Biodegradacio a talajban

Biotesztek szennyezoanyagok talajban torténo
biodegradaciojanak vizsgalatara
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1. Elméleti attekintés
1.1 A biodegradacio

A biodegradacio6 aerob vagy anaerob folyamat, melynek sordn a talaj mikroorganizmusai
feltarjak és mineralizaljak, vagyis a novények szdmara ismét felvehetd szervetlen allapotba
hozzak azokat a biogén elemeket, amelyek részt vesznek a szerves anyagok felépitésében, az
energia raktarozdsdban ¢€s transzportjdban. Ez biztositja a szervesanyag produkcio
szakadatlansagat. A biodegradacio mértéke hatarozza meg egy adott 6koszisztéman beliil az
elemek korforgalmanak sebességét.

Nagy jelentdséggel bir a hulladékok kezelésében és artalmatlanitdsaban, a kdrnyezet-
szennyezddések biologiai Uton torténd eltdvolitdsdban, a kornyezet Ontisztulasaban é&s
természetes helyreallitasdban.

A szennyezbanyagok biodegraddlhatéosaganak nagy szerepe van a kdrnyezeti kockazat
felmérésében. A kockdzat a biodegradalhatosaggal forditottan ardnyos, minél inkabb
biodegradalhato egy szennyezdanyag, annal kevesebb ideig lesz jelen a kdrnyezetben.

Egy szennyezd vegyi anyag altalanos ¢és lokalis (helyspecifikus) biodegradalhatosaga
nagymértékben eltérhet a mikroflora adaptalédasa miatt. Tehat helyspecifikus kockazat
felmérése esetén mindig a lokalis, pl. a helyszinen talalhat6 szennyezett talajbél mért
biodegradaciobol kell kiindulni. Kiilondsen fontos ez, ha szennyezett teriiletek Ontisztulésat,
vagy in situ remediacios technologiakat kivanunk tervezni vagy kovetni.

A biodegradacio eredménye a vegyiiletek lebomlasa, az dsszes szerves szén CO,; -da vald
atalakulasa, és/vagy szerkezeti anyagként a biomasszaba torténd visszatérése. Igy
végeredményben a biodegradacid a szerves szén, a nitrogén és egyéb makro-, mezo- és
mikroelemek mineralizacidjahoz vezet.

A biodegradacido nyomon kovetésére, mértékének megallapitasara szolgaldé modszerek
gyakran olyan detektalasi technikak, amelyek direkt vagy indirekt modon mérik a szerves
szén oxidaciojat.

A biodegradacids vizsgalatoknak tobb céljuk is lehet: a szennyezdanyag
perzisztencidjanak vizsgalata igen fontos, mind a kockazat nagysaganak megallapitdsa, mind
pedig a remediaci6 tervezése szempontjabol. A remedidcios technologia sajat kockazatanak
megitélésénél is ez az egyik legfontosabb faktor, foképpen in situ remediacids technologia
alkalmazasa esetén (Gruiz et al., 2001).

1.2 A biodegradacio mérése

Egy szennyezett teriileten folyd biodegradacié indikédldsa €és mennyiségi €s mindségi
jellemzése Osszetett feladat. A biodegradacid jellemzése kiilonféle szinteken torténhet, a
szennyezOanyag koncentracidjanak monitorozasatol, a biodegradaciora képes sejtek
mennyiségi és mindségi jellemzésén és aktivitdsuk biokémiai-enzimoldgiai jellemzésén
keresztiil, a biodegradacioban szerepet jatszo enzimek génjeinek kimutatdsaig, gyakorisaguk
méréséig.

Egy régebbrol orokolt, szennyezett teriileten folyd biodegradacio mértéke kémiai
modszerekkel nyert eredmények alapjan jellemezhetd a szubsztrat fogyasaval, mindsége
pedig a szubsztrat illetve a maradék Osszetételével.

A légzés mértéke, a termelt széndioxid, vagy az elfogyasztott oxigén mennyisége szintén a
biodegradaciot jellemzik.



Specialis bontoképességli mikroorganizmusok jelenléte bizonyitd erejii a biodegradaciot
illetéen.

A biodegradacioban szerepet jatszd6 enzimeket aktivitdsuk alapjan, enzimreakciok
segitségével, enzim-analitikai eljardsokkal mutathatjuk ki. Az enzimeket, mint fehérjéket
immunanalitikai eljardsokkal is indikalhatjuk. Az ilyen vizsgélati rendszereket korai
figyelmeztetd rendszerként is miikodtethet;jiik.

A biodegradacioért felelés mikroorganizmusok szennyezdanyagot bontani képes enzimjeit
kédolé gének jelenléte ¢és eldéfordulasi gyakorisdga a legkdzvetlenebb jellemzdje a

------

ezeknek a géneknek a meglétét képesek kimutatni.

A hibridizacié soran a felelds gént, a vele komplementer szerkezetli, radioaktiv, vagy enzimes
jelolést hordozd m-RNS proba segitségével taldlhatjuk meg. Ma mar izolalds és tenyésztés
nélkiil, direkt a talajbdl lehet hibridizaciot végezni, egyes gének jelenlétének bizonyitasara.

A PCR technika alkalmazasaval még nagyobb érzékenységet tudunk elérni, mar egy-két gén
jelenlétét is ki tudjuk mutatni az eljaras hatvanyozé képessége miatt. A modern géntechnikak
alkalmazasénak feltétele, hogy hibridizacidos probdk illetve primer (inditd) molekulak
birtokaban legyiink. Ezeket ismert, a biodegradacioért felelds gének nukleotid szekvencidja
alapjan tudjuk eldéllitani. A szakirodalom, az adatbankok egyre tobb, kornyezetvédelem
szempontjabol jelentds gén nukleotid szekvencidjat tartalmazzak (Gruiz et al., 2001).

2. Uj modszerek biodegradacio mérésére

2.1 Szénhidrogént vagy mas szerves szennyezéanyagot bonto
sejtek szamanak meghatarozasa hatarhigitasos eljarassal

A biodegradacié mérhetd a szénhidrogént vagy maés szerves szennyezdanyagot bontd sejtek
szamanak meghatarozasaval. A szénhidrogént vagy mas szerves szennyezOanyagot bontod
sejtek szamat hatarhigitasos eljarassal hatdrozzuk meg, olyan tapoldatban torténd tenyésztés
utan, mely egyediili szénforrasként a vizsgaland6 szerves anyagot tartalmazza. A statisztikai
modszerrel meghatarozott sejtszam értéket ,,legvaldsziniibb sejtszamnak™ nevezik, az angol
,,most probable number” roviditéseként MPN modszerként is jelolik.

A vizsgalathoz alapszuszpenziot, majd tizes 1éptékii higitasi sorozatot kell késziteni a talajbol,
vagy mas kornyezeti mintabol, 3-5 parhuzamossal. Megfeleld inkubacié utdn megfigyelhetd,
hogy milyen higitasokban mutatkozik mikroorganizmus ndvekedés vagy aktivitds. A modszer
kivitelezésekor az alapszuszpenziot addig higitjuk, amig az utolsé higitds 1 ml-ében
valészinlileg mar nincs a szénhidrogén bontdsdra képes ¢€l6 sejt. A higitds olyan
alapsooldatban torténik, amelyben energiatermelésre alkalmas szerves szubsztrat nincsen.
Ezekhez a szubsztratmentes tesztcsovekhez adjuk azt a steril szénhidrogént, vagy mas szerves
szennyezbanyagot (pl. dizelolaj, pakura, kdészénkatrany olaj, PAHok, peszticidek stb.),
melynek bontdsara képes mikrobak jelenlétét akarjuk bizonyitani, vagy szamat akarjuk
meghatarozni.

2.1.1 A mérés célja

- A mérés célja, lehet pusztan az, hogy bizonyitékot szolgaltasson arra, hogy a talaj
tartalmaz a kérdéses szennyezdanyagra specializalodott bontdé mikroorganizmusokat.



- Ez természetesen megforditva is értelmezhetd: ha vannak a talajban specializalodott
mikroorganizmusok, akkor nagyon valdszinii a szennyezéanyag jelenléte.

