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Roviditések jegyzéke

A. salina Artemia salina héjjnélkiili kisrak

AChE acetilkolinészteraz

APHA foszfat puffer (American Public Health Association)

ATCI acetiltiokolin-jodid

CDNB 1-klor-2,4-dinitrobenzol

DTNB 5,5 ditio-bisz-nitro-benzol

E. coli Escherichia coli baktérium

EAD ekvivalens aerodinamikai &tmérd

ECso Effective Concentration, az a toxikus koncentracié, mely a kezelt

alanyokon 50%-os hatast valt ki
GST glutation S-transzferaz

I1Cso Inhibitory Concentration, az a toxikus koncentracio, mely a vizsgalt
tulajdonsag 50%-os gatlasat okozza

LDso Lethal Dosis, az a toxikus mennyiség, melynél a kezelt alanyok
50%-a elpusztul

LDH tejsav dehidrogenaz

NADH nikotinamid adenin dinukleotid hidrid

PAH policiklusos aromas szénhidrogének (polycyclic aromatic
hydrocarbons)

PBS fiziologias sot tartalmazo foszfat puffer

PM aeroszol részecskék (particulate matter)

PM1o 10 um-nél kisebb aerodinamikai atmérével rendelkezd aeroszol
részecskék



PMss

TC

Tris-NaCl

UF
V. fischeri

VOC

2,5 pm-nél kisebb aerodinamikai dtmérdvel rendelkezd aeroszol
részecskék

total carbon, 0sszes szén

trisz (hidroximetil)-aminometan, natrium klorid és natrium-azid
tartalmt pufter

ultrafinom aeroszol részecskék
Vibrio fischeri biolumineszcens baktérium

illékony szerves vegyiilet (Volatile Organic Compound)
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Kivonat

Szilard fazist mintdk vizsgélatara egy uj protokoll keriilt kidolgozasra, melyet 2010-
ben szabvanyositottak (ISO, 2010). A szerz6 célja az volt, hogy vizsgalja az 0 protokollra
éptldé Vibrio fischeri biolumineszcencia-teszt alkalmazhatosagat szilard fazisu aeroszol
mintakon. Tovabbi célja volt a kiilonb6zd tesztrendszerek érzékenységének,
alkalmassaganak Osszevetése, melynek soran az aeroszol mintakat direkt médon az
Aboatox Co. altal forgalmazott Ascent luminométerrel (Flash System) vizsgalta, mellyel
parhuzamosan 6sszehasonlito méréseket végzett aeroszol-extraktumokkal, ToxAlert® 100
rendszeren. Az eredmények alapjan statisztikailag is értékelte a két V. fischerit alkalmazo
modszert, melynek soran szignifikans Osszefliggést talalt a két modszer kozott. A Flash
rendszer elég érzékenynek bizonyult a kiilonb6z0 aeroszol mintdk vizsgalatara, igy jol
alkalmazhato kiilonb6zo kdrnyezeti aeroszol mintak dkotoxicitasdnak elemzésére.

A szerzé tovabba vizsgalta az Artemia salina mortalitas teszt alkalmazhatdsagat
aeroszol mintak okotoxicitasinak meghatarozasara, illetve A. salina héjjnélkiili kisrakon in
vivo enzimatikus  vizsgalatok  alkalmazhatosagat aeroszolok  Okotoxicitasanak
meghatarozasara. Az A. salina kisrakon végzett mortalitds teszt eredményeit és az
enzimatikus vizsgalatok eredményeit Osszevetette a Flash rendszerrel mért okotoxicitas
eredményekkel. Mind a sorakkal végzett mortalitasi teszteredmények, mind az enzim-
aktivitasi vizsgalatok altal nyert eredmények hasonlé trendet mutattak a Flash rendszeren
mérhetd eredményekkel.

A szerz6 kutatasai soran kiilonb6z6 tipusu aeroszol mintakat vizsgalt. A kutatasi adatali
alapjan sor kertilt a kiillonb6z6 aeroszol mintak tényleges 0kotoxicitdsanak mindsitésére és
a kiilonbozo tesztrendszerek érzékenységének, alkalmassaganak osszevetésére is.

A disszertacié eredményeit Osszefoglalva elmondhatod, hogy az 0j protokoll (ISO
21338:2010) j6 eredménnyel hasznalhatd aeroszol mintak Okotoxikoldgiai vizsgalatahoz,
illetve az ennek sordn alkalmazott sajat fejlesztésti mintaelokészitési eljaras egy nagyon jol

alkalmazhaté mintael6készitési modszer az aeroszol mintak 6kotoxikologiai vizsgalatahoz.



Abstract

A new protocol was developed for the examination of solid-phase samples, which was
standardized in 2010 (ISO, 2010). The aim of the author was to investigate the applicability
of the Vibrio. fischeri bioluminescence-based test on solid-phase aerosol samples, based on
the new protocol. The further goal of the author was to compare the sensitivity and
applicability of different test systems, in which the aerosol samples were directly examined
using the Ascent luminometer (Flash System) distributed by the Aboatox Co., in parallel to
which she conducted comparative measurements using aerosol extracts, using the
ToxAlert® 100 system. The two methods applying V. fischeri were also statistically
assessed based on the findings, through which significant correlations were found between
the two methods. The Flash system has proved to be sensitive enough to examine the
different aerosol samples, so it is well applicable for the ecotoxicity analysis of different
environmental aerosol samples.

The author also examined the applicability of the mortality test of Artemia salina for
estimating the ecotoxicity of aerosol samples, as well as the applicability of the in vivo
enzymatic analysis of A. salina brine shrimp for estimating the ecotoxicity of aerosol
samples. The results of the mortality test carried out on A. salina brine shrimp and the
results of the enzymatic analysis were compared to the ecotoxicity results measured using
the Flash system. Both the mortality test results carried out on brine shrimp and the results
obtained by the enzymatic activity assays showed a similar trend to the results measured
using the Flash system.

The author examined different types of aerosol samples during her research. Based on
her research findings the actual ecotoxicity classification of different aerosol samples and
the comparison of the sensitivity and applicability of different test systems was carried out
as well.

The results of the dissertation reveal that the new protocol (ISO 21338: 2010) can be
used with good results for the ecotoxicological analysis of aerosol samples and the self-
developed sample preparation procedures applied here is a very well applicable sample

preparation method for the ecotoxicological analysis of aerosol samples.



Auszug

2010 wurde ein neues Protokoll standardisiert (1SO, 2010), das zu Proben aus festen
Phasen entwickelt wurde. Das Ziel der Autorin war es, die Verwendungsfahigkeit des auf
dem neuen Protokoll basierenden Vibrio Fischer Biolumineszenz-Tests bei Aerosolproben
aus festen Phasen zu erforschen. Weitere Ziele waren, die Sensibilitiat und die Tauglichkeit
der verschiedenen Testsystemen zu vergleichen, wahrend dessen sie die Aerosolproben in
direkter Weise mit dem von Aboatox Co. vertriebenen Ascent Luminometer (Flash System)
analysierte und parallel komparative Messungen mit Aerosolextrakten auf ToxAlert® 100
System verrichtete. Nach den Ergebnissen bewertete sie die zwei Methoden, die V. fischer
anwendeten statistisch, wahrend dessen sie signifikante Zusammenhdnge zwischen den
zwei Methoden fand. Das Flash System erwies sich als sensible genug fiir die Erforschung
von Aerosolproben, somit ist es gut anwendbar fiir Okotoxizitit-Analysen an verschiedenen
umgebungs Aerosolproben. Die Autorin analysierte zusitzlich die Anwendbarkeit des
Artemia salinas bei Mortalitittests zur Bestimmung der Okotoxizitit der Aerosolproben,
beziehungsweise die Anwendbarkeit von in vivo enzymatischen Priifungen an A. salina
schalenlose Kleinkrebse zur Bestimmung der Okotoxizitit der Aerosolen. Die Ergebnisse
der an A. salina Krebsen durchgefiihrten Mortalitdtstest und die Ergebnisse der
enzymatischen Analyse wurden vergleicht mit den Ergebnissen der mit dem Flash System
gemessenen Okotoxizitituntersuchungen. So wie die Ergebnissen der mit den
Salinenkrebsen durchgefiihrten ~Mortalitétstests als auch die Ergebnissen der
Untersuchungen zur Enzymaktivitat zeigten dhnliche Trends wie die Ergebnissen des Flash
Systems. Wéhrend ihre Forschungen untersuchte die Autorin verschiedene Aerosolproben.
Aufgrund dieser Forschungsdaten erfogte die Beurteilung der Okotoxizitdt von
verschiedenen Aerosolproben und auch die Gegeniiberstellung der Verwendbarkeit und der
Sensibilitdt von den verschiedenen Testsystemen. Nach Zusemmenfassung der Ergebnissen
von der Dissertation kann mann sagen, dass das neue Protokoll (1ISO 21338:2010) fur die
okotoxikologischen Priifungen von Aerosolproben gut benutzt werden kann,
beziehungsweise  ist die = wédhrend dessen  benutzte  selbst entwickelte
Probenvorbereitungsprozess eine sehr gut anwendbare Probenvorbereitungsmethode zur

okotoxikologischen Priifungen von Aerosolproben.
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Bevezetés

Az aeroszolok karos egészségiigyi hatdsa altalaban forgalmas nagyvarosok és
iparvidékek szennyezett levegdjében és levegd csovajaban jelentkezik. A nagyvarosok
levegdjének mindségét egyre ndvekvd mértékben rontjadk a kozlekedési eredetii aeroszol
részecskék (szallo porok, PM). Egészségiigyl szempontbol kiilondsen a 10 um-nél kisebb
aerodinamikai atmérdji részecskek (PMi1o méretfrakcio) jelentdsek. Egy tanulmany szerint,
a légszennyezés altali halalozasi arany kozel fele tulajdonithatd kozuti kipufogd gazoknak
(Kiinzli et al., 2006).

A 10 mikrométernél illetve a 2,5 mikrométernél kisebb méretii aeroszol részecskéket
(PMyo illetve PM2s) az Eurdpai Unio 2008/50/CE sz. levegémindségre vonatkozod
iranyelvel az emberi egészségre leginkabb karos 1égszennyezd anyagként hatdrozza meg.
Ennek az az egyik oka, hogy az aeroszolok ezen belélegezheté frakcidja szamos
1égzdszervi megbetegedés €s elvaltozas kivaltoja lehet.

A varosi szallopor PM2 s mérettartomanyba esd frakcidjanak fo forrdsa a kozlekedés
(foként a dizel lizemii jarmiivek kipufogogazai), a fatiizelés €s a felkavart, mar kiiilepedett
por (Schauer et al., 1996). Az Eurdpaban ¢és vilagszerte is tapasztalhatdo novekvo mértéki
varosiasodas hatasara, a varosi levegémindséget egyre nagyobb mértékben befolydsoljak a
kozlekedési eredetli aeroszol részecskék, amelyek PMio és PMy 5 frakcidjanak f6 forrasa
elsésorban a dizel tizemii jarmiivek kipufogogazai, illetve a fékbetétek- és a gumiabroncsok
kopasa soran keletkezd ultra finom szemcsézettségli por. A varosi kornyezet PMaio
mérettartomanyba esd aeroszolok mennyiségének novekedését ugyancsak nagymértékben
novelheti a burkolattal ellatott és burkolat nélkiili utakrél, valamint beépitetlen teriiletekrol,
bontasi- illetve, épitési teriiletekrdl levegdbe jutd por mennyisége is (Chow and Watson,
2002).

Az aeroszolok human toxikologiai hatdsa mar jol ismert (Kappos, 2010), azonban
meglehetdsen korlatozottak ismereteink az aeroszolok, ezen belill is a dizelizemu

gépjarmiivek altal kibocsatott aeroszolok dkotoxikologiai hatasainak tekintetében.
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Nem eclegendéek csupan az analitikai vizsgalatok az aeroszol részecskék kornyezetei
hatasanak becsléséhez, mindenképp sziikséges olyan tesztrendszerek alkalmazésai is,

amelyek a mintak kumulativ hatasanak mérésére képesek.
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1. Irodalmi attekintés

1.1. Légkori aeroszolok

A 1égkori aeroszol (PM, particulate matter) a levegében finoman eloszlatott szilard
¢s/vagy cseppfolyds részecskék kolloid diszperz rendszere (Mészéaros, 1997; Gieré and
Querol, 2010).

Az aeroszol egyik legfontosabb tulajdonsaga a részecskék mérete, mert egy részecske
Osszes tulajdonsdga valamilyen mértékben fligg a részecske méretétél. A folyadék
részecskék altalaban gomb alakuak, a szilard részecskék formaja viszont szabalytalan is
lehet. Az aeroszolok viselkedését leird elméletek, csak gomb alaki részecskéket tudnak
kezelni, ezért bevezettek egy idealizdlt méretet, melyet ekvivalens aerodinamikai
atméronek (EAD) neveziink. Ekvivalens aerodinamikai atmérdn egy olyan egységnyi - a
vizzel azonos - slrliségli gomb alak( részecske atméréjét értiink, amelynek az
aerodinamikai viselkedése a levegOben megegyezik a kérdéses részecske viselkedésével.
Ertékét az atmérd és a relativ stiriiség négyzetgyokének hanyadosa adja meg (Hinds, 1982).
A részecskék atmérdjén a tovabbiakban ezt az atmérot értjiik.

A légkori aeroszol részecskék mérete nagyon tag hatarok kozott valtozik, néhany
nanométertdl 100 mikrométerig terjed, ezt a hatart az lilepedési sebesség szabja meg.
Méretiik alapjan két nagy csoportra osztjuk 6ket: finom és durva tartomanyra. A durva
aeroszol részecskék atmérdje 1 um-nél nagyobb, mig a finom aeroszol részecskék atmérdje
nem haladja meg az 1 pum-t. (Whitby, 1978) Az aeroszol részecskék két csoportja
Osszetételiikben, keletkezésiik dinamikdjaban, 1égkori folyamatokban betdltott szerepiikben,
illetve tartozkodasi idejik, kémiai és fizikai tulajdonsagaik tekintetében is jelentésen
eltérnek egymastol (Seinfeld and Pandis, 2006). A részecskék mérete nem csak forrasuk,
képzddésiik jellegére utal, de jelentdsen befolyasolja egészségiigyi €s éghajlati hatasaikat is.
A 1égkori aeroszolt alkotd részecskéket méreteloszlasuk alapjan korabban harom részre
bontottak, napjainkban azonban négy tartomanyt kiilonbdztetiink meg: nukleacios modus

(<0,01 um), Aitken médus (0,01-0,1 pm), akkumulaciés modus (0,1-1 pm), durva modus
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(>1 pm) (Whitby, 1978; Mészaros, 1997; Raes et al., 2000). A nukleacios és Aitken
tartomanyban 1év0 részecskéket egyiittesen ultrafinom részecskéknek nevezziik. A
nukleaciés modusban, az Aitken modusban és az akkumulacios moédusban 1évé részecskék
alkotjak a finom aeroszol részecskéket.

A részecskék - méretiiktd] figgden - néhany oratol tiz napig tartdézkodnak tipikusan a

levegOben (Jaenicke, 1978).

1.1.1. Légkori aeroszolok keletkezése

Az aeroszol részecskék keletkezéslik szerint lehetnek elsddleges részecskék vagy
masodlagos részecskék. Az elsddleges részecskék kozvetleniil keriilnek a levegdbe. A
légkorbe keriilt anyagok kémiai reakcioi Utjan létrejott aeroszol részecskék alkotjak a
masodlagos részecskéket. Mindkét csoportban szarmazhatnak mind természetes, mind
antropogén forrasokbol a részecskék.

A durva részecskék altalaban természetes eredetiiek, ezzel szemben a finom aeroszol
részecskék elsdsorban antropogén forrasbol szarmaznak. A durva aeroszol részecskék
esetén az elsddleges részecskeképzodés a meghatarozd (Mészaros, 1997; Gelencsér, 2004;
Boz6 et al., 2006).

Természetes forrasokbol szarmazo, elsédleges aeroszol szarazfoldi kornyezetben a
vulkdni hamu, a talajer6zio, a felszini kdzetek mallasa és a sz¢él munkéja altal képz6do
részecskék, illetve az un. biologiai aeroszol részecskék (pollenek, sporak, gombak, virusok,
baktériumok, novények mechanikai kopasa, mikroorganizmusok aktivitisa, novények
parolgasa, stb.) (Andreae and Crutzen, 1997; Seinfeld and Pandis, 1998; Claeys et al.,
2004). Biologiai forrasok az erdétiizek is, amelyek adott helyen rovid id6 alatt sokszorosara
novelhetik a térségben uralkodd aeroszol koncentraciot. Az oceani eredetii aeroszol
keletkezésének egyik modja, hogy a sz¢€l a hullamok tarajar6l kozvetleniil cseppeket ragad
el. A tengeri sO6 részecskék keletkezésének masik, joval hatékonyabb moddja a
tengerfelszinre érkezé gazbuborékok szétrobbanasa (Woodcook, 1953; Mészaros, 1997,
1999).

Természetes eredetii masodlagos aeroszol a ndvényzet altal kibocsatott illékony szerves

gazokbol (izoprének, terpének) képzddd szerves aeroszol, illetve 6cedni kornyezetben az
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egyes algafajok altal kibocsatott dimetil-szulfid (DMS) oxidacidjabol keletkezd szulfat
aeroszol (Andreae and Crutzen, 1997; Claeys et al., 2004).

Kiilonbozo égési folyamatok (biomassza égetés, fosszilis tiizeldanyagok égetése) soran
finom és durva aeroszol részecskék egyarant keletkezhetnek (Ondov and Biermann, 1980;
Mitra et al., 2002).

Az legjelentOsebb antropogén elsddleges forrasok kozé tartozik az ipar (cementipar,
fémkohaszat, héerdmiivek), a mezdgazdasag (kiilonbozoé foldmunkak), a kozlekedés
(fékbetétek kopasa, gumiabroncs futofelilletének kopasa, a forgalom altal felvert por,
tizemanyagok égetése) (Colvile et al., 2001.; Vouitsis et al., 2009), a biomassza és a
fosszilis tiizel6anyagok égetése (Mitra et al., 2002). Ezen forrasok nagy részébdl tobbek
kozott a masodlagos aeroszol képzddéséhez sziikséges szervetlen gazok (SO2, NOy) és
illékony szerves vegyiiletek (VOC) is felszabadulnak, illetve a tokéletlen égési folyamatok
soran jelentds mennyiségli koromrészecske is keriil a levegébe (Rogge et al., 1993; Graham
et al., 2002).

Elsédleges aeroszol részecskék elsdsorban diszperzios folyamatokon keresztiil jutnak a
légkorbe és tobbségében a durva frakciot alkotjak. A finom frakciot tobbnyire a
masodlagos aeroszol részecskék alkotjak, melyek nukleacios, kondenzacios és koagulacios
folyamatok soran jonnek létre. A 0,0lum-nél kisebb atmérdjii részecskék alkotjak a
nukleacios modust, melyben a részecskék gézok nukleaciojaval keletkeznek. A kiilonféle
g6z0k nukleacidja soran a kevésbé rendezett fazisbol (pl. géz) a tér bizonyos pontjain
rendezettebb fazis (folyadék, szilard) alakul ki. Ez a folyamat lehet homogén, amikor csak a
kondenzalanddé gb6zok vesznek részt, és heterogén, amikor a kondenzacid meglévd
részecskék feliiletén, igynevezett kondenzacios magvakon megy végbe (Kulmala, 2003). A
0,01 — 0,1 pum kozotti részecskék alkotjdk az Aitken-modust, melyek a nukleacids
tartomanyban 1évé részecskék termikus koagulaciojaval, vagy az ezeken torténd
kondenzacioval jonnek 1étre. A nukleacios és Aitken-részecskék termikus koagulacioval
gyorsan novekednek az akkumulacios tartomanyig (0,1-1 um), és ott 6sszegyiilnek, vagyis
akkumulalodnak. Az akkumuldcidés részecskék egyrészt g6zok kondenzacidjaval
novekednek, masrészt a részecskék vizfelvétellel valo aktivalodasat kovetden a vizes

fazisban abszorbealodott gazok reakcidinak termékei a viz elparolgasat kdvetden novelik a
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részecske eredeti méretét (Hering et Friedlander, 1982; John et al., 1990; Hering et al.,
1997; Mészaros, 1997, 2001; Kulmala et al., 2004).

A 1égkori aeroszol részecskék keletkezési és iilepedési folyamatai a részecskék
méreteloszlasanak fliggvényében az 1. abra mutatja (Gieré and Querol, 2010). A 1égkorben
az aeroszol részecskék nagysdg szerinti eloszlasat két alapvetd dinamikai hatds, a
koagulaci6, illetve a gravitacidé miatti iilepedés modositja. A koagulacid a 0,1 um-nél
kisebb, a gravitacids iilepedés pedig az 1 um-nél nagyobb részecskék koncentraciojat

csokkenti jelentés mértékben.
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1. abra: A 1égkori aeroszol részecskék méreteloszlasa és a részecskék keletkezési €s

iilepedési folyamatai (Gieré and Querol, 2010)

A turbulens diffizid6 miatti szdraz iilepedés szintén a 0,1 um-nél kisebb sugaru
részecskéket vonja ki a levegdbdl. A 0,1-1 pm nagysagh részecskék tartézkodasi ideje a
leghosszabb (810 nap), ezek a részecskék a csapadékelemekkel egyiitt, nedves lilepedéssel
hagyjak el a 1égkort (Mészaros, 2001).
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1.1.2. Légkori aeroszolok kémiai osszetétele

A légkori aeroszol szerves és szervetlen alkotokbol épiil fel, Osszetétele fliigg az
acroszol forrasaitol, a levegében lejatszodd kémiai atalakulasoktdl és a meteorologiai
tényezoktol (Lighty et al., 2000; Solomon and Sioutas, 2008; Amodio et al., 2012). A
finom €s a durva aeroszol részecskék kémiai 9sszetétele alapvetden kiilonbozik egymastol.

A durva részecskék legfontosabb forrasa a felszin aprozodasa, ezért szarazfoldek felett
elsdsorban a talaj és a felszini kézetburok Osszetevdi épitik fel a részecskéket. A durva
aeroszolban megtalalhaté a kvarc, dolomit, agyagasvanyok, aluminium-szilikatok, -oxidok,
-hidroxidok, kalciumvegyiiletek (Mahowald et al., 2010; Zhang et al., 2010; Klaver et al.,
2011). Az Osszetételben elsGésorban a szilicium (Si) és az aluminium (Al) jatszanak
meghatarozo szerepet, a talajokban és sziklakban 1évé aluminium szilikatok miatt, de nem
elhanyagolhato a kalcium (Ca) és vas (Fe) koncentracioja sem. A vas jelenléte a durva
frakcioban az afrikai talajok vas-oxid (Fe,O3) tartalmanak koszonhetd. Oceanok, tengerek
felett a részecskék tobbségét tengeri sokristalyok alkotjak (NaCl, NaNOz, MgSQs), ezen
feliil magas a szulfat (SO4>") koncentracidja is (Mészaros, 1999; Clays at al., 2010). Oceani
kornyezetben a szulfation nem az antropogén kén-dioxid (SO.), hanem a természetes
forrasokbol felszabadulo kénvegyiiletek, els6sorban a dimetil-szulfid ((CHz3)2S)
oxidacidjanak kovetkezménye, illetve a fosszilis tiizeldanyagok égetése soran felszabadulo
kén-dioxid atalakulasabol szarmazik (Bozo6 et al., 2006). A durva aeroszolban ezen feliil
megtaldlhatok az el6zd fejezetben is emlitett biologiai aeroszol részecskék (virusok,
baktériumok, pollenek, stb.).

