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KIVONAT: Kilénb6zé ipari, intenziv mez8gazdasagi és Okoldgiai
gazdalkodasu terméfoldekrél szarmazé  talajvizmintdk  névényveddszer
maradvanyainak tesztallatokra gyakorolt hatasat vizsgéltuk. Célunk a
kiilénb6zd mintakban jelen 1évé névényvédészer maradvanyok kimutatasa és
biologiai hatasaik vizsgalata volt. Az immobilizaciés tesztet Daphnia magna
Straus (Cladocera, Crustacea) tesztallaton az ISO 6341:1996 szabvany leirasa
alapjan végeztik. El6z6leg, analitikai vizsgalatok soran megallapitottuk a
vizmintdkban mérheté névényvédbszerek aktiv hatdanyag- tartalmat. Az ipari
terlletekr6l szarmazé mintdk egy részében nagymértéklii szerves
névényveédbészer (acetochlor, atrazine, diazinon, metolachlor, terbutryn,
trifluralin) jelenlétét mutattuk ki, melyek toxikus hatast gyakoroltak a
tesztallatokra.  Vizsgalataink arra mutatnak ra, hogy az egyes
névényveéddszerek, illetve mas szennyez6k hatasait nem elegendd egyenként
elemezni, mivel a kornyezetben igen gyakran egyltt fordulnak eld, igy
szamolnunk kell a szennyezések és a mintakban el6forduld természetes
anyagok kdlcsénhatasaval is.

Kulecsszavak: Daphnia magna, vizibolha, bioteszt, ndévényvédbszer,
vizszennyezés, dkotoxikoldgia

ABSTRACT: The effects of pesticides residues in water samples of industrial,
agricultural or ecological origin have been studied on test animals. The aim of
our work was to determine pesticides residues in the different water samples



80

and to analyze the potential biological effects of them on the living organisms.
For this reason, immobilization tests were performed according to the I1SO
6341:1996 standard on test organism Daphnia magna Straus (Cladocera,
Crustacea). The levels of pesticides active ingredients were evaluated in water
samples prior to biotests. In one part of the industrial field samples, rather high
concentration levels of some monitored pesticides (acetochlor, atrazine,
diazinon, metolachlor, terbutryn, trifluralin) were detected which caused
biological effects on the test animals. Our tests show that it is not enough to
analyze the biological effects of pesticides or other pollutants separately, as
they mostly occur together in the environment. Therefore, probable
interferences in environmental sample compounds have to be taken into
consideration. Further studies are required to elucidate some unexpected
results while working with natural water samples in biotests.

Key words: Daphnia magna, water flea, toxicological test, biotest, pesticide,
water pollution, ecotoxicology

Bevezetés

A mezdbgazdasagi termelés soran a termés védelme érdekében szamtalan
kémiai vegylletet alkalmaznak évtizedek Oota vilagszerte. A technoldgidk
fejlédésével a régebben hasznalt természetes hatéanyagokat felvéltottak a
kilénb6zé szintetikus vegytletek. Ezek kozil is kiemelkedéen veszélyesek az un.
POP vegylletekhez (Persistent Organic Pollutants), megmaradd képes szerves
szennyez8k) tartozé klorozott szénhidrogén tipusu rovardld szerek. Ezek a
hatéanyagok jelent8s bioakkumulaciora illetve biomagnifikaciora képesek, igy
hosszu tavu hatsaikkal is szamolnunk kell.

