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Al Vtok na biolosko ¢istilno napravo je lahko zaradi specificnih industrijskih odpadnih
voda strupen za mikroorganizme. Referencna metoda za ugotavljanje akutne
strupenosti odpadnih voda je metoda zaviranja hitrosti porabe kisika (SIST ISO
8192), uporablja se tudi test z bakterijami Vibrio fischeri z merjenjem luminiscence
(SIST ISO 11348-2), ter metoda merjenja mikrobnega ATP z luminometrom.
Referencna metoda merjenja zaviranja hitrosti porabe kisika je dolgotrajna, zato
smo iskali metode, ki so hitrejSe in bi dale zadovoljive rezultate pri sledenju akutne
strupenosti. Cilj raziskave je bil optimizirati metodo merjenja mikrobnega ATP in
preveriti njeno ucinkovitost. Preizkusili smo moznosti uporabe razli¢nih
komercialno razpolozljiveih mikrobnih biomas zaradi tezav pri izvedbi testa z
biomaso iz laboratorijskega modela. Na razli¢nih realnih odpadnih vodah smo
opravili vse tri teste za ugotavljanje strupenosti ter primerjali rezultate. Ugotovili
smo, da je optimalni ¢as izpostavitve aktivnega blata strupeni snovi 120 minut in z
liofilizirano aktivno biomaso Micropan Complex dosezemo boljSo obcutljivost ob
boljsi ponovljivosti poskusov. Pri primerjavi metod za ugotavljanje strupenosti smo
ugotovili, da je najbolj obutljiv test z bakterijami Vibrio fischeri, vendar ni najbolj
ustrezen, ker ne vsebuje mikroorganizmov aktivnega blata. Test zaviranja hitrosti
porabe kisika in test merjenja mikrobnega ATP sta dosegla podobno obcutljivost,
vendar je test merjenja mikrobnega ATP krajsi, zato menimo, da je uporaben, kot
eden izmed vec testov, za ugotavljanje strupenosti vtoka na Cistilne naprave.
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LA sl
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AB  Specific industrial wastewaters which are treated on municipal wastewater
treatment plants are potentionally toxic. The reference method for evaluating acute
toxicity of wastewaters is test for the inhibition of oxygen consumption by
activated sludge (SIST ISO 8192) but the luminiscent bacteria test with Vibrio
fischeri (SIST ISO 11348-2) and bioluminiscent assay of microbial ATP
determination are also used. The procedure of reference method for assessing acute
toxicity is quite long lasting, so we searched for faster methods which would give
comparable results. The aim of this study was to optimize the time of the ATP
assay and investigate the possiblities of using another source of active biomass
since there were problems with the biomass from the laboratory model. We
performed all three tests on real wastewaters and compared the results. The
optimum exposure time of activated sludge in the ATP test was 120 minutes and
we found out that the Micropan Complex biomass is equaly sensitive to toxicants
as the biomass from laboratory model with better reproduciblity of the assay. With
comparison of all three methods it was shown that the most sensitive method is the
bioluminiscence with Vibrio fischeri but it is not most appropriate test since it does
not include organisms of activated sludge. The test for the inhibition of oxygen
consumption by activated sludge and the ATP test were similarly sensitive but the
time needed for ATP test is shorter, so we think the ATP test is suitable as one of
the tests for assessing the toxicity of influent on wastewater treatment plants.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

At casovna razlika med dvema meritvama (min)
[ATP] molarna koncentracija ATP mol/l
3,5-DCP  3,5-dichlorophenol (3,5-diklorofenol)

AMP adenosine 5'-monophosphat (adenozin monofosfat)

ATP adenosine 5'-triphosphat (adenozin trifosfat)

BPK biokemijska potreba po kisiku mg/l
CCN centralna Cistilna naprava

DTT ditiotreitol

EDTA etilendiaminotetraocetna kislina

EPA Environmental Protection Agency

FDA Fluorescein diacetat

FL-AAB ATP Assay Mix dilution Buffer
FL-AAM ATP Assay Mix
FL-AAS ATP Assay Standard disodium salt trihydrate

HRT hidravli¢ni zadrzevalni ¢as H

I zaviranje hitrosti porabe raztopljenega kisika (%)
IC inhibitorna koncentracija, zaviralna koncentracija

ISO International Organization for Standardization

KPK kemijska potreba po kisiku mg/l
LM laboratorijski model

LWWTP laboratorijski sistem simulirane aerobne ¢istilne naprave
MC Micropan Complex

MLSS suha snov mg/l

nm nanometer

p.a. pro analysis

PPi difosfat

qi prva meritev raztopljenega kisika na linearnem delu krivulje (mg/1)

q2 zadnja meritev raztopljenega kisika na linearnem delu krivulje  (mg/l)

R hitrost porabe kisika (mg/l min)
R koeficient korelacije

Rs hitrost porabe kisika v kontrolni meSanici (mg/l min)
RLU relativne luminiscencne enote

Rec hitrost porabe kisika v fizikalno-kemijski meSanici (mg/] min)
Rt hitrost porabe kisika v vzorcu (mg/l min)
SD standardna deviacija

SHPK specifi¢na hitrost porabe kisika mg Oxh g
SO0 skupni organski ogljik

SRT minimalni zadrZevalni ¢as aktivnega blata v sistemu dan

T temperatura °C

Tris Tris hidroksimetil aminometan hidroklorid

WERF Water Environment Research Foundation
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SLOVAR POJMOV

Aktivno blato — akumulirana bioloska masa v obliki kosmov, ki se proizvede med
¢iS¢enjem odpadne vode z rastjo bakterij in drugih mikroorganizmov v aerobnih pogojih
(Ros, 2001).

Akutna strupenost — relativno kratkotrajni letalni ali drugi ucinek strupene snovi ali
odpadne vode na zive organizme (Clesceri in sod., 1998).

Biokemijska potreba po kisiku (BPK) — masna koncentracija raztopljenega kisika, ki se
pri dolo¢enih pogojih porabi za biolosko oksidacijo organskih in/ali anorganskih snovi v
vodi (Dular in sod., 1997).

Bioluminiscenca — produkcija svetlobe razlicnih valovnih dolzin pri zivih organizmih.
Svetloba nastaja v procesu oksidacije beljakovine luciferina. Za potek reakcije sta potrebna
Se ATP in encim luciferaza, ki katalizira reakcijo oksidacije. Pojav bioluminiscence je znan
pri glivah, bakterijah, Zuzelkah in morskih organizmih (Madigan in sod., 2000).

Definitivni test — test za ugotavljanje natanc¢nih toksi¢nih koncentracij testnega materiala,
ki sledi po preliminarnem testu in z njim natan¢no dolo¢imo ICy vrednosti (Clesceri in
sod., 1998).

Gruca genov — geni, ki se v dolo¢enem delu genoma lahko izrazajo, ko zamenjajo mesto
pa izrazanje ni ve¢ mogoce (Singelton and Sainsbury, 1996).

Hitrost porabe Kkisika — poraba kisika s strani mikroorganizmov v aktivnem blatu na
enoto volumna aktivnega blata, v Casovni enoti. Izrazimo jo v miligramih na liter na uro —
mg/l h (SIST ISO 8192, 1986).

ICsy — zaviralna koncentracija strupene snovi ali odpadne vode, ki je potrebna, da pride do
zmanjSanja rasti in zaviranja razmnozevanja mikrobne populacije za 50 % v primerjavi s
slepo kontrolo brez strupene snovi ali odpadne vode (Clesceri in sod., 1998).

Kosem — skupek manjsih delcev, zbranih v vecje, lazje usedljive delce, ki nastanejo pri
kemijskem, fizikalnem ali bioloskem cis¢enju (Dular in sod., 1997).

Preliminarni test — test za ugotavljanje priblizne strupenosti snovi ali odpadne vode oz. za
dolo¢anje obmocja strupenega delovanja. V intervalu delovanja strupene snovi ali odpadne
vode kasneje izvajamo definivne teste (Clesceri in sod., 1998).

Strupenost — potencial ali kapaciteta strupene snovi ali odpadne vode, da povzroci
neugoden ucinek na Zive organizme; ponavadi strup ali meSanica strupov. Strupenost je
rezultat doze (koli¢ine) in Casa izpostavljenosti, modificiranih s temperaturo, kemicno
obliko in dostopnostjo (Clesceri in sod., 1998).
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Zaviranje hitrosti porabe kisika — upadanje hitrosti porabe kisika aktivnega blata v
prisotnosti strupene snovi v primerjavi s hitrostjo porabe kisika v enaki meSanici brez
strupene snovi (SIST ISO 8192, 1986).



Gustin S. Optimizacija ATP testa za dolo¢anje strupenosti odpadnih voda in primerjava z referenénimi metodami.
Dipl.delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tudija mikrobiologije, 2006 1

1 UVOD

Cis¢enje odpadnih voda je pomembno podrodje uporabe mikroorganizmov za ljudem
koristna opravila. S skokovitim naras¢anjem populacije ljudi v zadnjih desetletjih se pritisk
vedno bolj ucinkoviti, da povrSinske vode ostajajo in postajajo bolj Ciste in kot take

primerne za zivljenje razli¢ne flore in favne.

Na komunalne distilne naprave je prikljuceno tako urbano okolje, iz katerega prihajajo
komunalne odpadne vode in pa razli¢ni industrijski obrati, iz katerih pritekajo industrijske
odpadne vode. V industriji so odpadne vode zelo specificne in se razlikujejo od
komunalnih odpadnih voda, zato lahko na komunalnih Cistilnih napravah povzrocajo
tezave. Pogosto vsebujejo strupene snovi, ki neugodno vplivajo na bioloski del ¢iscenja na
Cistilni napravi. Take so npr. tezke kovine, organofosfati, olja in mas¢obe. Njihov vpliv na
mikroorganizme v bioloski €istilni napravi je potrebno zaznati Se preden povzrocijo Skodo.
ZmanjSanje aktivnosti ali Stevila mikroorganizmov, ki distijo odpadne vode, vodi v
odtekanje neocis¢ene ali slabo ocisc¢ene odpadne vode s Cistilne naprave v vodotoke. Izpust
neociscene odpadne vode lahko usodno vpliva na vodne organizme. To prepre¢imo tako,
da preizkusimo vpliv dolo¢ene odpadne vode na mikroorganizme aktivnega blata pred
izpustom na c¢iS€enje. V ta namen uporabljamo ve¢ testov, ki se razlikujejo po dolzini

trajanja, zahtevnosti izvedbe, obcutljivosti in nekaterih drugih parametrih.

Zelo pomemben je Cas, v katerem pridobimo rezultate strupenosti odpadnih voda, zato
iS¢emo nove, krajSe metode, katerih rezultati omogocajo hitrejSe ukrepanje. Referenc¢na
metoda na tem podro¢ju je metoda zaviranja hitrosti porabe kisika (glede na strupenost
testne mesSanice opazujemo zmanjSanje hitrosti porabe kisika v primerjavi s kontrolo brez
testne mesanice). Cas izvedbe celotne metode je nekoliko daljsi, zato se uveljavlja
kratkotrajnej$i ATP test za ugotavljanje strupenosti odpadnih voda. S tem testom izmerimo
koli¢ino mikrobnega ATP, ki je sorazmerna koliini zive biomase, ta pa je odvisna od
strupenosti prisotnih snovi. Za ugotavljanje akutne strupenosti velikokrat uporabljajo tudi
test z bakterijami Vibrio fischeri z merjenjem luminiscence, s katerim dobimo primerljive

rezultate kljub temu, da testni sistem vsebuje morske bakterije. Za kvalitetno oceno
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strupenosti dolo¢enega vzorca pa en test ni dovolj, saj ima vsak svoje pomanjkljivosti.
Zato priporoc¢ajo, da se uporabi ve¢ razlicnih testov in se rezultati primerjajo (Dalzell in

sod., 2002).

1.1 NAMEN IN NACRT DELA

Namen diplomske naloge je bil prilagoditi in izboljSati metodo ugotavljanja akutne
strupenosti z merjenjem vsebnosti mikrobnega adenozin trifosfata (ATP) v aktivnem blatu
(poimenovan tudi ATP test za ugotavljanje strupenosti odpadnih voda). Optimiziran test

smo nato preizkusili na realnih odpadnih vodah in ga primerjali z drugimi metodami.

V predhodnih raziskavah smo imeli tezave z obcutljivostjo testa, zato smo najprej
ugotavljali, kakSen bi bil najprimernejsi ¢as uc¢inkovanja strupene snovi na aktivno blato.
Prejs$nji poskusi so pokazali, da se obcutljivost testa s podaljSanim casom izpostavitve
povecuje (Podgorelec, 2004), zato smo preizkusili razlicne ¢asovne izpostavitve. Najkrajsi
Cas izpostavitve strupene snovi aktivnemu blatu je bil 30 minut, najdaljsi pa 180 minut.
Iskali smo optimalen ¢as izpostavitve, ki uposteva ¢im krajSo izvedbo testa in ¢im vecjo
obcutljivost in primerljivost rezultatov z drugimi metodami. Strupena snov, ki smo jo
izbrali v ta namen, je bila 3,5-diklorofenol, ki je referen¢na spojina za ugotavljanje
obcutljivosti aktivnega blata pri testu zaviranja hitrosti porabe kisika. 3,5-diklorofenol tudi

pogosto uporabljajo pri testu z bakterijami Vibrio fischeri z merjenjem luminiscence.

Ponovljivost smo poskusili izboljSati z zamenjavo aktivnega blata iz laboratorijskega
modela Cistilne naprave s komercialno dostopnim, liofiliziranim aktivnim blatom. Aktivno
blato iz laboratorijskega modela povzroca tezave pri ATP testu, ker ni homogeno (je v
obliki kosmicev), to pa onemogoc¢a dodajanje enake koli¢ine mikroorganizmov v vse testne
mesSanice. Pojavljajo pa se Se tezave z obcutljivostjo aktivnega blata, vzdrzevanjem
neprekinjenega delovanja, koncentracijo biomase in spreminjanjem mikrobne zdruZzbe.

Preizkusili smo dva razli¢na komercialna pripravka, da bi izboljsali ponovljivost.
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Tako optimizirano metodo smo preizkusili na Stirih vzorcih realnih odpadnih voda, jo
primerjali s testom z bakterijami Vibrio fischeri z merjenjem luminiscence in referen¢no

metodo zaviranja hitrosti porabe kisika.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Predvidevamo, da bodo rezultati optimiziranega ATP testa za merjenje strupenosti bolj
ponovljivi in obcutljivi, in tako bolj primerljivi z rezultati referencnega testa zaviranja
hitrosti porabe kisika. Z uvedbo in testiranjem primernosti komercialne aktivne biomase
pricakujemo, da bi lahko ta nadomestila aktivno blato iz laboratorijskega modela v
primerih, ko zaradi tezav ne bi deloval ali pa bi bila komercialna aktivna biomasa zaradi
svojih lastnosti bolj primerna. Pricakujemo, da bi z optimiziranim ATP testom hitreje
pridobili zanesljive podatke o strupenosti in bi bil ta uporaben za spremljanje strupenosti

vtoka na Cistilne naprave.
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2 PREGLED OBJAV

Z industrijsko revolucijo se je pritisk onesnazevalcev na vode mo¢no povecal. S ¢asom
smo spoznali, da onesnazenje ne bo izginilo samo od sebe, ampak bomo morali za to nekaj
storiti. Tako se je zacel razvoj Cistilnih naprav in ostalih okoljskih tehnologij, ki
zmanjujejo onesnaZenje. Cista voda je nujno potrebna za Zivljenje tako ljudi kot vseh
ostalih organizmov. OnesnaZenje zelo poslabSa kakovost Zivljenja. Danes poznamo ve¢
vrst onesnazenja: onesnazenje z organskimi snovmi, z anorganskimi snovmi, toplotno
onesnazenje, radioaktivno onesnazenje in onesnazenje s patogenimi mikroorganizmi
(Tisler, 1992). Z razli¢cnimi tehnoloskimi postopki in z uporabo mikroorganizmov

poskusamo onesnazenje odpraviti in tudi prepreciti.

2.1 CISCENJE ODPADNIH VODA

Odpadne vode so tekoci iztoki, ki nastanejo v gospodinjstvih (komunalna odpadna voda), v
kmetijskih dejavnostih ali pa v industrijskih obratih (industrijska odpadna voda) in jih ne
smemo izpustiti neoCiSCene v povrSinske vode zaradi vplivov na zdravje ljudi,
ekonomskih, estetskih ali rekreacijskih razlogov (Madigan in sod., 2000) in vplivov na

organizme. Odpadne vode v veliki vecini ¢istimo na komunalnih ¢istilnih napravah.

Komunalne cistilne naprave so pomemben del infrastrukture ¢is¢enja odpadnih voda. Na
njih se zbira in Cisti voda iz gospodinjstev, podjetij, bolnisnic in drugod. Take vode imajo
bolj ali manj enotno sestavo in vsebujejo le priblizno 1 % skupne raztopljene in
neraztopljene suhe snovi; od tega je do 200 mg/l neraztopljenih koloidov in usedljivih
snovi (Ros, 2001). Poleg komunalnih odpadnih vod, pa so velikokrat na cCistilne naprave
prikljuceni industrijski uporabniki. Nekateri imajo Ze svoje predcis¢enje odpadnih vod, ker
bi izpuscanje nepred¢is¢ene vode preve¢ vplivalo na delovanje komunalne C¢istilne
naprave. Industrijske odpadne vode so specifi¢ne, tako po svoji organski kot anorganski

sestavi in pogosto vsebujejo strupene snovi (Ren, 2004).
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Cis¢enje odpadnih voda lahko razdelimo v §tiri glavne faze (Ro$, 2001; Toman, 1992;
Hammer in Hammer Jr., 2001):
- Predcis¢enje: odstranjevanje vecjih odpadkov (korenine, konzerve...), odstranjevanje

kamenja in peska in odstranjevanje dela olj in mascob.

- Primarno ¢iS¢enje se nanaSa na odstranjevanje netopnih snovi iz vode, kot so pesek,
veje, mascobe in olja s postopki kot so usedanje, razlicne grablje in izplavljanje.V tej

stopnji lahko odstranimo do 30 % organskega bremena.

- Sekundarno ciScenje je namenjeno odstranjevanju topnih organskih snovi, katerih
razkroj zahteva kisik. Ponavadi je ta faza bioloska in topne snovi mineralizirajo
mikroorganizmi, ve¢inoma bakterije z svojimi raznolikimi nacini pridobivanja energije
za Zivljenje. Odstranjevanje organskih snovi v drugi fazi lahko poteka v vec oblikah,
vendar je najbolj pogost in ucinkovit proces z aktivnim blatom. V aktivnem blatu je
konzorcij mikroorganizmov, ki vkljucujejo bakterije, prazivali in preprostejse
mnogoceli¢arje, najbolj je zastopana skupina bakterij. Poleg heterotrofnih bakterij, ki
so prisotne v vseh bioloskih Cistilnih napravah, najdemo v tistih, s katerimi
odstranjujemo dusik, tudi nitrificirajoce bakterije, ki so avtotrofne. Heterotrofne
odstranijo vecji del organskih in tudi anorganskih snovi tako, da jih vgradijo v svojo
biomaso, nitrificirajoCe pa spremenijo amonijski duSik v nitratnega (sevi rodu
Nitrosomonas pretvorijo amoniak v nitrit, sevi rodu Nitrobacter pa nastali nitrit v

nitrat).

