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Przydatnos¢ metod turbidymetrycznej i respiracyjnej
do oceny toksycznego wptywu wybranych fenoli

Okreslenie toksycznosci chemikaliéw w stosunku do mi-
kroorganizméw osadu czynnego jest istotnym kryterium oce-
ny ich dopuszczalnych stezeri w §ciekach poddawanych bio-
logicznemu oczyszczaniu. Stad tez niezmiernie istotne jest
stosowanie szybkiej i efektywnej metody wymiernej oceny
tego oddzialywania.

Powszechnie stosowana metoda dajaca odpowiedZ wprost
jest test respiracyjny [1], w ktérym toksycznos¢ danego
zwiazku chemicznego szacowana jest na podstawie zmian
steZzenia tlenu. Poniewaz wzrost komérek mikroorganizméw
osadu czynnego charakteryzowany jest zuzyciem tlenu przez
biomase, wiec w przypadku toksycznego wplywu badanej
substancji wzrost biomasy jest ograniczony, a zuzycie tlenu
ulega zmniejszeniu.

Mozina takze korzystaé z fluorescencyjnej metody oceny
aktywnos$ci mikroorganizméw polegajacej na pomiarze
aktywnosci esteraz. W metodzie tej wykorzystywana jest re-
akcja hydrolizy nie wykazujacego fluorescencji dwuoctanu
fluoresceiny EDA, z ktérego przy udziale esterazy powstaje
silnie fluoryzujaca fluoresceina. Ilo§¢ powstatej fluoresceiny
zalezy od aktywnosci metabolicznej mikroorganizméw, a po-
miar polega na rejestracji po okreslonym czasie intensywno-
§ci fluorescencji badanej prébki [2].

Do metod prostych, ale nie stosowanych szerzej, mozna
zaliczy¢ takze metode turbidymetryczna zaproponowana
przez Strotmanna [3]. Jej zasada oparta jest na zatoZeniu, Ze
gestos¢ optyczna zawiesiny mikroorganizméw osadu czynne-
go zalezy od stezenia biomasy. Wprowadzenie toksyny powo-
duje zahamowanie wzrostn biomasy, czemu towarzyszy brak
zmian gestosci optycznej probki.

Biorac pod uwage mozliwosé praktycznego wykorzystania
tej metody przeprowadzono badania poréwnawcze z metoda
respiracyjna. Do badaf uzyto dwie substancje toksyczne:
4-nitrofenol i pentachlorofenol. Przy ich wyborze kierowano
si¢ praktycznymi trudno$ciami pracy komor osadu czynnego
na oczyszczalni §ciekéw zaktadéw chemicznych BASF
w Niemczech z doptywem $ciek6w przemystowych zawiera-
jacych te substancje.

Metodyka badan

Testy przeprowadzono wykorzystujac w charakterze orga-
nizméw testowych (jako zaszczep) osad czynny pobrany z tle-
nowej komory osadu czynnego znajdujacej si¢ na pilotowe;j
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oczyszczalni §ciek6w w miejscowosci Lundtofte w Danii
(Technical University of Denmark).

Metoda turbidymetryczna

Metoda ta wymaga przygotowania odpowiedniej pozywki
oraz zaszczepu organizméw testowych. Pozywke przygoto-
wano bazujac na bulionie, ktéry byl mieszanina ekstraktu
wolowego, peptonu oraz soli mineralnych [3]. Jej odczyn do
pH=7,0 40,2 regulowano przy uzyciu l-molowych roztwo-
réw HCl lub NaOH.

Zaszczep przygotowano dodajac 2 c¢m® osadu czynnego
do 80 cm® pozywki. Tak przygotowana mieszaning podda-
no 20-godzinnej inkubacji na wytrzasarce w temperaturze
20+21 °C w kolbie stozkowej o pojemnosci 500 cm”.

Kulture giéwna, uzywana do testéw toksgcznosm , przygo-
towano dodajac do 200 cm® pozywki 6 cm” uprzednio przy-
gotowanego zaszczepu i poddawano ja 1-godzinnej inkubacji
w analogicznych warunkach jak poprzednio. Przyjeto, Zze po
uplywie 1 godziny inkubacji organizmy powinny znajdowaé
sie we wczesnej fazie wzrostu. Przygotowana w ten sposéb
gtéwna kulture przelewano do kolb stozkowych zawieraja-
cychrézne ilosci testowanych substancji toksycznychipoich
wymieszaniu poddawano je 6-godzinnej inkubacji.

