A kutatas eldzményei feltartak a talajlakéd fonalférgek condzisainak érzékenységét egyes
szennyez6 mikroelemek irant, de nyitva hagytak a kiilonb6z6 fonalféregesoportok
érzékenységi viszonyainak, illetve egyes elemformak hatasainak specifikus hatterére
vonatkozo kérdéseket. Palyazatunk célja ezen mechanizmusok némelyikének megismerése
volt. Ezért laboratoriumi kisérleteket hajtottunk végre kiilonbozé nehézfémek és
hatoanyagformaik felvételi és leadasi mintazatainak, valamint az ezek altal el6idézett
mortalitasi viszonyoknak a vizsgalatara. Az eredetileg tervezett mikroskalas kutatasok céljara
a terepi mintavételi helyek alkalmatlannak bizonyultak, ugyanis a teriileteken korabban
elvégzett szennyezések hosszu tava hatasai 1ényegében kimutathatatlanna valtak. Ennek
kovetkeztében egyrészt laboratdriumi vizsgalataink korét bovitettiik tijabb xenobiotikumok
(pl. nano szerkezetii anyagok) bevonasaval. Masrészt nagyobb hangstlyt fektettiink az
alkalmazott mikroanalitikai eljarasokra.

A kémiai analizisekben az alabbi ujszeri megkozelitéseket alkalmaztuk:

1.) Egy TXRF alapt modszer kifejlesztése révén kikiiszoboltiik az analiziseknek a fonalférgek
kis egyedi biomassz4jabol adodo nehézségeit €s sikeresen vizsgaltuk egyes nehézfémek
felvételét.

2.) XANES technika segitségével, a BESSY II szinkrotron BAMline sugarnyalabjat
vizsgaltuk az aktualis elemek kétdimenzids eloszlasat, valamint a réz, a krém illetve a cink
kémiai kornyezetét a kezelt fonalférgek testében.

3.) A FIB-SEM technika alkalmazasaval vizsgaltuk egyes xenobiotikumok (réz, krom, cink)
¢s esszencialis elemek (foszfor, kén) térbeli eloszlasat a kezelt fonalférgek testében.

A palyazat keretében elvégzett kisérletes munka fontosabb eredményeit az alabbi
bontasban ismertetjiik: A.) 0kotoxikoldgiai tesztek, B.) kémiai analizisek.

A.) Okotoxikolégiai vizsgalatok:

A kutatési terv E.2. pontjahoz illeszkedve igyekeztiink tesztszervezetink korét kibdviteni az
altalanossagban hasznalt r-stratégista baktériumevo fajoktol eltérd taplalkozasi csoportok
iranyaba is. Ennek keretében felkutattuk néhany nagy jelentdségii, K-stratégista ¢letmenetii
novényi taplalkozast, tigynevezett tiifonalféreg faj (Longidoridae:Dorylaimida) hazai
populécioit, illetve begylijtottiink ezekbdl laboratoriumi fenntartas €s tesztelés céljabol:
Xiphinema vuittenezi Luc, Lima, Weischer & Flegg, 1964, illetve X. index Thorne and Allen,
végeztiik: X. vuittenezi — Hiivosvolgy (Budapest), illetve Isaszeg, X. index — Pécs.

A kifejlett Xiphinema néstényeket a talajmintakbol a Cobb-féle dekantalasos-sziiréses eljaras
egy modositott valtozataval nyertiik ki. A teszteket 8*12 kiivettat tartalmazé mikrotitrald
lemezeken, desztillalt vizben, illetve nagytisztasagti (Milli-Q) vizes kézegben végeztiik el,
miutan egy elokisérlet soran bizonyitast nyert, hogy ezen tesztkozegek 1ényegesen
kedvezObben befolyasoljak a mortalitast, mint a csapviz, vagy a talajbdl nyert vizes kivonat
(Baross, 2010).

A kutatas els6 évében réz toxicitasi teszteket végeztiink a Xiphinema vuittenezi faj
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mortalitasi adatok novekedést mutattak mind a koncentracio, mind az expozicios id6
novekedése mentén. Kozelebbrdl, bar a kezelés 1 6ra utdn még nem okozott jelentds hatést, 3
Ora utan a hatas mar erésen szignifikansnak bizonyult (p=0,0066). Megjegyzendd, hogy a
kontroll mortalitasi viszonyai miatt a teszt 48 o6ra utan mar nem tekinthetd érvényesnek. A
kisérletek egy részében analitikai méréseket is végeztiink a rézzel kezelt allatokbol.