- Masik célja lehet a vizsgalatnak, hogy kiilonb6zo mértéki higitdsokkal kdrbehatarolja
azt a higitast, amelyben milliliterenként mar csak egy mikroba van jelen, vagyis
meghatarozza a bontoképességgel rendelkezé sejtek legvaldszinlibb szamat a talajban.
Ebbdl a sejtszambol a talaj bontd aktivitasanak mértékére lehet kdvetkeztetni, amely a
bioremediacio tervezésénél igen fontos informacio.

- Ha izolalni is szeretnénk a specializalodott mikroorganizmusokat, akkor a specialis
bontoképesség meghatarozasahoz hasznalt, csak a bontand6 szubsztratot tartalmazé
hatarhigitasos sorozatot dusitd tapoldatként fogjuk fel és abbol kiindulva izolaljuk a
bontd mikroorganizmusokat.

2.1.2 Tapoldat

A higitashoz felhasznalt, szubsztrat-mentes tapséoldat dsszetétele (1dm® desztillalt vizben):

0,6 g KH2PO4

0,13¢g MgCl,.6H,0

0,14 g NaZSO4

1 g (NH4)2 SO4

0,001 g CaCl,.2H,0

05¢g KNOs3

0,5¢g NaCl

I ml nyomelem-oldat (Pfennig-oldat)

2.1.3 A mérés menete

A kornyezeti mintakbol 3-5 parhuzamossal végezziik a kérdéses szerves szennyezdanyagot
bonto sejtek szdmanak meghatarozasat.

A vizsgalandd mintakbol steril kémcsovekbe 0,5-0,5 g-t mériink be, amit 4,5 ml
tapsooldatban szuszpendalunk. Ebbdl a szuszpenzidobdl készitiink tizes 1éptékii higitasi sort,
tapsooldatban.

Ezutan minden egyes szuszpenzidba bemériink 0,5 cm3, 1 g/cm3 tdménységii steril INT (2(p-
jodfenil)-3(p-nitrofenil)-5feniltetrazolium-klorid) oldatot. Ez a halvanysarga reagens
mesterséges elektronakceptorként szolgal. Az INT oldat sterilitdsanak biztositasa végett 0,45
pm pérusatmérdjii membransziirdn csiramentesitjiik az oldatot. Ha az adott higitdsban akar
egyetlen €16, a kérdéses szerves szennyezdanyag bontasara képes sejt volt, akkor az elkezd
szaporodni a szennyezdanyagot egyediili szénforrasként tartalmazo csdben. A 1égzési lanc
anyagcsere-folyamatainak kovetkeztében az INT rozsaszintivé redukdlodik, igy jelezve a
mikrobiologiai aktivitast. Végiil minden egyes szuszpenzidhoz 5 ul steril vizsgalando szerves
szennyezbanyagot adunk. Ilyenkor a vizsgidlandd szénhidrogén az egyediili szénforras a
rendszerben, igy a kémcsovekben mutatkozé elszinezddés (az anyagcsere kovetkeztében) a
szénhidrogén felhasznalasanak kdszonheto.

Az igy elOkészitett kémcsOveket a szubsztrat bonthatosaganak fiiggvényében 48 oratol 2
hétig, 30 °C-0s termosztatban inkubaljuk.
A parhuzamos sorozatokban pozitivnak mindsitett kémcsovek szdmabol a higitdsok

ismeretében a Hoskins-féle tablazat segitségével hatdrozzuk meg a legvaloszinlibb
¢lécsiraszamot.



2.1.4 A modszer alkalmassaga biodegradacio mérésére

Ez a mdodszer a BME MGKT-n lett kidolgozva. Hétranya, hogy hosszu ideig, altalaban 2 hétig
tart, ezért gyorstesztként nem alkalmazhat6. Mésik hatranya, hogy a talaj kozvetlen mérése
helyett talajszuszpenzitot alkalmaz, igy kornyezeti realizmusa kisebb.

2.2 Talajlégzés mérése a termelt CO, alapjan atlevegoztetett
minireaktorban

A talaj allapota, aktivitasa Ggy jellemezhetd talajlégzési teszttel a legegyszeriibben, hogy a
megfelelden eldkészitett és levegdztetett talaj széndioxid termelését folyamatosan mérjiik. Az
termelt széndioxid abszolut mennyisége is alkalmas durva jellemzésre, de a folyamat
dinamik4jat jobban jellemzi az a moddszer, amit Torstensson (1994) javasol. A talajlégzés
folyamatos mérése kdzben bonthatdé szubsztratot adagolunk a rendszerhez. A pillanatszerii
beadagolas hatasara bekovetkezd 1égzésintenzitds nodvekedést a széndioxid termelés
1dogorbéjének meredekségével lehet jellemezni. A széndioxid termelés alapjan mért
talajlégzés mind tiszta, mind szennyezett talajok esetében jellemzi a talaj allapotat. A
dinamikus vizsgalat szintén alkalmas mind tiszta, mind szennyezett talajok jellemzésére,
varhato viselkedésiik vizsgalatara.

Az 1. 4bra ¢és a 2. dbra a talajlégzés intenzitdsat mutatja szubsztrat adagolas elott €s utan
szennyezett és szennyezO0anyagot nem tartalmazo talajokban.
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1. abra: Talajlégzés konnyen bonthatd szubsztrat (gliik6z) adagoléasa eldtt és utan
(Torstensson, 1994)
Jelolések:
a — Talajlégzés mértéke alapallapotban, szubsztrat adagolasa nélkiil. Ez az érték jellemzi a
teljes mikrobidlis aktivitést a talajban.
b — Talajlégzés mértéke egy konnyen bonthatd szubsztrat (gliik6z) adagolasa utan.
c — Lag szakasz. A gliik6z adagoldsa utdn az exponencialis ndvekedés megindulasaig eltelt
1d6. Ez az érték jelzi a mikroorganizmusok életképességét.
d — Novekedési konstans a 1égzési rata exponencialis ndvekedési szakaszaban.
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2. abra: Talajlégzés konnyen bonthatd szubsztrat adagolasa el6tt és utdn, nem szennyezett
talaj esetén (Index 1) és fémekkel szennyezett talaj esetén (Index 2) (Torstensson, 1994)

Jelolések:

a — Talajlégzés mértéke alapallapotban, szubsztrat adagoldsa nélkiil. Ez az érték jellemzi a
teljes mikrobialis aktivitast a talajban.

b — Talajlégzés mértéke egy konnyen bonthatd szubsztrat (gliik6z) adagolasa utan.

¢ — Lag szakasz. A gliikoz adagolasa utan az exponencialis novekedés megindulasaig eltelt
1d6. Ez az érték jelzi a mikroorganizmusok életképességét.

d — Novekedési konstans a 1€gzési rata exponencialis ndvekedési szakaszaban.

Hasonl6 tesztmodszert dolgoztunk ki a BME Mezdgazdasagi Kémiai Technoldgia Tanszékén.
Egy minireaktoros rendszert terveztiink szennyezett talajok jellemzésére, a szennyezéanyagok
biodegradalhatosdganak vizsgalatira és a bioremedidcid technoldgiai paramétereinek
tajekoztato jellegli kimérésére.

A kovetkezod, 3. dbra a tanszéken tervezett minireaktort és a talajlégzés mérésére alkalmazott
mérdérendszert mutatja.

7 8 92 10
-

3. CO; elnyeletés

6. Oszlopreaktor

10. Levegd bemenet

3. abra: A talajlégzés mérésére szolgald rendszer dbraja
2.2.1 A mérorendszer osszeallitasa

A mérérendszer szénhidrogénekkel szennyezett talajok mikrobiologiai allapotara ad
felvilagositast. Segitségével megallapithatd, hogy van-e a talajban miikodéképes mikroflora, a



mikroflora aktivalhatd-e a technologiai paraméterek megvaltoztatasaval (pl. levegdztetéssel,
hozzaférhetéséget fokozd adalékanyagok adagoldsaval). A talaj szarmazhat szennyezett
tertiletrdl, de vizsgalhatunk mesterséges szennyezett talajokat is.