A novényvédbszerek (peszticidek) alkalmazasa ugyanakkor kiilénb6zé
globalis mértékl problémat is jelent. Alkalmazasuk soran szennyezhetik a levegét, a
talajt, illetve bekerllhetnek ivovizkészleteinkbe is. A nem megfeleld helyekre
kijuttatott vagy kikerllt névényvéddészerek a célszervezeteken kivil karosithatjak a
tertlet éldvilagat, emellett bekerilhetnek az élelmiszerldncba. Egy vegyilet nem
célteriileten valo megjelenésének veszélyét ndveli a perzisztencia, a vizoldékonysag
és a toxikus metabolitok keletkezése. A ndvényvéd&szerek helyi bomlasat
szamtalan tényez8d befolyasolja, ezek kézil a legfontosabbak a talaj pH értéke,
oxigénnel vald ellatottsaga és mikrobialis aktivitasa (DARVAS és TAKACS-SANTA
2006). Az egyes hatéanyagok toxicitdsanak meghatarozasara biologiai tesztek
alkalmasak, amelyek alapjdn megitélhet6 a kornyezetre illetve emberre vald
veszélyességuk. A mérgezeésnek valo Kkitettség alapjan két toxicitds tipust
kilénboztetiink meg: az akut (heveny) és a krénikus (idilt) toxicitast. Az el6bbi
esetében a mérgezd anyaggal szembeni egyszeri révid idejd, mig az utobbinal
huzamosabb ideji kitettség valosul meg. Akut toxicitdas meghatarozasara az
emlésok kozll elsésorban vandorpatkanyt (Rattus norvegicus), ritkdbban hazi
egeret (Mus musculus) alkalmaznak. A hatdanyag bejuttatdsa leggyakrabban
ordlisan (szdjon at) vagy perkutan (b6ron keresztul) térténik. Vizi gerincesek kozdl
gyakran haszndlt tesztallatok a szivarvanyos pisztrang (Salmo gairdnerii), a ponty
(Cyprinus carpio) és a nagy naphal (Lepomis macrochir). A halakon mért toxicitasi
eredmények altaldban 6sszhangban vannak a vizi izeltlabuakon (Daphnia spp.)
mért toxicitassal. Az akut toxicitds mérésére alkalmasak még egyéb
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alacsonyabbrendi allatok, mint a hazi méh (Apis mellifica), valamint bizonyos
talajlako foldigilisztak, ugroévillasok, atkak is (DARVAS 2006).

A novényvedd szerek toxicitasanak kifejezésére az egyik leggyakrabban
hasznalt mér6szam az LCs, érték. Egy adott vegyllet azon koncentraciojat
(concentration lethalis, LC) fejezik ki, amely a vizsgalt tesztallatoknal 50 %-os
mortalitast eredményez. Minél kisebb ez az érték, a hasznalt hatéanyag annal
mérgez6bb az adott tesztszervezetre (HAMILTON et al. 1977).

A vizoldhaté ndvényvéd&szer hatdbanyagok bekerlilve a talajba, gyorsan elérik
a talajvizet, és ezaltal kapcsolatba kerllhetnek ivovizkészleteinkkel. Ha egy nagy
perzisztenciaju vegyulet még bizonyos mérték(i vizoldékonysaggal is rendelkezik,
akkor nagymértékben szennyezheti a talajvizet. Az egyik ilyen hatéanyag az
atrazine, amely anaerob kortulmények kozoétt alig bomlik, igy a talajban lefelé
haladva egyre kevésbé bomlékony. A hazai vizeket tekintve, a leggyakoribb
vizszennyez8k az atrazine és az acetochlor, de rendszeresen el6fordul a vizsgalt
mintakban diazinon, metolachlor és trifluralin is (KAROLY et al. 2001).

A kiilénb6z6 hatdanyagok egylttes hatasa antagonizmust és szinergizmust is
eredményezhet, mig mas esetekben ezen anyagok additiv kdlcstnhatasaival kell
szamolnunk. Esisenia foelide giliszta tesztben az acetochlor és a mitragyaként
alkalmazott urea keverékének alkalmazasa minden doézis mellett alacsonyabb
toxicitast mutatott, mint az acetochlor egyedili hatasa, azonos kortilmények kozott
(X1a0 et al. 2004). Zooplankton — kdéztik Daphnia sp — és algak esetében egyes
inszekticidek (carbaryl, malathion, chlorpyrifos, diazinon, endosulfan) keverékének
egyuttes hatasa nem tér el jelentésen az egyenkénti alkalmazas okozta toxicitastal,
vagyis a hatdsok alapvizsgalatok eredményei alapjan becstilhet6ek. Ugyanezen
rovaroléket kétéltlieken alkalmazva szinergista hatas mérhet6. Hasonl6 jelenséget
figyeltek meg herbicidek (acetochlor, metolachlor, glyphosate, 2,4-D, atrazine)
keverékének vizsgalata soran is (RELYEA 2009).

