ANNALES 9/'96

gradivo

UDK 628.3(497 .4 Postojna)

OCENJEVANJE STRUPENOSTI ODPADNE VODE S TESTNIMI ORGANIZM] -
VODNIMI BOLHAMI DAPHNIA MAGNA

Tanja CELHAR
dipl. biologinja, Indtitut za raziskovanje krasa ZRC SAZU, SI-6230 Posiojna, Titav trg 2
B.5¢. in biology, Karst Research Institute, Scientific Research Centre of the Slovene Academy of Sciences and Arts,
SE-6230 Postojna, Titov trg 2

IZVILECEK

Napravijen je bil test strupenosti za oceno zavirainit vplivov odpadnih vod, ki tecejo v odvodnik oz, kana-
lizacifo na obmodju Pastojne. Uporabljene so bile razliéne koncentracife odpadne vode. Ugotoviien je bil odstotek
prizadetosti asebkov Daphnia magna Straus. Test je mogoce uporabljati kot izlocilni test in kot osnovo za kemicno

in biolasko analiziranje.
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TESTI STRUPENOST!

Zaradi vse vecje industrializacije in gostejde naselje-
nosti so povidinske in taine vode vse bolj onesnazene.
Posebno nevarnost pomenijo strupene snovi. Zaradi
prepustnosti tal, e posebno na kraskem svetu, strupene
odpadne vode agrozajo podtalnico, ki je glavni vir pitne
vode. Padavine lahko spirajo topne komponente skozi
prepustne karbonatne kamnine globlje v kras, vanj pa
ponikajo tdi reke ponikalnice, ki na svojem povréin-
skem ioku sprejmefo odpadne vode naselij, ki v vedini
primerov e nimajo ¢istilnih naprav, kot tudi odpadne
industrijske vode. Vodni organizmi z razgrajevanjem or-
ganskih odpadnih snovi vplivajo na kvaliteto voda. Ce
je odpadna vada strupena, poskoduje ali unigi zivlieni-
sko zdruzbo vodotokov. Strupene snovi, ki pritekajo z
adpadnimi vodami v hioloske ¢istilne naprave, zavirajo
oziroma unicijo delovanje mikroorganizmov in s tem
zmanj$ajo ucinek Cidcenja, to pa posredno obremenjuje
vadotok, Nekateri mikroorganizmi v bioloskih cistilnih
napravah se lahko prilagodijo precej visokim koncen-
tracijam strupenih snovi, ki pa v vodotokih poskadujejo
obcutljivejse organizme.

Obstoj zivijenjske zdruzbe fe pogoj za samoocisce-

nje vode, zato se z zastrupitvijo vodne flore in favne
bistveno zmanja ali celo prekine samocistiina mod
vadotoka, Zastrupitve oz. prekinitve samocistiinih pro-
cesov o izredno nevame, saj sta istocasno prizadeti
bioloska razgradnja organskih snovi in asimilacija zele-
nih rastlin, pri kateri nastaja tudi kisik, ki je potreben za
zakljucek samoadiscevalnih procesov.

Pojem strupenosti se nanasa take na koncentracijo
strupenih snovi kot na ¢as, v katerem strupene snovi
delujejc na organizme. Za avrednotenje skodljivaosti
odpadnil vod opravijamo v laboratoriju specificne ke-
mijske analize in fiziologke poskuse s testnimi orga-
nizmi, Noben organizem, ki ga oporabimo v testy, ni
idealen, zato strupenost ugolavliamo na razli¢nih orga-
nizmih. Vedno poskusamo poiskati najobcutljivejio
VIsto,