Réz-szulfat kezelés hatasa Xiphinema
120 vuittenezi nostények mortalitasara
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1. abra: Réz-szulfat koncentracidosorozat altal eldidézett mortalitas a koncentracidok és az 1do
fliggvényében (Takacs (2013) nyoman).

A kutatas masodik évében kiilonbz6é kromformak — Cr(111), Cr(VI) — toxikussagat
teszteltiik a Xiphinema vuittenezi novényi taplalkozasu fonalféreg faj egyedein. Céljaink
elérés¢hez akut mortalitasi teszteket végeztiink a kifejlett néstényeket kezelve a 0,01 — 100
mmol/dm?® (0,52 mg/L — 5,2 g/L) toménységi tartomanyba esd Cr(I1D)- illetve Cr(V1)-tartalmt
oldatokkal (2. dbra). Eredményeink alapjan a Cr(III) forma bizonyult jelentésen
toxikusabbnak (p< 0,01), mivel itt a mortalitas mar 5 mmol/dm® (260 mg/L) koncentracio
esetén elérte a 100%-ot, mig Cr(VI) esetén a legtdményebb 100 mmol/dm? (5200 mg/L)
kezelésben is csak 80% kortili mortalitast regisztraltunk. Ezek az adatok dsszhangban éallnak a
mikroanalitikai vizsgalatok eredményeivel, amelyek szerint a vizsgalt koncentracio-
tartomanyban az allatok Cr(III) felvétele jelentésen meghaladja a Cr(VI) felvételt. Mindez
abban a tekintetben helyezi Gjszerli megvilagitasba a kérdést, hogy rendszerint a hexavalens
krém jelentdsen toxikusabbnak bizonyul a trivalens forméanal. A mi esetiinkben ez
ellenkezdleg tortént, aminek a magyardzatat az elemfelvételi vizsgalatok soran sikertilt
megtalalnunk.
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2. dbra: Az egyes kromformak hatasa Xiphinema vuittenezi ndstények mortalitasara a kezelési
koncentraci6 fliggvényében.

Vizsgaltuk egy masik mikroelem, a cink toxicitdsdnak egy specialis, napjainkban még
kevéssé ismert Osszefiiggésrendszerét. Ennek keretében ZnO nanoszerkezetl részecskéinek
okotoxikologiai hatasait teszteltiik, 6sszehasonlitva a nagyszemcsés ZnO hatasaival,
ugyanezen faj ndstényeire. A kisérlet soran nano ZnO (Sigma-Aldrich, < 36 nm-es
részecskeméretii) kezeldoldatot alkalmaztunk, 0,01, 0,1, 0, 10, 100, 1000 (mg/L)
toménységben. Pozitiv kontrollként nagyszemcsés ZnO (Sigma-Aldrich) 1000 mg/L
toménységll oldata szolgalt. A mortalitasi tesztet 1 hetes inkubdacios iddvel végeztiik.
Eredményeink alapjan a névekvd nano ZnO koncentracié ndvekvd toxicitast idézett eld. A
nano ZnO kezelések esetében a toxicitas mértéke meghaladta mind a desztillalt vizes kontroll
kdzegben, mind a nagyszemcsés ZnO részecskéket tartalmazd kozegben mutatkozo toxicits
okozott. Ezzel szemben a nagyszemcsés cink-oxid 1000 mg/L-es tesztelt koncentracioja
mellett sem tapasztaltunk eltéré mortalitast a kontrollhoz képest.

A kutatas harmadik évében elészor kereskedelmi forgalomban kaphato, a gyarto (Sigma-
Aldrich) tajékoztatasa szerint nano szerkezetil, kiilonb6z6 szemcseméretii cink-oxidot
tartalmazo készitmények hatasvizsgalatat végeztiik el. Az elézetes toxicitasi tesztekben a nano
szerkezetll cink-oxid toxikusabbnak bizonyult a nagyszemcsés forméahoz képest. A kezelés
hatéasa szignifikdns volt mind az expoziciés 1d6, mind a koncentraciok tekintetében. A kisebb
szemcsemeéretii cink-oxid esetén 24 ora utan szignifikans eltérés (p>0,05) a kontrollhoz képest
els6ként a 8,03 mg Zn/l nano-ZnO-dal kezelt allatokat tartalmaz6 kiivettdkban jelentkezett: a
mortalitas elérte az 58,33%-ot. Egy hét utan a 8,03 mg Zn/l-es koncentraciotdl kezdédéen mar
100%-0s mortalitas volt tapasztalhatd. Szignifikans eltérés (p>0,05) a kontrollhoz viszonyitva
mar a legkisebb; 0,08 mg Zn/l-es koncentracid esetén is fennallt.