Podczas prowadzenia testu prébki caly czas mieszano, co
zapewnifo jednolita gesto$¢ optyczna badanego materialu.
Réwnoczesnie z kulturami testowymi przygotowano prébke
kontrolna zawierajaca organiczna pozywke bez toksycznego
materialu.

Prébki do analiz o objetosci 3 cm® pobierano co godzingdo
probowek zawierajacych 60 pl roztworu azydku sodu
(100 g/dm ), ktérego zadaniem bylo zahamowanie dalszego
rozwoju mikroorganizméw. Nastepnie mierzono absorbancje
przy uzyciu spektrofotometru uzywajac jako odniesienia
prébke kontrolna. W przypadku pentachlorofenolu zastoso-
wano dlugosé fali 400 nm, a dla 4-nitrofenolu — 600 nm.
Wartoéci te odpowiadaly maksymalnej absorbancji dla bada-
nych substanc;ji.

Efekt zahamowania wzrostu biomasy obliczono z zaleznoéci:

1=Be=Bt 149 a)
Bc
gdzie:

I - inhibicja wzrostu, %,

B. — $§rednia warto$¢ mierzonej absorbancji po 6 h inkubacji
w prébee kontrolne;j,

B — Srednia warto$¢ mierzonej absorbancji po 6 h inkubacji
w testowanych prébkach.
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Metoda respiracyjna

Badania przeprowadzono identycznie dla obu toksyn. Po-
iywka wg OECD 209 zawierata pepton, ekstrakt wolowy,
mocznik, chlorek sodu, chlorek wapnia, siarczan manganu (II)
oraz fosforan potasu [1]. Do kolb stozkowych o pojemnosci
500 cm® nalewano po 16 cm’ poiywki, a nastgpnie rdZne
objetosci badane;j substancp toksycznej i uzupelniano woda
destylowana do 300° em®. Do kazdej z kolb dodano 200 cm®
osadu czynnego o st¢zeniu biomasy 3,0 g/dm Calos¢ napo-
wietrzano przy pomocy perkolatora przez 3 godziny z wydaj-
noscia 0,5+1,0 dm>/min. Nastepnie po wylaczeniu napowie-
trzania przeprowadzono pomiary zuzycia tlenu przez mikro-
organizmy, mierzac zmiany jego stezenia w czasie 10 minut.
Przygotowano dwie prébki kontrolne bez dodatku toksyny —
pierwsza probke na poczatku eksperymentu (czas 0) i druga na
koricu eksperymentu. Procentowa inhibicje¢ wzrostu komérek
bakteryjnych obliczono ze wzoru:

2Rs

I=1-—25
Re1+ Re2

100 2

gdzie:

I - inhibicja wzrostu, %,

Rs - stopieri zuzycia tlenu w prébkach zawierajacych okreslone

stezenia substancji toksycznej,

Rc1 — stopieri zuzycia tlenu w pierwszej prébee kontrolnej,

Re2 ~ stopieri zuzycia tlenu w drugiej prébce kontrolne;.
Stopieni zuzycia tlenu obliczono z zaleznosci:

Co-Cuo
Co

R= 3)

gdzie:

R - stopieri zuzycia tlenu,

Cp — stezenie tlenu na poczatku eksperymentu (0 min),
C1o - stezenie tlenu na koricu eksperymentu (10 min).

Ocena toksycznos$ci badanych substancji

Za miare stopnia toksycznosci przyjeto steZzenie badanej
substancji powodujace inaktywacje 50% mikroorganizméw,
tzw. ECsg. W przypadku metody turbidymetrycznej odpowia-
dalo to 50% obniZeniu metnoSci prébki, a dla testu respiracyj-
nego bylo to zmniejszenie o 50% zuzycia tlenu przez mikro-
organizmy. Warto§é ECso obliczono korzystajac z programu
komputerowego IC; wersja 2.0 (1993).

Wyniki badan

Toksycznosc pentachlorofenolu badano w zakresie stgzeri od
10do 55 g/m Zmiany absorbancji w czasie, bedace wynikiem
zahamowania rozwoju mikroorganizméw, dla réZznych stezed
pentachlorofenolu przedstawia rysunek 1. Jak z niego wynika,
mikroorganizmy osadu czynnego zawarte w probce kontrolnej
caly czas wzrastaty (wzrastata metno$¢ prébki), jednak we wszy-
stkich prébach zawierajacych badana substancje toksyczna wi-
doczne bylo wyraZne zahamowanie wzrostu biomasy (maty
wzrost metnosci), zwigkszajace si¢ wraz ze wzrostem steZenia.