A hazai vizeinkben leggyakrabban el&forduld, és altalunk is kimutatott
hatdanyagok néhany vizi szervezetre gyakorolt hatasat az 1. tablazatban foglaltuk
0ssze, a The e-Pesticide Manual alapjan.

1. tablazat. A mért hatéanyagok vizi szervezetekre gyakorolt hatasai (ToMLIN 2000)
(* Magyarorszagon 2008-ban hasznalata mar nem engedélyezett (Ocsko 2008))

) u LCsp értékek ECso értékek LCso értek
Vizoldhatésag (Daphnia magna) (Scenedesmus-Sc | (Oncorhynchus mykiss)
Selenastrum-Se) (96 h)

acetochlor 2(2235%%” 94;?%/' - 0,36 mg /I

atrazine* (23330?8'/_" 7 872:}?” Sc- 07%13 mg/l 4,5-11,0 mgl/l

diazinon GgorPg/ ! 0,96 g/ - 2,6-3,2 mg/l
metolachlor 4(28;]](%/' 2221&” Sc - 0,1 mgl/l 3,9 mg/l
terbutryn* 2(22@13;' 2’2%";9’ ! Se — 0,013 mg/l 1,1 mg/!

trifluralin ((2);5%%1) ';‘Hgl; 0'232 E‘g/ ' Se — 12,2 mg/| 0,088 mg/l
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Anyag és médszer

Az altalunk vizsgalt kdrnyezeti mintak Békés-megyébdl szarmaztak, mig az
analitikai vizsgalatokat és a bioteszteket a MTA NOvényvédelmi Kutatdintézete
Okotoxikoldgiai és Kérnyezetanalitikai Osztalyanak laboratériumaiban végeztiik.

