Nano- és bulk-ZnO-ra kapott L(E)C50 koncentraciok kiilonb6z6 tesztszervezetek
(Kahru és Dubourguier (2010))

A nano-ZnO okotoxikus hatdsai mogott kiillonb6z6 mechanizmusok allhatnak. A nano-ZnO
toxikus hatdsa addodhat annak kémiai Gsszetételébol, példaul a cinkionok kioldodasabol, melyek
citotoxikus hatasa is bizonyitott (Heinlaan et al., 2008). Ezen kiviil azonban a nanorészecskék
feltilete, mérete, illetve alakja is oka lehet a toxicitasnak. Egy kisérletben 0sszehasonlitottak 50
nm atmérdjii nano-TiO> hatasait a Caenorhabditis elegans fonalféreg fajra nagyszemcsés TiO-
hatasaival. Vizsgaltak a mortalitast, a kifejlett allatok hosszat és a peték szamat az allatok testében.
A nano-TiO; toxikusabbnak bizonyult, hatasara kevesebb pete fejlodott az allatok testében, illetve
a kezelt allatok testhossza is rovidebb volt (Wang et al., 2009). A ZnO nanorészecskék toxicitasa
a ZnCl> hatasaval egyezett meg (Ma et al., 2009). Ma et al. (2011) kés6bb a ZnO nanorészecskék
fototoxikus hatasat hasonlitottak 6ssze azok nagyszemcsés megfeleldjével C. elegans-ra. Ebben a
kutatdsban a nano mérettartoményba tartozd részecske toxikusabbnak bizonyult. Vizsgdlatok
targyat képezte az is, hogy a nano mérettartomanyon beliil milyen eltérésék vannak. Roh et al.
(2010) kiilonb6zé6 méreti CeO2 és TiO, hatasat vizsgalta C. elegans-ra. A kisebb atméréji
részecskék (7 nm TiO2 és 15 nm CeO3) toxikusabbak voltak a fonalférgekre, mint a 20 nm TiOp,
illetve 45 nm CeO: atmérével rendelkezok.

Egy kutatasban, Hu et al. (2010) vizsgéltdk TiO2 és ZnO nanorészecskék hatasat foldigilisztara
Eisenia fetida (Savigny, 1826). Ezen tulmenden a Ti és Zn bioakkumulaciojat, illetve a
mitokondriumok kérosodasat is leirtdk. A koézlemény megjelenését kdvetden Van Gestel et al.
(2010) néhany problémara hivta fel a figyelmet ezzel a kutatassal kapcsolatban. Tobbek kozott
kiemelték, hogy a nanorészecskék koncentracidja a talajban nem egyértelmiien volt kifejezve.

Kifogasoltdk tovabba, hogy a foldigilisztakban mért koncentraciok sem voltak tisztdn
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értelmezheték. Tovabba a tesztek idGtartalmat (7 nap) is tal rovidnek talaltak egy ilyen jellegii

vizsgalathoz.

2.6 Totalreflexios rontgenfloureszencia spektometria

A totalreflexidés rontgenfluoreszcencia spektrometria (TXRF spektrometria) a
rontgenfluoreszcencia jelenségén alapul. Ha egy adott mintat rontgensugarzassal sugarzunk be,
akkor a mintabol az elemosszetételének megfeleld, fluoreszcens rontgensugarzas 1ép ki,
ugynevezett rontgenspektrum keletkezik, mely detektalhat6. Ha egy adott elemre jellemzo
energiaju rontgenvonal (vonalak) jelen van a spektrumban, ez az adott elem jelenlétére utal a
mintadban. A mintdban jelenlévd elemek mennyiségét is meghatarozhatd, mert az adott energidju
alkalmazasa esetén a gerjesztd sugarzas teljes visszaverddést szenved a levegd/mintahordozo
hatarfeliileten, igy a modszer érzékenysége jelentésen megnd, megfeleléen vékony mintaréteget a
hordozora juttatva, gyakorlatilag matrixzavarastél mentesen mérhetd az elemek koncentracioja.
gy a TXRF spektrometria felveszi a versenyt egyéb korszerii elemanalitikai modszerekkel. A 4.
abra mutatja be a TXRF spektrométer felépitését Savoly (2010) nyoman. A modszerrdl atfogoéan
ir Klockenkamper (1997), illetve magyar nyelven Osan et al. (2006). Alkalmazzak t6bbek kozott
human sejtek ¢és szovetek vizsgalatara. Gonzalez (1999) vizsgalta kiilonb6z6 sejtvonalak
elemtartalmat, tobbek kozott cinktartalmat, rézkezelést kovetden. A kezelés hatasara leginkabb a
sejtek vas és kalcium tartalma emelkedett. Megallapitotta tovabba, hogy az intracellularis Zn/Fe
arany a metabolikus integritds markere lehet a kiilonb6z6 extracellularis rézkoncentracioknak
kitett sejtekben.
Parazita fonalférgekkel végzett vizsgalatok esetén is alkalmazzdk ezt a modszert példaul
metalloproteinek jellemzésére. Radoslavov et al. (2010) leirtak egy kordbban ismeretlen
metalloproteint a Trichinella spiralis endoparazita fonalféregben ¢és TXRF segitségével
meghataroztak a metalloprotein vas, nikkel és cink aranyat a fehérjéhez viszonyitva.
A TXRF parazita fonalférgek mellett a szabadonélé fonalfégekkel végzett vizsgalatokban is
viszonylag gyakran alkalmazott analitikai modszer. Egy kozelmultban megjelent tanulmanyban
TXRF-el is mérték egy citosztatikus gyogyszer felvételét C. elegans altal (Crone et al. 2015).
A szabadon ¢16 fonalférgek koziil a Xiphinema vuittenezi névényi taplalkozasu fajjal, mely a jelen
munka egyik tesztszervezete is, szamos korabbi mérést végzett Dr. Savoly Zoltan,
kutatocsoportunk munkatarsa. A jelen munkat megel6z6 vizsgalatok soran is elsdsorban a TXRF
eljaras szolgalt a fonalférgek elemtartalmanak meghatarozésara, rézzel vagy krommal tortént

kezelést kovetden (Savoly et al., 2012).
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4. dbra TXRF spektrométer felépitése (Savoly Zoltan 2010)
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3. Anyag és modszer

3.1 Tesztszervezetek

3.1.1 Xiphinema vuittenezi

X. vuittenezi rendszertani besoroldsa

Torzs: Nematoda
Osztaly: Penetrantia
Rend: Dorylaimida
Csalad: Longidoridae
Alcsalad: Xiphineminae
Genus: Xiphinema

Faj: Xiphinema vuittenezi (Luc, Lima, Weischer and Flegg, 1964)

1. tablazat X. vuittenezi kifejlett ndstények morfometriai méretei (Andrassy-Farkas, 1988)

Teljes testhossz 2,8-3,7 mm

Testhossz / 52-72
Testsz¢lesség

Testhossz / 5,8-8,8

Nyeldcs6 hossza
Testhossz / 80-120
Farokhossz

Vulva tavolsaga fejtol/ 48-55%

Teljes testhossz (V%)

Karcsu éallat, nagy kehely vagy haromszog alakt oldalszervvel. A kifejlett ndstény allat
hossza a 3,8 mm-t is elérheti (1. tablazat), emiatt a szabadon é16 fonalférgek k6zott igen nagytestii
fajnak szdmit. Tovabba az 1. tablazat 6sszfoglalja a fajra jellemzd aranyszamokat a testhosszhoz
viszonyitva. A kutikula sima és az ajkak lekerekitettek. A 120-134 um hosszisagu szajszurony
fénymikroszkoppal jol lathato, kilokd és visszahuz6 izommal rendelkezik. A vulva koriilbeliil a
test kozepén nyilik, ez egy jellemzd hatarozobélyeg a fajnal. A farok alakja igen jellegzetes,
félgomb alakban lekerekitett, a végén pedig egy kis nyulvany-szeri dudor (az ugynevezett
,mucro”) talalhat6. A faj tobbnyire sziiznemzéssel szaporodik, a himek igen ritkdk (Andrassy-
Farkas, 1988), amit sajat tobbéves megfigyeléseink is igazoltak, mivel ezres nagysagrendben
vizsgaltunk meg ivarérett példanyokat, és himeket mindossze néhany alkalommal taladltunk. Az

elvégzett tesztekben kizardlag kifejlett ndstény allatokat hasznaltam.
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A faj f6 elterjedési teriilte Eurdpa, de eléfordul az Egyesiilt Allamokban és a Kozel-Keleten is.
Magyarorszagon a genus egyik leggyakoribb faja. Sok tapnévényli (polifag) faj, amely foként
sz016n és gyiimolestakon €1 (Andrassy-Farkas, 1988). Tobb mezdgazdasagi kulturaban is jelentds
karokat okozhat, a tapnovények gyokérzete deformalddhat a szivogatas hatasara (Jenser és Simon,

1980). Virusvektor szerepe nem egyértelmiien bizonyitott (Flegg, 1969).

é |
5. abra Kifejlett X. vuittenezi ndstény, kioltott szajszuronnyal. B: Juvenilis kora X. vuittenezi eliilsé testvége. 60x
nagyitas (Sajat felvételek)

3.1.2 Xiphinema vuittenezi kinyerése a talajbol

A kisérletekben felhasznalt X. vuittenezi egyedek az Gsszes elvégzett vizsgalathoz és
kisérlethez azonos helyrdl keriiltek begytjtésre. A talajmintak egy budapesti ingatlanon (N 47°
31 58,87, E 18° 58’ 30”) talalhato idés Germersdorfi cseresznyefa (Prunus cerasus L., cv.
‘Germersdorf’) gyokérzonajabol, 20-40 cm mélységbdl keriiltek begytijtésre.

A két kiilonbozé idOpontban gylijtétt talajmintabol a Szent Istvan Egyetem Talajtani €s
Agrokémiai Tanszékén szdmos talajtani szempontbdl fontos paraméter meghatarozasra keriilt. Az

eredményeket a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat Talajmintak tulajdonsagai X. vuittenezi fonalféreg gyiijtési helyérol

pH(KCI) pH(H20) S6 AL- AL- NHs-N  NOs-N Ka
(%) P20s K20 (mg/kg) (mg/kg)
(mg/kg)  (mg/kg)

6,6 7,4 0,10 262 324 1,3 7,4 47

6,5 7,3 0,09 735 233 3,8 4,0 47

Annak érdekében, hogy a mintdk ne veszitsenek eredeti nedvességiikbdl, kifuttatasukig lezart
milanyag zacskokban, hiitészekrényben taroltam Oket, 4 °C hémérsékleten, legfeljebb a

mintavételtdl szamitva egy hétig. Ez a tarolasi koriilmény tapasztalataink szerint nincs karos
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hatassal a fonalférgek életképességére. A fonalférgek kinyerése a talajbol Cobb Aaltal leirt
szitasorozatos modszer egy modositott valtozata alapjan tortént (Brown & Boag, 1988). Ennek
soran 200 g talajmintat csapvizzel ataztattam, ameddig szuszpenziot nem kaptam. Ezt kdvetden 1
mm lyukatmérdjii rozsdamentes acél szitan atengedtem a szuszpenzidt annak érdekében, hogy a
nagyobb, darabos részeket (kovek, gyokér- és fadarabok) kisziirjem. Ezt kovetén egy 180 um
lyukbdségii rozsdamentes acél szitdn atontdttem, a szitan fentmaradt réteget pedig egy tiszta talba
gylijtottem. A fennmaradt réteg atszitdldsat Osszesen hdromszor megismételtem. Ebbe az
OsszegyUjtott talaj szuszpenzioba keriiltek a fonalférgek, illetve az egyéb talajallatok. A
fonalférgek tényleges kifuttatasa ezutan kezd6dott. Az el6zéekben Osszegyljtott talajt egy 45 um
lyukbéségii szitara helyeztem, a szitat pedig egy friss vizzel részlegesen feltoltott lapos miianyag
talba, oly modon, hogy a szita alja érintkezzen a talban 1év6 viz felszinével, de érdemleges
mennyiségll viz a szitdba ne jusson be, tehat a viz szintje ne legyen a talajréteg felett. Ezt kovetden
a mintakat 24 oraig s6tétben, szobahdmérsékleten tartottam. Ez id6 alatt a fonalférgek és egyéb
talajallatok a szitdn 1évo talajbol a vizbe vandoroltak. 24 ora elteltével az alatétekben 1évo vizet
tiveg f6z6poharba 6ntéttem, majd hiitében taroltam 4 °C hémérsékleten. Ezt kovetéen a Xiphinema
vuittenezi egyedek kivalogatasa sztereomikroszkép (Olympus SZH 10, Olympus Optical CO.,
LTD., Tokyo, Japan) alatt tortént mtianyag tlivel. Az ivarérett X. vuittenezi néstények kivalogatasa
az alabbi hataroz6 bélyegek alapjan tortént: fej és farok morfologiaja, vulvapozicio. A kisérlet
megkezdéséig a kivalasztott X. vuittenezi ndstényeket desztillalt vizben, tiveg f6zOpoharban

tartottam, melyet parafilmmel zartam le.

