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Vodne bolhe Daphnia magna se pogosto uporabljajo kot testni organizmi za
dolocanje strupenosti odpadnih vod. V raziskavi so faddne bolhe uporabljene kot
testni organizmi za dodanje vsebnosti klora v pitni vodi. Bioloski testhé izveden

na 8-ih vzorcih vod in na 4-ih vzorcih dodatno kiane destilirane vode. Klor v vodi
je bil dolaten s setom za dalanje klora Chlorine 2. Mejna koncentracija, prikaje
ostalo 50 % vodnih bolh negibnih po 24-ih urah gpeljanja vodi, je bila 0,1 mg/I
celokupnega klora. Vse vodne bolhe so prezZiveleodi vz naravnega izvira in v
prefiltrirani vodovodni vodi. Ker se je v raziskapokazalo, da se vodne bolhe
negativno odzovejo Ze na zelo nizke koncentracigrakv vodi, bi jih lahko
uporabljali tudi za takSne teste.
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Daphnia magnas the species generally used as test organisnteXity of wasted
water. In researcbaphnia magnawvas used as test organisms for determination of
chlorine content in drinking water. The biologitast was performed on 8 samples of
water and 4 samples of chlorinated distilled wat#lorine in water was determined
with a set Chlorine 2. 0,1 mg/l total chlorine whsg limited concentration in which
50% of Daphnia magnawvas immobilisated after 24 hours of water expasiite
tested organisms survived in a sample of naturahgpand filtrated tap water.
Daphnia magnas very sensitive species to chlorine so it cao &l used for many
toxicity tests.
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1 UvOD

Voda je pomemben del zivljenja, vendar pa ni vsdai@no vodo pijemo. Vodovodna voda
je navadno vékrat testirana, hkrati pa je tudi klorirana, zaréear ni uporabna v vsakrsne
namene. Nekateri organizmi ne prenesejo kloraaajepahko za njih celo strupen.

Kvaliteto vode lahko preverjamo s fizikalno-kemijsk analizami in z bioloSkimi testi.
Ekotoksikologija je veda o strupenostnitinkih snovi na celotno biosfero. Ekotoksikoloski
testi so bioloski testi, ki nam omogmo ugotoviti ali je doléeno okolje strupeno za Zive
organizme. Za testiranje strupenosti v izbranemljokahko izberemo razine organizme.
Strupenost snovi v vodi lahko déemo z bakterijami, algami, visjimi rastlinami, ribg
vodnimi bolhami in drugimi organizmi.

Z raziskavo sva Zeleli ugotoviti vpliv klora v pitmodi na vodne bolheDaphnia magna
Zeleli sva doléiti mejno koncentracijo klora, v kateri vodne bole prezivijo. V ta namen
sva pripravili vode z raaino koncentracijo klora in izvedli test strupenddora na vodne
bolhe. Bioloski test z vodnimi bolhami sva izvetidi na pitnih vodah iz razinih virov.

HIPOTEZE

~ Ze najmanj$a koncentracija klora v vodi pobijelve bolhe.

~ V vodovodni vodi bo ostala vma vodnih bolh normalno gibljivih.

~ V destilirani vodi bodo ostale vodne bolhe nomaadibljive.

~ Z vodnimi bolhami lahko dokazemo prisotnost Ze rézkih koncentracij klora v vodi.

~ Vodne bolhe so primerni testni organizmi za dafge koncentracij klora v pitni vodi.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 VODNE BOLHE

Vodne bolhe Cladocerg so red rakov, ki ga uwtamo v primitiven razredBranchiopoda
sestavlja pa ga blizu 1000 danes Zikieopisanih vrst, kar je priblizno polovica vsehanmih
vrst BranchiopodovNekatere vrste so zelo pogoste in razSirjeneseonvsvetu, med njimi so
najbolj znane tiste iz rodDaphnia(Vodne bolhe, 2013).

Po trenutno sprejeti klasifikaciji delimo red vrgpodredove, te v enajst druzin, druzZine pa
nato v 80 rodov. Za Slovenijo je znanih okrog 56tvMed pogostejSimi so steklasta vodna
bolha Daphnia hyalind, navadna vodna bolha#&phnia puleX in velika vodna bolha
(Daphnia magng vse iz skupine filtratorskih vrst; plenilske goslovenskih sladkih vodah
redkejSe (Vodne bolhe, 2013).

Slika 1: Vodna bolhaDaphniamagna(Foto: E. OjsterSek).

2.1.1 Zgradba telesa

Vodne bolhe dosegajo milimeterske velikosti, le okedt pa se zgodi, da je bolha¢jeod
1cm. Nijihov trup povsem obdaja dvoloputast karapak katerega moli le glava. Na zadniji
strani je navadno podaljSan v trn. Vodne bolhe anh@jeno samo sestavljeno oko, ki lezi na
sredi glave. Imajo od 5-6 parov okam ki ne sodelujejo pri premikanju. Pri premikanju
sodelujejo velike razvejane tipalnice. Pri primit@jSih vrstah so noge med seboj enake in
nosijo listaste Skrge, bolj specializirane vrstamajo nekatere od njih prilagojene za dao
namen - filtriranje vode ali grabljenje plena. T@obrezbarvno in prosojno; pigmentirano je
samo oko (Vodne bolhe, 2013).
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Za vodne bolhe je zidna ciklomorfoza, to je spreminjanje telesne oblikaporednih
generacij. Ta se najukrat pojavi ob prisotnosti plenilcev v okolju. Maiklomorfozo se
navadno daljSata in spet krajSata kapucasti izasteglavi in koSeva kama ost. Rast bodic
sproza prisotnost plenilskih zuzgh lic¢ink. PodaljSani izrastki so dobra obramba, saj
plenilskim licinkam ma@&no otezujejo poziranje plena (Marc, 2013).
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Slika 2: Zgradba telesa vodne bolhe (Zgradba teles2014).