Kemifski dejavniki, ki vplivajo na strupenost, so pH
i trdota vode, temperatura in raztopljeni kisik ter
biolotid dejavniki. Sprememba pH deluje na vodne
organizme posredno in neposredno, pri Cemer & Po-
sreden vpliv spremembe pH holj pomemben, ker pov-
zrodi znatne spremembe v kemizmu vode. Pri tem se
spremeni tudi strupenost mnogih snovi. Vsak organizem
ima toleran¢no obmocdje temperature, ki je odvisno od
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njegove razvoine stopnje, genetskih in ekoloskih vpli-
vov. Temperatwa zunaj tega obmodia povzioci smrl
organizma. Vzrolk smrti pri neprimemnt temperaturi je
izguba ozmoregulacije, spremembe v celicnih encimih,
fipidnih membranah in obarjanje proteinov. Visje tem-
perature vplivajo na koncentracijo raztoplienega kisika
na clva nacina: znizajo topnost kisika v vodi in koncen-
wacijo raztopljenega kisika zaradi povecane biokemij-
ske razgradnje organskih snovi. Zato vodni organizmi
bolj intenzivno sprejemajo vodo skozi skrge in celidne
membrane, skupaj z njo pa tudi strupene snovi, Tok-
sicnost kovine oby prisotnosti organskih snovi se malo
zmanjsa zaradi tvorbe organckovinskih kompleksov,
Kovine se adsorbirajo tudi na koloidne in suspendirane
snovi. Ker se koncentracija organskib snovi v vodi stalno
spreminja, ne pozname koncentracije, niti vsebnosti ar-
ganskih snovi. Na strupenost vplivajo tudi bioloski de-
javniki, ki so deloceni z obcutljivostjo vrst in osebkoy
znotraj ene wvrste, Obcutljivost razliénih vrst je pov-
zrocena z nacinom zivijenja, prehranjevanja, razmno-
Zevanja, metabolizma in drugo. Razlike v obeutljivosti
med osebki iste vrste dolofajo fiziolesko stanje, dedni
faktor, dnevna in sezonska nihanja, starost organizmov,
razvojna stopnja in velikost, Pomembna je tudi prila-
goditev na dolocene razmere v okolju.

Razdelitev testov strupenosti po raziicnih aviorjily ni
enotna. V ameriskih standardnih metodah so razdeljeni
glede na wajanje poskusa, dodajanje odpadne vode in
namen, Glede na trajanje poskusa poznamo kratke
(akutre), srednje dolge in dolge tkroniene) teste. Akutni
testi rajajo od nelaj ur pri nizjib organizmih, do nekaj
dni pri ribah. Z njimi agotavljamo smrtne koncentracie,
kjer pogine 50% organizmov (LCsgl, oz. efektivne
koncentracije, kjer je prizadetih 50% organizmov (ECgg)
in sicer v primerih, kjer je smrt organizmov lezko
dolociti (npr. Daphnia). Rezultati akutnih lestov nam
dajo hitro oceno o strupenosti, fahke primerjamo rela-
tivne ocene razlicnih strupov na isti testni organizem,
ugotavlijamo relativne ohcutljivost razlienih testnin orga-
nizmov na isto strupeno spov ali dolocamo vpliv pH,
temperature . na strupenost. S testi strupenosti, ki jih
uviséamo med fizioloske metode, pri dogovorjenih in
standardiziranih  pogojib v laboratoriju  ugotavljamo
vpliv odpadne vode na testne organizme pri razlicnih
koncentracijah in dobimo kvantitativne odzive o strupe-
nosti (odstotek poskodovanih, rartvib zivali oz, odstotek
zmanjsanja njthovega delovanja). Ugotoviti moramo ti-
sto koncentracijo odpadne vode, ki nima ved vpliva na
najabcutljivejsi testni organizern. S testi strupenosti lah-
ko ugolavijamo tudi vpliv pripravljene strupene snovi na
testne organizme. jzbira testnih organizmov je precej
tezka, Pri izbirt testnih organizmov so med pomemb-
nefsimi pogoji splosna razsirjenost, enostavha laborato-
rijska goiitev, primermost za laboratorijske testiranje,
obcutljivost organizmov. Pomembno viogo imata tudi
ekonemski dejavnik in izhira testnega postopka.