6. abra Jobbra kifejlett X. vuittenezi néstény és balra juvenilis ndstény a futtatas utan sztereomikroszkop alatt
(Sajat felvétel)
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100 pm

7. abra X. vuittenezi kifejlett néstény, kidltott szajszuronnyal (200X nagyitas). A kép jobb szélen lathaté a tesztek
soran az allatok mozgatasra hasznalt milanyag eszkoz vége (Savoly Zoltan felvétele)

3.1.3 Panagrellus redivivus

Rendszertani besorolasa

Torzs: Nematoda
Osztaly: Secernentia
Rend: Rhabditida
Csalad: Panagrolaimidae
Genus: Panagrellus

Faj: Panagrellus redivivus (Linné, 1767)

8. abra P. redivivus kifejlett ndstény, (60X nagyitas, sajat felvétel)
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9. abra P. redivivus kifejlett nstény farokvége, (600X nagyitas, sajat felvétel)

Ezen r-stratégista, baktériumokkal taplalkozo faj egyedei leginkabb erjedd anyagokban fordulnak
eld nagy tomegben. Valtivart allatok, a néstények szexferomont termelnek. Ovovivipar allat, az
elsé juvenil allapot mar az anyak testén beliil bekovetkezik. A masodik larvastadiumtol a kifejlett
allapot elérésig kortilbeliil 96 ora telik el. Harom larvastadiumon keresztiil 250-350 pm-r6l 750-
2000 pm-re novekszenek. A petesejt csak a parzds eldtt termelddik, mig a spermiumok
termelddése mar a negyedik vedlés végén megkezdddik (Hechler, 1970). A vedlés folyamata eltér
a nostények és a himek esetén. A himek levedlik a kutikulat, mig a néstények esetén a kutikula
feloldodik és felszivodik (Samoiloff & Pasternak, 1969).

A Panagrellus redivivus faj torzstenyészetét gabona alapu taptalajon tartjak fent, 20+1 °C
hémérsékletii termosztatban, a SzIE Allattani és Allatokolégiai Tanszékén. Az ivarérett néstények
kivalogatasa az el6z6 fajhoz hasonlé modon tortént, Olympus SZH 10 (Olympus Optical CO.,
LTD., Tokyo, Japan) preparald mikroszkop alatt, egy milanyag tii segitségével. A kivalogatott
kifejlett ndstényeket a kisérlet megkezdéséig a Xiphinémakhoz hasonldé modon tartottam

hiitészekrényben.
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3.2 Kereskedelmi forgalomban kaphaté cink-oxiddal végzett vizsgalatok
3.2.1 Kereskedelmi forgalomban kaphaté ZnO

A Kkereskedelmi forgalomban kaphaté ZnO részecskéket (10. abra) a Sigma-Aldrich
allitotta el6. A nano-ZnO gyarto altal hivatalosan megadott paraméterei a kdvetkezdk voltak: <50
nm (TEM); hivatalos 4tlagos részecskeméret: <100 nm (TEM); fajlagos feliilet: 15-25 m?/g.
A cinkionok hatasainak vizsgalatahoz ZnSOs-ot (Merck Kft., Budapest, Magyarorszag)

hasznaltam.

\

—
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WD HV | cur det mag = s E— WD HY cur | det| mag M@ 200 nm
9.8 mm 10.00 kV 23.3 pA ETD 100 016 x ELTE TTK 9.8 mm | 20.00 kV|30.0 pA | ETD | 250 000 x ELTE TTK

10. abra Nagyszemcsés (bulk)(A) és nanoszemcsés (nano)(B) ZnO (Sigma-Aldrich) (Savoly Zoltan SEM felvételei)

Kutatocsoportunk analitikai kémikusa, Dr. Savoly Zoltan kiillonb6z6 modszerekkel vizsgélta a
ZnO részecskék méreteit. A két mérettartomanyba tartozo, kereskedelmi forgalomban kaphato
ZnO részecskéket. EPMA modszer segitségével Vizsgalva megallapitotta, hogy azok
kristalyszerkezete megegyezik, mindkét esetben cinkit modosulat alkotja. A nanorészecskék
méreteit dinamikus fényszorodassal is vizsgalta. Ez a vizsgalat azt mutatta, hogy a nano-ZnO
esetén a részecsék a vizsgalat koriilményei kozott jellemzéen 150 nm és 400 nm kozé es6
hidrodinamikai atmérdvel rendelkeztek. Ezt a mérést a nagyszemcsés cink-oxiddal nem sikeriilt
elvégezni, mert ezt a részecskék mérete nem tette lehetdveé. Az elvégzett mérések alapjan jelentds
aggregdcid sem mutatkozott a mintdkban, illetve STEM felvételek alapjan valamilyen
feliiletkezel6 anyag jelenléte volt feltételezhetd, amelyet az aggregacio elkeriilése végett
alkalmazhattak (Savoly, 2013).

3.2.2 Toxicitasi tesztek

A tesztek megkezdése eldtt a nano- és bulk-ZnO részecskékbdl egyarant szuszpenzidt
készitettem Milli-Q vizben, valamint a ZnSO4 felhasznalasaval oldatot készitettem és 30 percig

diszpergaltam ultrahangos fiirdében (Elmasonic S40 device, EIma Hans Schmidbauer GmbH &
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Co. KG, Singen, Germany, 37 kHz, 560 W). A Xiphinema vuittenezi fajjal végzett toxicitasi
teszteket 24 lyuka poliészter mikrotitraldo lemezen végeztem (IWAKI & CO., LTD., Tokyo,
Japan). Minden lyukba 2 ml szuszpenzid, vagy a kontroll esetében Milli-Q viz keriilt. Az
alkalmazott koncentraciok a kovetkezOk voltak a nano- és bulk-ZnO-t tartalmazo szuszpenzidk
esetén: 5, 25, valamint 50 mg Zn/l. A toxicitasi tesztek soran alkalmazott koncentraciok
meghatarozasanal figyelembe vettiink egyes, a munkacsoportunk &ltal kapott korabbi
eredményeket, illetve kordbban masok 4altal végzett vizsgalatok soran alkalmazott
koncentraciokat. Tovabbi szempontként, igyekeztiink kornyezetileg relevans, valamint némileg
magasabb értékeket is valasztani (Péntek & Fazekas, 2016). Kontrollként Milli-Q vizet
alkalmaztunk. Minden koncentraciot négy ismétlésben allitottam be. A tesztek megkezdésekor 10-
10 kifejlett néstény Xiphinema vuittenezi egyedet helyeztem be lyukanként a mikrotitralo lemez
kiivettaiba. A talajbol kinyert, a teszt bedllitasdig desztillalt vizben tartott ndstényeket
véletlenszertien valasztottam ki. Az allatok a 168 6ras expozicids id6 alatt nem kaptak taplalékot.
A mikrotitrald lemezek a kisérlet ideje alatt 201 °C hémérsékleten termosztatban (TS606-CZ/4-
WAR; WTW. Weilheim, Germany), sotétben voltak elhelyezve. A toxicitasi tesztek végpontja a
mortalitas volt. 24, 96, 168 6ra expozicios i1d6 leteltével az elpusztult fonalférgek szdmat alulrol
megvilagitott latoter(i preparalé mikroszkép (Olympus SZH 10 Olympus Optical CO., LTD.,
Tokyo, Japan) alatt hataroztam meg. A tartds mozgasképtelenséget a mortalitas jeleként
értékeltem. Ennek ellendrzésére egy miianyag tlivel 6vatosan megérintettem az allatokat, lehetdleg
a garatideggytiri kornyékén, stimulacio céljabol. Hogyha ezt kdvetden Sem tapasztaltam mozgast,
vagy valaszreakciot, az adott példanyt elpusztultnak tekintettem.

A kereskedelmi forgalomban kaphatd cink-oxiddal P. redivivus fajon végzett toxicitasi tesztek
kisérleti elrendezése néhany ponton eltért a fent leirt folyamathoz képest. A teszt soran hasznalt
szuszpenziok, illetve a ZnSO4-bol készitett oldat elkészitése megegyezett a fent leirt modszerrel.
Ennél a kisérletnél alacsonyabb koncentraciokat valasztottam. A teszteket 96 lyuku poliészter
mikrotitrald lemezen végeztem (IWAKI & CO., LTD., Tokyo, Japan). Az alkalmazott
koncentraciok a kovetkezok voltak ZnSOg4 esetén: 1,625; 3,125; 6,25; 12,5; 25 mg/l. A bulk- és
nano-ZnO esetén: 0,625; 1,25; 3,125; 6,25; 12,5; 25 mg Zn/l. Az egyes lyukakba 400 ul keriilt,
kontrollként Milli-Q vizet alkalmaztam. Koncentracioként o6t ismétlést allitottam be,
ismétlésenként ot allattal. Azért dontdttem Ot allat lyukankénti elhelyezése mellett, mert ennél tobb
mar zavarta volna a teszt értékelhetoségét.

Az expozicios 1d6 24 ora volt, mely alatt az allatok nem kaptak taplalékot. A mikrotitrald
lemezeket a kisérlet ideje alatt a fent emlitett modon termosztatban tartottam. A pusztulas P.

redvivivus esetében egyértelmiien megallapithato volt, a tesztek leolvasasakor nem alkalmaztam
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stimuléciot. Az elpusztult egyedek igen jellegzetes egyenes, megnyult alakot vettek fel. Az
elpusztult egyedek szamat feljegyeztem.

3.2.3 Elemfelvételi vizsgalatok

Az elemfelvételi vizsgalatokhoz hasznalt nano és bulk-ZnO szuszpenziok elkészitése a
tesztek megkezdése eldtt megegyezett a ,,3.2.2 Toxicitdsi tesztek” ciml részben leirtakkal. Az
elemfelvételi vizsgalatok soran az alabbi koncentraciokat alkalmaztam: 5, 50, 250 mgl/l.
Kontrollként Milli-Q vizet alkalmaztam. A vizsgalat kezdetén 24 lyuku mikrotitralé lemez
kiivettaiba keriilt a ZnO-ot tartalmazd szuszpenzio, illetve a kontroll folyadék, majd 5-5
véletlenszertien kivalasztott kifejlett ndstény egyed. Az ilyen modon dsszedllitott teszteket 24 6ran
keresztil 20+1 °C hémérsékleten termosztatban (TS606-CZ/4-WAR, WTW. Weilheim,
Germany), sotétben inkubaltam.
hataroztuk meg. A Savoly et al. (2012) altal leirt modszer alapjan a kdvetkezé makroelemek
mennyiségi meghatarozasat végeztiik el: kalcium (Ca), kalium (K), foszfor (P) és kén (S); illetve
az aldbbi mikroelemek meghatdrozasat végeztiik el: cink (Zn), réz (Cu), vas (Fe). A 24 o6ras
inkubécios 1d6 elteltével megkezdtem az dallatok testtdmeg meghatdrozadsdhoz sziikséges
fényképek elkészitését. Az allatokat miianyag tii segitségével kiemeltem a kezeld kozegbdl. Annak
érdekében, hogy az esetlegesen kiviilrdl a kutikulara tapadt ZnO részecskéket eltavolitsuk, egy
percen keresztiil tiszta Milli-Q vizben mostam at dket. Ez a 1épés korabbi vizsgalataink alapjan
megfelelonek bizonyult az allatok testére tapadt cinkszennyezddés eltavolitasara (Savoly et al.,
2016). Ezt a folyamatot mind a kezelt, mind a kontroll allatokkal megismételtem.

Ezutan egy liveg targylemezre egy csepp Milli-Q viz keriilt, majd az atmosott fonalférgeket is
belehelyeztem. Mivel a fondlférgek tomege a pg-0s mérettartomanyban mozog, térfogatalapt
becslés utjan tortént az allatok tomegének meghatarozasa, mely az alabbi képlettel irhato le
(Andrassy, 1956):

W = (L*D?) / (1,6*10°%)
W: fonélféreg tomege (p1g)
L: fonalféreg teljes testhossza (um)
D: fonalféreg legnagyobb testatmérdje (um)
Fénykép késziilt az allatok teljes testérdl, valamint a legnagyobb testatmérdrdl a vulvanyilasrol
(11. abra, 12. abra). A mérések elvégzéshez az Imagel szoftvert hasznaltuk. Szeretném

megjegyezni, hogy a kereskedelmi forgalomban kaphat6 cink-oxid esetén elemfelvételi
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vizsgalatokat csak a novényi taplalkozasu, X. vuittenezi fajjal végeztem. A modszerleiras

koherenciaja végett, itt mutatom be a P. redivivus faj tomegbecsléshez hasznalt képeit is.