A vizsgalatokba o6kolégiai mezégazdasagi termelés ala vont-, intenziv
mez6gazdasagi-, és ipari terlletekrél szarmazé mintakat vontunk be. A talajviz-
mintavétel eredetileg meglévd, dntdzési céllal Iétrehozott kutakbdl, vagy a terlleten
levs furt kutakbdl tortént. Meglévé kut esetében a vizkivételre egyébként hasznalt
szerkezet altal (szivattyu, hidrofor stb.) kivett vizb6l tortént a vizsgalati
mintavételezés. Ez esetben a minta homogén, a hasznélatra jellemzd
parameéterekkel rendelkezik. Furt kutbdl nyert talajviz minta az adott rétegre jellemzé
vizmin6séget reprezentalja. A vizsgalati minta mennyisége minimalisan 5 | volt. Az
analitikai vizsgalatok utan valasztottuk ki a vizi szervezetekre potencidlisan veszélyt
jelentd mintakat. A kisérlet soran négy talajvizminta (V635, V639, V643, V645) fart
kutakbdl, mig tovabbi négy minta (V651, V676, V677, V679) eredetileg meglévé,
Ontdzésre hasznalt kutakbdl szarmazott.
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1. abra. Mintavételi helyszinek Békés-megyében (eredeti, felhasznalt térkép forrasa:
GoogleMaps)
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A vizmintak GC-MS (gazkromatografids tdmegspektrométeres) vizsgalathoz
torténé elékészitésére szilard fazisu extrakciot (SPE) alkalmaztunk. A SPE
technikdhoz nem poroézus, grafitizalt széntolteti SPE-oszlopot (CarboPrep-90
[Restek]) hasznadltunk. A homogén,  grafitizalt  széntdltet  felszinén
oxigénkomplexeket tartalmaz, amelyek savas, bazikus illetve semleges
komponenseket egyarant megkoétnek. Az SPE mddszer jelentés elénye, hogy 500:1
— 1000:1 aranyu tomeényitést (koncentralast) tesz lehetévé. Az SPE eljarashoz az
oszlopokat (500 mg, 6 ml) vakuumos szivas mellett 5 ml diklér-metan/metanol (8:2),
2 ml metanol, majd 10 ml 10 mg/ml aszkorbinsavat tartalmazé desztillalt vizzel
kondicionaltuk. Ezutan 1000 ml sz{rt mintaoldatot eresztettiink at az oszlopon 10-15
ml/perc aramlasi sebesség mellett, az oszlopot 7 ml desztillalt vizzel &blitettik,
levegd atszivatasaval 10 percig szdritottuk, 1 ml metanol/desztillalt viz (1:1) oldattal
mostuk, majd Ujra légszarazra szaritottuk. A semleges és bazikus
mikroszennyez&ket 1 ml metanol, majd 1 ml diklér-metan/metanol (8:2) eluens lassu
atfolyatasaval oldottuk le. Az egyesitett szerves fazist nitrogéngaz alatt mintegy 0,1
ml térfogatra betdményitettiik, a tdomény oldathoz 2 ml izooktant adtunk, majd 1 ml
végtérfogatra téményitettilk, s a miszeres analitikai eljaras elvégzéséig 4 °C-on
taroltuk. Az el6készitett mintak ndévényvédbé szerekre vonatkozé hatéanyag-
maradvanytartalmat mértik GC-MS-en. Kromatografias oszlopként a szerves
vegylletek széles kdrének (alkoholok, aminok, aromas és alifas szénhidrogének,
észterek, halogéntartalmu vegylletek stb.) elvalasztasara alkalmas, enyhén polaris
tulajdonsagu, 5% difenil- és 95% dimetil-polisziloxan téltetet tartalmazé kapillaris
oszlopot alkalmaztunk. A talalt hatéanyagok analitikai mintaival standard
kromatogramokat vettiink fel, illetve 6tpontos koncentracid kalibraciét végeztink.
(OLDAL et al. 2006)

A GC-MS vizsgalatokban talalt vegylleteket részint analitikai standardok,
részint GC-MS spektrumkonyvtarak (NIST 98, WILEY 7TH) segitségével azonositjuk.
A kisérleti koéralmények. Az immobilizaciés tesztet Daphnia magna Straus
(Cladocera, Crustacea) tesztallaton az 1SO 6341:1996 szabvany leirasa alapjan
végeztik. A torzstenyészet a Palladin intézetbdl (Kijev, Ukrajna) és a LAB Research
Hungary veszprémi intézetéb6l szarmazik. A tenyészetet a tesztelGiras szerinti
oldatban (Daphnia oldat) tartjuk, melynek elkészitéséhez négy féle adott
koncentraciéju séoldat (CaCl2, MgSO4, NaHCO3, KCI) 25-25 ml-ét elegyitjuk, és 1
literre higitjuk (ISO 6341: 1996). A megvilagitasi id6 napi 16 6ra, a hémérséklet 22
°C volt. A tesztallatok érzékenységét kalium-dikromat (K2Cr207) teszttel mértik,
amely soran kulénb6zé koncentracidkban vizsgaltuk a tesztallatok alkalmassagat. A
tesztek alapjan a tenyészet megfelelének bizonyult a vizminta-vizsgalatra, mivel az
LCs, értékek minden esetben az elvart 0,6 és 1,7 mg/l k6zé estek.