2.1.2 RazmnoZevanje

Vodne bolhe se woma razmnoZujejo nespolno - partenogenetskiinke, vse Kinke so
samice, se razvijejo iz neoplojenih oz. diploidjafgec (2n). Samica j&gca nosi v valilniku
na hrbtu med koSem in trupom. To jim omoégdzredno hitro razmnozevanje, seveda pa
samo v obdobju, ko imajo dobre pogoje za zivljéijedne bolhe, 2013).

V naravi se vodne bolhe razmnoZujejo tudi spolnm.s& dogaja s prehodom letriAsov.
Takrat Zivali dozivljajo nekakSen stres oziromaztjeg, kar je posledica fizikalno kemijskih
pogojev v naravi, ki jim narekuje izleganjedeg. Pri veliki vodni bolhi so te spremembe
posledica krajSega dne, pomanjkanja hrane in zgegibpulacije. 1z pravih haploidnih §&c

se izvalijo sanki, ki nato oplodijo preostala jggca in tako se meSanje genov nadaljuje (Sket
s sod., 2003).
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Slika 3: Samica nosi jafeca v valilniku med koSem in trupom (Samica ..., 2024

2.1.3 Ekologija

Vecina vrst vodnih bolh Zivi v sladkovodnih ekosistémnekatere pa tudi v morjih in
oceanih. Po habitatu seclgejo na planktonske in bentoSke, pocina prehrane pa na
filtratorje in plenilce. Najv&a razlika je, da imajo plenilske vrste veliko badpvite @i kot
filtratorske. Zaradi hitrega razmnozevanja so grétevilkcne in posledino tudi pomemben
vir hrane za ribe, dinke Zuzelk in druge vodne plenilce. To izkde tudi ribogojci, ki
vodne bolhe posebej gojijo za hrano ribam. Vodrnbéeo tudi bioindikatorji za ugotavljanje
toksiénosti v vodi raztopljenih snovi ali onesnazengstedvsem vrste iz rodDaphnig ki so
najbolje raziskane (Vodne bolhe, 2013).

2.2  BIOLOSKI TESTI STRUPENOSTI

Kvaliteto vode, sedimenta, tal, hrane ter stangdlirain Zivali merimo s fizikalno-kemijskimi
analizami in z ekotoksikoloskimi (bioloskimi) teskkotoksikologija je veda o strupenostnih
uc¢inkih snovi na celotno biosfero ter o usodi snovkolju. Ekotoksikoloski testi so bioloSki
testi, ki nam omogajo ugotoviti, ali je doldeno okolje strupeno za Zive organizme. Sele ko
ugotovimo strupenost, nadaljujemo z fizikalno-keskiini analizami in po&mo snovi, ki so

jo zakrivile. Poleg tega, da nam tak celosten gpigirinrani veliko¢asa in denarja, je nujno
potreben za ugotovitev dejanskega stanja okoljarillg 2013).
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Rezultat kemijskih analiz so $®@oma koncentracije snovi, ki jih primerjamo s gresdnimi
mejnimi vrednostmi. Vendar te analize same po sedi omogdajo ocene &nkov
onesnaZevanja na Zivi svet, saj lahko prihaja dgatisnih vplivov tudi, ¢e noben od
izmerjenih parametrov ne presega mejnih vrednBsizlogov je veé&

a. strupenost lahko povziao snovi, ki v kemijsko analizo niso vk§ene,

b. snovi, katerih koncentracije ne presegajo rhejnednosti, so lahko v medsebojnih
kombinacijah ali v doléenih okolijskih razmerah izredno strupene,

c. strupeni so lahko tudi razgradni ali pretvorl@odukti snovi,
d. ni jasna kotiina snovi, ki je bioloSko dostopna,
e. ni jasen vpliv na Zivo naravo,

f. ob spremembah razmer v okolju lahko pride divakije snovi ali spra&nja snovi
akumuliranih v zemlji ali sedimentu v velikih kardracijah v okolje (Lobnik, 2013).

Z biolosSkimi testi dobimo hiter, zanesljiv, nedvoamter celovit odgovor o Skodljivem
delovanju toksinih snovi, zato biotesti Ze desetletja pridobivagopomenu, kot pokazatelji
stanja v okolju. Vedno webioloSkih testov je mednarodno standardiziranibardel drzavnih
zakonodaj. Za testiranje strupenosti v izbranemljoke potrebno vedno izbrati primerno
skupino biotestov, ki v najboljSem primeru vidjyejo organizme iz razinih troficnih
nivojev: bakterije (npr.Vibrio fischer), alge (celinske vode -Scenedesmus subspicatus,
morje - Dunaliella tertiolecta morski sediment -Skeletonema costatum viSje rastline
(Lemna minor)nevretedarji (Daphnia magna)vretergarji (ribe) (Lobnik, 2013).

Slika 4: Kot testni organizem za celinske vode seporablja tudi mala vodna le¢a (Lemna minon (Mala
vodna lefa, 2014).
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2.3 STRUPENOST

Strupenost oz. tok&nost opredelimo kot lastnost doeme kemijske spojine, da v stiku z
zunanjo povrSino 0z. notranjostjo organizma povizimkalne ali sistemske poskodbe. Glede
na ¢as trajanja so te lahko akutne, subk&ogi ali kronéne. Kdaj je doléena spojina za
posamezno vrsto organizmov taks je odvisno od rna kontakta spojine z osebkom, od
koncentracije te spojine v okolju ter od pogostdgpostavitve organizma Skodljivemu
delovanju doléene kemikalije, pa tudi od fizioloSkih faktorjev ggmeznika. Navedeni
dejavniki dol@ajo vrednosti ti. tokgnih doz (TD) in letalnih doz (LD). Tok&mne in letalne
doze so mejne koncentracije, ki powam smrtnost, karcinogene, neoplastigene in
teratogene efekte, kakor tudi druga obolenja pddh in zivalih. Metode, s katero bi lahko
dolocali strupenost na celotnem podw ocenjevanja onesnazenosti okolja, ni. Razviti so
testi, ki so primerni za ugotavljanje stanja le as@meznih specifinih vzorcih. Poznamo
teste, ki so uporabni v vodnem okolju, teste zapginostno stanje onesnazenosti zraka, itd. V
monitoringu odpadnih vod najpogosteje uporabljatmopgnostni test na vodne bolhe, ki je
standardiziran ter v mnogih drzavah obvezen delitoonga odpadnih vod (Lobnik, 2013).