T e

11. abra X. vuittenezi kifejlett néstény teljes allat mikroszkop alatt késziilt képe a tomegbecsléshez,
illetve jobbra a legnagyobb testatméré képe, a vulvanyilas (Sajat felvéltelek)

12. 4bra P. redivivus kifejlett ndstény teljes allat mikroszkop alatt késziilt képe a tomegbecsléshez 18,8x
nagyitasban, illetve alul a legnagyobb testatméré képe 52,5x nagyitasban. (Sajat felvételek)

A tdmegbecsléshez késziilt felvételek elkészitése utan a fonalférgeket egy miianyag tii segitségével

kvarc mintahordozora helyeztiik. Egy mintahordoz6 lapra egy allat keriilt, lehetdség szerint
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kozépre. A lapok egyedi azonositd szammal rendelkeztek. Az allatok roncsolasa 5 pl cc. suprapur
HNOs (Merck KGaA, Németorszag) oldattal tortént, mely 5 ng gallium (Merck KGaA,
Németorszag) bels6é standardot tartalmazott. Ezt kovetden a mintakat tartalmazd kvarc
mintahordozokat 90 °C-on 10 percig melegitettem {iveg Petri-csészére helyezve. A
mintaelOkészitést Dr. Savoly Zoltan segitségével végeztem. Majd az igy elOkészitett mintak
elemtartalmat ATOMIKA 8030CTXRF spektrométerrel (ATOMIKA Instruments GmbH,
Németorszag) Dr. Savoly Zoltan hatarozta meg a bécsi TU-Wien Atominstitut-ban. A mérések
fobb paraméterei az alabbiak voltak: Mo Ka gerjesztés (50 kV, 47 mA); Zr20 szlrd; 500 s mérési
id6 (live time).

Eléfordult, hogy a szallitds sordn az éllatok lecsusztak az mintahordozokrodl, vagy valamilyen
szennyezOdés miatt a mérés nem adott értékelhetd eredményt. Ilyen esetben ezen allatok
eredménye nem szerepel a bemutatott eredmények kozott. De minden esetben minimum 3-5 allat

méréseinek adataibol szarmaznak a kozolt eredmények.

3.2.4 Cinkleadas vizsgalata

Vizsgaltam nagyszemcsés és nano-ZnO szuszpenziokkal kezelt X. vuittenezi ndstények
cinkleadasat is. Ennek soran 50 mg/1 szuszpenziot készitettem kereskedelmi forgalomban kaphato
nano, illetve nagyszemcsés ZnO-bodl, a ,,3.2.2 Toxicitasi tesztek” cimil fejeztben leirt moédon. Az
elkésziilt szuszpenziokba 20-20 darab kifejlett X. vuittenezi néstényt helyeztem, az expozicids id6
5 ora volt. Ezutan az allatok athelyeztem 250 ul Milli-Q vizet tartalmazo tiveg f6z0poharba. Ett6l
kezdve a kovetkezd idopontokban: 1, 2, 3, 24, 48, 72, illetve 144 ora leteltével 20-20 ul vizet
standard-et adtunk, majd ebbdl a mintabdl 5-5 pl-t vettiink ki, és ezek cinktartalmat Dr. Savoly

Zoltan mérte TXRF moddszerrel, minden esetben hdrom parhuzamos ismétlésben.

3.2.5 Talajoldat készitése

Talajoldat jelenlétében vizsgaltam a cink leadast és a cink felvételt. A talajoldat
készitéséhez hasznalt talajt azonos a helyrdl gytijtéttem be, mint a fondlférgek kinyeréséhez
gyljtott talajmintakat. A talajoldat készitéséig a gylijtott talajt hiitdszekrényben 4 °C
hémérsékleten taroltam. A talajoldat készitéshez koriilbeliil 500-600 g talajt nedvesitettem be
csapvizzel, ezt kovetden milanyag centrifuga csObe helyeztem és centrifugaldssal kinyertem a
talajoldatot. A centrifugalds 30 percen keresztiil zajlott, 14.000 fordulat/perc fordulatszamon,

Janetzki T24 (Janetzki Tip, Lipcse, Németorszag) berendezésben. Tobb modszert alkalmaztunk a

27



10.14751/SZIE.2020.022

talajoldat kiilonb6z6 tulajdonsagainak vizsgalatdra, mértiikk tobbek kozott a fajlagos
vezetOképességét, a széntartalmat, a nitrogéntartalmat, illetve az elemtartalmat. A mérések adatai
a 3. Tablazatban talalatok. A pH-értéket ¢és a fajlagos vezetoképességet egy kombinalt
tivegelektroddal (Radelkis OP-211/1, Radelkis Kft., Budapest) felszerelt pH-mérével és Radelkis
OK-102/1 tipusu vezetoképesség-mérovel hataroztuk meg. A teljes széntartalmat, a teljes szerves
széntartalmat és a teljes nitrogéntartalmat Multi N / C Jena 2100 (Analytik Jena, Németorszag)
miszerrel hataroztuk meg, harom, 0,5 ml térfogati mintat mérve. A makro- és mikroelemtartalmat
TXRF spektrométerrel vizsgaltuk. Ebben az esetben az 5 ng Ga (Merck KGaA, Németorszag)
belsé standardot tartalmazé mintak térfogata 5 pl volt, haArom mintat mértiink meg ugyanazokkal
a paraméterekkel. Mivel a talajoldatot csapvizzel allitottuk eld, az iires koncentracidkat a viz, a
nitrogén és elemtartalom mérésével hataroztuk meg. A talajoldatban mért értékeket a 3. tablazat
foglalja Ossze. A talajoldatot a X. vuittenezi néstények elemtartalmanak vizsgalata soran,

kereskedelmi forgalomban kaphaté ZnO-val vald kezelés soran hasznaltuk fel.

3. tablazat Xiphinema vuittenezi gytjtési helyérdl szarmazo talajoldat fajlagos vezetdképessége, kémhatasa és az
elemek koncentracija

Fajlagos vezetoképesség 700 uS/cm
pH 7,50
Széntartalom 55,8+0,7 mg/l
Teljes szerves széntartalom 17,9+0,6 mg/I
Nitrogéntartalom 19,5+0,2 mg/I

Elemek koncentracioja

Foszfor 3,91+1,56 mg/l
Kén 6,04+0,41 mg/l
Kalium 8,23+0,70 mg/l
Kalcium 203,5+3,9 mg/l
Mangan 2,7040,03 mg/I
Vas 930,4+371,5 pg/l
Réz 14,23+2,12 pg/l
Cink 13,43+0,99 pg/l
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3.3 Célzottan eloallitott cink-oxiddal végzett vizsgalatok

3.3.1 ZnO eléallitasi és karakterizalasi folyamata

A ZnO részecskéket a Szegedi Tudomanyegyetem Alkalmazott és Kornyezeti Kémiai
tanszékén allitottak eld az aldbbi médon (dr. Kukovecz Akos kozlése alapjan): mindkét méretii
ZnO esetén 8,78 g Zn(CH3COO),-2H,0-ot oldottak fel 50 ml ionmentes vizben, valamint 0,04 g
NaOH-ot oldottak fel szintén 50 ml ionmentes vizben. A NaOH-oldatot allando keverés mellett
cseppenként adtak hozza a Zn(CH3COO); tartalmaz6 oldathoz ([Zn?*] = 0,40 mol/l, [OH-] = 0,01
mol/l). A két oldat dsszekeverése a nagyszemcsés ZnO esetén hexametilén-tetramin (HMTA)
jelenlétében tortént, a nagyobb részecskeméret elérése érdekében. Mindkét esetben, tehat a nano
¢és nagyszemcsés ZnO el6allitasa soran egyarant, azonnal fehér csapadék (Zn(OH).) keletkezett.
Tizpercnyi tovabbi keverés utan a Zn(OH). szuszpenziok teflon boritast autoklavba keriiltek. A
nano-ZnO eldallitdsdhoz 8 6ran keresztiil 180 °C-os hémérsékleten tartottak a szuszpenziot. A
nagyszemcsés ZnO eldallitadsdhoz 10 6ran keresztiil 200 °C-on tartottak a szuszpenziot. A folyamat
hidrotermalis részének maximalis ideje 10 ora lehet, mivel ennél hosszabb id6 elnyult, radszerti
részecskéket eredményezne (Wang, 2004). A hidrotermalis szintézis utdn a mintakat centrifugaltak
8000 rpm fordulaton, 30 percen keresztiil, majd 120 °C-on szaritottak azokat 12 o6ran keresztiil. A
ZnO részecskék eldallitasa soran nem tortént feliiletkezelés, a szaritas utdn megtdrtént a mintak
jellemzése, amely transzmisszids elektromikronszkoppal és rontgendiffrakcids mintdzatokat
rogzitésével tortént. A transzmisszios elektromikronszkoppal (FEI Tecnai G2 20 X-TWIN HR-
TEM; FEI Company, Amerikai Egyesiilt Allamok) késziilt felvételeken a pontfelbontas 0,26 nm
volt. A ZnO-mintak etanolos higitott szuszpenzidi cseppenként keriiltek szaritasra lyukasztott
szénbevonati réz TEM racsokon. Legalabb 6t TEM mikrograf kép keriilt rogzitésre minden minta
esetén. A méreteloszlast az ImageJ szoftverrel végzett TEM képelemzés alapjan nyertiik.
A rontgendiffrakcios mintazatokat Rigaku Miniflex 1l diffraktométer (Rigaku, Tokid, Japan)
haszndlatéval rogzitettiik CuKo sugarzassal (A = 1,54 A) 5 és 80° kozott (20) annak érdekében,
hogy a kristalyszerkezetr6l informaciot nyerjiink. A primer kristaly méret (D) a Scherrer egyenlet

segitségével keriilt meghatarozasra,

D K\
~ BcosH

ahol a K a Scherrer-egyenlet, A diffrakciohoz hasznalt fény hullamhossza, [ az €les cstcsok

félértekszélessége, O beesési szog (Vinila et al., 2014).
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3.3.2 Célzottan eléallitott ZnO részecskék jellemzoi

A hidrotermalisan eléallitott anyagok atlagos részecskéinek méreteit minden eldallitas utan
meghataroztadk TEM segitségével a ,,.3.3.1 ZnO eloallitasi és karakterizalasi folyamata™ cimi
fejezetben leirtak szerint. A 13. abra bemutatja a TEM-mel késziilt felvételek. Az ,,A” jeli képen

nano-ZnoO, illetve a ,,.B” jelii képen a bulk-ZnO l4thaté (mas-mas nagyitasban).

13. abra Célzottan eléallitott nano-ZnO (A) és bulk-ZnO (B) TEM képe
(Szegedi Tudomanyegyetem Alkalmazott és Kornyezeti Kémiai Tanszék)

A nanorészecskék és bulk részecskék részecskeméret-megoszlast a 14. abra mutatja be. A mért
szemcseméret (=SD) 25,1 + 9,92 nm volt a nano részecskék esetében és 221 + 124,25 nm a bulk-
ZnO esetében. A 15. abra bemutatja a ZnO nanorészecskék rontgendiffraktogram mintazatait. A
kovetkezo kilenc diffrakcids csucs a hexagonalis wurtzit ZnO anyagoknak felel meg, és
indexelhetd a kovetkezo kristalysikokra: (100) — 31,84°, (002) — 34,50°, (101) — 36,36°, (102)
—47,66°, (110) — 56,66°, (103) — 62,94°, (200) — 66,44°, (112) — 68,02° and (201) — 69,20°.
A kapott primer kristalyméretek a kovetkezok: 20,06 nm (nano-ZnO) és 46,21 nm (bulk-ZnO).
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3.3.3 Toxicitasi tesztek

A tesztek megkezdése elott a nano-és bulk-ZnO részecskékbdl szuszpenziot készitettem
Milli-Q vizben és 30 percig diszpergaltam ultrahangos fiirdében (Elmasonic S40 device, Elma
Hans Schmidbauer GmbH & Co. KG, Singen, Germany, 37 kHz, 560 W). A toxicitasi teszteket
24 lyuku poliészter mikrotitrald lemezen (IWAKI & CO., LTD., Tokyo, Japan) végeztem. Minden
lyukba 3 ml szuszpenzi6 keriilt, a tesztekben alkalmazott koncentraciok a kovetkezok voltak
mindkét tipusu szuszpenzio esetén: 0,8; 1,75; 2,5; 5; 10; 25; és 50 mg Zn/l. Kontrollként Milli-Q
vizet alkalmaztam. Minden koncentracié esetén harom ismétlést végeztem. A tesztek
megkezdésekor 10-10 kifejlett ndstény Xiphinema vuittenezi, illetve Panagrellus redivivus egyed
keriilt behelyezésre a mikrotitral6 lemez kiivettaiba. Az allatok a korabban leirtak szerint a 24 6ras
expozicios id6 alatt nem kaptak taplalékot, illetve a mikrotitrald lemezek a kisérlet ideje alatt 20+1
°C hoémérsékleten termosztatban (TS606-CZ/4-WAR; WTW. Weilheim, Germany), sotétben
voltak elhelyezve. A toxicitasi tesztek végpontja a mortalitas volt, amit 24 6ras expozicids id6

leteltével ellendriztem, fentebb a ,, 3.2.2 Toxicitasi tesztek” cimii fejezetben leirtak szerint.