Strupenost odpadne vode najprej ugotavijame z izlo-
cilnim testom z vodnimi bolhami Daphnia magna, da
ugotovimo, ali je odpadna voda sploh strupena. Kriterj
odgovora, ki se izvaja v primerjavi s kontrolo, je nos-
malno gibanje vodnih balh. V primery, da je odpadna
voda strupena, napravimo 3e teste z organizmi, ki jih
izberemo tako, da imamo predstavnike iz skupine
razgrajevalcev, proizvajalcev in potrofnikov. Predstay-
niki razgrajevalcev so bakterije, ki mineralizirajo organ-
sko shov, proizvajalci so alge in makrofiti, ki iz anor-
ganske snovi delajo organsko shov, potrodniki pa so apr.
raki in rihe. Za izvedbo testov je pomembna razred.
cevalna voda, ki jo uporabljamo za razredtevanje &istih
vaztopin strupenih snovi oz, odpadnih vod in za kon-
trolo {kontrole pomeni razredeevalna voda, brez doda-
nib strupenih snovi oz, odpadne vode). Za razredce-
vanje lahko uporabljamoe vodo iz neonesnaZenega
vodotoka, neklorirano vodovedno vodo ali pripravijeno
razredcevalno vodo (destifirana voda z dodatki soli). 7
opravijenim testom ne moremo identificirati materiala,
ki se bicakemulira, biopovecuje ali pa je prisoten v
okolju. Direktna ekstrapolacija na druge Zival ni moz-
na, lahko pa nam rabi kot izlotilni test, Pozitivna stran
testov strupenosti je, da so ponovljivi, negativna pa, da
pomenijo drugacne odgovore arganizmov, kot so v
naravi. Populacije organizmov v Iaboratoriju so gojene
v bolj ali manj konstantnih razmerah, so vigojene in
NiSO naravie,

Med bioloskimi metodami ie prva metoda, ki so jo
prevzeli v ISO standardih za dolocanje kvalitete vode,
test z vodnimi bothami {Daphnia pulex ali Daphnia
magnal. Pri tem testy, ki je akuten, kemi¢nih efektov ne
opazujema. Daphnia je primerna za kvatkotrajajoce,
akutne, stalicne teste, pri katerih ugotavljiamo negibnost
zivali. S temi testi dolocamo ECsg po 24 ali 48 urah. Po
podatkih iz literature sta toko Daphnia magna kot
Daphnia pulex razen v nelkaterih izjemah priblizno ena-
ko obeuatliivi na strupene snovi. Osebki viste Daphnia
magna se vec uporabljajo iz preprostega razloga, da so
njene telesne cdimenzije vedje, deprav 1o ni avichiona
vrsta v Stoveniji, Daphnia magna pa ima 3e diuge do-
focene prednosti pred drugimi organizmid {npr. ribami):
gojenie v manjdih alvarijih zahteva manjfo ceno in
prostor, zaradi hitrega razmnoZevanja imamo vedno na
voljo dovolj testnih zivali, krajsa Zivljenjska doba vod-
nth bolh (60 dniy pripomore k temu, da test traja znaten
del zivljenjskega cikla, zivali, ki jih uporabljamo v po-
skusu, so genetske enotne. Po podatkih iz literature sta
vodna bolba Daphnia in Sarenka Salmo gairdners, ki se
navadno uporabljata v ribjih testih, priblizno enako ob-
cutljivi na strupe {tab. 1).

Rod Daphnia spacla med rake veslonozes, osebki so
veliki 1-5 mm. Partenogenetske samice zivijo pri 20°C
do Stiri mesece. V laboratoriju jih gojimo v vodi iz na-
rave ali v neklorirani vodovodni vodi. Hranimo jih z
bakterijami, algami, kvasom, skupaj z ekstrakti soli in
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organskih snovi. Daphnia je najobeutlfivejsa v ¢asu do
prve levitve. Ker imamo zaradi hitrega razmnoZevanja
na volio razlieno stare zivali, uporabliameo za testiranje
vedno mlade 2ivall.

48 ur stare bolhe. Poskusi so bili izvedeni v petrijevkah.
Natiti smo 30 mib vzorca 2 ustrezno koncentracijo
odpadne vode ali 30 m! razredcevalne vode tkontrofal,
dodali 10 miadih vodnih bolh in petrijevke postavili v
termwostat (20°C). Vse poskuse smo delali v dveh
paralelkah. Po 24-ih uraly smo presteli negibne zivali. Za
negibne zivali imamo tiste, ki po 15 sekundah ne
reagirajo na nezen dotik s pal¢ko ali pipeto. fzracunali
smo odstotek negibnih zivali glede na kontrolo. Na
splosno velja, da rezultate poskusa upoltevama, ce je v
kontroli manj kot 10% negibnih osebkov.

REZULTATE

Razlaga: - 30 mi odpadne vade pomeni, da je hilo v
petrijevki 30 ml vode iz dotoka oz. iztoka in nic
prezradene - 26 mi adpadne vode pomeni, da sma imeli
v petrijevki 20 mi vode iz dotoka oz. iztoka in 10 ml
prezracene vode - 0 ml odpadne vode pomens, da smo
imeli v petrijevki 30 ml prezracene vode, kar je
pomenito kantrolo.