Strupenost je stopnja Skodljivega delovanja nekisma organizem. Za vse snovi, s katerimi
se sréa organizem, velja pravilo, da je pravi odmerek,tig lo¢i zdravilno &inkovino od
strupa. To pomeni, da je Skoda na organizmih odvisd koncentracije snovi tefasa
izpostavitve. Koncentracije kemikalij v vodi merimo inStrumenti, strupenogta lahko
ugotovimo samo s testi na zivih organizmih, sajraap, s katero bi merili strupenost, ne
obstaja (Jorgensen, 2010). Vsi posamezniki zngiwaulacije organizmov se na prisotnost
kemikalije v svojem okolju ne odzovejo enako. Og@siga pri osebkih so opazna tako pri
koncentraciji, kot ¢asu izpostavitve. Nekateri posamezniki se odzovpp nizjih
koncentracijah, drugi pri viSjih, nekateri prej, kateri kasneje, nekateri pa sploh ne.
Normalna porazdelitev odgovora na kemikalijo imgmsoidno obliko. To pomeni, da majhen
tema ekstremoma koncentracij pa se nahajan&e Zaradi takega odziva organizmov Sso
toksikoloski testi izvedeni z datenim razponom koncentracij kemikalije (Jorgens@i(3.

Teste strupenosti vedno izvajamo v zaprtih sistguoith laboratorijskimi pogoji. Temperatura
in svetloba sta definirani, prostor/medij, v katerse nahaja testni organizem prav tako
(Marc, 2013).
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24  STRUPENOSTNI TEST NA VODNE BOLHE

Strupenost doktamo 0z merimo z reakcijo vodnih bolh na prisotrisikme snovi v okolju.
Parameter ki ga merimo je efektivna koncentracif@soEpri kateri je v 24-ih urah
imobiliziranih 50% izpostavljenih vodnih bolh. B&hki po 15 sekundah drezanja ne plavajo
(se ne premikajo), upoStevamo kot imobilizirangulkltemu da premikajo okdme. Na
osnovi koncentracije B (24h) sklepamo o stanju 0z. kakovosti vzorca (llob2013).

PRIPRAVA HRANILNE VODE

Za gojenje testnih organizmov se uporablja stangawdna raztopina. Hranilno raztopino za
vodne bolhe pripravimo po mednarodnem standardd @341, 1996). Mednarodni standard
opisuje metodo za dalanje akutne strupenosti na vodni bolhi vrédapnia magna
(Cladocera, Crustacgazaradi kemikalij, ki so topne v vodi ali prisotreobliki suspenzije.
Strupenost se lahko ddé® tudi v préiséenih ali nepréiséenih izpustih kanalizacije ter
povrsSinskih in podzemnih vodah (Marc, 2012).

Tabela 1: Koli¢ine reagentov za pripravo hranilne raztopine.

Raztopina Kemikalije Koncentracija [g/]]
1 CaCb.2H,0O 117.6
2 MgSOs.7H,0 49,3
3 NaHCG; 25,9
4 KCI 2,3

Redtevalna voda mora imeti pH 7,8 + 0,2. Za pripravehvstirih raztopin in regvalne vode
uporabimo destilirano ali deionizirano vodo. Gaitv medij pripravimo tako, da damo 5 ml
vsake raztopine iz tabele 1 v 0,5 litra destilirande in ga nato dopolnimo z destilirano vodo
do oznake enega litra. Tako pripravljenodedilno raztopino prelijemo v aeracijsko posodo
in vanjo za 1 uro potopimo aeracijs&palko (Daphnia magna ..., 2013).
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Slika 5: Steklenice za razredevalne raztopine (Lobnik, 2013).

Za tatno opredelitev strupenosti potrebujemo tudi kowtrdlo je vzporedna testna skupina
organizmov, katera ni izpostavljena testni snomie@nazevalu). Ostali pogoji izvedbe testa pa
ostajajo enaki. Z njo se prefasimo, da osnovni pogoji v testih ne vplivajo na ¢
rezultate (Marc, 2013).
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3 METODE DELA

3.1 GOJENJE VODNIH BOLH

Pri pripravi vzorcev za testne organizme sva imajve tezav s tem, kje kupiti vodne bolhe.
Nazadnje sva jih kupili v trgovini Aquareja. Na ajpli strani te trgovine sva si temeljito
prebrali vse, kar je bilo potrebno vedeti o gojerijla vsake 2 dni sva jih hranili z algo
Spirulino, ki sva jo dali na noZevo konico in stresli v vo@ohrano nisva smeli pretiravati, saj
bi v nasprotnem primeru hranaceéa gniti in bi vodnim bolham odvzemala kisik, noxade
pa jim nisva mogli nastaviti, ker bi v njej lahkognile. Vzorce vodnih bolh sva razdelili v
dve posodi, ki sva jih postavili na pisalno mizaazeelili sva jih zato, ker se pri gojenju
vodnih bolh lahko zgodi, da naenkrat pogine celpupacija vodnih bolh. To se nama je v eni
od posod tudi naredilo, ampak k &rsva imeli Se drugo, zato sva lahko nemoteno igojil
vodne bolhe. Vzdrzevali sva temperaturo vode iarsieed 20 in 22 °C.

Slika 6: Gojenje vodnih bolh (Foto: P. Povse).
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3.2 1ZBIRA VZORCEV VOD

Predvidevali sva, da vode iz raziih virov vsebujejo raztho kolicino klora. Temu primerno
sva izbrali vzorce vod.