A talajlégzést vizsgdld tesztrendszerben kozponti szerepe van egy folyamatosan
levegéztetheté 1100 cm’ hasznos térfogatd iivegreaktornak. Az iivegreaktor aljara
kavicsréteget, erre pedig véaszonlapot tesziink a levegdztetd elduguldsanak elkeriilésére. A
reaktor tetejéhez gumidugo, iivegeso €s gumicso segitségével csatlakozik a vizsugarszivattyq,
melynek segitségével levegdt aramoltatunk at a rendszeren. A talajjal toltott reaktoron vald
athaladas el6tt kétszeres, lugban torténé elnyeletéssel, eltavolithaté a levegd CO, tartalma. fgy
titralas soran mar csak azt a CO, -t mérjiik, amely a mikroorganizmusok életmiikodésébdl
szarmazik, tehat az olajbontést jellemzi.

2.2.2 A mérés célja

A 1égzést mérd tesztrendszer segitségével az alkalmazastdl fiiggben valaszt kaphatunk a
kovetkezokre:

- szennyezett-e a talaj,

- toxikusan hat-e a szennyezOanyag, vagyis gatolt-e a mikrobak miikodése vagy sem,
- adaptalddott-e a mikroflora és aktivan miikodik-e,

- aktivalhato-e a mikroflora,

- ha aktivdlhatdé a mikroflora, milyen technologiai paraméterekre van sziikség az
optimalis mikddéshez.

A termelddott CO, mennyisége aranyos az elbontott szénhidrogén mennyiségével, a bioldgiai
oxidacio mértékével, tehat a rendszer alkalmas, mind a talaj biologiai allapotanak felmérésére,
mind a biodegradaci6 folyamatanak jellemzésére és kovetésére.

A szénhidrogén vagy mas szerves szennyezOanyag tipusabol, a talaj fajtdjabol, a

crer

a mérorendszer.

A technologiat tekintve véalasz kaphat6 példaul arra, hogy milyen mértékii levegdztetésre van
sziikség a mikroflora aktivalasdhoz. Sziikség van-e tapanyag adagolasra (N-, P-forras),
szlikségesek-e adalékanyagok (pl. hozzaférhetdséget javitd anyagok).

Karbonatos talajok esetén a felszabaduldo CO, zavarhatja a mérést.
2.2.3 A mérés kivitelezése

A mérés soran Aaltaldban szennyezett talajokat vizsgdlunk. Az oszlopreaktorba toltott
vizsgéaland6 talajjal elinditjuk a levegéztetést. A CO, termelddés felfutdsat és allandosult
allapotat mérhetjiik megfeleld gyakorisaggal végzett CO, meghatarozassal.

1. A szennyezett talaj levegdztetése

2. A termelt CO» mennyiségének meghatarozasa

3. Termelddott CO, mennyiségének abrazolasa az id6 fliggvényében

Az egyensulyi helyzetbe keriilt talajt impulzusszerien kitehetjiilk szennyezéanyag ¢s
adalékanyagok hatdsdnak, a levegdztetés mértékének megvaltoztatisanak, stb. Az
impulzusszeri.  hatasra adott valasz gyorsasagabol, a felfutdas meredekségébol

------

technologiai paraméterekre.



2.2.4 CO, mennyiségi meghatarozasa

A meghatarozas gazanalitikai modszerrel, sav-bazis titralassal torténik. A CO, elnyeletését
150 cm’-es gazmosodpalackban, 100 cm® 1 mélos NaOH oldatban végezziik. Az elnyeletés
utan a lagoldatbol 10 cm’ térfogati mintakat titralunk. 3 parhuzamos mérést végziink.

A titralas menete:

A mintdt 3 csepp fenolftalein indikator jelenlétében 0,1 molos HCI oldattal
halvanyrozsaszinig titraljuk. A reakciok:

NaOH + HCl1 = NaCl + HO
NayCO3 + HCl = NaCl + NaHCO3

Majd 3 csepp metilvords indikator jelenlétében hagymaszinig titraljuk a biirettaban levo 0,1
molos faktorozott HCl-val. A végpont eldtt az oldatot kiforraljuk, majd hiités utan tovabb
titraljuk hagymaszinig.

NaHCO3 + HCl = NaCl + HpO +CO»
Megjegyzés:

Fontos, hogy a titralast viszonylag alacsony hémérsékleten (15 OC koriil), az erés razogatast
keriilve végezzik.

A termelddott CO, mennyiségét abrazolva az id6 fliggvényében egy gorbét kapunk, melynek
meredeksége jellemzé a szennyezOanyag biodegradalhatosagara, a vizsgalt talaj biologiai
aktivitasara.

2.1.4 A modszer alkalmassaga biodegradacio mérésére

A modszer hatranya, hogy méromiszer 0sszeallitasa bonyolult, nagy a helyigénye, gyakoriak
a tomitési ¢és Osszeillesztési problémak, ami szivargast okoz. A keletkezett CO,
mennyiségének meghatarozasa titralasos modszerrel koriilményes és idoigényes.

2.3 Talaj aktivitasanak mérése hotermelés alapjan

Az emlitett moédszerek a biodegradalhatosag mérésére rutinszerlien hasznalhatdak, de jelentds
hatranyokkal birnak, ezért 0j lehet0ségek fel¢ fordultunk. Az egyik ) modszer a talajok
aktivitasanak, a szennyezdanyag biodegradalhatésdg mérésére a mikrokalorimetria, amely
biztatdé eredményeket mutat. A mikrokalorimetrids mérés alapja, hogy zart rendszerben, adott
hémérsékleten vald inkubdlds utdn mérjik a hdétermelést. A termelt hd mennyiségébdl a
lejatszodo folyamatok intenzitasara lehet kovetkeztetni.

2.3.1 A mikrokalorimetrias mérorendszer bemutatasa

2.3.1.1 Rovid torténeti attekintés

Az els6 olyan késziiléket, amellyel egy biologiai rendszer hé leadasat lehetett mérni,
Lavoisier ¢s munkatdrsai mar 1780-ban megépitették. A ,Jég Kaloriméter” elnevezésii
berendezést (4.Abra) kisméret(i 4llatok hétermelésének mérésére hasznaltak, az eredményeket
pedig Osszefiiggésbe hoztak a kisérleti allat testtomegével €s 1€gzésének mértékével.

Lavoisier a kisérletek soran a megolvadt és késziilékbol kicsepegett j¢g mennyiségét mérte €s
ebbdl szamolt vissza a leadott hdmennyiségre. A szamolasokat a jég olvadashdjének és a
kontroll kisérletek eredményeinek ismeretében végezhette el.



Az altalunk hasznalt késziilék is egy szabalyozott bioldgiai kisérletben leadott hé mennyiségét
képes regisztralni az id6 fliggvényében, mérési elvében (megolvadt jég mennyiségének
mérése) azonban mar nem 6sszehasonlithatd az eredeti Lavoisier-féle késziilékkel.

€ ©) TG
Levegd be @ Levend ki
Li_j_l

4. abra: Lavoisier-féle “Jég Kaloriméter”

2.3.1.2 A berendezés felépitése

5. dbra: Mikrokalorimetrias méréberendezés (TAM™ — Thermal Activity Monitor)

Az éaltalunk hasznalt késziilékek (5. ¢és 6. abra) egyenként 4 mérdhellyel rendelkeztek. Az
egyes mérdhelyek tartalmaztak egy a mintdhoz és egy a referencidhoz tartozd detektort,
kivéve a 25 ml-es edények esetében, ahol nincsen referencia. Minden egyes detektor termikus
Osszekottetésben all két Peltier elemekbol allo tombbel (egy tomb tobb elem kapcsolodasabol
all, a fesziiltségjeliik 6sszeaddodik). A két tomb egymassal szembe van kapcsolva, igy a kijovo
nettd fesziiltség tartalmazza a referenciatol valo eltérést is. A fesziiltség erdsitést kovetden
keriil egy fesziiltségmérd detektorra vagy egy adatrogzitd eszkdzre.
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6. abra: A mérérendszer €s a kalorimetrids mérdegység felépitése

2.3.1.3 A mérés elve

A mérés alapvetden egy termoelektromos jelenségre, a Seebeck effektusra épiil. Ennek
lényege, hogy homérsékletvaltozas hatdsara elektromos toltésvandorlas indul meg, azaz
elektromos aram generalodik. A ,termoelektromos generator” jelen esetben Peltier elemekbol
allo tomb. A Peltier elemek egy szabalyozhatdo homérsékletli hétartdlyhoz kapcsolodnak és
ennek adjak at az altaluk felvett hét. A kialakult fesziiltségkiilonbséget pedig egy Volt-mérd
detektalja.

