Ady Endre Elméleti Líceum - Nagyvárad

Puskás Ágnes (tanár)
Vízszennyező anyagok élettani hatásának vizsgálata biológia szakkörön
I. BEVEZETÉS
E dolgozat témáját a napjainkban egyre nagyobb méreteket öltő környezetszennyezés sugallta. A nagyváradi „Ady Endre” Elméleti Líceum 9. osztályos diákjaival szakköri tevékenység keretén belül azt tanulmányoztuk, hogy milyen hatásuk van a környezetben is előforduló szennyezőanyagoknak a vízi növények életműködéseire. Olyan anyagokat használtunk, melyek az emberi tevékenységeknek köszönhetően a vizekbe kerülhetnek, szennyezve azokat.
A növények számára toxikusnak tekinthetők azok a szennyezőanyagok, amelyek megváltoztatják az életterek fizikai-kémiai paramétereit és ebben az élettérben módosítják vagy fizikai - kémiai úton akadályozzák a légzést, fotoszintézist, tápanyagfelvételt.
A kísérletünkben felhasznált vízinövény az átokhínár (Elodea canadensis) volt. E sötétzöld levelű hínár víz alatt, kuszán, gabalyodva növekvő vízinövény. Az oldott anyagokat egész testfelületén keresztül veszi fel. Anyag – és gázcseréje során vízben oldott anyagokat vesz fel, a termelt anyagok és gázok is a vízbe kerülnek vissza. A növény nemcsak a vízben oldott anyagokból építi fel testét, hanem a fenékiszap tápanyagaiból is. 

A nehézfémek növények általi felvétele és akkumulációja különösen veszélyes folyamat, mert így ezek az elemek bekerülnek a táplákozási láncok anyagforgalmába. A nehézfémek és más szintetikus vegyületek módosíthatják a szerkezeti fehérjék konformációját, károsíthatják a biomembránokat, a fotoszintetikus pigmenteket és gátolhatják egyes tápanyagok felvételét, gátolva ezáltal a növény életfolyamatait. Bizonyos koncentrációig a növények képesek megelőzni a szennyező anyagok káros hatásait (felvételi szelektivitás és kelátképzés általi lekötés útján), de a védekezési mechanizmusok bizonyos határértékek átlépésekor hatástalanná válnak. 
A környezetben felgyűlő nehézfémek és más szennyező anyagok közvetett úton is befolyásolják a növények táplálkozását, mivel megváltoztathatják a közeg vegyhatását és ezáltal módosíthatják az egyes tápanyagok oldhatóságát és hozzáférhetőségét. Megfigyeléseink során három szennyező anyag  hatását tanulmányoztuk a növényre, réz-, ólom- valamint nitrát-vegyületeket alkalmazva.
A réz: A réz komplex szerepet tölt be a növények életfolyamataiban. Számos vegyület (például enzimek) alkotórésze, ezért minden növénynek szüksége van bizonyos mennyiségű rézre. 

A növények réztartalmának legnagyobb része, kb. 70%-a a kloroplasztiszokban található meg és a fotoszintézisben is részt vesz. Alacsony rézkoncentráció serkenti a fotoszintézist, de magasabb értéknél mérgezési tünetek jelennek meg és ez környezetszennyezésre utal. 
Az ólom: A nehézfémek közül az ólom vegyületei igen sok megbetegedést okoznak. Növényekre, állatokra és emberre nézve is veszélyesek. A szervezetbe került ólom nehezen ürül ki és 0,05 μg/l -nyi koncentráció felett mérgezést okoz, gátolja egyes enzimek működését és a sejtosztódást, zavarja a gázcserenyílások működését és a klorofill-szintézist. 

A nitrát: Kis mennyiségű nitrát szinte minden vízben kimutatható. A felszíni vizek nitrát-tartalma 0-8 mg/liter között van, a szennyezett vizeké 50-150 mg/liter körüli vagy ennél is többet tartalmazhatnak. A nitrát a mezőgazdaságban használt műtrágyákból vagy sérült csövekből kerülhet a vízbe. 