Toksycznosc 4-nitrofenolu badano w zakresie stgZzen od
1do 70 g/m Zmiany absorbancji bedace wynikiem zahamo-
wania rozwoju mikroorganizméw dla réznych stezeri 4-nitro-
fenolu przedstawia rysunek 2. W przypadku 4-nitrofenolu
zahamowanie wzrostu blomasy nastepowalo w miar¢ réwno-
miernie do stezenia 50 g/m WyraZny skok zaznaczyl si¢
w przypadku steZenia 70 g/m Nadal jednak absorbancja prébki
rosta wczasie, co $wiadczylo, ze cze$¢ organizmdw pozostata Zywa.

Absorbancja
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Rys. 1. Zmiany absorbanciji prébki w zaleznoéci od czasu
i stgzenia pentachlorofenolu (g/ma)
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Rys. 2. Zmiany absorbanciji prébki w zaleznoéci od czasu
i stezenia 4-nitrofenolu (g/m%)

Korzystajac z programu statystycznego okreslono steZzenia
badanych substancji toksycznych, wywolujacych zalozone
stopnie zahamowania rozwoju testowanych mikroorgani-
zméw. Z uwagi na ograniczona rozpuszczalno$¢ pentachlo-
rofenolu nie udalo sie oznaczy¢ steZenia odpowiadajacego
50% inhibicji. W zwiazku z tym w celu poréwnania dzialania
obu badanych substancji zdecydowano si¢ na oznaczenie do-
datkowo stezefi wywolujacych 10, 20, 30, 40% inhibicje.
Wyniki badafl przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Toksycznoéci badanych zwigzkéw chemicznych
oznaczone metoda turbidymetryczna

EC1o ECz0 ECao EC40 ECso
Substancja
g/m? g/m® g/m® g/m® gm®
Pentachlorofenol 3 6 9 51 -
4-Nitrofenol 1 5 41 48 56
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W przypadkach obu badanych zwiazkéw mozna wskazaé
dawke, po dodaniu ktdrej widoczna byla wyraZna inaktywacja
mikroorganizméw osadu czynnego. Przy niskich stezeniach
bardziej toksyczny byl 4-nitrofenol. PéZniej jednak, dopiero
przeszio 8-krotne podwyzszenie st¢Zenia powodowato wzrost
inhibicji z 20 do 30%. W przypadku pentachlorofenolu podo-
bny skokowy wzrost stezenia wywolywal zmiane inhibicji
2 30 do 40%. Poréwnujac stezenia wywotujace 40% inhibicje
mozna jednak stwierdzi¢, Ze toksycznosci obu substanciji oce-
niane metoda turbidymetryczna byly podobne.

Wyniki uzyskane w przypadku stosowania metody respira-
cyjnej [1] przedstawiono na rysunkach 3 i 4. Ich analiza
pozwala stwierdzié, ze stezenia 1 g/m3 obu substancji tylko
w niewielkim stopniu wplywaty hamujaco na oddychanie mi-
kroorgamzmow osadu czynnego, jednak wzrost stezenia do
10 g/m powodowal juz istotne zahamowanie respiracji. Jed-
nakZe nawet przy najwyzszych stosowanych stezeniach bada-
nych toksyn cze§¢ mikroorganizméw nie ulegta inaktywacji,
o czym $wiadczylo stwierdzone zuzycie tlenu.
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Rys. 3. Zmiany steZenia tlenu w zaleznoéci od czasu
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10,0
9,0 +
8,0
E 70
N
(o)
@ 60+
5
& 50
=
Iy
_§ 4.0 1 —&— préba kontrolna
£ 30+ =
[} ! —a—10
20+ ——30
! —— 40
10+ ——50
' —t—T70
0,0 —t { } t
0 2 4 6 8 10

czas, min
Rys. 4. Zmiany stgzenia tienu w zaleznoéci od czasu
i steZenia 4-nitrofenolu (g/m

Tabela 2. Toksycznoéci badanych zwiazkéw chemicznych
ozhaczone metoda respiracyjng