A kereskedelmi forgalomban kaphat6é nanoanyagokkal tapasztalt szemcseméret-problémak
athidalasa érdekében elkezdtiik néhany laboratoriumban eldallitott nano cink-oxid
okotoxikologiai hatasainak vizsgalatat. Vizsgaltuk 20 nm atmérdjd, illetve 100-200 nm
atmérdvel rendelkezd cink-oxid hatasat szabadon €16 fonalféreg fajokra. Az anyagokat dr.
Kukovecz Akos (SZTE Alkalmazott és Kornyezeti Kémiai Tanszék) bocsatotta
rendelkezésiinkre.



A két anyaggal mortalitasi teszteket végeztiink a Xiphinema vuittenezi névényi taplalkozast
fonalféreg fajon. A kontrollhoz képest 24 ora elteltével szignifikdnsan kiilonbozott a 20 nm
Zn0O hatasa mar a legkisebb koncentracidban is (1,5625 mg Zn/l), a 100-200 nm ZnO hatésa
pedig 12,5 mg/L esetén kiilonbozott szignifikdnsan a kontrollhoz viszonyitva.

Mortalitasi teszteket végeztiink a szabadon €16, baktériumevo taplalkozasu Panagrellus
redivivus L. fonalféreg faj kifejlett nstény egyedein is. A 24 dras expozicios ido elteltével a
20 nm cink-oxid részecskék esetében mar 6,25 mg Zn/l koncentracional a mortalitasra
gyakorolt hatas szignifikansan (p>0,05) nagyobb volt a kontrollhoz képest. Ezzel szemben a
100-200 nm atmérdji részecskek altal a mortalitasra gyakorolt hatas csak 12,5 mg Zn/I
koncentraci6 esetében volt szignifikdns a kontrollhoz viszonyitva. A kisebb szemcseméret
szignifikdnsan magasabb mortalitast eredményezett.

Osszefoglalo kovetkeztetésként levonhat6 tehat, hogy nano szerkezetii xenobiotikum
szemcsemérete befolydsolta a toxicitast, oly moédon, hogy a kisebb szemcseméretli anyag
toxikusabbnak bizonyult.

A kutatés utols6 évében vizsgaltuk egy kereskedelmi forgalomban kaphat6, nano
szerkezetli réz-szulfatot tartalmazo névényvédo szernek (Bordoi 1€ Nano SC) a Xiphinema
index novényi taplalkozasu fonalféreg faj kifejlett néstény egyedeinek mortalitasara gyakorolt
hatasat is. A vizsgalat soran a NANO SC Borddi 1¢ alabbi koncentracioit alkalmaztuk:
0,0000025, 0,000005, 0,000025 ml, 0,00005 ml, 0,00025 ml, 0,0005 ml, 0,005 ml, 0,05 ml
0,5 ml, 1 ml/ 100 ml. Az els6 teszt soran gyakorlatban is alkalmazott higitasi arannyal
dolgoztunk, mert nem allt rendelkezésiinkre olyan adat, amelybdl kideriilne, hogy kijuttatott
szernek mekkora hanyada éri el a talajt és kertilhet ténylegesen kapcsolatba a fonalférgekkel.
A masodik teszt koncentracioit az elsé teszt soran kapott eredmények alapjan allitottuk dssze.
Az expozicios id6 az elsd kisérletben 24 és 48 ora volt, a méasodik kisérlet esetén 24 ora és 5
nap volt. Ezekben az idépontokban preparald mikroszkop alatt allapitottuk meg az egyes
koncentraciok altal eléidézett a mortalitas mértékét és hasonlitottuk 6ssze a kontrollal. A
felhasznalt kezel6oldatok réztartalmanak mérését kovetden, ezzel azonos réz
koncentraciokkal végeztiink teszteket réz-szulfat felhasznalasaval.

