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Pri oceni toksi¢nog uticaja Zive, bakra, cinka i trinitrorezor-
cina na Lebistes reticulatus odredivani su srednje vreme preziv-
ljavanja (ETs0), krive toksiénosti i srednje letalne koncentracije
(LCso odnosno TLm). U toku ekspozicije od 120 sati krive to-
ksi¢nosti Zive i bakra u log-log sistemu imaju pravolinijski oblik.
Na krivama toksi¢nosti cinka i trinitrorezorcina jasno se uocla-
vaju prelomne tadke. Za razliku od trinitrorezorcina, kod koga
se kriva toksi¢nosti asimplotski pribliZava vremenskoj osi, kod
cinka je ovaj deo krivolinijski 3to ukazuje da prelomna tadka
ne oznacfava koncentraciju praga. Rezultati ovih ispitivanja idu
u prilog tvrdnji drugih autora da se podetni LCso teikih metala
ispoljava samo u sredinama sa dovoljno velikim alkalitetom i
dovoljnom koli¢inom kationa koji deluju antagonisti¢ki. Pri eks-
poziciji od 96 sati, nadene srednje letalne koncentraciie Z%ive,
bakra i cinka iznose 0,041, 0,022, i 0,63 mg/l. Hemijske karakte-
ristike upotrebljenog diluenta bile su: pH = 7,2; m-alkalitet
= 45 mval; ukupna tvrdoda = 34,2 mg/l CaCOs. Ovim ispitiva-
njem utvrdeno je da trinitrorezorcin nema hroni¢no toksi¢no
djelovanje. Podetni LCso koji se ispoliava u toku 24 sata iznosi
51,3 mg/1 sa granicama poverenja 47,3 i 55,7 mg/1.

Zbog nedovoljnih i &esto kontradiktornih informacija o toksi¢nosti
mnogih supstancija i velikog broja okolnih faktora koji uti¢u na toksié-
nost, danas se u svetu insistira na direktnom ‘eksperimentalnom odre-
divanju potrebnog efekta prefi$cavanju toksiénih otpadnih voda kao
najboljem putu za praktiéno normiranje kvalitativnih karakteristika
efluenta.
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Pri kompleksnom ispitivanju toksi¢nosti u vodenoj sredini bioogledi
sa predstavnicima ihtiofaune imaju poseban znacaj. Premda Lebistes
reticulatus nije privredno vazna vrsta riba, velik broj autora (1—6), zbog
lakog gajenja u laboratoriji, velikog reprodukcionog potencijala, smatra
je vrlo pogodnom za ihtiotoksikoloske oglede.

Predmet naSeg rada bio je ispitivanje toksi¢nosti Zive, bakra, cinka
i trinitrorezorcina metodom preZivljavanja u kratkotrajnom bioogledu
na Lebistes reticulatus kojeg smo izabrali kao standardni test-orga-
nizam i kao predstavnika ihtiofaune srednje osetljivosti. Rezultati ovih
ispitivanja, pored boljeg poznavanja toksikodinamiCkih karakteristika
Zive, bakra i cinka — metala koji se ¢esto nalaze u industrijskim otpad-
nim vodama — daju i prve informacije o toksi¢nosti trinitrorezorcina.
Toksi¢ne osobine trinitrorezorcina, koji se u otpadnim vodama nekih
pogona industrije eksploziva nalazi u visokim koncentracijama, koliko
je nama poznato, nisu saop$tene u literaturi.

MATERIJAL I METODE

Lebistes reticulatus gajen je u akvarijumima zapremnine oko 70 lita-
ra pod normalnim uslovima koji su propisani za ovu vrstu riba (7—9).