Tabela 2: 1zbrane vrste vod.

ST.VZORCA | VZOREC VODE
1 vodovodna voda 1
2 vodovodna voda 2
3 vodovodna voda 3
4 destilirana voda 1
5 voda iz toplotnérpalke
6 voda iz izvira
7 voda iz plastenke
8 prefiltrirana voda

Vzorci vodovodne vode so bili odvzeti iz treh réamlh vodovodnih omrezij, in sicer vzorec 1
iz vodovodnega omrezja Gornji Dglivzorec 2 iz vodovodnega omrezja v Velenju in ezor
3 v Mozirju. Analizirali sva tudi kupljeno destiéno vodo in vodo iz toplotn&palke, saj sva

za ta vzorca predvidevali, da ne smeta vsebovatakiCelokupni klor in pH sva izmerili tudi
v vodi iz plastenke in v vodi, ki je bila prefiltana skozi Brita filter.

Dodatno sva pripravili Se Stiri vzorce vod, ki sselsovali raztine koncentracije klora. Te
vzorce sva pripravili iz destilirane vode z dod@am pripravljenega klorovega granulata za
bazene. Granulat vsebuje ¢v&ot 50% aktivhega klora, je pH nevtralen in hitiapen.
Pripravljeni vzorec sva trikrat rédi, pri cemer sva gledali na to, da je zadnji vzorec vselbova
najnizjo mozno Se dodjivo koncentracijo klora.

3.3 DOLOCANJE KONCENTRACIJE KLORA S SETOM ZA DOL@ANJE KLORA

Pri pH vrednosti med 5 in 6 klor reagira z N,N-di&t4-fenildiaminom (DPD) in tvori
rdete/vijolicno obarvanje. Ob prisotnosti jodovih ionov se laklkdoci vsebnost vsega klora
(prostega in vezanega). Test za klor se nahajarecpem paketu Chlorine 2 za takojsSnjo
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uporabo. Obmge dolctitve klora v tem paketu je od 0,1 do 2,0 mg/l vaorieaket vsebuje tri
posodice, v katerih so ra&ti reagenti, ki jih dodajamo postopno do obarvaK@a.pride do

obarvanja, doléimo jakost in odtenek barve ter tako priblizno doloo vrednost

raztopljenega klora v vodi (navodila v paketu Cimer2).

Slika 7: Set za dol@anje klora Chlorine 2 (Foto: P. Povse).

S pom@jo brizge, ki je prilozena setu, sva odmerili 5wymbrca vode v eno od priloZzenths.

V drugocaSo pa sva dali tri kapljice reagenta-C| dodali sva Se tri kapljice reagenta-€l
Celotni zmesi sva dodali Se 5 ml vode z brizgakaprli ¢a3o in jo pretresliCa3o sva nato
odprli in jo postavili na krogec oztn s¢rko B na primerjalnem listu, ki je priloZen setu in
vsebuje barvne lestvice, ki ustrezajo koncentr&tgra. Nad barvo je napisana koncentracija
klora, ki jo vsebuje zmes. Na krogec ogera sérko A sva postavili prv@aso. Koncentracijo
klora sva doldili tako, da sva premikalasi po lestvici, dokler nisva nasli enake oziroma
najbolj podobne barve.



Povse, P., Pustinek, A. Test strupenosti kloraoune bolhe. 12
Raziskovalna naloga, OS Mozirje, 2014

OLOCANJE CELOKUPNEGA KLORA V VZORCU

V ¢aSo sva dali tri kapljice reagenta@lin mu dodali 5 ml vode. Zaprli sv&aso in jo dobro
pretresli. Potem sva pakali dve minuti in jo odprliCaso sva zopet postavili na oznako B,
prvo ¢aso v kateri pa je bilo 5ml vzorca vode pa na oan&kS pomdjo primerjalnega lista
sva dolgili koli ¢ino celokupnega klora.

Po preizkusu sva odpadke izlili v odtok, saj kerjaniso Skodljive za okolje.

3.4 MERJENJE pH

Najprej sva vzorce vod nalil ¥aSe in izmerili pH. Pri tem sva uporabili elektrbngH
merilec.

Slika 8: Merjenje pH z elektronskim pH metrom (Foto: A. Pustinek).

3.5 TEST STRUPENOSTI KLORA NA VODNE BOLHE

Testni organizmi so mlade vodne bolhe, stare dai3Rlkapalko sva vsak dan mlade vodne
bolhe prestavljali v drugo gojitveno posodo. S teva po doléenemcasu dobili genetsko
povsem enake vodne bolhe, saj so se le-te razmalez@artenogenetsko. Dve uri pred
za’etkom testa sva mlade vodne bolhe Se zadhranili. Med samim testom jih 24 ur nisva
hranili.

Od vsakega vzorca vode sva z merilnim valjem odimgvakrat po 20 ml vode, ki sva jo
nalili v petrijevki. S plastino kapalko sva nato dali v vsako petrijevko pomé&tdih vodnih
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bolh. Paziti sva morali, da sva z vsakim zajemoni lzajeli majhno koliino vode, da ne bi
onesnazili vzorca.

Za vsak vzorec vode sva naredili dve seriji inra t&agotovili ponovljivost rezultata. Poleg
tega sva izvedli tudi kontrolo z vodo, v kateri gyaili vodne bolhe.

Po stiriindvajsetih urah inkubacije bolh v vzorcied sva presteli gibljive vodne bolhe.

Gibljivost je bila definirana kot sposobnost plajgarivali v roku 15 sekund po rahlem

tresenju petrijevke. Vodne bolhe, ki se v téasu niso odzivale, so bile opredeljene kot
negibne. Negibnost je bila misljena, tddiso Zivali premikale samo antene.

Iz dobljenih rezultatov sva izdelali graf, v kateresva prikazali odstotek negibnih vodnih
bolh v odvisnosti od koncentracije celokupnega&hwzorcih vod.