Az elso kisérletben 24 6ras expozicios 1d6 elteltével a szer szignifikdnsan ndvelte a mortalitast
a kontrollhoz képest mar 0,00005 ml NANO SC Bordoi 1¢/100 ml koncentracidban. A
0,00025 ml NANO SC Bordoéi 1¢/100 ml viz koncentracio felett 100% mortalitas
tapasztaltunk. A faj tehat igen érzékenynek bizonyult a kezelésre, mivel 24 oras kitettség utan
a mortalitas 100% volt a javasolt kiskerti felhasznalasnal tobb nagysagrenddel alacsonyabb
koncentraciok esetén is. Ez azért lehet érdekes, mert a tiifonalférgek nem célszervezetei az
altalunk tesztelt, altalanosan elterjedt (tobbek kozott példaul organikus miivelésii
sz6l6kultirakban is megengedett) fungicid kezelésekre hasznalt novényvédo szernek.

Végezetiil, a Sigma-Aldrich altal forgalmazott nano és nagyszemcsés cink-oxid hatasait
vizsgaltuk Xiphinema vuittenezi fonalféreg fajon. A nano szerkezetii, nagyszemcsés
szerkezetii, valamint a ZnSO, tartalmt oldatokbol azonos koncentraciokat allitottunk be: 5,
25, 50 mg Zn/l. Az eredmények alapjan a nano ZnO ¢és a ZnSO4 hasonlo hatéssal voltak az
allatok talélésre, mig a nagyszemcsés ZnO kevésbé negativan hatott e tesztvégpontra.



Nematoda 6kotoxikologiai vizsgalataink fobb eredményei két csoportba sorolhatok. Ezek
kozil az elsd, onmagaban is értelmezhetd kérdéskor annak kimutatésa, illetve megerdsitése
volt, hogy a talajlako fonalférgek egyes taplalkozasi- illetve életformacsoportjainak
stresszhatasok iranti érzékenysége nagy mértékben eltérhet egymastol. Mindezek fényében
érdemes ¢és sziikséges az altalanossagban elterjedt, r-stratégista baktériumevo tesztszervezetek
(els6sorban a Caenorhabditis elegans , ritkabban Panagrellus redivivus) korét kiterjeszteni

s

K-stratégista) fajokra is.

Az eredmények masik értelmezési aspektusat, a nehézfémek hatasainak mechanizmusaira
utalo jeleket a mikroanalitikai vizsgalatok konkluzidival egyiitt mutatjuk majd be.

B.) Kémiai (mikroanalitikai) vizsgalatok:
B.1.) TXRF spektrometriai vizsgalatok.

A kutatas els6 évében modszereket fejlesztettiink az allatok nyomelem-tartalméanak
meghatarozasara. A TXRF spektrometriai vizsgalatokat Bécsben, az Atominstitut Atomika
8030C késziilékével végeztiik. A fonalférgekbdl 9 elemet sikeriilt a modszerrel kimutatni: P,
S, K, Ca, Fe, Cu, Zn, Ni, Mn. A TXRF spektrometriai médszer egyik kulcsmomentuma volt —
tekintettel az egyedi mintakra — a vizsgalt allatok tomegének megmérése. Ezért preparalo
mikroszkop segitségével megmértiik az allatok hosszat €s szélességét (legnagyobb atmérdjét).
Ezen adatokbol az allatok térfogata, ezen keresztiil pedig a tomege megbecsiilhetd, Andrassy
(1956) képlete alapjan.

A kutatas masodik évében vizsgaltuk rezes kezelés hatasat az allatok nyomelem tartalmara.
allat réztartalma egy kezdeti nagy meredekségii ndvekedést kovetden egy telitési értékhez
kozelit, mig a cinktartalom hasonlo, de ellentétes iranyu valtozast mutat (Savoly et al. 2012).
Vizsgaltuk tovabba az expozicios 1do hatasat az 16ra — Snap kezelési 1d6 tartomanyban,
harom kiilonb6z6 koncentracio esetén (12,5; 250; 1000;,tm01/dm3 réz-szulfat oldat). A két
toményebb oldat esetén azt tapasztaltuk, hogy a legjelentdsebb novekedés 24 ora elteltével
tortént, a higabb oldat esetében azonban 6t nap utdn egy ismét jelentds emelkedés volt
tapasztalhatd, a 24 illetve a 48 6ra utan mért értékhez képest is.