-V tretji fazi se Se dodatno odstranijo suspendirane snovi, kot so biolosko nerazgradljivi
organski onesnazevalci okolja (klorofenoli, pesticidi, poliklorirani bifenili...) in
raztopljene organske snovi, ki so ostale po sekundarnem c¢iScenju (odstranjevanje
dusika, fosforja). V nekaterih primerih sledi na koncu Se dezinfekcija, s katero se

odstranijo patogeni mikroorganizmi.
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Slika 1: Cistilna naprava Domzale-Kamnik (Institut za ekologki inZeniring, 2005)

V Sloveniji je odvajanje komunalnih odpadnih voda po zakonu obvezno za vsa naselja ali
del naselja, v katerem je letna obremenitev zaradi nastajanja komunalne odpadne vode,
preraunana na 1 ha zemeljske povrSine, vecja od 20 populacijskih enot, na
vodovarstvenem obmoc¢ju pa so zahteve Se strozje (Pravilnik o odvajanju in ¢iS¢enju

komunalne odpadne in padavinske vode, 2002).

2.2 AKTIVNO BLATO

Bioloska aktivnost aktivnega blata je nujno potrebna za ciS¢enje odpadne vode, zato
strupene snovi, ki priteejo z odpadno vodo, negativno vplivajo na proces ¢iscenja. Na
primer Jonsson in sod. (2000) so pokazali, da okoli polovica vseh preiskanih odpadnih
voda 1z Svedskih Cistilnih naprav vsebuje razli¢ne snovi, ki zavirajo proces cis¢enja. Prav
tako porocata Grau in Da-Rin (1997), da je bilo ¢iS¢enje mocno zavrto, ko je na €istilno

napravo pritekla s fenolom mo¢no obremenjena voda.

V aktivnem blatu so razli¢ne bakterije (med najbolj pogostimi je Zooglea ramigera), ki
izdelujejo polisaharide, ki omogo&ajo nastanek kosmov. V aktivnem blatu je priblizno 10"

zivih bakterij na gram suhe teze (Takii, 1977). Na polisaharidno osnovo se pripnejo druge
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bakterije, prazivali in manjSe zivali (veCinoma razli¢ni predstavniki razreda Nematoda).
Pogosto so v kosmih prisotne tudi filamentozne bakterije in glive. V aktivnem blatu so
nasli bakterije rodov Acinetobacter, Alcaligenes, Brevibacterium, Caulobacter,
Comamonas, Cytophaga, Flavobacterium,  Hyphomicrobium,  Microbacterium,
Pseudomonas in Sphaerotilus. V velikem Stevilu so nasli tudi kvasovko iz rodu
Debaryomyces (Benedict in Carlson, 1971). Rast mikroorganizmov v obliki kosma je zelo
primerna za Cistilni proces, saj se kosmi hitro posedejo in se lahko vrnejo v prezracevalni

bazen, ne pa odplavijo z vodo, ki izteka (Madigan in sod., 2000).

Predatoriji
: Pecljati migetalkarii

"/ Organska fh-
p " Nematodi

Slika 2: Interakcije v kosmu (Toprak, 2003)

2.2.1 Potek postopka ¢iS¢enja z aktivnim blatom

VW v

kjer se nahajajo predhodno razviti kosmi, ki pridejo v stik z organsko snovjo v odpadni
vodi. Pritekajoca organska snov je izpostavljena presnovnim reakcijam mikroorganizmov.
Vsebino prezracevalnika imenujemo suspenzija aktivnega blata. Aktivna biomasa, ki se
nanaSa na koncentracijo aktivnega blata (ang. MLSS — mixed liquor suspended solids),
ve¢inoma vsebuje mikroorganizme, inertne suspendirane snovi in nerazgradljive
suspendirane snovi. Po reakciji v prezracevalniku odteka voda gravitacijsko iz

prezracevalnika v bistrilnik ali sekundarni usedalnik, kjer se suspendirane snovi lo¢ijo od
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obdelane vode, ker so v obliki kosmov. Koncentrirana suspenzija aktivnega blata se vraca
nazaj v prezracevalnik, saj vsebuje koncentrirano populacijo mikroorganizmov, ki Cistijo
odpadno vodo. Ker se mikroorganizmi v procesu konstantno razmnozujejo, je treba
poskrbeti, da visek (prirast) aktivnega blata redno odstranjujemo iz sekundarnega

usedalnika (Laubenberger in Hartmann, 1971; Ros, 2001; Hammer in Hammer Jr., 2001).

2.3 STRUPENOSTNI TESTI

Skupno vsem komunalnim ¢istilnim napravam je, da sta narava in koncentracija odpadnih
snovi v odpadni vodi neznana, razen ¢e ni vzpostavljenega nadzora kakovosti odpadne
vode. V slovenski zakonodaji trenutno ni dolocila, ki bi uporabnike komunalnih ¢istilnih
naprav obvezoval za testiranje strupenosti. Preiskave vtoka in sledeci korektivni ukrepi bi
lahko preprecili upad bioloSke aktivnosti na distilni napravi. Ti ukrepi obsegajo
preusmeritev vode v kakSen zadrzevalni bazen ali pa dodajanje nevtralizirajocih kemikalij
v odpadno vodo (Ren, 2004). Se drugi nadini prepreevanja posledic strupenih vtokov so
opisani in ocenjeni v ¢lanku Ko-ja in sod. (2002). Potreba po ¢im hitrejsSem odkrivanju
strupenosti vtoka je Ze dolgo prepoznana (npr. Solymon in sod., 1976) in tudi komunalne

Cistilne naprave so zelo zainteresirane za tak$no analitiko (WERF, 2000).

Bioloski testi strupenosti so pri ocenjevanju kakovosti odpadne vode zelo zazeleni, ker
samo kemijski in fizikalni testi ne pokazejo vplivov na vodne organizme (Enviromental
Protection Agency, 1991). S kemijskimi analizami ne moremo zaznati vseh moZnih
reakcij, ki potekajo v organizmih in razlinih preoblikovanj drugace nestrupenih snovi.
Bioloski testi nam dajo celovitejSo sliko o vseh moznih strupenih ucinkih neke snovi.
Vendar moramo biti tudi pri razlagi rezultatov bioloskih testov pazljivi, ker so razli¢ne
vrste vodnih organizmov razlicno dovzetne za neko strupeno snov, obcutljivost pa je
odvisna tudi od Zzivljenjskega cikla, pogojev v okolju, drugih prisotnih snovi in prejS$nje

izpostavitve strupeni snovi (Clesceri in sod., 1998).
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2.3.1 Bioluminiscenéne metode

Bioluminiscencne metode pogosto uporabljajo za testiranje strupenosti (Thomulka in
Lange, 1996; Chaudri in sod., 1999). Za ugotavljanje strupenosti odpadnih vod
najpogosteje uporabljajo sistem Microtox® (Azur enviromental, Carlsbad, CA), in pa
Lumistox (Dr. Lange, Diisseldorf, Nemcija). Lumistox test temelji na morski bakteriji
Vibrio fischeri, ki ima konstitutivni promotor, ki uravnava izraZanje gru¢e genov
luxCDABE, ki kodira encime za katalizo reakcije, pri kateri nastaja svetloba (Hastings in
Nealson, 1977). Luminiscenca bakterije se zmanjS$a v prisotnosti strupenih snovi, zato tak
sistem deluje na nacin »ugaSanja svetlobe« (lights-off). Ugotovljeno je bilo, da je pri
ugotavljanju strupenosti odpadnih voda test z Vibrio fischeri bolj obcutljiv kot
respirometri¢ne metode z aktivnim blatom (npr. Reteuna in sod., 1986; Elnabarawy in sod,
1988) in zato ni najbolj primeren za spremljanje strupenosti odpadnih voda. Z rahlimi
spremembami in izboljSavami so tudi ta test izboljSali. Tako sta Hoffman in Christofi
(2001) uporabila aktivno blato za podlago (matriks) za V. fischeri. Tako prilagojena
metoda je dala bolj primerljive rezultate, verjetno zato, ker se strupene snovi adsorbirajo na

flokule aktivnega blata.

Za spremljanje strupenosti odpadnih voda so v uporabi tudi genetsko spremenjeni
organizmi, ki imajo dodane gene za luminiscenco kot je na primer Escherichia coli z gruco
genov [UXCDABE iz V. fischeri (Belkin in sod., 1996; v uporabo prenesla Choi in Gu,
2002) in Pseudomonas putida z gru¢o genov IUXCDABE iz P. luminescens (Whiteley in

sod., 2001; v uporabo prenesli Wiles in sod., 2003).

Gu in Gill (2001) sta po pojavu gensko spremenjenih sevov razvila ve¢kanalni preto¢ni
sistem za spremljanje strupenosti. Vsak kanal je sestavljen iz dveh bioreaktorjev: v prvem
bakterije rastejo in iz njega kontinuirano pritekajo v drugega, v katerem so izpostavljene
strupeni snovi. Prvi je oblikovan kot turbidistat, drugi pa kot kemostat. Bakterije so bile v
kontaktu s strupenimi snovmi 20 minut. V vsakem kanalu, razen enem (v tem zaznavamo
skupno strupenost, kot z Lumistox sistemom) se je luminiscenca pojavila, ¢e je prisla
bakterija v stik s to¢no dolo¢eno snovjo (strupena snov je vkljucila promotor gruce genov

luxCDABE in pojavila se je luminiscenca, zato temu reCemo sistem »priziganja svetlobe«
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(lights-on)). Glede na luminiscenco lahko ugotovimo, katere so toksi¢ne snovi v odpadni
vodi, ne pa samo skupno zaviranje, kar nam pokaze Lumistox sistem. Ta sistem sta s

spreminjanjem hitrosti rasti bakterij Se izpopolnila (Gu in sod., 2002).

Ren in Frymier (2003a) sta razvila kontinuirni sistem (Shk1 test) za spremljanje strupenosti
odpadne vode z bakterijo, ki sta jo izolirala iz aktivnega blata in so jo kasneje prepoznali
kot Pseudomonas fluorescens (Lajoie in sod., 2003). V bakterijo sta vstavila gru¢o genov
luxCDABE in spremljala zmanjSanje svetlobe ob vecji koncentraciji strupenih snovi. S tem
sistemom sta testirala nekaj tezkih kovin in okoli 100 organskih kemikalij, ki jih najdemo
v odpadnih vodah. Ugotovila sta, da so rezultati, ki sta jih dobila s takim sistemom, bolj
primerljivi respirometriji z aktivnim blatom, kot pa sistemu z V. fischeri (Lumistox) (Ren

in Frymer, 2003b).

Philp in sodelavci (2003) so razvili tudi biosenzor iz organizma v aktivhem blatu
(Pseudomonas putida), ki so ga imobilizirali in prilagodili za zaznavanje fenolov v
odpadni vodi. Ta nosi gruco genov IUXCDABE iz kopenske bakterije Photorhabdus
luminescens. Ta test je manj obcutljiv kot Shkl test, vendar $¢ vedno primeren (Ren,
2004).

2.3.2 Merjenje celicnega ATP

Med bioluminiscen¢ne metode spada tudi metoda merjenja mikrobnega ATP v aktivhem
blatu. Metoda temelji na tem, da se z veCanjem koncentracije strupene snovi zmanjsuje
koncentracija zivih mikrobnih celic, kar zaznamo z zmanjSanjem koncentracije ATP
(Dalzell in Christofi, 2002). ATP metodo so tudi drugi prepoznali kot primerno za

dolocanje Stevila Zivih celic (Lundin, 2000; Jergensen in sod., 1992).

Adenozin trifosfat (ATP), temeljna energetska molekula vse celi¢ne aktivnosti, je prisotna
v vseh zivih celicah in hitro propade ob smrti organizma. Osnova testa je upadanje
vsebnosti ATP v aktivni biomasi ob prisotnosti strupene snovi. ATP zaznamo z reakcijo

encimskega sistema luciferin-luciferaza iz kresni¢ke (Stanley, 1986), pri kateri nastaja
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svetloba, katere koli¢ina je odvisna od koli¢ine v vzorcu prisotnega ATP (Patterson in sod.,

1970).
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Slika 3: Shema prikazuje osnovni princip nastanka bioluminiscenéne svetlobe v prisotnosti ATP z
luciferin luciferaznim kompleksom. I — luciferin, II — luciferil adenilatni kompleks, III — s kisikom
nastane peroksidna oblika luciferil adenilatnega kompleksa, IV — po odcepu AMP nastane
dioksetanonska spojina, V, VI, VII — oksiluciferin v razli¢nih tavtomernih oblikah, ki dajejo

razli¢no svetlobo (Weil3, 2005).

V diplomskem delu smo uporabili luminiscen¢ni biotest za merjenje vsebnosti ATP

mikroorganizmov, ki so vpleteni v proces z aktivno biomaso.
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Skupno oddajanje svetlobe izmerimo z luminometrom in je direktno sorazmerno s koli¢ino
ATP v reakcijski meSanici. ATP test se je pokazal kot ucinkovit pri odkrivanju ucinkov
strupenih snovi na mikroorganizme (Kahru in sod., 1996). Drugo delo je pokazalo, da
koncentracije ATP v E. coli ustrezajo spremembam v koncentraciji tezkih kovin in
organskih onesnazeval (Arretxe in sod., 1997) in da bi bila to primerna tehnika za druge

izolirane mikroorganizme v Cisti kulturi, kot tudi za celotno aktivno blato.

Raziskave so se osredotoCile na koli¢ino ATP v aktivhem blatu kot merila mikrobne
biomase in/ali metabolne aktivnosti (Patterson in sod., 1970; Roy in sod., 1983). V
protoplazmi vseh celic je koncentracija ATP priblizno enaka (Patterson in sod., 1970),
koli¢ina pa je odvisna od vrste in fizioloskega stanja celice in je zato povezana z Zivo
biomaso in metabolno aktivnostjo (Roy in sod., 1983). Podatke o koli¢ini ATP lahko
raz$irimo na parametre kot sta organski celi¢ni dusik in suha teza (Holm-Hansen in Karl,
1978). Merjenje ATP je primerno za ocenjevanje aktivnosti biomase v aktivnem blatu iz
Cistilnih naprav, pa tudi kot presejalni test za strupene snovi. Hiley (1996) je opisal, kakSen

naj bi bil dober presejalni test:

- Vkljuceni morajo biti organizmi, ki Zivijo v okolju, katerega vpliv testiramo (v tem
primeru, mikroorganizmi iz aktivnega blata)

- Ti organizmi morajo imeti pomembno vlogo v okolju (mikroorganizmi, ki
odstranjujejo organsko breme v vodi, in se njihovo nedejavnost odraza na kvaliteti
vode)

- Rezultati testa morajo biti jasni in tudi nedvomno pokazati, ¢e ni u¢inka

- Razmere v testu morajo biti podobne dejanskim razmeram v ¢istilni napravi

- Presejalni test mora biti natanc¢en in ponovljiv

- Materiali in aparati naj bi bili lahko dostopni, da vsakdo lahko ponovi test

- Rezultati testa morajo biti na voljo v nekaj urah

- Test mora imeti sposobnost, da zazna veliko razlicnih onesnazeval in s ¢im vecjo

obcutljivostjo

Glavni organizmi, vpleteni v razgradnjo odpadnih snovi v vodi, so bakterije in strupene

snovi vplivajo na njihovo vsebnost ATP (Dalzell in Christofi, 2002). Glede na zgornje
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postavke, je merjenje ATP lahko primerno kot presejalni test. Tezava je edino v tem, ker ni
standardiziranega postopka, s katerim bi dobili jasne rezultate, Ceprav je merjenje biomase

preko merjenja ATP znano Ze tri desetletja.

Odziv organizma (organizmov) na strupeno snov je odvisen od koncentracije snovi, ki ji je
izpostavljen. To ni nujno tista koncentracija snovi, ki smo jo dodali v sistem. Resni¢na
koncentracija, ki so ji izpostavljeni mikroorganizmi, se lahko zmanjSa zaradi zaradi
adsorbcije (na steno testne posode, delce, testne organizme), prehoda v testne organizme,

hlapenja, in/ali bioloSke razgradnje (Mayer in sod., 1999).

2.3.3 Respirometri¢ne metode

V primerjavi z bioluminiscenco je respirometrija bolj direktna metoda za ocenjevanje
aktivnosti aktivnega blata in zato tudi za ugotavljanje strupenosti odpadnih voda za
heterotrofne in nitrificirajoce bakterije (Riedel in sod., 2002). Ve¢ metod je zZe
uveljavljenih in Ze dalj ¢asa obstajajo standarizirani testni postopki (SIST ISO 8192, 1986;
Enviromental Protection Agency (EPA), 1996). Uporaba teh testov je dobro
dokumentirana v literaturi (npr. Paixdo in Anselmo, 2002). Osnova testa je, da se dihanje
(respiracija) aktivnega blata v prisotnosti strupene snovi zmanjSa. Najbolj pogost nacin za
merjenje respiracije je merjenje hitrosti porabe kisika, vendar so v uporabi tudi druge

metode in naprave, s katerimi izmerimo raven dihanja.

Liao in sod. (2001) porocajo o biosenzorju za zaznavanje strupenosti odpadne vode, ki
temelji na zaviranju dihanja na kisik obcutljivih bakterij, izoliranih iz aktivnega blata. Ko
se dihanje bakterij zmanjsa zaradi strupenosti vzorca, ve¢ kisika prehaja skozi membrano v
biosenzor, kar vodi v spremembo  hitrosti oksidacijsko-redukcijskih procesov na
membrani. Odzivni Cas takega biosenzorja je bil okoli 8 minut. V nadaljevanju poskusov
so ugotovili, da se signali, pridobljeni z biosenzorjem dobro ujemajo z rezultati merjenja
zaviranja hitrosti porabe kisika. Tzoris in sod. (2002) so opisali biosenzor Baroxymeter.
Podobno kot pri prej opisanem postopku, se zaviranje dihanja bakterije Pseudomonas
putida meri posredno in ne direktno z merjenjem koli¢ine raztopljenega kisika. Namesto

tega se spremembe v dihanju bakterij odrazijo na spremembah v pritisku v Baroxymetru.
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Poroc¢ajo o odzivnem casu okoli pet minut. Avtorji navajajo tudi, da bi bile uporabne tudi

nitrificirajoce bakterije in bi tako dobili serijo testov (Tzoris in sod., 2002).

