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Rezumat

Analizele prin metode chimice a probelor de apa si sol au identificat cantitatile de cloruri, nitrati si fosfati
prin compararea cu limitele maxime admise de legislatia in vigoare. Testele de toxicitate acuta pe
embrioni de peste zebra reprezinta o alternativa de testare a probelor de apa din jurul fermelor de suine
din regiunea Banatului, datorita faptului ca embrionii nu se supun legislatiei de protectie a animalelor pe
parcursul experimentelor. Utilizarea ramelor Eisenia fetida ca indicatori de poluare a permis aprecierea
comportamentului de evitare a solurilor cu potential poluant prelevate de la distante diferite de ferme.

Abstract

Analyses of water and soil samples by chemical methods identified the quantities of chlorides, nitrates
and phosphates by comparison with the maximum limits of law. Acute toxicity tests on zebra fish
embryos is an alternative test of water samples around swine farms in Banat region, because embryos
are not subject to animal protection legislation during experiments. The use of Eisenia fetida earthworms
as pollution indicators allowed assessment of avoidance behavior of potentially polluting soils collected
from different distances from farms.

Introducere Conform testelor omologate mortalitatea

martorilor nu trebuie s depaseasca 10% la
Testele de toxicitate acuta pe peste zebra  sfarsitul testarii [16, 17].

constituie o alternativa aprobata la nivel Gradul de acumulare al metalelor in

international la testele de toxicitate pe pesti tesuturile pestilor, atat in musculatura cat si in

adulti [7]. ficat poate avea efecte nefaste asupra
Rata de fertilizare a icrelor de peste se principalului consumator: omul [14].

reduce considerabil in apele poluate [8]. Fosforul aplicat pe sol in cantititi mari
Corionul are capacitatea de a proteja  poate duce la eutrofizarea apelor de suprafata.

embrionul de peste zebra in primele 24 h Aplicarea dejectiilor lichide provenite de la

postfecundare iar o eventuala degradare a suine duce la cresterea nivelului de fosfor la
acestuia poate avea drept consecintd o ratd |ocul injectdrii in sol. Injectarea controlata a
redusa de supravietuire (< 10%) [5]. dejectiilor n stransd corelatie cu limitele

Anomalile  pestilor ~ zebra variaza detectate de fosfor poate avea efect asupra
dependent de concentratia substantelor indicelui de profit al fermei [10].

poluante si de Astadiul de dezvoltare Poluarea cu nitrati poate duce de
embrionara [1,4]. In timpul testarilor pesti asemenea la eutrofizare, efecte toxice asupra
zebra sufera modificari de tipul anxietatii, organismelor acvatice cat si la afectarea
letargiei si a faptului ca nu se sustrag capturarii  economiei prin efectele nocive asupra sanatatii
[12]. umane [2].
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Dejectiile animalelor reprezintd o sursa
majora de deseuri organice, care aplicate pe
sol in cantitati mari pot afecta echilibrul ducénd
astfel la bioacumularea toxinelor in plantele
furajere, afecténd lantul trofic animal- om [3, 6,
9,11, 13, 15].

Analizele chimice ale probelor
de apa si sol

Determinarea cantitatii de cloruri
din probele recoltate

Pentru determinarea clorurilor s-a utilizat o
metoda titrimetrica iar rezultatele s-au exprimat
in mg/L (ppm). Rezultate obtinute sunt
prezentate in tabelul 1:

Tabelul 1

Valoarea clorurilor din probele de testare

Nivelul de cloruri determinat

Probe de apa

si sol n urma testarii (ppm)
P1 (Padureni) 29 40
P2 (Parta) 40 51
P3 (Peciu Nou) 37 32
P4 (Voiteni) 30 44
P5 (Ciacova) 75 79

Din datele prezentate se observa ca
valorile clorurilor din apa prezinta valori care se
incadreaza 1n limitele admise conform
legislatiei in vigoare (Legea nr. 458 din 8 lulie
2002 privind calitatea apei potabile completata
cu Legea nr. 311/ 2004).

Determinarea cantitatii de nitrati din
probele recoltate

S-a utilizat o metoda spectrofotometrica
bazata pe proprietatea nitratilor de a reactiona
cu acidul fenol - disulfonic cu formare de
nitroderivati de culoare galbena, a carei
intensitate este proportionald cu concentratia
nitratilor din proba.

In vederea realizarii curbei de etalonare s-
au ales standarde pentru probele de apa si sol,
a caror absorbante au fost citite Ila
spectrofotometru Tmpreuna cu probele iar
rezultatele redate tabelar (Tabelele 2 - 5).