A kutatas masodik évében a korabbiakban kidolgozott TXRF modszert alkalmaztuk talajlako
fonalférgek krom felvételének vizsgalatara. A Cr(III) és Cr(VI) felvételének
koncentraciofliggését vizsgalva megallapitottuk, hogy az eldbbi specieszbdl 1ényegesen tobbet
000 mg/L) a beépiilt krom mennyisége dsszemérheté egymassal a két kiilonb6z6 kezelés
esetén. Tehat a Cr(l11)-és a Cr(VI1)-kezelés kdvetkeztében a belsé koncentracioértékek eltérd
lefutast gorbét mutattak (3. dbra). A Cr(VI)-ra vonatkozo gorbének az inflexids pontja
nagyjabol a Cr(Ill)-gorbe telitddési szintjénél volt. Ebbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy a
tesztallatok Cr(III)-felvétele alacsonyabb koncentracidtartomanyban nagyobb, mig a
kromatfelvétel a magasabb Cr(V1)-koncentraciotartomanyban drasztikusan megnovekszik.



Méréseink ravilagitottak arra a tényre is, hogy a trivalens krommal — Cr(l11) — kezelt
allatokban a cinktartalom csokkent a krémtartalom novekedésével. Ez az eredmény hasonlo a
novekvo koncentracioju rézkezelés soran tapasztaltakhoz. Ugyanakkor a joval kevésbé
toxikus Cr(V1) esetében nem talaltunk ilyen osszefliggést. Ezekben a kezelésekben a cink
tartalom nem csokkent a kromkoncentracioé novelésével. A fenti eredmények alapjan
feltételezhetd, hogy a krom toxicitasa Osszefliggésben lehet az allatok cinktartalmaval. Ennek
okait tovabbi vizsgalatok keretében kell tisztazni.
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3. abra: Xiphinema vuittenezi néstények Cr-és Zn-tartalma, eltéré kromformakkal torténd
kezelés esetén. A: Cr(IIl) kezelés B: Cr(VI) kezelés (Savoly & Zaray, 2014)

Egy masik kisérletben a cink felvételét vizsgaltuk, szintén TXRF modszer segitségével.
Ebben a vizsgalatban nano illetve bulk ZnO szuszpenzidt és ZnSO,4 oldatot alkalmaztunk
kezelOszerként, harom kiilonb6z6 koncentracioban. Az utolso kezelés esetén az
esszencialisnal nagyobb cink koncentraciot mértiink az allatokban, a mért mennyiség azonban
nem fliggdtt az oldat koncentracigjatol. A szuszpenzidkkal torténd kezelés esetén talaltunk
koncentraciofliggést, de nem volt Iényeges kiilonbség a nano és a bulk forma esetén.

A kezeléshez hasznalt szuszpenziok fizikai és kémiai tulajdonsagait kiillonb6z6 miiszeres
modszerek segitségével jellemeztiik. Az altalunk hasznalt nano ZnO a specifikacio szerint 50
nm-nél kisebb részecskéket tartalmaz. Transzmisszios elektronmikroszkdppal vizsgélva a
szuszpenziokat, jelentds mértékili aggregaciot tapasztaltunk. Dinamikus fényszorodas méréssel
megallapithatd, hogy milyen méretfrakciok vannak jelen a mintaban. Két jelentds frakciot
talaltunk, 150 és 350 um atlagos hidrodinamikai &tmérdvel. Vizsgaltuk az oldott cink
mennyiségét a koncentracié és a pH fiiggvényében mindkét formara. Minden vizsgalt
koncentracio és pH esetén a nano forménal nagyobb oldott cink koncentraciot mértiink. Ennek
azonban az is lehet az oka, hogy a szilard részecskéket ultracentrifugalassal tavolitottuk el.
Lehetséges, hogy a nano forma esetén a legkisebb részecskék benne maradtak a vizsgalt
oldatban. A pH-t csokkentve mindkét forma esetén jelentds novekedést tapasztaltunk az oldott
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A kutatas utolso ¢veiben TXRF spektrometriai vizsgéalatokat végeztiink a rézfelvétel
vizsgalatara. Az allatok kezelése egy nano réz tartalmu anyag, a Bordoéi 1¢ Nano SC vizes
szuszpenzidjaval tortént. A vegyszer specifikacidja szerint az atlagos részecskeméret 500 nm
kortili, transzmisszios elektronmikroszkdpos vizsgalataink alapjan az ennél joval nagyobb, kb.
1000 nm, tehat valojaban kiviil esik az altalanosan elfogadott ,,nano” mérettartomany
(legalabb 1 dimenzidjaban < 100 nm) keretein. A vizsgalatokat harom koncentracional