Farre in sod. (2001) so opisali uporabo biosenzorja CellSense za organske strupene snovi v
odpadni vodi. Biosenzor CellSense je bil originalno razvit za odkrivanje fenolov v odpadni
vodi. V njihovi $tudiji so uporabili imobilizirane bakterije vrste Escherichia coli, ¢eprav so
na voljo tudi drugi organizmi, lahko pa tudi aktivno blato. V biosenzorju elektronski
posrednik (fericianid) usmeri elektrone iz dihalne verige E. coli na prevodnik (posrednik
signala). Elektri¢cni signal spremljan 30 minut in je indikator za bakterijsko dihalno
aktivnost. Ta biosenzor so preizkusili tako na strupenih snoveh, kot tudi na razlicnih
odpadnih vodah in zakljucili, da je biosenzor uporaben tudi za spremljanje drugih
strupenih snovi poleg fenolov. Opazili so veliko obcutljivost biosenzorja na
pentaklorofenol, na ostale klorofenole pa manjSo. To lahko verjetno razlozimo s tem, da
med klorofenoli edino pentaklorofenol deluje kot razklopljevalec dihalne verige, zato se pri

merjenju dihanja pojavijo napake (Aptula in sod., 2002).

Respirometri¢cne metode so prilagodili tudi za mikrotitrske plosce (Freitas dos Santos in
sod., 2002). V tem testu so posredno merili dihanje tako, da so zmesali barvilo (tetrazolium
vijoli¢no) z bakterijami aktivnega blata v luknjicah mikrotitrskih plos¢. Barvilo se je med
bakterijskim dihanjem kemijsko reduciralo, kar se je odrazalo v mocni vijoli¢ni barvi.
Okrepitev barve je pokazatelj bakterijskega dihanja, vendar je pri testu potreben
inkubacijski ¢as 24 ur. Tako dolg ¢as omeji uporabnost metode za ugotavljanje strupenosti

vtokov na Cistilne naprave, kjer je potreben ¢im hitrejsi odziv.

Archibald in sod. (2001) so razvili set Stirih testov za spremljanje kvalitete in delovanja
aktivnega blata v Cistilnih napravah. Trije testi so bili osnovani na specifi¢ni hitrosti porabe
kisika (SHPK) aktivnega blata. Prvi test v setu je predstavljal normalno hitrost
odstranjevanja organske snovi, drugi skoraj maksimalno hitrost odstranjevanja organske
snovi v aeracijskem bazenu, tretji pa je v primerjavi s skoraj maksimalno hitrostjo zaznal
prisotnost strupenih snovi v odpadni vodi. Cetrti test je temeljil na specifi¢ni vsebnosti
ATP-ja v aktivnem blatu, kar je kazalo na koli¢ino aktivne biomase v aktivnem blatu. S

temi Stirimi testi opazimo spremembe v delovanju aktivnega blata v manj kot eni uri.
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V testih zaviranja hitrosti porabe kisika aktivnega blata, ki jih so jih uporabili Pernetti in
sod. (2003), so poleg specificne hitrosti porabe kisika (SHPK) spremljali tudi
odstranjevanje organskega ogljika. Merili so skupni organski ogljik (SOO) z SOO
analizatorjem. Opazili so, da zaviranje ne narasca ve¢ po 1 uri pri SHPK in po treh urah pri
SOO po dodatku bakrovega sulfata kot strupene snovi. S primerjanjem rezultatov obeh
testov so ugotovili, da respirometrija precej natanéno napove zmanjSanje odstranjevanja
ogljika, razen pri majhnih koncentracijah strupene snovi. Z merjenjem SHPK dobimo

rezultate vsaj eno uro prej kot z merjenjem skupnega organskega ogljika v odpadni vodi.

Gernaey in sod. (2001) so zdruzili respirometer za aktivno blato s titrimetri¢no tehniko za
spremljanje aktivnega blata. Titracijska enota je ohranjala pH v aeracijskem delu nad
respirometrom z dodajanjem kisline ali baze. Celokupni dodatek kisline in baze so
zabelezili in iz tega izraCunali hitrost nastanka in porabe protonov zaradi bioloSkih
aktivnosti aktivnega blata. Z dodatkom titracijske enote k respirometriji so dobili dodatne
informacije o viru ogljika v procesu razgradnje in tako izboljSali razumevanje kinetike

procesa bioloske razgradnje.

2.3.3.1 Zaviranje hitrosti porabe kisika

Merjenje zaviranja hitrosti porabe kisika (SIST ISO 8192, 1986) je v splosni uporabi kot
standardna metoda za ocenjevanje potencialne strupenosti Cistih ali meSanih snovi ter
odpadnih voda za aktivno blato. Metoda temelji na merjenju zaviranja porabe kisika
mikroorganizmov aktivnega blata, ki ga povzro€i testni material. Zaviranje lahko vkljucuje
vpliv na dihanje in na nitrifikacijo. Metoda je uporabna za vse snovi, ki so topne v vodi pri
laboratorijskih pogojih (temperatura 20 °C). Obstajata dve metodi, po katerih lahko
izvajamo test in sta uporabni pri razlicnih zahtevah. Metodo A (poglavje 3.4.4)
uporabljamo za simulacijo pogojev v povrSinskih vodah, medtem ko je metoda B (poglavje
3.4.5) uporabna pri simulaciji pogojev laboratorijskega bioloskega Cistilnega sistema.
Rezultati, ki jih dobimo po metodah A in B, se lahko razlikujejo, zato morajo porocila

obvezno vsebovati Se podatek, o uporabljeni metodi (SIST ISO 8192, 1986).



Gustin S. Optimizacija ATP testa za dolocanje strupenosti odpadnih voda in primerjava z referen¢nimi metodami.

Dipl.delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tudija mikrobiologije, 2006 16
3 MATERIALI IN METODE
Komercialna Komercialna
biomasa biomasa
Micropan BODseed
Complex (MC)

A

A 4

UGOTAVLJANJE PRIMERNOSTI
KOMERCIALNIH BIOMAS

Biomasa iz Preverjanje obcutljivosti Ugotavljanje primerljivih
laboratorijskega komercialnih biomas z aktivnosti komercialnih biomas
modela (LM) merjenjem hitrosti zaviranja z merjenjem hitrosti zaviranja
porabe kisika (A-metoda z porabe kisika (A-metoda z
majhno koncentracijo aktivne majhno koncentracijo aktivne
biomase) biomase)
Y v
v Komercialna biomasa
Inkubacija Inkubacija Micropan Complex (MC)
aktivne biomase aktivne biomase
z 3,5-DCP: 30, z 3,5-DCP: 30, A
60, 90, 120, 150 60, 90, 120, 150 Inkubacija z odpadnimi
in 180 minut in 180 minut vodami
A 4
\ MERJENJE
MERJENJE STRUPENOSTI
STRUPENOSTI
v
v ¥ Merjenje hitrosti Test strupenosti
ATP ATP ATP zaviranja porabe kisika z
luciferazni luciferazni luciferazni (B - metoda z veliko luminiscencnimi
test (LM) test (MC) test (MC) kongentracuo aktivne !oalfter'lj ami -
biomase (MC)) Vibrio fischeri

\

/

Primerjava izmerjenih
strupenosti (ICy, ICsg, ICsp)

Slika 4: Shema poskusov

A 4

e

Primerjava izmerjenih
strupenosti (ICy, ICsg, ICsp)




Gustin S. Optimizacija ATP testa za dolo¢anje strupenosti odpadnih voda in primerjava z referenénimi metodami.
Dipl.delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tudija mikrobiologije, 2006 17

3.1 STRUPENE SNOVI IN MESANICE

Optimalni cas izpostavitve aktivnega blata delovanju vzorca smo ugotavljali s 3,5-
diklorofenolom (3,5-DCP), ki je referenc¢na spojina za test zaviranja hitrosti porabe kisika
v aktivnem blatu (SIST ISO 8192, 1986) in tudi ena izmed pogosteje uporabljenih snovi za
test strupenosti z luminiscen¢nimi bakterijami Vibrio fischeri. S to snovjo smo opravili tudi

oba druga testa.

Standardno raztopino 3,5-DCP smo pripravili tako, da smo zatehtali dolo¢eno maso
trdnega 3,5-DCP (p.a., Aldrich, M = 163,0 g/mol) in ga raztopili v destilirani vodi. Z
destilirano vodo smo nato dolili do oznake na bucki. Pripravili smo raztopino s

koncentracijo 1 g/l 3,5-diklorofenola.

Odpadne vode smo obravnavali kot strupeno, zaloZzno raztopino meSanice kemikalij. Z
vsemi tremi metodami smo primerjalno testirali vzorce Stirih odpadnih vod. Odpadna voda
A je izvirala iz iztoka farmacevtske industrije v kanalizacijo, odpadna voda B iz iztoka
kovinske industrije v kanalizacijo, odpadna voda C prav tako iz farmacevtske industrije in

odpadna voda D je bila izcedna voda iz deponije usnjarskih odpadkov.
3.1.1 Kemijske analize odpadnih vod
Kemijske analize odpadnih vod A in B so opravili na Centralni ¢istilni napravi DomZale-

Kamnik, odpane vode D pa v Laboratoriju za kemijo, biologijo in tehnologijo voda na

Kemijskem Institutu. Metode, po katerih so opravili analize so navedene v preglednici 1.



Gustin S. Optimizacija ATP testa za dolo¢anje strupenosti odpadnih voda in primerjava z referenénimi metodami.
Dipl.delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tudija mikrobiologije, 2006

Preglednica 1: Kemijske analize odpadne vode in metode, po katerih so bile opravljene.

Parameter Analizna metoda
pH SIST ISO 10523 (1994)
Temperatura (pri pH) DIN 38 404-C4 (1976)

Usedljive snovi po 1 uri

DIN 38 409-H9 (1980)

Kjeldahlov dusik SIST EN 5663 (1996)
Amonijev dusik SIST ISO 5664 (1984)
Celotni fosfor SIST ISO 6878 (1999)
Ke‘;‘(?;};‘l E’g;i’;‘ po SIST ISO 6060 (1989)
Bi‘*igffg’ggg’a po SIST ISO 5815-2 (2003)
Skupni organski ogljik SIST ISO 8245 (1983)
Baker SIST ISO 8288 (1986)
Cink SIST ISO 8288 (1986)
Kadmij SIST ISO 5961 (1994)
Svinec SIST ISO 8288 (1986)
Zelezo DIN 384069-32 (2000)
Klorid Clesceri in sod. (2005)

3.2 BIOREAKTOR — LABORATORIJSKI MODEL BIOLOSKE AEROBNE CISTILNE

NAPRAVE

Aktivno blato, ki nam je sluzilo kot vir mikroorganizmov za preskuse smo vzdrzevali v

laboratorijskem modelu aerobne bioloske Cistilne naprave.
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Laboratorijski sistem za biolosko obdelavo komunalnih odpadnih voda (LWWTP-
Laboratory WasteWater Treatment Plant) z 8,3 litri delovne prostornine smo stalno
prezracevali, zadrzevalni ¢as suspendiranih snovi (Sludge Retention Time — SRT) je bil 9-
11 dni in hidravli¢ni zadrzevalni ¢as (Hydraulic Retention Time - HRT) 6-7 ur. Sistem
smo oskrbovali s sinteticno komunalno odpadno vodo, ki je vsebovala 130 mg/l peptona,
0,9 mg/l fosforja dodanega v obliki KH,PO4, 70 volumskih % destilirane vode in 30

volumskih % komunalne odpadne vode.

3.3 MERJENJE KONCENTRACIJE MIKROBNEGA ATP V VZORCIH AKTIVNE
BIOMASE

3.3.1 Material

3.3.1.1 Cepivo

Aktivno blato smo odvzeli iz laboratorijskega sistema bioloske Cistilne naprave, ga trikrat
sprali z prezrateno neklorirano vodo (iz potoka ISka) in odpipetirali v epruvete po
Ependorfu. Med tem se je aktivno blato ves ¢as meSalo na magnetnem mesalu, da smo
dobili enake dele aktivnega blata v vse epruvete in tako omogocili enakomerno difuzijo

zraka iz okolja.

Komercialno cepivo Micropan Complex smo zatehtali v ¢aSo in dodali prezraceno
neklorirano vodo (iz potoka Iska) do 90 % konc¢nega volumna (npr. 450 ml). MeSanico
smo prezracevali in meSali 30 minut. Po tem Casu smo dodali S¢ 10 % (npr. 50 ml)
kon¢nega volumna organskega dela hranilne raztopine (enaka kot pri testu zaviranja

hitrosti porabe kisika) in prezracevali ter meSali ¢ez noc.
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3.3.1.2 Kemikalije

3.3.1.2.1 Kit za merjenje ATP (p.a., Sigma)

Kit lahko uporabimo za kvantitativno bioluminiscen¢no merjenje adenozin 5' — trifosfata
(ATP) v vzorcih, v katerih je od 2x 10" do 8x107° mol ATP/I (v nasih vzorcih je bilo okoli
10 mol ATP /1).

Adenosine 5' — triphosphate (ATP) bioluminescent assay kit (FL-AA) je sestavljen iz treh

delov:

- FL-AAM (ATP Assay Mix): vsebuje encim luciferazo, luciferin, MgSO,, DTT, EDTA,
goveji serumski albumin in tricinske puferske soli. Za pripravo vodne raztopine smo
liofilizirano snov raztopili v 5 ml sterilne destilirane vode.

- FL-AAB (ATP Assay mix dilution Buffer): vsebuje MgSO4, DTT, EDTA, goveji
serumski albumin in tricinske puferske soli. Za pripravo vodne raztopine smo raztopili
liofilizirano snov v 50 ml sterilne destilirane vode.

- FL-AAS (ATP Assay Standard disodium salt trihydrate): vsebuje priblizno 1 mg
(2,0x10° mol) ATP. Za pripravo vodne raztopine smo raztopili liofiliziran prasek v 2

ml sterilne destilirane vode.

Vsi trije reagenti so v kitu v obliki liofiliziranega praska, zato smo po navodilih
proizvajalca komercialno pripravljene reagente raztopili v ustrezni koliCini sterilne
destilirane vode. Tako pripravljene raztopine reagentov smo odpipetirali v 1,5 ml epruvete

po Ependorfu in jih zamrznili pri —20 °C do uporabe.

3.3.1.2.2 Tris-EDTA pufer

Tris pufer smo uporabljali kot ekstrakcijsko sredstvo za spros¢anje ATP iz mikrobnih celic
v aktivnem blatu. Pripravili smo meSanico 100mM Tris (C4H;;NO3)-HCI in 2mM EDTA
(C1oH14N,0gNa,-2H,0), vrednost pH je bila 7,8. Pripravili smo 11 Tris-EDTA pufra in
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sicer tako, da smo zatehtali 12,1135g Tris (SIGMA, T-6066) pufra in 0,7445g EDTA
pufra ter vse skupaj raztopili v destilirani vodi do enega litra. Nato smo s klorovodikovo
kislino (HCl) uravnali vrednost pH na 7,75, ki je optimalen za delovanje encima

luciferaze.

3.3.2 Aparature

3.3.2.1 Luminometer

Luminiscenco pripravljenih vzorcev za merjenje ATP smo merili z luminometrom
JUNIOR LB 9509 (Berthold technologies). Detektor luminometra je fotopomnozevalka z
opti¢cno obcutljivostjio v obmoc¢ju od 380 do 630 nm. Luminometer je zajemal
dolgovalovno luminiscen¢no svetlobo deset sekund, nato pa so se rezultati izpisali na

ekranu luminometra v RLU enotah (Relative Luminescent Units), ki smo jih zabeleZili.

3.3.3 Priprava vzorcev

Testne meSanice smo pripravili v 1,5 ml epruvete po Ependorfu (Sigma, 1991). V vsako
smo dodali aktivno blato (iz laboratorijskega modela ali pa prejSnji dan pripravljeno
komercialno aktivno blato), vzorec (strupeno snov ali odpadno vodo) in sterilizirano
destilirano vodo, da so imele vse testne meSanice enak volumen. Za strupene snovi smo v
epruvete po Ependorfu dodajali po 900 pl aktivnega blata, Zzeljeno koli¢ino vzorca (0-100
ul) in destilirano vodo, da je bil kon¢ni volumen v vsaki epruvetki 1 ml. Ko smo testirali
odpadne vode, smo dodajali po 500 ul aktivnega blata, v ostalih 500 pul smo zmesali
zeljeno koncentracijo vzorca. Ta postopek smo uporabili, ker so bile odpadne vode ze
pripravljene kot zaloZzne raztopine in se jih ni dalo vec¢ koncentrirati, v testu pa so bile

potrebne vecje koncentracije zaradi njihove manjSe strupenosti.
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Nicelna kontrola je bila tista, ki ni vsebovala testnega vzorca in smo poleg aktivnega blata
dodali samo sterilizirano destilirano vodo do 1 ml. Ta nam je sluZzila za primerjavo u¢inkov

strupenega vzorca na aktivno blato.

Preiskovano snov smo dodajali v aktivno blato v to¢no dolocenih presledkih (tako kot smo
jih kasneje ekstrahirali), da smo dosegli enako ¢asovno izpostavljenost aktivnega blata
strupeni snovi (odpadni vodi) za vse testne meSanice. Vsako koncentracijo testirane snovi
in kontrolo smo pripravili v treh ponovitvah. Tako pripravljene testne meSanice smo
inkubirali od 30 do 180 minut na sobni temperaturi , da je vzorec uc¢inkoval na mikrobno

zdruzbo aktivnega blata in vmes smo veckrat premesali.

3.3.4 Ekstrakcija ATP iz vzorcev

ATP smo iz testnih meSanic ekstrahirali po metodi z vrelim pufrom (Zrimec, 2001; Sestava
za pufer Tris: Thore in sod. 1975). V 1,5 ml epruvete po Ependorfu smo pripravili po 900
ul 0,1 M Tris-HC1 z 2 mM EDTA in ga segrevali tri minute v vodni kopeli pri 100 °C. V
vreli pufer smo vbrizgali 100 pl dobro premeSanega vzorca in vse skupaj segrevali tri
minute v vodni kopeli pri 100 °C. Ekstrakcija je potekala ¢asovno usklajeno z dodajanjem
vzorca, tako da je bilo aktivno blato v vsaki posamezni epruvetki izpostavljeno testirani
snovi enak c¢as. Tako pripravljene vzorce smo ohladili v ledeni kopeli. Po koncani

ekstrakciji ATP iz vseh pripravljenih testnih meSanic smo izmerili e koncentracijo ATP.

