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Za odredivanje toksi¢nosti otpadnih voda u nasem laboratoriju
uveli smo Offhausovu metodu. Upotrebljavamo Warburgov aparat
i manometrijsku tehniku rada, odnosno Sapromat i volumetrij-
sku tehniku rada. Obje su aparature jako skupe i nisu dostupne
svim industrijskim vodnim laboratorijama. Zbog toga smo po-
kuSavali uvesti metodu prema Borovi¢kovoj i Zahridku koja se
koristi jednostavnim aparatima. Rezultati usporedivanja pokazuju
da je metoda prema Borovi¢kovoj i Zahradku za odredivanje tok-
si¢nosti odnosno inhibicijskih efekata otpadnih voda nesigurna
pa je zbog toga ne preporucujemo.

Industrijske otpadne vode sadriavaju u mnogim slucajevima tvari
koje utjeCu inhibitorno na bioloske procese u vodotoku ili u uredaju
za preCiScavanje. Poznavanje toksi¢nosti odnosno inhibicijskih efekata
znacajno je za vrednovanje i ocjenu $tetnosti otpadne vode kao i prili-
kom planiranja i kontrole djelovanja biologkog uredaja za proé¢iscavanje.

Za odredivanje toksi¢nosti poznato je viSe metoda: mikrobioloske (1),
bioloske (2), test sa ribama (3, 4) i razne respirometrijske metode (5, 6,
7, 8). Toksi¢nost izrazavamo razmjerom razredivanja kod kojeg viSe ne
nalazimo toksi¢ne utjecaje na testne organizme. Respirometrijska mje-
renja omogucavaju postotno izrazavanje inhibiranja bioloske razgradnje.

U svom laboratoriju imamo izradenu Offhausovu metodu (9, 10) za
odredivanje toksi¢nosti odnosno inhibicijskih efekata; laboratorijskim
pokusima (Sapromat, Warburg) odredimo potrebno razrjedenje kod ko-
jeg otpadna voda ne djeluje viSe inhibitorno na prisutne mikroorganiz-
me. Slijedi eksperimentalno provjeravanje ¢&iséenja otpadnih voda u
modelnim i polindustrijskim uredajima.

Pri istraZivanju toksi¢nosti industrijskih otpadnih voda $iroka upo-
treba klasiéne manometrnijske tehnike (Warburg, Sapromat) nije uvijek
moguca zbog relativno visoke cijene aparata. Zbog toga smo Zeljeli
ispitati jednostavniju metodu koja bi bila prikladna i dostupna jedno-
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stavnije opremljenim laboratorijama. Takva je, na primjer, metoda pre-
ma Borovi¢kovoj i Zahrddku (11).

Ovaj rad donosi usporedbu rezultata dobivenih razli¢itim metodama
— Offhausovom i Borovic¢kove — i razli¢itim aparaturama — Warbur-
gom, Sapromatom, aparaturom Borovickove.

APARATI I METODE

Aparati
Warburg (12, 13)

Warburgova metoda je manometrijska metoda gdje se mjeri potros-
nja kisika izravno mjerenjem promjene tlaka koja nastaje zbog potros-
nje kisika kada su volumen i temperatura stalni. CO: koji je nastao
reakcijom apsorbira se u lugu tako da je smanjenje tlaka u reakcijskoj
tikvici samo posljedica potro$nje kisika. Tikvica se krede u termosta-
tiranoj posudi. Nakon dovoljnog broja ocitanih vrijednosti promjene
tlaka moZemo rezultate unijeti u dijagram i u obliku krivulje prikazati
tok biolo$kog procesa u ovisnosti o vremenu.

Sapromat (14, 15).

Sapromat metoda je volumetrijska metoda. Uzorak se nalazi u zatvo-
renoj termostatiranoj posudi te se mijeSa magnetnom mijeSalicom. Po-
troSeni kisik uzrokuje smanjenje tlaka (nastali CO: se apsorbira u lugu).
Svaki element je povezan sa stanicom koja elektrolitski oslobada toliko
kisika koliko se utros$ilo prilikom razgradnje. Mnozinu potroSenog ki-
sika aparat kulometrijski automatski registrira. Zbog vedeg volumena
uzorka, koncentrirane otpadne vode, dovoljne mnozine kisika koja je na
raspolaganju i zbog kontinuirane registracije potro$nje kisika tocnost
ie mjerenja vrlo dobra.