vizes oldatokkal torténd kezelés esetén korabban mért értékekkel. Megallapithato, hogy a
rézfelvétel minden esetben szignifikansan eltér a két kiilonbozo tipust kezeldszer esetén,
kisebb koncentracidoknal (0,1 mmol/L és 1 mmol/L) a ,,nano” szuszpenzid, mig nagyobb
koncentracional (10 mmol/L) az oldat esetén intenzivebb a rézfelvétel.

Vizsgaltuk eldzetesen elpusztitott dllatok elemfelvételét is. Ennek célja az volt, hogy
informaciokat szerezziink arra nézve, hogy a fonalférgek €16 allapota befolyasolja-e az
elemek felvételét. Az allatok elpusztitasa rovid idejii melegitéssel (Un. ,,hémerevitéssel”)
tortént. Vizsgaltunk olyan allatokat is, melyek a kezelés megkezdés elott még éltek. A
kezelések Ot oraig tartottak €s a kovetkezo két kezelést végeztiik el: 1mmol/L CuSO4-oldat és
100 mmol/L KCr(SQ,),-oldat. Rézkezelés esetén az eldzetesen elpusztitott allat elemfelvétele
szignifikdnsan nagyobb volt, mint a kezelés kezdetekor még ¢16 példanyoké. A krémmal
tortént kezelés esetén nem tapasztaltunk szignifikdns kiilonbséget a két csoport kozott.

B.2.) Szinkrotronos vizsgalatok

A kutatas els6 éve soran részt vettiink egy mérésben a berlini Helmholtz-Zentrumban, a
BESSY II szinkrotron BAMline sugdrnyalabja segitségével végeztiik vizsgalatainkat.
Megkiséreltiik az allatokban a nyomelemek eloszlasat meghatarozni. Vizsgaltunk egy, a
természetes kornyezetébdl kinyert egyedet és egy Cu®*, Cr**, SeOs”tartalmii oldatban tizenét
percig tarolt allatot. A rendelkezésiinkre 4116 nyalabidd alatt nem sikertilt az allatokat teljes
mértékben végigpasztdzni, de megallapithatd, hogy a harom elem dusuléasa soran jellegzetes
,hotspotok™ figyelhetok meg. A XANES technika segitségével informaciot nyerhetiink arra
vonatkozoan is, hogy az adott szennyez6 elemeknek milyen a kémiai kornyezete.

A kutatas masodik évében a rezes kezelés hatasanak tovabbi vizsgalatara szinkrotronos
méréseket végeztiink, a Helmholtz Zentrum Berlin, BAMline szinkrotronnyalébjan.
Vizsgaltuk a réz kétdimenzios eloszldsat, az eloszlas tobbnyire homogén, kisebb
felhalmozddasok vannak, de a biomineralizaci6 kizarhato (4. abra). XANES technika
segitségével vizsgaltuk a réz kémiai kdrnyezetét. A kapott spektrumokban kiilonbség
mutatkozik, az esszencialisan jelenlevd, és a kezeléssel bevitt réz esetén. A kezelést
elvégeztiik réz-szulfattal, és réz-nitrattal is, hogy vizsgaljuk az anion hatdsat, de ebben az
esetben nem mutatkozott 1ényeges eltérés a spektrumok kozott.
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4. dabra: A kezelt fonalféreg réztartalmanak alakulasa (Savoly et al. 2013a)

A kutatas harmadik éve soran XANES technika segitségével vizsgaltuk K,CrOy-tal és nano
illetve bulk ZnO-dal kezelt allatokban a krom illetve cink kémiai kdrnyezetét. A kromat
jelentds mennyisége Cr(I1lI)-ma alakult az allat szervezetében, de emellett kis mennyiségi
kromat is jelen volt még. Nano és bulk ZnO esetén teljesen hasonl6 volt a spektrumok
szerkezete. A feji részben valosziniileg ZnO is van még jelen, a farki részen azonban egészen
mas szerkezetll volt a spektrum, tehat a ZnO valdsziniileg atalakul az allat szervezetében
torténd athaladés soran.