3.3.5 Priprava reagentov in merjenje ATP

V ledeno kopel smo namestili Se standard (reagent FL-AAS, Ze prej pripravljen po
navodilih proizvajalca), reagent FL-AAB (pufer, s katerim red¢imo FL-AAM) in reagent
FL-AAM (encim luciferaza). Reagent FL-AAM smo red¢ili z reagentom FL-AAB, tako da
dobimo okoli 30-kratne red¢itve FL-AAM. Tako red¢en FL-AAM Ze zadosti dobro zazna
tiste koncentracije ATP, ki so v testnih meSanicah. Red¢ili smo tudi standard, tako da smo
dobili znane koncentracije ATP za umeritveno krivuljo (pripravili smo redéitve 10, 107,

10,107 in 10®).
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V kiveto luminometra smo prenesli 50 pl red¢enega FL-AAM. Med potekom diplomskega
dela smo ugotovili, da tudi z 50 ul dobimo enake rezultate kot z 100 ul, zato smo zaradi
ekonomicnosti testa nadomestili ve¢jo kolic¢ino reagenta FL-AAM z manjs$o. Kiveto smo
postavili na sobno temperaturo in pocakali 3 minute, da se je porabil morebitni endogeni
ATP in se je reagent ogrel na optimalno temperaturo za delovanje luciferaze. Nato smo
izmerili luminicenco samega reagenta FL-AAM, da smo ugotovili, koliko na luminiscenco
vplivata kiveta in reagent FL-AAM. Izmerjeno luminiscenco smo upostevali kot um. Sum
smo izmerili za vsako meritev posebej in ga na koncu odsteli od dobljene RLU vrednosti
posamezne meritve. Pri sobni temperaturi smo ogreli tudi testni vzorec (ali standard) in po
treh minutah v kiveto z reagentom FL-AAM hitro vbrizgali 50 ul ali 100 ul (enak volumen
kot smo dali v kiveto reagenta FL-AAM) vzorca (ali standarda). Kiveto smo rahlo
premesali in jo hitro postavili v luminometer. Pri tem smo pazili, da v meSanici ni bilo
mehurckov, ki bi lahko motili meritve. Luminometer je izmeril intenziteto oddane svetlobe
(bioluminiscence) in rezultat podal v relativnih luminiscen¢nih enotah (RLU = Relative
Luminiscent Units), ki so odvisne od koncentracije ATP v vzorcu. Ker izsevana svetloba
doseze vrhunec v nekaj sekundah (upad za priblizno 50 % v 1 minuti), mora od vbrizganja
vzorca do merjenja luminiscence prete¢i ¢im manj Casa. Iz zabeleZzenih meritev RLU

vzorcev in Sumov smo izraCunali zaviralne koncentracije strupene snovi.

3.3.6 Izracun koncentracije ATP v vzorcih in ugotavljanje zaviralnih koncentracij

Luminometer prikaze rezultate meritev v RLU. V programu Microsoft Excel smo ob
vsakem merjenju iz podatkov o redcCitvah standardov narisali umeritveno krivuljo iz petih
tock in izracunali njeno enacbo. V diagramu smo na os Y nanesli logaritmirane vrednosti

RLU, na os X pa logaritmirane vrednosti molarnih koncentracij (mol/l) ATP standardov.

Enacba regresijske premice:

y=a-x+b ...(1)

kjer je:
y = logaritem RLU (logRLU)
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x = logaritem molarne koncentracije ATP (log [ATP])
a, b = faktorja, ki ju na osnovi umeritvenih podatkov izratunamo s programom Microsoft

Excel

Iz izmerjenih vrednosti RLU v vzorcih in enacbe umeritvene premice smo izracunali
koncentracije ATP v vzorcih. Umeritvene premice smo vedno pripravili tako, da so bile

koncentracije merjenih vzorcev v obmocju toc¢k umeritvene krivulje.

Koncentracijo ATP v vzorcih smo izracunali z naslednjo enacbo:

logRLU -b

10 = x10=[ATP] (mol/l) ..(2)

Log RLU je logaritmirana vrednost RLU vzorca, a in b sta faktorja iz umeritvene krivulje,
enacbo mnozimo z 10 zaradi red¢enja vzorca z vrelim pufrom (1:9) med postopkom

ekstrakcije ATP in [ATP] pomeni molarno koncentracijo ATP.

Izracunali smo povprecje za vsako koncentracijo testirane snovi iz vseh treh ponovitev. Te
vrednosti smo primerjali z izraCunano vrednostjo koncentracije ATP kontrolne meSanice.
Ker iz razmerja koncentracija ATP vzorca : koncentracija ATP kontrolne meSanice
dobimo aktivnost, smo morali rezultat odsteti od 1 in mnoziti s 100, da smo dobili

zaviranje mikrobne rasti izrazeno v odstotkih.

M)Xloo ..(3)

r=d- [ATP]

kontrole

kjer je:
I = zaviranje aktivnosti mikroorganizmov v aktivnem blatu (%)
[ATP]vz0rca = molarna koncentracija ATP v testni meSanici (mol/1)

[ATP]kontrole = molarna koncentracija ATP v kontrolni mesanici (mol/l)
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Tako smo izracunali zaviranje za vsako koncentracijo testnega vzorca. Iz dobljenih
podatkov za zaviranje in koncentracije strupene snovi v vzorcu smo nato narisali diagram.
Na diagramu smo na os Y nanesli odstotek zaviranja, na os X pa logaritemske vrednosti
koncentracije strupene snovi v vzorcu. Odcitali ali izraCunali smo koncentracije strupene
snovi, ki so povzroc€ile 20 %, 50 % in 80 % zaviranje mikrobov v aktivnem blatu (I1Cy,

IC5() in ICgo).

3.4 TEST ZAVIRANJA HITROSTI PORABE KISIKA

3.4.1 Material

3.4.1.1  Hranilne raztopine

Hranilno raztopino smo pripravljali tako, da smo najprej v dveh steklenicah loceno
pripravili mineralni raztopini. V eno smo pripravili raztopino dikalijevega hidrogen fosfata
(K,HPOy, p.a., Merck) raztopljenega v destilirani vodi, v drugi pa smo pripravili raztopino
ostalih anorganskih mineralov: kalcijev klorid dihidrat (CaCl,'2H,0, p.a., Merck),
magnezijev sulfat heptahidrat (MgSO4-7H,O, p.a., Carlo Erba Reagenti), natrijev klorid
(NaCl, p.a., Merck), ki smo jih prav tako raztopili v destilirani vodi. Raztopine soli in
organski del smo pripravili v lo¢enih steklenicah, ker je tako anorganski del hranilne

raztopine stabilen in ga ni potrebno pripravljati za vsak preskus sproti.

Vsak teden smo pred izvedbo testa na novo pripravili organski del hranilne raztopine
(mesno juho - obstojnost je najvec en teden v temi pri temperaturi od 0 do 4 °C). Organski
del hranilne raztopine smo pripravili iz mesnega ekstrakta, (p.a., Fluka BioChemica),
peptona (p.a., Merck) in sec¢nine (p.a., Kemika). Vrednost pH sinteti¢nega gojisca je bila

med 7,5+ 0,5 (SIST ISO 8192, 1986).
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3.4.1.2 Cepivo

3.4.1.2.1 Aktivno blato iz laboratorijskega modela

Strupenost smo ugotavljali z meSano mikrobno zdruzbo aktivnega blata. Vzorec aktivnega
blata smo odvzeli iz laboratorijskega modela aerobne bioloske Cistilne naprave, v katerega
so dotekale komunalne odpadne vode (poglavje 3.2). Vzorec odvzetega aktivnega blata
smo pred uporabo v testu trikrat sprali s prezraceno neklorirano vodo (iz potoka Iska).
Nato smo izmerili koncentracijo aktivnega blata v 25 ml odvzetega vzorca s filtriranjem in
tehtanjem. 1z tega podatka smo izracunali volumen blata, ki smo ga morali dodati, da smo
dobili koncentracijo 1500 mg suhe snovi/l (test z vecjo koncentracijo aktivnega blata)
oziroma med 100 in 200 mg suhe snovi/l (pri testu z manjSo koncentracijo aktivnega

blata).

3.4.1.2.2 Komercialno cepivo BODseed

Cepivo BODseed (Stevilka izdelka: 2471200) proizvajalca Hach (Loveland, Colorado,
ZDA) so kapsule z liofiliziranimi mikroorganizmi za pripravo testov bioloSke potrebe po

kisiku (BPK). Ena kapsula vsebuje 0,4 g liofiliziranih mikroorganizmov.

Komercialno cepivo BODseed smo pa navodilih proizvajalca stresli v 1 1 prezratene vode
iz potoka (neklorirana prezracena voda) in prezracevali 1 uro. Nato smo dodali 50 ml
organskega dela hranilne raztopine (enaka kot pri testu merjenja hitrosti porabe kisika) in

prezracevali in meSali ¢ez no¢. Tako pripravljeno cepivo smo uporabili za teste.

3.4.1.2.3 Komercialno cepivo Micropan Complex

Komercialno cepivo Micropan Complex je bakterijsko encimski kompleks za obdelavo
odpadnih voda. Izgleda kot orehovo obarvan prah razli¢ne granulatne velikosti. Vsebuje
bakterije rodov Micrococcus in Bacillus, migetalkarje rodov Aspidisca, Vorticella,

Carchesium, Euplotes, encime, minerale in soli (Micropan Complex, tehniski opis; 2003).
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Proizvaja ga Eurovix (Cazzago San Martino, Italija), zastopnik za Slovenijo je Geneza

d.o.o0. Pripravili smo ga po enakem postopku kot BODseed.

Liofiliziran prah smo zatehtali in dodali prezraceno vodo (do 90 % kon¢nega volumna)
tako, da smo dobili Zeleno koncentracijo aktivnega blata. To smo prezracevali in mesali
priblizno 30 minut, nato smo dodali 10 % od kon¢nega volumna organskega dela hranilne

raztopine (poglavje 3.4.1.1) in prezracevali in meSali ¢ez noc.

3.4.2 Aparature

3.4.2.1 Winklerjeve steklenicke

Winklerjeve steklenicke so posebne steklenicke, ki jih uporabljajo za ugotavljanje
koncentracije raztopljenega kisika. Oblika vratu je prilagojena Sirini kisikove elektrode
tako, da jo ta popolnoma zapre in kisik iz okolice ne more prehajati vanjo. Stekleni¢ka ima

izmerjen volumen do 0,01 ml natan¢no, ki je vgraviran nanjo.

3.4.2.2 Kisikova elektroda

S kisikovo elektrodo OxiCal®-S (Wissenschaftlich-Technische Werkstitten GmgH,

Nemcija) smo merili koncentracijo raztopljenega kisika v preskusnih mesanicah.

Kisikova elektroda meri parcialni tlak raztopljenega kisika v vodi. Ko potopimo kisikovo
elektrodo v vodo, raztopljeni kisik v vodi potuje skozi polprepustno hidrofobno membrano
v kamrico z zlato (Au) katodo in srebrno (Ag) anodo, med katerima je konstantna
napetostna razlika 800mV. Kamrica je zapolnjena z elektrolitom KCI, da lahko elektroni
prehajajo med katodo in anodo. Na zlati katodi se kisikovi atomi reducirajo v hidroksilne
ione (OH), ki se s kalijem iz elektrolita vezejo v KOH. Na srebrni anodi potece oksidacija:

Ag>Ag’, pri ¢emer se Ag' veze s Cl', da nastane AgCls.
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3.4.2.3 Sistem za prezracevanje

Zrak, s katerim smo prezracevali testne meSanice, je potoval iz jeklenke preko vodne
zapore v testne meSanice. Vodna zapora je odstranila oljne delce in prah in ustrezno
navlazila zrak. Zrak je v ¢ase dotekal prek difuzorjev, ki so enakomerno prezracevali

testne mesSanice.

3.4.3 Priprava testnih meSanic

Test z zaviranjem porabe kisika SIST ISO 8192 (1986) lahko izvajamo na dva nacina. Po
metodi A z majhno koncentracijo aktivnega blata in po metodi B z veliko koncentracijo
aktivnega blata. Razlika v obeh metodah je edino v tem, da z majhno koncentracijo
aktivnega blata simuliramo pogoje v povrSinskih vodah, z veliko pa pogoje v Cistilni

napravi.

Aktivno blato v prisotnosti hitro razgradljivega substrata porablja kisik, koncentracijo
raztoplenega kisika merimo s kisikovo elektrodo. Hitrost porabe je odvisna od vec
parametrov, med njimi je tudi koncentracija mikroorganizmov. Ce so v dodanem vzorcu
strupene snovi, se koncentracija mikroorganizmov in njihova aktivnost zmanjsa in tako se
posledi¢no zmanjsa tudi hitrost porabe kisika. Iz tega nato sklepamo na strupenost vzorca v

primerjavi s kontrolo, ki ne vsebuje preiskovane snovi.

Metodo z majhno koncentracijo aktivnega blata smo uporabljali za primerjavo obcutljivosti
blata iz laboratorijskega modela z razli¢nima komercialnima cepivoma in za ugotavljanje
po aktivnosti primerljivih koncentracij aktivnega blata iz laboratorijskega modela in
komercialno dostopnih cepiv. Metodo z veliko koncentracijo aktivnega blata smo

uporabljali za ugotavljanje strupenosti razlicnih odpadnih vod.

Strupenost industrijskih odpadnih vod smo preverjali v treh stopnjah. S prvim,
preliminarnim testom, smo ugotovili priblizno obmocje koncentracij, v katerem odpadna
voda zavira delovanje mikroorganizmov. Test smo izvedli s ni¢elno kontrolo, tremi

koncentracijami odpadne vode in fizikalno-kemijsko kontrolo. V drugem preliminarnem
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testu smo Sirino intervala koncentracij skrcili glede na rezultate prvega preliminarnega
testa: v test smo vkljucili nicelno kontrolo in 4 razlicne koncentracije odpadne vode. Na
koncu smo opravili Se definitivni test, prav tako z nicelno kontrolo in 4 razli¢nimi

koncentracijami odpadne vode. Vsak test smo naredili v dveh ponovitvah (paralelkah).

3.4.3.1 Testna meSanica s strupeno snovjo (odpadno vodo)

V 500 ml bucko smo dodali 16 ml raztopine K;HPO,4, 16 ml raztopine soli in 16 ml
raztopine mesne juhe (organski del raztopine), vse pripravljeno po standardu SIST ISO
8192, 1986 (priprava je opisana v poglavju 3.4.1.1). Dodali smo ustrezno mnozino vzorca,
da smo dosegli Zeljeno koncentracijo. Tik pred zacetkom testa (da ni priSlo do predCasne
porabe hranil) smo dodali Se takSen delez aktivnega blata, da je bila koncentracija v bucki

150 mg/1 in dopolnili z destilirano vodo do oznake.

3.4.3.2 Nicelna kontrola

V 500 ml bucko smo dodali 16 ml raztopine K,HPO,4, 16 ml raztopine soli in 16 ml
raztopine mesne juhe, vse pripravljeno po standardu SIST ISO 8192 (1986). Temu smo
dodali samo Se delez aktivnega blata in dodali destilirano vodo do oznake (brez vzorca —

brez potencialno strupene snovi).

3.4.3.3 Fizikalno-kemijska kontrola

V 500 ml bucko smo dodali 16 ml raztopine K;HPO,4, 16 ml raztopine soli in 16 ml
raztopine mesne juhe, vse pripravljeno po standardu SIST ISO 8192 (1986) in najvisjo, v
testu uporabljeno koncentracijo odpadne vode (strupene snovi). Dodali smo tudi 1 ml
HgCl, s koncentracijo 10 g/l, da smo preprecili biolosko porabo kisika. Nato smo z
destilirano vodo dopolnili do oznake. Aktivnega blata nismo dodali, ker z fizikalno-

kemijsko kontrolo ugotavljamo porabo kisika zaradi fizikalno-kemijskih lastnosti vzorca.
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3.4.4 Metoda z majhno koncentracijo aktivne biomase

Pri testu je bila koncentracija aktivne biomase okoli 150 mg MLSS/l (mixed liquor
suspended solids) pri aktivni biomasi iz modela in okoli 50 mg MLSS/I pri aktivni biomasi
iz komercialnih pripravkov. Te koncentracije so ustrezale taki aktivnosti, da se je
koncentracija raztopljenega kisika v kontrolni meSanici v treh urah zmanjsala od okoli 9 na
1 mg/1 (SIST ISO 8192, 1986).

Testne meSanice smo pripravili tako, da smo v buc¢ko dodali raztopini soli in mineralov,
mesno juho in testni vzorec (v ni¢elno kontrolo ne), nato pa smo tik pred prezracevanjem
dodali Se aktivho biomaso (v fizikalno-kemijsko kontrolo ne) in z destilirano vodo
dopolnili do oznake. Vsebino smo prelili v ¢aSo in prezracevali in mesali 15 minut (v tem
¢asu se je meSanica nasitila s kisikom). Z zamikom 5 minut smo enako naredili tudi z
ostalimi buckami, v katerih so bile pripravljene meSanice. Ko se je doloCena mesSanica
prezracevala 15 minut, smo vsebino ¢aSe prelili v Winklerjevo steklenicko, jo neprodusno
zaprli s kisikovo elektrodo in nadaljevali z meSanjem. Koncentracijo raztopljenega kisika
smo odcitavali vsakih 15 minut tri ure ali dokler se ni koncentracija raztopljenega kisika

zmanjSala pod 1 mg/l. Test smo izvajali pri temperaturi 20 = 2 °C.

3.4.5 Metoda z veliko koncentracijo aktivne biomase

Za poskus smo pripravili komercialno dostopno biomaso s koncentracijo 500 mg/l MLSS
in je ustrezala koncentraciji 1500 mg/l MLSS aktivnega blata iz laboratorijskega modela,
tako da se je koncentracija kisika zmanjSala od nasi¢enja do 1 mg/l v petih do desetih

minutah.

Mesanice smo pripravili po postopku, opisanem v poglavju 3.4.3., razlika je bila v tem, da
je bil volumen pripravljenih mesanic 11, ker smo delali v dveh ponovitvah. Ob zacetku
testa smo dodali komercialno aktivno blato, dopolnili do oznake, prelili vsebino bucke v
¢aSo in prezracevali in meSali. Z zamikom 10 minut smo enako ravnali tudi z ostalimi
buckami, v katerih so bile pripravljene meSanice. Ko se je posamezna meSanica
prezracevala 30 minut smo vsebino caSe prelili v dve Winklerjevi steklenicki in vsako

neprodusno zamasili s kisikovo elektrodo. Vsebino steklenicke smo mesali in v 15
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sekundnih razmikih odc¢itavali koncentracijo raztopljenega kisika. Koncentracijo kisika
smo merili 10 minut ali dokler se ni koncentracija raztopljenega kisika v steklenickah
zmanjsala pod 1 mg/l. Ce bi Zeleli ve& podatkov, bi morali postopek ponoviti tudi po 180-

ih minutah (SIST ISO 8192, 1986).

3.4.6 Ugotavljanje ustreznih koncentracij komercialnih cepiv

Za ugotavljanje ustreznih koncentracij komercialno dostopnih cepiv, ki so primerljive z
aktivnostjo aktivnega blata iz laboratorijskega modela, smo pripravili kontrolne mesanice,
kot je opisano v poglavju 3.4.3. Na prvem mestu je bila ni¢elna kontrola z aktivno biomaso
iz laboratorijskega modela s koncentracijo 150 mg/l, v ostale buc¢ke pa smo pripravili
kontrolne meSanice z razliénimi koncentracijami komercialno pripravljene biomase. Ta

postopek smo uporabili za aktivno biomaso BODseed in Micropan Complex.

Ko smo ugotovili ustrezne koncentracije komercialno dostopnih cepiv, smo preverili
njihovo obcutljivost. Obcutljivost smo preverili po metodi z majhno koncentracijo cepiva
(poglavje 3.4.4), pri kateri smo za cepivo uporabili eno od obeh komercialno dostopnih
biomas. Obcutljivost smo ugotovili z referen¢no snovjo 3,5-diklorofenolom. Iz dobljenih
rezultatov smo izracunali zaviralne koncentracije in ugotovili obcutljivost cepiva. Nato

smo postopek ponovili Se za drugo komercialno dostopno biomaso.