Slika 9: Izpostavljanje vodnih bolh razli¢nim vzorcem vode (Foto: A. Pustinek).
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4 REZULTATI

4.1 REZULTATI MERITEV pH IN CELOKUPNEGA KLORA V VZARCIH VOD

Vsebnost celokupnega klora je bila najviSja v dwelorcih vodovodnih vod, in sicer iz
vodovodnega omrezja na ob#w Velenja in Mozirja. Vse analizirane vode so im@H v
mejah, ki so ustrezne za gojenje vodnih bolh. NijpH je imela prefiltrirana vodovodna
voda. Temperature vzorcev vod so bile med 20 fic22

Rezultati meritev so podani v tabeli 3.

Tabela 3: Rezultati meritev pH in celokupnega klorav razli¢nih vzorcih vod.

VZOREC VODE pH CELOKUPNI KLOR
(mg/l)
VODOVODNA VODA 1 6,4 0,1
VODOVODNA VODA 2 6,3 0,2
VODOVODNA VODA 3 6,5 0,2
DESTILIRANA VODA 6,8 <0,1
VODA 1Z TOPLOTNE 6,7 <0,1
CRPALKE
VODA 1Z 1ZVIRA 6,3 <0,1
VODA |IZ PLASTENKE 6,1 0,1
PREFILTRIRANA VODA 5,8 <0,1
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Tabela 4: Rezultati meritev pH in celokupnega klorarazliénih dodatno kloriranih vod.

VZOREC VODE pH CELOKUPNI KLOR
(mgl/l)
VZOREC1 2,9 2,0
VZOREC 2 5,6 1,2
VZOREC 3 6,2 0,4
VZOREC 4 6,4 <0,1

Za boljSo primerjavo in pregled sva pripravili tudodatno klorirano destilirano vodo.
Klorirali sva jo z granulami za kloriranje bazenskale. Vzorec 1 je imel naji@ vsebnost
celokupnega klora, in sicer 2,0 mg/l. Z &edjem sva pripravili razline koncentracije
celokupnega klora v vzorcih. S spreminjanjem kotreeije celokupnega klora se je
spreminjal tudi pH vzorcev vod. Najnizji pH je imetorec 1, ki je imel hkrati tudi najy®
vsebnost klora. TakSen pH ni ugoden za gibljivospiezivetje vodnih bolh. Ostali vzorci
kloriranih destiliranih vod so imeli pH bolj ugodea prezivetje vodnih bolh, zato sva lahko
pri ostalih vzorcih izl¢ili negativen @inek neustreznega pH na samo gibljivost vodnih bolh

4.2 REZULTATI TESTA STRUPENOSTI KLORA NA VODNE BOLH

Za vsak vzorec vode sva izvedli test strupenostiveh paralelah — petrijevkah. V vsako
petrijevko sva dali 20 ml posameznega vzorca vededto dodali 5 priblizno enako starih in
velikih vodnih bolh. Vodne bolhe sva izpostavljgiakemu vzorcu 24 ur. Po preteku tega
¢asa sva vsako petrijevko na rahlo potresli in ptegtbljive vodne bolhe v vzorcu. Rezultati
testa so podani v tabeli 5.

Za primerjavo sva test strupenosti opravili tudiazred¢evalno tekeéino, v kateri sva sicer
gojili vodne bolhe. Kot sva prakovali, so v tej tekéini ostale vse vodne bolhe normalno
gibljive.
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Tabela 5: Stevilo gibljivih vodnih bolh v razli¢nih vzorcih vod.

VZOREC VODE STEVILO GIBLJIVIH STEVILO GIBLJIVIH
VODNIH BOLH VODNIH BOLH
PETRIJEVKA 1 PETRIJEVKA 2
VODOVODNA VODA 1 1 3
VODOVODNA VODA 2 1 2
VODOVODNA VODA 3 1 0
DESTILIRANA VODA 4 4
VODA 1Z TOPLOTNE 2 4
CRPALKE
VODA IZ IZVIRA 5 5
VODA |IZ PLASTENKE 3 3
PREFILTRIRANA VODA 5 5
VZOREC 1 0 0
VZOREC 2 0 0
VZOREC 3 0 0
VZOREC 4 0 2
RAZREDCEVALNA 5 5
TEKOCINA

Najmanj gibljivih vodnih bolh je bilo v vzorcih datho klorirane destilirane vode. Prav tako
so bili rezultati gibljivosti vodnih bolh slabi tud¢a vzorca vodovodne vode 2 in 3. Oba
vzorca sta vsebovala 0,2 mg/l celokupnega klora,j&aved kot ostali vzorci vod. Poleg
razredevalne tekdine, sta na gibljivost vodnih bolh najugodneje vala vzorca vode iz

izvira in prefiltrirana vodovodna voda, saj so k teorcih ostale gibljive vse vodne bolhe.
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5 DISKUSIJA

Bioloski testi predstavljajo dobro dopolnilo fizik@-kemijskim analizam, saj z njimi dobimo
zelo hiter in zanesljiv vpogled vplivov Skodljivienovi na okolje in organizme v okolju.
Nekatere snovi so lahko za organizme strupene \bkwaniji z drugimi snovmi. Prav tako pa
vsak Ziv organizem drugea reagira na snovi v okolju, zato so bioloSki testiko bolj

pomembni.

Z mednarodno standardiziranimi bioloskimi testikalspremljamo stanje povrsSinskih vod za
dolotitev onesnazenja zaradi kmetijstva, industrije amadizacije. Prav tako lahko z njimi
spremljamo in ugotavljamo onesnaZenje virov pitnedey pregledujemo strupenost
povrsinskih vod okoli vodnih zajetij, testiramo eghe in izstopne vode distilnih napravah
in spremljamo vsebnost strupov v industrijskih yodRoleg testiranja vod so bioloSki testi
uporabni tudi za testiranje sedimenta, onesnaZiermeshlije, spremljanje procesov na

smetigih, odkrivanje zakopanih nevarnih odpadkov ipd.