Aparatura prema Borovickovoj i Zahrddku (11)

Aparatura prema Borovickovoj i Zahrddku vrlo je jednostavna. Sa-
stavljena je od 50 mililitarske reagensne bocice sa brusenim vratom koji
se hermeti¢no zatvara gumenim c¢epom. Kroz ¢ep je potisnuta dvomili-
litarska graduirana pipeta koja gotovo doseZe dno bodice te sluzi kao
manometar. Na pipeti ispod ¢epa pricvr$éena je traka filtriranog papira
koji je natopljen s KOH za apsorpciju CO.. Zatvorene bocice sa 10 ml
uzorka u vrijeme pokusa u termostatu miruju.

Metode

Offhausova metoda (9, 10)

Metoda se temelji na kontinuiranom mjerenju biokemijske potrebe za
kisikom i na usporedbi krivulja BPK:

— nepoznatog uzorka

— otopine peptona (netoksi¢na, dobro razgradljiva tvar)

— mijesavine (otopina peptona i nepoznatog uzorka)
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Sl. 1. Vodena kupka s pricvr§cenom reagensnom bocicom
i TK
g O /1 =
C
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i PK-TK

S1. 2. Odredivanje toksiénosti prema Offhausovoj metodi

D
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Gornja krivulja TK na sl. 2 predstavlja teoretsku vrijednost (svota kri-
vulja BPK nepoznatog uzorka i BPK otopine peptona). Donja krivulja
PK — TK predstavlja razliku izmedu prakti¢ne vrijednosti (BPX mje-
Savine) i teoretske vrijednosti. Na osnovi usporedivanja obiju krivulja
(TK i PK — TK) odredimo toksi¢nost ili inhibicijske u¢inke uzorka na
tok biokemijske razgradnje (sl. 3)

1/ 2/a

mg 0, /1 mg 0,/1

SL 3. Tipovi krivulja inhibicije razgradnje prema Offhausovoj metodi
1. bez inhibicije
2a. potpuna inhibicija (toksi¢nost)
2b. djelomic¢na inhibicija
3. stimulacija

1. Kada krivulja PK — TK lezi na apscisi, uzorak nema nikakva utje-
caja na tok biokemijske razgradnje.

2. Kada krivulja PK — TK le7i ispod apscise, u uzorku su prisutne
tvari koje su toksi¢ne ili inhibiraju tok biokemijske razgradnije.

a) ako PK — TK lezi ispod apscise te je u ordinatnom sistemu zrcalna
slika krivulje TK, radi se o toksi¢nosti. U uzorku su prisutne tok-
siCne tvari koje posve onemogudavaju razgradnju peptona. Po-
trodnja kisika za mje$avinu u razdoblju od 120 sati (5 dana) u tom
je slucaju nula. Inhibiranje biolo§ke razgradnje je 100%/o;

b) ako mjedavina pokaze potrebu za kisikom koja je manja od TK
govorimo o inhibiranju biolo$ke razgradnje.
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Plohu ispod apscise nazivamo plohom inhibiranja. Planimetrira-
njem pojedinih ploha mozemo inhibicijski utjecaj uzorka izraziti
u postocima.

ACD . 100

ABC

inhibiranje °/y =

Toksi¢nost mozemo odrediti i u pojedinim vremenskim intervali-
ma, a interpretacija rezultata u obliku dijagrama pokazuje cjelo-
kupan tok inhibicijskog utjecaja.

3. Kada krivulja PK — TK lezi iznad apscise, u uzorku su prisutne
tvani koje stimuliraju tok biolo§ke razgradnje.

Metoda prema Borovi¢kovoj i Zahrddku (11)

To je direktna manometrijska metoda te se oslanja na odredivanje
promjena u toku biokemijske razgradnje koje uzrokuju dodaci istra-
Zivanih tvari u sintetickoj otpadnoj vodi. Odredujemo BPK u nepozna-
tom uzorku kojeg toksi¢nost trazimo i u sinteti¢koj otpadnoj vodi.
Sinteti¢ka otpadna voda je tipa komunalne otpadne vode te se sastoji
od otopina glukoze, peptona i fosfata. Predstavlja brzo razgradljivu, ne-
toksi¢nu tvar. Zbog inhibicijskih utjecaja uzorka na djelovanje mikro-
organizama sinteticka otpadna voda razgraduje se samo djelomiéno,
zbog toga je udio BPK sinteticke vode u mjeSavini sa istraZivanom
vodom niZi nego u kontrolnom uzorku gdje toksi¢ne tvari nisu prisutne.
Metoda pretpostavlja da je razgradnja organskih tvari u sinteti¢koj vodi
(komunalnoj) monomolekularna reakcija, zbog toga u semilogaritam-
skom koordinatnom sistemu daje pravac. Za uzorak i sinteticku ot-
padnu vodu povufemo pravce, i na osnovi usporedivanja toka obaju
pravaca odredimo toksi¢nost ili inhibicijske uéinke uzorka na tok bio-
kemijske razgradnje.