A Kkisérlet beallitasa. A teszt soran az allatoknak azt a tulajdonsagat
hasznaljuk, hogy megfelelé korilmények kozott szliznemzéssel szaporodnak. Elsé
Iépésben a torzstenyészetbdl kivalogattuk az anyakat, melyeket kisebb f6zépoharba
helyeztink at. Az anyadllat testében szabad szemmel is jol kivehet6k a fejl6dd
utédok. A teszthez a maximum 24 o6ras fiatal allatokat hasznaltuk, ezeket
eltavolitottuk az anyak mellél. Faeces poharakba a kontroll-csoport esetén 10 mi
Daphnia-oldatot, a tesztcsoport esetén 10 ml mintat mértiink ki. A teszteket négy
ismétlésben végeztik, ismétlésenként 10 allattal. 24 majd 48 éra elteltével
vizsgaltuk az allatok mozgéasat, az immobilizaciés protokoll alapjan a mozgasképes
egyedeket jegyeztik fel. A kisérlet befejeztével probitanalizissel kiszamoltuk az
50%-os mortalitast (illetve ebben az esetben immobilizaciot) okozé koncentraciokat
(LCso-értékek). Ehhez a szamitashoz az Microsoft® Office Excel 2003 programot
hasznaltuk.
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Eredmények és értékelésiik

A novényveéddszerek koézul mintegy 25, jelentds megmaradd képességgel
rendelkez6 hatdéanyag el6fordulasat vizsgaltuk a vizmintakban, az eddig
beérkezettekben 6 peszticidet sikerilt kimutatni. Ezek az acetochlor, atrazine,
diazinon, metolachlor, terbutryn és a trifluralin hatéanyagok voltak.

Az el6zetes kémiai analitikai vizsgalatok soran megallapitottuk a mintak
hatdanyagtartalmat. A biologiai tesztelésre kerll6 vizmintak tehat az ily mddon
meghatarozott hatéanyag-mennyiségeket tartalmazzak. A vizsgalt mintdkban a
leggyakoribb szennyez6k az atrazine, az acetochlor és a metolachlor voltak. A V677
és V679 mintak ipari szennyezés utan elvileg megtisztitott kutakbol széarmaznak,
azonban méréseink szerint mindkét hely tovabbra is nagy mennyiségben tartalmaz
névenyvédbszer maradvanyokat. A V651-es minta 6kologiai gazdalkodasu teruletrél
szarmazik, ahol a vizsgalt hatbanyagok hasznalata kizart, ennek ellenére az jelentds
mértékl diazinon szennyezést tartalmazott. A vegylilet er6sen perzisztens, tehat
jelenléte lehet korabbi hasznalat, vagy vizoldékonysagabdl addodd terjedés
koévetkezménye.

A 2. tablazatban 6sszefoglaltuk a kiszamolt mortalitasi- és az LCsy értékeket,
zarojelben az ehhez tartozd konfidencia intervallum értékek szerepelnek. A
mortalitasi % szamolasa soran minden esetben a Henderson-Tilton képletet
hasznaltuk, mely a kezeléseket korrigalja a kontroll kezelés mortalitasaval. A
tovabbiakban a mortalitasi szazalék kifejezés alatt a Henderson—Tilton formulaval
korrigalt adatok értenddk.

2. tablazat. A vizsgalt mintak hatdanyagtartalma és a tesztallatokon (D. magna)
okozott mortalitasa (* int: intenziv mez&gazdasagi, 6ko: 6koldgiai, ip.: ipari **The e-
Pesticide Manual 2000-2001).

Hatéanyag tartalom (ng hatéanyag maradék/liter viz L
Minta Mortalitasi
P 0,
sorszama/ . L . ) .(H,T)‘I“
terillet iellege* | acetochlor | atrazine diazinon metolachlor terbutryn trifluralin (szoras) /LCsp
ol (konf.int.)
V639/int. - - - 4 - - 0
\/645/int. - - - =1 - - 0
\/651/8ko. - - 840 - - - 0
\/676/ip. 180 2 8 =105 o = 65 (8,66)
: 100 /6,4
VBT 7/ip. >>108 105 <1 1660 180 800 (4.34-8,93)
- 100 /13,34
5 :
\V679/ip. =10 =>10000 <1 560 350 9020 (8,97-18.83)
LCs ertékek
(Daphnia 9421%” 872£nﬁ:1/| 0,86 pgh 2?15[][?” Z,aGBTgII D,Zig ;ng!l
magna)**