Toksikoloski ogledi sa Lebistes reticulatus vr8eni su u dinami¢nim us-
lovima u staklenim posudama cilindri¢nog oblika, pre¢nika 12 cm u koje
je dodavano 500 ml test-rastvora i 5 niba. Izmena celokupne zapremnine
test-rastvora vrSena je svaka 24 sata. Za svaku ispitivanu koncentra-
ciju koristili smo 15 do 20 riba. Izbor riba za ogled bio je slu-
¢ajan. U oglede su stavljani dvomeseéni muZjaci i Zenke Cija je prose-
¢na teZina iznosila 0,0229 g po ribi. Prema tome, na gram teZine ribe
dolazilo je 4,4 litre test-rastvora na dan, $to potpuno zadovoljava stan-
dardne uslove bioogleda o kojima je bilo re¢i u naem predhodnom radu
(10). Temperatura na kojoj su vrseni ogledi bila je 20°C. Vreme adapta-
cije na test-temperaturu i upotrebljeni diluent iznosilo je 48 sati. Kao
diluent upotrebljena je BPK voda za razblazenje (11). Hemijske karak-
teristike diluenta bile su: pH 7,2; m-alkalitet: 0,45 mval: ukupna tvrdoca
—34,2 mg/l CaCOs.

Ispitivanja su obuhvatila odredivanje toksi¢nog efekta Zive (HgCl:),
bakra (CuSOsx 5H:0), cinka (ZnSOsx 7H:0) i trinitrorezorcina (TNR).
Vreme ekspozicije iznosilo je 120 sati.

Za ispitivanje koncentracije otrova odredivano je vreme smrti ogle-
dnih riba. Moment kada prestaju operkularni pokreti i kada Zzivotinja
ne daje odgovor na mehani¢ki stimulans usvojili smo kao vreme smrti.

Pri oceni toksi¢nog uticaja Zive, bakra, cinka i TNR odredivani su
srednje vreme prezivljavanja (ETso), krive toksiénosti i srednje letalne
koncentracije (LCsg, odnosno TLm). Rezultati bioogleda obradivani su
metodama koje su predlozili autori navedeni u literaturi (11—13).
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REZULTATI

Na slikama 1, 2, 3 i 4 prikazan je mortalitet Lebistes reticulatus za
pojedine koncentracije ispitivanih materija u funkciji vremena.

o 1.0mg T/ 4 0095 mgr Hg*A '
* 675 -N- ® 0,050 ~§-
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SL. 1. Procenat mortaliteta Lebistes reticulatus u funkciji vremena za ispiti-
vane koncentracije Zive

U tablici 1 dati su, kao parametri toksiénosti, srednje vreme preZivlja-
vanja (ETs) i funkcija nagiba (S) sa granicama poverenja za pojedine
koncentracije Zive, bakra, cinka i TNR-a. Navedeni parametri izratu-
nati su Litchfieldovim metodom (12).

U toku ekspozicije od 120 sati, krive toksi¢nosti Zive i bakra (slike 5 i
6) u log-log sistemu imaju pravolinijski oblik.

Na krivama toksi¢nosti cinka i trinitrorezorcina (slike 7 i 8) jasno se
uotava prelomna tacka. Za razliku od trinitrorezorcina, kod koga se
kriva toksi¢nosti od prelomne tatke asimptotski priblizava vremenskoj
osi, kod cinka je ovaj deo krivolinijski, §to ukazuje da prelomna tatka
ne oznaCava vreme pojave pocetne srednje letalne koncentracije. U ovim
ogledima, kako je veé navedeno, kao diluent upotrebljena je BPK voda
za razblazivanje Cija je tvrdoca 34,2 mg/l CaCO:s.

Da bismo odredili srednje letalnu koncentraciju ispitivanih metala i
TNR-a, koristeéi se istim rezultatima na logaritamskom papiru verovat-
noce konstruisali smo krive »procent mortaliteta — koncentracija« za
izabrana vremena ekspozicije (24, 48, 72 i 96 sati). Za izratunavanje sred-
nje letalne koncentracije, pored Litchfieldovog i Wilcoxonovog metoda
(13) koristili smo se i metodom procene TLm (11). Uporedni prikaz re-
zultata dobijenih ovim dvema metodama prikazan je u tablici 2.
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Sl. 2. Procenat mortaliteta Lebistes reticulatus u funkciji vremena za ispirti-

vane koncentracije bakra
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Sl. 3. Procenat mortaliteta Lebistes reticulatus u funkciji vremena za ispitiva-

ne koncentracije cinka
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SlL. 4. Procenat mortaliteta Lebistes reticulatus u funkciji vremena za ispiti
vane koncentracije trinitrorezorcina

Prema rezultatima navedenim u tablici 2, tehnika izra¢unavanja sred-
nje letalne koncentracije procenom TLm (11) daje vrednosti koje su
sli¢ne vrednostima dobijenim izradunavanjem preciznijom statistickom
metodom Litchfielda i Wilcoxona (13).