2.3.1.4 A mikrokaloriméter alkalmazasi lehetéségei

A kaloriméter alapvetéen kiillonbozd biologiai rendszerekben zajlé metabolikus ¢és
novekedéshez kapcsolhatd folyamatok hdvaltozasanak folyamatos, érzékeny és gyors
megfigyelésére alkalmas berendezés. A minta lehet akar egy sejtalkotd, sejt, tobbsejtes
organizmus, szovet, szerv, kis méretli allat vagy novény is. A késziilék Osszetett rendszerek
vizsgalatara is felhasznalhatd, igy tobbek kozott talajok viselkedésének vizsgalatara. A mintat
akar természetes koriilményeknek megfeleld rendszerbe is helyezhetjiik, majd figyelhetjiik a
kiilonb6z6 zavar6 tényezok (pl.: talajszennyezés) hatasat.

A kisérletek eredményeként olyan gorbéket kapunk, melyeken az id6 fliggvényében lathato a
hévaltozds mértéke. A gorbék alakjarél vonhatdk le kovetkeztetések a tanulmanyozott
folyamatrol.

Konkrét felhaszndldasi lehetoségek:
- Baktériumok, élesztok, gombak, algak és protozoak

- EI6 sejtszam meghatarozas, szamlalas
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- Identifikalas, torzsek azonositasa
- Novekedési és metabolikus folyamatok megfigyelése
- Inhibicio vizsgalata
- Sporak csirazasanak vizsgalata
2.3.2 A mikrokalorimetrias mérések eredményei

Mikrokaloriméteres méréseink soran a szennyezetlen és szerves szennyezOanyagokkal
szennyezett talajok mellett a talaj és hdrom tréfikus szintrdl (baktérium, novény és allat)
szarmaz6 tesztorganizmus kolcsonhatasat is vizsgaltuk. Az éldlények hdétermelése
megvaltozik, ha a szennyezett talajjal érintkezésbe keriilnek, ¢és az altaluk leadott ho
mennyiségébdl kovetkeztetni lehet a talaj toxikussdgara és a szennyezOanyag
biodegradalhatosdgara.

A Kkisérletek kezdeti fazisdban az eredményekbdl latszik, hogy a traféolajjal vagy egyéb
szerves szennyezdanyaggal (fenantrén, cypermetrin) szennyezett talajjal érintkezésbe keriilve
a legtobb tesztorganizmus (pl. Azotobacter agile, Tetrahymena pyriformis) hétermelése
fokozodik, ami a biodegradacio, illetve a toxikus anyaggal szembeni reakci6é eredménye lehet
(7. és 8. abra).

Tetrahymena pyriformis altal leadott h6mennyiség
valtozasa traféolajjal szennyezett talaj hatasara
300
+ 10000 ppm traféolaj
250 + 30000 ppm traféolaj—
erdétalaj
200 +
i 150 ~
o ‘0‘
100 - *
50 -
0 T T T T T
0 50000 100000 150000 200000 250000 300000
idé (s)

7. abra: Tetrahymena pyriformis altal leadott hGmennyiség steril erdétalajjal, illetve 10000
ppm és 30000 ppm trafoolajjal szennyezett talajjal érintkezésbe keriilve
(1 g talaj + 250 pl TP tap + 250 ul Tetrahymena pyriformis tenyészet)
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Azotobacter agile altal leadott hémennyisége
fenantrénnel szennyezett talaj hatasara

300 + 100 ppm fenantrén
250 . 500"ppn? fenantrén
erdétalaj
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8. abra: Azotobacter agile altal leadott hdmennyiség steril erddtalajjal, illetve 100 ppm és 500
ppm fenantrénnel szennyezett talajjal érintkezésbe keriilve
(0,5 g talaj + 75 pl Fjodorov tapoldat + 75 pl Azotobacter agile tenyészet)

Az eldzetes kisérletekbdl az is latszik, hogy a szennyezett talajjal érintkezésbe keriilve a
kezdeti szakaszban a termelt hdmennyiség ndvekedésének 1éptéke, a maximalisan termelt ho,
¢s a hotermelés megsziinésének ideje mind Osszefiiggésben allnak a szennyezdanyag

crer

megértéséhez a méréseket tovabb folytatjuk.

2.3.3 A modszer alkalmassaga biodegradacio mérésére

Ennek a modszernek a hatranya azonban, hogy a mikrokaloriméteres késziilék nagyon draga
¢s ma még kevés helyen hozzaférhet6 (Magyarorszagon két helyen van ilyen késziilék). A
mérés még viszonylag hosszii id6t vesz igénybe, azonban az eredmények igéretesek és
varhatdéan a mérési 1d6 lecsokkenthetd lesz, azonban a rendelkezésre allo 1d6 még nem volt
elegendd a protokoll kidolgozaséhoz.

2.4 Zart palack teszt — uj gyorsteszt protokoll

A légzés mérése a biodegradacid mértékének meghatarozasara az eddig bemutatott CO,
termelés mérése mellet mas, gyorsabb és egyszeribb modszerrel is mérhetd. Mig a vizek
vizsgalatara mar évtizedek ota a rutineljarasok része a biologiai aktivitas (BSB, spontan
oxigén-fogyasztas [DIN 38409 ¢és DIN 38409]) mérése a hasonld eljarasok mind ez ideig nem
tettek szert kiilondsebb jelentdségre a talajvizsgalat teriiletén annak ellenére, hogy ilyen
eljarasok mar régota ismeretesek (Isermeyer, 1952). Ennek oka tobbek kozott abban
keresendd, hogy egyetlen egyszertien kezelhetd eljaras sem allt rendelkezésre: az ismert
eljarasok vagy tlulsagosan idéigényesek voltak, vagy nagy miiszerezettséget kivantak, és ez
megdragitotta Oket (Alef, 1995). A régebbi szeméttelepek talajanak bioldgiai Gton torténd
tisztitdsara, valamint a hulladékok bioldgiai kezelésére vonatkozé egyre ndvekvd érdeklddés
rairanyitotta az ezzel foglalkozok figyelmét a szildrdanyagok egyszerii bioldgiai mérését
lehetdvé tevo eljarasok és eszkdzok kidolgozasanak fontossagara (DECHMA, 1992, 1995).

Kisérleteink soran eredetileg BOI mérésre tervezett késziilékkel kidolgoztunk egy eljarast,
amellyel talajok aktivitisa mérhetd. A Sensomat 1égzésméré rendszer a manometrikus
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oxigénmeghatarozas elvét hasznalja, amely azon alapszik, hogy az él6 szervezetek az oxigén
fogyasztasa mellett egyidejlileg széndioxidot allitanak elé. Ha a keletkezé CO,-ot abszorpcids
szerrel megkotjiik, a mért nyomasvaltozas kizarolag az oxigénfogyasztasra vezethetd vissza.

A kisérleteink célja az volt, hogy meghatarozzuk a késziilékkel torténd talaj aktivitds mérés
optimalis koriilményeit, a sziikséges talajmennyiséget, a sziikséges talaj elokezelést, illetve
kondicionalast, annak érdekében, hogy megfeleld, jol mérhetd jelet kapjunk, tovabba hogy
milyen hosszll idejii mérésekre van sziikség, és milyen méddon torténjen a kiértékelés. A
kisérletek eredményeként kidolgoztunk egy protokollt, amely alapjdn a szennyezett talajok
aktivitasa mérhetd. Az eljaras alkalmazhatd biodegradacié mérésére, de emellett adaptacio és
toxikus anyagok hatasanak mérésére is alkalmas.

2.4.1 A 1égzésméro rendszer elemei, alkatrészei

A Sensomat 1égzésmérd rendszer a 1égzéssel aranyos biolodgiai aktivitast mérd késziilék. A
mérdrendszer haromnyaku tivegedénybdl, az érzékeld fejbdl, a mérést vezérld és az adatokat
rogzitd kézi tavirdnyitobol, a megfeleld ¢és sziikséges tomitésekbdl és azok rogzitd
csavarjaibol all (9. és 10. abra).