A finom részecskék kémiai Osszetételében a szulfit (SO4>7), az ammoénium (NH4")
(els6sorban az ammoénium-szulfat [(NH4)2SOs], kisebb mértékben ammoénium-
hidrogénszulfat [NHsHSO4]) és kiilonboz6 szerves vegyiiletek dominalnak (organic carbon,
0OC), de kisebb mennyiségben nitrat- és fémvegyiiletek, valamint elemi szén (elemental
carbon, EC) is mérhetd benniik. A szulfat foként antropogén eredetii, elsésorban a kén-
dioxid (SO) és a dimetil-szulfid ((CHzs)2S) oxidacidjat kovetéen keletkezik. Becslések
szerint a 1égkori kén kibocsatas 60-80 %-a szarmazik antropogén forrasbol. A legfébb kén-

dioxid forrds a fosszilis tlizeldanyagok égetése. A kén-dioxid jelentds forrdsa még a

16



biomassza ¢s a mezOgazdasagi hulladék égetése, valamint a fémkohdszat és a hajozas
(Junge, 1963; Chuang et al.,1997; Andreae et Rosenfeld, 2008). Természetes kén-dioxid
forrasok a vulkankitorések, melyek hatasara hirtelen keriil nagy mennyiségben kén-dioxid a
légkorbe. A nitrat és fémvegyliletek jelenléte csaknem teljes mértékben a kozlekedés, az
energia- és ipari termelés hatasanak koszonhet. Ezen tevékenységeknek kdszonhetd
tobbek kozt az 6lom (Pb), kadmium (Cd), cink (Zn), vanadium (V), nikkel (Ni), krom (Cr)
jelenléte a 1égkori aeroszol finom frakcidjaban. A kozlekedésbol szarmazik a brom (Br) és
az 6lom (Pb). A réz (Cu) jelentés része a szines fémkohaszat eredményeképpen keriil a
levegObe. A vanadium pedig jelentds mértékben az olajtiizelésbdl szarmazik (Pacyna, 1998;
Allen et al., 2001). A 1égkori aeroszol két f6 széntartalmu Gsszetevéje a grafit jellegli szén
¢s a tobb ezer vegyiiletet magaba foglald szerves anyag (OC), melyeket egyiittesen az
aeroszol Osszes széntartalmat (total carbon, TC) alkotjak. A grafit jellegli szenet termikus
mérési modszerekkel mérve elemi szénnek (EC), mig optikai tulajdonsagok alapjan térténd
meghatarozaskor koromnak vagy fekete szénnek (black carbon, BC) hivjuk (Gelencsér,
2004; Andreae et Gelencsér, 2006). A korom részecskék feliiletén konnyen megkotddnek
tobbek kozott a rakkelté poliaromas szénhidrogének. Az elemi szén elsdsorban a dizel
meghajtast gépkocsik kibocsatdsanak koszonheton, illetve a fosszilis tlizeldanyagok és a
biomassza égetése soran a tokéletlen égés eredményeként keriil a levegébe (Seinfeld and
Pandis, 2006; Sanchez de la Campa et al., 2009; Snyder et al., 2010). A gépjarmiivek
kibocsatasai jelentés mértékben befolyasoljak a finom részecskék koncentraciojat varosi
levegében (Schauer et al. 1996; Kleeman et al. 2000); kozvetlen és kozvetett uton
hozzajarulnak az aeroszol koncentracio noveléséhez. A kozvetlen forrasok kozé tartoznak a
kipufogogaz (Mulawa et al., 1997; Sagebiel et al. 1997), a gumiabroncsok ¢és a fékek
mechanikai kopasa (Rogge et al. 1993; Garg et al. 2000), a részecskék felver6dése az
utburkolatrél (Kupiainen et al. 2005), a burkolat nélkiili uton valo kozlekedés (Moosmiiller
et al. 1998), valamint a reszuszpenzios folyamatok (Nicholson et al. 1989; Sternbeck et al.
2002). A kozvetett hozzajarulasok magukban foglaljak a reakcioképes géazokat, illetve
szerves €s szervetlen alkotokat, amelyekbdl a légkdri atalakulasok folyaméan a masodlagos
aeroszol képzdédik. A finom részecskék Osszetételében megtaldlhatdé még a klor is, amely

tobbségében feltehetden tengeri eredetli. Hazdnkban azonban a klor a vegyipari
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kibocsatasbol, illetve a téli idészakban az utak s6zasabol szarmazik (Han et al., 2007; Patra
et al., 2008).

Az aeroszolok szervetlen komponensei és forrasaik mindkét frakcidban viszonylag jol
ismertek. Az aeroszol részecskék jelentOs része szerves vegyiiletekbdl épiil fel, azonban a
szerves anyag Osszetételére vonatkozd ismereteink a mai napig rendkiviil hidnyosak. Az
egyedileg azonositott szerves vegyiiletek koriilbelill 15%-at teszik ki az aeroszol teljes
szerves széntartalmanak (Rogge et al., 1993). Varosi kornyezetben a szerves aeroszol
jelentds része alkdnokbdl, alkénekbdl, alifas alkoholokbdl, mono- és dikarbonsavakbol,
illetve szerves nitratokbdl 4ll. Ezen feliil kisebb részben megtalalhatok az aromas és
policiklikus aromas szénhidrogének is. A PAH vegyiiletek jelenlétéhez nagymértékben
hozzajarul a kozlekedés (dizel- és benziniizemii gépjarmiivek) és az ipari tevékenységek
(Abul-Kassim et Simoneit, 1995; Barakat, 2002; Mostafa et al., 2009). A szerves
aeroszolok elsddleges forrasai a biomassza égetés és a fosszilis tiizeldanyagok égetése, a
masodlagos forrasai pedig a természetes (Oceanok, talaj ¢és iiledékek, szerves hulladék
mikrobioldgiai lebontasa, novény lombozat, stb.) és antropogén (aromas és nagyobb alifas
szénhidrogének) forrasbol szarmazo illékony szerves vegyliletek (volatile organic
compounds, VOC). Az illékony szerves vegyliletek kibocsatasa nagyobb mértékben az
antropogén forrasoknak koszonhetéek (Griffin et al., 1999b; Hallquist et al., 1999, Kamens
et al., 1999).

1.1.3. Légkori aeroszolok karos hatasai

A légkori aeroszol részecskék tobbféle teriileten fejtik ki hatdsukat. Az utdbbi
évtizedek kutatdsai eredményeként bizonyossa valt a légkori aeroszol globalis éghajlati
hatasa, tovabba az emberi egészségre ¢és a kornyezetre kifejtett karos hatasa. Az aeroszolok
tovabbi hatdsai kozott szerepel szennyezett iparvidékek kozelében a latdtavolsag

csokkentése, de emellett a karositjak az épitett kdrnyezetet és veszélyeztetik a kulturalis

crer
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valtozésa idézi eld és az aeroszol higroszkopossaga miatt, a légkor nedvességtartalma is
befolyasolja. (Horvath, 1992; Molnar and Gacser, 2011)

Az aeroszol részecskék kozvetlen (direkt) és kozvetett (indirekt) hatasaik révén
befolyasoljak a légkor hémérsékletét. A direkt hatas abbol adodik, hogy a részecskék
szorjak €s kisebb mértékben elnyelik (abszopcid) a beérkezd napsugarzast. A két folyamat
egylittesen adja a sugargyengiilést (extinkcio).

A szoOras estén a részecskék a besugarzott elektromagneses hulldmokat (napfényt)
valtozatlan hulldimhosszon Ujra kisugarozzak, azonban ez a kisugarzds mas-mas
intenzitassal a tér minden irdnyaban észlelhetd, ezaltal a szoras hiiti a 1égkort. A szorés az
olyan mérettartomanyba esd részecskéknél a legintenzivebb, ahol a részecske atmérdje
Osszemérheté a sugarzas hullamhosszaval, tehat a finom részecskék (0,1-1 pm)
tartomanyaban. Az aeroszol részecskék koziil a szulfat, a nitrat és a szerves szén foként
nem elnyeld részecskéket tartalmaznak, igy ezek a részecskék a napfény szoérasaval direkt
moddon csokkentik a felszint elérd rovidhullama energia mennyiségét (Pilinis et al., 1995).

Az abszorpcid sordn a sugarzasi energia a részecskében mas energiafajtava, példaul
hévé vagy kémiai energiava alakul. Ez a folyamat fiiti a 1égkort. Abszorpcid az égési
folyamatokbol szarmazé korom és talajeredetii, valamint az asvanyi anyagokat tartalmazo
aeroszol részecskéknél figyelheté meg. (Rosen et al, 1978)

Az aeroszolok indirekt hatasa abbol all, hogy befolyasolja a felh6k mikrofizikai
tulajdonsagait, ¢és ennek kovetkeztében azok sugarzas-visszaverd képességét (albedojat),
mennyiségét ¢és atlagos élettartamat. A felhdk szerkezete pedig csapadékképz6
hatékonysagukat is alapvetden befolyasolja. A felhdk keletkezésének alapvetd mozzanata a
parolgassal a levegdbe keriilt vizgdz kondenzécidja, melynek eldfeltétele a levegd hiilése.
A levegd hiilését a felaramlds idézi eld, amelyet okozhatnak hdmérsékleti kiilonbségek
(szabad konvekcid) vagy ugynevezett kényszer emelések (kényszer konvekcio). A levegd
adiabatikus hiilése folyaméan, benne a vizgdz telitetté valik, ami a kondenzicio
meginduldsdhoz vezet. A levegdében a kondenzici®6 mindig heterogén, azaz aeroszol
részecskéken, ugynevezett kondenzacids magvakon megy végbe. Azokon a részecskéken
keletkeznek felhdcseppek, melyeknek kritikus telitettsége kisebb, mint a maximalis
telitettség vagy azzal egyenld. A kritikus taltelitettség, a kémiai Osszetételen feliil a

részecske sugardnak fliggvénye is. Minél nagyobb a részecske sugara, annal alacsonyabb az
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a tultelitettség, amelyen a kondenzacioban aktivva valik. Az aktiv kondenzacios magvakat
elsdsorban old6do vegyiiletek alkotjak, ilyen a finom részecskék tartomanyaba tartozo
ammonium-szulfat [(NH4)2SO4] és kisebb mértékben az ammonium-nitrat (NHsNO3),
illetve Oceani kornyezetben a natrium-klorid. Egy adott taltelitettségnél szarazfoldi
levegében joval tobb kondenzacidés mag van, amibdl az kdvetkezik, hogy a szarazfoldi
felhokben adott taltelitettségen sokkal tobb felhdcsepp talalhatd. A tengeri felhdcseppek
atlagos mérete nagyobb, mint a szarazfoldi felhOcseppeké. A napsugarakat a kisebb
magvak szamanak novekedésével csokken a Fold felszinére érkezd napsugarak erdssége
(Twomey, 1974; Colls, 1997; Ramanathan, 2001), igy a felszin hiitését okozzak. A kisebb
méretli felhGcseppekbdl kisebb valoszintiséggel képzédik csapadék, igy ezeknek a
felh6knek az élettartalma hosszabb, ami hozzajarul a megnovekedett sugarzas-visszaverd
képességbdl eredd hatasukhoz és szintén a felszin hiitéséhez jarulnak hozza (Albrecht,
1986).

Az aeroszolok egészségre gyakorolt hatasanak tudomanyos bizonyitékai egybehangzok
a vilag kiilonbozo teriiletén él6k - mind a fejlett, mind a fejl6édé orszagok - tekintetében
(Polichetti et al., 2009; Perrone et al., 2010). Az aeroszolok karos egészségiigyi hatasa
altalaban forgalmas nagyvarosok ¢és iparvidékek szennyezett levegdjében ¢és
levegOcsdvajaban jelentkezik, ahol ez a hatas nagyszamu lakost érint (Curtis et al., 2006).
A hatés széles spektrumu, elsdsorban a 1€gzd- és a keringési rendszert érinti, és annak
hatasa korcsoportonként, illetve az egészségi allapot fliggvényében kiillonb6z6 mértéki
lehet. Az egyes hatasok bekovetkezésének kockazata az expozicid fiiggvényében
novekszik, és nincs elég bizonyiték arra, hogy létezik hatastalan kiiszobkoncentracio, az
egészségre gyakorolt észlelhetd hatdst mar kivaltdé koncentracid tartomdny nem tér el
jelentdsen az atlagosan levegdben mért koncentraciotol.

Az aeroszolok mérete az expozicié szempontjabol is fontos, mert a PMio (10 um-nél
kisebb aeroszol részecskék) a bronchusokba (horgék), a PMas (2,5 um-nél kisebb aeroszol
részecskék) a bronchiolusokba (horgdcskék) és az alveolusokba (tiidohdlyagocskak) is
eljut, innen pedig felszivodnak és a keringésbe keriilnek (Heyder et al., 1986; Magyar,
1998; Oberdorster et al.,, 2005). A 10 pm-nél nagyobb részecskék mar belélegezhetdek
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(inhalabilisak), de ezek nagy része az orrban és a szajban, legkésObb a gégefonél elakad,
nem jut mélyebbre a Iégutakban.

A legkisebb PMig koncentracio is hatassal van a szervezetre, ami azt eredményezi,
hogy a legalacsonyabb szintli szennyezés is veszélyt jelent az érzékeny emberekre. A
leginkabb veszélyeztetett csoportokat a csecsemdk, az iddskoruak, és az aktiv és passziv
dohdnyosok képezik. Rajtuk kiviil kiemelten érzékenyek a 1éguti és keringési
megbetegedésben szenvedOk, mert a részecskék belégzése a 1égzdszervi betegekben
(asztma, bronchitis) szenveddk allapotat stlyosbitja, és csokkenti a tiidé ellendllo
képességét a fertdzésekkel, toxikus anyagokkal szemben (Highwood and Kinnersley,
2006).

Az aeroszolok egészségkarositd hatasat leggyakrabban epidemiologiai vizsgalatokban
vagy laboratoriumi in vivo / in vitro tesztekkel tanulmanyoztak.

Epidemioldgiai vizsgélatok sordn Osszefliggést talaltak a (légzdszervi €s sziv- €s
érrendszeri) halalozas és az aeroszol részecskék (PM) belélegzése kozott, még alacsony
vagy mérsékelt kornyezeti PM koncentracio mellett is (Schwartz 1994; Brook et al. 2003;
Katsouyanni et al. 2003). Epidemiolégiai vizsgalatok azt is bizonyitjak, hogy az aeroszol
akut és kronikus egészségkarositod hatast egyarant kifejt. Szamos epidemioldgiai tanulmany
vizsgalta a kiilonb6z6 PM méretfrakciok (PMio, PMa2s, és PMio-25) egészségre gyakorolt
hatasat. Ezen vizsgalatok arra kovetkeztettek, hogy a kiilonbozé méretfrakciok koziil, a
legnagyobb mértékben a PM2s hozhat6 6sszefliggésbe a halalozassal (Fairley 1999; Brook
et al. 2003). A kronikus expozicido a fokozott érelmeszesedéssel hozhatd kapcsolatba
(Kunzli et al. 2005), mig PM25 akut expozicidja (akar mar 2 oras expozicid) emelheti az
akut sziv- és érrendszeri karosodasok kockazatat (Peters et al. 2001). Eddig csak néhany
tanulmany jelent meg az ultrafinom részecskékkel (UF) végzett epidemiologiai
vizsgalatokrol, amelyekben azonban bizonyitékot talaltak arra, hogy az UF részecskék is
jelentdsen hozzajarulnak a karos egészségiigyi hatasokhoz (Peters et al. 1997; Sioutas et al.,
2005). Bar az epidemiologiai vizsgalatok atfogd bizonyitékot adnak az aeroszol
egészségligyi hatasait illetGen, azonban ezeknek a vizsgalatoknak is vannak bizonyos
korlatai, ezért a toxikologiai vizsgalatok elengedhetetlenek, hogy kiegészitsék az

epidemiologiai eredményeket (Devlin et al., 2005; WHO 2006).
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Az aeroszolok toxicitasanak meghatarozasara két modszert hasznalnak a
leggyakrabban: in vivo - kontrollalt human és allati expozicids vizsgalatokat, és in vitro —
sejt vizsgalatokat. Az human expoziciés vizsgalatok eclengedhetetlenck az aeroszolok
egészségiigyi hatasainak meghatarozasanal, melynek soran az adott PM frakcio
belélegzését vizsgaljak szigortan ellendrzott feltételeket mellett, amelyek lehetové teszik az
expozicio-valasz  Osszefiiggések megismerését. A  kontrolldlt humén expozicios
vizsgalatoknak is vannak bizonyos korlatai (Utell and Frampton 2000), ezért gyakran
alkalmaznak allati expozicids vizsgalatokat, melynek sordn magasabb PM koncentracio
mellett értékelik a kronikus expozicios hatasokat (Devlin et al. 2005). Az in vitro
vizsgalatok soran a cellularis és molekuldris mechanizmusokat tanulmanyozhatjuk (Devlin
et al. 2005; Rothen-Rutishauser et al. 2008). Az in vitro vizsgalatoknal szamos végpontot
tudunk vizsgalni: PM transzlokacid a sejtekbe, citotoxicitas, oxidativ stressz indukcidja,
gyulladas, DNS-karosodas és az apoptozis, kiilondsen a humadn tiid6 epitelidlis sejtekben és
pulmonalis artéria endothel sejtekben (Bai et al. 2001; Li et al. 2000, 2002, 2003; Karoly et
al. 2007; Mazzarella et al. 2007)

A jelenleg hatalyos levegd mindségérdl szolo 2008/50/EK iranyelv a szalld poron
(PM1o és PM2 ) kiviil a kén-dioxidra, nitrogén-dioxidra, benzolra, szén-monoxidra, 6lomra,
a troposzféra oOzontartalmara ir eld rendelkezéseket. Az iranyelv hatarértékeket ¢és
céldatumokat hatdroz meg a szallo por koncentracidjanak csokkentésére. Az iranyelv
hatalyba [épésével a PMig Onalld6 hatarértéket kapott Magyarorszagon is, az EU-S
tagallamok koziil elséként, svajci mintara. Az 0j iranyelv mar a PMas-re is Kiterjeszti a
szabalyozést, erre azonban nem rdgzitett tovabbra sem hatarértékeket. Elsé 1épésben
célérték meghatarozasa tortént, 2010-t81 a teljesitendd célérték 25 u/m® egy naptari évre,
2015-t6] azonban a 25 u/m® mar kotelezd hatarérték eléirds lesz. Indikativ jellegii
hatarérték a 20 w/m3, amelyet 2020. januar 1-jére kell teljesiteni (4/2011 (1.14.) VM
rendelet 1. melléklet alapjan). Az egyes évekre vonatkozd konkrét hatarértékeket a
2011/850/EU Bizottsagi Végrehajtasi Hatarozat 1. melléklete tartalmazza.

Az aeroszolok egészségre gyakorolt hatdsa szempontjabol fontos az expozicid
idOtartama, ezért az unids szabalyozas kiilonbséget tesz napi, illetve éves hatarérték kozott.
A jelenleg hatalyos 2008/50/EK iranyelv XI. melléklete tartalmazza a kiilonbozd

légszennyezd anyagokra, koztik a PMio-re vonatkozd (éves é€s napi) egészségligyi
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hatarértékeket. 2005 6ta a PMio-re vonatkoz6 egy napi egészségiigyi hatarérték (24 oras
atlag): 50 w/m?3, az éves 40 p/m?® A tlréshatar a napi hatarértéknél 50%, mig az éves
hatarértéknél 20%. Az Amerikai Egyesiilt Allamok Kornyezetvédelmi Hivatala (EPA) altal
engedélyezett napi egészségligyi hatarérték: 150 pg/md.

A 2008/50/EK iranyelv szerint egy naptari évben meghatarozott szamu napnal tobbszor
nem léphetd tul az egészségiigyi hatarérték. A PMiyo-es méretli részecskék vonatkozaséban
a napi maximumot évente legfeljebb 35 alkalommal lehet tullépni. Magyarorszag ezt a
kiiszobot évrdl évre tullépi, a leggyakrabban Budapesten €s térségében, a Sajo volgyeében,
Nyiregyhdzan és Szegeden, foként a téli honapokban. A kiiszobérték tullépése 2015
februarjaban is tobbszor megfigyelhetd volt. Budapesten, Vacott, Miskolcon, illetve a Sajo
volgyében Kazincbarcikan és Putnokon mérték a legmagasabb értékeket. Ugyanakkor még
Szolnokon, Debrecenben és Egerben is valamivel a 100%-os érték felett volt kevéssel a
szalld por koncentracioja.

A hazai hatarértékeknél szigoribbak a WHO (PMzio-re: 20 pu/m?, PMzs-re: 10 u/md) és
az ENSZ egészségiigyi Vilagszervezete altal ajanlott hatarértékek (WHO, 2005). Bar a
WHO a PMjo-re és PM2s-re meghatarozott hatarértéket, hangstilyozza, hogy nincs olyan
alacsony koncentracidja, ami ne jelentene kockédzatot az egészségre, ezért arra kell

torekedni, hogy minél inkabb csdkkentsiik a mennyiségét.
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1.2. Okotoxikolégiai médszerek

Calow (1993) meghatarozasa szerint az 6kotoxikologia olyan tudomany teriilet, amely
a mar ismert és az 0j szennyezOanyagokat, és azok kornyezetre gyakorolt 6kologiai hatasat
tanulmanyozza. Az dkotoxikologia, a toxikologiai €s 6kologiai kutatdsok megallapitasain
tal beépiti és hasznositja a fiziolégia, kémia, matematika, geologia, genetika ¢és
mikrobiolégia eredményeit is. Az Okotoxikoldégia a szennyezOanyagoknak a
szupraindividualis rendszerekre gyakorolt hatasat vizsgalja, a kornyezeti hatasvizsgélat €s
az 6kologiai kockazatbecslés fontos eszkoze.

Az Okotoxikologiai vizsgalatok célja, hogy viszonylag egyszeri és reprodukalhatd
bioldgiai tesztekkel az Okoszisztéma egészére kivetithetd becslést kapjunk. Mind egyes
vegyl anyagok, mind szennyezett kdrnyezeti mintak €l szervezetekre gyakorolt hatasa
vizsgalhato Okotoxikologiai tesztekkel. Az eredmények képezik a kockazatfelméréshez
sziikséges, az Okoszisztémat nem karositd koncentraci6 (Predicted No Effect
Concentration, PNEC) érték alapjat.

Az oOkotoxikoldgiai tesztek figyelembe veszik az Okologia torvényszeriiségeit, igy
egyed szinten az egyed ¢lettani viselkedését (pusztulds, ndvekedés, reprodukcio,
energiahaztartas, biokémiai folyamatok, mutacid) vizsgaljak, a populaci6 szintjén pedig a
szaporodas, egyedsulriiség, eloszlas torvényszeriiségeivel foglalkoznak. Tarsulas szintjén a
fajszam, a fajok kozotti kapesolatok, indikator fajok jelenléte; mig az 6koszisztéma szintjén
a rendszer egészének anyag- és energiaforgalma 4ll az Gkotoxikoldgia érdeklddésének
kozéppontjaban (Suter, 1993).