3.3.4 Elemfelvételi vizsgalatok

A nano- és bulk-ZnO szuszpenziok elkészitése a tesztek megkezdése eldtt megegyezett a
,»3.3.2 Toxicitasi tesztek™ cimi részben leirtakkal. Az elemfelvételi vizsgalatok soran alkalmazott
koncentraciokat a Szegedi Tudomanyegyetemem altal elallitott cink-oxiddal végzett toxicitasi
tesztek eredményei alapjan hataroztam meg. Az elemfelvételi vizsgalatok soran harom
koncentracidban vizsgaltam, hogy milyen hatissal van a fonalféreg elemtartalmara a ZnO-
expozicio. A Kisebb koncentracionak egy, a toxicitasi tesztek soran megallapitott LCso-nél Kisebb
koncentraciot valasztottam, a kozépsé koncentracio az LCsp-hez kozeli, illetve a legnagyobb
koncentracionak az  LCsp-nél  nagyobb  koncentraciét — alkalmaztam. A  Szegedi
Tudomanyegyetemen eléallitott ZnO-dal végzett elemfelvételi vizsgalatok soran az alkalmazott
koncentraciok a kovetkezok voltak:1, 5 és 25 mg/l Zn. Kontrollként Milli-Q vizet alkalmaztam.
24 lyuka mikrotitrald lemezbe keriilt a ZnO-ot tartalmazo szuszpenziod, illetve a kontroll, majd 5
véletlenszeriien kivalasztott kifejlett ndstény X. vuittenezi vagy P. redivivus egyed. Az ilyen
modon Osszeallitott teszteket 24 oran keresztiil 20+1 °C homérsékleten termosztatban (TS606-
CZ/A-WAR; WTW. Weilheim, Germany), sotétben inkubaltam, a toxicitasi tesztekkel megegyezd
modon.
A makro- és mikroelemek elemtartalmanak meghatarozasa a fonalférgek testében TXRF

modszerrel tortént a ,,3.2.3 Elemfelvételi vizsgalatok™ alapjan. A kovetkezd elemek mennyiségi
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meghatarozasat végeztiik el: kalcium (Ca), réz (Cu), kalium (K), vas (Fe), cink (Zn), foszfor (P)
és kén (S).
A 24 6rés inkubdacios id96 elteltével megkezdtem az allatok testtomeg meghatirozasahoz sziikséges
fényképek elkészitését. Az allatok testtomegbecslése, a mintdk eldkészitése, valamint a mérés a

,,3.2.3 Elemfelvételi vizsgalatok ™ ciml fejezetben leirt modszer alapjan zajlott.

3.4 Eredmények értékelése

ToxRat statisztikai szoftver alkalmazasaval (ToxRat Professional, 2010), 95% Probit
analizissel tortént az LCio és LCso értékek meghatarozasa A mortalitast €s az elemfelvételi
vizsgalatok eredményeit R szoftver csomaggal (R Core Team, 2013) értékeltem ki. Kétutas
ANOVA-t alkalmaztunk a mortalitasi vizsgalatok kiértékelése soran, fliggd valtozoként a
mortalitast, faktorként a szemcseméretet (nano, bulk), illetve a koncentraciot allitottam be.
Dunnett post hoc tesztet alkalmaztam a kezelt és kontroll csoport kozti szignifikdns eltérés
megallapitasara, p<0,05 szignifikancia szinten. Tobbutas ANOVA-t alkalmaztam, melyben a
szemcsemeéret, koncentracio, és a faj, mint magyarazoé valtozo, valamint Ca, Cu, K, Fe, Zn, P és S
elemtartalom az allatok testében, mint fliggd valtozo szerepelt. Post hoc tesztként Tukey tesztet
hasznaltam.

A cinkleadasi vizsgalatok kiértékeléséhez kétmintds t-probat alkalmaztam, SPSS 19 verzioju

statisztikai szoftverrel végeztem az elemzést.
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4. Eredmények

4.1 Kereskedelmi forgalomban kaphaté ZnO hatasai

Toxicitasi tesztekben vizsgaltam a kereskedelmi forgalomban kaphato6 cink-oxid hatasait a
két kiilonbozo taplalkozasu csoportba tartozé fonalféreg fajra. Vizsgaltam tovabba a cinkleadast
és a talajoldat jelenlétében a cinkfelvételt. A toxicitasi tesztek a két fajjal nem egy idében kertiltek

elvégzésre.

4.1.1 Toxicitasi tesztek eredményei, Xiphinema vuittenezi

Vizsgaltam a kereskedelmi forgalomban kaphat6 nano- és bulk-ZnO hatasait a X. vuittenezi
mortalitasara. A tesztek 24 ords leolvasads eredményeit logaritmikus skalan abrazoltam, a
hibasavok a szoérdsok értékét mutatjdk. A nano-ZnO hatdsara a vizsgalt tartomanyban
koncentracio-fliggd mortalitas volt tapasztalhatd (16. abra). A nano-ZnO és ZnSO4 kezeléseknek
hasonl6 volt a mortalitasra gyakorolt hatasa. Ezzel szemben a bulk-ZnO kevésbé volt toxikus, a
24 6ras expozici6 utan a mortalitas csupan 20%-0s volt a legnagyobb (50 mg Zn/l) alkalmazott
koncentracio esetén. A bulk-ZnO mortalitasra gyakorolt hatasanak vizsgalatat folytattam 96,
illetve, 168 6ras expozicioig (4. tablazat). 96 ora expozicios id6 elteltével mar a vizsgalt legkisebb
koncentracié (5 mg/l Zn) is 83% mortalitast eredményezett, 168 ora elteltével pedig minden
vizsgalt koncentracié esetén 100% volt a mortalitas. A kontrollban, amely Milli-Q viz volt, mind

96, mind 168 ora utan is mindossze 20% volt a mortalitas mértéke.
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16. abra Kereskedelmi forgalomban kaphat6 nano- és bulk-ZnO hatasa Xiphinema vuittenezi mortalitasara 24 6ras
expozicids id6 utan
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4. tablazat Kereskedelmi forgalomban kaphato bulk-ZnO hatasa Xiphinema vuittenezi mortalitdsara 96 és 168 oras
expozicios id6 utan

Vizsgalati  Koncentracié  Expozicios  Mortalitas

anyag (mg/l) ido6 (h) (Yoxszoras)

Kontroll 0 96 20+14,1
5 96 83+9,6

Bulk ZnO 25 96 98+5,0
50 96 1000

Kontroll 0 168 20+14,1
5 168 100+0

Bulk ZnO 25 168 100+0
50 168 100+0

4.1.2 Elemfelvételi vizsgalatok eredményei talajoldat jelenlétében, Xiphinema vuittenezi

Az allatok cinktartalma harom koncentracidban, 5, 50, 250 mg Zn/l alkalmazasaval keriilt
vizsgalatra 24 oras expozicios id6 utan talajoldat jelenlétében (5. tablazat). Kontrollként a
kezeletlen fonalférgek Milli-Q vizben mért cinktartalmat tiintettem fel. A cinktartalom atlaga
(£szoras) ng/testtomeg ug-ban kifejezve. A novekvdé koncentracid ndvekvd cinktartalmat
eredményezett az allatokban. 250 mg/l Zn-koncentracié esetén a kereskedelmi forgalomban
kaphat6 nano-ZnO-val torténd kezelés nagyobb cinktartalmat eredményezett a kezelt allatokban,
mint a bulk-ZnO. A 6. tablazatban 6sszefoglalom az allatok elemtartalmat cink kezelést kovetden

talajoldat jelentlétében. Elemtartalom atlaga (+szoras) ng/testtomeg ug -ban kifejezve.

5. tablazat X. vuittenezi néstény fonalférgek testének cinktartalma 24 déras expozicios id6 utan, kereskedelmi
forgalomban kaphatd ZnO-ot tartalmazé talajoladatban

Vizsgalati anyag Koncentracié X. vuittenezi

Kontroll 0 mg/l 0,26 (£0,07)

5 mg/l 0,49 (+£0,029)

Nano-ZnO 50 mg/I 0,70 (+0,218)
250 mg/I 0,88 (+0,111)*

5 mg/I 0,33 (£0,027)

Bulk-ZnO 50 mg/l 0,67 (+0,006)
250 mg/I 0,54 (£0,092)

ANOVA, post hoc Dunnett * = p <0,05
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6. tablazat X. vuittenezi néstény fonalférgek testének elemtartalma 24 6ras expozicios id6 utan, kereskedelmi
forgalomban kaphaté ZnO-ot tartalmazd talajoladatban

Ca Cu Fe K P S

Nano-ZnO | 1,80 0,07 0,31 0,90 3,93 2,29
5 mg/l (£0,66) | (£0,01) | (£0,30) | (£0,35) | (+0,58) | (+0,46)
Nano-ZnO | 1,57 0,11 0,41 0,64 5,42 2,35
50 mg/l | (£0,23) | (£0,01) | (£0,25) | (£0,40) | (£0,53) | (£0,34)
Nano-ZnO | 1,65 0,06 0,22 1,13 4,68 3,11
250 mg/l | (£0,65) | (£0,02) | (£0,12) | (£0,26) | (£0,93) | (0,76)

Bulk-ZznO | 0,79 0,05 0,13 1,51 4,55 2,56
5mg/l | (+0,19) | (£0,01) | (£0,04) | (£0,28) | (+0,44) | (+0,53)
Bulk-ZnO 1,72 0,07 0,10 1,03 4,72 2,99
50 mg/l | (£0,41) | (£0,02) | (£0,04) | (£0,45) | (£0,67) | (£0,52)
Bulk-ZnO 1,45 0,06 0,24 1,18 3,79 2,14
250 mg/l | (£0,33) | (£0,01) | (£0,13) | (£0,49) | (£0,69) | (£0,40)

4.1.3 Cinkleadas vizsgalatanak eredményei

vuittenezi kifejlett néstény allatok cinkleadasat, kiillonb6z6 idépontokban mérve az allatok altal a
Milli-Q vizes kozegbe leadott cink mennyiségét (17. abra). Ebben a vizsgalatban a Milli-Q vizben
mérhetd teljes cink tartalom meghatdrozasra keriilt, az abrdn szerepld értékek egy allatra
vonatkoznak. Szignifikans kiilonbséget a nano-és a nagyszemcsés ZnO-kezelések kozott
vizsgéltam. A szignifikancia szint jelolései a kovetkezOképpen értelmezenddk: * = p <0,05; ** =
p <0,01. Az eltér6 szemcseméretii ZnO vegyiiletekkel kezelt allatok cinkleadasa kozott mar 2 éra
elteltével szignifikans kiilonbség mutatkozott a mintak cinktartalma alapjan. A kiilonbség az elsd
(1 oras) idépont kivételével minden mintavételi iddpontban szignifikans volt a nano- ¢és
nagyszemcsés anyaggal kezelt allatok cinkleaddsa kozott. A legtobb cink 24 6ra mulva volt
mérhetd, atlagban ekkor a Milli-Q vizbdl visszamért cink mennyisége a nano-ZnO kezelésben 26,3
(£0,78) ng Zn/éllat volt, mig a nagyszemcsés ZnO kezelésben részesiilt példanyok esetén 11,6

(£0,3) ng Zn/éllat volt.
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4.1.4 Toxicitasi tesztek eredményeim, Panagrellus redivivus

A toxicitasi tesztek 24 oras leolvasas eredményeit logaritmikus skalan &brazoltam, a
hibasavok a szorasok értékét mutatjak. A kontrollban nem tapasztaltam mortalitast. A
legalacsonyabb alkalmazott koncentracio esetén szintén nem volt mortalitas tapasztalhato (18.

abra).
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18. abra Kereskedelmi forgalomban kaphatd ZnO szuszpenzidk, illetve ZnSO4 hatasai P. redivivus mortalitasara 24
oras expozicio esetén

A nano-ZnO esetében az 1,25 mg Zn/l volt az elsé koncentracid, ahol szignifikdns (p<0,05)
mortalitds-novekedést regisztraltunk a kontrollhoz képest, a bulk-ZnO esetén ez 0,625 mg Zn/l,
illetve a ZnSO4 esetén ez 6,25 mg Zn/1 volt.

ToxRat statisztikai programmal meghatarozott LCio €s LCsp értekek 95% konfidencia
intervallummal szerepelnek a tablazatban (7. tablazat). A kereskedelmi forgalomban kaphato
nano-ZnO 24 oras LCsp értéke 5,48 mg Zn/l volt. A bulk-ZnO nagyobb toxikus hatast mutatott a
vizsgalt koncentraciokban. A bulk-ZnO 24 6ras LCsp értéke 1,45 mg Zn/l volt. A ZnSO4 24 6ras
LCsp értéke 7,24 mg/1 volt.