DISKUSILJA

U nasim ogledima nisu odredeni poletni LCso Zive i bakra, bilo 3to je
upotrebljeni diluent imao malu ukupnu tvrdodu ili $to je vreme ekspo-
zicije bilo kratko (120 sati).

Veé smo naveli da na krivoj toksi¢nosti cinka postoji prelomna taCka.
Medutim, visok mortalitet i iza ove tafke ukazuje da postoji hroni¢no
delovanje i da se ne moZe odrediti vreme pojave koncentracije praga.
Za razliku od ispitivanih metala, kriva toksi¢nosti za trinitrorezorcin ti-
pi¢nog je oblika sa jasno izrazenim pocetnim LCso.

Na osnovu analize navedenih kriva toksi¢nosti (slike 5, 6, 7 i 8), moze
se zakljugiti da se poéetni LCso moZe odrediti samo za trinitrorezorcin
i da je 24 sata dovoljno da se on ispolji.

Mnogi autori sumnjaju u postojanje koncentracije praga teskih me-
tala u kratkotrajnim ogledima (14—17).

Lloyd (18), ispitujuéi uticaj tvrdoée vode na toksi¢nost cinka, nalazi
da se oblik krivih toksi¢nosti razlikuje u zavisnosti od tvrdoce diluenta.
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Srednje vreme preZivijavanja (ETs) Lebistes reticulatus i funkcija nagiba (S)

Tablica 1

za izabrane koncentracije Zive, bakra, cinka i trinitrorezorcina

Parametri toksi¢nosti
S Koncen-
Toksi¢ni ¥ : Funkcija nagiba (S)
tracija ETs sa granicama ;
agens : sa granicama pove-
(mg/1) poverenja (h) resm
0,025 118(75,1—185) 2,06(1,48—2,86)
0,050 118(75,1—185) 2,06(1,48—2,86)
0,075 76,5(49,0—119) 2,05(1,49—2,83)
2 0,100 53,0(35,4—79,5) 2,51(1,83—3,44)
Ziva 0,250 14,1(8,4—23,7) 2,30(1,59—3,34)
0,500 6,6(58—17,7) 1,24(1,13—1,37)
0,750 3,8(34—43) 1,22(1.12—1.33)
1,000 3,2(2,8—3,6) 1,19(1,09—1,29)
0,025 72,5(40,9—128) 2,56(1,68—3,90)
0,050 72,5(48,0—110) 2,56(1,92—3,40)
Bak 0,075 46,8(26,8—82,0) 2,47(1,64—3,73)
) 0,100 30,6(21,0—44.7) 2,39(1,82—3,13)
0,250 25,4(15,9—40,6) 2,14(1,53—3,00)
0,500 12,3(9,2—16,5) 1,96(1,58—2,43)
0,25 132(66,0—264) 3,07(1,86—5,06)
0,75 717,6(29,8—202) 4,53(2,26—9,09)
1,00 67,6(34,4—133) 3,26(2,09—5,09)
Cink 1,75 53,7(29,7—97,3) 2,63(1,70—4,08)
2,00 33,5(17,6—63,7) 2,82(1,76—4,51)
5,00 5,6(3,3—9,5) 2,31(1,59—3,35)
10,0 4,6(2,6—8,1) 2,49(1,65—3,76)
20,0 3,6(2,4—5,3) 1,88(1,41—2,50)
15;8 vige od 120 -
e | 8§ 9,0(3,6—22,5) 4,551(2,34—8,66)
60 7,0(2,5—19,3) 4,31(2,05—9,06)
80 4,12,4—17,0) 1,95(1,32—2,89)

Pravolinijski oblik krive karakteristi¢an je za destilovanu vodu a krivo-
linijski, sa prevojnom tatkom, za diluent tvrdoée 50 i 320 mg/l CaCOs.
Ovo bi moglo da znati da se podetni LCs ispoljava samo u sredinama sa
dovoljno velikim alkalitetom i dovoljnom koli¢inom katjona koji imaju
antagonisti¢ko delovanje u odnosu na te$ke metale. I u sredinama u
kojima kriva toksi¢nosti metala ima prevojnu tadku u veéini slutajeva
ona nema asimptotski oblik. Ovo je, verovatno, posledica kroni¢nog de-
lovanja teSkih metala iznad prevojne talke.