Masképpen fogalmazva, az Okotoxikologia a teljes Okoszisztémat érintd hatasokkal
foglalkozik (Moriarty, 1983). Az 6kotoxikologiai tesztek kozvetleniil mutatjak a kdrnyezeti
mintak aktudlis toxicitasat és egyéb karos hatdsait. Az 6kotoxikologiai eredmény magéban
foglalja a kornyezeti mintaban talalhato, kiilonféle modokon és erdsséggel kotddo
szennyezOanyagok hozzaférhetdségét. Vegyes szennyezddés esetében a hatdsok ereddjét
mutatja, melyben az egymast erdsitd, 6sszeadodo és kioltd hatasok egyarant megjelennek.
Ismeretlen Osszetételli anyagok hatasa is mérhetd. Az dkotoxikologiai vizsgalatok alapjan

elérejelzés adhatd arrdl, hogy a kdrnyezetbe keriilt vegyi anyagok miként modositjak adott
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Okoszisztéma struktirajat és funkcidjat, milyen mértékli kockazatot jelentenek az ¢élo
szervezetek szamara. Természetesen a teljes Okoszisztémat érd hatdsokat és azok
kovetkezményeit nem tudjuk feltdrni, azonban a toxikoldgiai és Okotoxikologia tesztek
eredményeibdl extrapolalni lehet a valos életkdzosségekre (Gruiz et al., 2001).

Az okotoxikologiai vizsgalatok, nem csupan mennyiségi informaciot adnak a (6ko)
toxikus hatast illetéen, de a vizsgélatok célja, hogy meghatdrozza a kornyezetterhelés
mértéke (az a mennyiség, amelynek a szervezet ki van téve), valamint az 6kologiai hatasok
jellege és mértéke kozotti kapcsolatot (Walker et al, 2006). A minta Okotoxicitdsa
leggyakrabban ECx formaban van kifejezve, vagyis az a szamitott effektiv koncentracio,
amely x%-os 6kologiai hatast eredményez. Leggyakrabban, az ECsg értéket hasznaljuk (az
a koncentracio, amely 50%-os hatast okoz). A minta Okotoxicitasanak kifejezésére egy
koncentracid-hatas Osszefiiggés adhato, mellyel koncentracid-hatds vagy stressz-valasz

kapcsolatokat elemezhetiink.

1.2.1. Aeroszolok okotoxikologiai vizsgalata biolumineszcens baktérium

teszttel

A viarosi és a kozlekedésbdl szarmazo részecskék emberi egészségre gyakorolt hatasait
mar széles korben tanulmanyoztak epidemioldgiai vizsgalatokkal vagy laboratoriumi in
vivo / in vitro tesztekkel. Ezen stresszorok nem-huméan biotara és Okoszisztémakra
vonatkozo 6kotoxikologiai hatasar6l azonban elég kevés informacio all rendelkezésiinkre.

Az aeroszolok vizsgalata sordn szamos modszertani korlat meriil fel: az
okotoxikologiai vizsgalatok viszonylag nagy mintamennyiséget igényelnek, figyelembe
kell venni az adott mintavételi hely sajatossagait, illetve maga a mintavétel is viszonylag
nehéz. A légkori aeroszolokat a mintavétel soran altalaban filterre gytijtik, ami korlatozza a
minta mennyiségét és ezaltal csokkenti a vizsgalathoz rendelkezése allo tesztszervezetek
korét is, illetve neheziti az aeroszolok toxicitasanak értékelését (DeVizcaya-Ruiz et al.,
2006).
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Az okotoxikologiai vizsgalatokban leggyakrabban a Vibrio fischeri biolumineszcencia
gatlason alapulo tesztet alkalmazzak (pl. EI-Alawi et al., 2002; Lin et Chao, 2002; Lee et
al., 2003; Triolo et al., 2008; Vouitsis et al., 2009; Roig et al., 2013).

A V. fischeri (2.4bra) egy mélytengeri, anaerob, Gram negativ biolumineszcens
baktérium. A biolumineszcencia a sejt életképességének jellemzdje, mely kivaltasaért két
enzim (luciferaz és fotogenaz) felelds. A toxicitas mértéke az altal valik mérhet6vé, hogy a
baktériumok altal kibocsatott fény mennyisége csokken a mérgezd vegyiiletek hatdsara. A
fényintenzitas csokkenéséért a luciferdz enzim miikodésének gatlasa a felelds. (Bulich

1979). A biolumineszcencia csokkenését luminométerrel mérhet;iik.

2.abra: A Vibrio fischeri (Photobacteria phosphoreum)

A lumineszcencia gatlas aranyos a toxicitas mértékével (3. abra). A V. fischeri mind
nehézfémekre, mind szerves makro- és mikro- szennyezdanyagokra érzékeny.

A V. fischeri teszt alapvaltozata vizes fazissal (kivonat vagy liledék esetében porusviz)
dolgozik, mivel a V. fischeri tengeri baktérium. Szamos rendszer létezik, mely ezen a
verzion alapul, igy a ToxAlert (Merck), a Microtox (AZUR Environmental), a LUMIStox
(Hach-Lange) vagy a BioTox (ABOATOX). A teszt ezen valtozatahoz t6bb nemzeti, illetve
nemzetkozi szabvany all rendelkezésre. A lumineszcens baktériumok gatlasan alapuld
vizsgalatra épiil példaul a francia szabvany (DIN 38412-1990), az amerikai szabvany
(ASTM D5660- 1995), a kinai szabvany (GB / T 15441- 1995) és az eurdpai szabvany (EN
ISO 11348). A hazankban relevans szabvanyok: MSZ EN ISO 11348-1:2009 (Vizmin6ség.

Vizmintak gatldé hatdsanak meghatarozasa a Vibrio fischeri fénykibocsatasara
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(lumineszcensbaktérium- teszt). 1. rész: Vizsgalat frissen elokészitett baktériumokkal);
MSZ EN 1SO 11348-2:2009 (Vizmindség. Vizmintak gatld hatdsanak meghatarozasa a
Vibrio fischeri fénykibocsatasara (lumineszcensbaktérium- teszt). 2. rész: Vizsgalat
folyadékbol szaritott baktériumokkal) és az MSZ EN ISO 11348- 3:2009 (Vizminoség.
Vizmintak gatldé hatasanak meghatarozasa a Vibrio fischeri fénykibocsatasara
(lumineszcensbaktérium- teszt). 3. rész: Vizsgalat fagyasztva szaritott baktériumokkal
szabvanyok alapjan).

A szabvany és a hivatkozott szakirodalmak jelentés része a V. fischeri elnevezést
alkalmazza, azonban néhany irodalom és az uj rendszertani besorolas az Aliivibrio fischeri
elnevezést alkalmazza (Krifaton et al., 2010, 2011; Cabral, 2010; Urakawa, 2012). Ma et al.
(2014) recens attekinté cikkében szintén az A. fischeri elnevezést hasznalja. El6szor
Urbanczyk et al. (2007) cikkében tortént meg a rendszertani atsorolas.

A szabvany, illetve az aeroszolok vizsgalataval foglalkozo irodalmakban a V. fischeri
szerepel tesztszervezetként, azonban mas Vibrio faj alkalmazasa is ismert (Ye et al., 2011).
A V. fischeri tengeri baktérium, ezért a teszt soran, illetve a tesztet megel6zé inkubacid
soran végig sOs, mesterséges tengervizet imitdldo kornyezetet kell a szdmdara biztositani.
Ennek kikiisz6bolésére folynak kutatdsok az édesvizi V. qinghaiensis sp.Q67
alkalmazasaval kapcsolatban (Ye et al, 2011), bar ez a tesztszervezet kereskedelmi
forgalomban kit formajaban jelenleg nem kaphato.
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hatéasara (forras: Merck Co., 2000)
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A V. fischerivel végzett vizsgalatok kimutattak, hogy megfeleld érzékenységet
mutatnak azokra a szennyezdé anyagokra, amelyek a levegdben varhatoan eléfordulnak.
Ezen szennyezOk koziil a legfontosabbak a PAH-ok és a fémek. V. fischeri érzékenységét a
PAH-okra mar tobben is bizonyitottak (EI-Alawi et. Al., 2002; Hirmann et al., 2007), és a
rendelkezésiinkre allnak egyes PAH-0k ECsp értékei is (Eom et al., 2007). Fulladosa et al.
(2005) részletesen tanulmanyoztak a fémek toxicitasat V. fischerin.

Triolo et al.. (2008), az Azur Environmental altal forgalmazott Microtox® rendszert
alkalmazta légkori szennyezd anyagok Okotoxikologiai értékeléséhez. A szerves
szennyezOket féligateresztd membranra gylijtottek (SPMDs), majd a membranokat aceton
¢és dimetil-szulfoxid (DMSO) keverékével oblitették at és oldottak a szennyezbket. Az
acetont nitrogén aramban beparoltak, és a kinyert mintat hasznaltak. Roig et al. (2013) is a
Microtox rendszert alkalmazta 1égkori szennyezé anyagok okotoxikologiai vizsgalatahoz.
A begylijtott mintaik Katalonia (Spanyolorszag) kiilonbozé teriileteirdl szarmaztak. A
vizsgalatokat a szlirOre gyijtott aeroszolok vizes extraktumaval végezték, enyhe savas
mikrohullamu feltaras utan (15 ml, 0,1 M HNO3z 2% NaCl). A mintak kémiai analizisét
kovetden, a legtobb szennyezbanyag korrelacidt mutatott a toxicitas értékekkel (ilyen
szennyez6 anyagok voltak a fémek és poliklorozott dibenzo-p-dioxinok és dibenzo-
furanok). Tanulmanyukban a toxicitas tér- és id6beli mintazatot mutatott, a varosi mintak
toxikusabbak voltak, mint a vidéki mintak, illetve a téli mintak toxicitdsa magasabb volt,
mint a nyari mintaké.

Ikeda et al. (2009) szintén a V. fischeri biolumineszcencia gatlasan alapuld
okotoxikologiai vizsgalatot alkalmazta beltéri és kiiltéri aeroszol mintak vizoldhato
frakciojanak elemzéséhez. A vizsgalatokat az aeroszol mintdk vizes extraktumaval
végezték. A vizsgalt mintdik Kanagawabol (Japan) szdrmaztak. Tanulmanyuk soran
toxikusabbnak talaltak a beltéri acroszol mintakat, mint a kiiltéri mintakat, tovabba azt
figyelték meg, hogy a vizsgalt mintdk kivonatanak toxicitasa korreldl a kivonatok nitrat és
szulfat koncentraciojaval.

Vouitsis et al. (2009) személygépkocsik altal kibocsatott aeroszol részecskék
okotoxikologiai becslését végezte szintén Microtox rendszert hasznalva. A folyékony fazist
ugy készitették, hogy 300 ml diklormetannal (DKM) Soxhlet extrakciot végeztek a sziirdre
gytjtott kipufogdgdz mintakkal, majd 24 oran 4t rotacios beparlast végeztek, hogy a
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végtérfogatot csokkentsék. A koncentralt extraktumot 1 ml dimetil-szulfoxidban (DMSO)
oldottak, majd a végsd térfogatot desztillalt vizzel 10 ml-re higitottdk. Tanulmanyukban a
személygépkocsik (egy dizel és egy benzin lizemi gépkocsi) PM kibocsatasat jellemezték,
Osszehasonlitva a kiilonboz6 lizemeltetési ciklusokat. A dizel lizemi gépjarmii esetében, a
jarmivet elészor eredeti kipufogdgaz-utdkezeld konfiguracioban (Diesel OEA) tesztelték,
majd ezt kdvetden egy szilicium-karbamid katalizalt dizel részecskeszlirével (CDPF). A
személygépkocsik kibocsatasanak okotoxicitasa a kovetkezd sorrendben csokkent: benzines
aut6> cDPF > Diesel OEA.

Lin és Chao (2002) hasonld mintaelokészitési modszert alkalmazott a dizel lizemii
kibocsatasokbol szarmazé szerves fazis akut toxicitasanak meghatarozasara.

Ledda et al. (2013) is a Microtox rendszert alkalmazta bazalt kdpor, vulkani hamu és
cement 0kotoxikologiai vizsgalatdhoz. A vizsgalatokat a kiilonbdzé mintak extraktumaval
készitették, az extrakciohoz 2% -os natrium-klorid oldatot hasznaltak. Erdotiizekbol
szarmazd hamu Okotoxicitasanak értékelésé soran Silva et al. (2014) vizes kivonatbol
végezte el a V. fischeri tesztet.

A V. fischerit, mint tesztorganizmust PAH-ok toxicitasanak értékeléséhez is hasznaltak
(EI-Alawi et al. 2002, Lee et al. 2003). A Vibrio fischeri biolumineszcencia gatlason
alapuldo Okotoxikologiai teszt bizonyitottan érzékeny dizel ilizemii gépjarmiivek
kibocsatasainak ¢és a légkori PMio frakcioji aeroszolok oOkotoxicitasanak értékelésére
(Isidori, 2003; Triolo et al., 2008; Papadimitriou et al., 2008; Vouitsis et al., 2009; Roig et
al., 2013).

1.2.2. Direkt kontakt tesztek és jelentoségiik

Az aeroszol kivonatokat alkalmazd toxicitdsi vizsgalatok nem tiikrozik a redlis
kdrnyezeti expozicids utat. A szerves oldoszerek haszndlatdval olyan Osszetevoket is
mobilizalhatunk, amelyek rendszerint biologiailag nem hozzaférhetéek (Harkey és Young,
2000) igy az aeroszol toxicitasat tilbecsiilhetjiikk. Annak érdekében, hogy egy sokkal

realisabb expozicios utat kapjunk a szilard mintdk Okotoxicitdsanak értékelésére, a
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részecskék és a tesztorganizmusok kozott kdzvetlen érintkezést kell biztositani, mivel a
toxikus hatés leginkabb a részecskékhez kotott vegyiiletektol fligg.

Direkt kontakt teszteket legeldszor tiledék- illetve talajmintak toxicitasanak tesztelésére
fejlesztettek ki. A direkt kontakt tesztek esetében a tesztszervezetet az iiledékben
vizsgaljuk, ezaltal kozvetlen kontaktust valositunk meg az organizmus és az liledék szilard
részecskéi kozott. Ebben az esetben a tesztorganizmus gyakorlatilag testének egész
feliiletén érintkezik a potencidlisan szennyezett kozeggel.

A V. fischeri biolumineszcencia-gatlason alapuld Okotoxicitas-vizsgalatnak olyan
valtozatai is ismertek, amelyek direkt kontakt tesztként mitkodnek. Elészor Brouwer et al.
(1990) és Tung et al. (1990) dolgoztak ki egymastol fiiggetleniil ilyen jellegii
tesztprotokollt, amelyben a baktérium tesztszervezetek és a szilard minta kozvetlen
kontaktusban vannak. Az Azur Environmental altal forgalmazott Microtox® Solid Phase
Basic Test ugy miikodik, hogy a tesztszervezetek (szuszpenzid formajaban) eldszor egy
meghatarozott expozicidés ideig kozvetlen kontaktusban vannak a szennyezett szilard
mintarészecskékkel, majd az expozicios 1d6 leteltét kovetden a szilard frakciot szliréssel
eltavolitjak, és a fennmarado vizes fazist hasznalja tovabb a rendszer. A protokoll hatranya,
hogy a sziirés folyaman a sziiréssel eltavolitott szilard részecskékkel, a részecskéken
megtapadt baktériumok egy része is eltavozhat, ezéltal a visszamaradd szuszpenzid
baktériumsiirtisége ¢€s a fénykibocsatas mértéke is csokken, mely nem valos toxicitas
értéket eredményezhet (Ringwood et al., 1997).

A Basic Solid-Phase Test egy egyszeriibb és gyorsabb eljaras, mint a Solid Phase Test.
A Basic Solid Phase Teszt esetén nincs sziikség a szilard fazis lesziirésre. Az tliledék
mintékat el6zdleg egyszeriien le kell szitdlni egy 0,25 mm lyukbdségii szitdn, majd hozza
kell adagolni a 35 g/l koncentraci6ju NaCl oldatot, és kiilonbozé higitasokat késziteni
beléle. A kezdeti fénykibocsatas mérése (lo) 15°C-on késziil a baktérium szuszpenziorol,
majd az lo felvétele utan a kiilonboz6 higitasokat hozza adagoljuk a baktérium
szuszpenzidhoz. A fényleolvasas a 30. percben torténik, majd az eredményt ECso értékként
adhatjuk meg. (Azur Environmental, 1995) A Basic Solid-Phase Test soran a V. fischeri
baktériumok vizes szuszpenzidban direkt kontaktusba keriilnek a szilard fazissal. Azonban
a metddus f6 hatranya az, hogy a minta turbiditdsa, ami a luminométeres mérések soran is

fennall, modosithatja a baktériumok fény kibocsatasanak mértékét, illetve a kibocsatott
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fény intenzitdsat, ezzel magasabb toxicitds értékeket indukalva. A minta turbiditdsanak
zavard hatasat a V. fischeri baktériumokra nézve tobb luminométer rendszeren
tanulmanyoztak (Lappalainen et al, 1999, 2001; Campisi et al, 2005), a teszt
standardizalhat6saganak érdekében.

Lappalainen et al. (1999, 2001) kidolgozott egy uj protokollt szilard és/vagy szines
mintdk elemzésére. A protokoll szintén szuszpenzidoval dolgozik, itt viszont a
tesztbaktériumok a mérés teljes ideje alatt a szuszpenzidban maradnak. A protokollra €piild
szabvanyt (ISO 21338:2010: Water quality - Kinetic determination of the inhibitory effects
of sediment, other solids and coloured samples on the light emission of Vibrio fischeri
/kinetic luminescent bacteria test/) 2010-ben fogadtak el. Ezt a protokollt alkalmazza a finn
Aboatox Co. altal forgalmazott Ascent Luminométer. A késziilék novum jellege elsésorban
a kinetikus toxicitds-mérés (Lappalainen et al., 1999). A késziilék a mintdhoz hozzaadja a
baktériumszuszpenzioét, majd az ezt kovetd 30 masodperces idészakban folyamatosan
rogziti a fénykibocsatas jellegét és lefutasat (a rendszer rovid neve éppen ezért Flash
System). A kontrollban a baktériumok felvillannak, a fénykibocsatas pedig kozel allando

szinten marad (4.abra).

lumineszcencia

T [masodperc]
4.abra: Fénykibocsatas lefutdsa a kontrollban (30 sec)

Toxikus kdzegben a baktériumok felvillannak, majd a minta gatlé hatdséara a fénykibocsatas
szinte azonnal csokkenni kezd (még a 30 mp-es intervallumon beliil) (5.4bra). A minta

toxikus jellege mar 30 mp-es expozicid sordn becsiilhetd, szamszeriisitheté (Mortimer et
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al.,, 2008). A gatlast a kontrolltol fliggetleniil, a kezdeti és a végsd mért értékek

Osszehasonlitasaval lehet kiszamitani.

lumineszcencia

T [masodperc]

5.abra: Fénykibocsatas lefutasa toxikus mintaban (30 sec)

A rendszer tovabbi fejlesztése a minta zavarossaganak, szinének figyelembe vétele
(Lappalainen et al., 2001). A mintaban (szuszpenzidban) jelen 1év0 valamilyen szin, vagy
feloldatlan szemcsék Tyndall szorasa gyengiti a baktériumok altal kibocsatott lumineszcens
fényt, igy nem toxikus minta esetében virtualis toxicitast eredményezne. A protokoll ezt
ugy korrigalja, hogy az egyes mintak fénykibocsatasanak csokkenését abszolut kontroll
nélkiil értékeli, azaz a gatlast adott minta esetében a 0. iddpillanatban és az expozicios idd
letelte utdn mutatott fénykibocsatds alapjan szémitja. A szin vagy zavarossag okozta
fénykibocsatas gatlas jol elkiilonithetd a toxikus hatastol a kinetikus mérés soran a kapott
jel alapjan, mert els6 30 mp-es jel soran a kontrollhoz képest eleve alacsonyabb a kezdeti
fénykibocsatas, de ez utana kozel allandd marad (6.abra). A szines vagy szemcsés, de
toxikus minta esetében az els6 30 mp-ben kapott jel szintén jellegzetességet mutat, a
kontrollhoz képest eleve alacsonyabb a fénykibocsatas, ami a kezdeti felvillands utan a

toxikus hatasra csokken (7.abra).
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lumineszcencia

T [masodperc]

6.abra: Fénykibocsatas lefutdsa nem toxikus, zavaros/sotét mintaban (30 sec)

lumineszcencia

T [masodperc]

7.abra: Fénykibocsatas lefutasa toxikus, zavaros/sotét mintaban(30 sec)

A Flash-rendszer a szilard anyag szuszpenziojat (max 200 mg/l) hasznalja a mérés
soran (a higit6 oldat 2%-0s NaCl).
A Flash rendszert sikeresen alkalmaztak szennyezett talajok és tliledékek altal jelentett

okologiai kockazat értékelésére (Pollumaa et al., 2000, 2004; Heinlaan et al., 2007).
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1.2.3. Bioszenzorok

Talalkozhatunk olyan tanulmanyokkal is, melyekben 6kotoxikologiai vizsgalatokat a
gaz fazis kozvetlen mérésével végeztek, bioszenzorok alkalmazéasaval.

A bioszenzor olyan analitikai eszkoz, amely 6tvozi a biologiai rendszerek specificitasat
a jelatalakito azon tulajdonsagaval, hogy képes a meghatarozandd6 kémiai anyag
koncentracidjaval aranyos jelet szolgaltatni (IUPAC, 1997). A bioszenzorok tehat olyan
kémiai érzékelok, amelyek miikodése szelektiv biokémiai, bioldgiai folyamatokon,
jelenségeken alapul (Nagy, 2009).

Gil et al. (2000, 2002) kifejlesztettek egy teljes-sejt bioszenzort gazok 6kotoxicitasanak
kimutatasara. A rendszer egy rekombinans biolumineszcens Escherichia coli torzset
hasznal, amelyet a lac: uxCDABE fuzioval hoztak 1étre. A baktériumok agar gélben
helyezkednek el. Az immobilizalt sejt matrix fenntartja a tesztorganizmusok aktivitasat,
amelyek kozvetlen kapcsolatban vannak a rendszeren keresztiil aramlo toxikus gézzal.
Hasonléan az eredeti Vibrio fischeri teszthez, a toxicitast a biolumineszcencia
csokkenésenck mérésével értékelik. A rendszert elészor benzolon tesztelték és egyértelmi
dozis-valasz mintazatot tapasztaltak (Gil et al., 2000). A rendszer érzékenysége mas BTEX
gazokra (példaul toluol, etil-benzol, xilol) is bebizonyosodott (Gil et al., 2002). Ez a
bioszenzor hordozhat6 eszkdzként funkciondlhat.

Komori et al. (2009) kifejlesztett egy gyors gz toxicitas értékeld rendszert, ahol a V.
fischeri poliion komplex membranon van, hogy lehet6vé tegye a félig kozvetlen érintkezést
a baktériumok és a toxikus gazok kozott. A rendszer lehetéveé teszi a modell gdzok ECso
értékének (ppm-ben) mérését. A rendszer érzékenységét gaz mintakon értékelték, ugymint
a benzol, triklor-etilén, aceton, NO;, SO, és CO, valamint kiiliinb6z6 kibocsatasok
(dizelmotorok kipufogdgazai, benzinmotorok kipufogdgazai, cigarettafiist, szénégetd
kibocsatasa). A szerzOk Osszehasonlitottak a rendszer érzékenységét hagyomanyos allati
tesztekkel és azt talaltak, hogy a gdz szenzor érzékenysége 1-3 nagysagrenddel nagyobb,
mint a konvenciondlis allati teszteké. A vizsgalt gazok, illékony szerves vegyiiletek a
tesztbaktériumokban okozhatnak karokat, azaltal, hogy a permeéacié vagy akkumulacio

miatt a foszfolipid membran megsemmisiil (Schultz et al., 2003), vagy a NO2 ¢és a SO2
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gazok, a vizben valdo oldodasukat kovetden, atalakulnak salétrom/salétromos- és
kénsavakka, igy csokkentve a pH-t a membranban, amely szintén gatlé hatast a baktérium
enzimaktivitasara. A rendszer f6 elonye az érzékenysége mellett, a rovid expozicids id6 (15
perc), tovabba szintén egy hordozhatdé eszkoz lehet gazfazisi mintak Okotoxikologiai
vizsgalatahoz.