7. tablazat Nano-ZnO és bulk-ZnO LCig és LCsp értékei (mg/1) P. redivivus 24 éras expoziciot kdvetben

LC1o L Cso |
Nano-ZnO 1,68 (0,35; 3,04) 5,48 (3,02; 9,91)
Bulk ZnO N.d* 1,45 (0,27; 3,08)
ZnS0, 2,52 (1,76; 3,24) 7,24 (6,03; 8,71)

*N.d=nem meghatarozhato
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4.2 Célzottan eloallitott ZnO hatasai

Toxicitasi és elemfelvételi vizsgélatokat végeztem Szegedi Tudomanyegyetem altal
célzottan eléallitott nano-ZnO (~25 nm), illetve bulk-ZnO (~221 nm) felhasznalasaval.
4.2.1 Toxicitasi tesztek eredményei

A toxicitasi tesztek 24 oras expoziciot kovetd leolvasas eredményeit logaritmikus skalan
abrazoltam, a hibasavok a szérasok értékét mutatjak. Koncentracio-fiiggd mortalitast tapasztaltam
mindkét fonalféreg fajnal, mind a nano-ZnO, mind pedig a bulk-ZnO alkalmazasa esetén a 24 6ras
expozicios id6 utan (19. abra és 20. abra). A kontrollban mindkét faj esetén 10% alatti volt a
pusztulas, mely — egzakt érvényességi kiiszob hijan is — azt mutatja, hogy a tesztek megbizhatdan

mikodtek, tehat azok eredményeit érvényesnek tekinthet;jiik.
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19. abra X. vuittenezi mortalitasa 24 oras expozicio utan
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20. abra P. redivivus mortalitisa 24 dras eXpozicio utan

A ZnO-nak a novényi taplalkozast X. vuittenezi mortalitasara gyakorolt toxikus hatasat a
részecskeméret szignifikansan befolyasolta (kétutas ANOVA, F =247,95, p <0,001). A nano-ZnO
toxikus hatasa mar 1,75 mg/l koncentracidoban is szignifikdnsnak bizonyult a kontrollhoz képest
(p<0,05). Mar 5 mg Zn/l koncentracio is teljes mértékii (100%-0s) mortalitast idézett el6 a X.
vuittenezi-re 24 o6ra utan. A 8. tablazatban LCio, illetve LCso értékek 95%-0s konfidencia
intervallumukkal szerepelnek. A nano-ZnO 24 6ras LCsp érteke 1,63 mg Zn/l volt. Ezzel szemben
a bulk-ZnO jelentésen kisebb toxikus hatast mutatott a vizsgalt koncentraciokban; 25 mg Zn/l volt
az elsd koncentracid, ahol szignifikans (p<0,05) mortalitds-novekedést regisztraltunk a
kontrollhoz képest. A bulk-ZnO 24 6ras LCsp értéke 57,77 mg Zn/l volt.

A ZnO részecskemérete a bakterialis taplalkozasu fonalféreg fajra gyakorolt toxicitast is
szignifikans mértékben befolyésolta (kétutas ANOVA, F = 12,50, p<0,001). Mindkét anyag
szignifikansan novelte a Panagrellus redivivus néstények mortalitasat a kontrollhoz képest mar a
1,75 mg Zn/l koncentraciotol kezdédéen. A nano-ZnO LCsp értéke 3,34 mg Zn/l, mig a bulk-ZnO
24 6ras LCsp értéke 2,38 mg Zn/I.

8. tablazat Nano-ZnO és bulk-ZnO LCyg és LCsp értékei 24 6ras expozicid Utan

X. vuittenezi P. redivivus
LCyo (mg/l) LCso (mg/l) LCyo (mg/l) LCso (mg/l)
Nano-ZnO 1,20 (1,19; 1,20) 1,63 (1,63; 1,63) 1,21 (0,50; 1,74) 3,34 (2,57; 4,50)
Bulk ZnO 9,82 (0; 20,03) 57,77 (32,32, N,d*) 0,83 (0,31; 1,23) 2,38 (1,82; 3,13)
*N.d=nem meghatarozhat6
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4.3 Célzottan eloallitott ZnO elemfelvételi vizsgalatok eredményei

Mindkét faj kezeletlen egyedeinek elemtartalmara vonatkozo 6sszefoglald eredmények a
9. tablazatban lathatok. Az allatok elemtartamara vonatkozé eredményeket (atlag (+szoras))
minden esetben olyan mdédon adtam meg, hogy az adott elem ng-ban kifejezett mennyisége

elosztasra keriilt az allat ug-ban kifejezett testtomegével.

9. tablazat Kezeletlen X. vuittenezi és P. redivivus egyedek elemtartalmanak 6sszesité tablazata

Ca Cu Fe K P S Zn
X. vuittenezi 0,79 0,09 0,14 1,95 6,80 3,23 0,26
(£0,09) (£0,08) (£0,06) (£0,19) (£5,33) (£0,79) (£0,07)
P. redivivus 2,4 0,02 0,29 3,09 7,67 2,47 0,11
(0,97) (20,02) (£0,27) (+0,52) (£3,81) (£1,28) (£0,09)

4.3.1 Cinktartalom

A 10. tablazat bemutatja az allatok testében mért cink mennyiségét. Mindkét faj esetében
koncentraciofiiggd hatas volt megfigyelhetd (tobbutas ANOVA, F = 10,47, p<0,001). A
részecskeméret nem befolyésolta az allatokban mért cinktartalmat egyik faj esetében sem. A X.
cinktartalmat a kontrollhoz képest, nano- és bulk-ZnO esetén is. Ezzel szemben a P. redivivus
esetén mar 5 mg/l koncentraciotdl szignifikansan tobb cink volt mérhet6 az allatok testében a
kontrollhoz képest. A testtomegre szamitott cinkmennyiség alapjan a P. redivivus szignifikdnsan

tobbet vett fel a cinkbdl, mint a masik faj (tobbutas ANOVA, F = 5,31, p =0,025).

10. tablazat Fonalférgek cinktartalma X. vuittenezi (A) és P. redivivus (B) esetében 24 dras expozicids id6 utan.

Vizsgalati Koncentracio X. vuittenezi P. redivivus
anyag
Kontroll 0 mg/l 0,26 (£0,073) 0,11 (£0,09)
1 mg/l 0,83 (+0,120) 0,44 (£0,264)
Nano-ZnO 5 mg/l 0,70 (£0,091) 1,62 (£0,237)**
25 mg/I 2,15 (£0,727)** 1,66 (£0,523)**
1 mg/l 0,63 (+0,344) 0,83 (+0,385)
Bulk-ZnO 5 mg/l 0,70 (£0,223) 1,48 (£0,575)*
25 mg/I 1,17 (£0,437)* 1,33 (+0,602)*

A fondlférgek cinktartalma ng/pg testtomegre van megadva. Szignifikans kiilonbség a kontrollhoz képest (ANOVA,
post hoc Dunnett) * = p <0,05; ** = p <0,01)
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4.3.2 Kaliumtartalom

Szignifikans kiilonbség volt a két faj kaliumtartalmaban (tobbutas ANOVA, p<0,001; F =
16,5). A két faj koziil a X. vuittenezi kezeletlen példanyai szignifikansan kevesebb kaliumot
tartalmaztak (1,95 + 0,18 ng/pug), mint a P. redivivus faj kezeletlen egyedei (3,09 + 0,52 ng/ug).
Nem volt szignifikans eltérés a X. vuittenezi faj esetében a kontrollhoz képest sem a nano, sem
bulk-ZnO esetén, kivéve az 1 mg/l nano-ZnO koncentracioval kezelt allatok esetén, amelyek koziil
a nano-ZnO kezelésben részesiilt példanyok kaliumtartalma kisebb volt a tobbiekénél. Ezzel
szemben a masik faj, a P. redivivus kezelt egyedeinek kaliumtartalma szignifikdnsan kisebb volt
a kontrollhoz képest. A szemcseméretnek nem volt szignifikans hatdsa az allatok

kaliumtartalmara.

11. tablazat Fonalférgek kaliumtartalma X. vuittenezi (A) és P. redivivus (B) esetében 24 6ras expozicids id6 utan

Vizsgalati Koncentracio X. vuittenezi P. redivivus
anyag
Kontroll 0 mg/l 1,95 (+0,186) 3,09 (£0,523)
1 mg/l 0,73 (£0,253) 1,04 (+0,347)
Nano-ZnO 5 mg/l 1,45 (+£0,547) 0,58 (£0,210)***
25 mg/l 1,74 (£0,413) 0,67 (£0,427)**
1 mg/l 1,06 (£0,411)* 0,77 (£0,695)**
Bulk-ZnO 5 mg/l 1,34 (+£0,204) 0,68 (£0,354)**
25 mg/I 1,84 (+0,480) 0,84 (£0,343)**

A fonalférgek elemtartalma ng/pg testtdmegre van megadva. Szignifikans kiilonbség a kontrollhoz képest
(ANOVA, post hoc Dunnett) * = p <0,05; ** = p <0,01).

4.3.3 Kalciumtartalom

Szignifikans kiilonbség volt a két faj kalciumtartalmaban a kontroll és kezelt allatok esetén
is. A P. redivivus faj kontroll egyedeiben 2,44 + 0,97 ng/ug kalcium volt mérhetd, ez a masik faj
esetén 0,79 £+ 0,09 ng/ug volt. Sem a nano, sem a bulk-ZnO kezelésnek nem volt szignifikans
hatasa a X. vuittenezi faj egyedeinek kalciumtartalmara, ezzel szemben P. redivivus egyedinek
kalciumtartalma a nano-ZnO kezelés hatasara csokkent. A szemcseméretnek nem volt szignifikans

hatasa az allatok testében mérhet6 kalcium mennyiségére (ANOVA, F = 1,26; p = 0,27).
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12. tablazat Fonalférgek kalciumtartalma X. vuittenezi (A) és P. redivivus (B) esetében 24 6ras expozicios id6 utan.

Vizsgalati Koncentracio X. vuittenezi P. redivivus
anyag
Kontroll 0 mg/l 0,79 (£0,092) 2,44 (£0,976)
1 mgl/l 0,63 (+0,076) 0,97 (£0,357)**
Nano-ZnO 5 mg/l 0,76 (+0,238) 0,70 (£0,296)***
25 mg/l 0,69 (+0,178) 1,05 (£0,014)**
1 mg/| 0,46 (£0,139) 1,55 (+£0,51)
Bulk-ZnO 5 mg/l 0,6 (+0,160) 1,14 (£0,562)*
25 mg/| 0,61 (£0,316) 0,92 (£0,427)**

A fonalférgek elemtartalma ng/ug testtdmegre van megadva. Szignifikans kiilonbség a kontrollhoz képest
(ANOVA, post hoc Dunnett) * = p <0,05; ** = p <0,01; ***=p<0,001).

4.3.4 Réztartalom

A P. redivivus réztartalma gyakorlatilag nem valtozott a ZnO hatasara. X. vuittenezi-nél
csokkenés volt megfigyelhetd. De nem volt szignifikans kiilonbség a kontroll és kezelt allatok
réztartalma kozott egyik faj esetében sem. A X. vuittenezi kontroll egyedeinek réztartalma 0,09
(£0,08) ng/ug volt, a P. redivivus kontroll egyedeiben ennél alacsonyabb 0,02 ng/pg atlagos

réztartalom volt mérhetd, nem volt szignifikans kiilonbség a két faj egyedei kozott.

13. tablazat Fonalférgek réztartalma X. vuittenezi (A) és P. redivivus (B) esetében 24 6ras expozicios id6 uta

Vizsgalati Koncentracio X. vuittenezi P. redivivus
anyag

Kontroll 0 mg/l 0,09 (£0,082) 0,02 (+£0,018)
1 mg/l 0,06 (£0,01) 0,02 (£0,012)

Nano-ZnO 5 mg/l 0,06 (+£0,028) 0,02 (£0,007)
25 mg/| 0,06 (£0,021) 0,02 (£0,014)

1 mg/l 0,05 (£0,037) 0,02 (£0,008)

Bulk-ZnO 5 mg/l 0,05 (£0,012) 0,02 (+0,004)
25 mg/l 0,04 (£0,019) 0,02 (+0,008)

A fonalférgek elemtartalma ng/pg testtomegre van megadva.
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4.3.5 Vastartalom

Nem volt szignifikans hatdsa a ZnO kezelésnek a vastartalomra, sem a nano, sem a bulk
forma esetén. A X. vuittenezi kontroll egyedeinek vastartalma 0,14 (+0,06) ng/ug volt, a P.
redivivus kontroll egyedeinél 0,29 (+0,27) ng/pg vastartalom volt mérhetd. A Kezelés hatasara a

vastartalomban csokkend tendencia volt megfigyelhet6 P. redivivus esetén.

14. tablazat Fonalférgek vastartalma X. vuittenezi (A) és P. redivivus (B) esetében 24 6ras expozicids id6 utan

Vizsgalati Koncentracio X. vuittenezi P. redivivus
anyag

Kontroll 0 mg/l 0,14 (£0,059) 0,29 (£0,271)
1 mg/l 0,16 (£0,063) 0,19 (+0,257)

Nano-ZnO 5 mg/l 0,21 (+0,112) 0,09 (£0,031)
25 mg/I 0,22 (+0,157) 0,15 (£00,138)

1 mg/| 0,14 (£0,076) 0,16 (£0,032)

Bulk-ZnO 5 mg/l 0,10 (£0,034) 0,08 (£0,015)
25 mg/I 0,12 (+0,045) 0,06 (+0,011)

A fonalférgek elemtartalma ng/ug testtomegre van megadva.

4.3.6 Foszfortartalom

Figyelembe véve a két faj esetén mért 6sszes adatot, elmondhatd, hogy a cink kezelésnek
altalanossagban hatasa volt az allatok foszfortartalmara (p<0,05; F = 2,75). Ezzel szemben sem a
fajnak, sem pedig a szemcseméretnek nem volt hatasa erre a paraméterre. Hasonl6 foszfortartalom
volt mérheté a két faj esetén. A X.vuittenezi kontroll egyedeinek foszfortartalma 6,80 (£5,33)

ng/ug volt, mig a P. redivivus kontroll egyedeinél 7,67 (+3,81) ng/pug foszfortartalom volt mérhetd.