ECio EC20 ECao ECs0 ECso -
Substancja
gm® g/m® g/m® g/m® g/m®
Pentachlorofenol 3 6 8 1" 28
4-Nitrofenol 6 18 29 40 57

Analiza statystyczna wynikéw badaii metody respiracyjnej
(tab.2) wykazata, Ze sposréd badanych substancji pentachlo-
rofenol okazal si¢ substancja bardziej toksyczna od 4-nitrofe-
nolu. Jego stezenie powodujace S0% inhibicje oddychania
mikroorganizméw okazato si¢ przeszlo dwukrotnie nizsze od
wywolujacego ten sam efekt stezenia 4-nitrofenolu.

Podsumowanie

Wyniki przeprowadzonych badari pozwolily stwierdzié, ze
4-nitrofenol i pentachlorofenol wykazywaly toksyczne dzia-
tanie na organizmy osadn czynnego. W przypadku 4-nitrofe-
nolu steZenia wywotujace 50% inhibicje oznaczone analizo-
wanymi metodami nie r6Znity sie od s1eb1e w sposob istotny.
Wartosci ECso wynosﬁy 57 i 56 g/m®, odpowiednio dla
metody respiracyjnej i turbidymetrycznej, i — co nalezy
podkresli¢ - byly zgodne z warto§ciami podawanymi w pi-
$miennictwie [4].

Wyniki badari toksycznosci pentachlorofenolu wykazaty
natomiast istotne réznice. Test respiracyjny wykazal, iz da-
wka pentachlorofenolu powodujaca 50% inhibicje wynosita
28 g/m i byla ona zgodna z danymi literaturowymi dla sto-
sowanego osadu czynnego [5]. W tym samym tescie stgZenie
powodujace inaktywacje 40% mikroorganizméw bylo duzo
mniejsze i wynosito 11 g/m3 natomiast stezenie powodujace
40% 1nh1bch¢ oznaczone metoda turbidymetryczna wynosito
51 g/m Poréwnanie tychrezultatéw wskazuje na nieprzydat-
no$¢ metody turbidymetrycznej w przypadku badania toksy-
cznego wplywu pentachlorofenolu na osad czynny.

Stad tez — chcac stosowaé metode turbidymetryczna za-
miennie z metoda respiracyjna — nalezy najpierw wykonaé
badania wstepne (stosujac obie metody), ktére pozwola oce-
ni€ jej przydatno§é. W przypadku niektSrych substanciji me-
toda ta mozZe sigbowiem okazaé wiarygodna, czego dowodem
jest oznaczone ECso dla 4-nitrofenolu, dla innych natomiast
moze by¢ nieprzydatna.

Badania zostaly przeprowadzone w Danii (Technical
University of Denmark) w ramach programu TEMPUS SJEP
nr 4988-94/3 [6].
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On the Usefulness of the Turbidimetric Method and the Respiration Test
in Assessing the Toxic Effect of Phenols on the Activated Sludge

The toxic effect of some chemical compounds on activated-
sludge bacteria was measured by two methods — turbidimetry
and respiration inhibition test (OECD 209). In the turbidimetric
method (proposed by Strotmann, 1994), biomass concentration
is measured in terms of optical density, whereas the toxic effect
exerted by the chemical species is calculated in terms of the
estimated inhibition of biomass growth as a function of absor-
bance. In the respiration inhibition test, bacterial growth is
measured in terms of oxygen uptake by the biomass. To calculate
the inhibiting effect of the chemical compound tested use is made
of the rate of oxygen uptake. In the study reported here both the
methods were used 1o determine the inhibiting effect of two
substances — pentachlorophenol and 4-nitrophenol. Their toxi-

city was defined as ECso (median effect concentration), a para-
metercalculated fromthe dose-response curve (withabsorbance
and oxygen uptake as a function of toxin dose), using the
statistical computer program IC,, version 2.0 (1993). The toxi-
city of 4-nitrophenol determined by the turbidimetric method
did only slightly differ from the one established in the respiration
inhibition test (ECs0=56 mg/l and ECs0=57 mg/l, respectively).
For pentachlorophenol, however, the difference in the toxicity
levels between the two methods was quite distinct. Our study
subsantiated the usefulnessof the turbidimetric method in testing
chemicals for toxicity, but its application requires preliminary
tests involving both methods in order 1o find out if the results
are comparable.
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