A V635 és a V643 sz. mintakban ndvényvédd szert nem sikertlt kimutatnunk,
azonban mindkettében dibutyl-phthalate adalékanyagot talaltunk — ahogy tébb
peszticid maradvanyt tartalmazé mintaban is — ezért kerlltek a vizsgalati sorba.
Megallapitottuk, hogy még nagy mennyiségii (100 ng/liter) dibutyl-phthalate sem
befolyasolja érdemben a mérést. Akut toxicitast tehat nem okoznak, viszont ilyen
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esetben érdemes krénikus toxicitési tesztet is elvégezni, hogy ezen anyagok
hosszabb tavu hatasait detektalhassuk.

A V639 és V645 sz. mintakban kis mennyiségii metolachlor hatéanyagot
sikerdlt kimutatni, igy a vart eredményt kaptuk, vagyis a mintdk nem okoztak
mobilitas gatlast a tesztallatokon.

A V651 sz. minta esetében nem tapasztaltunk mobilitasgatlast, ami azért
érdekes, mivel a minta mért diazinon tartalma ugyan nem éri el, de nagyon
megkozeliti a hatéanyagra meghatarozott LCs, értéket. Ez esetben bizonyos
mértékl mortalitast kellett volna tapasztalnunk. Feltételezhetd, hogy a mintdban
talalhatd egyéb szennyez6dések antagonista kdlcsdnhatasok révén gatolhattak a
vegyllet bioldgiai hataskifejtését.

A V676 sz. mintdban kismértékli — bioldgiai hatdséat tekintve elenyész —
diazinon és acetochlor, illetve LCs, értéket mintegy kétszeresen meghalado
mennyiségl metolachlor szennyez&déseket hataroztunk meg, amelyek 65 %-os
mortalitast okoztak. Ennél a mintanal ismételten felvet6dik az esetleges antagonista
hatasok megjelenése.

A V677 sz. és a V679 sz. mintak higitatlan tesztelésekor a varthoz hasonlé
eredmény szlletett, mivel mindkét esetben nagysagrendekkel tdbb névényvédo szer
hatdanyagot tartalmaz az analitikai mérés szerint, mint amennyi az LCsy értékben
meg lett hatarozva. Mindkét esetben 100 %-os mortalitast tapasztaltunk.

Ezen két vizmintan 5-, 10-, 25-, 50-, és 100 - szorosan higitottan is
elvégeztik a méréseket. Az igy kapott mortalitasi eredményekbél szamitottunk LCsq
értékeket. A 6,4- és 13,34-szeres higitasra szamitott LCso értékek bar kimagaslé
toxicitast jelentenek kornyezeti vizmintak esetén, valdjaban alacsonyabbak a
vartnal. A két minta rendkivili acetochlor — emellett a V677 jeltnél trifluralin —
szennyezettsége alapjan még a mértnél is jelentésebb toxicitasra szamitottunk.

Irodalmi adatok alapjan, a tesztszervezeten additiv hatast feltételeztiink a
vizsgalt vizekben el6fordulé hatdéanyagoknal. Bar kisérleteink els6sorban a
koérnyezeti vizmintak valos toxicitdsanak meghatarozasara iranyultak, elézetesen
megallapithatd, hogy a nagy vizibolhan a mintainkbdl kimutatott egyes herbicidek
(acetochlor, trifluralin) antagonista hatasuak. Ennek igazolasara azonban tovabbi
célzott, tiszta hatdanyagok keverékével végzett vizsgalatok sziikségesek.

Készénetnyilvanitas: Jelen munka az NKTH JAP ,Montabio TSZ 071128” szamu
tdmogatasban részesdult.
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