A szervezetben a nitrát nitritté alakulhat. A nitritek hatására a vérben az oxigén szállítását végző hemoglobin methemoglobinná alakulhat és ez elégtelen oxigénellátáshoz vezet. A mérgezés tünetei a kék ajkak, kezek és lábak, fejfájás, légzési nehézségek, legrosszabb esetben fulladás. Emellett a nitrit rákkeltő nitrozaminná is alakulhat.
II. ANYAG ÉS MÓDSZER
II.1. A vegyi anyagok elhelyezése az Erlenmeyer-lombikokban

Hét, 250 ml-es Erlenmeyer-lombikot csapvízzel töltöttünk meg. Az átokhínárt (Elodea canadensist) a gyökerénél szálakra szedtük, majd kettessével az Erlenmeyer-lombikokba helyeztük Hat lombik vizét három különböző anyaggal szennyeztük: nátrium-nitráttal, ólom-acetáttal és réz-acetáttal. A hetedik lombikba nem tettünk semmilyen szennyező anyagot, ez volt a kontroll.
A szennyezőanyagok mennyiségét a „Kézikönyv a kisvízfolyások komlpex viszgálatához” című könyvből vett információk alapján állapítottuk meg. Mindegyik anyagból két különböző koncentrációjú oldatot állítottunk elő. A kisebb koncentráció megegyezett azzal az értékkel, amely még elfogadható a vizekben (nem jelent szennyezést). A nagyobb koncentráció értéke a szennyezett vizek kategóriájába esett. 

Az első vegyszer amit kimértünk a nátrium-nitrát (NaNO3) volt és a két oldat koncentrációja: 5mg/l illetve 25mg/l volt. A második anyag az ólom-acetát (Pb (C2H3O2)2·3 H2O) volt, melyből 20mg/l illetve 100mg/l koncentrációjú oldatokat készítettünk. A harmadik anyagból, réz-acetátból (Cu(CH3COO)2·H2O), az ólom-acetáthoz hasonlóan 20mg/l és 100mg/l töménységű oldatokat használtunk.
A lombikokat vattadugóval bedugtuk és az iskola biológia laboratóriumában jó fényviszonyok közé helyeztük.
II.2. A növények makroszkopikus és mikroszkóppal történő vizsgálata

A növényeket tartalmazó lombikokat 2-3 naponta megvizsgáltuk és feljegyzéseket készítettünk. Minden lombikból leveleket vettünk ki és megnéztük őket szabad szemmel, illetve mikroszkóppal. Tisztán láthatóak voltak a sejtek, kloroplasztiszok, sejthártyák, vakuólum és a sejtfal.
II.3. A növényi kataláz vizsgálata
Ezt a meghatározást a kísérlet 14. napján végeztük el, amivel egyúttal be is fejeztük megfigyeléseinket.

A kataláz rendkívül elterjedt enzim a növényi szövetekben. A sejtek kataláztartalma elsősorban a peroxiszómákban lokalizált, a kloroplasztisz nem tartalmaz katalázt. A kataláz funkciója a mérgező hidrogénperoxid (H2O2) bontása, ami in vitro a következő bruttó egyenlet szerint megy végbe:
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A kataláz a reakció során a H2O2 molekulához kapcsolódik, ebből a komplexből katalitikus reakció esetén, újabb H2O2 molekulával reakcióba lépve, az enzim szabaddá válása mellett víz és oxigén keletkezik.

A szervezetekben számos enzimatikus reakció jár H2O2 termeléssel. A C3-as fotoszintézist végző növényekben (ezek a leggyakoribb növények) jellegzetes H2O2 termelő hely a peroxiszóma. A peroxiszóma egyszeres hártyával körülvett apró sejtszervecske, mely a növényi és az állati sejtekben is előfordul.

A növények öregedése során a kataláz aktivitása csökken, ami a szabad gyökök és peroxidok akkumulációjához vezet, ez pedig elsősorban a membránlipidmolekulák- és ezáltal a membránok károsodását idézi elő.

A kataláz-enzim akrtivitásának meghatározását titrimetriás módszerrel állapítottuk meg az el nem bomlott oxigénes víz KMnO4-tal való titrálása által (Drăgan-Bularda, 2000).
A hét lombikból kivettük a növényeket és mindegyiket külön-külön homokkal, porcelán mozsárban összezúztuk, kb 30ml desztillált vizet öntve hozzá. A zúzatokat leszűrtük. 