3.4.7 Ugotavljanje zaviralnih koncentracij strupenih snovi

Po opravljenih meritvah smo po postopku, opisanem v navodilih za standardni test SIST
ISO 8192 (1986), ugotavljali zaviralne koncentracije (IC) odpadnih vod in strupenih snovi.
Ugotavljali smo IC vzorcev, ki povzrocijo 20 % (ICy), 50 % (ICso) in 80 % (ICgo)

zaviranje hitrosti porabe kisika v testni meSanici.
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Za vsako steklenicko smo narisali krivuljo odvisnosti koncentracije raztopljenega kisika

(mg/l) od Casa (minute). Iz linearnega dela krivulje smo nato izracunali hitrost porabe

kisika:

q1_q2
R=——"=x60 .. (4
At * ®

kjer pomeni:

R = hitrost porabe kisika (mg/l min)

g1 = prva meritev raztopljenega kisika na linearnem delu krivulje (mg/1)
qz = zadnja meritev raztopljenega kisika na linearnem delu krivulje (mg/I)

At = Casovna razlika med dvema meritvama (min)

Pri metodi z veliko koncentracijo aktivne biomase smo iz dveh ponovitev izracunali

povprecje hitrosti porabe kisika za vsako testno meSanico.

Odstotek zaviranja hitrosti porabe kisika (I) za vsako koncentracijo testne meSanice smo

izraCunali po enacbi:

_ RB_(RT B

1= Ree) 100 .(5)

B
kjer pomeni:
I = zaviranje hitrosti porabe raztopljenega kisika (%)
RB = hitrost porabe kisika v kontrolni meSanici (mg/l min)
Rt = hitrost porabe kisika v vzorcu (mg/l min)

Rrc = hitrost porabe kisika v fizikalno-kemijski mesanici (mg/l min)

Na diagram smo nato narisali odstotke zaviranja v odvisnosti od logaritma koncentracije
vzorca — premica zaviranja. Iz narisane premice smo izracunali koncentracije vzorcev, ki

so povzrocile 20 %, 50 % in 80 % zaviranje hitrosti porabe kisika (ICy, ICsg in ICs).
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3.5 TEST STRUPENOSTI Z LUMINISCENCNIMI BAKTERIJAMI Vibrio fischeri

S tem testom ugotovimo akutno strupenost vzorca za luminiscencne bakterije (SIST ISO
11348-2, 1998). Bakterije Vibrio fischeri sev NRRL-B-11177 naravno oddajajo svetlobo,
katere intenziteta se zmanjSa ob dodatku strupene snovi, ker se zmanjsa Stevilo bakterij ali
pa pride do zaviranja sistema za proizvajanje svetlobe. U€inek snovi merimo glede na
kontrolo, v katero ne damo vzorca (testirane snovi), in jo primerjamo s testnimi
mesSanicami, v katere dodamo dolo¢eno koli¢ino vzorca. Rezultate izrazimo v odstotkih

zaviranja.

Test uporabljamo za ugotavljanje strupenosti komunalnih in industrijskih odpadnih vod,

izluzkov zemlje in razli¢ni trdnih odpadkov, raztopin Cistih snovi in povrsinskih vod.

3.5.1 Kulture bakterij

V testu smo uporabljali zamrznjene luminiscencne bakterije proizvajalca Dr. Lange (Hach
Lange GMBH, Diisseldorf, Nemcija). Testni komplet Dr. Lange: Luminiscent bacteria test
LCK 480 vsebuje epruvete z liofiliziranimi luminiscenénimi bakterijami vrste Vibrio
fischeri sev NRRL-B-11177, reaktivacijsko raztopino (glukoza, natrijev klorid, pH uravnan

na 7.0) in standardno raztopino (7,5 % natrijev klorid).

3.5.2 Aparature

Luminiscenco smo merili z luminometerom Lumistox (proizvajalec Dr. Lange GMBH,
Diisseldorf, Nemc¢ija), uporabljali smo tudi grelni blok dr. Lange, programsko opremo
LUMIsoft4, nameS¢eno na osebni racunalnik, in pH meter.

3.5.3 Postopek testa strupenosti z luminiscen¢nimi bakterijami Vibrio fischeri

Test smo izvajali po navodilih proizvajalca (Dr. Lange: Luminiscent bacteria test LCK

480).
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Za vsako strupeno snov ali odpadno vodo smo najprej opravili dva preliminarna testa, da
smo ugotovili primerno red¢enje vzorca pred izvedbo testa, nato pa Se definitivni test. Prvi
preliminarni test je bil pripravljen z geometrijsko red¢itveno vrsto (koncentracije strupene
snovi se zmanjSujejo po geometrijskem zaporedju, ker razred¢itev v naslednjem koraku 2-
krat red¢imo), ker z njo pokrijemo S§irSe obmocje koncentracij. Drugi preliminarni in
definitivni test pa sta bila pripravljena z red€itveno vrsto po standardu SIST ISO 11348,
strupene snovi), ker tako dobimo ve¢ to¢k v obmocju delovanja strupenosti, iz katerega

program LUMIsoft4 izracuna EC50.

V grelnem bloku smo temperaturo naravnali na 15 £ 1 °C. Vanj smo postavili kivete za
merjenje luminiscence in reaktivacijsko raztopino in pustili, da se termostatira. Med tem
smo pripravili testni vzorec. Vzorec mora imeti ustrezno slanost (dodamo potrebno
koli¢ino NaCl, da je v vzorcu 2 % raztopina NaCl) in vrednost pH (uravnamo na 7,0

0,2). Pripravili smo 50 ml vzorca, da smo laze uravnali vrednost pH in slanost.
3.5.3.1 Red¢itvena vrsta po SIST ISO 11348, 1998 brez G1 stopnje

Redcitveno vrsto po SIST ISO 11348,1998 brez stopnje G1 smo pripravili po navodilih, ki
so prilozena testu LCK 480 (proizvajalec Dr. Lange GMBH, Diisseldorf, Nemcija). Tako
je bila v prvi kiveti v vrsti A nicelna kontrola (brez vzorca), v drugi Sestnajstkrat razred¢en
vzorec, v tretji dvanajstkrat, v Cetrti osemkrat, v peti Sestkrat, v Sesti Stirikrat, v sedmi

trikrat, v osmi dvakrat, v deveti enainpolkrat in v deseti nerazred¢en vzorec (slika 5).

1 2 3 4 5 6 7 & 9 10

Aa0000000000
BOOOOOOOOQO
cQQOOOOOOOO

Slika 5: Shema razporeditve epruvetk na termo bloku Dr. Lange
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V vrsti B in C na grelnem bloku smo odpipetirali 0,5 ml revitalizirane suspenzije bakterij
v vse epruvetke. Po merjenjem luminiscence brez vzorca (samo 0,5 ml suspenzije bakterij)
smo dodali 0,5 ml tako pripravljenih razredCitev iz vrste A v vrsti B in C, zato so redcitve
na koncu dvakrat ve¢je (32-krat, 24-krat, 16-krat, 12-krat, 8-krat, 6-krat, 4-krat, 3-krat, 2-
krat).

3.5.3.2 Geometrijska redcCitvena vrsta

Geometrijsko redc¢itveno vrsto smo pripravili po navodilih, ki so prilozena testu LCK 480
(proizvajalec Dr. Lange GMBH, Diisseldorf, Nemcija). Geometrijsko red¢itveno vrsto smo
pripravili tako, da smo vsak naslednji korak razred¢itev red¢ili dvakrat. Razredc¢itve smo
pripravljali z 2 % raztopino NaCl. Tako je bilo v prvi epruvetki v vrsti A samo 1,5 ml 2 %
raztopine NaCl (nicelna kontrola), v drugi 256-krat razred¢en vzorec, v tretji 128-krat, v
Cetrti 64-krat, v peti 32-krat, v Sesti 16-krat, v sedmi 8-krat, v osmi 4-krat in v deveti 2-

krat, v deseti pa nerazredceni vzorec (slika 5).

V vrsti B in C na grelnem bloku smo odpipetirali 0,5 ml revitalizirane suspenzije bakterij
v vse epruvetke. Po merjenjeu vpliva brez vzorca (strupene snovi) smo dodali 0,5 ml tako
pripravljene razredcitve iz vrste A v vrsti B in C, zato so razred¢itve na koncu dvakrat

vecje (512-krat, 256-krat, 128-krat, 64-krat, 32-krat, 16-krat, 8-krat, 4-krat in 2-krat).

3.5.3.3 Potek testa in ugotavljanje zaviralnih koncentracij strupenih snovi

Na osebnem racunalniku smo aktivirali program LUMIsoft4 in nastavili vse potrebne
parametre meritve (¢as inkubacije, ¢as med meritvami, kaksno red¢itev smo pripravili, ime
vzorca in ostalo). Program pokaze, katero kiveto moramo izmeriti in ¢as ob katerem jo
izmerimo, tako, da je ¢as inkubacije med serijama meritev za vse kivete enak. Po navodilih
programa smo najprej izmerili luminiscenco pred dodanim vzorcem (strupeno snovjo),
nato pa smo k bakterijam dodali po 0,5 ml prej pripravljenega in razred¢enega vzorca in
inkubirali 30 minut. Po ¢asu inkubacije smo izmerili luminiscenco v enakem zaporedju kot
prej. Program iz primerjave med izmerjeno luminiscenco pred dodanim vzorcem in

luminiscenco po inkubaciji z vzorcem izracuna koncentracije vzorca, pri katerih pride do
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20 %, 50 % in 80 % zaviranja (ICy, ICsp in 1Cgp). Program poda regresijo med tockami,
dobljenimi v testu in nariSe diagram, ki kaZe povezavo med stopnjo zaviranja in
koncentracijo vzorca (strupene snovi). Vrsti B in C na grelnem bloku sta dve paralelki za

vsako koncentracijo, s ¢imer se poveca natan¢nost in tocnost meritev.
3.6 PRIKAZ REZULTATOV

Vse rezultate smo podali kot aritmeti¢no sredino dveh ali ve¢ meritev posameznega testa
(Kosmelj, 2001). Poleg rezultata smo navedli tudi oceno variabilnosti (standardni odklon
od povprecne vrednosti). Statistine operacije smo opravili s programom Microsoft Excel,

v katerem smo uporabili funkciji <average> in <stdev>.

Povpre¢na vrednost, X :

D Xi
X =41 ...(6)
n
n = Stevilo meritev

Xi = vrednost i-te meritve

Standardni odklon, SD:

(7

n = Stevilo meritev

Xi = vrednost i-te meritve

X = povprecna vrednost
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4 REZULTATI

S spreminjanjem pogojev pri ATP testu zmerjenja luminiscence (Podgorelec, 2004) smo
hoteli izboljsati ponovljivost in obcutljivost te metode za ugotavljanje strupenosti. Aktivno
blato iz laboratorijskega modela Cistilne naprave smo izpostavili strupeni snovi 3,5-
diklorofenolu. Cas izpostavitve smo spreminjali, da bi ugotovili, kje je najbolj ugodno

razmerje med trajanjem in obcutljivostjo testa (poglavje 4.1).

Spreminjali smo tudi vir aktivne biomase v testu. Aktivno blato iz laboratorijskega modela
Cistilne naprave smo primerjali z dvema komercialno dostopnima aktivnima biomasama:
BODseed, ki se uporablja pri izvajanju BPK (biokemijska potreba po kisiku) testa in
Micropan Complex, ki se uporablja za zagon manjSih Cistilnih naprav. Najprej smo
poiskali koncentracije biomas, ki so bile primerljive glede na aktivnost, nato pa smo
preverili Se obcutjivost aktivne biomase. Na podlagi pridobljenih rezultatov smo se odlo¢ili
za najprimernejSi Cas izpostavitve aktivnega blata testirani snovi in najprimernejsi vir

aktivne biomase (poglavje 4.1.2).

S tako optimiziranim ATP testom smo nato testirali 4 vzorce odpadnih vod in rezultate
primerjali Se s testom zaviranja hitrosti porabe kisika po standardni metodi SIST ISO 8192
in testom z bakterijami Vibrio fischeri z merjenjem luminiscence, ki je tudi standardna
metoda. Pri vseh testih smo izraunali krivuljo zaviranja in nato z njeno pomocjo
izracunali koncentracije testne snovi (IC) pri 20, 50 in 80 % zaviranju mikrobne aktivnosti

(ICy0, ICsp, ICg) (poglavje 4.2).

4.1 OPTIMIZACIJA ATP TESTA

4.1.1 Optimalni ¢as izpostavitve aktivnega blata testirani snovi

Pred vsakim merjenjem ATP v vzorcih smo izmerili znane standardne koncentracije ATP,

ki smo jih pripravili iz standarda (FL-AAS). S programom Microsoft Excel smo nato

narisali umeritveno krivuljo iz petih tock, potegnili trendno ¢rto in izracunali njeno enacbo.
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To je bilo potrebno, ker so reagenti shranjeni pri -20 °C in se sCasoma zmanjSuje

produkcija svetlobe (encim je manj aktiven) in s tem obcutljivost testa manjsa.

Preglednica 2 prikazuje odvisnost koncentracije 3,5-diklorofenola, ki izzove 20 %
zmanjSanje koncentracije ATP (ICy), od casa izpostavitve aktivnega blata iz
laboratorijskega modela (LM) 3,5-diklorofenolu. 1Cy smo izbrali, ker je to koncentracija
strupene snovi, pri kateri se pokaze zacetek strupenosti (SIST ISO 11348-2). Pri vsakem
Casu izpostavitve smo test naredili dvakrat in iz teh podatkov izracunali aritmeti¢no
sredino in standardni odklon. Trend zmanjSevanja 1Cyy ni opazen, vrednosti so priblizno
enakomerno raztresene okoli povprecja, kar je razvidno tudi iz grafi¢nega prikaza na sliki
6. Standardni odklon je pri nekaterih meritvah vecji, ker so se pojavljale razlike med

ponovitvami zaradi nehomogenih vzorcev.

Preglednica 2: Povprecje 1Cy 3,5-diklorofenola s standardnim odklonom za aktivno blato iz

laboratorijskega modela.

tas IC; 3,5-diklorofenola
izpostavljenosti [me/l) ) standardni
P ) povprecje odklon

[min] prvié¢ drugic

30 51 4.7 4,9 0,3

60 1,9 45 32 1.8

90 2,7 52 3,9 1,8
120 5,0 3,7 4,3 0.9
150 1,8 3,5 2,7 1,2
180 2,4 7.3 4.9 3,5

Preglednica 3 prikazuje odvisnost koncentracije 3,5-diklorofenola, ki izzove 50 %
zmanjSanje koncentracije mikrobnega ATP (ICsg), od Casa izpostavitve aktivnega blata iz
laboratorijskega modela (LM) 3,5-diklorofenolu. Vse case izpostavitve smo preizkusili
dvakrat in iz teh podatkov izracunali aritmeti¢no sredino in standardni odklon. Prav tako
smo izraCunali koncentracije 3,5-diklorofenola, ki izzovejo 80 % zaviranje glede na

nicelno kontrolo. Rezultati so prikazani v preglednici 4. Opazen je trend zmanjSevanja ICsg
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s podaljSanim ¢asom, tako pri posameznih meritvah kot povprecno. Standardni odklon je

pri nekaterih meritvah ve¢ji, kar se verjetno nanasa na nehomogenost vzorcev.

Preglednica 3: Povprecje ICsy 3,5-diklorofenola s standardnim odklonom za aktivno blato iz

laboratorijskega modela.

tas ICsy 3,5-diklorofenola
izpostavljenosti [me/1] standardni
postavy povpreje |  odklon

[min] prvic drugié

30 18,1 19,7 18,9 1,1

60 9,0 17,4 13,2 6,0

90 11,8 17,5 14,7 4,1
120 15,4 12,5 14,0 2,0
150 6,9 13,0 10,0 4,2
180 8,1 18,5 13,3 7,3

Preglednica 4: Povprecje 1Cg 3,5-diklorofenola s standardnim odklonom za aktivno blato iz

laboratorijskega modela.

tas ICgy 3,5-diklorofenola
izpostavljenosti [me/] standardni
postavy povpreje |  odklon

[min] prvi¢ drugi¢

30 64,2 82,5 73,3 12,9

60 42,3 67,7 55,0 17,9

90 52,3 58,9 55,6 4,6
120 47,7 42,6 45,1 3,6
150 26,7 47,9 37,3 15,0
180 27,8 46,6 37,2 13,3

Odvisnost I1Cy in ICsy za 3,5-diklorofenol od ¢asa izpostavitve je graficno prikazana na

sliki 6. Iz graficnega prikaza je razviden trend zmanjSevanja koncentracije 3,5-
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diklorofenola, ki povzroci 50 % zmanjSanje koncentracij mikrobnega ATP s podaljSanim

casom izpostavitve. Iz istega graficnega prikaza takega trenda za IC,y) ne moremo

prepoznati.
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Slika 6: Odvisnost 1C, in ICsy od Casa izpostavitve aktivnega blata (iz laboratorijskega modela)

3,5-diklorofenolu.

Spreminjanje koncentracije 3,5-diklorofenola, ki izzove 20 % zmanjSanje koncentracije
ATP (ICy), glede na cas izpostavitve komercialne aktivne biomase Micropan Complex
(MC) 3,5-diklorofenolu prikazuje preglednica 5. Vse Case izpostavitve smo preizkusili
dvakrat in iz teh podatkov izracunali aritmeti¢no sredino in standardni odklon. Opazen je
trend zmanjSevanja ICyy s podaljSanim Casom izpostavitve, kar pri aktivni biomasi iz
laboratorijskega modela ni razvidno. Standardni odklon je podoben, kot pri poskusih z

aktivnim blatom iz laboratorijskega modela.
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Preglednica 5: Povprecje 1Cy 3,5-diklorofenola s standardnim odklonom za aktivno blato iz

komercialnega cepiva Micropan Complex.

éas I1C; 3,5-diklorofenola .
i i i [mg/1] -, standardni
izpostavljenosti povprecje

. . oy odklon
[min] prvi¢ drugi¢

30 3,6 9,7 6,6 4,3

60 3,7 7’4 5’6 2,6

90 3,7 7,6 5’7 2,7

120 5,7 5,2 5.4 0.3

150 2,4 5,3 3,9 21

180 3,2 5,1 4.1 14

Spreminjanje koncentracije 3,5-diklorofenola, ki izzove 50 % zmanjSanje koncentracije
ATP (ICsp), glede na cas izpostavitve komercialne aktivne biomase Micropan Complex
(MC) 3,5-diklorofenolu prikazuje preglednica 6. Vse Case izpostavitve smo preizkusili
dvakrat in iz teh podatkov izracunali aritmeti¢no sredino in standardni odklon. Opazen je
trend zmanjSevanja ICsy s podaljSanim Casom izpostavitve, tako pri posameznih meritvah
kot povpre¢no. Standardni odklon je bistveno man;jsi kot pri preskusih z aktivnim blatom iz
laboratorijskega modela. Prav tako smo izracunali koncentracije 3,5-diklorofenola, ki

izzovejo 80 % zaviranje glede aktivno blato brez dodane strupene snovi (preglednica 7).