A bioszenzorok egy része a biolumineszcencia gatlasait méri (mint a hagyomanyos
Vibrio fischeri protokollok), ezek az ugynevezett ,light off” vizsgalatok, azonban vannak
olyan bioszenzorok, amelyek fényjelzést adnak, igy ezeket ,light on” vizsgalatoknak
nevezzikk (Kim et al., 2003). A ,light on” rendszerekben a lux gének szintetizaljak a
luciferazt, a kemikaliak altal kivaltott promoéterek indukcidja révén, igy megndvelve a
lumineszcenciat. Ezek a promoterek specifikusak, specidlis vegyi anyagokra vagy specialis
stresszorokra reagalnak.

Eltzov et al. (2011) két kiilonboz6 Escherichia coli torzset hasznalt szaloptikai alapti
bioszenzorban levegd toxicitasdnak monitorozdsara. A DPD2794 torzs hordozza a recA
promotert, amely aktivalja a DNS javitd rendszert a DNS-kdrosodas kovetkeztében
(Vollmer et al., 1997; Elsemore, 1998; Davidov et al., 2000). A TV1061 t6rzs hordozza a
h6-sokk grpE promotert, amely a citotoxikus anyagokra érzékeny (Arsene et al., 2000).
Mindkét torzsben az analit elinditja a reporter luciferaz gének aktivalasat és ezaltal mérheto
fényjel keletkezik.

Valdman és Gutz (2008) is kifejlesztett egy bioszenzort naftalin mérésére levegében,
Pseudomonas fluorescens HK44 torzset hasznalva. Ez a torzs hordozza a biolumineszcens
reporter plazmid pUTK21-t, amely egy nahG-luxCDABE fuzio6t tartalmaz (D'Souza, 2001).
Mar jo1 dokumentalt ennek a torzsnek az alkamazasa a talaj bioremediacié soran (Sayler et
al., 1999; Ripp et al., 2000). Ennek a torzsnek alacsony a kimutatasi hatara a leveg6ben
1évé naftalinra (Valdman et al., 2004). A kornyezeti relevancidja magas, mivel a
nagyvarosokban a legmagasabb koncentracié elérheti a 170 g/m*-t (Preuss et al., 2003).
Emellett a rekombinans biolumineszcens baktériumok, mint példaul az E. coli, RFM443
torzs, a pLITE2 plazmidot hordozva (lac::luxCDABE), megfelel6 érzékenységet mutatott
fenantrénre (Gu és Chang, 2001; Chang et al., 2004) és madas policiklusos aromas
szénhidrogénekre, mint példaul a naftalinra, antracénra, pirénre és benzo (a) pirénre (Lee et

al., 2003).
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1.2.4. Aeroszolok okotoxikologiai vizsgalatai egyéb tesztekkel

A biolumeszcens baktériumokat alkalmazod Okotoxikologai teszteken kiviil,
talalkozhatunk olyan tanulmanyokkal, melyekben mads tesztszervezetet alkalmaznak az
aeroszolok okotoxicitasanak értékeléséhez. Azt azonban fontos megjegyezni, hogy csak
nagyon kevés ilyen irodalom 4ll rendelkezésiinkre, mint mar emlitettem, a rendelkezésre
all6 minta mennyisége a limitalo tényezo.

Daresta et al. (2015) aeroszol mintak kozvetlen hatasat vizsgalta a ndvények
novekedésére, melynek soran kvarc sziir6re gyiijtott (PMio) aeroszolon kozvetleniil
tanulmanyoztak a paradicsom palantak (Solanum lycopersicum L.) novekedését, illetve a
reaktiv oxigénformak (ROS) felhalmozodasat a gyokerekben, és a klorofill-a és klorofill-b,
valamint Gsszes karotinoid-tartalom valtozasat. Tanulmanyuk soran az Osszes vizsgalt
szirén szignifikdns negativ hatést figyeltek meg a gydkérndvekedésen, tovabba, a korai
magnovekedési paraméterek - azaz a friss hajtdsok és a gyokér sulyok — is jelentosen
csokkentek. Eredményeik alapjan az aeroszol mintdk mindegyike képes volt kivaltani az
ROS termelést a paradicsom gyokerekben, igy befolyasolva a gyokérnovekedést. Ezen feliil
a vizsgalt aeroszol mintdk szignifikans hatast gyakoroltak a fotoszintetikus pigment
(klorofill a, b és karotinoid) tartalomra is.

Verma et al. (2013) finom aeroszol toxicitasanak becsléséhez édesvizi kerekesférget
(Brachionus calyciflorus) alkalmazott tesztszervezetként. Tanulmanyukban kiilon
vizsgaltak a PM2 s extraktumok (viz és metanol) hidrofil és hidrofob frakcioit. Eredményeik
szerint a metanolos extraktumok toxicitasa sokkal (6-8 nagysagrenddel) magasabb volt,
mint a vizes extraktumok toxicitdsa, azaz a polaris vegyiiletekhez képest a nem-polaros
vegytiletek sokkal toxikusabbnak mutatkoztak kerekesféregekre. Vizsgaltak tovabba a
kerekesférgek toxicitdsanak PM komponensekkel valo korrelacidjat, amely szerint a vizes
extraktumok az EC és OC tartalommal mutattak jelent6s korrelaciot, illetve az LCsp értékek
jol korrelaltak a fémek ECsp értékeivel (As, Cd).

Egy masik tanulmanyban fonalférgeket hasznaltak aeroszolok toxicitdsanak
értékeléséhez. Zhao et al. (2014) kozlekedésbol szarmazo finom aeroszol (PMas) hatasait

vizsgalta Caenorhabditis elegans fonalférget alkalmazva tesztszervezetként. Mintaikat
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Pekingbdl (Kina) stirti forgalmt kozlekedési teriiltekrol gyiijtotték be (Beiyuan autopalya
¢és Pekingi 5. korgytr(i). Kutatasuk soran a fonalférgekre és utdodaikra gyakorolt hatasokat
tanulmanyoztak. Azt tapasztaltak, hogy a PM2s viszonylag nagy koncentracioban karos
hatasokat okozhat a kitett fonalférgek utddainak élettartamaban, szaporodasaban, és
mozgasi viselkedésében, azonban nem volt megfigyelhetd karos hatasa az utodok tulélésére
¢és fejlédésére. Adataik azt mutatjak, hogy a kozlekedésbél szarmazd PMas karos

hatasainak a fonalférgek és utddaik egyarant ki vannak téve.

1.2.5. Gumiabroncs tormelék 6kotoxikologiai vizsgalatai

A gépjarmiivekbdl szarmazo kipufogdgaz emisszid mellett a gumiabroncs és a fék kopasa
szintén fontos forrasa a varosi aeroszolok belé¢legezhetd frakcidjanak, hozzajarulva a kozati
kozlekedésbodl szarmazdé PM emisszio kb. 3-7 %-ahoz (Gualtieri et al., 2005a). Wik és
Dave (2009) attekintést ad a gumiabroncs kopasabol szarmazé részecskék meért, becsiilt és
bejelentett maximum koncentraci6ir6l a kiilonboz6 kornyezeti elemekben. A talaj tlinik az
elsddlegesen érintett résznek, a vizi 6koszisztémakat a talajszennyezésen vagy a kozutrol
val6 tovabbterjedésen keresztiil érintheti.

Bar "normalis" vezetési koriilmények kozott a gumiabroncs kopas kevesebb, mint 5% -a a
PMao kibocsatasnak (Wik és Dave, 2009), a lehetséges toxicitast nem lehet elhanyagolni. A
gumiabroncs potencialisan mérgez6 komponenseket tartalmaz, mint példaul a PAH-ok
(Takada et al., 1991) és a fémek, kiilondsen a cink (Councell et al., 2004). Gumiabroncsok
vizes extraktumat kiilonb6z6 taxonomiai osztalyokba tartozd organizmusokon tesztelték,
mint példaul rakok (Day et al., 1993; Nelson et al., 1994; Gualtieri et al., 2005b; Wik and
Dave, 2005, 2006; Marwood et al., 2011), kétéltiiek (Gualtieri et al., 2005a; Mantecca et
al., 2007); halak (Day et al., 1993; Nelson et al., 1994; Hartwell et al., 2000; Marwood et
al., 2011), valamint az algak (Gualtieri et al., 2005b; Marwood et al., 2011) és baktériumok
(Day et al., 1993; Hartwell et al., 2000).
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Ezekben a vizsgalatokban, vagy egész gumiabroncsot vagy gumiabroncs darabokat
extrahaltak (Wik és Dave / 2009 / egy attekintést adtak a kiilonboz6 Okotoxikologiai
tanulmanyokban alkalmazott kilugozasi eljarasokrol).

Bar nem végeztek Okotoxikologiai vizsgalatokat a gumiabroncsok kopasabol szarmazéd
aeroszol részecskék Dbelélegezhetd frakcidjan, az a tény, hogy a fent emlitett
tanulmanyokban a gumiabroncs darabok kivonata magasabb toxicitast mutatott, mint a
teljes gumiabroncs extraktuma, felhivja a figyelmet a kis részecskék potencialis

kockazatara.

1.2.6. Biomarkerek

Biomarkernek neveziink egy xenobiotikum altal kivaltott, a normalistol eltérd biologiai
valaszt, ami valamelyik infraindividulalis szinten vizsgalhaté paraméterben bekovetkezik.
A biomarkerek mérése a testnedvekben, sejtekben vagy szovetekben jelzi a toxikus
anyagok jelenléte vagy mennyisége miatt bekovetkez0 biokémiai €s sejtszintli valtozasokat,
igy egy korai figyelmeztet6 jelet adnak a potencialis toxikus hatast illetéen (NRC, 1987).

A biomarkerek tobb csoportra bonthatok (pl. molekuldk, enzimek, hormonok, gének
altal eldallitott termékek, de lehet valamely specialis sejttipus is), a legérzékenyebb csoport
a biotranszformacios enzimek. Ezek az enzimek részt vesznek a xenobiotikus
biotranszformacioban ¢és aktivitdsuk egyarant lehet indukdlt vagy gatolt. Az
acetilkolinészteraz (AChE) aktivitasdnak gatlasat, a tejsavdehidrogenaz (LDH) aktivitdsnak
valtozasat és a glutation S-transzferaz (GST) indukciojat mar széles korben alkalmazzak
kiilonboz6 kdrnyezeti stresszorok hatasanak értékelésére.

Az acetilkolinészteraz az acetilkolin lebontasat végzi, amely egy neurotranszmitter
anyag. Optimalis koriilmények kozott az enzim az acetilkolint acetatra és kolinra bontja,
gatlasa esetén az acetilkolin felhalmozddik és blokkolja a neurotranszmisszidt (Purves et al.
2004). AChE gatlasat el6szor szerves foszfat €s karbamat peszticidek hatasértékelése soran

alkalmaztak (Peakall, 1992).
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Az LDH f6 funkcidja, hogy katalizdlja a piruvat reverzibilis atalakuldsat laktatta
(Vassault, 1983). A tejsavdehidrogenaz aktivitasban bekovetkezett valtozas vizsgalatat
széles korben alkalmazza a toxikoldgia. Az LDH fontos glikogén enzim, mely szinte az
Osszes szovetben elofordul, ezért elterjedten alkalmazott eljarassa valt az dkotoxikoldgia
terliletén is. Az LDH-szint valtozasa, foképpen a sejtek, szovetek épségének jelzdje
(Decker and Lohmann-Matthes 1989).

A glutation S-transzferaz enzimeknek az oxidativ stressz termékek detoxifikacidjaban
¢s lipidperoxidacio megeldzésében van kdzponti szerepiik, ezaltal a GST a detoxifikéacios
folyamatok indukcidjanak jelzéje, mely fontos szerepet jatszik a szervezetbe keriilt
xenobiotikumok metabolikus folyamataiban (George, 1994).

A PAH-ok ¢és biomarkerek kozotti kapcsolatot leggyakrabban olajjal szennyezett
tiledék vagy talaj (Francioni et al., 2007; Brinkmann et al., 2013), olajfoltok (Marigémez et
al., 2006), iiledékek vagy bizonyos esetekben, egyes policiklikus aromas szénhidrogének
vizsgalata soran tanulmanyoztak, melynek soran az 6kologiai hatas felmérését végezték.
Nahrgang et al. (2009) a benzo (a) pirén 6kotoxikus hatdsanak értékelésénél, azt talalta,
hogy a mind a fehérje szint, mind a mRNA expresszid egy dozis-valasz mintazatot
mutatott, de a fehérje szint gyengébb valaszt adott. Azonban a biomarker valaszok a PAH
expoziciét nem demonstraltadk megfelelden.

Sajnos nem talalhat6 referencia arrél, hogy milyenek a biokémiai / genetikai valaszok
az aeroszol minték esetében. Az aeroszolok 0sszetétele nagyon komplex, szamtalan toxikus
vegyiiletet tartalmaznak, igy az aggregalt 6kotoxikus hatast kell értékelni, figyelembe véve

az esetleges interakciokat a szennyezéanyagok kozott.
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2. Célkituzés

Az aeroszolok human toxikologiai hatdsarol boséges és részletes irodalom all
rendelkezésiinkre, ezzel ellentétben az Okotoxikoldgiai hatdsukrol nagyon kevés
informaciot tudunk. Az 6kotoxikoldgiai vizsgalatok rendszerint a mintdk eredd toxicitasat
jellemzik. Az aeroszol mintdk esetében a kis mintamennyiség miatt ezen vizsgalatok
elvégzése nehézségekbe litkozik. Szilard fazisi mintdk vizsgalatara egy 0j protokoll kertilt
kidolgozasra, melyet 2010-ben szabvanyositottak (1SO, 2010).

Kutatasaim céljai:

1. Munkacsoportunk a Vibrio fischeri biolumineszcencia-gatlason alapuld teszt
kinetikus valtozatat (in. Flash teszt) alkalmazva olyan mintaelokészitési protokollt
fejlesztett ki (Kovats et al, 2011), amely lehetové teszi direkt kontakt teszt
elvégzését. Elsddleges célom annak az igazoldsa volt, hogy ez a tovabbfejlesztett
tesztprotokoll (1) megfelelden érzékeny, (2) valos expozicids utat reprezental és (3)
kikiiszoboli a minta esetleges zavarossagabol eredé hamis toxicitast.

2. Ennek érdekében Osszevetettem a kiilonb6zoé tesztrendszerek érzékenységét,
megbizhatosagat. Az aeroszol mintdinkat (szilard fazis) direkt moédon az Aboatox
Co. altal forgalmazott Ascent luminométerrel (Flash System) vizsgaltam. Ezzel
parhuzamosan 0Gsszehasonlitd méréseket végeztem aeroszol-extraktumokkal,
ToxAlert® 100 rendszeren.

3. Kutatasaim tovabbi céljaként tiiztem ki Artemia salina mortalitas tesztek
alkalmazasat aeroszol mintak Okotoxicitdsanak meghatarozasara, illetve szintén A.
salina kisrakon in vivo enzimatikus vizsgalatok alkalmazasat aeroszolok

okotoxicitasanak meghatarozasara.
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3. Anyag és modszer

3.1. Mintavétel

A kutatdsaim soran tobb kiilonb6zd tipusti aeroszol mintakat vizsgaltam. Az eltérd

tipust mintak kiilonb6zd mintavételi eljarast igényeltek.

3.1.1. Dizel iizemii gépjarmiivek kipufogo gazai

A mintéaink 9 eltérd tipusu dizel tizemi személygépkocsi és 6 kiilonb6zo motortipussal
rendelkezd dizel lizemii busz kipufogdgazai voltak (alapjaraton és gazfroccsel). A mintakat
32 m*h? térfogataramit KALMAN PM_s mintavevdvel gyiijtottiik egy zart telephelyen a
kipufogoktdl koriilbeliil 1 méterre, alapjaraton (600/perc) 10 percig, gazfroccsel
(1500/perc) 3 percig. A mintak mindegyikét 150 mm atmérdji kvarc sziirére gyiijtottiik.

1. tablazat: Vizsgalt személygépkocsik adatai

Modell/Tipus Evjarat Kﬁmyoe:;;vl:de " Motor (e . elj’;/ls:,)ttriz ny K::)l::e :iﬁlm
FORD FOCUS 1,8 D 2003 EURO-2 1753 en® 66 KW 173617
BMW 320D 1995 EURO-3 1995 e 110 KW 176 809
OPEL OMEGA 25 TD 1996 EURO-3 2497 o 96 KW 340 981
TOYOTA HILUX PICKUP DOUBLE CAB 4WD| 2002 EURO-3 2494 cn® 75 KW 165 296
RENAULT TRAFIC 1.9 dci 2004 EURO-3 1870 en® 74 KW 140736
FORD MONDEO TDCI 2005 EURO-3 1998 ¢’ 96 KW 106 368
FORD MONDEO 2006 EURO-3 1998 o’ 85 KW 165 861
FORD S MAX TDCI 2006 EURO-4 1753 en® 92 KW 87063
MITSUBISHI L200 2006 EURO-4 2477 100 KW 154 385
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A vizsgalt személygépkocsik jellemzdit az 1. tablazat foglalja 6ssze. A mintavételhez
hasznalt autobuszok a Balaton Volan Zrt. gépjarmiivei koziil lettek kivalasztva, melyek

legfontosabb adatai a 2. tdblazatban lathatok (2. tablazat).

2. tablazat: Vizsgalt autobuszok adatai

3 s Kornyezetvédelmi | Kilométeréra Motor R
Modell/Tipus Evjarat osatily allis [km] adatok Jarmii Tomege
3
IKARUS 26006 1987 EURO-0 207505 11200 O sajitt 16000 ke
° jatt: 10100 k.
IKARUS 415.26 1997.07.08 EURO-1 077446  |10350cm, | saja g
206 KW Osszt: 17500 kg
: jatt: 13200 k
IKARUS E 95 2000.12.18 EURO-2 713832  |10350cm’, | saj g
235 KW Osszt: 18500 kg
3 SAtte
VOLVO ALFA B12 BRegio| ~ 2006.04.05 EURO-3 264702 | 12130cm, | sajdtt: 11323 ke,
250 KW, Osszt: 18600 kg
3 TAtH k
CREDO EC12 2006.09.20 EURO-3 a5sges | 5880, | sajit: 8665 ke,
194 KW 6sszt: 16500 kg
3 |sajat tomeg: 11120 k
VOLVO ALFA B12 BRegio| ~ 2008.12.10 EURO-4 155814  |12L30cm’,|sajit tomeg: 11120 ke,
250 KW | 6ssztomeg: 19000 kg

3.1.2. Varosi aeroszol mintak

A varosi PMyo frakcioji aeroszol mintdkat Budapesten az Orszagos Meteorologiai
Szolgalat Marczell Gydrgy Féobszervatériumnal gyiijtottiik, 24 6rdn keresztiil 10 1 min™
térfogatirami MSP PMio személyi mintavevdvel. A mintakat 2009. jalius 29.-augusztus
14. és 2010. januar 20.-februar 12. kozott vettiik. A 17 nyari és 24 téli mintdt 37 mm
atmér6ji kvarc sziir6kre gytijtottik (Whatman QM). Ezen feliil tovabbi 6 mintat (3 nyari és
3 téli) vizsgaltunk, referenciaként, a ToxAlert 100 luminométer és az Ascent luminométer
Osszevetéshez, amelyeket K-pusztan gytijtottiink az el6z8ekben leirtak szerint. A K-puszta
mérballomas (46° 58' N, 19° 33" E, 126 m) az egyik regionalis hattérszennyezettség-
mérdallomas Magyarorszagon, ami az Orszagos Meteorologiai Szolgélat gondozasaban
miikodik, és része az Eurépai Megfigyelési és Ertékelési Programnak (EMEP). A
Nagyalfoldon talalhato, Kecskeméttdl kb. 10 km-re északnyugatra, Budapesttdl mintegy 70
km-re.
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3.1.3. Biomassza fiist

A biomassza filist mintdkat egy 10 1 min? térfogataramii MSP PMio személyi
mintavevovel gyijtottik 30 percig. A mintakat csertdlgy agak nyilt égetése soran

kozvetleniil a flistb6]1 vettiik. A mintakat 37 mm atmérdjii kvarc sziirére gyijtottik.

3.1.4. Vorosiszap por

Ajkan 2010. oktober 4-én egy tragikus munkabaleset tortént, mely kovetkezményeként
mintegy 700.000 m® erésen maré hatasu vordsiszap elontdtt harom telepiilést és mintegy 40
km? mezégazdasagi teriiletet, valamint a szennyezé anyag belekeriilt a Torna-patakba, majd
a Marcal Torna torkolata alatt fekvd részéhez is elért. A szennyezd anyag a Marcalon
keresztiil eljutott a Rababa, onnan a Mosoni-Dunéba €és a Dunaba.

Az egyik f6 aggodalmat a baleset kovetkezményei kozil a voOrdsiszap iiledékbol
szarmazo6 hatalmas mennyiségli diffuz por potencialis egészségiigyi és kornyezeti hatasai
jelentették.

gy, oOkotoxikologiai vizsgalatot végeztink a reszuszpendalt vordsiszap por
belélegezhetdé PM(10-1) frakcidjara (azon részecskék amelyek <10 um, de >1 um ekvivalens
aerodinamikai atmérdvel rendelkeznek). A mintavételhez egy specialis mintavevd eszkozt
alkalmaztunk, amelyet a reszuszpendalt por belélegezhetd frakcidjanak gylijtésére
fejlesztettek ki (Turdczi et al., 2013). A késziilék kulcs egysége egy kompakt PARTISOL-
FRM MODEL 2000 mintavevé, melyet 16,7 | / min aramlasi sebesség mellett
miitkodtettiink. A mintavevo tartalmaz egy ciklon szeparatort, amely dsszegylijti a PM(10-1)

frakciot (Gelencsér et al., 2011).
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3.1.5.Policiklusos aromas szénhidrogének

Az aeroszol részecskéken adszorbedlt anyagok kozott mind kdrnyezeti, mind pedig
human-egészségiigyi szempontbdl a legnagyobb jelentdséggel a policiklusos aromas
szénhidrogének (PAH-0k), valamint ezek kinon-, karboxil- és nitro- szarmazékai birnak
(Schuetzle et al., 1981; Cho et al., 2004; Jakober et al., 2007). A V. fischeri érzékenyzége
PAH-vegyiiletekre mar jol megallapitott (pl Hirmann et al., 2007), még irodalmi ECsg
értékek is rendelkezésiinkre allnak (Eom et al., 2007). Ezért a ToxAlert 100 luminométer és

az Ascent luminométer 0sszevetését killonboz6 PAH mintakon teszteltiik.

3. tablazat: A vizsgalt PAH-vegyiiletek és ECsg értékeik (Eom et al., 2007)

PAH mintak EC50 (ug/)
Fenantrén 0,346591
Fluorén 0,513771
Pirén 0,599749
Fluorantén 0,577018
Benzo [a] pirén 0,02971
Antracén 0,032865
Krizén 0,06215
Benzo [ghi] perilén 0,033595

Az altalunk vizsgalt PAH vegyiiletek a 3. tablazatban lathatok. A mintaeldkészités
soran a PAH mintdk vizes oldatat készitettiik el, melyet Hirmann et al. (2007) altal leirtak
alajan végeztiik a kivalasztott PAH mintakkal. A tiszta anyagokat feleslegben adtuk 50 ml
desztillalt vizhez, majd erdteljesen raztuk koriilbelil 1 percig. A mintékat
szobahdmérsékleten (24 °C) taroltuk sotétben 24 6ran keresztiil, hogy lehetévé tegyiik az
ilepedést a fel nem oldodott anyagok szamdra. A tiszta feliiluszot hasznaltuk fel a

méréseinkhez kozvetleniil vizsgélat eldtt.
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3.2. Vizsgalati modszerek

3.2.1. Vibrio fischeri biolumineszcencia-gatlas vizsgalat ToxAlert 100

luminométerrel

3.2.1.1. Mintaelokészités

A vizsgalatokhoz sziikséges extraktumokat Vouitsis et al. (2009) altal leirtak alapjan
készitettiink.