9. abra: Méréfej, mérdedény és tomitések

A késziilékkel lehetdség van szennyvizek, szennyviz iszapok, komposztok és talajmintak
1égzésének mérésére. A mérés a mintaban 1év6 €16 mikroorganizmusok aerob folyamataihoz
felhasznalt oxigén fogyasat kdveti nyomon. Az ilivegedényben elhelyezett minta 1égmentesen
lezarhatd. A mikrobdk életfolyamataik fenntartdsa alatt oxigént fogyasztanak az edény
légterébdl, és széndioxidot juttatnak oda. A széndioxid talajbol kikeriild részét a légtérbe
nyulo tartdlyban elhelyezett natrium-hidroxid szemcsékkel elnyeletjiik. Az oxigénfelhasznalés
nyomascsokkenést hoz 1étre a mintatartdé edényben, amit az edény tetején 1évo érzékeld fejjel,
egy nyomasmérdvel mérni lehet.

A késziilék vezérlése és az informacio lekérdezése a kézi egységgel torténik (10. dbra). A
kapcsolatot a mérofej és a kézi egység kozott infravords portok biztositjak. A lekérdezett €s a
kézi vezérlében tarolt adatokat egy interface (adatkdbel) és egy software segitségével a
szamitégépbe vihetok, ahol tovabbi tarolasra, illetve adat elemzésre van lehetdség. A
mérdrendszer sajat szamitogépes szoftverébdl az adatok egy az egyben Excel kompatibilisak,
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vagyis atvihet6k. Az Excelben pedig lehetdség van barmilyen formaban atszamolni ¢és
interpretalni az eredményeket.

10. abra: Kézi adatrogzitd és reakcidoedény az érzékeld fejjel

A késziilékek elem méretli akkumulatorral miikodnek, nincs sziikség halozati csatlakozasra. A
méréseket allandd hémérsékletii helyen kell végezni.

2.4.2. A mérorendszer adaptalasa talajra

A késziiléket eredetileg iszapok, szennyvizek oxigénfogyasztasanak mérésére, a BOI, vagyis
biologiai oxigén igény meghatarozasara fejlesztették ki. A késziilékbe beépitett négy funkciod
koziil harom BOI mérésre szolgal. A késziilék leirasa tartalmaz egy emlitést arra
vonatkozoélag, hogy lehetdség van talajmintak oxigén fogyasztasanak meghatarozasara is, am
a leiras a konkrét alkalmazasi lehet6ségeket nem emliti..

A késziilék négy beépitett funkcidja koziil harom BOI mérést tesz lehetévé. A negyedik
funkcid az eredendéen mért, ha ugy tetszik, nyers nyomas érték eredményeket szolgéltatja. Ez
azt jelenti, hogy a harom BOI mérd funkcional egy megadott és gyarilag rogzitett képlet
alapjan a mért nyomascsokkenésbdl kiszamitja a BOI-t. A negyedik funkcional ("pressure p")
ez az atszamitas elmarad, és a felhasznéaléra van bizva, hogy hogyan és mit szamit beldle,
illetve minek értelmezi az értékeket. Igy hat lehetéség nyilik arra, hogy sajat magunk
meghatarozott mennyiségli ¢s mindségli mintat helyezziink el a mintatartoban.

2.4.2.1. A mérés Kivitelezése talajok esetében

A 0.5 literes mintatartd iivegbe elhelyezziik a mintat, és a sziikséges adalékok hozzdadasa
utan alaposan elkeverjiikk egy hossza kanallal, hogy biztositva legyen a homogén eloszlés.
Felhelyezziikk a natrium-hidroxid taroldsara alkalmas elemet, és feltoltjiikk friss natrium-
hidroxid granulatummal. Ezt kovetden a helyére tessziik és rogzitjiik a tomitéseket a két
szé1s6 nyilason. Ugyelni kell a megfeleld erdsségii meghuzasra a jo tomitettség érdekében. A
méréfejet is felhelyezziik az edény tetejére, és rogzitjiik. Célszerli a kézi vezérldn eldre
beallitani a sziikséges méresi feltételeket a mérési modot, mérési 1dot, valamint a méréshatart.

Magat a mérést a megfeleld gombok hasznalataval indithatjuk el. A mérés id6tartama alatt
biztositani kell az allando hédmérsékletet. Miutan lejart az eldre meghatarozott id6, a kézi
vezérldvel leallitjuk a mérést, €s a mérdfejet hasznalaton kiviili, ugynevezett szabad allapotba
hozzuk. E két dolgot az adatok lekérdezésével egy idoben a mérdrendszer automatikusan
elvégzi.
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Az adatokat a feldolgozds érdekében a késziilékhez tartozo interface-en keresztiil, és a
mérdrendszerhez tartozo szoftver segitségével atvissziik szamitogépre, ahol a Microsoft Excel
Tablazatkezeld programmal kiértékelhetok.

2.4.2.2. A kiértékelés modja, végpontok, interpretacio

Attol fliggéen, hogy milyen hosszii ideji mérést végeztiink, a szamitogépben a
nyomascsokkenés értékei az ido fliggvényében percben vagy masodpercben jelennek meg.
Mindkét esetben célszerii drara atszamitani az id6 adatokat, féleg akkor, amikor félnapos,
illetve egy- vagy kétnapos méréseket végziink.

A nyomasértékek dbrazolasa az id6 fiiggvényében torténik Erdemes a kiemelt pontokat kiilon
abrdzolni, amelyek a 3, 6, 12, 24, illetve 48 o6ras adatokat jelentik. Ez nagymértékben
megkonnyiti az eredmények atlathatosagat. Természetesen a teljes kiértékeléshez sziikség van
az eredeti gorbékre is, mert vannak olyan esetek is, amikor elengedhetetlen az eredeti gorbe
lefutdsanak vizsgalata.

Végpontnak a mérés jellegétdl fiiggden mindig mést és mast kell tekinteniink. Egy adaptéacios
vagy biodegradacios vizsgalatnal a mért nyomascsokkenés 24 oras értékét lehet végpontnak
tekinteni, egy Okotoxikoldgiai vizsgalatndl pedig a mért értékekbdl szdmithatod
l1égzésintenzitas gatlas szazalékos értékét, az EC 20-as, EC 50-es értékeket.

Az eredmények interpretdldsa szintén fiiggvénye a mérés jellegének, mert a megfeleld
végpontokat abrazolhatjuk az id6 fliggvényében, vagy a kisérletben valtoztatott paraméterek
1égzés értékek lehetdvé teszik az eredmények dsszehasonlitasat a koncentracid novelése és az
1d6 mulasa fliggvényében.

2.4.3 Modszerfejlesztés — zart palack teszt alkalmazasa talajlégzés
vizsgalatara

Célunk az volt, hogy meghatarozzuk a 1égzésmérd késziilékkel torténd talaj aktivitds mérés
optimalis koriilményeit, a sziikséges talajmennyiséget, a sziikséges talaj eldkezelést, illetve
kondicionalast, annak érdekében, hogy megfeleld, jol mérhetd jelet kapjunk, tovabba hogy
milyen hosszll idejii mérésekre van sziikség, és milyen méddon torténjen a kiértékelés. A
tapasztalatszerzés érdekében elOkisérleteket végeztiink, amelyek soran megismertiik az
alapvetd miikddési eljardsokat, a koriilmények valtozasdnak hatdsit a mért jelre, és az
iranyvonalat a mérés protokolljanak kidolgozasahoz.

2.4.3.1 A mért jel

A 11. dbran egy tipikus nyomasgdrbe lathato, mely egy j6 mindségii €s megfelelden eldkezelt
talajminta Sensomat késziilékkel mérhetd légzésével, oxigén fogyasztasaval ardnyos. A
mérésnél barna erddtalajt hasznaltunk. A talaj a Szépvolgyi ut végénél 1évé Kecskehegyrol
szarmazik, a talajtakaro 10 és 30 cm kozotti része. Mészkoves alkdzet jellemz0 a tertiletre.
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11. abra: Tipikus 1€gzési gorbe: nyomascsokkenés az ido fiiggvényében

A késziilék az i1d6 fiiggvényében méri a mintatartd edényben 1évé nyomast. A mintatartd
hermetikusan zarhato, igy a méréfej csak az edényben 1€vé nyomdst méri. Nincs sziikség a
mérés elott, kdzben vagy utdn a kiilsé 1égnyomdas nyomon kdvetésére, mert a mérdfej az
iivegben 1év0 abszolut nyomascsokkenést méri, ezért nem kell az aktualis kiilsé
légnyomashoz viszonyitani. A nulla nyomasértéket az iiveg lezarasakor benne 1év6 légnyomas
szolgaltatja ugyan, de a mérés soran ennek valtozasa mar nem befolyasolja a kapott jelet.