Priprema otopina

A. Priprema otopina za pohranu (Vorratslésungen)

1. Otopina glukoza-pepton (GP-otopina)
5 g glukoze i 7,5 g peptona otopimo u 500 ml destilirane vode s
NaOH dovedemo otopinu na pH = 8. Otopinu poslije filtriramo i
frakcionirano steriliziramo u posudama koje imaju &ep od vate.
2. Otopina fosfata
Liebmannovu otopinu 1 razrijedimo destiliranom vodom u omjeru
1:10.
Liebmannova otopina 1: 8,5 g/1 KH:PO,
21,75 g/1 K2HPO,
33,4 g/1 Na:HPO; - 2H:0
1,7 g/l NH4C1
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3. Voda za razrjedivanje
Aerirana voda (vodovodna voda, koju smo aerirali 24 sata i onda

ostavili da stoji 3 sata) kojoj dodamo po 1 ml/l Liebmannovih oto-
pina 2, 31 4.

Liebmannova otopina 2: 22,5 g/l MgSOs - TH20

Liebmannova otopina 3: 27,5 g/l CaCle

Liebmannova otopina 4: 0,25 g/1 FeCl; - 6H:0

B. Priprema sinteti¢ne otpadne vode

1. GP-koncentrat
Za svaki pokus pripremimo svjezi koncentrat, i to od:
16 ml destilirane vode
3 ml GP otopine
1 ml otopine fosfata

2. Sinteti¢na komunalna otpadna voda:
Upotrebljava se kao neotrovna, lako razgradljiva voda (kontrola),
koja je konstantna sastava a dobiva se od:
1 ml GP-koncentrata
8 ml vode za razrjedivanje
1 ml inokuluma.

C. Priprema inokuluma

1 ml GP-koncentrata

8 ml vode za razrjedivanje

1 ml filtrirane komunalne otpadne vode.

Tako dobiveni inokulum termostatiramo (na 20¢°C s pasaZom) 2
puta 24 sata

Za svaki se pokus pripremi svjeZi inokulum,

Postupak

Pri svakom pokusu trebamo dvije bocice za termobarometarsku kon-
trolu, Cetiri bocdice za sinteti¢nu otpadnu vodu i Cetiri bocice za svaku
koncentraciju ispitivane materije.

Termobarometarsku kontrolu pripremimo tako da u bodice otpipe- .
tiramo 10 ml destilirane vode i dodamo kap 20%,-tne otopine NaCl.

Sinteti¢nu otpadnu vodu pripremimo kako je veé opisano.

Uzorak pripremimo od:

1 ml GP-koncentrata

8 ml ispitivane otopine ili industrijske otpadne vode koja je po potrebi
razrijedena vodom (za razrjedivanje)

1 ml inokuluma.

U bocice otpipetiramo 10 ml uzorka. Kroz ¢ep gurnemo graduiranu
pipetu i direktno pod ¢ep pri¢vrstimo 0,5 cm Sirok komad filtrir-papira,
koji natopimo otopinom NaOH (apsorpcija CO:). Bocice hermeticki za-
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tvorimo tako da su pipete u toku pokusa zaronjene u tekudinu. Sve
skupa termostatiramo u vodenoj kupelji na 20 ¢ C. Kroz pipete utisnemo
malo zraka da bismo dobili nadtlak koji potiskuje uzorak u pipete.

Termostatiramo oko 30 minuta, to jest dok se temperatura ne ustali
i onda po¢nemo mjerenjem. Promjene tlaka zbog potronje kisika u
bocicama oc¢itavamo na pipeti kao promjenu visine nivoa, dok nam ter-
mobarometar sluZi za korekciju promjene atmosferskog tlaka.
Potro$nju kisika izra¢unamo po jednadzbi:
mg 01 =K.V
V — korigirana promjena volumena zraka (ml)
K — konstanta sistema (4 bocice) koju izratunamo iz prosje¢nih vrijed-
nosti V, i s:

s-V,

K=133(Q1+ )

- prosjecni volumen zraka nad uzorkom (ml)
s — prosjeCna duzina 1 ml na pipeti (cm)
po — tlak zraka u termobarometru (1033 cm H:0)

Koli¢inu potrosenog kisika izra¢unamo posebno za svako mjerenje i
rezultate unesemo u dijagram.