STRUP DAPHNIA ECsy | SARENKA ECyy
24 ur v mg/h {24 ur v mg/l)

NH; 0.8 0.5

Cl {prost) 0.15 .02
CIANID 1.9 0.08

FENOL 12.5 11.0

Cu 0.02 0.10

Ni 13.0 36.0

Pl 2.5 1.5

Zn 14.0 2.0

Cr 1.4 70.0

Ag 0.013 Q.75

Cd ¢.35 3.8

2.40> 100.0 253.0
DALAPON 16.0 252.0

Tabela 1: Primerjava obcutliivosti med sarenka in vod-
no bolho.

Table 1; Collation of sensitiveness between rainhow
trout and water flea,

MATERIAL IN METODE

Zanimala nas je primerjava kvalitete vode in zavi-
ralni vplivi odpadne vade na cbmocju Postojne. Pro-
ucevana voda iz cistilne naprave Postojna odteka v po-
stojnsko jamski kragki sistems, iz Cistilne naprave klav-
nice Kal pa se zbira voda v kraskem vodonosniku, od
koder po podzemiju doseze trzaski Kras. Uparahili smo
testne arganizme Daphnia magna Straus in papravili
teste strupenostt,

Kot razredéevalno vodo smo uporabili prezraceno
vadovodno vode, z dodanim 1 ml fosfathega pufra, 1 ml
MgSOy4, 1 mi CaCly, 1 mi FeCly na en liter prezracene
vode {(vodo prezracujemo 24 ur, da ven izzenemo oz.
oksidiramo rezidualni kiod). Za izvedbo testov strupe-
nosti moramo poznati nekaters osnovne podatke o
odpadni vodi: pH, KPKd, BPK5 smo dolocali po meto-
dah iz Standard Methods, izmerili smo vsebnost organ-
skih snovi in neraztopljenih snovi, Za testivanje smo
uporabili neobdelano odpadno vodo, odvzeto na doto-
ku cistilne naprave Postojna in Cistilne naprave Klavnica
Kal in enakeo na iztoku cbeh ¢istilnih naprav. Vodne
bothe so hile gojene v manjsih ¢asah v termostatiranem
prostoru s temperaturo 203 2°C. Trikrat tedensko so hile
Rranjene z raztopino kvasa. Za teste smo uporabili 24-

datok CM iztok CN

Pastajna Posiojna
KPR 407 mgf 75 myg/l
BPKs 197 mg/i 16 mg/l
organske snovi 270 mg/d 83 mg/l
neraztopliene snovi 88 myg/t 17 mg/l
Pt ;.57 792

Tabela 2: Osnovni fizikalni in kemicni podathki o od-
padni vodi na dotoku in iztoku CN Postojna, dae 70.
§2.1993.

Table 2: Basic physical and chemical data on effluent
discharges at the inlet and outlet of the Posiofna waste
water treatment plant (WWTP), Fehruary 10th 71993

dotok CN iztok CN
Klavaica Kal | Klavnica Kal
KPKd 3467 mg/h 172 mgfi
BPKs 5600 mg/t 59 mg/t
neraziopljens snovi 3860 mafi 200 mgh
ph 6.85 7.30

Tabela 3: Osnovni fizikalni in kemicni podatki o od-
padni vodi na dotoku in iztoku CN Klavnica Kal, dne
17.02,1393.

Table 2: Basic physical and chemical data on cffluent
discharges at the inlet and outlet of the Kal Slaught-
erhouse WWTP, February 17th 1993,
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BOTOK NA CN POSTOINA I2ZTOK 1Z CN POSTONA

kone. adpadne | % negibmih | kone, odpadne ] % nepibnih
vode v [osebkov 24 urtl  vode v mlb  {osebkov {24 urt

ponovitve v paraletkah

3Q 30 10 ¢ 30 30

20 20 1@ 0 20 20

10 10 o @ 10 10

% negibnih osebkoy

St {aio
SIDIT T

0 0 it 0 0 0

Tabela 4: Odstotek negibnih osebkov po 24 urah, glede
na koncentracijo odpadne vode iz CN Postojna.

Table 4: Percentage of maotionless individuals after 24
hours, subject to the concentration of effluent dis-
charges from the Postojna WWTP.,

koncentracija cdpadne voda (ml)

Graf 1a

DOTOK NA CN KLAVNICA | 1ZTOK 1Z CN KLAVNICA KAL
KalL
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Tabela 5: Odstotek negibnih osebkov po 24 urah, glede
na konceniracijo odpadne vode iz CN Klavnica Kal,
Table 5: Percentage of motionless individuals after 24
hours, subject to the concentration of effluent dis-
charges from the Kal Slaughterhouse WWTP.