Analiza podataka koje navode Doudoroff i Katz (14) pokazuje da u
vrlo mekoj vodi u toku ekspozicije od 7 dana kriva toksiénosti ¥ive, bak-
ra, cinka i kadmijuma ima krivolinijski ili pravolinijski oblik, bez pre-
vojne talke karakteristi¢ne za pocetni LCs. Isti zakljutak moZe se izves-
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L. reticulotus (h)

vwreme  gredivijavenja

Sredaje

-
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Koncentrecija Mg (mg/i)

SL 5. Kriva toksiénosti Zive. Srednje vreme prefivijavanja Lebistes reticula-
tus u funkciji koncentracije %ive
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Sl. 6. Kriva toksi¢nosti bakra. Srednje vreme preZivljavanja Lebistes reticu-
latus u funkciji koncentracije bakra
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SI. 7. Kriva toksi¢nosti cinka. Srednje vreme preZivljavanja Lebistes reticula-
tus u funkciji koncentiracije cinka

ti iz podataka Pickeringa i Hendersona (4) za krive toksi¢nosti cinka, bak-
ra i kadmijuma (uslovi ogleda: diluent male tvrdode, ogledni test-orga-
nizam Lebistes reticulatus, vreme ekspozicije 96 sati).

Nasa ispitivanja su pokazala da tehnika izratunavanja srednje letal-
nih koncentracija metodom procene TLm (11) daje sli¢ne vrednosti kao
i metoda Litchfielda i Wilcoxona (13).

Treba naglasiti da je metoda procene TLm preporucena za rutinska
ispitivanja iz prakti¢nih razloga, jer omogucdava da se srednje letalna
koncentracija proceni samo iz dva eksperimentalna podatka za koncen-
tracije koje izazivaju mortalitet iznad i ispod 50¢/,. Medutim, ona ipak
ima ogranien znacaj jer ne daje druge znadajne statistitke parametre
toksi¢nosti.
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L. reticulatus

vreme predivijavenja
3
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Sl. 8. Kriva toksi¢nosti trinitrorezorcina. Srednje vreme preZivljavanja Lebis-
tes reticulatus u funkciji koncentracije trinitrorezorcina
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Tablica 2

Uporedni prikaz srednjih letalnih koncentracija %ive, bakra, cinka i trinitro-
rezorcing izracunatih metodom Litchfielda i Wilcoxona (13) i wrednosti

TLm (11)
el
b S O . peniva | Enkois nagiba | TLm
poverenja (mg/1) (S) sa gran. pov.| (mg/l)
24 0,17 (0,13 —0,22) 1,73(1,35—2,22) 0,17
. 48 0,10 (0,077—0,13) 1,68(1,39—2,04) 0,11
va 72 0,051(0,034—0,077) 2,89(1,88—4,45) 0,066
96 0,041(0,027—0,062) 2,92(1,85—4,62) 0,060
24 0,23 (0,16 —0,34) 3,50(1,91—6,40) 0,30
Bak 48 0,076(0,049—0,12) 3,87(2,67—5.61) 0,083
axar 72 0,040(0,026—0,062) 3,69(2,58—5,28) 0,042
9 0,022(0,015—0,032) 2,27(1,86—2,70) 0,017
24 2,09(1,44—3,03) 2,20(1,67—2,90) | 230
Cink 48 2,34(1,06—5,15) 5,61(2,34—13,6) 2,04
in 72 0,93(0,42—2,05) 5,51(1,72—17,6) 1,15
96 0,63(0,33—1,20) 6,49(1,80—23,3) 0,58
| digom | e | -
%, 5,5 B e ) A1, o
}"g;_gi‘rtlmre' 21 53,7(48,3—59,6) 1,22(1,12—1,32) | —
ig 51,3(47,3—55,7) 1,17(1,05—1,30) 151?,2