Pretpostavljamo da je biokemijska oksidacija monomolekularna re-
akcija, Ciji tok crtamo na semilogaritamskom sistemu kao pravac.

Na linearni dio dijagrama nanosimo BPK u mg Og/1, u logaritamski
dio, a vrijeme u satima.

Pravce toka BPK-a nacrtamo za sinteti¢nu otpadnu vodu i za ispiti-

vane uzorke. Usporedivanjem tih pravaca utvrdujemo efekt ispitivane
tvari.

1. Ako se pravci (za uzorak i kontrolu) praktino pokrivaju, uzorak
nema nikakva utjecaja na tok biokemijske oksidacije.

2. Ako pravac za uzorak ide usporedo s pravcem za sintetitku ot-
padnu vodu (kontrola), a vremensku os sijeCe kod vise vrijednosti,
zakljuCujemo da uzorak ima trenuta¢ni toksini utjecaj na sposob-
nost oksidacije mikroorganizama. Nakon odredenog vremena ovi
se organizmi prilagode na nove uvjete.

3a. Ako pravac za uzorak ide manje strmovito nego pravac za kon-
trolu, a vremensku osovinu sijeCe kod mnogo vise vrijednosti, za-
klju¢ujemo da uzorak pokazuje toksi¢no djelovanje na mikroorga-
nizme, inhibiraju¢i njihovo djelovanje. ‘

3b. Za tvari koje su toksi¢ne (uni$te mikroorganizme) pravac za BPK
ide usporedo s vremenskom osovinom, dakle nigdje ju ne sijede.

4. Ako pravac za uzorak ide strmije nego pravac za kontrolu, zaklju-
¢ujemo da uzorak stimulira tok biokemijske razgradnje (sl. 4).
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1/ 2/
BPK BPK
mg0,/1 mg 0,/1

t
3/a 3/b
BPK
mg 0,/1t

Sl. 4. Tipovi krivulja inhibicije razgradnje prema metodi Borovickove i
Zahradka ( kontrola, uzorak)

1. bez inhibicije

2. trenutacna inhibicija, kasnije adaptacije
3a. djelomic¢na inhibicija

3b. potpuna inhibicija

4. stimulacija

REZULTATI I DISKUSIJA

Za testiranje metode prema Borovickovoj i Zahrddku upotrijebili smo
otopine oksitetraciklina hidroklorida (OTC. HCI) sa slijedeé¢im koncen-
tracijama: 1 mg, 10 mg, 50 mg, 200 mg OTC.HCI/1. Rezultate dajemo u
obliku dijagrama (sl. 5). Dijagram prikazuje slijedece:

— da tacke kod pojedinih odredenja nisu na pravcu nego su rasipane
— da koncentriranje otopine antibiotika pokazuju manju toksi¢nost jer
pravci imaju veéi nagib (vedi tga)
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SL. 5. Odredivanje toksic¢nosti otopina OTC - HCl prema metodi Borovickove
i Zahrddka

— da otopine s vecom »lag-periodom« (200 mg/l OTC.HCI), $to upuduje
na vecu toksi¢nost, imaju istodobno veci nagib (veci tga), $to upu-
¢uje na manju toksi¢nost. Dokazali smo da rezultati nisu odgovara-
judi, i to na taj nacin $to smo iste uzorke obradili prema Offhausovoj
metodi u Warburgovu aparatu. Rezultati su dati u obliku tablice 1
te na slikama 6—9.