Ker je razlika v odstotku negibnih osebkov med 10 in

20 ml odpadne vode velika, sidepamo, da je do preskoka

prislo nekje med obema koncentracijama. Za ugotovitey

tiste koncentracije odpadne vode, ki nima ved vpliva na

nas testni organizem, smo zato naredili dodatne analize s

postopnim dodajanjem mililitra odpadne vode:

- Dy1 31 ml odpadne vade iz dotoka CN Klavnica Kal
+ 19 mi prezracene vode) 10% negibnih osebkov (1
= negiben}

- Dy 10% negibnih osebkov

- D3 10% negibnih osebkov

- D4 30% negibaih osebkov

- D 30% negibnih oseblov

- Dyp 30% negibnih osebkov

- D47 40% negibnih osebkov

- Dyg 60% negibnih osebkov

- Djyg 80% negibnih osebkov

% negibnib osebkoy

¢ 10 20 30

koncentracija odpadas vods {mi)

Graf 1¢

Graf 1a, b, ¢: Odstetek negibnih osebkov po 24 urah, v
odvisnosti od kencentracije odpadne vode.

a: dotok na CN Klavnica Kal

b: dotok na CN Klavnica Kal

¢: iztok iz CN Klavnica Kal
Graph 1a, b, c¢: Percentage of motionless individuals
after 24 hours, subject to the concentration of effiuent
discharges:

a) inlet at the Kal Slaughterhouse WWTP

b) inlet at the Kal Slaughterhouse WWTP

¢) outlet at the Kal Slaughterhouse WWTP
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RAZPRAVA IN SKLEPI

Za ocenitev strupenosti odpadne vode iz {istilne
naprave Postojna in ¢istilne naprave Klavnice Kal smo
uporabili akutni test z vodnimi bolhami. Ceprav voda iz
gistitne naprave Postojna na organizme ni delovala
toksi¢no {(niti v primeru, ko so bili pod vplivom 100%
koncentracije neobdelane odpadne vode), pa fo ne
pomeni, da nima toksicnega vpliva na okolje. To nam
pokazejo drugi csnovni kemijski podatki, kot so pH,
KPKd, BPKs, koncentracija organskih in neraztopljenih
snovi. Te vrednosti so bile na dolocenih mestih prece;
visake in so se zmanigale po delovanju ¢istilne naprave
na bholj ali manj normaine vrednosti {dolocene po
standardaih merilib).

Odpadna voda iz cistilne naprave Klavnica Kal je na
organizme delovala toksi¢no. Vzrok temu nam ni znan,

tako da nam test omogaca in dovoljuje le izlocitev vode
{z uporabe. izmerjeni fizikalni in kemijski parametii v
odpadni vodi CN Klavnica Kal so bili visoko nad
dovoljenimi vrednostmi. Potrebna bi bila %e druga
testiranja, zlasti z baklerijami, algami Scenedesmus
quadricauda in ribami Salmo gairdneri, da bi ugotovili
visto in koncentracijo strupa, ki je prizadel testne
organizme,

Zavedati se moramo, da je potreben nenehen razvoj
testnih metod, izbira primernejsih testnih organizmov in
prilagajanje tujih izsledkov nasim razmeram. Tako
bomo poleg Ze uveljavijenih akutnih testov strupenosti
izvajali kronicne teste, s katerimi bi ugotovili maksi-
malne dovoliene koncentracije (MDIC strupenih snovi
oziroma vpliv odpadnih vod, ki dalj casa pritekajo v
vadotok.

Daphnia magnra (samica z jajci) je najpogostejsa vrsta iz rodu Daphnia v

Sloveniji (Foto: A, Brancelf).

Daphnia magna {female with eggs) is one of the most common species of the
genus Daphoia in Slovenia (Photo: A. Brancelj).
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SUMMARY

A toxicity test was cardied out to assess the restraining influence of the effluent discharges flowing into the
Postojna drainage and sewage system. Different concentrations of waste water were used (o establish the percentage
of the affected individuals of Daphnia magna Straus. The test may be used as an climinating test apd as a basis for

chemical and biofogical analyses.
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