15. tablazat Fonalférgek foszfortartalma X. vuittenezi (A) és P. redivivus (B) esetében 24 6ras expozicios id6 utan

Vizsgalati Koncentracio X. vuittenezi P. redivivus
anyag

Kontroll 0 mg/l 6,80 (£5,335) 7,67 (£3,809)
1 mg/l 4,51 (x£1,295) 4,74 (£2,452)

Nano-ZnO 5 mg/l 3,65 (£1,095) 4,06 (x1,827)
25 mg/I 10,20 (£6,347) 5,52 (+4,007)

1 mg/l 7,58 (£2,981) 5,31 (+1,386)

Bulk-ZnO 5 mg/l 4,51 (£2,335) 4,58 (+0,945)
25 mg/I 5,76 (£1,706) 4,22 (+1,175)

A fonalférgek elemtartalma ng/pg testtomegre van megadva.
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4.3.7 Kéntartalom
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Nem volt szignifikans hatdsa a ZnO kezelésnek az allatok kéntartalmara, sem a nano, sem

a bulk szemcseméretii anyag esetén. Hasonlo kéntartalom volt mérheté mindkét faj kezeletlen

egyedeiben. A X. vuittenezi kontroll egyedeinek kéntartalma 3,23 (£0,79) ng/ug volt, a P.

redivivus kontroll egyedeinél 2,47 (x1,28) ng/ug kéntartalom volt mérheto.

16. tablazat Fonalférgek kéntartalma X. vuittenezi (A) és P. redivivus (B) esetében 24 6ras expozicios id6 utan

Vizsgalati Koncentracio X. vuittenezi P. redivivus
anyag

Kontroll 0 mg/l 3,23 (+0,786) 2,47 (£1,284)
1 mg/l 3,24 (£0,920) 1,63 (£1,062)

Nano-ZnO 5 mg/l 3,06 (+£0,889) 1,45 (£0,774)
25 mg/I 5,02 (£2,077) 1,34 (£0,563)

1 mg/l 3,77 (£1,497) 1,92 (£0,653)

Bulk-ZnO 5 mg/l 2,72 (£1,308) 1,59 (£0,374)
25 mg/l 2,50 (£0,796) 1,82 (£0,571)

A fonalférgek elemtartalma ng/ug testtomegre van megadva.
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4.4 Uj tudomanyos eredmények

1. A Xiphinema vuittenezi fonalféreg fajjal poliészter mikrotitralo lemezen Milli-Q vizes kézegben
elvégzett Okotoxikologiai vizsgalat soran megallapitottam, hogy a ndvényi taplalkozasu
Xiphinema vuittenezi fonalféreg faj jelentésen nagyobb érzékenységet mutat a nano- mint a

nagyszemcsés ZnO mérgezo hatasa irant.

2. A Xiphinema vuittenezi és a Panagrellus redivivus fonalféreg fajokkal poliészter mikrotitrald
lemezen Milli-Q vizes kozegben elvégzett 6kotoxikologiai vizsgalat soran megallapitottam, hogy
a fitofag Xiphinema vuittenezi és a bakterialis taplalkozasu Panagrellus redivivus azonos

érzékenységet mutat a 25 nm-es méretli nano-ZnO mérgezd hatdsa irant.

3. A vizsgalt fonalféreg fajok elemfelvételi viszonyaira, illetve elemtartalmara vonatkozdan
megallapitottam, hogy az altalam alkalmazott kisérleti koriilmények kozott a Xiphinema vuittenezi
¢s a Panagrellus redivivus faj kezeletlen egyedei kozott cinktartalom, vastartalom,
foszfortartalom, kéntartalom, réztartalom tekintetében nincs kiilonbség. A Xiphinema vuittenezi és
a Panagrellus redivivus faj kezeletlen egyedei kiilonboztek azonban kaliumtartalom, illetve
kalciumtartalom tekintetében. Mindkét elem a Panagrellus redivivus egyedeiben fordult el6

szignifikansan nagyobb mennyiségben.
4. Megallapitottam, hogy a nano- és a nagyszemcsés ZnO expozici6 hatasara valtozhat az allatok

elemtartalma, amennyiben a cink-oxid kezelés csokkentette a kezelt Panagrellus redivivus

egyedek kalciumtartalmat, illetve kaliumtartalmat.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

5.1 Kereskedelmi forgalomban kaphaté ZnO hatasai

5.1.1 Toxicitas

A Zn0O vegyiiletek jellemzd méreteire vonatkozo, Dr. Sdvoly Zoltannal végzett vizsgalatok
alapjan kidertlt, hogy a nanoszemcsés ZnO részecskemérete 150 nm és 400 nm kozott van, tehat
szigorian véve nem tekinthetd nanoanyagnak. Megallapitast nyert az is, hogy a vizsgalati
koriilmények kozott a részecskék aggregacidja nem volt jelentds. A X. vuittenezi fajra a nano-ZnO
sokkal toxikusabbnak bizonyult, mint nagyszemcsés megfeleléje, ugyanakkor a mortalitas
mértéke kozel azonos volt a ZnSO4 oldat mortalitasra gyakorolt hatasaval.

Tehat annak ellenére, hogy a nano-ZnO-ként forgalmazott készitmény tényleges szemcsemérete
alapjan nem sorolhaté a nanoanyagok ko6zé, a nagyszemcsés megfelel6jétol eltéré hatasokat
gyakorolt a fonalférgekre. A ZnSO4 oldattal végzett vizsgalatok alapjan az anyag toxicitasaért a
kioldodott Zn?* ionok a feleldsok. Savoly et al. (2016) vizsgalta az 4ltalam is hasznalt nano és
bulk, valamint nagyszemcsés cink-oxid szuszpenzidk oldott cink tartalmat kiilonbozé pH
tartomanyokban. A nano szerkezetli ZnO szuszpenzidk esetén tobb volt a kioldddott cink (21.
abra). A kioldddott cink mennyiségét befolyasolta a szuszpenziok kémhatasa. Alacsonyabb pH

esetén mindkét szemcseméretii anyagbdl jelentdsen tobb cink oldodott ki.
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21. abra Kereskedelmi forgalomban kaphat6 nano- és bulk- ZnO szuszpenziok oldott cink tartalma, kiilonb6zé pH
tartomanyban (Forras: Savoly et al., 2016)

A nano-ZnO gyakorlatilag a teljes mennyiségben, a bulk-ZnO-nak tobb mint 50% oldatba megy
pH=5,5 és 6,3 kémhatas értékeknél.

47

I ,‘J‘;"

{1
A\



10.14751/SZIE.2020.022

A szuszpenzidk cink koncentracidja alapjan az oldott cink mennyiségét 0sszevetettiik az adott
szuszpenzié altal eldidézett 24 oras mortalitas értékeivel (22. abra). Nano-ZnO és a ZnSOs
toxicitdsa meghaladja a bulk-ZnO toxicitasat, még akkor is mikor az oldott cink mennyisége 10

mg/I alatti.
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22. abra Kereskedelmi forgalomban kaphat6 nano- és bulk-ZnO mortalitasra gyakorolt hatisa 24 6ras expozicios
esetén az oldott cink mennyiségének fliggvényében

5.1.2 TXRF vizsgalatok eredménye

A talajoldattal végzett vizsgalatok ereményét Osszevetve Dr. Savoly Zoltan korabbi,
kereskedelmi forgalomban kaphat6 ZnO-ra vonatkozo mérési eredményeivel megallapithatd, hogy
a talajoldat jelenléte szignifikdnsan csokkentette a kezelt allatok testében mérhetd cinktartalmat
(Savoly et., 2016). Ezt feltehetén a talajoldat szervesanyag tartalmanak kolcsonhatasa okozta a
cink-oxid részecsekékkel. A szervesanyagok jelenléte és a tesztk6zeg milyensége nagymértékben
befolyasolhatja a kioldodott cinkionok mennyiségét. A fulvosav, mely az egyik legfontosabb
természetes szervesanyag, csokkenheti a kioldodott szabad cink mennyiségét (Miao et al., 2010).
A foszfor jelenlétének is hasonld hatasa lehet (Li et al., 2011). Az altalam hasznalt talajoldat
foszfortartalma (3,91+1,56) mg/l volt.

48

i ,‘I‘;"

1
A\



10.14751/SZIE.2020.022
5.2 Célzottan eloallitott ZnO hatasai

A kereskedelmi forgalomban kaphatdé nano-ZnO tulajdonsagainak vizsgéalata soran
kideriilt, hogy a részecskék jellemz6é mérete felette van a 100 nm-es kiiszobértéknek. Ezért a
Szegedi Tudomanyegyetem Alkalmazott és Kornyezeti Kémiai tanszékén Kukovecz Akos és
kutatocsoportja kérésiinkre célzottan eldallitott ZnO nanorészecskéket, illetve nagyszemcsés
megfeleldjiiket. Ezt kovetéen a Szegedi Tudomanyegyetem altal eldallitott nano- és bulk ZnO

toxicitasanak ¢és elemfelvételre gyakorolt hatasainak vizsgalataval folytattam a munkat.

5.2.1 Toxicitas

A Szegedi Tudomanyegyetem Alkalmazott és Kornyezeti Kémiai Tanszék munkatérsai
altal el6allitott nano- és bulk-ZnO P. redivivus mortalitasara gyakorolt hatasa megegyez6 volt. Ez
az eredmény Osszhangban van Wang et al. (2009) eredményeivel. Wang és munkatarsai az idézett
vizsgalatban C. elegans L1 larvastadiumaba tartoz6 tesztpéldanyokat alkalmaztak, hogy vizsgaljak
és Osszehasonlitsak a nano-ZnO és bulk-ZnO, valamint a ZnCl, toxikus hatisat. Ebben a
vizsgalatban szintén nagytisztasdgu vizet hasznaltak tesztkozegként, azonban az allatoknak
taplalékot is biztositottak a 24 oras teszt alatt. Az LCsp értékek 1ényegében megegyeztek a kétféle
szemcseméretii ZnO esetén. A nano-ZnO (20 nm) LCsp értéke 2,2 mg/L, illetve a bulk ZnO (532
nm) értéke 2,3 mg/ volt. Ezek az eredmények hasonloak az altalunk kapott nano-ZnO X. vuittenezi
mortalitasa alapjan szamolt LCso értékéhez, illetve nano-ZnO ¢és bulk-ZnO P. redivivus-ra
gyakorolt mortalitas értékéhez. Egy lehetséges magyardzata annak, hogy a ndvényi nedvszivo X.
vuittenezi jobban toleralja a bulk-ZnO terhelést, hogy a kontroll allatok eleve valamennyivel tobb
cinket tartalmaztak, mint a P. redivivus faj egyedei. Emellett a nano-ZnO-nak sokkal erételjesebb
a toxikus hatasa a novényi nedvszivo fajra. Ez az eredmény Osszhangban van a kereskedelmi
forgalomban kaphat6 ZnO-ra kapott eredményeinkkel. Ebben a vizsgalatban is a nano-ZnO
toxikusabbnak bizonyult, mint a ZnCl, vagy a bulk-ZnO a X. vuittenezi fajra. Egy masik, C.
elegans fajon végzett vizsgalatban, melyben szubletalis végpontokat is vizsgaltak, kimutattak,
hogy a nano-ZnO sokkal er6teljesebb hatast gyakorol egyes tesztvégpontokra a bulk-ZnO-hoz
képest. Ilyen példaul az utédszam csokkenés, illetve a tilszabalyozott gén expresszid (Gupta et
al., 2015). Valamint a nano-ZnO esetén erételjesebb a fototoxikus hatas (Ma et al., 2011). Ma et
al. (2011) vizsgalta a ZnO részecskék toxikus hatdsat sotétben, illetve természetes napfény,
valamint mesterséges laboratoriumi fénnyel torténé megvilagitas hatasara. Sotétben végzett 24
oras teszt alatt mortalitds nem volt tapasztalhatd. Laboratoriumi fénnyel torténd megvilagitas
hatasara a becsiilt LCso 60-80 mg Zn/1 értéket adott nano-ZnO esetén. Ez a sokkal magasabb, mint
az altalunk kapott eredmény a szintén baktériumfogyaszto, P. redivivus-ra. Egy masik, kifejlett C.

elegans-on végzett vizsgalatban a 24 6ras LCso érték 100 nm, illetve 10 nm ZnO részecskék esetén
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1,0 g/l és 0,62 g/l volt (Gupta et al., 2015). Ebben a vizsgalatban a tesztkozeg tobbek kozott

kalcium-klorid és kalium-klorid tartalmu K-medium volt, illetve az allatok nem kaptak taplalékot
a kisérlet alatt.

Eredményeink ramutatnak a két altalunk tesztszervezetként alkalmazott faj érzékenysége kozti
kiilonbségre, amely azonban nem feltétleniil esik egybe az eddigi ismeretek alapjan elvarhatd
trendekkel. A X. vuittenezi faj a Dorylaimida rendbe tartozik, amelyet altalanossagban a leginkabb
stresszérzékeny csoportként tartanak szamon (Bongers, 1990). Bar e faj cinkterhelésre adott
komparativ (mas fajhoz viszonyitott) stresszvalaszai egyaltalan nem ismeretesek a
szakirodalombol, kromterhelés hatédsait vizsgalva Horvath et al. (2010) egy masik fitofag
fonalféreggel, a Rotylenchus buxophilus (Golden, 1956) fajjal 6sszehasonlitva azt talalta, hogy a
X. vuittenezi érzékenyebb, amennyiben azonos szintli mortalitast mar tizedakkora koncentracio is
kivalt ndla, mint a R. buxophilus-nal.