A szir6kb6l 25 mm atméréjli mintakat vagtunk, majd a sziir6 foltokat Sartorius
mikromérleggel (10pg érzékenységii) gravimetriasan mértiik. Ezt kovetéen 300 ml
diklormetannal (DKM) extrakciot végeztiink, majd szarazra paroltuk. A koncentralt
extraktumot 1 ml dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottuk, majd desztillalt vizzel 10 ml

veégso térfogatra higitottuk.
3.2.1.2. Mérés menete

A modszer elve, hogy eldszor megmérjiik a baktériumszuszpenzié lumineszcencia
intenzitdsait (RLU — relative luminescence unit), a baktériumszuszpenzidhoz ezutan
hozzaadjuk a mintaoldatot, majd megfeleld inkubacios id6 (expozicids idd) utan ismételten
mérjiik a lumineszcencia intenzit4sat.

A vizsgalatokat az ISO 11348-3:2009 szabvany alapjan végeztiik a Vibrio fischeri
baktériumtorzset alkalmazo, Merck 4ltal forgalmazott ToxAlert ® 100 luminométerrel.

Els6 1épésként a mintaval higitasi sort készitlink felezd higitassal (100%, 50%, 25%,
12,5%, 6,25%). A higitatlan minta lesz a 100%-o0s koncentracio.

A mérés elvégzéséhez eldszor a baktérium szuszpenzidt kell elkésziteni, a liofilizalt
baktérium és a rekonstitucios oldat felhasznaldsaval. A laboratoriumban a kereskedelmi

forgalomban kaphato NRRL B-1117 torzset alkalmazzuk.
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A rekonstitucids oldatot a mérés el6tt felolvasztjuk. Mivel a V. fischeri egy tengeri
baktérium, ezért a rekonstitucios oldata ennek megfeleléen enyhén sos. A baktériumokat a
fagyasztobol kivéve 2 percig hideg vizben olvasztjuk a hdsokk elkeriilése érdekében. A 2
perc letelte utan a baktériumokhoz hozzdadunk 0,5 ml rekonstitucios oldatot, majd 15
percig hagyjuk 6ket aktivalodni. Ezutdn a baktériumos oldatot tobbszor atoblitve attoltjik a
rekonstitucios oldathoz. Az igy elkészitett baktériumoldatot hasznaljuk a mérés soran.

A mérés soran elészor 0,5 ml baktériumoldatot pipettazunk minden kiivettaba, majd
megmeérjiilk mindegyik kiivettdban a baktériumszuszpenzi6 lumineszcencia intenzitisat
(RLU — relative luminescence unit). Ezutan a baktériumszuszpenzidkhoz hozzaadjuk a
mintaoldatot az adott higitasokban, majd 30 perces inkubacios id6 (expozicids id6) utan

ismételten mérjiik a lumineszcencia intenzitasat.

3.2.1.3. Mérés kiértékelése

A ToxAlert ®100 luminométer valamennyi értéket automatikusan kiszamol. El8szdr az

fit korrekcios faktort szamolja ki a mért lumineszcencia-intenzitasbol ([1] egyenlet).

fie= It/ lo (t = 30 perc) [1]
ahol
fict az expozicids (kontakt) idére megadott korrekcids faktor
Ikt lumineszcencia intenzitas a kontrollban, az expozicios id6 utan
lo a kontroll tesztszuszpenzidé lumineszcencia intenzitdsa kozvetleniil a higitd (2%-0s

NaCl) oldat hozzaadasa elott.

A korrekcios faktor alkalmazésaval az egyes tesztminta kiivettara kiszdmolja 10 korrigélt
értékét ([2] egyenlet).
let= lo X it [2]
ahol
fit az fi értékek atlaga
lo a kontroll tesztszuszpenzié lumineszcencia intenzitdsa kdzvetleniil a higitd (2%-0s

NaCl) oldat hozzaadasa elott
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It az lo korrigalt értéke a tesztminta kiivettakra kdzvetleniil a tesztminta hozzaadasa

elott.

Ezek utan a tesztminta Htinhibedld effektusat szamitja ki ([3] egyenlet).
Hi = [(let - Iri/le))] x 200 3]
ahol

Ht a tesztminta inhibealo effektusa az expozicios id6 utan, %-ban megadva

It az lo korrigalt értéke a tesztminta kiivettakra kdzvetleniil a tesztminta hozzaadasa
elott
bre a tesztminta lumineszcencia intenzitdsa az expozicids id6 utan.

A késziilék szazalékban adja meg a mintak biolumineszcencia gatlasat, amely alapjan
az ECsp érték (az a koncentracio, amely 50%-os gétlast okoz) kiszamithato. Az ECso érték
kiszamitasara a Probit szoftvert alkalmaztam (USEPA Probit Analysis Program v1.5)
(Finney, 1971; Hubert and Shock, 1984).

3.2.2. Vibrio fischeri biolumineszcencia-gatlas vizsgalat Ascent

luminométerrel

3.2.2.1. Mintaelokészités

A mintael6készités soran 25 mm atmérdji szlird mintdkat vagtunk, melyeket ezutan
Sartorius mikromérleggel (10pg érzékenységll) gravimetridsan mértiink. Az aeroszol
tomege az egyes szliréfoltokon koriilbeliil 2 mg volt. A szlird foltokat achdt mozsarban
poritottuk, majd 4 ml-es tisztitott iivegcsékbe helyeztiik és mindegyik livegcséhez 2 ml
ioncserélt (Millipore viztisztitoval eldallitott) vizet adtunk. A szuszpenzid készitését

folyamatos keverés mellett végeztiik.
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A mintael6készitési protokoll laboratériumunk sajat fejlesztése, amelyet kalibraltunk és
kiilonbodz6 tipust aeroszol mintdk Skotoxikoldgiai értékelésére alkalmaztunk, igy lehetéve
téve, hogy a mintainkat direkt médon vizsgaljuk.

Mivel a sziir6rdl az aeroszol minta a mintaelékészités soran nem lett levalasztva, igy
fontos volt, hogy megbizonyosodjunk arr6l, hogy a szlird anyaga nem toxikus és igy nem
befolyasolja a kapott eredményeinket. A vizsgalatok bebizonyitottak, hogy az altalunk
hasznalt kvarc sziirék (Whatman QM) nem befolydsoljak mérési eredményinket, mert az
iires kvarc szlir6k esetében nem volt mérhetd toxicitas (Kovats et al., 2012).

Vizsgaltunk Kiilonboz6 kornyezetvédelmi besorolasu dizelmotorok kibocsatasabol
szarmaz6 aeroszol mintak Okotoxicitasa és illékonysaga kozotti Osszefliggéseket. A
vizsgalatokhoz kivalasztottunk négy kiilonbdzéd kornyezetvédelmi osztalyba tartozo
alapjaraton miikodo autdbuszt és ezen autdbuszok égéstermékeibdl gylijtott aeroszol mintakat
hasznaltuk fel a méréseinkhez. A kvarcsziirére gyiijtott aeroszol mintakbol 5,65 mm atmérdju
szirddarbot vagtunk, a kivagott szlirodarabokat hat kiilonb6zé hémérsékleten (20 °C, 50 °C,
125 °C, 200 °C, 275 °C, 350 °C) 10 percig termosztaltuk. A kiilonb6zé hémérsékleten
termosztalt sztir6ket az elézdekben leirt mintaelokészitési mod szerint készitettik el az

okotoxikoldgiai méréshez.

3.2.2.2. Mérés menete

A modszer elve a V. fischeri biolumineszcens baktérium fénykibocsatasanak kinetikai
vizsgéalatan alapul. A ToxAlert modszer esetében is alkalmazott baktériumszuszpenziot ez
esetben az Ascent luminométer késziilék diszpenzere segitségével adagoljuk az el6készitett
magas lebegdanyag tartalmi (max. 200 mg/l) mintaoldatokhoz. A baktériumszuszpenzio
injektalasat kovetden, a késziilék 30 masodpercig folyamatosan rogziti a fénykibocsatas
jellegét és lefutasat. Ez lesz a kezdeti (kontroll) fénykibocsatds, melyhez a 30 perces
expozicios id6 elteltével mérhetd fénykibocsatas mértékét hasonlitjuk.

Az o6kotoxikologiai vizsgalatot a kovetkezd ISO szabvany szerint végeztiik: ISO

21338:2010: Water quality - Kinetic determination of the inhibitory effects of sediment,
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other solids and coloured samples on the light emission of Vibrio fischeri /Kinetic
luminescent bacteria test/.

Az Ascent luminométer teljesen automatizalt, igy hasznalata egyszeriibb, mint a
ToxAlert ® 100 luminométernél.

A ToxAlert modszer esetében is alkalmazott baktériumszuszpenziot hasznaljuk a mérés
soran, igy a baktériumszuszpenzié elokészitése megegyezik az el6zdekben leirtakkal.

A vizsgalandd mintat, felezO higitast alkalmazva, 96 lyukti mikroplétre vissziik. A
mintatartd plét 8x12 lyuku, ezért egyszerre 4 mintat 11 higitdsban tudunk 2 parhuzamos
méréssel vizsgalni. A mikroplét cellai 350 pl térfogatiak, az elsé oszlop a kontroll, ezt 150
pl térfogata 2%-os natrium-klorid oldattal toltjiik fel, a masodik oszlopba 150 pl térfogata
100%-o0s toménységli mintat pipettazunk. A tovabbi oszlopokban a mintaval higitasi sort
készitiink felez6 higitassal.

A késziilék diszpenzerét a baktériumszuszpenzioval atoblitjiik, a mikroplétet a
késziilékbe helyezziik, majd elinditjuk a mérést. A készilék 150 pl térfogata
baktériumszuszpenziot injektal minden cellaba, majd ezt kovetden rovid ideig regisztralja

az egyes cellakon a fény intenzitasat (To idOpillanat).

8.4bra: A vizsgalt mintakkal felt6ltott mintatarté plét

Ezt kovetden a mikroplétet az expozicids id0 elteltéig 15°C-on inkubaljuk, majd a 30
perces expozicios id6 letelte utdn visszahelyezziik a késziilékbe. Az expozicids id6 leteltét

kovetden a késziilék ismét méri az egyes cellakon a fénykibocsatas intenzitasat (T3o).
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3.2.2.3. Mérés kiértékelése

A mintdk toxicitdsanak értékeléséhez az Aboatox Co. altal forgalmazott Ascent
Software-t hasznaltuk.

A gatlast adott minta esetében a To idépillanatban és az expozicids id6 letelte utan (Tao)
mutatott fénykibocsatas alapjan szamitja:

KF = 1C3/1Co

INH% =100 — 100 X (1 T30 / KF X ITo)

Ahol:
KF = korrekcids faktor
ICx = a kontrollban mért lumineszcencia-intenzitas 30 perc expozicié utdn, RLU-

ban kifejezve

ICo = a kontrollban mért kezdeti lumineszcencia-intenzitas, RLU-ban kifejezve
ITzo = a mintaban mért lumineszcencia-intenzitas 30 perc expozicié utan, RLU-ban
Kifejezve

ITo = a mintaban mért kezdeti lumineszcencia-intenzitas, RLU-ban Kifejezve.

A szoftver automatikusan kiszdmolja a minta ECso és ECzo értékeit. A szamitott %-0S
koncentracid az eredeti extraktumra vagy szuszpenzidra vonatkozik, amely 50%-0s

biolumineszcencia gatlast okozott.

3.2.3. Genotoxikolégiai vizsgalat SOS-Chromotesttel

Okotoxikolégiai eredményeink ~Osszehasonlitasaként vizsgaltuk a dizel iizemii
gépjarmiivekbdl szarmazd aeroszol mintdk mintdk genotoxicitasat. A genotoxicitas

értékeléséhez az SOS-Chromotest ™ Kitet alkalmaztuk. Az SOS-Chromotest™ (OECD
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Guidelines No 471:1977) egy olyan gyors kolorimetrias bioteszt, amellyel a mintak széles
valasztékat lehet vizsgalni. A tesztet Qiullardet et al. (1982) fejlesztette ki. A Chromotest
egy genetikailag modositott Escherichia coli torzset (PQ37) alkalmaz, és a sejtek sajat
DNS-javit6 mechanizmusat (SOS javitd mechanizmus) haszndlja, genotoxicitas
értékeléséhez (Nishioka et al.,, 1983; Nylund et al., 1992). A teszt méri a SOS valasz
indukcidjat a vizsgalat tesztorganizmusban. A teszt altal alkalmazott E. coli torzsben
elindul a B-galaktozidaz termelés, ha genotoxikus anyagok hatasara a természetes SOS
javitd mechanizmus aktivalédik. A p-galaktozidaz aktivitasa aranyos a mintdban mért
genotoxicitassal. Megfeleld kromogén oldat hozzaadasaval, egy szinreakcid 1ép fel. Ha a
konnyen kimutathatd kék szin jelenik meg, akkor a minta tartalmaz genotoxikus vegyiiletet.
A megjelent kék szin intenzitasat a pozitiv kontroll szinével (4-nitro-kinolin-N-oxid,
4ANQO) vizualisan hasonlitjuk Ossze (vizualis analizis), vagy a kék szin intenzitasa
spektrofotométerrel is mérhetd (miiszeres analizis) (EPBI 2009; Quillardet et al., 1982). A
Kitet az Environmental Bio Detection Products Inc.-t61 (EBPI, 6800 Campobello Road,
Mississauga, Ontario, Kanada; www.ebpi.ca) szereztiik be.

Az SOS-Chromotest™ mérésekhez a mintael6készités megegyezik a ToxAlert 100
luminométerrel végzett Okotoxikologiai méréseknél leirt mintaeldokészitéssel (3.2.1.1.
fejezet).

A mérést megeldzden a fagyasztva szaritott baktériumokat a kithez mellékelt protokoll
(EPBI 2009) szerint rehidrataltuk: 10 ml tapoldatot adtunk a liofilizalt baktériumokhoz. A
szuszpenzidt egy ¢jszakan 4t inkubaltuk 37 °C-os hdémérsékleten. Mdésnap a
baktériumszuszpenzi6 siirliségét (OD) spektrofotométerrel allapitottuk meg 600 nm-en. Az
OD600 értékét tapoldattal 0,05-re allitottuk be. A vizsgalt mintakat 0,1%-0s DMSO
oldatban (2% NaCl) szuszpendaltuk (Kakasi, 2012).

A mikroplate 1. oszlopaba a pozitiv kontroll (4NQO) higitasi sora keriilt, ami hatszor
10uL 10% DMSO-ban egymashoz képest kétszeresen higitott mintabol allt. Az 1. oszlop H
celldja volt a negativ kontroll (10nL 10% DMSO). A tdbbi oszlopba az adott minta higitasi
sora keriilt: a mintakat 14 kétszeres higitasban értékeltiik (higitatlantol 1:8192 higitasig).
Az egyes cellakba 10pL kivant tdménységii mintat pipettaztunk, majd 100pL eldkészitett és
megfeleld optikai denzitastra higitott baktériumszuszpenziot (10mL baktérium szuszpenziod

OD600nm értéke 0,05) juttattunk az egyes cellakba, majd a mikroplate-et két 6ran at 37°C-
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on inkubaltuk. A két o6ras inkubécios id6 alatt a genotoxikus komponensek kolcsonhatasba
lépnek a baktériumok DNS-ével, ezzel indukalva az SOS-javitdmechanizmust és kdzvetve
a B-galaktoziddz enzim szintézisét. A mérés utols6 szakaszaban a két o6ras inkubacios id6
utan hozzaadtunk 100uL kék kromogén oldatot minden hasznalatban 1évé celldhoz és a
mikroplate-et 90 percig inkubaltuk 37°C-on, majd elvégeztiik a genotoxikologiai értékelést.

Az értékelést (dizelizemli személyautokbol szarmazod aeroszol mintdk esetében)
vizualisan, a pozitiv kontroll szinreakcidihoz viszonyitva végeztilk. Az esetleges akut
toxicitds (olyan mérvl toxicitds, amely azonnal elpusztitand a baktériumokat az SOS-
mechanizmus aktivalodasa eldtt) kizarasara alkalikus foszfatdzos vizsgélatot is végeztiink —
a cellakban megjelend sarga szin jelzi, hogy a baktériumok €lnek.

A késobbiekben rendelkezésiinkre 4llt a miiszeres értékeléshez sziikséges plate reader,
igy a tovabbiakban (dizelizemii autobuszokbol szarmazé aeroszol mintak esetében) az
eredmények értékelése miiszeresen tortént egy Dialab EL800 tipust plate readerrel. A
mikroplatekre minden minta 4 higitasban kertlt fel, hdrom ismétlésben. A direkt
genotoxicitas mérése mellett metabolikus aktivalast is végeztiink S9 majenzim-aktivacios
kit segitségével. A mérés kivitelezése a kithez mellékelt, miiszeres értékeléshez ajanlott
protokoll szerint tortént (SOS Chromotest S9 Activation Enzymes version 6.4). A teszt
kvantitativ valaszt ad, komplex mintdk esetén az un. SOS indukcios faktort (SOSIF), ami a

vizsgalt minta higitasainak fiiggvényében adja meg a baktériumokban kivaltott SOS valasz

mértékét (Kakasi, 2012).

3.2.3. Mortalitas vizsgalat Artemia salina héjnélkiili kisrakon

3.2.3.1. Mintaelokészités

A mintaelkészités soran 9,04 cm2 hasznos atmérdji szlirdé mintakat vagtunk Kkvarc
szlir6bol, melyet 11,32 cm3 diklor-metanban (DKM) 2 6réan keresztiil extrahdltunk (10 min
ultrahangos feltaras, 50 min kézzel razogatva, két peridduson keresztiil). A mintédkat ezutan

Millex HV PVDF 33 mm-es, 0,45 pum-es fecskenddszlirdvel sziirtiikk, majd folyamatos
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nitrogénaram alatt beszaritottuk. Az extraktumokat 1 ml 1 %(V/V) dimetil-szulfoxidban
(DMSO) felvettiik, majd kozvetleniil a felhaszndlds elott tizszeresére higitottuk, a

tesztrendszernek megfeleld standard oldatban.

3.2.3.2. Mérés menete és kiértékelése

A vizsgalatok elvégzéséhez sziikséges tesztallatok petéit (JBL NovoTemia,
Neémetorszag) helyir kisallat kereskedésbdl szereztiik be és mesterségesen eldallitott
standard sosvizben keltettiik ki. A petéket 12 o6ran keresztiil 4°C-on el6hidrataltuk, majd az
el6hidratacio soran alkalmazott standard oldatot lecseréltiik. A petéket ezutan folyamatos
levegdztetés mellett 26°C-on inkubatorban 24 6ran at keltettiik.

A Kkisérletek sordan 48 lyuku polisztirén mikropléteket alkalmaztunk. Higité és
kontrollkozegként eldlevegdztetett mesterséges sosvizet hasznaltunk. A megfeleléen
higitott mintakbol 950 pl-t adagoltunk a mikroplét celladiba, majd ehhez 50ul (kb. 100-150
darab) larvat tartalmazé folyadékot pipettaztunk a keltetd edénybdl. Minden mintaval
harom parhuzamos mérést végeztiink. Az igy feltdltott mikropléteket 24 oran at 26 °C
fokon inkubaltuk, majd feliilrél, als6 megvilagitas mellett 10 masodperces felvételeket
készitettiink a cellakrol. Az igy kapott felvételek alapjan hataroztuk meg késébb a

mortalitas aranyat.

3.2.4. Enzimaktivitasi vizsgalatok Artemia salina héjnélkiili kisrakon

Az in vivo enzimatikus vizsgalatok jo felvilagositast adnak az €16 szervezetben toxikus
hatésra lejatszodo valtozasok tekintetében. A kisérletek sordn az ¢él6lény (lehet allati, vagy
novényi szervezet) enzimaktivitsat, toxikus anyag gatld aktivalod hatasait vizsgaljuk. Az
enzim mindsége felvilagositast ad, hogy milyen hatasmechanizmus szerint hat az adott
minta, illetve pontositani lehet, hogy milyen tipusu, jellegii anyagok okozzdk a toxikus
hatést.
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Az enzimek aktivitdsat standard protokollok mikroplét adaptacidi szerint hataroztuk
meg: a glutation-S transzferaz aktivitast (Habig et al. 1974), a tejsav dehidrogenaz aktivitast
(Vassault 1983)- és az acetilkolineszteraz aktivitast (Ellman et al. 1961). Az enzimatikus

aktivitdsokat dsszprotein tartalomra korrigaltuk (Bradford 1976).

3.2.4.1. LDH enzimaktivitasi vizsgalatok

A mortalitasi kisérletekben kezelt, még ¢16 allatokat 1 ml Tris-NaCl (0,1 M; pH 7,2;
T=4°C) puffer oldatba helyeztiik és -20°C-on fagyasztottuk. A mintdk felengedése utan
iivegpotterrel homogenizaltuk, ugyanabban a pufferben, amelyben elézdleg is taroltuk,
illetve a pottert atmostuk 0,5 ml Tris-NaCl pufferrel, igy mintanként 1 ml-es végtérfogatot
kaptunk. Ujrafagyasztas és kiolvasztas utan 6000g mellett 3 percig 4°C-on centrifugaltuk a
mintékat.

Az enzimaktivitds meghatarozasanak alapja, hogy az enzim a piruvatot NADH
jelenlétében tejsavva alakitja. A reakci6 a NADH fogyasaval kovethet6 nyomon, a mért
abszorbancia-valtozas alapjan.

A mérések elvégzéséhez 96 lyuku mikroplétet hasznaltunk. A feliiluszokbol 80-80 pl-t
pipettaztunk a mikroplét celldiba, majd hozzdadtunk 140 ul NADH oldatot és 30 ul piruvat
oldatot. Vak mintaként a kovetkezd oldatok elegyét hasznaltuk: 100 pl Tris-NaCl, 80 ul
NADH, 100 pl piruvat. A mikroplét olvaso késziilék (Perkin Elmer Viktor®) segitségével
mértiik az abszorbancia valtozasat, 340 nm-es hulldimhosszon 20 masodpercenként, 5
percen keresztiil (Diamantino et al. 2001; Vassault 1983).

Az extinkci6 - reakcioidé gorbe linedris szakaszanak meredekségébdl szamolhatod az
enzimaktivitds valtozasa. A kapott eredményekbdl minden egyes cellara szdmithat6 az
LDH aktivitas a kovetkezd képlet altal:

LDH = (AA/ min x10°xTV)/ (6,3 x103xLxV),
ahol:
AA/min —percenkénti abszorbancia valtozas;
TV- ateljes reakcioelegy térfogata ml-ben;
6,3 X103 —a NADH molaris abszorpcidja 340 nm-en;

L- a fény Gtja mm-ben (jelen esetben 0,7 mm);
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V- a minta térfogata ml-ben.
3.2.4.2. GST enzimaktivitasi vizsgalatok

A kezelt allatokat 0,5 ml APHA (pH 6,5; T=4°C) pufferbe helyeztiik, majd -80°C-on
taroltuk az enzimatikus vizsgalatig. A mintdk felengedése utdn a tesztszervezeteket
iivegpotterrel homogenizaltuk, abban a pufferben, amelyben elézéleg taroltuk a naupliakat,
illetve a pottert &tmostuk 0,5 ml friss APHA pufferrel, igy mintanként 1 ml-es végtérfogatot
kaptunk. A mintakat 9000g mellett 4°C-on 10 percig centrifugaltuk. A mérési modszer
alapja a kovetkezd reakcio:

A kolorimetrids meghatarozas alapja a glutation s-transzferdz enzim altal katalizalt
reakci6 glutation, valamint a szubsztratként alkalmazott 1-klor-2,4-dinitrobenzol (CDNB)
kozott. A megfeleld reakciokdrnyezetben lejatszodo reakcid sebessége csak a jelenlévo
aktiv GST enzim mennyiségének a fliggvénye. A reakcid terméke dinitrofenil-thioéter,
melynek maximalis abszorbanciaja 340 nm-re esik (Frasco and Guilhermino 2002).