Tablica 3

Uporedenje srednjih letalnih koncentracija bakra i cinka za Lebistes reticula-
tus u nadim ogledima i eksperimentima Pickeringa i Hendersona (14)

LCsx sa granicama

LCso sa granicama

Toksiéni Vreme poverenja (mg/1) poverenja (mg/1)
9 S; s ekspozi- Pickering i Hender- nasi ogledi metoda
agen cije (h) son (4) metoda po- Litchfielda i Wilco-
kretnog ugla xona (13)
24 0,13 (0,097—0,25) 0,23 (0,16 —0,34)
Bakar 48 0,073(0,056—0,10) 0,076(0,049—0,12)
96 0,036(0,016—0,048) 0,022(0,015—0,032)
24 2,90(2,25—3,69) 2,09(1,44—3,03)
Cink 48 1,96(1,56—2,31) 2,34(1,06—5,15)
96 1,27(0,48—1,72) 0,63(0,33—1,20)
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Nasuprot tome, metoda Litchfielda i Wilcoxona (13), pored odredi-
vanja srednje letalne koncentracije, omogudava proveru homogenosti
rezultata, odredivanje funkcije nagiba 1 granice poverenja, pa je mnogi
autori (16, 19, 20) smatraju pogodnom za obradu rezultata toksikoloskih
ogleda i preporuduju kao standardnu. Sprangue (16), takode, predlaZe
ovu tehniku za odredivanje podetne srednje letalne koncentracije za
ckspoziciju koja na Kkrivi toksi¢nosti oznacava prestanak akutne toksic-
nosti.

U literaturi postoje mnogi podaci o toksi¢nom uticaju te$kih metala
na razli¢ite vrste riba, ali su, kao $to je ve¢ navedeno u nasem pred-
hodnom radu (10), &esto saopiteni u formi koja ne dozvoljava direkt-
na poredenja.

Iz tih razloga, rezultate nasih ogleda za bakar i cink moZemo jedino
direktno uporediti sa rezultatima Pickeringa i Hendersona (4) koji su
ispitivali toksi¢nost te$kih metala u mekoj vodi (20 mg/1 CaCOs) na Le-
bistes reticulatus. Uporedenje ovih rezultata sa rezultatima nasih ogleda
(tablica 3) pokazuje da su srednje letalne koncentracije bakra i cinka u
oba ispitivanja sli¢ne, premda upotrebljeni diluent, starost test-orga-
nizma i tehnika izratunavanja nisu identi¢ni.

Premda je literatura o toksiénosti Zive u akvati¢noj okolini veoma o-
bimna, saops$teni podaci veoma se razlikuju. Siroki dijapazon saopsStenih
koncentracija u kojima je nadeno da je Ziva toksi¢na za ribe ukazuje da
fizicki i hemijski kao i drugi okolni faktori bitno utiCu na ispoljeni ste-
pen toksi¢nosti. U literaturi nismo nagli podatke o stepenu toksiCnosti
merkurijona na Lebistes reticulatus u uslovima ogleda koji su sli¢ni ili
jednaki nas$im. Prema Weiru i Hineu (21) u kratkotrajnim ogledima
koncentracije do 1 mg/l Hg za veéinu riba su letalne. U ogledima duZeg
trajanja, letalne koncentracije za ribe iznosile su prema D'Itryju (22)
0,01—0,02 mg/l1 Hg. Za oba ova podatka nisu navedene karakteristike
diluenta.

U na%im ogledima dobijena je vi$a vrednost 96 h LCso (0,041 mg/l Hg),
pri ¢emu je donja granica poverenja veoma bliska vrednosti od 0,02 mg/l
koju navodi D’ Itry (22). Ovde se mora opet naglasiti da u nasim ogle-
dima nisu odredene potetne srednje letalne koncentracije. Stoga i di-
rektno poredenje nasih rezultata sa rezultatima koje smo naveli nije
korektno, jer proizvod koncentracije jona Hg i vremena preZzivljavanja
date vrste jedino je konstantan pod uslovom da su fizi¢ki, hemijski
i drugi okolni faktori konstantni (22).