Tablica 1
Inhibiranje bioloske razgradnje otopina OTC. HCl prema Offhausovoj metodi

Koncentracija

OTC. HCI (mg/l) % inhibiranja
1 4
10 27
50 34

200 92
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Sl. 7. Inhibiranje bioloSke razgradnje prema Offhausovoj metodi (otopina
10 mg OTC + HCl!I — inhibicija 27°/s)
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Sl. 8. Inhibiranje bioloske razgradnje prema Offhausovoj metodi (otopina
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Sl. 9. Inhibiranje biolodke razgradnje prema Offhausovoj metodi (otopina

200 mg OTC-HC! — inhibicija 920/s)
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Rezultati koji su dobiveni u aparaturi Borovickove pomodéu metode
Borovi¢kove nisu zadovoljili. Budu¢i da je sama aparatura vrlo jedno-
stavna, Zeljeli smo u njoj ispitati Offhausovu metodu. Za studij i uspo-
redivanje toksi¢nosti u razli¢itim aparaturama izabrali smo otpadne
vode drvno-preradivacke industrije te farmaceutske industrije. Cbje
otpadne vode smo uz razliCita razrjedenja obradili na Warburgu (W),
Sapromatu (S) i aparaturi Borovickove (B). Kod primjene Offhausove
metode na aparaturi Borovickove i Zahradke umjesto dva priredili smo
tri uzorka, tj. otpadne vode, otopine peptona i smjese otpadne vode s
otopinom peptona. Rezultati su dani u obliku tablice 2 i dijagrama u
sl. 101 11.

Tablica 2

Inhibiranje bioloSke razgradnje otpadnih voda drvne preradivacke industrije
i farmaceutske industrije u razli¢itim aparaturama

Borovickova

Otpadna voda Razrjedenje precds e Warburg Sapromat
1:3 44 5

drvna

preradivacka 1:5 54 3

! trii

industrija 1:10 30 0 2
T2 0 6

farmaceutska .

industrija 1:3 11
%5 4

Eksperimentalna istraZivanja pokazuju da se rezultati za odredivanje
toksi¢nosti odnosno inhibicijskih efekata Offhausovom metodom u War-
burgovu aparatu i Sapromatu medusobno prili¢éno dobro podudaraju.
Ista metoda zakazuje u aparaturi prema Borovickovoj. Uzrok tome je
$to su eksperimentalni uvjeti sasvim drukéiji nego u Warburgu i Sapro-
matu. U Warburgu i Sapromatu istraZzivani se uzorak zbog stalnog kre-
tanja mijeSa sa zrakom i time se povedava apsorpcija kisika. U apara-
turi Borovi¢kove uzorak miruje i zbog toga je na raspolaganju manja
povrSina za prijelaz kisika iz zraka u tekudinu. Osim toga je nekoliko
uzoraka u pipeti (do 2 ml) gdje su uvjeti razgradnje drukciji nego u
bocici. Znacajna je i koliina talozljivih djelica u otpadnoj vodi. U
Warburgovu aparatu i Sapromatu ovi stalno dispergirani djeliéi na-
laze se u tekucini, a u aparaturi Borovickove taloZe se na dnu te su
tako izvrgnuti lo$ijim uvjetima razgradnje.
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DRVYNO-PRERADIVACKA INDUSTRIJA (1:5)
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SL. 10. Inhibiranje bioloSke razgradnje otpadne vode drvnopreradivacke indu-
strije uz razrjedenje 1:5 prema Offhausovoj metodi u aparaturi Boro-

vi¢kove (B), u Warburgovu aparatu (W) i u Sapromatu (S)




FARMACEUTSKA INDUSTRIJA (1:2)

4
1000 -

5001 0%

mg 0,/1
0
0
—
x

o} } } } } | >

24 40 72 96 120 sati

T

W K

o

o

IS
T

8 %

L .
. _///z\ 48 7 96 20sati

PK-TK

2()0(3L

¥

S 1s00 T

T

1000
6%

mg 0,/

500 -

48 72 96 120 sati
! !

0 + [ : T =i

PK-TK

=500 -

Sl. 11. Inhibiranje bioloSke razgradnje otpadne vode farmaceutske industrije
uz razrjedenje 1:2 prema Offhausovoj metodi u aparaturi Borovickove
(B), u Warburgovu aparatu (W) i u Sapromatu (S)
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Summary
CONTRIBUTION TO THE WASTEWATER TOXICITY DETERMINATION

The Offhaus method for the wastewater toxicity determination was intro-
duced in our laboratory. The determination can be carried out by Warburg
apparatus and manometric technique of work or Sapromat and volumetric
technique of work. Both apparatuses are rather expensive and therefore
not easily available to all the industrial water laboratories. On that account
we tried to introduce the method of Borovi¢kova and Zahradka which re-
quires a simple equipment. Unfortunately the comparative results show that
the method of Borovickova and Zahradka of the waste water toxicity de-
termination is unreliable and therefore cannot be recommended.
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