A mérések Kivitelezése soran 96 lyukti mikroplétet hasznaltunk. A feliilaszokbol 80-80
ul-t pipettaztunk a mikroplét cellaiba majd hozzaadtunk 180 pl GSH-t (20 mM, 6,5 pH,
PO4) és 20 ul CDNB-t (20 mM, 6,5 pH, PO4). Kontrollként a kdvetkezd oldatok elegyét
hasznaltuk: 100 pl PBS, 190 ul GSH, 10 ul CDNB. Az abszorbanciavaltozast mikroplét
olvasd késziilékkel (Perkin Elmer Viktor®) mértiik. A késziilék a leolvasast 340 nm-es
hulldmhosszon, 5 percen keresztiil, 20 masodperces olvasasi gyakorisaggal végezte.

Az extinkci6 - reakcioidé gorbe linedris szakaszanak meredekségébdl szamolhatod az
enzimaktivitds valtozasa. A kapott eredményekbdl minden egyes cellara szamithaté a GST

aktivitas a kovetkezo képlet altal:

AA/min 0,2 ml

GST (nmol/min/ml) = 0,0053 M1 *

* mintahigitasi hanyados

ahol:

AA/min —percenkénti abszorbancia valtozas.
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3.2.4.3. AChE enzimaktivitasi vizsgalatok

A kezelt rakokat 0,5 ml APHA (pH 6,5; T=4°C) pufferbe helyeztiik, majd -20°C-on
taroltuk az enzimatikus vizsgalatig. A mintak felengedése utan ezeket iivegpotterrel
homogenizaltuk, abban a pufferben, amiben eldzdleg taroltuk, illetve a pottert &tmostuk 0,5
ml friss APHA pufferrel, igy mintanként 1 ml-es végtérfogatot kaptunk.

A mérés elvi alapja az acetiltiokolin-jodid (ATCI) acetilkolinészteraz enzim katalizald
hatasara létrejové hidrolizis nyomon kovetése, mely kozben tiokolin keletkezik. Ez a
keletkezd tiol folyamatos reakcidja altal lehetséges, a reakciokdzegben jelenlévd 5,5-
dinitro-bisz-2-nitrobenzol ionnal (I), melynek eredményeként 5-tio-2-nitrobenzolsav
keletkezik (II). Ez utobbi mennyisége a 412 nm-es hullamhosszon mérhet6é (Ellman et al.
1961).

A mérések elvégzésére 96 lyuka mikroplétet hasznaltunk. A feliiluszokbol 50-50 pl-t
pipettaztunk a mikroplétre majd hozzaadtunk 50 ul PBS (0,1 M) puffert, 100 ul DTNB
oldatot (ImM) és 100 ul ATCI oldatot (1,5 mM). Kontrollként a kdvetkezé oldatok elegyét
hasznaltuk: PBS, DTNB és ATCI.

Az abszorbanciavaltozast mikroplét olvaso késziilékkel (Viktor® Perkin Elmer) mértiik.
A késziilék minden cellan mérte az abszorbanciat 412 nm-es hullamhosszon, folyamatosan,
10 percen keresztiil.

Az extinkci6 - reakcioidd gorbe linearis szakaszanak meredekségébdl szdmolhatd az
enzimaktivitds valtozasa. A kapott eredményekbdl minden egyes cellara szdmithat6 az

AChE aktivitas a kovetkez6 képlet altal:
AA )

AChE = —11° [uMol/perc/g]
..

13600%0,7

cell

ahol:

13600 = ATCI extinkcios koefficiens
0,7 = olvasasi magassag a cellaban (cm)
Vs = bemért minta térfogata [50 pl]

Vel = az assay térfogata [300 pl]

Co = a feltart szovetminta koncentracidja [mg/ml]
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3.2.4.4. Mérések kiértékelése

A nyers adatokat OriginLab OriginPro 8.6 és MS Excel 2010 program segitségével
elemeztilk ¢és abrazoltuk. Az enzimaktivitds kontrolhoz viszonyitott valtozasat linearis
regresszioval vizsgaltuk. A nyers adatokat a J.J. Hubert-féle probitszdm analizissel
hasonlitottuk &ssze (Hubert 1980). A kisérletek mindegyikét legalabb haromszor
megismételtiik.

A kiilonb6z6 modszerekkel végzett Okotoxikologiai vizsgalatok eredményeinek
Osszevetésére ~ XLSTAT  (Version  2015.3.01.19097;  www.xlIstat.com)  Life

programcsomagot alkalmaztunk, nemparaméteres Spearman rangkorrelaciot szamitva.
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4. Eredmények és értékelésiik

41. ToxAlert 100 luminométer és az Ascent luminométer

osszevetése

4.1.1. Rendszerek osszevetése PAH mintakon

Lappalainen et al. (2001) tanulmanyukban csak egy Gsszehasonlitdé elemzést adott a
korabbi fejezetben emlitett (1.2.2. fejezet) "standard" és a "kinetikus" modszerekrol,
azonban nem készitettek statisztikai értékelést, amely 6sszehasonlitja a két protokollt. igy
eredményeink alapjan statisztikailag értékeltem a két V. fischeri-t alkalmazé modszert. A

mintak 6kotoxicitasat ECso (ug/l) koncentracidban fejeztiik Ki.

1

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3

0,1 I
0 I = I =l [ T - -
Fenantrén Fluorén Pirén Fluorantén Benzo [a] Antracén  Krizén Benzo
pirén [ghi]
perilén

B EC50(pg/l) Eometal.(2007) W EC50 (ug/l) Flash rendszer

9. abra: PAH mintak ECso eredményei irodalmi adatok alapjan és a Flash rendszerrel

mérve
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A ToxAlert®100 luminométer és az Ascent luminométer &sszevetése soran kapott
eredményeinket a 9. abran lathatoak.

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a fenantrén, benzo [a] pirén, antracén, krizén
¢és benzo [ghi] perilén esetében a két modszerrel hasonld eredményeket kaptunk. A vizsgalt
PAH mintak koziil a fluorén, a pirén és a fluorantén esetében a két rendszerrel nagyobb
kiilonbségeket mértiink, mint az eldzokeben felsorolt mintak esetében. Annak ellenére,
hogy a Flash rendszer érzékenyebbnek mutatkozott a fent emlitett hirom PAH minta
esetében, eredményeinkbdl jol lathatd Osszefliggés figyelhetd meg a standard modszerrel
mért irodalmi adatok és az altalunk kinetikus modszerrel mért adatok kdzott.

A statisztikai értékeléshez az XLStat programot hasznaltuk, Spearman rangkorrelaciot
alkalmazva. A korrelacids koefficiens ez esetben r = 0,57, és p = 0,15 volt; azaz, kdzepes
pozitiv (nem szignifikans) korrelacié all fenn az altalunk mért eredmények és az irodalmi
eredmények kozott. Az eredményekbdl azonban egyértelmiien lathatd, hogy nincs
nagysagrendi kiilonbség a két modszerrel kapott eredmények kozott. A fent emlitett 6t
minta esetében ugyanabba a mérési tartomanyba estek a standard modszerrel mért irodalmi
adatok ¢és az altalunk kinetikus modszerrel mért adatok (fenantrén: 0,3-0,4 ug/l, benzo [a]
pirén: 0-0,1 ug/l, antracén: 0-0,1 ug/l, krizén: 0-0,1 ug/l és benzo [ghi] perilén: 0-0,1 ug/l).
Tovabba a fluorén, a pirén és a fluorantén mintdknal sem volt jelentds eltérés a két

kiilonb6z6 mddszerrel mérve.

4.1.2. Rendszerek osszevetése aeroszol mintakon

A két rendszer PAH-vegylileteken torténd Osszevetésén kiviil, aeroszol mintakon is
elvégeztiik a modszerek Osszevetését, hogy megbizonyosodjuk a Flash mddszer aeroszol
mintdkon vald alkalmazhatdsagarol. A Flash rendszert eddig még nem alkalmaztdk
aeroszol részecskék okotoxicitdsanak elemzésére.

A méréshez a mintdink harom nyari és harom téli varosi aeroszol minta, tovabba harom

nyari és harom téli K-pusztardl szarmazd aeroszol minta voltak. A ToxAlert®100
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luminométer és az Ascent luminométer Osszevetése soran kapott eredményeinket a 4.
tablazat foglalja 6ssze. A vizsgalt mintak dkotoxicitasat ECso (%) értékekkel fejeztiik ki.

A téli mintadkat toxikusnak talaltunk mindkét modszerrel, és ko6zel hasonlo
eredményeket kaptunk. A téli mintdk esetbén szignifikans korrelacid volt megfigyelhetd a
két modszer kozott (Spearman rangkorrelacio, r = 0,94, p = 0,017). Azonban a nyari mintak
eredményei kozott jelentds kiilonbség volt megfigyelhetd a két eltérd rendszert alkalmazva.
A ToxAlert rendszerrel szamolt ECso értékeket a Flash rendszer nem észlelte toxikusnak,
ami azt jelenti, hogy még a 100%-o0s koncentraciéo sem valtott ki 50%-0s biolmineszcencia
gatlast.

4. tablazat: ToxAlert®100 luminométerrel és az Ascent luminométerrel mért ECsg értékek

. ToxAlert Flash
Minta ECs% | ECso%
16—17 Julus, 2008 K-puszta 83,26 132,24
20-21 Julus, 2008 K-puszta 94,28 1537,70
03—04 Augusztus, 2008 K-puszta 98,19 280,89
09—10 December, 2008 K-puszta 14,77 19,88
10—11 December, 2008 K-puszta 27,34 23,97
11-12 December, 2008 K-puszta 28,14 25,45
29 Julus, 2009 Budapest 66,21 312,96
30 Julius, 2009 Budapest 94,97 10305,95
31 Julius, 2009 Budapest 93,53 158,90
20 Januar, 2010 Budapest 17,81 20,59
24 Januar, 2010 Budapest 11,57 6,44
28 Januar, 2010 Budapest 16,21 8,10

A Flash rendszerrel torténd mérés soran, mind a Budapesti, mind a K-pusztai nyari
mintaknal az ECso minden esetben meghaladta a 100%-ot, tehat az adott minta 100%-0S
koncentracidban sem okozott 50%-os gatlast.

A kapott eredményeket annak tulajdonithatjuk, hogy alapvetd kiilonbség van a
ToxAlert és a Flash protokollok kozott (5. tablazat). A Flash rendszerben a szilard mintékat
szuszpenzioként mérjiik, amely megkdnnyiti a kozvetlen érintkezést a baktériumok €s a

szilard részecskék kozott. A gatlast is eltéré modon kell szdmolni a két modszer esetében.

60



A ToxAlert rendszernél a gatlast a kontroll mintahoz viszonyitva kell értékelni, mig a Flash
rendszer a fénykibocsatast a mintdban Ondlloan a kontrolltol fliggetleniil értékeli, igy
kikiiszobolve a minta szinébdl vagy zavarossagabol adddo virtudlis toxicitast.

A lumineszcens baktérium teszt mas valtozataiban a zavarossag vagy a minta szine
jelentds fénykibocsatds csokkenést okozhat kiilonbozd fizikai hatdsok (pl. szilard
részecskék takard hatdsa) miatt, ami virtudlis toxicitdst eredményezhet (Campisi et al.,
2005). Ez lehet az egyik oka annak, hogy a nyari mintakat toxikusabbnak talaltuk a

ToxAlert modszerrel, mint a Flash modszerrel.

5. tablazat: A két rendszer kozotti kiilonbségek

ToxAlert 100 Luminométer Ascent Luminométer
Extraktumok készitése Szuszpenzid készitése
Vizsalt frakcio: Az dsszes szerves olddszerrel | Vizsgalt frakcio: csak a bioldgiailag felvetd
Mintaeldkészités . . . .
kivonhato frakcio frakcio
Elvégzéshez sziikséges idd: kb. 5-6 dra Elvégzéshez sziikséges idd: kb. 1 dra

A fénykibocsatas gatlasat a kontroll mintahoz

viszonyitva kell értékelni. A fénykibocsatas gatlasat a mintdban
A rendszer nem automatizalt, kalén kell &nalldan a kontrolltal figgetlendl értékeli.
Merés elvégezni a higitasi sor elkészitését, a Automatizalt a rendszer, csak a minta higitasi
baktérium szuszpenzid hozzdadédsat és a sordt kell elkésziteni.
meérést .
Elvégzéshez sziikséges idd: kb. 1 dra Elvégzéshez sziikséges idd: kb. 1 dra

A készilék szdzalékban adja meg a mintak L )
A készilékhez tartozo Ascent Software-t

biolumineszcencia gatlasat, amely alapjan .
g ' v Pl hasznaljuk, a szoftver automatikusan

iarte 5 Probit szoftver segitségével szamolhato ki az
Kiértékelés L. kiszamolja a minta ECc, €5 EC,p ertékeit.
ECcqérték
Elvégzéshez sziikséges idd: kb. 30 perc Elvégzéshez szilkséges idd: -
Vizsgdlat
elvégréshez kb.8,5-7.5 ara kb. 2 dra

sziikges idd

Egy masik ok lehet a két modszer kozotti eltérésre az, hogy ToxAlert mérésekhez a
mérés soran vizsgalt kivonatokat, a mintakbol egy tobbek altal (Lin and Chao, 2002; Triolo
et al., 2008; Vouitsis et al., 2009) leirt extrakcios eljarassal készitjiik el6, melynek soran
szerves oldoszert hasznilunk, ami azt jelenti, hogy az Osszes kivonhatd frakciot és nem
csupan a biologiai frakciot mérjiik.

Osszességében elmondhatod, hogy az altalunk kifejlesztett protokoll elég érzékenynek
bizonyult a kiilonb6zd aeroszol mintak vizsgalatara. Ez a teszt a kdzvetlen érintkezés soran

egy olyan potencidlisan redlis expozicios Utvonalat szimuldl, amely az aeroszol részecskék
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¢s a biologiai rendszerek kozott bekovetkezik. Tovabbi elény, hogy nincs sziikség szerves
oldoszerek haszndlatira a minta eldokészitésnek folyaman, igy az eredményeink valds
toxicitasi értékeket adnak. Az elmondottak mellett, tovabbi elony, hogy a Flash rendszerrel
az aeroszol részecskék Okotoxicitdsanak meghatdrozasa nagyon rovid id6 alatt (kb. 2 6ra)
elvégezhetd, a tobbi Okotoxikologiai modszerhez képest (min. 7 6ra, de egyes tesztek
estetében akar 48 vagy 72 o6ra). Ezen felil mivel minimdlis mintamennyiséget igényel a
Flash rendszer, igy jol alkalmazhaté kornyezeti aeroszol mintdk okotoxicitasanak

elemzésére.
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4.2. Vibrio fischeri biolumineszcencia gatlas vizsgalat

4.2.1. Dizel iizemii gépjarmiivekbol szarmazo aeroszol mintak eredményei

4.2.1.1. Dizel iizemii személygépkocsikbél szirmazé aeroszol mintak eredményei

A vizsgalt személygépkocsik altal kibocsatott aeroszol mintdk dkotoxicitas eredményei

és egy¢eb adatai (PAH, TC, PM25s) a 6. tablazatban lathatok.

6. tablazat: Személyautok kibocsatasainak okotoxikologiai eredményei

Modell/Tipus Kiirnyezet’védelmi PAH3 TC 3 PM 2.2 ECs,
osztaly [ng/m’] | [mg/m?’] | [mg/m®]| [%6]

FORD FOCUS 1,8 D EURO-2 03349,59| 34,94 37,90 0,25
BMW 320D EURO-3 209,82 0,50 0,54 44,85

OPEL OMEGA 2.5TD EURO-3 3419,17 | 7,53 8,18 88,37
TOYOTAHILUX 2.5TD EURO-3 114,25 0,30 0,33 442,73
RENAULT TRAFIC 1.9 dci EURO-3 122,22 1,55 1,68 32,69
FORD MONDEO TDCI EURO-3 171,12 0,57 0,62 248,06
FORD MONDEO EURO-3 227945 | 1,87 2,03 11,06
FORD S MAX TDCI EURO-4 42,65 0,17 0,18 161,98
MITSUBISHI L200 EURO-4 449,18 2,90 3,15 7,67
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Az eredmények alapjan megallapithat6, hogy az EURO-2 kornyezetvédelmi osztalyba
tartoz6 (Ford Focus 1,8 D) személygépkocsibdl szarmazd mintank volt a legtoxikusabb. Ez
az eredmény varhatd volt az alapjan, hogy ez az autd rendelkezett a legnagyobb PAH
(93349 ng/m®), illetve TC (34,9 mg/m®) emisszioval. Az EURO-3 emisszios szabvannyal
rendelkez6é gépjarmiivek esetében az ECso értéke viszonylag széles hatarok kozott (11,6 és
442,73) mozgott, ezek koziil a Toyota Hilux 2.5 TD gyakorolta a legkisebb kornyezeti
terhelést (TC = 0,3 mg/m3, PAH = 114 ng/m?3, ECs0% = 442,73). Az EURO-3 emisszios
szabvannyal rendelkezd gépjarmiivek koziil az Opel Omega 2.5 TD gépjarmiinél volt
megfigyelhetd a legmagasabb PAH és TC mennyiség, ezt azonban az alacsony toxicitasi
értéke nem tiikkrozte. Azt viszont figyelembe kell venniink, hogy a vizsgilt
személygépkocsik koziil ennek az autonak volt a legtobb a kilométerora allasa (340 981
km). Meglepé modon, nagy kiilonbségeket talaltunk a két FORD MONDEO TDCI
gépkocsik kozott (TC = 1,9 és 0,57 mg/m*, PAH = 2280 és 171 ng/m®, EC50 % = 11,06 és
248,06). Ez részben azzal magyarazhato, hogy a két személygépkocsinak nagymértékben
eltért egymastol a kilométerdra alldsa (165 861 km volt az els6 FORD MONDEO TDCI
jarmu esetében és 106 368 km volt a masodik esetében). A két jarmi muszaki allapota is
hozzajarulhatott az eltérd emisszids jellemzOkhdz; azonban ezek a paraméterek nehezen
standardizalhatok.

Az EURO-4 kornyezetvédelmi osztalyba tartozé személygépkocsik okotoxicitasa
kozott is kiemelkedden nagy kiilonbséget talaltunk (TC = 0,17 és 2,9 mg/m®, PAH = 42,6
és 449 ng/m?, ECso % = 161,98 és 7,67), de ha dsszevetjiik az 6kotoxicitas eredményeit az
egyes gépkocsik PAH és TC koncentracidjaval, akkor szignifikans pozitiv korrelaciot
(Spearman rangkorrelacio, r = 0,912; p = 0,001, valamint r = 0,956; p < 0,001) figyelhetiink
meg. Latszdlag a dizel kipufogdgazok dkotoxikus hatasa kozvetleniil fiigg a széntartalmu
részecskék mennyiségétdl. A magas szénrészecske koncentracio jelzi a tokéletlen égést,
amely a Kkiilonbozé illékonysaghi toxikus szerves vegyiiletek képzddését sokkal
valoszinlibbé teszi, illetve eldsegiti a félig illékony anyagok (pl.: PAH-ok) részecskéken
valé megtapadasat. Azonban a magas toxicitds a MITSUBISHI L200 jarmii esetében nem
tulajdonithato egyediil a PAH kibocséatasnak, példaul az EURO 3 emisszids szabvannyal
rendelkez6 OPEL OMEGA 2.5 TD esetében kb. kétszer tobb volt PAH kibocsatas, viszont
alacsonyabb toxicitast mutatott. Az is lehet, hogy a kiilonbség a két EURO 4
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kornyezetvédelmi osztalyba tartozd személygépkocsi kornyezeti hatasa kozott azzal
magyarazhat6, hogy a Mitsubishi L200 2.5 DID jarmii a magasabb kilométerora allas (154
385 km) melllett magas toxicitas (ECso % = 7,67), és viszonylag magas PAH-kibocsatast
(449 ng/m3) mutatott. Chiang et al. (2012) is 6sszefliggést talalt a magas PM kibocsatas és
a futasteljesitmény, valamint a tesztelt gépjarmiivek kora kozott.

Minjares et al. (2013) arrdl szamol be, hogy vizsgalataik soran a PM2s kibocsatas
szignifikansan csokkent a kiilonb6z6 emisszios szabvanyoknal. Eredményeink alapjan a
legmeglepdbb az volt, hogy nem taldltunk egyértelmii 0sszefiiggést a kdrnyezetvédelmi
osztalyok és a kibocsatasok hatasai kozott. Ez talan annak tudhatdé be, hogy az altalunk
kivalasztott két EURO 4 besorolasu személygépkocsindl kiugroan magasabb volt az
emisszio, mint barmelyik EURO 3 besoroldsu gépjarmiinél. Azonban szignifikans
korrelaciot talaltunk a PAH kibocsatas és a futott kilométerek kozott (Spearman
rangkorrelacié, r = 0,733, p = 0,031), melybdl arra kovetkeztetiink, hogy egy adott

személygépjarmii allapotat jobban tiikr6zi a hasznélata, mint az ¢letkora.

7. tablazat: Személyautok okotoxicitasanak és genotoxicitasanak eredményei

Geno-
Motor térfogat/ ECs

. lométerbra| PAH | PM

Tipus/Modell Fivjirat | Komyezetvédelmi| "V of | Kilométerdra \ 12 ECso | ppy,, |toxicitis

osztal teljesitmény| allas [km| | [ng/m"] | [ng/m’] | [%0] 3. | [ng/ml

y [ng/m’] 4NQQ]
3

FORDFOCUS18D | 2003 1573;(C)m2’ 66KW | 173617 933496 |401833| 025 | 10038 | 0,313
1998 e,

FORD MONDEO 2006 i 85KW | 165861 |2279.45 214966 | 11,06 | 237,75 | 0,313
3

BMW 320D 1995 1:3;ém3' 110KW | 176809 | 200,82 | 579,42 | 44.85 | 259,87 |non toxic
3

RENAULT TRAFIC 1.9 dci| 2004 1;328”‘3' 74KW | 140736 | 12222 |1780,04 | 32,69 | 581,89 |nontoxic
3

TO;SE@FE'EUAETV%UP 2002 2;3;8’“3' 75KW | 165206 | 114,25 | 346,54 | 442,73 | 1534,23 | non toxic
3

FORD MONDEO TDCI | 2005 1:828”“3' 9 KW | 106368 | 171,12 | 65504 | 248,06 |1624,88 |nontoxic
3

OPEL OMEGA25TD | 1996 2;3;;’“3' 9 KW | 340981 |3419.17 |8657,99 | 88,37 |7651,07 |nontoxic

2477 em?’, :

MITSUBISHI L200 | 2006 s 100KW | 154385 | 449,18 |3332,63| 7,67 | 255,69 |non toxic

1753 cnt, i

FORD S MAXTDCI | 2006 ol 92KW | 87063 | 4265 | 189,85 | 161,98 | 307,53 |nontoxic
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Eredményeink kiegészitéseként a tovabbiakban vizsgaltuk a mintdk genotoxicitasat. Az
okotoxikologiai és genotoxikologiai eredményeket a 7. tdblazatban foglaltam Ossze.