Hét, 100 ml-es Erlenmeyer-lombikba 10-10 ml növényi szűrletanyagot öntöttünk és mindegyik lombikba 2-2 ml, 3%-os H2O2 oldatot tettünk. Ezzel párhuzamosan egy vakpróbát is előkészítettünk: 10ml desztillált víz + 2ml 3 %-os H2O2 felhasználásával. Valamennyi lombikot lezártuk vattadugóval és 60 percet inkubáltuk őket szobahőmérsékleten. 
Egy óra múlva minden Erlenmeyerbe 10-10ml 4 N-os H2SO4 oldatot pipettáztunk, leállítva ezzel a reakciót. A lombikok tartalmát 28 ml desztillált víz hozzáadásával 50 ml-re egészítettük ki, majd leszűrtük. Újabb hét Erlenmeyerbe 25-25 ml szűrtetet és 2,5-2,5 ml 4N-os H2SO4 -t adagoltunk. Az így előkészített oldatokat 0,05 N-os KMnO4 oldattal titráltuk meg állandó halvány rózsaszín szín megjelenéséig. 
A titráláshoz elhasznált KMnO4 mennyiségeket figyelmesen felírtuk. A titrálás a következő egyenlet szerint ment végbe: 
2KMnO4 +  5 H2O2  + 4H2SO4 =  2KHSO4 + 2MnSO4 + 8H2O + 5O2
Számításokat is végeztünk és ezek alapján 1 cm3 0,05 normálos KMnO4 oldat 0,85mg H2O2-vel reagál, vagyis 1 ml 0,05N KMnO4 0,85 mg H2O2 –nak felel meg.

III. EREDMÉNYEK ÉS KIÉRTÉKELÉSÜK
III.1. A vízinövény makroszkopikus és mikroszkóppal végzett vizsgálata
A kísérlet kezdetén, az első napon valamennyi lombikban egyforma színűek voltak a növények. Ahogy teltek a napok, a vízben található szennyezőanyagok hatásának következtében szabad szemmel is látható különbségeket észleltünk az egyes lombikokban található növények között.

A kontroll (szennyezőanyagot nem tartalmazó) lombikban az átokhínár levelei a kísérlet végéig élénk zöld színűek maradtak, csak igen kevés levél halványult el kissé.

A 20 mg/l Cu(C2H3O2)2  ∙ H2O –et tartalmazó változatban már a kísérlet harmadik napjától megfigyelhető volt a levelek halványodása, a 14. napon pedig már teljesen áttetsző leveleket is találtunk. A 100 mg/l Cu(C2H3O2)2 ∙H2O-et tartalmazó lombikban a víz a kísérlet 3. napjától kezdve zöldes árnyalatú lett és ez az árnyalat a továbbiakban egyre intenzívebbé vált. Valószínűleg zöld színű csapadék keletkezett a lombik vizében és ez a növény leveleire is rárakódott, mert e levelek már az 5. naptól kezdődően rendellenesen zöld színűek lettek, sötétebbek, mint a kontroll növény levelei.
Mindkét alkalmazott ólomkoncentráció, 20 mg/l Pb(C2H3O2)2∙3 H2O és 100 mg/l Pb(C2H3O2)2∙3 H2O, esetében a levelek már a 3. naptól kezdve halványodtak, de a halvány levelek száma a 3. napon még alacsony volt. A 9. napon a levelek többsége mindkét ólomtartalmú változatban sárgás színű volt és a lombikok vize is zavarossá (fehéres árnyalatúvá) vált. Az alacsonyabb ólomkoncentrációjú változatban a sárga levelek aránya a kísérlet végéig magas volt, de maradt még néhány zöld színű levél is. A magasabb ólomtartalmú változatban a 14. napon a sárga színű levelek mellett számos teljesen kifehéredett levél is megfigyelhető volt, zöld levelek pedig egyáltalán nem fordultak elő.
Az 5 mg/l (NaNO3) és a 25 mg/l (NaNO3) –ot tartalmazó lombikokban már a 3. napon elkezdődött a levelek sárgulása, halványodása. Előbb a lombik alján levő levelek kezdtek színtelenedni, 5. naptól pedig a magasabban ülő levelek is. A 14. napon a sárga levelek mellett, mindkét NaNO3 –ot tartalmazó változatban teljesen átlátszó levelek is voltak, ezek száma a több NaNO3-ot tarlamazó változatban magasabb volt. 
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1. kép: Kezdetben minden lombikban 