A 11. &bran lathaté atlagos gorbe a talajmintdban 1évé mikroorganizmusok
oxigénfogyasztasat mutatja. A mérés kezdeti szakaszaban a meredekség értéke nagyobb, és ez
egyenletes csokkenés és kelléen hosszi idé utan nullava vélik. Ez azért torténik igy, mert
mind a felhasznalhat6 szubsztratok, mind az oxigén és a tapanyagok, a kezdetekben még nagy
mennyiségben vannak jelen. A mikrobdk szdmara kellemes koriilmények kozott a
szubsztratok felhasznalasa gyors. A felhasznalt tapanyag €s oxigén az energiatermelésre €s az
Uj sejttomeg létrehozasara forditodik. A ndvekvd 10) sejttomeg kovetkezménye az egyre
nagyobb igény és ezzel szemben az egyre csokkend szubsztratmennyiség. Ezek egylittesen azt
eredményezik, hogy a talajlégzés mértéke csokken, és a gérbe meredeksége a nulldhoz tart. A
jel nagysaga fiigg a talaj sejtszamatdl, a felhasznalhatd tapanyag, az oxigén ¢€s a talajminta
mennyiségétdl, a mintaban 1évd, 1égzést gatld vegyi anyagoktol és a hdmérséklettdl.
Méréseink soran tobb gorbetipussal talalkoztunk, melyeket a kovetkezoképpen Ilehet
értelmezni:

- A nyomas egy rovid ideig csokken az iddvel, majd lassan jra novekszik: hibas mérés,
tomitetlenség.

- A nyomas a mérés induldsa utdn megnd, majd elindul a nyomascsokkenés: az edény
fala beliilrdl nedves és a viz parolgasabdl kifolydlag a nyomas megnd.

- A 11. ébran latott gorbéhez képest kezdetben a nyomas kisebb mértékben csokken,
majd bedll egy fokozatos csokkenés: adaptacié az ) kdzeghez, késleltetett tapanyag
felhasznalas.

- A nyomas lecsokken az idével a 11. dbrdhoz hasonldéan, majd a viszonylag alacsony
értékrdl Gjra novekedni kezd: tal hosszura valasztott mérésidd, az oxigén elfogyott, a
mikrobdk anaerob géztermeld anyagcserére tértek at.

- NoOvekvo nyomas az idében: a zart edényben anaerob folyamatok dominaltak, mert
nyomasnovekedés, tehat gdztermelés volt megfigyelhetd.
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A méréshez megfeleld alap gorbetipus a 11. dbran lathatd, ebben az esetben, a talajmintaban a
1égzés domindl, és a jel elég nagy ahhoz, hogy a 1égzésgatlas értelmezhetd legyen.

2.4.3.1 A talaj elokezelése: adalékok sziikségességének vizsgalata

A kovetkezOkben ismertetett vizsgalat célja annak eldontése, hogy a talaj alaplégzése
fokozhato-e. Olyan talajel6kezelési modszert kellett talalnunk, melynek hatsara a
természetes mikroflora 1égzése er6sodik, és igy nagyobb jelet kapunk, ezaltal érzékenyebbé
valik a mérés. A vizsgalat alapjat képezd elméletek szerint a talaj 1égzése megfeleld szén-,
nitrogén-, foszforforras és tapanyag felvételt eldsegitd asvanyi anyagok jelenlétében megnd.

Az elOkisérletek alapjan elmondhatd, hogy nem minden szénforrds alkalmas a légzési jel
megnovelésére. A gliikoz és a keményitdé nem valtotta be a hozzajuk fiizott reményeket, mert
a folyamatok rovid id9 alatt anaerobba valtak az edényben.

A valasztasunk véglil a huslére és egy tapsd keverékre esett, melyekkel szamos
kombindcioban végeztiink kisérleteket. Az adalékok alkalmazédsanak sziikségszerliségét ¢s
fontossagat alatamasztjak az eredményeink. A minta 200 g erddtalaj, az adalékok mennyisége
pedig 10 cm’® huslé és 10 cm’ tapsod oldat volt. Az adalékok mennyiségét a mikrobak

crer

talajminta optimalis mennyiségének meghatdrozésara is végeztiink vizsgalatokat.

Az adalékok Osszetétele:

Huslé: S5g pepton Tapso: 0,6 g KH,PO4
5g gliikoz 0,1 g (NH4)2SO4
3g huskivonat 0,14 g Na;SOy4
0.5g natrium-klorid 0,5¢g 0,5 g NaCl
1000cm’ viz 0,13 g MgCl, x 6H,0
0,001 g CaCl, x 2H,0O
0,5 g KNO;

1 cm® nyomelem-oldat (Pfenig, 1965)
1000cm’ desztillalt viz

18



Tapanyagadalékkal kezelt és kezeletlen mintak eltérése
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2. abra: Huslével és tapsoval kezelt és adalék nélkiili mintak jele

adalékanyaggal kezelt mint kezeletlen minta \

Jol hasznosithatd szubsztrat hatdsara a nyomascsokkenés ugrasszertien megnovekszik, és igy
lehetdség nyilik az olyan vizsgélatok elvégzésére is, amelyeknél a vizsgalt behatds csak kis
mérték valtozast okoz. Megnd a rendszer érzékenysége, ¢és konnyebbé valik a kiértékelés, sot
sok esetben csak igy valik kiértékelhetévé az eredmény.

Felmertilt a kérdés, hogy sziikséges-e mind a tapsdé mind a huslé hasznélata a talajmintak
aktivalasara, és hogy mennyi idének kell eltelnie a mérés és a minta eldkészitése, az
adalékanyagok hozzaadéasa kozott. Ezért minden lehetséges kombindciot megmértiink. Egy-
¢s kétnapos allasidoket hasonlitottunk allasid6 nélkiilihez. Hosszabb allasidok valasztasa azért
nem indokolt, mert munkank egyik f6 célja a rovid idejii mérések kidolgozéasa volt. A 200-
200 g erd6talaj mintdkat csak 10 cm® haslével, csak 10 cm® tapséval, illetve 10 cm® huslével
+10 cm’ tapsoval készitettik eld, majd méréseket végeztink rogton, egy nap és két nap
elteltével. A kezelt mintdkat nyitott edényben taroltuk a mérés kezdetéig. A mérések
id6tartama 24 ora volt.

A kétnapos allas eredménye két Osszeallitasnal a nyomas novekedését eredményezte, tehat
mérésre nem alkalmas. Huslé alkalmazasa és allas esetén az eredmények nem hogy nem
javultak, de romlottak. Ezt azzal lehet magyarazni, hogy az ilyen hosszl varakozas alatt a talaj
a zart térben berothad, és anaerob gaztermelés alakul ki. A gaztermelddés a vizsgalt késziilék
méréstechnikai megoldasa miatt zavard, nem megfeleld, hiszen olyan folyamat jatszodik le,
ami a mérendo jellel ellentétes, és nem lehet kontrollalni.

Az egynapos allds mar elfogadhatd eredményt hozott, mégpedig a csak huslé és a huslé +
tapso alkalmazasanal. Az egy napos allast sem javasoljuk, mert mint lathatd6 a varakozas
nélkiili mérésekkel, méghozza a huslé + tapsd egylittes alkalmazasaval, sokkal jobb
eredmények is elérhetdek. Az intenziv 1égzés elérésének oka, hogy mind a tapanyag
mennyisége, mind a felvételhez sziikséges d4svanyi anyagok jelenléte rendkiviil jo
koriilményeket biztosit a mikrobdk szdmara.

A méréssorozat eredményeibdl levonhaté tanulsdg, hogy az adalékok mintdhoz adasat
kozvetleniil a mérés eldtt kell elvégezni, ami azért is elényds, mert igy a vizsgalat teljes
idoigénye is jelentds mértékben csdkken.