Toksi¢nost trinitrorezorcina koji se nalazi u visokim koncentracijama
u otpadnim vodama industrije eksploziva, koliko je nama poznato, do-
sada nije ispitivana.

Nagim ogledima utvrdeno je da trinitrorezorcin nema hroni¢no letal-
no delovanje (kriva toksi¢nosti — slika 8). Vreme potrebno da se ispolji
podetni LCso iznosi 24 sata. Poéetni LCs od 51,3 mg/l TNR pokazuje da
trinitrorezorcin, prema podeli koju daje Dongheti (23) spada u srednje
toksi¢ne materije za ribe.



IHTIOTOKSICNOST ZIVE, BAKRA, CINKA I TRINITROREZORCINA 15

ZAKLJUCCI

1. Krive toksi¢nosti Zive, bakra i cinka u diluentu ukupne tvrdode
34,2 mg/1 CaCOs pravolinijskog su ili krivolinijskog oblika i nemaju ka-
rakteristike na osnovu kojih bi se mogle odrediti poletne srednje letal-
ne koncentracije.

2. Kriva toksiCnosti trinitrorezorcina tipi¢nog je oblika sa jasno izra-
Zenim pocetnim LCso koji se ispoljava u toku 24 &asa.

3. Tehnika izraunavanja letalne koncentracije prema (11) daje vred-
nosti koje su sline vrednostima dobijenim izratunavanjem taénijom
statistickom metodom (13) i pogodna je za obradu podataka rutinskih
ispitivanja.

4. U diluentu ukupne tvrdoce 34,2 mg CaCOy/l srednje letalne koncen-
tracije Zive, bakra i cinka pri 96 satnoj ekspoziciji iznose 0,041 mg Hg/l,
0,022 mg Cu/l i 0,63 mg Zn/l

5. PoCetna srednja letalna koncentracija trinitrorezorcina iznosi
51,3 mg/1 sa granicama poverenja 47,3 i 55,7 mg/1.

NAPOMENA

Zbog neusagladenosti stavova u pogledu terminologije na polju toksikolo-
gije otpadnih voda, danas se u svetu za iste pojmove koriste razlid¢iti izrazi
i simboli. U ovom radu koristili smo se terminologijom i simbolima koie pred-
laZe Sprague (16, 17). Srednje vreme preZivljavanja (ETs0) mora imati oznadenu
koncentraciju na koju se odnosi. Srednje letalna koncentracija (LCso) ispred
simbola mora imati ozna¢eno vreme ekspozicije. Poletna srednja letalna kon-
centracija (pocetni LCso) je koncentracija toksikansa koji je letalan za 500/,
individua eksponiranih u dovoljno dugom periodu vremena da akutno letalno
delovanje prestane.
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Summary

INVESTIGATION OF THE TOXICITY OF MERCURY, COPPER,
ZINC AND TRINITRORESORCINOL ON LEBISTES RETICULATUS.
METHOD OF SURVIVAL

To evaluate the toxic effect of mercury, copper, zinc and trinitroresorci-
nol the medium survival time (ETs), toxicity curves and medium lethal con-
centrations were determined. During the exposure of 120 hours the toxicity
curves for mercury and copper in the log-log system have a rectilinear sha-
pe. The zinc and trinitroresorcinol toxicity curves clearly show points of
inflection. Unlike the toxicity curve for trinitroresorcinol which asymptoti-
cally approaches the time axis, in case of zinc this part is curved showing
that point of inflection does not mark a threshold concentration. The results
of this investigation are in favour or the assertion of other authors that the
initial LCs0 of heavy metals produces effect only in alkaline environments
with a sufficient amount of cations which act antagonistically.

During the exposure of 96 hours, the obtained medium lethal concentra-
tions of mercury, copper and zinc were 0.041, 0.022 and 0.63 mg/l respecti-
vely. Chemical properties of the diluent were: pH = 7.2, m-alkalinity =
0.45 mval and the total hardness --= 34.2mg/1 CaCOs. It was found that tri-
nitroresorcinol does not produce a chronic toxic effect. The initial LCso du-
ring the exposure of 24 hours was 51.3 mg/1 with confidence limits of 47.3
and 55.7 mg/1.
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