Veszélyes hulladékok vizsgalata — Azotobacter agile teszt
Az MSZ 21978/30-1988 szamu szabvéany alapjan

Vizsgalat elve:
Az Azotobacter agile laboratoriumi tenyészete alkalmas a hulladékban 1évé mérgezd szerves

¢s szervetlen komponensek talajbaktériumokra kifejtett hatasanak jelzésére. A hulladék
okotoxikus hatdsat a tesztbaktérium 28°C hdmérsékleten meghatarozott inkubécios 1d6 (48
ora) alatti szaporodasa, illetve a szaporodas gatlasa alapjan értékeljiik.

A szaporodast vords szin megjelenése kiséri, amely a téptalajhoz adott trifenil-tetrazolium-
klorid dehidrogenazenzim jelenlétében redukalodott formajatol, a trifenil-formazantol
szarmazik.

Vizsgélati kdralmények:
A tesztvizsgalat elkészitéséhez 100 cm® folyékonyhulladék vagy hulladékkivonat sziikséges.

Tesztszervezet:

A tesztbaktérium torzstenyészetét kémcsoben ferdére szilarditott Fjodorov-féle agar taptalajon
2 hetenkénti atoltassal tartjuk fenn.

Az atoltast steril kaccsal végezziikk Fjodorov-taptalajra, a tenyészetet 48 oraig 28°C
hémérsékleten inkubaljuk, majd hitdszekrényben taroljuk 5-10°C hdémérsékleten. A

cre

higitasaival.

Sziikséges eszkOzok:

Automata  pipetta, méréhenger,  Erlenmeyer-lombikok,  alufélia,  Petri-csészék,
mikrotitratorlemezek, bakteriologiai kacs, kémcsovek fémkupakkal, pipetta, keverdgép,
termosztat.

Szikséges anyagok, taptalajok:

Torzsfenntartashoz sziikséges Fjodorov-féle taptalaj, a vizsgalatok elvégzéséhez sziikséges
modositott Fjodorov-féle taptalaj, 2,3,5-trifenil-2H tetrazolium-klorid (TTC) 1%(m/m)-os
vizes oldata, dimetil-szulfoxid (DMSO) 0,1 %(m/m)-os vizes oldata, natrium-klorid-oldat
0,85 g/100 cm’-es, hiitészekrényben 5-10°C hdmérsékleten taroljuk.

crer

réz-kloridbdl eldallitott készitmény.

Vizsgalat menete:

A folyékony hulladékbol, illetve az MSZ 21978/10 szerint elkészitett hulladékkivonatbol
higitasi sort készitiink. A folyékony hulladékok és a vizes hulladékkivonatok higitdsahoz
desztillalt vizet vagy ionmentes vizet, a dimetil-szulfoxidos kivonatok higitasdhoz 0,1%(m/m)-
os dimetil-szulfoxidot hasznalunk.

A higitasi sort az 1. tablazat szerint készitjuk.




1. tablazat

Sorszam | Minta Higitofolyadék Higitasi fok
1. 4 cm’ | 4 cm’ eredeti anyag vagy hulladékkivonat | kétszeres
2. 8 cm’ | 2 cm’ eredeti anyag vagy hulladékkivonat |  6tszords
3. 9 cm’ | 1 cm’ eredeti anyag vagy hulladékkivonat | tizszeres
4. 9 cm’ 1 cm’ a kétszeres higitasbol hliszszoros
5. 9 cm’ 1 cm’ az 6tszords higitasbol Otvenszeres

A vizsgalatokhoz a szilard taptalajrél az Azotobacter agile baktériumtenyészetet 5 cm® 0,85
g/100 cm’ natrium-klorid-oldattal mossuk le és 4 baktérium szuszpenziét homogenizaljuk
razogéppel, vagy annak hianyaban kézben, sodré mozgassal.

A fenti Azotobacter agile tenyészetet 100 cm’® modositott Fjodorov-taptalajba vissziik,
amelyhez elébb 1 cm® 1%-o0s vizes TTC-oldatot adtunk, majd a taptalajbaktériumtenyészet-
szuszpenziot homogenizaljuk razogéppel, vagy alapos korkords mozgatassal.

Rendszeres keverés mellett automata pipettaval 0,2-0,2 cm® mennyiségeket mériink a fenti
szuszpenziobol a mikrotitratorlemez mélyedéseibe. Ezutdn a folyékony hulladék, illetve
hulladékkivonat  elékészitett  higitasaibol  0,05-0,05 cm’-t adunk a taptalaj-
baktériumtenyészetet tartalmazé mikrotitratorlemez mélyedéseibe.

helyre pedig 0,05 cm® higitofolyadékot adunk negativ, illetve pozitiv kontrollként.

A vizsgaland6 anyagokat valtott pipettavéggel vagy a pozitiv kontrolltol visszafelé¢ haladva a
koncentraltabb mintak felé mérjiik be.

A negativ kontrollt mindig kiilon pipettavéggel mérjilk be. Minden egyes higitassal 3
parhuzamos tesztelést végziink. A véghigitasokat a 2. tablazat tartalmazza.

2. tdblazat

Sorszam Taptalag -bakter13um Minta cm’ Véghigitas
tenyészet cm
1. 0,2 0,05 cm’ eredeti anyagbol OtszOros
2. 0,2 0,05 cm’ kétszeres higitasbol tizszeres
3. 0,2 0,05 cm’ Htszords higitasbol huszonotszorods
4, 0,2 0,05 cm’ tizszeres higitasbol Otvenszeres
5. 0,2 0,05 cm’® hliszszoros higitasbol SZAZSZOros
6. 0,2 0,05 cm® dtvenszeres higitasbol | kétszazotvenszeres
7. 0,2 0,05 cm® 10 mg/dm3 -es rézoldat kontroll (-)
8. 0,2 0,05 cm’ higitofolyadék kontroll (+)

Az elegyet 6vatos mozgatassal elkeverjiik, majd a mikrotitrator lemezeket egyenkét Petri-
csészékbe helyezziik, a lemez mellé nedves vattat helyeziink, majd a Petri-csészéket lefedjiik.
Ezutdn 3 orara 5-10°C homérsékletli hiitészekrénybe helyezziik a Petri-csészékben 1évo
lemezeket, ezt kovetéen pedig 48 oran at 28°C hémérsékleti termosztatban inkubaljuk.

Az eredmeények kiértékelese:

Inkubalas utdn vizudlisan értékeljiik a mikrotitratorlemezek mélyedéseiben képzddott szint.
Vords szin: az eredmény + (pozitiv), a tesztbaktérium elszaporodott nincs gatlas. Halvany
piros szin: az eredmény +, a szaporodasgatldas gyenge. Fehér (szintelen): az eredmény -
(negativ), teljes a szaporodasgatlas.




Az Azotobacter agile talajmikrobioldgiai tesztet piros szinii, tovabba redukalé anyagokat
tartalmazo6 hulladék, vagy hulladékkivonatok esetén nem szabad alkalmazni.