Vizsgalataink soran arra is kivancsiak voltunk, hogy mennyi €16 sejtet jelenthet a mérés soran
kapott jel, adott mdédon kezelt mintdk esetében. Az eredmények azt mutattdk, hogy a nagy
jelet a magas sejtszamll minta adja, és az adalékok hozzaadasa négy nagysagrenddel noveli a
sejtszamot.

2.4.3.3 A jel nagysaganak valtozasa a talajminta mennyiségével

Ebben a méréssorozatban a vizsgalodasunk célja az volt, hogy megéallapitsuk az optimalis
mintamennyiséget. Hasznositva a korabbi tapasztalatainkat, elokészitésként huslét és tapsot
adtam a mintadkhoz, természetesen aranyosan a minta mennyiségével. Erre azért volt sziikség,
mert kevesebb talajban kevesebb miroorganizmus €I, €s az eredmények csak akkor vethetdek
Ossze, ha azonos mértékben kapnak tdpanyagot. A vizsgalt mennyiségek: 40 g, 80 g, 120 g,
160 g, 200 g, 400 g volt. Az adalékok pedig rendre 2 cm’, 4 cm’, 8 cm®, 10 cm® és 20 cm’
huslé és tapso volt.

Talaj mennyiségével aranyos jel
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13. abra: A nyomas valtozasa kiilonb6zé mennyiségli talaj esetén

A 13. abrat nézve lathat6, hogy a legjobb jelet a 400 g talajminta szolgaltatja, am a mérés
kivitelezését neheziti ez a mennyiség, mert az edény tulsdgosan tele lesz a talajmintaval és ez
nagyon nehézkessé teszi a vele valdo munkat, pl. keverést. Tovabba a gazdasagi szempontokat
is figyelembe véve, elénydsebb a 200 g mintamennyiség, kevesebb tapsot, kevesebb huslét
igényel, és a vizsgalandd mintat sem fogyasztja olyan mértékben. A 200g minta értékei és
kezelhetdsége is megfeleld a vizsgalatok lefolytatasahoz, de olyan esetekben, amikor kicsi az
alapjel gondolhatunk a mintamennyiség tovabbi novelésére.

2.4.3.4 Reprodukalhatésag

Minden analitikai, kémiai, biologiai és Okotoxikoldgiai mérési modszer alkalmazéasanak
alapfeltétele a reprodukalhatosag. A mérés akkor reprodukélhatd, ha ugyanazon mintak
azonos mennyisége, azonos modon eldkezelve és azonos kornyezeti paraméterek kozott
lemérve, a kapott valaszok értékei kozott a kiilonbség a megengedhetd hibahataron beliil van.
Talan az egyik legfontosabb kisérlet ez, mert reprodukalhatdsag nélkiil nem lenne hasznalhato
a késziilék, az innen szarmaztatott eredmények nem lennének hitelesek. A reprodukalhatosag
ellendérzéséhez egy méréssort inditottunk, illetve a felhalmozddott eredmények koziil
véalogattuk ki azokat, amelyek azonos modon kezelt mintdk mérésébdl szarmaznak. Az
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egységes mintakezelés ebben az esetben is 10 cm® huslét és 10 cm® tapsot jelentett, a minta
mennyisége 200 g, a mérés iddtartama pedig két nap volt.
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14. dbra: Azonosan eldkezelt mintdk 48 6ras mérési eredményei

Az abrak értékelésekor vilagossa valt, hogy olyan kontroll nem készithetd, amely mindenkori
viszonyitdsi alapot képezne, ezért minden vizsgalatnal sziikség van Osszehasonlitdsi alapot
képezd eredményekre. Latszik, hogy az id6 eldrehaladtdval az értékek jobban elvalnak
egymastol. Annak érdekében, hogy szamszertsiteni lehessen az eltéréseket, kiszamitottuk az
eredmények szorasat, vagyis az eredmények atlagértékétdl valo +/- eltérését. Mind a szoras
mind a gorbesereg azt mutatja, hogy a reprodukalhatdésag szempontjabol jobbak a rovidebb
idejii mérések. Elhuz6dé vizsgdlatoknal egyre ndé a mérdrendszer hibdja, csokken az
érzékenysége a ndvekvo szoras miatt.

2.4.3.5 A modszerfejlesztés osszefoglaloja — a zart palack teszt protokollja

Ezek a kisérletek valaszt adtak az olyan alapvetd kérdésekre, hogy mennyi mintat kell
hasznalni, mivel és hogyan kell a mintat kezelni, meddig érdemes a mérést végezni, és végiil,
de nem utolsésorban milyen mértékben reprodukalhatok a vizsgdlatok. Ezek alapjan
megadhato a zart palack teszt protokollja talajok vizsgalatara.

Protokoll:

0.5 literes mintatarto tivegbe elhelyezziink 200 g talajmintat., és hozzdadunk 10 cm® huslét és
10 cm’ tapsot (6sszetételiiket 1asd 2.4.3.1-es pont alatt). Ezutan alaposan elkeverjiik a mintat a
homogenitas biztositdsa érdekében. Felhelyezziik a natrium-hidroxid tdroladsara alkalmas
elemet, és feltoltjiik friss natrium-hidroxid granulatummal. Ezt kdvetden a helyére tessziik és
rogzitjiik a tomitéseket a két sz¢Elsé nyildson. A méréfejet is felhelyezziik az edény tetejére, €s
rogzitjik. A kézi vezérlon bedllitjuk a sziikséges mérési feltételeket a mérési modot, mérési
1d6t, valamint a méréshatart.

Elinditjuk a mérést. A mérés idGtartama alatt a mintdkat sotét helyen ¢és allando
hémérsékleten tartjuk. Miutan lejart az elére meghatérozott idd, a kézi vezérldvel leéllitjuk a
mérést, €s a mérdfejet hasznalaton kiviili, ugynevezett szabad allapotba hozzuk. E két dolgot
az adatok lekérdezésével egy idében a mérérendszer automatikusan elvégzi.

Az adatokat a feldolgozas érdekében a késziilékhez tartozo interface-en keresztiil, és a
mérdrendszerhez tartozo szoftver segitségével atvissziik szamitogépre, ahol a Microsoft Excel
programmal kiértékelhetok.
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A nyomascsokkenést abrazoljuk az id6 fiiggvényében. Egy adaptacios vagy biodegradacios
vizsgalatndl a mért nyomascsokkenés 24 o6ras értékét tekintjiik végpontnak, egy
okotoxikologiai mérésnél pedig a mért értékekbdl szamithatd 1égzésintenzitds gatlas
szazalékos értékét, az ECyg-as, ECso-es értékeket.

Fontos megvizsgalni, hogy a kidolgozott zart palack tesztes talajlégzés mérés milyen
vizsgalatokra alkalmazhatd. Ezért konkrét alkalmazasi lehetéségeket vizsgaltunk, minthogy a
talaj, mint tesztorganizmus, miként hasznéalhat6 a mérékésziilékben (6kotoxikologiai tesztek),
masrész méréseket végeztiink annak megallapitasara, hogy adott bioldgiai folyamatok, mint a
biodegradacid, vagy az adapticido kimutathaté-e ezzel a légzésmérd modszerrel. Jelen
tanulmanyban a biodegradacié mérésére fokuszalunk.

2.4.4 Biodegradalhatosag mérése zart palack teszttel — a talaj
mikroflorajanak biodegradacios képessége

2.4.4.1 Zart palack teszt alkalmazhatésaga biodegradacio mérésére

Annak vizsgalatara, hogy a biodegradacié nyomon kovethetd-e ezzel a modszerrel, dizelolajt
adagoltunk barna erddtalajhoz. A dizelolaj magas energiatartalmi szerves vegyiilet, amit a
talaj biodegradacidos képessége kovetkeztében képes bontani és tapanyagként, szén- és
energiaforrasként felhasznalni az ilyen és ehhez hasonld vegyiileteket. Természetesen idore
van sziiksége a mikroflordnak az atallasra, de ez rovid 1d6 alatt bekovetkezik (15. abra).

Adaptacio és biodegradacié kimutatasa
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15. abra: Dizelolaj biodegradacigja

Az abrabol latszik, hogy két nappal a szennyezés utan olyan mértékii adaptacié kdvetkezett
be, hogy az egy napos mérés nem is volt elegendd a végsd érték eléréséhez, hiszen a
biodegradacios gorbe nem telitésbe, hanem novekvo értékek felé hajlik. Azt pedig, hogy a
mikroorganizmusok a dizelolajt bontjak, az bizonyitja, hogy a mintakezelés soran nem tortént
tapanyag adagoldsa csak 10 ml tapsooldatot kaptak a mintdk. A szennyezés napjan végzett
mérésnél nem mérhetd a 1€gzés, mert a dizelolaj az elején mérgezi a talajt.