Ezzel szemben a P. redivivus-t is magaba foglald6 Rhabditida rend egyes csoportjait a leginkabb
stressztliré szabadon €16 fonalféreg taxonok kozé soroljak. Megjegyzendd ugyanakkor, hogy a
nehézfémterhelések irant leginkabb tolerans Rhabditida csoportnak tobb kutatds szerint sem az
efemer életmo6du csaladok (Rhabditidae és a P. redivivus-t is magaba foglald Panagrolaimidae)
bizonyultak, hanem a talajlako fonalféreg egylittesekben igen gyakran dominans szerepet bet61td
Cephalobidae csalad (Bongers, 1990, Nagy, 1999, Nagy, 2009).

Vizsgalataim eredménye alapjan a X. vuittenezi és a P. redivivus hasonléan reagalt a nano-ZnO-
ra. Boyd et al. (2003) azt az eredményt kapta, talajban, illetve vizes kdzegben végezett mortalitasi
teszteken keresztiil, hogy a P. redivivus kevésbé érzékeny rézre mint, két masik bakterivor
fonalféreg, a C. elegans és a Pristionchus pacificus. Egy, a P. redivivus-hoz rendszertanilag kozel
allo fajon (P. silusiae) végzett toxicitasi teszteket hét nehézfémmel Haight et al. (1982). A
nehézfémek hatassal voltak a posztembrionalis fejlodésre, novekedésgatlast eredményezve, ez a
cink esetében azonban csak a legnagyobb koncentracié (500 mg/l) esetén mutatott szignifikans
kiilonbséget a kontrollhoz képest. A 24 6ras LCso a kifejlett allatok esetén 225 mg/1 volt. Leitgib
et al. (2007) a munkam soran is tesztelt fajon, a P. redivivus-on vizsgaltak egy korabbi cink- és
6lombanya szennyezett talajabol szarmazoé kivonat szaporodasgatld hatasat. Eredményeik alapjan
sem a 268 mg/kg cinket tartalmazo szennyezett talajbol szarmazo extraktum, sem pedig a 21 mg/kg
cinket tartalmazd, nem szennyezett kerti talajbol szarmazo extraktum nem volt karos hatéassal a faj
szaporodasara.

A cinkion felszabaduldsa fontos szerepet jatszik a cink-oxid toxicitdsdban. A felszabadult
cinkionok mennyisége fligg a cink-oxid fiziko-kémiai tulajdonsagaitol, illetve kdrnyezeti
tényez6t6l (példaul pH, homérséklet, és szervesanyag jelenléte) (Ma et al., 2013). A Szegedi

Tudomanyegyetemen, Dr. Kukovecz Akos csoportja altal 1étrehozott cink-oxid részecskékkel
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végzett vizsgalat soran, a kioldodott Zn?* mennyiségének mérése nem tdrtént meg. Azonban a
kereskedelmi forgalomban elérhetd cink-oxiddal végzett vizsgalat sordn az oldott cinktartalmat
TXRF modszerrel meghataroztuk. A nano-ZnO oldhatdsaga meghaladta a bulk-ZnO oldhatosagat,
mind a négy vizsgalt pH tartoméanyban (Savoly et al., 2016). Mas vizsgalatok is arra az eredményre
jutottak, hogy kisebb ZnO részecskék nagyobb oldhatésagot mutatnak (Borm et al., 2006;
Mudunkotuwa et al., 2012; Reed et al., 2012). Talajlaké ugrovillassal (Folsomia candida) végzett
vizsgalatok ereménye alapjan a nano-ZnO toxikus hatasat a kioldodott cinkionok okozzak és nem
részecskeméret (Kool et al., 2011). A ZnO nanorészecskék jelenléte altal kivaltott megndvekedett
ROS mennyiség és a DNS karosodasa tenyésztett sejtekben, kapcsolatban all a cinkionok
kioldodasaval (Annangi et al., 2015). Ez magyarazatot jelenthet a X. vuittenezi-re gyakorolt
toxikus hatasra is. Fontosnak tartom megjegyezni, hogy a vizsgélataim soran alkalmazott nano-
ZnO koncentraciok nagyobbak voltak, mint a becsiilt kornyezeti koncentraciok. Sun et al. (2014)
modellezte a mesterségesen eldallitott nanoanyagok kikeriilését a kornyezetbe. Szamitasai alapjan
a nano-ZnO kornyezeti koncentracidja 0,09 pg/l-re becsiilheté a felszini vizekben, illetve 24
mg/kg szennyviziszapban. A nano-ZnO koncentraciok éves novekedésének mértékét 0,01 pg/kg-
re becslilte az urbanizalt teriiletek talajaban. Eziddig igen kevés kisérletben vizsgaltdk a nano-ZnO
hatasait kornyezetileg relevans koncentraciok alkalmazasaval. Wu et al. (2013) vizsgalta 0,0005-
50 pg/l koncentracioban a 30 nm SiO2, TiO2 és ZnO nanorészecskék C. elegans-ra gyakorolt
hatdsat. A vizsgalatban a ZnO nanorészecskéknek volt a legtoxikusabb hatasuk a tobbi vizsgalt
részecskéhez képest. A nano-ZnO szignifikdns mértékben ndvelte a mortalitast az 50 pg/l
koncentracioban.

Emellett fontos megjegyezni, hogy mar a 0,05 pg/l koncentracié is szignifikansan befolyasolta
egyes nem letdlis végpontok alakuldsat: az allatok mozgasintenzitadsat csokkentette, a ROS
termel6dését pedig novelte (Wu et al., 2013).

Néhany tanulmany vizsgalta a cinktolerancia hatdsmechanizmusat C. elegans faj segitségével
(Murphy et al., 2011; Bruinsma et al., 2008). Murphy et al. (2011) ugy talalta, hogy a hisztidin
befolyédsolhatja a cink metabolizmusat, ezéltal védelmet biztosithat a cink toxikus hataséaval
szemben. Polak et al. (2014) vizsgalta metallothioneinek szerepét a ZnO toxicitasanak kivédésére
C. elegans-ban. Raman spektroszkopiaval szignifikans kiilonbségeket talaltak a kezelt

fémérzékeny mutans fonalférgek feji- és farokrégioja kozott.
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5.2.2 Elemfelvételi vizsgalatok

Elemfelvételi vizsgalatokat végeztem harom cinkkoncentracioval. Az elemfelvételi
vizsgalatokban alkalmazott koncentraciok az elézetes vizsgéalatok eredményei alapjan kertiltek
kivalasztasra. A két vizsgalt faj kezelt egyedeinek elemtartalma eltéré modon valtozott a kezelések
hatasara. A cinkfelvétel szignifikdnsan nagyobb volt a P. redivivus faj esetén, mint a X. vuittenezi
faj esetén, valamint az utobbi faj elemtartalmara 6sszességében kevésbé volt hatassal a kezelés. A
X. vuittenezi fajnal csak a legnagyobb alkalmazott koncentracié (25 mg Zn/l) eredményezett
sziginifikans cinktartalom ndvekedést a kontroll egyedekhez képest. Hasonld eredmény volt
tapasztalhatd a kereskedelmi forgalomban kaphaté ZnO-dal tortént kezelés utan Savoly et al.
(2016) vizsgalataban. Ezzel szemben a bakterivor P. redivivus vizsgalata soran mar 5 mg Zn/l
szemcseméretnek nem volt szignifikans hatdsa a cinkfelvételre egyik faj esetében sem.
A két faj kozott tapasztalt kiilonbség magyarazhat6 a fajok kozotti taplalkozasbeli kiilonbséggel.
A X. vuittenezi névényi nedvszivo fonalféreg szajszuronyaval a novények hajszalgyokereit
szivogatva taplalkozik, mig a bakterivor P. redivivus a baktériumokat egészben fogyasztja az
azokat korililvevoé kozeggel egyiitt. A szintén baktériumokkal taplalkozo C. elegans esetében
bizonyitott, hogy taplalkozésa soran méret alapjan szelektal. Emiatt nem csak baktérium sejteket
fogyaszt el, hanem olyan részecskéket is, amelyek 5 um-nél kisebbek (Donkin and Dusenbery
1993). Fang-Yen et al. (2009) videofelvételek segitségével azonositott két sziirdmechanizmust,
amelyek lehetévé teszik a taplalék részecskeméret alapjan torténd kivalasztasat. Fentiek alapjan
a kozeli rokon P. redivivus esetén is magyarazhatd lehet a kezelt allatok testében mérhetd
magasabb cinkkoncentraci6 azzal is, hogy fogyasztottak a ZnO-részecskékbol a kezelés alatt. A
vizsgalatban hasznalt TXRF modszerrel az allatok testének teljes cinktartalma mérhetd, azonban
az nem megallapithato, hogy a cink hol helyezkedik el az allatok testén beliil. Savoly et al (2015)
egy kordbbi vizsgalatban egyéb, elemeloszlas térképezésre is alkalmas modszerekkel (EPMA,
XANES) vizsgalta egyes elemek X. vuittenezi testén beliili elhelyezkedését. Ez alapjan
megallapithato volt, hogy még az obligat névényi taplalkozasu X. vuittenezi fajnal is bizonyos
mennyiség a vizsgalati anyagbol bekeriilt az egyedek testébe a szdjszerven és az ivarnyilason
keresztiil. Ezt azonban nem lehet szabalyszeriinek nevezni, sokkal inkabb az agonia soran
bekovetkezett kényszermozgasok, illetve a zardizmok miikddési zavardnak eredménye lehetett.
Az allatok ugyanis nem taplalkoztak a kezelés alatt, erre nem is lett volna lehetdségiik, mivel a
kezelés egy vizes rendszerben zajlott, amelyben nem kapott helyet semmilyen tdpndvény gyokere.
Korabban Howell 1982-ben két fonalféreg faj fémtartalmat vizsgalta, amelyek szennyezett €s nem
szennyezett teriiletekrdl szarmaztak. Mindkét faj esetében azon egyedek, melyek szennyezett

teriiletekrol szarmaztak, tobb cinket tartalmaztak.
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A célzottan eldallitott cink-oxid vizsgalata soran a cinktartalom mellett egyéb elemek mennyiségét
is meghataroztuk TXRF modszerrel. Egy korabbi vizsgalatban Savoly et al. (2012) a réz kezelés
makro- es mikroelemkre gyakorolt hatdsat vizsgalata. A vizsgalt réz koncentracioknak
cinktartalmat leszamitva nem volt hatasa az elemtartalomra. Az allatok testében megndvekedett
réztartalom a cinktartalom csékkenését eredményezte, azonban mas elemek mennyiségét nem
befolyasolta. Az altalam végzett elemfelvételi vizsgalatban a cinkkezelésnek nem volt hatasa a
réztartalomra.

A nano-ZnO ¢és a bulk-ZnO kezelés sem volt szignifikdns hatdssal az allatok kalciumtartalmara a
X. vuittenezi esetében. Ezzel szemben a P. redivivus faj kezelt egyedeinek kalcium- és kalium-
tartalma is szignifikansan csokkent, mindkét szemcseméretii ZnO-dal térténd kezelés hatasara. A
kereskedelmi forgalomban kaphat6 ZnO, illetve a ZnSO4 kezelés hatdsara sem valtozott az allatok
kalciumtartalma X. vuittenezi esetén (Savoly et al., 2016). A kaliumtartalom szignifikansan
esetén is. A kaliumnak feltehetéleg fontos szerepe van a cink toxikokinetikajaban. Ezt a P.
redivivus testében mérheté kaliumtartalom is alatamasztja. A X. vuittenezi-ben mérhetd
kaliumkoncentracio csokkenése a bulk-ZnO-dal kezelt allatok esetén valamivel kisebb volt a nano-
Zn0O-hoz képest, de nem mutatott statisztikailag igazolhatd kiilonbséget, tobbek kozott a
viszonylag nagy szorasok miatt. A ZnO valdsziniileg hatassal van a kalcium és kalium
homeosztazisra, de ezt eddig leginkabb emlds modellekben vizsgaltak, fonalférgekre vonatkozdan
pedig semmilyen szakirodalmi adatot nem sikeriilt talalni. Huang et al. (2010) kimutatta, hogy 20
nm szemcseméreti ZnO citotoxicitast indukal a tenyésztett humén bronchidlis hdmszdveti
sejtekben, és dozisfliggd ndvekedést mutat az intracellularis térben. A ZnO citotoxicitasra
gyakorolt hatasat nagyobb koncentracié és hosszabb expozicios id6 novelte. ZnO nanorészecske
injekciok utdn a kalcium- és vastartalom szignifikdnsan kevesebb volt patkdny agyszdvetben, de

a natrium- ¢és kaliumtartalom nem valtozott (Amara et al., 2012).
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6. Osszefoglalé

A nanotechnologia a 100 nm alatti mérettartomanyba tartozo anyagokkal kapcsolatos gyakorlati
ismereteket foglalja magaba és az utdbbi évtizedekben az egyik leggyorsabban fejlodo, leginkabb
szertedgazo teriiletté ndtte ki magat. Abbol adéddan, hogy a nanorészecskéket tartalmazd
termékek mar a fogyasztok szdmara is szamtalan formaban elérhetové valtak, tdmeges kikeriiléstik
a kornyezetbe meggatolhatatlan, e folyamat mértéke pedig egyre novekszik. A méretbdl szarmazo
kiilonleges tulajdonsagaik azonban, melyek miatt alkalmazéasuk terjeddben van, veszélyeket is
hordozhatnak magukban. A fotokatalitikusan aktiv ZnO nanorészecskék a legnagyobb
mennyiségben eldallitott nanoanyagok ko6zé tartoznak, példaul naptejek, kozmetikumok
meghataroz6 0Osszetevdiként. A szabadon €16 fonalférgek a talajfauna egyik meghatarozo
csoportjat alkotjak, a terresztris taplalékhalozatokban kulcsszerepet toltenek be. Bioldgiai,
valamint 0Okologiai tulajdonsdgaik miatt mind laboratoriumi Okotoxikologiai tesztek
kivitelezésére, mind pedig szabadfoldi kisérletek elvégzésre alkalmasak. Kiilonb6zd taplalkozasi
csoporthoz tartozd nematoddk az esetleges szennyezd hatdsokra eltérden reagalhatnak. Annak
ellenére, hogy a fonalférgek milyen valtozatos életmoddal és 6kologiai funkcidkkal jellemezhetok,
az eddigi idevago laboratoriumi kutatasok 1ényegében szinte egyetlen fajhoz kothetdk, mivel dontd
mértékben a Caenorhabditis elegans nevii r-stratégista bakterivor taplalkozast fajjal végzett
kisérletekbdl allnak rendelkezésre adatok nanorészecskék fonalférgekre gyakorolt hatasairdl.