A kutatas utols6 évei sordn a korabban végzett XANES vizsgalatok részletesebb
adatfeldolgozasat is elvégeztiik. A vizsgalt mintak spektrumat illesztettiik referencia-
vegyiiletek spektrumaival, az illesztések eredménye a kovetkezo (Savoly et al. 2014):

10 mmol/L CuSQO4-oldat, 24 ora, vizsgalat a testk6zép kornyékén: Cuz(POy),: 40%; Cu-Aqu:
27%; Cu-Cys: 14%; Cu-Gly: 10%; Cu-His: 9%; R=0,000194.

50 mg/L nagyszemcsés ZnO-szuszpenzio, 24 ora, eltéro testtajak vizsgalatai:

a fej kornyékén: ZnO: 56%; Zn3(PO4),*xH,0: 23%; Zn-His: 21%; R: 0,000458.
a testk6zép kornyékén: ZnO: 36%; Znz(PO,4),*xH,0: 6%, Zn-His: 58% R: 0,000827.
a farok kornyékén: ZnO: 15%; Zn3(PO,),*xH,0: 53%; Zn-His: 32%; R: 0,000350.

50 mg/L nano ZnO-szuszpenziod, 24 ora, eltérd testtajak vizsgalatai:

a fej kornyékén: nano ZnO: 27%; Znz(PO4)>*XH,0: 50%; Zn-His: 19%; R: 0,000420.
a testkozép kornyékén: nano ZnO: 23%; Znz(PO,4),*xH,0: 24%; Zn-His: 53%; R: 0,000729.
a farok kornyékén: nano ZnO: 19%; Zn3(PO,),*xH,0: 30%; ZnS: 51%; R: 0,000828.

Ezen vizsgalatok eredménye is a testen beliili atalakulasra, valamint a foszfornak a
detoxifikacioban betdltott fontos szerepére utal.

B.3.) FIB-SEM vizsgalatok



A kutatas masodik éve soran a szennyezéanyagok térbeli eloszlasanak vizsgalata érdekében a
FIB-SEM technikat alkalmaztuk. Vizsgéltuk a rézzel kezelt mintdkban a makroelemek (C, N,
0, S, P, K, Ca) és a kezelés soran felvett réz térbeli eloszlasat. Készitettiink elemtérképeket
bizonyos kezelés esetén kisebb teriiletekrdl. Ezen kiviil vizsgaltuk az allatok testfelszinén,
illetve annak kozelében az egyes elemek hossziranyu eloszlasat kvantitativ modon. Tiz
egyenld hosszusagu teriiletszakaszon mértiik az egyes elemek jelintenzitasat. Az igy kapott
eloszlasokat relativ skalan megadva az egyes elemek eloszlasnak egymashoz képesti viszonya
statisztikailag vizsgalhato, az eredmények feldolgozasa folyamatban van. Az allatot a test
kozepénél elmetszettiik €s a kapott keresztmetszetet simava tettiik a FIB technika segitségével
(5. 4 dbra). A keresztmetszetben vizsgaltuk az elemeloszlast vonalmenti rontgenanalizis
alkalmazéséaval. Az eredmények feldolgozasa hasonld a hosszirdnyt vizsgalatoknal
emlitetthez. A réz eloszlasanak csticsértékei alapjan megallapithato, hogy az elemfelvétel
elsdsorban kiviilrdl, a kutikula iranyabol torténik és nem a tapcsatornabol. A réz és a kén
eloszlasa jo megfelelést mutatott egymassal (5. B dbra).
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5. dbra: A —a FIB SEM vizsgalatnak kitett fonalféreg keresztmetszeti képe (jol lathato a
bélcsatorna €s a kiiltakar6 alatti izomzat). B — elemek eloszlasa egy fonéalféreg
keresztmetszete mentén: kén (o) réz (m), platina (bevonodanyag - X) (Savoly et al. (2012))

A kutatas harmadik évében pasztazo elektronmikroszkop segitségével vizsgaltuk az allat feji
részében az elemeloszlast. A szajszervet koriilvevo ajakban talaltuk a legnagyobb mennyiségii
ként és rezet, a szajszervben nagy mennyiségii kén van jelen (6. dbra), a réztartalom csekély,
a fejben mindkét elem koncentracidja kicsi.