Slika 10: Vodne bolhe v gojitvenem akvariju (Gojeng, 2014).

V monitoringu odpadnih vod najpogosteje uporabljastrapenostni test na vodne bolhe, ki je
standardiziran ter v mnogih drzavah obvezen delitoonga odpadnih vod (Lobnik, 2013).
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Iz tega je sledila tudi najina odlitev, da uporabiva velike vodne bolH2aphnia magnakot
testne organizme za débkmnje koncentracije klora v pitni vodi. Z raziskasaa zeleli doliti
tisto koncentracijo celokupnega klora, ki Se om@gprezivetje testnih organizmov. Na ta
n&in bi lahko z gojenjem vodnih bolh hitro délbb morebitno povéanje klora v pitni vodi.

Osnovno predvidevanje je bilo, da pitna voda néugedrugih onesnazil.

Na prvo oviro sva naleteli ze pri nakupu testnigamizmov, saj jih nisva mogli dobiti niti na
Biotehniski fakulteti v Ljubljani, niti v razénih trgovinah z malimi zivalmi. Nazadnje sva jih
dobili v trgovini, ki oskrbuje akvariste. Zahtevjebilo tudi gojenje vodnih bolh, saj lahko ze
ob manjSih spremembah pogojev poginejo. Gojilijgva razreaevalni vodi, ki sva jo dobili
skupaj z vodnimi bolhami. Vodne bolhe sva hrangpgulino, in sicer vsaka dva dni.dasu
poskusa so bili testni organizmi na stalni temperatned 20 in 22°C in postavljeni na

osvetljenem prostoru, vendar ne na direktnem soncu.

Za raziskavo sva izbrali tri vzorce vodovodnih vndazlicnin omrezij, za katere sva vedeli,
da so zagotovo klorirani. Zaradi primerjave svaraiibSe vzorce vod, ki naj ne bi bili
klorirani, in sicer destilirano vodo, vodo iz topie ¢rpalke (kondenzirana zfaa vlaga),
vodo iz plastenke, prefiltrirano vodovodno vodolté€fi naj bi po navodilih proizvajalca
odstranil klor in ostale snovi) in izvirsko vodo.eK sva Zeleli ugotoviti, kako visje
koncentracije klora vplivajo na gibljivost vodnilolh, sva pripravili Stiri vzorce dodatno
klorirane destilirane vodeZavedava se, da kloriranje pitne vode ne potekaepakem
postopku in z enakimi kemikalijami, kot klorirany@de za bazene, ki sva ga midve izvedli.
Natartnega podatka o ggu kloriranja pitne vode nisva mogli dobiti, sajtudi na spletnih

straneh Nacionalnega instituta za javno zdravjepade sploSna razlaga.

Za vsak vzorec vode sva izvedli dva primerjalndatetrupenosti z vodnimi bolhami. Zelo
pomembno se nama je zdelo, da izvedeva tudi komttelst, pri katerem sva v dveh
petrijevkah izpostavili vodne bolhe raztegalni tekaini, v kateri sva jih sicer gojili. Na ta
n&in sva zagotovili pregled nad tem, da ostali pogggo vplivali na gibljivost in smrtnost
vodnih bolh.

Klor v vzorcih sva doldali s setom za dotanje klora. Set vsebuje barvno lestvico, s
pomaijo katere sva doldli koncentracijo klora. Ker se pri tem setu kontanija klora

dolota samo s primerjavo barve vzorca in barvne lest@eenama zdi, da je tako dééma
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koncentracija premalo natama. Za resnejSe analize bi bilo nujno ddlocelokupni klor z

natargnejSimi kemijskimi analizami.

Slika 11: Barvna lestvica za dol®anje celokupnega klora v vzorcu (Foto: P. Povse).

Po prtakovanjih so vse vodne bolhe poginile v vodah, kivsebovale w«e kot 0,4 mg/I
celokupnega klora. V najbolj koncentriranem vzosowodne bolhe Zale celo razpadati. Pri
tem sva si zastavili vpraSanje, kam odteka vodavaih bazenov, prav tako pa je zanimivo
tudi vpraSanje kam izlivajo bazensko vodo lastnikivatnih bazenov. Po pripatitih
proizvajalcev klorirnih sredstev je idealna vselindsra od 0,6 - 1 mg/l, kar je za vodne
bolhe Ze smrtna koncentracija. Verjetno takSna &otracija klora negativno vpliva tudi na

ostale organizme in okolje.
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Slika 12: Vodna bolha v zelo klorirani vodi z&ne razpadati (Foto: E. OjsterSek).

Ugotovili sva, da se z manjSanjem koncentracijeolagbnega klora poveje Stevilo
prezivelih in gibljivih vodnih bolh. Prva koncentig pri kateri sva opazili gibljive vodne
bolhe je bila 0,2 mg klora na liter vode. Efektivk@ancentracija E§; pri kateri je ostalo v 24
urah negibljivih 50 % izpostavljenih vodnih bolle, pila 0,1 mg celokupnega klora na liter
vode. To koncentracijo sva dalb kot mejno koncentracijo klora za prezivetje wild bolh.
Kot sva préakovali pa je pri nizji koncentraciji klora prezleebistveno vé vodnih bolh.
Podatki za primerjavo gibljivosti vodnih bolh s laamtracijo klora so podani v tabelii
grafu 1.

Tabela 6: Stevilo gibljivih in procent negibnih vochih bolh glede na koncentracijo celokupnega klora.

konc. Stevilo gibljivih vodnih bolh v petrijevki t. T P
klora 2 3 4 5 6 7 8 9 10 %
mg/|

<0,1 | 4 4 2 4 5 S 5 5 0 2 3,6 30
0,1 1 3 3 3 / / / / / / 2,5 50
02 |1 2 1 0 / / / / / / 1,0, 80
04 |0 0 / / / / / / / / 0 100
1,2 |0 0 / / / / / / / / 0 100
>2,0] 0 0 / / / / / / / / 0 100

T- Stevilo gibljivin vodnih bolh pri vsaki konceaciji po korfanem testu

P - % negibnih vodnih bolh
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Graf 1: DeleZ negibnih vodnih bolh v odvisnosti odoncentracije celokupnega klora.