Doktori kutatdsom soran ZnO részecskék okotoxikoldgiai hatdsait és elemfelvételét vizsgaltam két
stratégista novényi taplalkozast fajon, illetve bakterivor taplalkozasu r-stratégista Panagrellus
redivivus-on vizsgaltam nano-ZnO, illetve bulk-ZnO hatasait mortalitasi tesztekben. Vizsgaltam
tovabba a kezelés hatasat az éllatok elemtartalmara, ezen keresztiil pedig a cink felvételét €s
leadasat. Kereskedelmi forgalomban elérhetd nano- és bulk-ZnO hatésait vizsgaltam, illetve
hasonlitottam 6ssze ZnSOg4 hatasaival. Tovabbd a Szegedi Tudomanyegyetem altal célzottan
eléallitott nano-ZnO (~25 nm), illetve bulk-ZnO (~221 nm) anyagokat hasznaltam a munkam
soran. Tesztszervezeteim koziil a kifejlett Xiphinema vuittenezi néstényeket a talajmintakbol a
Cobb-fé¢le dekantalasos-sziiréses eljaras egy modositott valtozataval nyertem ki. A Panagrellus
redivivus faj torzstenyészetét gabona alapu taptalajon tartjak fent, a SzIE Allattani és
Allatokologiai Tanszékén. Az akut toxicitasi teszteket és az elemfelvételi vizsgalatok elkészitését
mikrotitral6 lemezeken, nagytisztasagl vizes kdzegben végeztem el. Az allatokban a cink mellett
tovabbi elemek mennyiségi viszonyait (K, Ca, Fe, Cu, P, S) hataroztuk meg az egyedi mintak
mintahordozon torténd tomény salétromsavas roncsolasat kovetden TXRF spektrometria
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segitségével. A mortalitasi tesztek eredményei alapjan elmondhatd, hogy a kereskedelmi
forgalomban kaphatd nano-ZnO és ZnSO4 kezeléseknek hasonl6 hatdsa volt. Ezzel szemben a
bulk-ZnO kevésbé volt toxikus a Xiphinema vuittenezi fajra.

A célzottan eldallitott ZnO-dal végzett vizsgalatok soran koncentracio-fiiggd mortalitast
tapasztaltam mindkét fonalféreg fajnal. Mind a nano-ZnO, mind pedig a bulk-ZnO alkalmazasa
esetén a 24 oOras expozicidés id6 utan a cinkfelvétel szignifikansan nagyobb volt a nano és
nagyszemcsés ZnO esetén. A cinknek a X. vuittenezi mortalitasara gyakorolt hatasat a
részecskeméret szignifikansan befolyasolta. A nano-ZnO 24 6ras LCsp értéke 1,63 mg Zn/l volt A
bulk-ZnO 24 6ras LCsp értéke 57,77 mg Zn/l volt. Ezzel szemben a Panagrellus redivivus faj
esetén kapott értékek kozott nem volt jelentds kiilonbség. A nano-ZnO LCsp értéke 3,34 mg Zn/l,
mig a bulk-ZnO 24 o6ras LCso értéke 2,38 mg Zn/l. A cinktartalom tekintetében a X. vuittenezi
Zn/l koncentraciotol szignifikansan tobb cink volt mérheté az allatok testében a kontrollhoz
képest. A P. redivivus testtomegre szamitva tobb cinket vett fel, mint névényi nedvszivo,
Xiphinema vuittenezi. Szignifikans kiilonbség volt a két faj kezeletlen egyedeinek
kaliumtartalmaban és kalciumtartalmaban. A cink kezelés hatasara a P. redivivus kezelt
egyedeinek kaliumtartalma, illetve kalciumtartalma szignifikdnsan kisebb volt a kontrollhoz
képest. Ugyanakkor a cink kezelésnek nem volt hatdsa az allatok réztartalmara, vastartalmara,
valamint a kéntartalomra sem. A kapott eredmények alapjan a névényi taplalkozasu Xiphinema
vuittenezi fonalféreg faj jelentdsen érzékenyebb a nano- mint a nagyszemcsés ZnO terhelésre. A
P. redivivus esetén viszont a részecskeméret nem befolyasolta a ZnO mérgez0 hatdsa iranti
érzékenységét. A két faj érzékenysége azonos mértékiinek tekinthetd a vizsgalatban alkalmazott

laboratoriumi koriilmények kozott végzett, 25 nm-es méretli nano-ZnO kezelések esetén.
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7. Summary

Nanotechnology encompasses practical knowledge on materials below size of 100 nm range and
has grown into one of the fastest growing, most diverse areas in recent decades. Due to the fact
that products containing nanoparticles have already been made available to consumers in
numerous ways, their release into the environment is unavoidable and the rate of this process is
increasing. However, the special features of the size, which make their application more
widespread, can carry dangers as well. The amount of photocatalytically active ZnO nanoparticles
is the largest among the nano-materials. ZnO nanoparticles are also applied in sunscreens and in
other cosmetic products. The free-living nematodes are key members of soil fauna and soil food
webs. Due to their biological and ecological attribution, free-living nematodes can be applied in
ecotoxicology tests and they are suitable for field experiments, too. Nematodes in different feeding
groups could react differently to xenobiotics. Different feeding groups of nematodes may react in
different ways to potential contamination effects. Despite the varied life strategy and ecological
functions of nematodes, data about the ecotoxicological effects of nanoparticles and other
xenobiotics on nematodes have been derived almost only from tests on r-strategist bacterivor
rhabditid species, Caenorhabditis elegans.

In my doctoral research, two nematode species of different taxonomic position and life strategies
were used as test organisms in order to investigate the ecotoxicological effect of ZnO particles and
the element uptake. The ecotoxicity of nano-ZnO and the bulk counterpart was investigated using
mortality tests in two free-living nematode species of different life strategies: Xiphinema
vuittenezi, a K-strategist plant-feeder nematode and Panagrellus redivivus, an r-strategist
bacterivor one. The effects of the treatments on element content of the nematodes and zinc uptake
were also investigated. The effects of commercially available nano- and bulk-ZnO were
investigated and compared with the effects of ZnSQOs. In addition, the nano-ZnO (~25 nm) and
bulk-ZnO (~221 nm) particles, prepared at the Department of Applied and Environmental
Chemistry, University of Szeged, were investigated. Xiphinema vuittenezi nematodes were
extracted from the soil using the modified Cobb’s sieving method. Stock culture of Panagrellus
redivivus was kept in a cereal-based substrate at the Department of Zoology and Animal Ecology,
Szent Istvan University. The toxicity tests and preparation of zinc uptake investigations were
conducted on microtiter plates in Milli-Q water. Zinc and other micro- and trace elements as Ca,
Cu, K, Fe, P, S were measured in each sample using TXRF spectrometry method. Based on the
result of mortality tests, the effect of commercially available nano-ZnO and ZnSQsx is similar. In

contrast, the bulk-ZnO was less toxic to Xiphinema vuittenezi.
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Concentration-dependent mortality in both nematode species was observed following a 24-h
exposure to both prepared nano-ZnO and bulk ZnO. The zinc concentration of the treating
suspension had a significant effect on the internal zinc content of the animals in both cases. Particle
size had a significant effect on the toxicity of ZnO to X. vuittenezi. The 24-h LCso value was
calculated as 1.63 mg Zn/l for nano-ZnO. The LCso value was determined as 57.77 mg Zn/| for
the bulk ZnO. Particle size also had a significant effect on the toxicity to P. redivivus. The LCso
values for nano-ZnO and bulk ZnO were found to be 3.34 mg/L and 2.38 mg/l Zn, respectively.
The zinc content in the treated X. vuittenezi specimens was significantly higher at the concentration
of 25 mg Zn/l as compared to the untreated nematodes. In case of P. redivivus, the zinc content in
the treated animals was significantly higher from the concentration of 5 mg Zn/lI onwards, as
compared to the untreated nematodes both in the case of nano and bulk ZnO treatments. P.
redivivus took up significantly more zinc than X. vuittenezi. The potassium and calcium content
between the control groups of the two species was different. In case of the zinc treated P. redivivus
nematodes, the potassium and the calcium content were significantly lower at each concentration
as compared to that of the control animals. There were no significant differences between the
treated and control nematodes in the case of the copper, iron and sulfur content. Based on our
results, the plant-feeder X. vuittenezi is more sensitive to the nano-ZnO compared to bulk-ZnO.

The sensitivity of the species was similar to the nano-ZnO (25 nm) in laboratory tests.
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9. Koszonetnyilvanitas

Azért, hogy idaig eljutottam rengeteg embernek tartozom koszonettel, akik tamogattak doktori
kutatasom ¢és a dolgozat megsziiletése soran. Elsdsorban szeretném megkdszonni a Szent Istvan
Egyetem Allattani és Allatokologiai Tanszék minden munkatarsanak és hallgatojanak a segitséget
¢s a doktori éveim alatt egylitt toltott idot, hiszen nem csak szakmailag, hanem emberileg is
rengeteget tanultam téliikk. Szeretném elsének Dr. Bakonyi Gabornak megkdszonni, mert 6 volt a
diplomamunkam témavezet6je, emellett szeretném megkoszonni, hogy batoritott az Erasmus
tanulmanyaim soran is, valamint végig szdmithattam szakmai tamogatasara a doktori munkam
soran.

Mérhetetlen koszonettel tartozom témavezetOmnek, Dr. Nagy Péternek, aki mindvégig
maximalisan tadmogatott mind szakmailag, mind emberileg az egyiitt toltott id0 alatt.
Allattan, illetve nematoldgia teriiletén hatalmas tudassal rendelkezik melyet nagyon nagy
odaadéssal ad at, nagyon sokat tanultam téle k6z6s munkam soran

A munkam nem lehetne teljes, Dr. Sdvoly Zoltan tdmogatésa nélkiil, szakértelme nélkiil és az altala
elvégzett analitikai mérések nélkiil. Koszonettel tartozom Dr. Kukovecz Akosnak és Dr. Papp
Ibolya Zitdnak az eldallitott cink-oxid részecskékért, illetve a felmeriilt kérdések soran nyujtott
szakmai segitségért. Szeretném tovabba megkOszonni Dr. Seres Anikonak, egyben egykori
szobatarsamnak a szakmai segitséget, melyet doktori munkam ¢és oktatdi tevékenységem soran
kaptam. Illetve, Surman Ildikonak a laboratoriumi munkaban nyujtott segitségért.

Nem lehetek elég halas sziileimnek, Kun Ilonanak és Hracs Jozsefnek, hogy mind egyetemi
tanulmanyaim soran, mind doktori munkdm soran maximalisan tdmogattak. Testvéremnek Hracs
Dorottyanak, hogy tdmogatott s tiirelemmel viselte ezt az idészakot. Valamint nagymamaimnak,
Hracs Jozsefnénak ¢és Kun Gyorgynénak érdeklodésiikért ¢és tamogatasukért. Szeretett
nagypapaim, Hracs Jozsef és Kun Gyorgy is mellettem lettek volna, de sajnos nem élhették meg
ezt az id6szakot.

Szeretnék tovabba koszonetet mondani férjem sziileinek, Heinrich Ibolyanak és Weisz Péternek a
tamogatasukeért.

Kiilon koszonettel tartozom Kovacs Timea baratndmnek, aki segitett a grafikai elemek
elkészitésben.

Disszertaciom megsziiletését leginkabb paromnak, Weisz Maténak kdszonhetem, aki mindvégig
tiirelemmel volt munkam sordn és maximalisan tdmogatott. Halas vagyok, hogy munkam jelentds
része soran mar velem volt Szotyi kutyam, akinek viddmsaga atsegitett a nehezebb idészakokon

is.
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