Preglednica 6: Povprecje 1Csy 3,5-diklorofenola s standardnim odklonom za aktivno blato iz

komercialnega cepiva Micropan Complex.

as ICsq 3,5-diklorofenola
. . . [mg/1] e standardni
izpostavljenosti povprecje
. o .y odklon
[min] prvic drugic
30 22,6 247 23,6 1,5
60 18,0 20,5 19,2 1,8
90 15,0 20,0 17,5 3,5
120 20,8 15,5 18,1 3,8
150 115 15,9 13,7 31
180 14,9 13,4 14,2 1,1
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Preglednica 7: Povprecje 1Cg 3,5-diklorofenola s standardnim odklonom za aktivno blato iz

komercialnega cepiva Micropan Complex.

. ICg 3,5-diklorofenola

cas .
. . . [mg/l] ve standardni
izpostavljenosti povprecje

. ox .y odklon
[min] prvic drugic

30 142,7 62,7 102,7 56,6

60 87,5 56,8 72,1 21,7

90 60,8 52,7 56,7 5,7

120 76,7 46,1 61,4 21,6

150 54,3 47,5 50,9 4,8

180 70,8 35,5 53,1 25,0

Odvisnost 1Cyg in I1Csp za 3,5-DCP od casa izpostavitve komercialne biomase Micropan

Complex je graficno prikazana na sliki 7. 1z grafi¢nega prikaza na sliki 7 je dobro opazen

trend zmanjSevanja ICy in ICsy s poveCevanjem Casa izpostavitve biomase Micropan

Complex.
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Slika 7: Odvisnost IC,, in ICsy od Casa izpostavitve aktivnega blata (komercialno aktivno blato

Micropan Complex) 3,5-diklorofenolu.
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4.1.2 Primernost razli¢nih virov biomase za testiranje strupenosti

S testom zaviranja porabe kisika (SIST ISO 8192, metoda z majhno koncentracijo
aktivnega blata) smo primerjalno preizkusili aktivnost biomase iz laboratorijskega modela
ter dve komercialni biomasi: Micropan Complex in BODseed. Tako smo preverili, ali
lahko komercialna biomasa zamenja biomaso iz laboratorijskega modela pri nadaljnih
preskusih strupenosti odpadnih vod. Slika 8 prikazuje primer poskusa, s katerim smo
ugotavljali, kak$na je hitrost porabe kisika (aktivnost) aktivne biomase Micropan Complex

in aktivnega blata iz laboratorijskega modela.

12,0
E‘) 10,0 —— LM 150 mg/I
S MC 100 mg/I
5 6.0 MC 150 mgl
*;;: 40 —%— MC 200 mg/I
cg: 20 - —e— MC 300 mg/I
4
0,0 T T T T T
0 30 60 90 120 150
¢as (min)

Slika 8: Aktivnost razlicnih koncentracij aktivnega blata iz laboratorijskega modela (LM) in

komercialno dostopne aktivne biomase. Primer za Micropan Complex (MC).

Na preglednici 8 so predstavljene koncentracije komercialnih biomas, ki ustrezajo
aktivnosti aktivnega blata iz laboratorijskega modela. Ugotovili smo, da je pri
koncentraciji 150 mg suhe snovi/l aktivnega blata iz laboratorijskega modela hitrost porabe
kisika priblizno enaka kot pri 50 mg suhe snovi/l aktivne biomase Micropan Complex

(slika 8) in 30 mg suhe snovi/l aktivne biomase BODseed.
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Preglednica 8: Koncentracije aktivnega blata pri enakih aktivnostih za biomaso iz laboratorijskega
modela in komercialne biomase. Aktivnost biomase smo ugotavljali s testom zaviranja hitrosti

porabe kisika (metoda z nizko koncentracijo aktivnega blata).

koncentracija komercialne biomase, ki ima enako
aktivnost
biomasa iz Micropan
laboratorijskega BODseed P
Complex
modela
koncentracija
suhe snovi
aktivnega blata 150 30 30
(mg/l)

Preiskusili smo tudi obcutljivost teh treh virov biomas. Standard SIST ISO 8192 doloca, da
mora biti obcutljivost aktivnega blata izrazena kot ICsy, tako za metodo z majhno
koncentracijao aktivnega blata kot za metodo z veliko koncentracijo aktivnega blata, med 5
in 30 mg/1 za 3,5-diklorofenol, ki je referencna snov. Preglednica 9 prikazuje obcutljivost 3
virov biomase za 3,5-diklorofenol. Obc¢utljivost aktivnega blata iz laboratorijskega modela
je v predpisanem intervalu vendar blizu spodnje meje, komercialni biomasi pa sta na
sredini v standardu doloCenega intervala. Na podlagi teh rezultatov smo nadaljne poskuse
izvajali z aktivnho biomaso Micropan Complex (aktivna biomasa BODseed vsebuje samo

bakterije in je ekonomsko bolj neugodna).
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Preglednica 9: Primerjava strupenosti 3,5-diklorofenola za razli¢ne vrste aktivnih biomas. Poskusi
so bili opravljeni s testom zaviranja hitrosti porabe kisika (SIST ISO 8192, metoda z majhno

koncentracijo aktivnega blata).

biomasa iz Micropan
laboratorijskega BODseed P
Complex
modela
I1C3o (mg/1) 1,7 54+19 7,7+0,4
1Cso (mg/1) 7,3 12,0£3,5 15,8 £1,7
I1Cso (mg/l) 31,8 26,7£6,0 32,6 £8,4

4.2 PRIMERJAVA OBCUTLJIVOSTI METOD ZA UGOTAVLIJANJE STRUPENOSTI

4.2.1 Referencna snov 3,5-diklorofenol

Preskusili smo obcutljivost treh metod za ugotavljanje strupenosti za strupeno snov 3,5-
diklorofenol, ker smo hoteli ugotoviti, ¢e z metodo merjenja mikrobnega ATP dobimo
primerljive rezultate drugima dvema metodama. V preglednici 10 so podane povprecne
vrednosti zaviralnih koncentracij (ICx) s standardni odkloni (£SD). Pri ATP testu in testu
strupenosti z zaviranjem hitrosti porabe kisika smo uporabili aktivnho biomaso Micropan
Complex, pri merjenju bioluminiscence z Vibrio fischeri pa v standardu dolo¢en sev
bakterij V. fischeri. Ob dodatku 3,5-diklorofenola se zmanj$a aktivnost tako aktivnega
blata kot luminiscencnih bakterij V. fischeri. Pri vseh treh metodah se z vecanjem
koncentracij 3,5-diklorofenola zmanjSuje aktivnost mikroorganizmov. Test z merjenjem
zaviranja hitrosti porabe kisika in ATP test z merjenjem luminiscence kazeta zelo podobne
rezultate (ICsy za prvi test je 15,8 + 1,7 mg/l in 14,5 £ 1,7 mg/l za drugega), ICso pri testu
z V. fischeri je manjsi (4,3 + 0,3 mg/1).
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Preglednica 10: Povprecne vrednosti in standardni odkloni zaviralnih koncentracij (IC) za 3,5-

diklorofenol. Povprecne vrednosti so rezultat vsaj dveh neodvisnih meritev za posamezno metodo.

Zaviralne koncentracije (IC) so podane v mg/l, x =20, 50, 80 %.

test zaviranja
zaviralna hitrosti porabe metoda merienia test z bakterijami
koncentracija | Kkisika (metoda z koncen trai i'eJ Vibrio fischeri z
(IC,) za 3,5- majhno . J merjenjem
mikrobnega ATP
diklorofenol koncentracijo luminiscence
aktivnega blata)
IC3(mg/l) 7,7+0,4 4,6 £0,8 2,5+0,1
ICso(mg/) 15,8+ 1,7 14,5+ 1,7 43+0,3
ICso(mg/l) 32,6 =84 45,5+2,6 7,3+£0,8

4.2.2 Testiranje strupenosti vzorcev odpadnih vod

S preiskusenimi testnimi postopki za metodo SIST ISO 8192 (test zaviranja hitrosti porabe
kisika, biomasa Micropan Complex), z metodo ugotavljanja koncentracij mikrobnega ATP
in s testom z bakterijami Vibrio fischeri smo primerjalno ugotavljali strupenost Stirih
odpadnih vod. Odpadni vodi A in C izvirata iz farmacevtske industrije, odpadna voda B iz

kovinske industrije in odpadna voda D iz deponije usnjarskih odpadkov.

Odpadna voda A iz farmacevtske industrije ni imela velikega negativnega vpliva na testne
mikroorganizme, kar je prikazano v preglednici 11. Ob dodatku odpadne vode A smo
zmanjSanje mikrobne aktivnosti zaznali samo s testom z bakterijami V. fischeri. Pri tem
testu je bila zaviralna koncentracija (ICso) precej majhna (6,5 vol % odpadne vode), kar
kaze na veliko obcutljivost bakterij V. fischeri. Druga dva testa sta bila precej neobcutljiva.
Z ATP testom smo zaznali najvecje zaviranje 4 % pri koncentraciji odpadne vode 50 vol
%, pri testu z zaviranjem hitrosti porabe kisika pa 25 odstotno zaviranje pri koncentraciji
odpadne vode 25 vol %. Preiskusili smo tudi ve¢jo koncentracijo odpadne vode, vendar je

bilo zaviranje manjSe.
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Preglednica 11: Povpre¢ne vrednosti in standardni odkloni zaviralnih koncentracij (IC) odpadne
vode A iz farmacevtske industrije. Povpre¢ne vrednosti so rezultati vsaj dveh neodvisnih meritev
za posamezno metodo. Zaviralne koncentracije (IC) so podane v volumskih odstotkih, x = 20, 50,

80 %.

zaviralna test zaviranja
Koncentraciia hitrosti porabe metoda merienia test z bakterijami
12 | Kisika (metoda z Jeng Vibrio fischeri z
(ICy) za . koncentracije .
veliko . merjenjem
odpadno vodo . mikrobnega ATP .
A koncentracijo luminiscence
aktivnega blata)
o .
IC20 (vol %) prema hno premajhno zaviranje, 1,7£04
zaviranje, zato zato povprecje in 6.5+1.0
0 ve - , + ,
ICs0 (vol %) < taﬁ ZZEE?; dlknlon standardni odklon
ICgo (vol %) | nista izraCunana nista izracunana 26,6 +7.3

Odpadna voda B izvira iz kovinske industrije. Vsebovala je vecje koli¢ine tezkih kovin
(preglednica 17). Ob dodatku odpadne vode B smo zmanjSanje mikrobne aktivnosti zaznali
z ATP testom in testom zaviranja hitrosti porabe kisika, pri testu z bakterijami V. fischeri
pa zaviranja nismo zaznali (preglednica 12). Pri ATP testu je bila zaviralna koncentracija
manjSa (ICsg je bil 14,4 £+ 6,8 vol %), kot pa pri testu z zaviranjem porabe kisika (ICs je bil
39,7 £ 3,0 vol %). Test z bakterijami V. fischeri je bil za to odpadno vodo premalo
obcutljiv (pri koncentraciji odpadne vode 50 vol % smo zaznali 15 % zaviranje). Kaze, da
je odpadna voda B strupena za mikroorganizme aktivnega blata, za bakterije V. fischeri pa

ne.
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Preglednica 12: Povpre¢ne vrednosti in standardni odkloni zaviralnih koncentracij (IC) odpadne
vode B iz kovinarske industrije. Povpre¢ne vrednosti so rezultati vsaj dveh neodvisnih meritev za
posamezno metodo. Zaviralne koncentracije (IC) so podane v volumskih odstotkih, x = 20, 50, 80

%.

zaviralna test zaviranja
. hitrosti porabe S test z bakterijami
koncentracija | . . metoda merjenja oL e .
kisika (metoda z .. Vibrio fischeri z
(ICy) za . koncentracije o .
veliko . merjenjem
odpadno vodo . mikrobnega ATP .
B koncentracijo luminiscence
aktivnega blata)
IC3 (vol %) 6,3+4,7 6,0 £4,2 premajhno
zaviranje, zato
IC5 (vol %) 39,7+3,0 14,4 + 6,8 povprecje in
standardni odklon
ICg (vol %) | vec od 100 vol % 36,5+ 11,0 nista izraGunana

Vse tri metode za ugotavljanje strupenosti smo preizkusili tudi na odpadni vodi C, ki je
prav tako kot odpadna voda A izvirala iz iztoka farmacevtske industrije. Ob dodatku
odpadne vode C smo zmanjSanje mikrobne aktivnosti zaznali samo z testom z
luminiscen¢nimi bakterijami V. fischeri, z drugima dvema pa zaviranja nismo zaznali
(preglednica 13). Test z merjenjem ATP je pri koncentraciji odpadne vode 50 vol %
pokazal pospesSevanje, test z merjenjem hitrosti porabe kisika pa pri koncentraciji odpadne
vode 20 vol % samo 6 odstotno zaviranje. Pri testu z luminiscenénimi bakterijami V.
fischeri je bila zaviralna koncentracija (ICso) precej velika (22,0 + 4,7 vol %), kar kaze, da

odpadna voda (glede na uporabljene teste) ni strupena.
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Preglednica 13: Povprecne vrednosti in standardni odkloni zaviralnih koncentracij (IC) odpadne
vode C iz farmacevtske industrije. Povprecne vrednosti so rezultat vsaj dveh neodvisnih meritev za
posamezno metodo. Zaviralne koncentracije (IC) so podane v volumskih odstotkih, x = 20, 50, 80

%.

zaviralna test zaviranja
Koncentraciia hitrosti porabe metoda merienia test z bakterijami
12 | Kisika (metoda z Jeng Vibrio fischeri z
(ICy) za veliko koncentracije merjenjem
odpadno vodo . mikrobnega ATP L.
C koncentracijo luminiscence
aktivnega blata)
o .
1Cz0 (vol %) pr‘ema‘ljhno premajhno zaviranje, 2,0£0,3
zaviranje, zato zato povprecje in
o o .
1Cs0 (vol %) < taﬁ ZZEE?; dlknlon standardni odklon 22,0 +4,7
ICg (vol %) | nista izraCunana nista izracunana ve¢ od 100 vol %

Zadnji vzorec odpadne vode, na katerem smo primerjali ob¢utljivost metod za ugotavljanje
strupenosti je bil vzorec odpadne vode D (deponija usnjarskih odpadkov). Vpliv vzorca na
testne mikroorganizme prikazuje preglednica 14. Ob dodatku odpadne vode D smo
zmanjSanje mikrobne aktivnosti zaznali z vsemi tremi testi. Najbolj obcutljiv je bil test z
luminiscen¢nimi bakterijami V. fischeri, pri katerem je bil ICsq Ze pri 1,8 £ 0,1 vol %. Test
z zaviranjem porabe kisika in ATP test sta pokazala veliko manjSo strupenost (ICsy je bil
59,8 £ 7,0 vol % pri prvem in ve¢ od 100 vol % pri drugem). Tudi v tem primeru kaze, da
so bile bakterije V. fischeri bolj obc¢utljive na strupene snovi v odpadni vodi kot aktivna

biomasa Micropan Complex.
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Preglednica 14: Povpreéne vrednosti in standardni odkloni zaviralnih koncentracij (IC) za
odpadno vodo D iz deponije. Rezultate povpre¢nih vrednosti smo dobili iz vsaj dveh neodvisnih
meritev za posamezno metodo. Zaviralne koncentracije (IC) so podane v volumskih odstotkih, x =

20, 50, 80 %.

zaviralna test zaviranja
. hitrosti porabe A test z bakterijami
koncentracija | . . metoda merjenja oo .
kisika (metoda z .. Vibrio fischeri z
(ICy) za veliko koncentracije merieniem
odpadno vodo . mikrobnega ATP e
D koncentracijo luminiscence
aktivnega blata)
I1Cy (vol %) 14,0+ 0,3 53,1 £ 13,7 0,5+0,1
ICsp (vol %) 59,8+ 7,0 ve¢ od 100 vol % 1,8+ 0,1
ICg (vol %) | vec od 100 vol % ve¢ od 100 vol % 6,614

4.2.2.1 Rezultati kemijskih analiz odpadnih voda

Rezultati kemijske analize odpadne vode A iz farmacevtske industrije in odpadne vode B
iz kovinarske industrije (analize so opravili na Centralni €istilni napravi DomzZale-Kamnik)
so prikazani na preglednicah 15 in 17. Rezultati analiz kazejo, da so v odpadni vodi A
ostanki polarnih organskih topil, veliki sta tudi vrednosti KPK in BPKs kar kaze na
organsko onesnazenje. V odpadni vodi B so poveCane koncentracije nekaterih tezkih
kovin. Podjetje, iz katerega izvira odpadna voda C ne dovoli javne objave rezultatov
fizikalno-kemijskih analiz. Kemijske analize odpadne vode D so bile opravljene v sklopu
diplomske naloge v Laboratoriju za kemijo, biologijo in tehnologijo voda na Kemijskem
inStitutu (Dovgan, 2005). Odpadna voda D je bila mocno organsko onesnazena in je

vsebovala velike koncentracije klora (preglednica 16).
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Preglednica 15: Rezultati analiz odpadne vode A

Parameter Enote | Rezultat
pH / 7,03
Temperatura (pri pH) °C 25,6
Usedljive snovi po 1 uri ml/l 18
Kjeldahlov dusik mg N/1 75
Celotni fosfor mg P/1 5,6
Polarna organska topila mg/l 370

Preglednica 16: Rezultati analiz odpadne vode D

Parameter Enote | Rezultat

pH / 8,0

Skupni organski ogljik mg C/1 1950

Amonijev dusik mg NH4/1| 3027
Organski dusik mg N/1 129
Kemijska potreba po
kisiku (KPK) mg O/l | 5520
Biokemijska potreba po
Kisiku (BPKs) mg O/l | 2490

Klor mg Cl/1 2750
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Preglednica 17: Rezultati analiz odpadne vode B

Parameter Enote | Rezultat

pH / 10,02
Temperatura (pri pH) °C 19,1
Usedljive snovi po 1 uri ml/l 100
Baker mg Cu/l 139

Cink mg Zn/l 0,86

Kadmij mg Cd/1 | <0,05
Celotni krom mg Cr/l 9,13

Krom 6+ mg Cr/l | <0,01
Nikelj mg Ni/l 35,8

Svinec mg Pb/l 0,184

Zelezo mg Fe/l 17,2
Kjeldahlov dusik mg N/1 12,7
Celotni fosfor mg P/l 6,0
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Test merjenja ATP z luminometrom se je v predhodnih raziskavah pokazal kot primeren za
ugotavljanje strupenosti odpadnih voda, vendar je bil slabo obcutljiv in rezultati so precej
nihali med ponovitvami (Podgorelec, 2004). Potrebno je bilo podaljsati Cas izpostavitve
mikroorganizmov aktivnega blata strupeni snovi in poiskati Se kakSen nacin za izboljSanje
ponovljivosti. To smo storili s preizkuSanjem razli€nih virov liofilizirane, komercialno
dostopne biomase. NaSe raziskave kazejo, da je tako prilagojen ATP test bolj primeren za

ocenjevanje strupenosti vtoka na Cistilne naprave.