2. kép: A növény leveleinek színe 
ugyanolyan színű volt a növény


megváltozott a 14 nap alatt

III.2.A kataláz-enzim aktivitásának vizsgálata
	A
	B
	C
	D
	E

	Lombik
	14. nap után végzett titrálás során fogyott KMnO4 mennyisége (ml)
	A KMnO4 –nak megfelelő H2O2 mennyisége (mg)

(„B” oszlop értékei x 0,85)
	Kataláz – aktivitás

Elbontott mg H2O2 / lombik / 
1 óra

(60 – „C” oszlop értékei)
	Korrigált érték

D–vakpróbá-ban bomlott H2O2 

(„D” oszlop értékei – Vakpróba = 2,2 ml)

	20 mg/l Cu(C2H3O2)2  ∙ H2O
	6,0
	5,10
	54,90
	52,70

	100 mg/l Cu(C2H3O2)2  ∙ H2O
	7,6
	6,46
	53,54
	51,34

	20 mg/l Pb(C2H3O2)2 ∙ 3 H2O
	5,6
	4,76
	55,24
	53,04

	100 mg/l Pb(C2H3O2)2 ∙ 3 H2O
	8,0
	6,80
	53,20
	51,00

	5 mg/l NaNO3
	7,0
	5,95
	54,05
	51,85

	25 mg/l NaNO3
	8,2
	6,97
	53,03
	50,83

	Kontroll
	24
	20,4
	39,6
	37,4

	Vakpróba
	68
	57,8
	2,2
	-
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1. ábra: A kataláz – aktivitás változása a szennyezőanyagok függvényében
IV. KÖVETKEZTETÉSEK

A három vizsgált vegyi anyag: a réz-acetát, ólom-acetát és a nátrium-nitrát különböző koncentrációi jellegzetes módon befolyásolták az átokhínár életműködéseit. 
A kísérlet eredményei alapján megállapítható, hogy az átokhínár könnyen felveszi és akkumulálja az általunk alkalmazott vegyi anyagokat.

A növény leveleinek makroszkopikus és mikroszkóppal végzett vizsgaláta alapján elmondható, hogy a három vegyi anyag közül az ólom hatása volt a legkárosabb. Mindkét alkalmazott ólomkoncentráció esetében a kezdetben élénkzöld levelek többsége két hét alatt kifehéredett. Az ólom serkentette a levelekben a klorofill lebomlását és ezzel párhuzamosan erősen gátolta a növény fotoszintézisét.
A réz hatása az óloménál enyhébbnek bizonyult, mivel a klorofillok lebomlása lassúbb ütemben valósult meg. A kísérlet végén, két hét múlva is láthattunk zöld leveleket a lombikban. A zöld szín azonban csalóka is lehetett, mivel a réztartalmú lombikok vize zöldesre színeződött, ami valószínüleg annak tulajdonítható, hogy a lombikokban Cu(II)-klorid keletkezett. Ez a zöld színű vegyület festette meg a vizet és ez rárakódhatott a levelekre is.

A nitrátok jelenléte befolyásolta legkevésbé a növényeket. Az alacsonyabb nitrát-koncentráció mellett még elég sok zöld levél maradt a növényeken, ezzel szemben a magasabb mennyiségben jelen levő nitrát számos levél elszíntelenedését eredményezte. A fehér lerakódások valószínűleg annak tulajdoníthatók, hogy a lombikban levő vízben nem oldódó kristályok keletkeztek.
A kataláz – aktivitást illetően nem figyelhettünk meg nagy eltéréseket az egyes változatok között. Az enzim aktivitásának értékei 50,83 és 53,04 elbontott mg H2O2 / lombik / 1 óra között változtak. Az egyes változatok esetében kapott értékek csak nagyjából hasonlíthatók össze, mert a növényi anyag mennyiségét csak vizesen tudtuk lemérni, szárazon nem. 