A genotoxikologiai értékelést vizualisan, a pozitiv kontroll (4ANQO) szinreakcioihoz
viszonyitva végeztiik. A genotoxikologiai értékelés soran a kék szin végig megjelent a
pozitiv kontroll higitasi soraban.

Az elemzés soran a FORD MONDEO ¢és FORD FOCUS 1,8 D személygépkocsikbol
szarmaz6 mintainknal a legtoményebb higitasban enyhe genotoxikus hatast észleltiink (ami
0,313pg / ml 4NQO hatassal volt egyenértékil). Az 6ko- €s genotoxicitasi ereményeink
Osszefliggést mutattak. Az eredményeket 0sszehasonlitva lathato, hogy anndl a két mintanal
volt megfigyelhetd genotoxikus hatas, amelyeknél a legnagyobb Okotoxicitast (100,38
pg/md és 237,75 pg/m?) mértiik.

Eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy még tobb adatra van
szikkséglink ahhoz, hogy egy relevans statisztikai adatbazis készitsiink. Példaként
emliteném a Lim et al. (2005) altal hasznalt multikritériumos értékelést, melynek soran
kiilonb6zd tényezok hatasat vizsgaltdk dizel tlizemii buszok PAH kibocsatasaira.
Eredményeink azonban egyértelmiien mutatjak, hogy az altalunk alkalmazott tesztmodszer
alkalmas dizel lizemi személygépjarmiivekbdl szdrmazd kibocsatasok oOkotoxicitasanak

gyors meghatarozasara.

4.2.1.2. Dizel iizemii autébuszokbdl szairmazo6 aeroszol mintak eredményei

A mintak Okotoxicitdsat ECso érték mellett ECso aeroszol tomeg/ ml szuszpenzid

koncentracidban is kifejeztiik, eredményeinket a 8. tablazat foglalja dssze.
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8. tablazat: Autdbuszok kibocsatasainak okotoxikologiai eredményei

Kornyezet EC
Minta Modell/Tipus Miikoédés/Fordulatszam | Evjarat| védelmi | ECsy % 50
osztal (ug/mb)
y

EU0-1K1987-A alapjaraton (600/min) 0,32 1,24
IKARUS 26006 1987 | EURO-0

EU0-1K1987-B gazfrocesel (1500/min) 0,59 2,47

EU1-1K1997-A alapjaraton (600/min) 0,2 0,96
IKARUS 415.26 1997 | EURO-1

EU1-1K1997-B gazfrocesel (1500/min) 0,6 2,31

EU2-1K2000-A alapjaraton (600/min) 2,16 2,87
IKARUS E 95 2000 | EURO-2

EU2-1K2000-B gazfrocesel (1500/min) 4,72 2,19

EU3-VO2006-A . alapjaraton (600/min) 34,23 12,58
VOLVO ALFAB12BR 2006 | EURO-3

EU3-VO2006-B ®90 ™ hficosel (1500/min) 95 371

EU3-CR2006-A alapjaraton (600/min) 20,44 3,07
CREDO EC12 2006 | EURO-3

EU3-CR2006-B gazfroeesel (1500/min) 21,08 4,11

EU4-VO2008-A . alapjaraton (600/min) nem toxikus | nem toxikus
VOLVO ALFA B12 B Regio 2008 | EURO-4 - -
EU4-V02008-B g gazfroeesel (1500/min) nem toxikus | nem toxikus

Az autobuszok kipufogdgazainak ECso értékei erdteljes korrelaciot mutattak a
kiilonb6z6 EURO besorolast motor tipusok esetén. Az EURO-0 ¢és az EURO-1
motortipusokkal rendelkezd buszok (IKARUS 260.06, IKARUS 415.26) Okotoxicitasat
talaltuk a legmagasabbnak, mind alapjaraton, mind a géazfroccsel torténd ilizemeltetés
esetén. Az EURO-4 besorolasit motor tipusnal (EU4-VO2008-A, EU4-VO2008-B) nem
volt kimutathatd toxicitds (a legtoményebb koncentracio sem érte el az 50%-os gatlast)
egyik lizemeltetés mellett sem.

Alapjaraton jelentds eltérést tapasztaltunk a két EURO-3 motortipussal rendelkezd
(CREDO EC12, VOLVO ALFA B12 B Regio) busz esetében. A EU3-CR2006-A minta
esetében hasonld ECsp értéket mértiink, mint az EURO-0 és az EURO-1 kornyezetvédelmi
osztalyba sorolhatd buszoknal (EUO-1K1987-A, EU1-1K1997-A). Ezzel szemben az EU3-
V0O2006-A minta d6kotoxicitasa alapjaraton ennél joval alacsonyabb volt.

Gazfroccsel torténd lizemeltetés mellett, a két EURO-3 motortipussal rendelkezd busz
toxicitasa mar joval kisebb mértékben tért el egymastol, az EURO-0, EURO-1 és EURO-2
besorolasti motor tipusoknal (EUO-1K1987-B, EU1-1K1997-B, EU2-1K2000-B) pedig kozel
azonos ECso érték volt megfigyelhetd.

Eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a buszok esetében az
okotoxicitas erdsen fligg az adott gépjarmii kornyezetvédelmi osztalyba tartozasatol, a
motor tipusatol és koratol. Minjares et al. (2013) szintén azt tapasztalta vizsgalatai soran,

hogy a PM2 s kibocsatas szignifikdnsan csokkent a kiilonb6zé emisszids szabvanyoknal. A
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motor koranak novekedésével jelentdsen ndtt a motorok emisszidjanak Okotoxicitasa is.
Eredményeink azonban megerdsitik a személygépkocsik Okotoxikologiai elemzésénél
tapasztaltakat, vagyis az 0kotoxicitds nem csak a kiilonbozé kornyezetvédelmi osztalyba
tartozastol figg, hanem a gépjarmiivek egyéb paramétereitdl is.

Tovabbi vizsgalataink soran tanulmanyoztuk a kiilonbdzo kornyezetvédelmi besorolast
dizelmotorok kibocsatasabdl szarmazd aeroszol mintdk Okotoxicitasa és illékonysaga
kozotti Osszefliggéseket. Az aeroszol mintdk Okotoxicitasa és illékonysaga kozotti vizsgalat

eredményei a 10. abran lathatok.

10000000000,00 KARUS 415 96
1000000000,00 (EURO-1)
100000000,00
10000000,00 VOLVO ALFA
— B12 B Regio
£ 1000000,00 (EURO-3)
)
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HEémérséklet °C

10. abra: A kiilonb6zo kornyezetvédelmi osztalyba tartozé dizelmotorok kibocsatasabol

szarmazo aeroszol mintak okotoxicitasa, a termosztalasi homérséklet a fliggvényében

A kiilonb6zoé kornyezetvédelmi besorolasti autdobuszokbol szarmazéd aeroszol mintak
Okotoxicitasa kiilonb6zé modon valtozott a homérséklet fliggvényében. A 20 °C-on torténd
kifiitésnél még az EURO-0 és EURO-1 besorolasu dizelmotorral rendelkezé gépjarmiivek
okotoxicitasa volt a legmagasabb, a legkevésbé toxikus pedig az EURO-3 besorolasu
VOLVO ALFA B12 Regio autobuszbdl szarmazé minta volt. Ez a sorrend mar 50 °C-on

torténd kifités esetén is felborul, mivel az ezen a hdmérsékleten kifiit6tt aeroszol mintak
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koziil az EURO-2 besorolasti dizelmotorbdl szarmaz6 minta dkotoxicitasa a legnagyobb.
Ez azzal magyardzhato, hogy az EURO-2 motortipussal rendelkezd gépjarmiibdl szarmazo
mintabol 50 °C-on kisebb ardnyban tavoznak az 6kotoxikus hatasért felelos vegyiiletek. 125
°C -on jelentds valtozas nem tortént az 50 °C-on mért dkotoxicitas értékekhez képest, csak
az EURO-2 motortipus kibocsatasabol szarmazé aeroszol minta Okotoxicitdsa csokkent
nagyobb mértékben a tobbi mintahoz viszonyitva. 125 és 200 °C kozott mar erdteljes
valtozas figyelheté meg. Mindegyik minta toxicitasa nagymértékben csokken, ami arra utal,
hogy ebben a hémérséklettaromanyban deszorbealodik azon vegyiiletek nagy része,
amelyek az okotoxikus hatasért felelosek. A 200 és 275 °C  kozotti
hémérséklettartomanyban a toxicitas tovabbi csokkenése figyelhetd minden minta esetében,
tehat ebben a tartomanyban is deszorbealodnak még a részecskék feliiletén adszorbedlodott
okotoxikus vegyiiletek. 275 °C felett mar csak az EURO-0 és EURO-1 besorolasu
gépjarmiivek kibocsatasabol szarmazo aeroszol mintdk esetén csokken jelentds mértékben
az Okotoxicitds, ami azzal magyarazhatd, hogy ezekbdl a mintdkbdl még ilyen magas
hémérsékleteken is deszorbedlodnak az dkotoxikus vegyiiletek.

Az eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a kiilonb6z6 kornyezetvédelmi
osztalyba tartozd dizeliizemii autdbuszok kibocsatdsainak Okotoxicitdsa nagymértékben
fligg az aeroszol részecskéken adszorbedlodott kdzepesen illékony szerves vegyiiletektol.

Kittelson et al. (2006) nagy tcherbirasu dizel teherautok Kipufogogazabol szarmazo
aeroszolokat vizsgaltak. A laboratoriumi vizsgalataik kimutattak, hogy a nukleacios médus
részecskéi tilnyomorészt nehéz szénhidrogének. A 12-30 nm-es részecskék mennyiségének
tobb, mint 97% -a eltiint 400 °C-ra torténd hevités hatasara. Az illékonysag hasonlitott a
C24-C32 n-alkdnokéra. Egy masik tanulmanyban Yao et al. (2015) dizeliizemii jarmiivek
kipufogogazanak VOC emissziojat vizsgalta Pekingben (Kina). Vizsglataik sordn 6sszesen
64 VOC fajtat hataroztak meg, koztiik 25 alkan, 4 alkén, 13 aromas, 13 karbonil és 9 egyéb
vegyiiletet. A karbonilok, az aromasok és az alkanok voltak a dominans VOC fajtak. A
karbonilok az 6sszes VOC kibocsatas 42,7% - 69.2% -at alkottak. Bagany (2011) szerint a
dizelmotor karosanyag kibocsatasa az égés tokéletesitésével és a kipufogdgaz utdkezelésével
(katalizatorral) csokkenthetd. Ezt a megallapitast eredményeink is megerdsitik, tekintve, hogy

magasabb égési hdmérsékleten csokkent az adott motorbol szarmazé kibocsatas toxicitasa.
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Okotoxikolégiai eredményeink Osszehasonlitasaként vizsgaltuk a  dizeliizemii
autobuszokbol szarmazd aeroszol mintak genotoxicitasat is. Az eredmények Kiértékelése
ebben az esetben mar miiszeresen tortént, Dialab EL800 tipusu plate readerrel. A
genotoxikolégiai eredményeket az EBPI altal ajanlott SOSIF értékekkel fejeztiik ki. SOSIF
értéke azt mutatja meg, hogy egy minta adott higitdsban milyen mértéki SOS valaszt
indukal a baktérium tesztszervezetekben. A kapott SOSIF értékek alapjan harom kategoria
definidlhato: 0 és 1,5 kozt nem toxikus, 1,5 és 2,0 kozt nem-konklaziv (nem egyértelmiien
megallapithato), 2,0 folott pedig genotoxikus (Kakasi, 2012). Eredményeink a 9.
tablazatban lathatoak.

9. tablazat: Autébuszok 6kotoxicitasanak és genotoxicitasanak eredményei

Kornyezet EC
Modell/Tipus Miikodés/Fordulatszam| védelmi | ECsy % 0 | Genotoxicitas
. (ng/mi)
osztaly
alapjaraton (600/min) 0,32 1,24 toxikus
IKARUS 26006 EURO-0 -
gazfroecesel (1500/min) 0,59 2,47 toxikus
alapjaraton (600/min) 0,2 0,96 toxikus
IKARUS 415.26 EURO-1 -
gazfroecesel (1500/min) 0,6 2,31 toxikus
alapjaraton (600/min) 2,16 2,87 nem konkliziv
IKARUS E 95 EURO-2 -
gazfroccsel (1500/min) 4,72 2,19 nem toxikus
.| alapjaraton (600/min) 34,23 12,58 nem toxikus
VOLVO ALFA B12 B Regi EURO-3 -
99 gafocesel (1500/min) 9,5 371 | nemtoxikus
alapjaraton (600/min) 20,44 3,07 nem toxikus
CREDO EC12 EURO-3 -
gazfroccsel (1500/min) 21,08 411 nem toxikus
. lapjaraton (600/mi nem toxikus | nem toxikus | nem toxikus
VOLVO ALFA B12 B Regio—aparaton (600min) | o o . . :
gazfrocesel (1500/min) nem toxikus [ nem toxikus | nem toxikus

A vizsgalt mintdk koziil négy esetében volt kimutathaté genotoxikus SOSIF értek, és
egy minta esett a nem konkluziv kategoriaba. A tobbi minta a nem toxikus kategoridba
esett. Az EURO-0 és EURO-1 besorolas buszokbol szarmazé mintdk mutattdk a
genotoxikus SOSIF értéket, valamint az EURO-2 kornyezetvédelmi osztalyba tartozod
autobuszbol alapjaraton vett minta esett a nem konkluziv kategoridba, még nagyfoku
higitas utan is.

Genotoxicitasi eredményeink az dkotoxikologiai eredményeinkhez hasonlé mintazatot

mutattak. Az Okotoxikologiai és genotoxikologiai eredményeknél (r = 1, p < 0,001,
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Spearman rangkorrelacido) nagyon szoros pozitiv, szignifikans korrelaciot talaltunk. Az
EURO-0 és EURO-1 motorokb6l szarmazé mintdk erésen genotoxikusak, mig az EURO-3
¢s EURO-4 motorokbdl vett mintak nem mutattak genotoxikus hatast.

A régi tipusu EURO-0, EURO-1 ¢és EURO-2 motorokb6l szarmazo dizel emisszid
lathatoan nagy kornyezeti és egészségiigyi kockazatot jelent. A Kozponti Statisztikai
Hivatal adatai szerint a magyar flotta atlagéletkora 13,7 év, sé6t, az atlagéletkor enyhén
novekvo tendenciat mutat, példaul 2009-ben 12,9 év volt az atlagéletkor, 2010-ben pedig
13,4 év. Konkrét adatok allnak rendelkezésiinkre a Balaton Volan Zrt.-nél alkalmazott
kibocsatasi szabvany osztalyokrol, amelyet a cég biztositott résziinkre: Euro-0, 17,5%;
Euro-1, 11,5%; Euro-2, 42%; Euro-3, 22% (Balaton Volan Zrt. Kornyezeti Jelentés, 2011).
Ezek az adatok azt mutatjak, hogy az Euro-2 - Euro-3 buszok dominalnak és a viszonylag
magas az aranya Euro-0 — Euro-1 buszoknak.

A dizelolaj Osszetétele is befolydsolhatja a PAH-kibocsatast €s a toxicitast: az
alacsonyabb kéntartalom csokkenti a policiklikus aromés szénhidrogének kibocsatasat (Lim
et al., 2005). Azt allapitottak meg, hogy altalaban a jobb mindségli iizemanyag
hasznalataval, alacsonyabb a kibocsatas (Nelson et al., 2008).

Az a tény, hogy a legujabb VOLVO ALFA B12 Regio EURO 4-es motorja nem
okozott toxikus hatast sem az 6kotoxikologiai sem a genotoxikologiai vizsgalat soran, arra
enged kovetkeztetni, hogy a régi EURO-0, EURO 1 ¢és EURO 2 motorok lecserélése egy

alternativa lehet a kornyezeti veszély csokkentésére.

4.2.2. Varosi aeroszol mintak okotoxicitasinak meghatarozasa

A minta Okotoxicitdsat abszolut aeroszol tomegre vonatkoztatott ECso értékkel
hataroztuk meg. A nyari (10. tablazat) és a téli (11. tablazat) aeroszol mintdk eredményeit
kiilon tablazatban foglaltam Gssze.

A PM1o mintdk NOx tomeg koncentracid adatait és a meteorologiai paramétereket az

Orszdgos Meteorologiai  Szolgéalat biztositotta a mintavételi helyen. Tovabba

71



meghataroztuk a biomassza égetés nyomjelzé vegyiileteként ismert levoglukozan (LGS)

koncentrécidjat is.

A nyari és a téli varosi PMio aeroszol mintdk ECso értékei kozott jelentds eltérést

tapasztaltunk.

10. tablazat: Nyari varosi aeroszol mintdk dkotoxicitas eredményei.

Mintavétel PM10 | Maeroszol ECsoppmio) | EC50 NOx Ozon SO, CcO
idopontia | wgim? | mal | = | wamy | mo) | woim? | weimd) | (eim? | meimd)
29.07.09 29,8 0,73 312,96 93,26 2,29 22,43 98,77 6,13 372,94
30.07.09 26,9 0,66 10305,95 2772,30 67,94 27,4 93,57 6,95 271,70
31.07.09 28,7 0,70 158,90 45,60 1,12 27,81 96,91 8,64 216,94
01.08.09 27,0 0,66 53,09 14,35 0,35 16,67 103,65 6,44 278,55
02.08.09 34,6 0,85 74,01 25,59 0,63 11,63 114,94 7,44 271,41
03.08.09 24,7 0,61 7,14 1,76 0,04 20,93 100,91 6,09 256,03
04.08.09 28,7 0,70 5,49 1,57 0,04 15,32 95,21 5,40 300,36
05.08.09 22,7 0,56 3,73 0,85 0,02 33,37 50,03 5,43 348,80
06.08.09 21,8 0,54 1,13 0,25 0,01 24,93 55,70 5,28 319,40
07.08.09 21,7 0,53 2,06 0,45 0,01 20,43 65,53 5,44 282,03
08.08.09 20,1 0,49 66,36 13,31 0,33 14,2 71,04 6,00 233,33
09.08.09 31,2 0,76 73,80 23,02 0,56 14,75 72,25 6,77 227,11
10.08.09 23,6 0,58 89,61 21,13 0,52 19,87 65,03 6,63 269,75
11.08.09 24,8 0,61 54,34 13,45 0,33 32,65 50,12 5,92 345,15
12.08.09 23,6 0,58 52,84 12,45 0,31 24,25 65,28 5,80 323,93
13.08.09 26,7 0,65 76,83 20,50 0,50 32,44 51,06 5,85 331,93
14.08.09 27,6 0,68 68,96 19,02 0,47 60,14 38,95 6,14 458,98

A téli mintaknak szignifikinsan magasabb (p = 0,01916, Welch féle d-proba) az

okotoxicitasa, mint a nyari mintdké (11. dbra). A nyari mintaknal az els¢ harom mintavételi

idépont esetében nem volt kimutathat6 toxicitds (a legtoményebb koncentracié sem érte el

az 50%-os gatlast).

A téli mintdk magas toxicitds értékeihez jelent6sen hozzajarulnak a kozati

kozlekedésbdl szarmazd kibocsatasok. Budapesten meglehetésen magas a hasznalatban

1évd jarmiivek atlagéletkora (10-12 év), amely a kozati kozlekedés nagymértékili kdrnyezeti

terhelését segiti eld.
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11. abra: Az atlagos ECsp értékek a nyari és a téli mintaknal

Ezen feliil a téli mintdk magasabb toxicitdsa a szintén toxikus hatasu fatiizelésbol

szarmazd kibocsatasok magas aranyaval is magyarazhat6. Ezzel ellentétben, nyaron a PMa2s

széntartalmu frakcio f6 forrasa a masodlagos szerves aeroszolok.

11. tablazat: T¢li varosi aeroszol mintak okotoxicitas eredményei

':nc;::aa::t:? PM10 [g/m?] [Maeroszol [Mg]|  ECso (%) E(ij/(;:%m ECso (Mg) | NOx (ug/m”®) | LGS (ug/m?) | SOz (ug/m®) | CO (ng/m®)
20.01.10 91,4 2,24 20,59 18,82 0,46 141,5 1,05 7,24 1326,57
21.01.10 39,4 0,97 39,06 15,40 0,38 40,2 0,71 10,53 825,33
22.01.10 53,9 1,32 15,19 8,18 0,20 48,46 0,97 9,68 883,47
23.01.10 70,8 1,74 10,15 7,19 0,18 77,61 1,61 8,75 1169,46
24.01.10 817 2,00 6,44 5,26 0,13 84,52 1,97 7,16 1300,78
25.01.10 65,8 1,61 12,65 8,32 0,20 76,79 1,00 6,25 1116,04
26.01.10 67,9 1,66 12,63 8,58 0,21 87,62 1,61 7,57 1107,23
27.01.10 140,1 3,43 5,21 7,30 0,18 212,12 1,57 21,51 1788,06
28.01.10 94,9 2,33 8,10 7,69 0,19 57,31 1,11 29,83 1119,65
29.01.10 79,6 1,95 22,12 17,61 0,43 47,24 1,14 18,26 1044,53
30.01.10 55,7 1,36 23,50 13,09 0,32 45,58 0,89 18,88 1004,83
31.01.10 32,6 0,80 55,89 18,20 0,45 34,55 0,40 12,05 800,78
01.02.10 34,2 0,84 36,81 12,59 0,31 62,79 1,32 9,95 669,86
02.02.10 67,9 1,66 6,10 4,15 0,10 126,57 1,43 7,77 914,34
03.02.10 75,8 1,86 12,05 9,13 0,22 67,67 1,72 11,57 825,45
04.02.10 52,8 1,29 24,43 12,90 0,32 112,93 1,00 9,53 1021,49
05.02.10 14,4 0,35 38,16 5,51 0,14 34,6 0,73 10,26 670,41
06.02.10 19,1 0,47 82,68 15,78 0,39 25,12 0,63 9,70 550,58
07.02.10 47,9 1,17 41,39 19,82 0,49 44,78 0,85 11,06 660,58
08.02.10 86,7 2,13 19,65 17,04 0,42 103,43 2,05 23,88 941,32
09.02.10 102,4 2,51 10,32 10,56 0,26 123,76 0,92 15,23 1044,36
10.02.10 60,0 1,47 49,27 29,59 0,73 32,63 0,58 12,40 625,42
11.02.10 29,3 0,72 47,12 13,81 0,34 58,1 1,01 7,73 664,05
12.02.10 62,9 1,54 44,56 28,03 0,69 88,52 1,02 9,12 879,95
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Nyaron a magasabb homérséklet miatt Iényegesen kevesebb a félig illékony szerves
vegyiiletek kondenzacidja, melyek koziil szdmos erdsen toxikus hatasu (Reid et al., 1998;
Verma et al., 2011). Ezen feliil nyaron jelentésen magasabb mértékii a 1égkori keveredés,
amely csokkenti az elsddleges aeroszol részecskék relativ aranyat és noveli a légkori
transzportot.

Nyaron a biolégiai aeroszol részecskék okotoxicitdsa nagyobb, mint télen, ez azonban
nagy valoszinliséggel elhanyagolhato mértékii a tobbi kibocsato forras mellett.