6. abra: A szajszurony magas kéntartalmat jelz6 elemeloszlasi kép



Fokuszalt ionnyalab segitségével liofilizalt allatokat vagtunk ketté és vizsgaltuk az
elemeloszlast a keresztmetszetekben. KoCrOy-tal és nano ZnO-dal torténd kezelés esetén is
hasonl6 elemeloszlasokat tapasztaltunk: a krom illetve Zn intenzitasa befelé haladva csokkent.
Kromattal torténd kezelés esetén a krom eloszlasa erds korrelaciot mutatott a foszfor és a kén
eloszlasaval is. ZnO esetén gyengébb korrelaciot tapasztaltunk (Savoly et al. 2013b).

A kutatas utols6 éveiben Vvizsgaltuk kiilonb6zo kezeléseknek kitett allatok keresztmetszetében
a kezel6szerben 1évo fém és a foszfor és kén, némely esetben ezeken kiviil a kalium és
kalcium kétdimenzios eloszlasat. A kalium ¢€s kalcium eloszlasa eléggé inhomogénnek
bizonyult az 4llat testében, ezért egyes keresztmetszetekben nem voltak az elektronsugaras
mikroanalizis mddszerével kimutathaté mennyiségben jelen. Kiilonb6zd helyeken végeztiink
bemetszéseket (fej, testkozép, farok kornyéke). A kovetkezo kezeléseket végeztiik: 1mmol/L
Cu(NOg3),-oldat, 50 mmol/L K,CrO,-oldat, 50 mg/L ZnSO,-oldat, 50 mg/L nagyszemcsés,
illetve nano ZnO-szuszpenzio, a kezelési id6 24 6ra volt minden esetben. Mindharom fém
esetén erdsebb korrelaciot talaltunk a fém és a foszfor eloszlasa kozott, mint a fém és a kéné
kozott. Bizonyos esetekben (krém és cink esetén) azokon a helyeken, ahol a foszfor és az
adott fém egyiitt volt jelen, kalcium jelenlétét is megfigyeltiik. Ezek alapjan valoszintsitheto,
hogy a 6 detoxifikacios utvonal réz, krém és cink esetén foszfattartalmui szemcsék
képzddése, melyek kalciumot is tartalmazhatnak. A nagyszemcsés €s nano ZnO-dal torténd
kezelés esetén az allat fejében olyan teriileteket is megfigyeltiink, ahol a cinken kiviil
semelyik masik vizsgalt elem nem volt kimutathato, itt valoszintileg a cink ZnO-ként van
jelen.

Kutatasaink mikroanalitikai eredményeibdl az alabbi kovetkeztetések vonhatok le:

— egyes nehézfémek felvétele és toxicitasa fligg a kezel6anyag mindségétol (nano ill. ,,bulk™),
¢és koncentracigjatol, valamint az expozicios id6 hosszatdl. Réz esetében az allatok ¢él6 vagy
elpusztult allapota is befolyasolja a felvételi viszonyokat.

— a felvétel dontden kutikularis expozicio kovetkeztében torténik, nem a tdpcsatornan at.

— az egyes krom species-ek: Cr(III) és Cr(VI) toxicitasa kozotti kiilonbségek jol
magyarazhatok az adott anyagok felvételi mintazataival.

— egyes eszencialis elemek (pl. kén, foszfor) koncentracioi szoros dsszefliggést mutatnak a
Ugyanakkor pl. a cink és a réz koncentracioi és térbeli eloszlasa kozott ellentétes tendenciak
voltak kimutathatok.

— XANES spekrumok illesztése révén kimutattuk nehézfémek atalakuladsanak folyamatat a
fonalférgek testén beliil. A kromat tartalom nagy része trivalens kromma alakult. A réz-
szulfat, valamint a nano €s a nagyszemcsés ZnO spektruma is egyarant megvaltozott az
allatok testében. Ezen nehézfémek egy része foszfattartalmu vegyiiletekké alakult, ami

— Szintén a foszfor detoxifikéacids szerepét tdmasztottak ala a keresztmetszeti elemeloszlas
FIB-SEM vizsgalata soran kapott korrelaciok a foszfor, valamint réz, a cink, illetve a krom
koncentracioi kozott, amelyek magasabbak voltak, mint a fémek és a kén értékei kozottiek.
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