Aktivno blato iz laboratorijskega modela smo razli¢no dolgo izpostavili strupeni snovi 3,5-
diklorofenolu, da bi ugotovili, ¢e se obcutljivost aktivnega blata z daljSanjem izpostavitve
povecuje. Rezultati raziskave kazejo (preglednica 3), da taka odvisnost obstaja. Tak$na
odvisnost se ujema z pricakovano, saj ima strupena snov 3,5-DCP ve¢ Casa, da reagira z
bakterijsko celico in jo poSkoduje ali uni¢i (Dutka in sod., 1983). ICyy aktivnega blata iz
laboratorijskega modela (preglednica 2) ne pokaze naras¢anja strupenosti s Casom, trendna
&rta, ki smo jo potegnili med to¢kami je skoraj vodoravna (R* vrednost prikazana na sliki 6
je majhna). ICy je slabsi pokazatelj obcutljivosti aktivne biomase, ker se pri tej
koncentraciji u¢inki zaviranja $ele zacno kazati (Clesceri in sod., 1998). Case izpostavitve
smo izbrali glede na trajanje primerljivih metod. Daljsi €asi niso smiselni, saj je ena izmed
zahtev za dober test strupenosti tudi ¢im krajSa izvedba in ¢im hitrejSa razpolozljivost
rezultatov (Hiley, 1996), da lahko ukrepamo in prepre¢imo negativne ucinke na bioloski
Cistilni napravi. Krajsi Casi izpostavitve so prekratki in ne dopuscajo dovolj intenzivnih
interakcij med celico in strupeno snovjo, ki bi jih lahko ustrezno ovrednotili (Dutka in sod.,
1983). Med dvema ponovitvama serije poskusov pri nekaterih Casih izpostavitve so se
pojavile vecje razlike, kar nam pokaze standardni odklon. Do razlik lahko pride v ve¢
korakih, eden pomembnejsih je pipetiranje aktivnega blata v epruvete po Eppendorfu. Ker
je aktivno blato iz laboratorijskega modela v razli¢no velikih kosmicih je zelo tezko dodati
v vsako epruveto po Eppendorfu enako koli¢ino biomase. Vsebnost mikroorganizmov je

zelo odvisna od tega, ali s pipeto potegnemo ve¢ vecjih kosmov ali pa manj manjsih.
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Aktivnega blata pred pipetiranjem ni mogoc¢e homogenizirati, ne da bi poskodovali celice,
kar pa vpliva na koli¢ino ATP, ki ga kasneje izmerimo. Podobne napake se zgodijo tudi pri
ekstrakciji ATP iz mikobnih celic. Razlike izhajajo tudi iz samega aktivnega blata, ki se
spreminja v sestavi glede na Cas (v laboratorijskem modelu je aktivno blato najbolj
kvalitetno za preskuse, ko pride sveze iz Cistilne naprave) in tudi koncentracijsko (uporaba

tudi za druge poskuse v laboratoriju) (Shoji in sod., 2000).

Za iskanje drugega vira biomase smo se odlocili zaradi ugotovljenih tezav z aktivno
biomaso iz laboratorijskega modela. Poleg zgoraj opisanih se pojavljajo Se drugi. Aktivno
blato se v€asih napihne in se ne poseda, zato ga ne moremo uporabiti v poskusih (Smith in
sod., 2003). Tezavna je tudi obcutljivost aktivnega blata v laboratorijskem modelu, saj je
na spodnji meji, ki je predpisana v standardnem postopku SIST ISO 8192 (ICs za 3,5-
diklorofenol naj bi bil med 5 in 30 mg/l, pri metodi z zaviranjem hitrosti porabe kisika). To
tezavo smo resili z uporabo liofilizirane aktivne biomase, ki je komercialno dostopna, saj
je v taki obliki vedno na voljo in ima sestavo, ki se ne spreminja s casom (vedno lahko
pripravimo aktivno biomaso dolocene starosti). Laboratorijske modele je treba tudi redno
vzdrzevati, liofilizirane biomase pa ne. Preden smo izbrali aktivnho biomaso za nadaljne
poskuse smo preiskusili dve komercialni biomasi: BODseed, ki jo uporabljajo kot cepivo
vzorcev pri testiranju BPK in Micropan Complex, ki jo uporabljajo za zagon manjSih
bioloskih ¢istilnih naprav (Micropan Complex: tehniski opis, 2003). Obe komercialni
biomasi sta se izkazali bolj aktivni in obcutljivi v primerjavi z biomaso iz laboratorijskega
modela pri metodi z zaviranjem hitrosti porabe kisika. Aktivnost je bila celo boljsa kot pri
laboratorijskem modelu, verjetno zato, ker smo uporabili isti substrat (mesno juho,
poglavje 3.4.1.1) pri revitalizaciji liofilizirane biomase in pri testu z zaviranjem hitrosti
porabe kisika, s katerim smo ugotavljali aktivnost. Tako je imela revitalizirana biomasa
izrazene ze vse potrebne encime in ni bilo faze prilagajanja, ko smo jo prestavili v testno
mesSanico (Brandt in sod., 2004). Obcutljivost obeh biomas je bila v sredini predpisanega
intervala (ICsy za 3,5-diklorofenol naj bi bil med 5 in 30 mg/l, pri metodi z zaviranjem
hitrosti porabe kisika) in je znaSala 12,0 + 3,5 mg/l za BODseed in 15,8 + 1,7 mg/l za
Micropan Complex (preglednica 9). Manjsa obcutljivost liofilizirane biomase je mogoce
posledica zasCitnih snovi, ki jih celice proizvedejo pred liofilizacijo ali pa dodatkov k

celicam pred liofilizacijo (Chen in sod., 2001). Verjetno so prisotne v liofilizirani biomasi
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tudi drugacne bakterije in prazivali, zato se obcutljivost razlikuje. Razlike v obcutljivosti
razli¢nih virov aktivnega blata so znane iz raziskav drugih avtorjev (Strotmann in sod.,
1993; Strotmann in Eglséder, 1994a; Strotmann in sod., 1994b; Dalzell in Christofi, 2002).
Po pregledu teh podatkov smo se odlocili, da je bolj primerna komercialna biomasa
Micropan Complex, ker je v primerjavi z BODseed veliko cenejSa in bolj primerna za
uporabo (je v 10 kg embalaZi in lahko zatehtamo Zeljeno koncentracijo potrebno za
preskus, BODseed pa je pakirana v kapsulah v katerih je po 0,4 g liofiliziranih bakterij). V
kapsulah BODseed je poseben konzorcij izbranih vrst bakterij, ki zagotavlja ponovljive
rezultate za BPK test in v njej niso vkljuceni vsi mikroorganizmi, ki obi¢ajno sodelujejo
pri bioloSkem c¢iScenju (BOD reagents for wastewater testing, 1995). Aktivna biomasa
Micropan Complex pa vsebuje ve¢ razli¢nih bakterij in prazivali in je tudi zato bolj

podobna zdruzbi na Cistilni napravi (Micropan Complex: tehniski opis, 2003).

Odvisnost obcutljivosti aktivne biomase od ¢asa izpostavitve smo dokazali z aktivnim
blatom iz laboratorijskega modela, zato smo preskus ponovili z enakimi ¢asi izpostavitve
strupeni snovi, vendar s komercialno dostopno biomaso Micropan Complex. Za
nadaljevanje ugotavljanja strupenosti odpadnih vod smo morali ugotoviti tudi
najprimernejS$i Cas izpostavitve komercialne biomase strupeni snovi. Rezultati naSih
raziskav kazejo na zmanjSevanje ICy in ICsy z daljSanjem izpostavitve komercialne
biomase Micropan Complex 3,5-diklorofenolu, vendar s precej manjSim standardnim
odklonom (preglednici 5 in 6). Trend narasCanje obcutljivosti z daljSanjem casa
izpostavitve je opazen ze pri ICy. Aktivno biomaso Micropan Complex sestavljajo
liofilizirane bakterije (Micropan Complex: tehniski opis, 2003). Biomaso v prahu smo en
dan prej rehidrirali in dodali vsa potrebna hranila, tako, da je bila v preskusu vedno
priblizno enako stara. Tako smo zagotovili ¢im bolj podobno biomaso med ponovitvami
poskusov. Aktivna biomasa Micropan Complex je tudi veliko bolj homogena, saj nastajajo
manjsi kosmi, ki ne povzro€ajo tezav pri pipetiranju in tako je v vsaki testni epruveti
zagotovljena enaka koli¢ina biomase. Rezultati kazejo (slika 6), precej ve&jo R* vrednost
trendne Crte kot pri aktivnem blatu iz laboratorijskega modela (slika 5). To pomeni, da se
trendna Crta precej bolje prilega podatkom. Naklon obeh trendnih ¢rt je zelo podoben, kar
potrjuje naso domnevo, da se z daljSanjem Casa izpostavitve aktivnega blata strupeni snovi

3,5-diklorofenolu, povecuje obcutljivost testa. 1z teh rezultatov smo zakljucili, da je
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najprimernej$i Cas izpostavitve aktivnega blata strupeni snovi 120 minut. Ta cas
predstavlja kompromis med trajanjem testa, ki naj bi bil ¢im kraj$i in obcutljivostjo testa,
ki je poleg ostalih dejavnikov odvisna tudi od kontaktnega ¢asa med strupeno snovjo in

mikroorganizmi v aktivnem blatu (Gendig in sod., 2003).

Metode za ugotavljanje strupenosti smo najprej primerjali z uporabo referencne spojine
3,5-diklorofenol. Najbolj je bil obcutljiv test z merjenjem luminiscence z V. fischeri
(preglenica 8) verjetno zato, ker bakterije niso vklju¢ene v kosme in strupena snov takoj
prodre v celice (Hoffman in Christofi, 2001). V. fischeri je morska bakterija in ni
prilagojena na strupene snovi, ki pa so ji zdruzbe v aktivnem blatu lahko (Santos in sod.,
2005). Ta test je imel tudi najmanj$i standardni odklon, kar dokazuje, da je zelo
standariziran in ni mogocih veliko drugih vplivov na rezultate testa. Test zaviranja hitrosti
porabe kisika (metoda z majhno koncentracijo aktivnega blata) in test z merjenjem
koncentracije mikrobnega ATP sta dala primerljive rezultate (ICsy za prvi test je 15,8 + 1,7
mg/l in 14,5 + 1,7 mg/l za drugega), kar kaze, da bi v tem primeru ATP test sluzil enako
dobro kot standardna metoda. Tudi standardni odklon ni velik, kar kaze na izboljSano

ponovljivost ATP metode v primerjavi s postopkom, ki ga je opisala Podgorelec (2004).

Rezultati ugotavljanja strupenosti odpadnih voda so pokazali druga¢no sliko. Odpadna
voda A, ki je izhajala iz farmacevtske industrije je bila premalo strupena kar za dva testa.
Samo v testu z bakterijami V. fischeri z merjenjem luminiscence smo dokazali zadostno
strupenost odpadne vode, da smo lahko izracunali zaviralne koncentracije (ICsg je bil 6,5
1,0 vol %). Tako ne moremo primerjati koncentracij zaviranja, vendar lahko
predpostavimo, da je test z V. fischeri najbolj obcutljiv. Oba testa z uporabo aktivnega
blata sta pokazala premajhno obcutljivost na odpadno vodo za izracun zaviralnih
koncentracij, kar namiguje na to, da odpadna voda ne bi bila strupena za organizme
aktivnega blata na Cistini napravi, kot to prikazuje test z bakterijami V. fischeri. Ta test
pokaze vecje zaviranje zaradi razlogov, ki smo jih Ze opisali v prejSnjem odstavku.
Rezultati kemijskih analiz Centralne Cistilne naprave Domzale-Kamnik kazejo, da so v
odpadni vodi A ostanki polarnih organskih topil, ki vplivajo na strupenost vzorca, vendar

so glede na naSe teste, v dovolj majhnih koncentracijah, da ne vplivajo na proces ¢iS¢enja



Gustin S. Optimizacija ATP testa za dolo¢anje strupenosti odpadnih voda in primerjava z referenénimi metodami.
Dipl.delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tudija mikrobiologije, 2006 37

na Cistilni napravi. Odpadna voda A je bila organsko onesnazena, ker sta se pokazali velike

KPK in BPK;5 vrednosti.

Obratno sliko dobimo z vzorcem odpadne vode B iz kovinske industrije. Tukaj pokazeta
strupenost test zaviranja hitrosti porabe kisika (ICs je bil 39,73 £ 3,0 vol %) in merjenje
koncentracije mikrobnega ATP (ICso je bil 14,4 £ 6,8 vol %), test z merjenjem
luminiscence V. fischeri pa ne (preglednica 12). To ni v skladu s trditvijo, da je test z V.
fischeri bolj ob¢utljiv, zato sklepamo, da so bile v odpadni vodi snovi, ki ovirajo zanesljivo
izvedbo testa z V. fischeri. Kemijska analiza odpadne vode B, ki so jo opravili na CCN
Domzale-Kamnik, je pokazala, da so v odpadni vodi velike koncentracije kovin
(preglednica 17). Tudi drugi avtorji porocajo, da kovine v vzorcu vplivajo na test z V.
fischeri (Christofi in sod., 2002; Codina in sod., 1993), kar ima za posledico slabSo
obcutljivost testa. Opazimo tudi, da je test z merjenjem ATP bolj obcutljiv kot referencna
metoda z merjenjem zaviranja hitrosti porabe kisika. Kaze, da smo z optimizacijo ¢asa in
spremembo aktivne biomase resni¢no dosegli izboljSanje obcutljivosti ATP testa

(Podgorelec, 2004).

Tudi odpadna voda C iz farmacevtske industrije je bila premalo strupena za dva testa
enako, kot odpadna voda A. Zaviranje smo zaznali samo s testom z bakterijami V.
Fischeri, ICs je bil 22,0 + 4,7 vol % (preglednica 13). Prav tako kot preskusi z odpadno
vodo A, kaZejo, da so bakterije V. fischeri bolj obcutljive na strupene snovi in zato ne

pokazejo primerljive obcutljivosti in realnih vplivov na mikroorganizme aktivnega blata.

Z odpadno vodo D iz usnjarske deponije smo zaznali zaviranje z vsemi tremi testi. S
testom z bakterijami V. fischeri smo zaznali zelo veliko strupenost, ze 1,8 £ 0,1 vol %
odpadne vode je pokazalo 50% zmanjSanje luminiscence. ICsy za test zaviranja hitrosti
porabe kisika je bil kar precej vi§ji, in sicer 59,8 £ 7,0 vol %, z ATP testom pa smo
ugotovili, da je bil ICsy vecji od 100 vol % (preglednica 14). Ta rezultat ni ustrezen, saj je
standardni odklon precej velik, kar verjetno izhaja iz tezav pri vzorcenju (nehomogenost
vzorca). V vodi so bili namre¢ delci, ki so se zelo hitro posedali in za ATP test je potrebno

veliko manj vzorca, kot pri testu zaviranja hitrosti porabe kisika zato so mozna vecja
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odstopanja. Kemijske analize so pokazale, da je voda mo¢no onesnazena (preglednica 16),

zato velika strupenost v primerjavi z ostalimi preiskanimi vodami ne preseneca.

S prilagoditvijo ¢asa izpostavitve aktivnega blata strupeni snovi v ATP testu in spremembo
vira biomase smo izboljsali obcutljivost in ponovljivost testa v primerjavi s postopkom, ki
ga je opisala Podgorelec (2004). Iz primerjav metod lahko sklepamo, da so bakterije V.
fischeri prevec obcutljive, da bi pokazale ustrezne vplive na aktivno blato, vendar bi test
vseeno lahko sluzil za hiter pregled (screening) odpadne vode, ker traja manj casa kot
drugi dve preizkusani metodi. Za ustrezno oceno vpliva odpadne vode na delovanje Cistilne
naprave je smiselno in bolj zanesljivo uporabiti aktivno blato, ki je nosilec bioloSkega
¢is¢enja. Metoda merjenja koncentracije mikrobnega ATP je nekoliko krajSa od testa
zaviranja hitrosti porabe kisika in z njo dobimo primerljive rezultate, zato bi jo lahko
uporabljali tudi v rutinskem ugotavljanju strupenosti vtoka na Cistilne naprave. S
testiranjem odpadnih vod smo potrdili (Dalzell in sod., 2002), da z uporabo enega samega
testa vedno ne moremo ustrezno ugotavljati strupenosti, zato priporo¢amo uporabo vec
testov, ki temeljijo na razli¢nih principih, med njimi tudi metodo merjenja koncentracije

mikrobnega ATP.
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5.2 SKLEPI

- S podaljsanjem casa izpostavitve aktivnega blata strupeni snovi na 120 minut smo

izboljsali obcutljivost metode merjenja mikrobnega ATP, ki je tako primerljiva s

testom zaviranja hitrosti porabe kisika po standardu SIST ISO 8192.

- Izbor ustreznega vira aktivne biomase je pozitivnho doprinesel k izboljSani

ponovljivosti metode merjenja mikrobnega ATP in olajsal izvedbo testa.

Komercialna biomasa Micropan Complex lahko uspeSno nadomesti zamudno

namnozevanje biomase v laboratorijskem modelu ¢istilne naprave.

- Preskusi na industrijskih odpadnih vodah so potrdili primernost metode merjenja

mikrobnega ATP za ocenjevanje strupenosti vtoka odpadnih vod na Cdistilne

naprave.

- Ker z eno samo metodo ne moremo zanesljivo ugotavljati strupenosti, priporo¢amo

uporabo ve¢ metod z razlicnimi nacini ugotavljanja strupenosti, saj so tak$ni

rezultati veliko bolj zanesljivi.

-V nadaljnjih preiskavah bi bilo potrebno ATP metodo validirati in jo standarizirati,

potem bi jo lahko rutinsko uporabljali za ugotavljanje strupenosti vtoka odpadnih

voda na Cistilne naprave.
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6 POVZETEK

Razvoj v gospodarstvu in povecanje populacije, pa tudi vedno vecje zavedanje za
Dobro delovanje Cistilnih naprav pa je pomembno tudi za Zivljenje v vodah, kamor se
odpadne vode iztekajo. Ce pride do vtoka strupenih snovi na &istilno napravo, je biologko
ciSCenje le-te okrnjeno in tako lahko vsa voda odtece neociscena v reke in ima kot taka
usodne posledice za Zivljenje v rekah. Zato so razvili razli¢ne teste strupenosti, s katerimi
metoda merjenja mikrobnega ATP izkazala kot primerna za ugotavljanje strupenosti
(Podgorelec, 2004), smo metodo optimizirali v smislu povecanja obcutljivosti metode in
zanesljivosti rezultatov. Tako prilagojeno metodo smo nato primerjali z dvema
standardnima testoma (metodo merjenja zaviranja hitrosti porabe kisika po standardu SIST
ISO 8192 in test z bakterijami Vibrio fischeri z merjenjem luminiscence po standardu SIST

ISO 11348-2) na resni¢nih vtokih odpadnih vod na Cistilne naprave.