Osszességében ezen tényezdk egyiittes kombinacidja magyarazhatja a nyari mintdkhoz

képest lényegesen nagyobb ECsp értékeket a téli mintak esetében.
4.2.3. Biomassza fiist 6kotoxicitasanak meghatarozasa

Eredményeink alapjan a biomassza fiist jelentds toxicitdst mutatott, mar egészen kis
koncentracioban is 50%-0S biolumineszcencia gatlast okozott (12. abra). A biomassza
égetésébdl szarmazo kibocsatasok ECsg értéke 0,55 €s 1,99 kozott volt. Ez alapjan lathato,
hogy a biomassza égetésbdl szarmazd kibocsatasok igen magas kornyezeti terhelést

jelentenek.

25

1,99

1,5

0,76
0,55 0,62 0,56
OFS I I I
0

12. abra: Biomassza fiist 6kotoxicitds eredméyei

ECso %
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Az eredményeinkbdl megallapithatd, hogy a biomassza fiist kdrnyezeti terhelése igen
jelentds. Osszehasonlitasképpen kdzel hasonld terhelést jelent, mint amit a régi EURO-0
emisszios szabvannyal rendelkez6 buszoknal tapasztaltunk. Vizsgalataik soran Klippel and
Nussbaumer (2007) is megallapitotta, hogy a biomassza égetésb6l szarmazo aeroszol
részecskék toxicitdsa magasabb volt, mint a dizel kibocsatasokbol szarmazo részecskék
toxicitasa.

A biomassza égetésbdl szarmazik a PAH vegyliletek egy része, amelyek jelentds
mértékben hozzajarulnak a kornyezeti aeroszol részecskék teljes toxicitdsahoz,
koszonhetéen a rakkeltd és mutagén tulajdonsagaiknak (Schauer et al., 2001, 2002;
Bostrom et al., 2002; Wenger et al., 2009). A tuddésok kimutattdk, hogy a foképp
fatiizelésb6l és a nyilt biomassza égetésbdl kibocsatott ugynevezett "barna szén", egy
fontos melegedési tényez6 az aeroszolok sugarzasi kényszerében, amit a legtobb éghajlati
modell nem is korlatoz (Saleh et al., 2014). Keywood et al. (2015) eredményei szintén arra
utalnak, hogy fokozott fotokémiai aktivitas fordul el6 a fiist csovakban és jelentOsen
megvaltoztatjdk az aeroszolok Osszetételét, valamint mikrofizikai tulajdonsédgait, ami
potencialis valtozast okoz az aeroszolok optikai €s igy sugérzasi tulajdonsagaiban.

Ito és Penner (2005), tgy becsiilik, hogy a biomassza égetés globalis mennyisége
(2000-ben) évi 5,6 Pg volt, melybél a PM2s mennyisége 38,3 Tg.

Fontos lenne, hogy kezeljék a biomassza tiizelésbdl szarmazo aeroszol Kibocsatast, ami
csokkentheti a 1égkori aeroszol terheket, valamint az éghajlat felmelegedés hatasait.

Zhang és Cao (2015) szerint a biomassza tiizelésbél szarmazo aeroszol részecskék
csokkentését el lehetne érni (1) tisztabb ilizemanyagok hasznalataval és a kalyhakban
haztartasi biolizemanyag égetésével; (2) beltéri PM2s normak kidolgozasaval; (3) a nyilt
biomassza tiizelésti tevékenységek teljesen betiltasaval; (4) a vidéki teriileteken a nemzeti
és regionalis légszennyezés csokkentési célok atgondolasaval és (5) az intézkedések

végrehajtasanak megerdsitésével mind kézponti, mind helyi szinten.
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4.2.4. Vorosiszap por okotoxicitasanak meghatarozasa

A reszuszpendalt vordsiszap por Okotoxicitdsdnak meghatarozasa soran egyik mintat
sem talaltuk toxikusnak (az 50% gatlas, még a 100% toménységli minta esetén sem volt
kimutathat6). Osszehasonlitds céljabol szintén az Ascent luminométerrel mért hidrom
Budapestrdél (2010 januarjaban) gytijtott PMo.1) aeroszol minta erdményeivel vetettiik
Ossze a vorodsiszap por mintaink eredményeit. Ezen mintak ECsp értékei a 0,064 és 0,23 mg
ml? kdzott valtoztak, tehat toxikusnak bizonyultak mar egészen alacsony koncentracioban
iS.

Megallapithatjuk, hogy az altalunk meért vordsiszap szallo pora nem toxikus. Ez az
eredmény tobb dologgal magyarazhatd. Egyrészt a vordsiszap szalld6 poraban nincsenek
nagyon kis részecskék, mint a varosi szallo porban. A becsiilt atlagos 6sszetétel alapjan a 6
alkotok asvanyos fazisok (hematit, kankrinit) és nincsenek jelen a tiidérdkot okozo
azbesztekhez hasonlé szalas kristalyok, tovabba a vorésiszap porabol a varosi szalld por
veszélyes Osszeteviinek tobbsége hianyzik (nanoméretii korom és fémrészecskék; PAH-0Kk,
szerves nitratok). Ezen feliil a nehézfémek koncentraci6ja nem nagyobb a varosi szallo
porhoz képest, azok is stabil fazisban, elemhelyettesitésként fordulnak el6 (Hoffer, 2011).

Egy korabbi tanulmanyban is hasonl6 eredményt kaptak a voOrdsiszap por
okotoxicitasanak vizsgalata soran (Dauvin, 2010). A vorésiszap szalld pora méréseink

alapjan nem latszik veszélyesebbnek, mint a varosi szallo por.

4.3. Mortalitas vizsgalat eredményei Artemia salina héjnélkiili

kisrakon

A mortalitas tesztekhez és az enzimatikus tesztekhez a mintaink a Flash rendszerrel is

vizsgalt 6 eltér6 motortipussal rendelkezd dizel iizemli busz kipufogdgézai voltak
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(alapjaraton és gazfroccsel). Az enzimatikus teszteket megel6zden, a sordk szervezeten

végzett mortalitasi teszteredmények is a Flash rendszeren mérhetd trendet mutatattak.

12. tablazat A vizsgalt mintak A. salina mortalitas teszten mérheté hatasa

Mikodés / Motor
Modell/Tipus Fordulatszém kornyezetv?delml ECso (ng/ml) SD (ng/ml)
besorolasa
VOLVO ALFA B12 | alapjarat (600/min) Euro 4 184,04 +18,3
B Regio gazfroces (1500/min) 249,08 15,7
alapjarat (600/min) 2,35 +0,17
IKARUS 415.26 Euro 1
gazfroces (1500/min) 14,53 +0,68
VOLVO ALFA B12 | alapjarat (600/min) Euro 3 29,61 +0,72
B Regio gazfroces (1500/min) 86,17 +0,69
alapjarat (600/min) 24,9 +0,33
IKARUS E 95 Euro 2
gazfroces (1500/min) 27,29 +0,81
alapjarat (600/min) 162,3 4,57
CREDO EC12 Euro 3
gazfroces (1500/min) 297,29 7
alapjarat (600/min) 10,2 +0,28
IKARUS 26006 Euro 0
gazfroces (1500/min) 16,83 +0,73

A Flash rendszerrel mért eredmények és a mortalitas teszt eredmények kozott (r =
0,842, p = 0,004, Spearman rangkorrelacid) szoros pozitiv, szignifikdns kapcsolatot
talaltunk. Ez esetben is, a felallithatd hatdssorrend megfelel az EURO besorolasnak
megfelelden. Tovabba itt is megfigyelhetd volt az Okotoxicitas csokkenése a magasabb
fordulatszam mellett vett mintdk esetében. Ez az eredmény annak koszOnhetd, hogy a
dizelmotorok elsésorban teljes terhelésnél (magasabb fordulatszdm) gondoskodnak
kielégité oxigénfeleslegrdl, ezaltal mintegy 50%-kal csokkentik a koromkibocsatast,
tovabbd magasabb iizemi hdmérsékleten, a koromrészecskéken adszorbeédlodott kiilonbdzo
illékonysagli szerves vegyliletek is deszorbedlddnak, amelyek az Okotoxikus hatdsért
felelosek. Ezeket az eredményeinket alatdmasztjak a dizelmotorok kibocsatasabol szarmazo
aeroszol mintdk Okotoxicitdsa ¢és illékonysdga kozotti Osszefliggésekbdl kapott
eredményeink is (4.2.1.2. fejezet).

A tesztrendszer érzékenysége néhdny nagysagrenddel elmarad a Flash rendszerétdl,

azonban a mérhetd értékek kozti kiilonbségek sokkal kifejezdbbek (12. tablazat).
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4.4. Enzimaktivitasi vizsgalatok eredményei Artemia salina

héjnélkiili kisrakon

Az enzim-aktivitasi vizsgalatok altal nyert ICso értékek szintén azonos trendet mutattak
a mortalitasi és a V. fischeri bakterialis tesztek eredményeivel (13. tablazat). A mortalitasi
tesztekben magasabb toxicitast mutatdé mintak esetében, nem volt minden esetben
megfigyelhetd szignifikans dozisfiiggd valasz mindhdrom enzim esetében, sét az EURO 2
kornyezetvédelmi besorolast motorbdl szarmazo aeroszol mintdk még a PAH-okra
jellemzdéen valaszt add enzim, a GST esetében sem valtott ki dozisfliggd enzimatikus
valaszt.

Jellemzé volt az enzimatikus valaszok mérséklédése, megsziinése a magasabb
fordulatszam mellett vett mintdk esetében, hasonloan a mortalitasi tesztek eredményihez. A
kapott

ICso értékek hasonld nagysagrendbe estek a mortalitdsi tesztek esetében

tapasztalhatokkal.

13. tablazat: A mintak hatasara létrejott enzim-valaszok (|: enzimrendszerre kifejtett
gatlo hatas, 1: enzimrendszerre kifejtett serkent6 hatas, -: nem volt mérheto

enzimaktivitas valtozas)

Miikodés / k"MOtort ACE SD LDH SD GST SD
Minta Modellffipus uko ES, 01"nyeze. i |C50 |C50 |C50
Fordulatszim védelmi (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
besorolisa | &™) (ng/ml) (ng/ml)
EUO-1K1987-A alapjirat (600/min) 12750 | 2053 | 9.121 | £0,15 | 12,931 | 2022
IKARUS 26006 Euro 0
EUO-IK1987-B diafivces (100/min) | i i i i i i
EUL-IK1997-A alapjérat (600/min) 2331 | 0,05 | 2331 | 0,05
IKARUS 415.26 Euro 1
EUL-IK1997-B gidfibces (1500mi) | - i i i
EU2-IK2000-A alapjirat (600/min)
IKARUS E 95 Euro 2
EU2-1K2000-B gazfrdees (1500/min) - -
EU3-V02006-A | VOLVO ALFABI12B | alapjrat (600/min) Euo3 - - 26,841 | +0,13 - -
EU3-VO2006-B Regio aafioces (1500/min) 85217 | <047 | 70,121 | £0.99 | 344761 | £19.49
EU3-CR2006-A alapjarat (600/min) 180,11 | £6,79 | 194981 ] +235 |225351] 23
CREDO EC12 Euro 3
EU3-CR2006-B gazfrdees (1500/min) 296,11] | £5,265 | 229,621 | 4,467 |292,691 | +8,752
EU4-V02008-A | VOLVO ALFABI12B | alapjarat (600/min) Euro 4 262,85 | £7,63 | 247,261 +2,41 |265,951| 2,36
EU4-VO2008-B Regio oizfiices (1500/min) 279,65, | 527 [275.951] 54 |261,561] 3,06
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Gyakori volt azonban a kevésbé toxikus mintdk esetében az idegi miikodés allapotat
jelzé kolinészteraz enzimrendszerre kifejtett gatld, vagy serkentd hatds megjelenése. Ilyen
viselkedést mutattak a tesztek soran az EU4-VO2008-A és az EU4-VO2008-B mintak,
illetve az EU3-CR2006-B minta és az EUO-1K1987-A minta is (13. és 14. abra, valamint
19. és 20. abra). El6bbiek ugyanazon gépjarmiibdl szdrmaznak és jelentOs és szignifikans
kolinészteraz gatlas mellett megfigyelhetd volt mind a GST, mind pedig az LDH aktivités
novekedése is. Az LDH aktivitds novekedése sejtkarosodasra, a GST aktivitasanak
fokozodasa pedig a detoxifikaciés folyamatok indukcidjara utal. Utdbbi két biomarker
tekintetében hasonld jelenség volt megfigyelheté az EU3-VO2006-B minta, és az EU3-
CR2006-A minta esetében is, azonban a kolinészteraz enzim parhuzamos névekedése az
LDH novekedésével erds citotoxikus hatasra utal (Duysen and Lockridge, 2011). Ezen feliil

hasonld reakciot valthatnak ki szerves foszfatok is szubletalis koncentraciok mellett.
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13. abra. Az EU4-VVO2008-A minta hatasara adott enzimatikus valaszok az Artemia

salina tesztszervezeten.
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Azon mintak esetében, melyek vizsgéalata soran nem volt mérhetd szignifikans GST és
LDH aktivitasvaltozas, ugyanakkor magas mortalitasi aranyt valtottak ki (EU1-1K1997-B,
EU2-1K2000-A és az EU2-1K2000-B, illetve az EUO-1K1987-B mintak), feltételezhetden a
toxikus hatasokért a PAH-oktol kiilonb6zo vegyiiletek felelosek. Lehetséges tovabba, hogy
a magasabb fordulatszam mellet vett mintak esetében, a magas hdmérsékleten keletkezd

PAH-0kb6l szarmazo bomlastermékek okoznak toxikus hatast.
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14. abra: Az EU4-VO2008-B minta hatasara adott enzimatikus valaszok az Artemia

salina tesztszervezeten.
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15. abra: Az EU1-1K1997-A minta hatasara adott enzimatikus valaszok az Artemia

salina tesztszervezeten.
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16. abra: Az EU3-VO2006-A minta hatasara adott enzimatikus valaszok az Artemia

salina tesztszervezeten.
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17. abra: Az EU3-V0O2006-B minta hatasara adott enzimatikus valaszok az Artemia

salina tesztszervezeten.
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18. abra: Az EU3-CR2006-A minta hatasara adott enzimatikus valaszok az Artemia

salina tesztszervezeten.
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4. Eredmények osszefoglalasa

Munkam soran egy 0j protokollt alkalmaztam (ISO 21338:2010) az aeroszol mintak
okotoxicitasanak értékelésére, melyet az Ascent luminométerrel (Flash rendszer) végzetem.
Tovabba vizsgaltam a teszt alkalmazhatosdgat, Osszehasonlitasképpen a ToxAlert
luminométert haszndlva, amely egy hazankban mar régota hasznalt szabvanyt (MSZ EN
ISO 11348- 3:2009) alkalmaz. A két rendszer sszehasonlitasat PAH mintakon végeztem,
melynek soran a ,Standard” rendszer irodalmi Okotoxicitas értékeit vetettem Ossze az
altalam Flash rendszerrel mért okotoxicitasi értékekkel, melynek soran megallapitottuk,
hogy nincs nagysagrendi kiillonbség a két modszerrel kapott eredmények kozott, valamint
kozepes pozitiv korrelacio all fenn az altalunk mért eredmények €s az irodalmi eredmények
kozott. A ToxAlert®100 luminométer és az Ascent luminométer Osszevetését aeroszol
mintakon is elvégeztem, hogy megbizonyosodjuk a Flash modszer aeroszol mintakon valo
alkalmazhatosagar6l. Eredményeink szerint az altalunk alkalmazott protokoll elég
érzékenynek bizonyult a kiilonb6z0 aeroszol mintak vizsgalatara, tovabba mivel a mérés
soran az aeroszol részecskék kozvetlen érintkeznek a baktériumokkal, egy olyan lehetséges
realis expozicids utvonalat szimulal, amely az aeroszol részecskék €s a bioldgiai rendszerek
kozott bekovetkezik.

Kutatasaink alapjan elmondhatd, hogy a kiilonboz6 dizel lizemii gépjarmiivekbdl és a
biomassza flistbdl szarmaz6 aeroszol mintak bizonyultak leginkabb dkotoxikusnak. A dizel
emisszid olyan nagy kornyezeti és egészségligyi kockazatot jelent, amely miel6bbi
megoldast kovetel. Az EURO 0 és EURO 1 emisszids szabvannyal rendelkezd
gépjarmiivek lecserélése EURO 4 szabvanyl jarmiivekre nagymértékben csokkentené a
lehetséges akut egészségiigyi és kornyezeti hatasokat. Eredményeink egyértelmiien
igazoljak annak fontossagat, hogy a szigoribb kibocsatési eldirasok bevezetése mieldbb
megvaldsuljon.

A varosi aeroszol mintak Okotoxicitdsanak meghatarozasa soran a téli aeroszol
mintakat szignifikansan toxikusabbnak talaltuk (p = 0,01916), mint a nyari mintakat.

A Flash rendszerrel mért Skotoxicitds eredményeket Osszevetettem Artemia salina

héjjnélkiili kisrakon végzett mortalitas teszt eredményeivel, illetve szintén A. Salina
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kisrakon végzett enzimatikus vizsgalatok eredményeivel, tovabba SOS Chromotesttel mért
genotoxicitas eredményekkel. A sordkkal végzett mortalitasi teszteredmények is hasonld
eredményeket mutattak a Flash rendszeren mérheté eredményekkel, illetve az enzim-
aktivitasi vizsgalatok soran kapott eredmények is azonos trendet mutattak a mortalitasi és a
V. fischeri bakterialis tesztek eredményeivel, azonban a tesztrendszerek érzékenysége
néhany nagysagrenddel elmaradt a Flash rendszerétl. A genotoxikologiai eredményeink is
szignifikdns korreldciot mutattak az 6kotoxikologiai eredményeinkkel. Ezek az eredmények
megerdsitik a Flash rendszer alkalmazhatosagat aeroszol mintak Okotoxicitasanak
elemzésére.

Osszefoglalva a kutatasi eredményeimet, elmondhatd, hogy az 0j protokoll (ISO
21338:2010) j6 eredménnyel hasznalhaté aeroszol mintdk okotoxikoldgiai vizsgalatdhoz,
illetve az ennek soran alkalmazott sajat fejlesztésti mintaelokészitési eljaras egy nagyon jol

alkalmazhato mintael6készitési modszer az aeroszol mintak 6kotoxikologiai vizsgalatahoz.
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Tézisek

1. A munkacsoportunk altal kifejlesztett direkt kontakt tesztet alkalmaztam szilard
fazisu aeroszol mintdk kdzvetlen Okotoxicitasanak elemzésére. A teszt a szilard
¢s/vagy szines mintak elemzésére kidolgozott ISO 21338:2010: Water quality -
Kinetic determination of the inhibitory effects of sediment, other solids and
coloured samples on the light emission of Vibrio fischeri /kinetic luminescent
bacteria test/ szabvanyon alapul. Megallapitottam, hogy a protokoll alkalmas a
kiilonb6zd aeroszol mintak vizsgalatara, igy jol alkalmazhato kiilonb6z6 kornyezeti

aeroszol mintak okotoxicitasanak elemzésére.

2. Osszevetettem PAH mintakon mért irodalmi 6kotoxikologiai adatokat (Eom et al.,
2007) az altalam alkalmazott Ascent Luminométerrel (Flash rendszer) mért
Okotoxikologiai adatokkal. Az eredmények alapjan nincs nagysagrendi kiilonbség a
két modszerrel kapott eredmények kozott, tehat a Flash rendszer megfelel6en
érzékenynek bizonyult. A két modszert statisztikailag is értékeltem, melynek soran
kozepes pozitiv korrelacid (r = 0,57, p = 0,15) talaltam a két V. fischerit alkamazo

modszer kozott.

3. Osszevetettem aeroszol mintdkon az altalam alkalmazott Ascent Luminométert
(Flash rendszer), ToxAlert luminométerrel, mely egy hazankban mar régota
hasznalt szabvanyt (MSZ EN 1SO 11348- 3:2009) alkalmaz. Az eredmények
alapjan megallapitottam, hogy a Flash rendszer alkalmas arra, hogy a minta

szinébdl, illetve zavarossagabol eredd hamis toxicitast kikiiszobolje.

4. Dizel lizemii személygépjarmiivek és autobuszok kibocsatasbol szarmazd aeroszol
mintdk Flash rendszerrel mért dkotoxicitas értékeit dsszevetettem a mintdkon SOS
Chromotesttel mért genotoxicitas eredményekkel. A személygépkocsik esetében az

oko- ¢és genotoxicitasi eremények kozott korrelacio volt megfigyelhetd. Az
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autobuszok esetében az dkotoxikologiai és genotoxikologiai eredményeknél (r = 1,

p < 0,001) nagyon szoros pozitiv, szignifikdns korrelacid6 mutatkozott.

A Flash rendszerrel mért 6kotoxicitas eredményeket Osszevetettem Artemia salina
héjjnélkiili kisrakon végzett mortalitas teszt eredményeivel, illetve szintén A. salina
kisrakon végzett enzimatikus vizsgalatok eredményeivel. A Flash rendszerrel mért
eredmények €s a mortalitds teszt eredmények kozott (r = 0,842, p = 0,004) szoros
pozitiv, szignifikans kapcsolatot talaltunk. Az enzim-aktivitasi vizsgalatok altal
nyert eredmények azonos trendet mutattak a mortalitasi és a V. fischeri bakterialis

tesztek eredményeivel.
A Flash rendszernél alkalmazott protokoll rendkiviil kis mintamennyiségekkel

dolgozik, igy lehetové valt akar egyedi gépjarmiivek kibocsatasanak gyors

Okotoxikologiai elemzése is.
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Theses

1.

| used the direct contact test developed by our research team for the ecotoxicity
analysis of solid phase aerosol samples. The test is based on the 1SO 21338:2010:
Water quality - Kinetic determination of the inhibitory effects of sediment, other
solids and coloured samples on the light emission of Vibrio fischeri /Kinetic
luminescent bacteria test/, developed for the analysis of solid and/or coloured
samples. | found that the protocol is suitable for testing a variety of aerosol samples,
and thus it is adaptable for the ecotoxicity analysis of different environmental

aerosol samples.

| compared the literature ecotoxicological data measured using PAH samples (Eom
et al., 2007) with the ecotoxicological data measured using the Ascent Luminometer
(Flash system) I used. According to the results there is no significant difference in
the results gained from the two methods, so the Flash System proved to be
sensitive. The two methods were statistically evaluated as well, in which medium
positive correlation (r = 0.57, p = 0.15) was found between the two methods using
V. Fischeri.

| compared the Ascent Luminometer (Flash System) I used on aerosol samples with
the ToxAlert luminometer, which has long been using a standard (1ISO 11348-3:
2009) in our country. Based on the results, 1 concluded that the Flash system is
capable of eliminating the false toxicity arising from the colour or the turbidity of

the sample.

The ecotoxicity values of aerosol samples from the emissions of diesel powered
passenger vehicles and buses, measured in a Flash system, were compared with the
genotoxicity results of the samples measured with SOS Chromotest. In the case of
passenger cars there was a correlation observed between the ecotoxicity and

genotoxicity results. In the case of buses a very close positive, significant
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correlation was found between the ecotoxicological and genotoxicological results (r
=1, p <0.001).

. The ecotoxicity results measured using the Flash system were compared to the
results of the mortality test carried out on the Artemia salina small-sized cyst, and
also with the results of the enzymatic examinations carried out on the A. salina
small-sized cyst. We found a strong positive, significant correlation between the
results measured with a Flash system and mortality test results (r = 0.842, p =
0.004). The results obtained by enzyme activity assays showed a similar trend with

the results of mortality tests as well as V. fischeri bacterial tests.
. The protocol using the Flash system works with an extremely small amount of

sample, thus allowing fast ecotoxicological analysis of individual motor vehicle

emissions.
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