Na grafu sva z rd® ¢rto ozndili mejno koncentracijo E€p, pri kateri po 24 urah prezivi
50% testnih organizmov.

V testiranih vodah, ki so imele vsebnost klora miantj 0,1 mg/l je ostalo gibljivih naje
vodnih bolh. Izjema je bila voda, ki sva jo samippavili z dodajanjem pripravljenega
klorovega granulata. Vzrok je verjetno v tem, daré\ granulat vsebuje Se druge snovi, ki so
negativno vplivale na vodne bolhe. Kljub gakovanjem, v destilirani vodi niso ostale
gibljive vse vodne bolhe, zato morava asireno hipotezo. Tudi v vodi iz plastenke je ostalo
gibljivih le 60 % vodnih bolh. Predvidevava, davtada vsebuje tudi nekatere minerale ali pa
je bila v tej vodi premajhna koncentracija kisikamncentracija kisika v vodi je dejavnik, ki je
zelo pomemben za prezZivetje vodnih bolh, vendamnigaa mogli meriti, saj nisva imel
ustreznih pripomékov. Podobno lahko sklepava tudi o vodi iz toplotinealke. Ker je to
kondenzirana zema vlaga, ne bi smela vsebovati nobenih drugih mangk prav tako pa tudi
ne klora. Zato je za 50 % gibljivost vodnih bolhivkmek drug dejavnik, po najinih
predvidevanijih vsebnost kisika v vodi.

Na procent gibljivin vodnih bolh lahko vpliva tugH vode, zato sva pri obdelavi rezultatov
upostevali tudi ta podatek. Voda v kateri sva gajddne bolhe je imela pH 6,7, kar je
primerljiva vrednost z ostalimi vzorci vod. Zanimiye, da je imela prefiltrirana vodovodna

T

predvidevali, da na rezultate testa z vodnimi bwlh&ahko vplivajo tudi drugi minerali v
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vodi. Vodovodna voda vsebuje hidrogenkarbonatne,ionda iz izvira pa lahko vsebuje tudi
druge minerale, kot npr. Zelezove spojine.

Iz rezultatov raziskave lahko vidimo, da so vodoéhb izredno obutljivi organizmi, saj so
poginili ali ostali negibni ze pri zelo nizkih koawtracijah klora v vodi. Te koncentracije so
bile tako nizke, da jih nitlovek z vonjem ne more zaznati. Zdi se nama, dalbismiselno
preizkusiti teste strupenosti klora tudi na drugriganizmih, kot so alge, vodnatée triopsi
idr. Tudi sami sva zeleli uporabiti triopse saj svisteraturi zasledili, da so zelo &lttljivi na
klor, vendar jih zal nisva mogli kupiti, ker ni biponudnikov. Problem pri testnih organizmih
je, da so obutljivi na zelo veliko zunanjih dejavnikov in da &o tudi svoj Zivljenjski ciklus.
Pri vodnih bolhah skrajSanje dneva pomeni signapmhod na spolno razmnozevanje in
odlaganje jajec, saj se s tem zavarujejo, da v naravi prezanm. V umetnem okolju pa se
lahko zgodi, da naenkrat pogine vsa populatgprav ne spremenimo nobenih gojitvenih
pogojev.

Pri uporabi bioloskih testov se nama je odprlo tudraSanje o ethosti takSnih testov.
Opravka imamo naméez zivimi organizmi, zato se nama ne zdi prav, ilagpostavljamo
razlicnim Skodljivim vplivom. Mogd@e bi bilo najbolje, da se bioloski testi izvajap ha
vzorcih, ki so predhodno kemijsko analizirani in Z® vnaprej definirani kot neskodljivi. Z
bioloSkimi testi lahko samo Se prikazemo dejanghkivvna Zive organizme.
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6 ZAKLJU CEK

Bioloski testi so zelo uporabni za preverjanje kaidsdi in onesnazenosti voda. Obstaja veliko
bioloskih testov, ki jih je smiselno kombinirati fizikalno-kemijskimi analizami. Tako
dobimo najbolj celosten vpogled na vpliv rémih snovi ali njihovih kombinacij na

organizme in biosfero.

Velike vodne bolhe@aphnia magnase ze uporabljajo v monitoringih kot testni ongam,
vendar so standardizirani testi prilagojeni le zal@iranje odpadnih vod. Ker se je v
raziskavi pokazalo, da se vodne bolhe negativhowela na zelo nizke koncentracije klora v

vodi, bi jih lahko uporabljali tudi za takSne teste

V kolikor bi takSne teste zeleli standardizirati, lbllo potrebno narediti Se podrobnejSe
fizikalno-kemijske analize in naténejSe meritve vsebnosti klora. Meriti bi bilo pdin® tudi
druge parametre, kot so vsebnost kisika, trdotaypdevodnost vode ipd. Zanimivo bi bilo
primerjati tudi odzive drugih bioindikatorjev iz zi&nih troficnih nivojev, saj se lahko

razlicno razviti organizmi raztho odzivajo na strupene snovi v okolju.

Eden od moznih vidikov uporabe testa strupenostiakha vodne bolhe je tudi testiranje
bazenskih vod pred izpusti v okolje. Poleg velik@ynih bazenov, se je v zadnjefasu
mocno poveala uporaba manjsih, zasebnih bazenov, ki prav vakbujejo klorirano vodo.
Izpusti te vode v okolje niso kontrolirani, zatolabko dela v&§a Skoda. Mogee bi bilo v
prihodnje dobro raziskati obseg te tezave in mdsddo prav testi z vodnimi bolhami
pripomogli k dol@anju strupenosti odpadne bazenske vode.