Najprej smo ugotavljali najprimernejsi ¢as izpostavitve mikroorganizmov aktivne biomase
strupeni snovi 3,5-diklorofenolu z namenom izboljSanja obcutljivosti metode ob ¢im
krajSem trajanju izvedbe testa. Najprimernejsi se je izkazal ¢as 120 minut, zato smo vse
naslednje teste z merjenjem ATP izvajali pri taki Casovni izpostavitvi. Zaradi tehni¢nih
tezav z aktivnim blatom iz laboratorijskega modela, ki so po naSem mnenju najbolj vplivali
na ponovljivost rezultatov metode merjenja mikrobnega ATP, smo se odlocili, da
preizkusimo druge vire aktivne biomase. Z metodo zaviranja hitrosti porabe kisika smo
preverili, ¢e aktivni biomasi BODseed in Micropan Complex ustrezata zahtevam v
standardu SIST ISO 8192 (1986). Na osnovi ekonomskih in manipulativnih razlogov smo
za primernejSo dolocili aktivno biomaso Micropan Complex, Ceprav sta bili obe aktivni

biomasi primerno aktivni in obc¢utljivi.

S tako prilagojeno metodo smo nato primerjali strupenostne teste na vzorcih vtokov na
Cistilne naprave. Kot najbolj strupeno se je izkazala voda iz usnjarske deponije, kot
najmanj pa voda iz farmacevtske industrije. Poleg metode z merjenjem mikrobnega ATP in

metode merjenja zaviranja hitrosti porabe kisika smo vkljucili $e test z bakterijami Vibrio
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fischeri z merjenjem luminiscence, ki se je izkazala za najbolj obcutljivo od vseh treh
metod ocenjevanja strupenosti. Ker pa v testu niso vkljuéeni mikroorganizmi aktivnega
blata kot pri drugih dveh metodah, je tezko trditi, da s to metodo realno ocenimo vpliv
odpadne vode na zdruzbo v ¢istilni napravi. Drugi dve metodi sta dali v vecini primerov
primerljive rezultate, kar je potrdilo hipotezo, da bomo z prilagoditvami izboljsali
obcutljivost metode merjenja mikrobnega ATP. Glede na prej$nje rezultate (Podgorelec,
2004) smo izboljsali tudi ponovljivost metode, saj je v ve€ini primerov standardni odklon

manjsi kot pre;j.

Ugotovili smo, da je metoda merjenja mikrobnega ATP primerna kot ena izmed metod za
ugotavljanje strupenosti strupenih snovi ali odpadnih vod in z njo dobimo podobne
rezultate kot s standardno metodo z merjenjem zaviranja hitrosti porabe kisika. V
prihodnosti bi bilo potrebno narediti Se validacijo metode in tako uradno potrditi
primernost. Ker traja krajsi ¢as in je njena izvedba prostorsko ugodnejsa, bi se ta metoda
lahko uvedla za spremljanje strupenosti vtoka na Cistilne naprave. Zadnji del raziskave
nam je tudi pokazal, kako razlicne rezultate lahko dobimo z uporabo razli¢nih metod, zato
priporoc¢amo, da se strupenostni testi ne bi izvajali samo z enim testom, kljub temu, da to

pogosto zaradi asovnih in denarnih omejitev ni mogoce.
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PRILOGA A

Slike premic zaviranja pridobljene z ATP testom za posamezne Case izpostavitve

komercialnega biomase in aktivnega blata iz laboratorijskega modela (poglavje 4.1).

1 AKTIVNO BLATO 1Z LABORATORIJISKEGA MODELA

1.1 Prva ponovitev

90

80 1 y = 23,717Ln(x) - 18,7

70 - 5
60 R? = 0,9987

50 -
40 -
30
20 -
10 -
0 \
1 10 100

koncentracija 3,5-DCP (mg/l)

zaviranje (%)

Slika 1: Cas izpostavitve aktivnega blata iz laboratorijskega modela 3,5-diklorofenolu 30

minut

100
90 A

80 y = 19,349Ln(x) + 7,545

70 2 _

60 - R“=0,9463
50 4
40 A
30 A
20 4
10 4

zaviranje (%)

1 10 100
koncentracija 3,5-DCP (mg/l)

Slika 2: Cas izpostavitve aktivnega blata iz laboratorijskega modela 3,5-diklorofenolu 60

minut
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Slika 3: Cas izpostavitve aktivnega blata iz laboratorijskega modela 3,5-diklorofenolu 90

minut
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20
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Slika 4: Cas izpostavitve aktivnega blata iz laboratorijskega modela 3,5-diklorofenolu 120

minut
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R? = 0,9131

zaviranje (%)
D
o

1 10 100
koncentracija 3,5-DCP (mg/l)

Slika 5: Cas izpostavitve aktivnega blata iz laboratorijskega modela 3,5-diklorofenolu 150

minut

120

100 - A
80 | y = 24,353Ln(x) - 0,9837 .

R? = 0,9319

zaviranje (%)

0 ‘
o0 L 10 100

koncentracija 3,5-DCP (mg/l)

Slika 6: Cas izpostavitve aktivnega blata iz laboratorijskega modela 3,5-diklorofenolu 180

minut
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1.2 Druga ponovitev

90
80 -

;8 | y = 20,959Ln(x) - 12,48

2
50 | R? = 0,9681
40 |
30 A
20 n Y
10 -

*

zaviranje (%)

1 10 100
koncentracija 3,5-DCP (mg/l)

Slika 7: Cas izpostavitve aktivnega blata iz laboratorijskega modela 3,5-diklorofenolu 30

minut

90
80 -

28 1 y = 22,122Ln(x) - 13,233

50 - R? = 0,9627 .
40 -
30
20 - .
10

zaviranje (%)

1 10 100
koncentracija 3,5-DCP (mg/l)

Slika 8: Cas izpostavitve aktivnega blata iz laboratorijskega modela 3,5-diklorofenolu 60

minut
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Slika 9: Cas izpostavitve aktivnega blata iz laboratorijskega modela 3,5-diklorofenolu 90

minut

120

100
S w0l y = 24,558Ln(x) - 12,118 ¢
o R?=0,9386
S 60
> 40 -
N

20 .
0 T
1 10 100

koncentracija 3,5-DCP (mg/l)

Slika 10: Cas izpostavitve aktivnega blata iz laboratorijskega modela 3,5-diklorofenolu

120 minut
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Slika 11: Cas izpostavitve aktivnega blata iz laboratorijskega modela 3,5-diklorofenolu

150 minut
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100 -
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< 801 y = 32,431Ln(x) - 44,612
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E. *
£ a0
>
S 20 -
0 * ‘
20 L 10 100

koncentracija 3,5-DCP (mg/l)

Slika 12: Cas izpostavitve aktivnega blata iz laboratorijskega modela 3,5-diklorofenolu

180 minut
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2 KOMERCIALNA BIOMASA MICROPAN COMPLEX

2.1 Prva ponovitev

60 - y = 16,256Ln(x) - 0,649
50 | R?=0,9112

zaviranje (%)

0 ‘
-10 10

koncentracija 3,5-DCP (mg/l)

E

Slika 13: Cas izpostavitve komecialne biomase Micropan Complex 3,5-diklorofenolu 30

minut
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(0]
o
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y = 18,945Ln(x) - 4,7148
R? = 0,9893

[e2]
o
I
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NOA
o o
| |
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Slika 14: Cas izpostavitve komecialne biomase Micropan Complex 3,5-diklorofenolu 60

minut
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y = 21,483Ln(x) - 8,2321 ¢

R? = 0,9573
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Slika 15: Cas izpostavitve komecialne biomase Micropan Complex 3,5-diklorofenolu 90

minut
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Slika 16: Cas izpostavitve komecialne biomase Micropan Complex 3,5-diklorofenolu 120

minut
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Slika 17: Cas izpostavitve komecialne biomase Micropan Complex 3,5-diklorofenolu 150

minut

100

80 -
50 y = 19,291Ln(x) - 2,1674
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40 1
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Slika 18: Cas izpostavitve komecialne biomase Micropan Complex 3,5-diklorofenolu 180

minut
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2.2 Druga ponovitev

y = 32,167Ln(x) - 53,103
40 | R? = 0,7335
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w
o
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Slika 19: Cas izpostavitve komecialne biomase Micropan Complex 3,5-diklorofenolu 30

minut
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50 R? = 0,8572
40 -
30 -
20 -
10

zaviranje (%)

1 10 100
koncentracija 3,5-DCP (mg/l)

Slika 20: Cas izpostavitve komecialne biomase Micropan Complex 3,5-diklorofenolu 60

minut
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Slika 21: Cas izpostavitve komecialne biomase Micropan Complex 3,5-diklorofenolu 90

minut
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Slika 22: Cas izpostavitve komecialne biomase Micropan Complex 3,5-diklorofenolu 120

minut
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Slika 23: Cas izpostavitve komecialne biomase Micropan Complex 3,5-diklorofenolu 150

minut
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Slika 24: Cas izpostavitve komecialne biomase Micropan Complex 3,5-diklorofenolu 180

minut
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PRILOGA B
Primernost razli¢nih virov biomase za preverjanje strupenosti (poglavje 4.1.2).

1 KOMERCIALNA BIOMASA BODseed

100
90 .
80 y = 91,085x - 55,754

R? = 0,8926

70 |
60 -
50 -
40 -
30 1
20 1
10 *
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

zaviranje (%)

logaritem koncentracije 3,5-DCP

Slika 1: Prvo preverjanje obcutljivosti komercialne biomase BODseed na 3,5-diklorofenol

s testom zaviranja hitrosti porabe kisika (metoda A)

100
90 -
80 -

70 - y = 80,807x - 29,193
R? = 0,9524

60
50 +
40 -
30 -
20 ~
10 +

O T T T T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

zaviranje (%)

logaritem koncentracije 3,5-DCP

Slika 2: Drugo preverjanje obcutljivosti komercialne biomase BODseed na 3,5-

diklorofenol s testom zaviranja hitrosti porabe kisika (metoda A)
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Slika 3: Preverjanje primerljive aktivnosti komercialne biomase BODseed z aktivno
biomaso iz laboratorijskega modela s testom zaviranja hitrosti porabe kisika

(metoda A)

2 KOMERCIALNA BIOMASA MICROPAN COMPLEX
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80 - .
70

60 1 y=84,255x- 53,67
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30 A
20
10 - *
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0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2 14 1.6

logaritem koncentracije 3,5-DCP

Slika 4: Prvo preverjanje obcutljivosti komercialne biomase Micropan Complex na 3,5-

diklorofenol s testom zaviranja hitrosti porabe kisika (metoda A)
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Slika 5: Drugo preverjanje obcutljivosti komercialne biomase Micropan Complex na 3,5-

diklorofenol s testom zaviranja hitrosti porabe kisika (metoda A)
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Slika 6: Preverjanje primerljive aktivnosti komercialne biomase Micropan Complex z
aktivno biomaso iz laboratorijskega modela s testom zaviranja hitrosti porabe

kisika (metoda A)
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Slika 7: Preverjanje obcutljivosti aktivne biomase iz laboratorijskega modela na 3,5-

diklorofenol s testom zaviranja hitrosti porabe kisika (metoda A)
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PRILOGA C

Slike in enacbe premic opravljenih testov pri preverjanju strupenosti odpadnih vod

(poglavije 4.2.2).

1 ODPADNA VODA A IZ FARMACEVTSKE INDUSTRIJE

1.1 Metoda merjenja koncentracije mikrobnega ATP

10

0 ; ; y ]
51 10 100
-10 y = 11,683Ln(x) - 71,749
-15 - R?=0,8415
-20 .
_25 i

1000

zaviranje (%)

volumen dodane odpadne vode (ul)

Slika 1: Prvi preliminarni test odvisnosti zaviranja od koli¢ine dodane odpadne vode A

51 10 100 1000

25 | y = 25,159Ln(x) - 174,47
-30 - R?=0,9443

zaviranje (%)

volumen dodane odpadne vode (ul)

Slika 2: Drugi preliminarni test odvisnosti zaviranja od koli¢ine dodane odpadne vode A
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1.2 Test zaviranja hitrosti porabe kisika (metoda B)

30

) 25 A I/I/-
oN
o 20 -
'§ 15 A y= 6,2392X + 17,57
- 2 _
£ .. R%=0,8734
©
N 5 -

0 T T

0 0,5 1

1,5

logaritem koncentracije odpadne vode (vol %)

Slika 3: Prvi preliminarni test odvisnosti zaviranja od koli¢ine dodane odpadne vode A
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R? = 0,5092 /
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0
-10 -

T T -
0,5 / 1

-20
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Slika 4: Drugi preliminarni test odvisnosti zaviranja od koli¢ine dodane odpadne vode A

20
15 | .
£ 10 y = -15,865x + 21,187
& O R?=0,1055
g o ‘ N
8§ 50 0,5 1 L5 2
10 - .
15

logaritem koncentracije odpadne vode (vol %)

Slika 5: Definitivni test odvisnosti zaviranja od koli¢ine dodane odpadne vode A
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1.3 Test z bakterijami Vibrio fischeri z merjenjem luminiscence

Enacba premice zaviranja za prvi preliminarni test z odpadno vodo A

y=0,915x-0,807

Enacba premice zaviranja za drugi preliminarni test z odpadno vodo A

y =0,937 x - 0,699

Enacba premice zaviranja za definitivni test z odpadno vodo A

y=1,215x-0,991

2 ODPADNA VODA B 1Z KOVINARSKE INDUSTRIJE

2.1 Metoda merjenja koncentracije mikrobnega ATP

10

O T T
| 10 10 1000
<

y = 4,6753Ln(x) - 26,063
-10 1 R?=0,1759 ®

zaviranje (%)
&

-15

-20

volumen dodane odpadne vode (ul)

Slika 6: Prvi preliminarni test odvisnosti zaviranja od koli¢ine dodane odpadne vode B
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Slika 7: Drugi preliminarni test odvisnosti zaviranja od koli¢ine dodane odpadne vode B
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S g y= 31,9223Ln(x) -95327
2, R*=0,9294
g 60
S 40 A
N
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Slika 8: Definitivni test odvisnosti zaviranja od koli¢ine dodane odpadne vode B
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2.2 Test zaviranja hitrosti porabe kisika (metoda B)

80
y = 41,947x + 18,872
e 60 - 2 _
s R =0,9991
2
§ 40 -
S
8 20
0 ;
0 0,5 1 15

logaritem koncentracije odpadne vode (vol %)

Slika 9: Prvi preliminarni test odvisnosti zaviranja od koli¢ine dodane odpadne vode B

301 y=30,612x- 6,7406
R®=0,9831

zaviranje (%)
H
o

logaritem koncentracije odpadne vode (vol %)

Slika 10: Drugi preliminarni test odvisnosti zaviranja od koli¢ine dodane odpadne vode B
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y =48,951x - 29,612

R?=0,8734
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zaviranje (%)
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logaritem koncentracije odpadne vode (vol %)

Slika 11: Definitivni test odvisnosti zaviranja od koli¢ine dodane odpadne vode B
2.3 Test z bakterijami Vibrio fischeri z merjenjem luminiscence

Za odpadno vodo B enacb premic ni bilo mozno izracunati, ker koncentracije odpadne

vode, ki bi povzrocila zaviranje v test ni mogoce dodati
3 ODPADNA VODA C IZ FARMACEVTSKE INDUSTRIJE

3.1 Metoda merjenja koncentracije mikrobnega ATP

6 y=-1,91Ln(x) + 12,28 ?
4 R?=0,1784
2 | L

L 4
0 T

1 10 100
volumen dodane odpadne vode (ul)

zaviranje (%)

Slika 12: Prvi preliminarni test odvisnosti zaviranja od koli¢ine dodane odpadne vode C
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25 - y = -10,42Ln(x) + 24,085
-30 | R? = 0,5652
-35 4
-40 *

zaviranje (%)

volumen dodane odpadne vode (ul)

Slika 13: Drugi preliminarni test odvisnosti zaviranja od koli¢ine dodane odpadne vode C

3.2 Test zaviranja hitrosti porabe Kisika (metoda B)

8
6 y = 17,194x - 16,82
s 4 R? = 0,8651
o 2 m
2 ;
2o ‘ ‘
>
S 20 05 1 15
4 -
-6 "

logaritem koncentracije odpadne vode (vol %)

Slika 14: Prvi preliminarni test odvisnosti zaviranja od koli¢ine dodane odpadne vode C

3.3 Test z bakterijami Vibrio fischeri z merjenjem luminiscence

Enacba premice zaviranja za prvi preliminarni test z odpadno vodo C

y=0,618x-0,824
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Enacba premice zaviranja za drugi preliminarni test z odpadno vodo C

y=0,611x-0,819

Enacba premice zaviranja za definitivni test z odpadno vodo C

y=0,602 x - 0,75

4 ODPADNA VODA D IZ USNJARSKE DEPONIJE

4.1 Metoda merjenja koncentracije mikrobnega ATP

40

30 A

20 y =23,196Ln(x) - 117,35
10 R?=0,7939 S

'
-10 1 10 1 1000

-20

zaviranje (%)

volumen dodane odpadne vode (ul)

Slika 15: Prvi preliminarni test odvisnosti zaviranja od koli¢ine dodane odpadne vode D
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R? = 0,8317
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51
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Slika 16: Drugi preliminarni test odvisnosti zaviranja od koli¢ine dodane odpadne vode D
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zaviranje (%)

10 100
y = 59,828Ln(x) - 363,07
R? = 0,8597

10
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Slika 17: Definitivni test odvisnosti zaviranja od koli¢ine dodane odpadne vode D
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4.2 Test zaviranja hitrosti porabe kisika (metoda B)
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Slika 18: Prvi preliminarni test odvisnosti zaviranja od koli¢ine dodane odpadne vode D
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Slika 19: Drugi preliminarni test odvisnosti zaviranja od koli¢ine dodane odpadne vode D
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Slika 20: Definitivni test odvisnosti zaviranja od koli¢ine dodane odpadne vode D

4.3 Test z bakterijami Vibrio fischeri z merjenjem luminiscence

Enacba premice zaviranja za prvi preliminarni test z odpadno vodo D

y=1,322x-0,323

Enacba premice zaviranja za drugi preliminarni test z odpadno vodo D

y=1,002 x - 0,28

Enacba premice zaviranja za definitivni test z odpadno vodo D

y=0,961 x-0,213
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PRILOGA D

Slike in enacbe premic opravljenih testov pri preverjanju strupenosti 3,5-diklorofenola

(poglavje 4.2.1).

1 METODA MERJENJA KONCENTRACIJE MIKROBNEGA ATP

Glej prilogo A, Slika 16 in Slika 22

2 TEST ZAVIRANJA HITROSTI PORABE KISIKA (METODA A)

Glej prilogo B, Slika 4 in Slika 5

3 TEST Z BAKTERIJAMI Vibrio fischeri Z MERJENJEM LUNINISCNCE

Enacbi premic zaviranja za test z bakterijami Vibrio fischeri z merjenjem luminiscence z

3,5-diklorofenolom

Prvic:

y=2,504 x — 1,643

Drugic:

y=2,497 x — 1,432