A kisérlet eredményei alapjan latszik, hogy a biodegradacié kimutathat6 a zart palack teszttel,
azért a kisérleteket tovabb folytattuk, mas talajokkal és mas szennyezdanyagokkal egyarant.
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2.4.4.2 Eltéro tipusu talajok biodegradacios képessége

Vizsgalataink soran arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy zart palack teszt alkalmazésaval
kimutathaté-e a kiillonbség a fekete, agyagos, illetve a kerti talajok 1égzése kozott. Minden
mérd palackba 100 g, 500 ppm fenantrénnel szennyezett talajt raktunk, majd ehhez 100 g
szennyezetlen talajt kevertiink. 10 cm’® tapsd és 10 cm’ nyomelem oldat hozzéadasa utan
elinditottuk a 24 6ras méréseket. Kontroll mintdnak a 200 g szennyezetlen talajt tekintettiink.

Kiilonb6z6 tipusu szennyezetlen talajmintak 6sszehasonlitasa
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16. 4bra: Kiilonbo6zd tipusu, szennyezetlen talajok 1égzésének dsszehasonlitdsa

A kiilonboz6 tipust talajok szennyezetlen mintdinak gorbéi azonos lefutdsunak mondhatdak
(16. abra). Az megfigyelhetd, hogy a legnagyobb intenzitassal, hasonlé koriilmények kozott a
fekete talaj 1¢legzik.

Kiilénb6z6 tipusu szennyezett talajmintak 6sszehasonlitisa
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17. abra: Kiilonb6z6 tipusu, szennyezett talajok 1égzésének dsszehasonlitasa 250 ppm
fenantrén szennyezés esetén

250 ppm fenantrénnel szennyezett mintdk esetén az eredményekbdl azt mutattdk, hogy a
1égzés intenzitdsa mind a harom talaj tipusnal csokkent, de legkisebb mértékben a fekete
talajnal mutatkozott mérgezo hatés, a talajban az adaptaciéo mar rovidebb id6 alatt megindult.
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2.4.4.3 Szerves szennyezéanyagok hatasara a talajlégzésre

A kisérletek kivitelezése a kdvetkezd modon tortént: 10, 25, 50 és 100 g, mesterségesen
szennyezett fekete talajt mértiink az edényekbe, majd ezeket kezeletlen talajjal 200 g-ra
egészitettiik ki, vizsgdlva ezzel a szennyezd anyag mennyiségének hatdsat a légzés
intenzitasanak valtozasara ¢€s a talaj biodegradacios képességére.

Elsé megkozelitésben 25 000 ppm dizel olaj szennyezés hatdsat vizsgaltuk a teszttalajon.
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18. abra A talajlégzés valtozasa kiilonboz0 diesel-olaj szennyezdanyag koncentraciok hatasara

A gorbék lefutdsa azonosnak mondhatd, van némi 1égzés intenzitas gatlds a diesel-olaj
hatdsara, de ez nem aranyos a névekvO koncentracidoval. A legnagyobb nyoméascsokkenést a
6250 ppm dizelolaj okozta (50 g-os minta), feltehetden ezt a mennyiséget energiaforrasul
képesek felhasznalni a talaj €16lényei. Ugyanakkor a 10-, 25- és 100 g-os mintak (1250, 3125
¢s 12500 ppm dizelolaj) a kontrollal azonos lefutdst mutatnak, se a gatlé hatas, sem a
biodegradaci6 nem mutathatd ki egyértelmiien. Feltételezhetd, hogy a kismértékii szennyezés
(1250 és 3125 ppm dizelolaj) még nem elég az adaptacid ¢és biodegradaciéo megindulasahoz, a
nagy mennyiségli szennyezdanyag (12500 ppm dizelolaj) pedig mar gatlo, toxikus hatast fejt
ki a talajra.

A tovéabbiakban vizsgéltuk a fenantrén hatdsat a talaj 1€gzésére. A mesterséges szennyezés
500 ppm volt.

10
5 4
— 0 ‘ ‘ Kontroll minta
i-.;, 5 10 15 20 25 |——10 g szennyezett talaj
é 10 ] ——— 25 g szennyezett talaj
3 50 g szennyezett talaj
Z 15 —— 100 g szennyezett talaj
-20
-25
1d6 (h)
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19. abra A talajlégzés valtozasa kiilonboz6 fenantrén szennyezdanyag koncentraciok hatasara

A 19. abran lathato, hogy a szennyezett mintak viselkedése teljesen eltért a kontroll mintaétol.
A jelenség mogott két ellentétes folyamatot sejtiink: a fenantrén szennyezés gatlé hatdsa
miatti 1égzéscsokkenést és gdaztermeléssel jard anaerob folyamatok meginduldsat a zart
palackban, melyek egyiittes hatasat érzékelte a méromiiszer.

Szintén vizsgaltuk a cypermetrin hatdsat is, a mesterséges szennyezés 5 ppm volt.

—&— Kontroll minta
——— 10 g szennyezett talaj
— 25 g szennyezett talaj

50 g szennyezett talaj

Nyomas (hPa)

—— 100 g szennyezett talaj

35
1d (h)

20. abra A talajlégzés valtozasa kiilonb6z0 cypermetrin szennyezdanyag koncentraciok
hatasara

A diagramon latszik, hogy a gorbék eltérd lefutastiak és a kontrollhoz képest a 0,25 ppm és a
0,625 ppm cypermetrint tartalmazd (10g-os, illetve 25 g-os) mintdk 1égzése indul meg a
leghamarabb. A gatlas mértéke a 2,5 ppm cypermetrines (100 g szennyezett talaj) mintaban a
legnagyobb. A gorbék alakjabol lathatd, hogy ugyanaz a talaj mas idépontban mas lefutést
mutat, tovabba a gaztermelés is zavarja a mérési eredmények kiértékelhetdségét.

A légzés meginduldsanak idépontja lathatéan Osszefliggésben van a cypermetrin
két paraméter kozott azonban egyértelmii 6sszefliggés nem irhatd fol. A cypermetrin esetén
eldszor foként a gatld hatés érzékelhetd, de idével megindul a biodegradacio.

2.4.4.4 Zart palack teszt alkalmazhatésaga biodegradacio mérésére — az eredmények
osszefoglalasa, a modszer elonye

Osszefoglalva az eredményeket elmondhatd, hogy a friss szennyezés eleinte mérgezi a talaj
¢l6lényeit, de két nappal késdbb megindult a szennyezdanyag degradacidja és folyamatosan
novekvéd nyomadscsokkenés volt tapasztalhatdo. A szennyezdanyag koncentracidja és a
nyomascsdkkenés kozotti pontos dsszefliggés kimutatdsdhoz tovabbi kisérleteket folytatunk.

Az eredetileg BOI mérésre hasznalt késziilékkel tehat kidolgoztunk egy olyan protokollt,
amellyel talajok légzésintenzitdsanak valtozdsa mérhetd. A moddszer eldnye, hogy gyors,
egyszerien kivitelezhetd, a késziilék kis helyigényli, az adatok a nyomasvaltozast mérd fejrol
kozvetleniil lekérhetéek ¢és a mérés adatai a hozza tartozd programmal kdénnyen
kiértékelhetoek.
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Alkalmazasi lehetdségek:

1. Kontroll, j6 mindségl talaj plussz barmilyen szennyezdanyag. Vizsgalat, adaptalodik-
e mennyi 1d0 alatt, milyen intenzitassal bont.

2. Szennyezett talajban (bizonyitottan szennyezett, felmért) folyik-e 1égzés ¢és
biodegradacio, milyen mértékii

3. Jo mindségi talajhoz adott szennyezett talaj mit okoz?

4. Adalékok novelik-e a biodegradaciot? Sajnos pont a levegd mennyiségét nem lehet
novelni, hacsak nem szakaszos méréssel levegdzetés, majd lezarni.

5. 5. stb.. ezekt kellene az Eszternek/Julidanak kimérnie.
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