Az eredményekből azonban látható, hogy a kataláz enzim aktivitása igen élénk volt, ami annak tulajdonítható, hogy a szennyező anyagok hatására a növényekben lebomlási folyamatok indultak be, melyek melléktermékeiként mérgező anyagok, például H2O2 is keletkezett. A magas kataláz-aktivitás tehát a sejtekben zajló élénk lebomlási folyamatokra utalhat.
V. A DIÁKKÖRI TEVÉKENYSÉGEK VÉGZÉSE KÖZBEN ELSAJÁTĺTOTT ISMERETEK, KÉSZSÉGEK, KÉPESSÉGEK 

A vízminőséget vizsgáló csoportban 9.-es diákok vettek részt, akik szabadidejükben két héten keresztül végezték megfigyeléseiket, rögzítették tapasztalataikat, elemezték a mintákat és levonták a következtetéseket.

A tevékenységek kezdetekor a diákok természetesen hathatós tanári irányítást igényeltek. A kísérlet elkezdése előtt összeültünk és kitűztük magunk elé a megvalósítandó feladatokat, megbeszéltük a teendőket, összeírtuk mire lesz szükségünk.
Az első minták elemzéseit ugyancsak tanári irányítással végezték el a diákok, de minél több elemzést végeztek el, a diákok annál önállóbbak és magabiztosabbak lettek és végül már önállóan értékelték ki az eredményeket. A tevékenységek során sokat fejlődtek a diákok a laboratóriumi eszközök használatának terén is, mivel minden elemzést tanári felügyelet alatt, de saját maguk végeztek el.
VI. KÖVETKEZTETÉSEK A KÖRNYEZETVÉDELMI NEVELÉS TEKINTETÉBEN
A tudományos diákköri tevékenység által megvalósítható, fejleszthető:

1. A diákok környezeti nevelése

1.1. A diákok megismerkedtek lakóhelyük, közvetlen környezetük természeti értékeivel

1.2. A diákok megismerkedtek lakóhelyük környezeti állapotával
1.3. A 1.1. és 1.2. által a diákok képet kaptak a vizsgált területeken lejátszódó természetes folyamatokról, emberi beavatkozásokról (tájrombolás, illegális szemétlerakók stb.) és nyitott szemmel, érdeklődve, felelősségteljesen figyelik és fogják figyelni környezetüket.
2. A tudományos munkamódszerek diákokkal való megismertetése

A diákokban kialakultak az önálló munkavégzéshez szükséges készségek, képességek és jártasságok, mint amilyenek például a: 

· tervezés, 

· megfigyelés, 

· vizsgálódás, 

· dokumentálódás, 

· elemzés, 

· következtetések megfogalmazása

A megszerzett készségek, képességek hozzájárultak az egyéni munkastílus kialakulásához is.

3. Bizonyos laboratóriumi munkamódszerek, kutatási technikák elsajátítása

A diákköri tevékenység során a tanulók olyan munkamódszereket és technikákat sajátíthattak el, melyek egyébként a tanterv szerint nem kötelezőek. Ilyen például a kataláz enzim aktivitásának megállapítása.
4. A tudományos dokumentációs készségek erősítése

Könyvészeti anyag keresése, könyvtári munka, jegyzetelés, az Internet használata stb.

5. Járulékos technikákban szerzett gyakorlat

A diákköri tevékenységek során a tanulók gyakorlatot szerezhettek a:

· fotózás

· rajzkészítés

· elektronikus szerkesztés terén is.

6. Az ismeretek és eredmények tömör, tudományos megfogalmazása, előadása

Eredményeiket a diákok 2010. május 8.- án egy Nagyszalontán szervezett Diákkonferencián is bemutatták, ahol zsűri bírálta el a dolgozatot és a biológia szekcióban első helyezést ért el.

7. Az együtt dolgozó kiscsoportban fejlődhettek, alakulhattak az emberi kapcsolatok
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