Bioloski testi z vodnimi bolhami in tudi drugimidindikatorji lahko imajo zelo Sirok spekter

uporabe in so lahko za ljudi zelo dober pokazatelpja v okolju.
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7 POVZETEK

Pitha voda je voda, ki v naravnem ali predelaneanjst vsebuje minimalne kdéine
onesnazil, ki so zdravju povsem neskodljiva. Poawd velja, da nobena voda brez predhodne
obdelave ni pitna. Najpogosteje uporabljen postag@ekiezinfekcijo pitne vode je kloriranje.
Klor unici bakterije in nekatere viruse. Po kloriranju ostam pitni vodi dolgena

koncentracija prostega preostalega klora, ki gedaaznamo z zgdnim vonjem po kloru.

Z raziskovalno nalogo sva zeleli doitb mejno koncentracijo klora v pitni vodi, v katdyi
lahko testni organizmi ostali normalno gibljivi.t¥ namen sva kot testne organizme uporabili
vodne bolhéDaphnia magnaza katere se je v raatih raziskavah pokazalo, da sccotijive

na prisotnost klora v vodi.

Vzeli sva 8 razlinih vzorcev vod, ki sva jim s porjo seta za dokanje klora, dolili
koncentracijo celokupnega klora v vzorcu. Dodatwa gripravili razléno klorirane vzorce
vod. Na vseh vzorcih sva opravili test strupenoatvodne bolhe. Za primerjavo sva opravili

test strupenosti tudi na vzorcu vode, v katerigejdi vodne bolhe.

Rezultati raziskave so pokazali, da vodne bolh&ipije samo ob najmanjsi koncentraciji
klora. Mejna koncentracija, pri kateri je ostalo %) vodnih bolh negibnih po 24-ih urah
izpostavljanja vodi, je bila 0,1 mg/l prostega @tatega klora. Zanimivo je, da so vse vodne

bolhe prezivele v vodi iz naravnega izvira in vipigrani vodovodni vodi.
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8 A SUMMARY

Drinking water is water which contains the minimwuantity of harmless pollutants in a
natural and processing state. Usually, no wat@otable without prior treatment. The most
commonly used procedure is chlorination. Chloriestcbys bacteria and viruses. After the
chlorination there’s a determined concentrationtatl chlorine which can be detected
because of its typical smell of chlorine.

In our research paper we wanted to show a detechtioecentration of chlorine in which test
organisms would stay mobile. We usedphnia magnaas test organisms because they are
very sensitive on the presence of chlorine in water

We took 8 different samples of water and we deteechiconcentration of free chlorine with a
special set for chlorine determination. We alsgppred 4 different samples of chlorinated
distilled water. On those samples we did the toxitest onDaphnia magnaWe did the
toxicity test for the comparison on a sample ofevate used to cultivate ti@gaphnia magna
in.

The results showed th&aphnia magnaonly survives in the minimum concentration of
chlorine. 0,1 mg/l total chlorine was the limitedncentration in which 50% dDaphnia
magnawas immobilisated after 24 hours of water expasitigealso interesting that all of the
Daphnia magnaurvived in water from natural spring and in fiédrtap water.
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Povse, P., Pustinek, A. Test strupenosti kloraoune bolhe. 27
Raziskovalna naloga, OS Mozirje, 2014

10 LITERATURA

0 Coe, M. 1995. Oxfordova ilustrirana enciklopedifgeznarave. DZS, Ljubljana.

[0 Daphnia magnaacute toxicity test. Laboratory work no. 5. Lalorg of
Ecotoxicology and LCA. Department of Environmentahemistry, ICT Prague
(10.9.2013).

[0 Gojenje vodnih bolh
http://dudo-kemol.blogspot.com/2011/08/daphnia.Htr2.2014).

0 1SO 6341. 1996. Water quality — Determination cé thhibition of the mobility of
Daphnia magnaStraus Cladocera, Crustacda— acute toxicity test. International
Organization for Standardization, Geneve.

[0 Jorgensen, S. E. 2010. Ecotoxicology: A derivatofeencyclopedia of ecology.
Academic press, Amsterdam: str. 59, 61, 62.

0 Kloriranje pitne vode. Nacionalni inStitut za javadravje. Pogosta vprasanja o pitni
vodi.
http://www.ivz.si (12.11.2013).

[0 Lobnikar, A. 2013. Strupenostni test na vodne bdlaphnia magna Okoljska
analitika. Navodila za vaje pri predmetu Analiznamija. Univerza v Mariboru.

Fakulteta za strojnistvo.
[0 Mala vodna léa

http://images.search.conduit.com/ImagePreview/Tqr&620minor&ctid=CT25040
91&searchsource=15&CUI=UN90192588347078419&startgd€=21 (1.2.2014).

[0 Marc, M. 2012. Strupenost in estrogenost organskih- filtrov na vodne organizme.

Diplomsko delo. Univerza v Novi Gorici. Fakulteta znanosti o okolju, Nova Gorica.
[0 Samica vodne bolhe z {sci
en.wikipedia.org (15.1.2014).

0 Sket, B., Gogala, M., Kustor, V. 2003. Zivalstvoo®nije. TehniSka zaloZba
Slovenije, Ljubljana: str. 193, 194.



Povse, P., Pustinek, A. Test strupenosti kloraoune bolhe. 28
Raziskovalna naloga, OS Mozirje, 2014

0 Tajndek, T. K., Tkalec, Z. 2011. Primerjava r&zilh vrst voda s testom na vodne
bolhe. Raziskovalna naloga. Solski center Celieed§a 3ola za kemijo,

elektrotehniko in r&unalnistvo, Celje.

[0 The direct toxycity assessment of aqueous envirotehsamples using the juvenile
Daphnia magna immobilisation test (2007). Methotishe Examination of Waters
and Associated Materials. Environment Agency (1AD93).

[0 Vodne bolhe
http://sl.wikipedia.org/wiki/Vodne_bolhe (23.10.Z)1
[0 Zgradba telesa vodne bolhe

m.ztopics.com (15.1.2014).