Citirea absorbantelor s-a realizat pentru
fiecare proba / standard in dublu (Tabelele 2-5.
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Tabelul 2

Absorbantele si valoarea nitratilor din apa

Valoarea inregistrata

Probe Abscoitritt);mga a nitratilor din apa
(mg / dm®)

0.225

10 0.022 | 0.022 0.550 0.550
50 0.013 | 0.011 0.325 0.275
P1 0.078 | 0.081 1.950 2.025
P2 0.095 | 0.095 0.375 2.375
P3 0.085 | 0.086 2.125 2.150
P4 0.124 | 0.120 3.100 3.000
P5 0.094 | 0.100 2.350 2.500

Tabelul 3

Absorbantele si valoarea fosfatilor din apa

Valoarea inregistrata a

={0] o] Abso_tr_tt)fmga fosfatilor din apa
citita (mg / dm3)

0.025

2.5 0.001 | 0.002 0.025 0.050
5 0.002 | 0.001 0.050 0.025
P1 0.696 | 0.643 0.057 0.030
P2 0.526 | 0.538 0.027 0.021
P3 0.429 | 0.432 0.076 0.074
P4 0.578 | 0.582 0.001 0.001
P5 0.577 | 0.564 0.001 0.008

Tabelul 4

Absorbantele si valoarea nitratilor din sol

Valoarea inregistrata

Probe | Absorbanta citita a nitratilor din sol
(ppm)
5 0.005 0.008 0.125 0.200
10 0.002 0.005 0.050 0.125
50 0.004 0.001 0.100 0.002
Pla 0.251 0.248 6.275 6.200
Plb 0.238 0.243 5.950 6.075
P2a 0.217 0.218 5.425 5.450
P2b 0.215 0.219 5.375 5.475
P3a 0.235 0.235 5.875 5.875
P3b 0.229 0.226 5.725 5.650
P4a 0.119 0.115 2.975 2.875
P4b 0.113 0.116 2.825 2.900
P4c 0.120 0.122 3.000 3.050
P5a 0.138 0.140 3.450 3.500
P5b 0.149 0.148 3.725 3.700
C 0.146 | 0.145 3.650 3.625

Cu ajutorul programului Excel 2010 s-a
trasat curba de etalonare, s-a calculat ecuatia
dreptei (y) si coeficientul de corelare (R?
(Graficele 1->2).
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Teste de ecotoxicitate acuta pe
Tabelul 5 embrioni de peste zebra

Absorbantele si valoarea fosfatilor din sol

S-a utilizat pe parcursul testarii un numar

IR LGUEEENMIENRIEL]  de 500 embrioni de peste zebrd si 100
Probe | Absorbanta citita | a fosfatilor din sol ’ ’

embrioni martor. Testele pe embrioni au avut

(ppm)

0.010 | 0.010 5.700 5.700 la baza Standardul European ISO 15088:2007
0.1 0.010 | 0.015 5.700 5.677 cu scopul evaluarii mortalitati in vederea
03 | 0.090 |0.092 | 5315 |5.381 aprecierii toxicitatii acute a apelor din testare
0.5 0.181 | 0.187 4.877 4.923 diil d’ d | | b
0.7 0.205 10203 1.836 1.846 asupra stadiilor de dezvoltare a pestilor zebra
1.0 0.026 | 0.026 5.699 5.699 [16]. Punctele critice ale testului care permit
Pla | 0.022 | 0.028 5.718 5.689 aprecierea semnelor toxicitatii acute au fost:
Pib 0.025 | 0.029 5.704 5.685 : - s
Pa 0017 10018 =743 =738 !lp.sg. deA de.ta§a.lre a cozii, .absent,a batailor
P2b 0020 | 0022 5 708 5718 inimii, cat si prin prezenta icrelor coagulate.
P3a 0.033 | 0.034 5.665 5.661 Prezenta oricarui punct critic presupune un
P3b | 0.027 0027 |5694 | 5694 indiciu al poluarii, embrionii fiind astfel inclusi
P4a 0.022 | 0.023 5.718 5.714 i indicele d calitat torizat ’
P4b | 0.027 | 0.025 | 5694 | 5.704 in indicele  de  mortalitate - monitorizat - pe
P4c 0.021 | 0.026 5.723 5.699 perioada desfasurarii testarii.
P5a 0.043 | 0.051 5.617 5.579
P5b 0.039 | 0.039 5.636 5.636
C 0.015 | 0.017 5.677 5.743

Graficul 1

Curba de calibrare a standardelor pentru
fosfati din apa

Figura 1. Stadii de diviziune celulara a embrionilor in

v N ; "(; ;'7*::' / primele orele post-fecundare

-

Graficul 2

Curba de calibrare a standardelor pentru
fosfati din sol > 2

Figura 2. Embrion de peste zebra complet dezvoltat |la
v =0,1929 x - 0,2333 48 h post-fecundare (10X)

R? = 0,9685

Rezultatele testelor chimice pentru
determinarea nitratilor, fosfatilor si clorurilor din
apa si sol arata ca acestia se incadreaza n Figura 3. Embrion de peste zebra la 24 h post-
limitele legislatiei in vigoare. fecundare — anomalii de dezvoltare a capului si cozii
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Figura 4. Privire de ansamblu asupra dezvoltarii

embrionilor la 60 h post-fecundare - sub lupa (2.5%)

Figura 5. Aspectul ochilor embrionilor la finalizarea
testului (40x)

Figura 6. Aspectul microscopic al cozii de peste zebra

la 60 h post-fecundare (40x%)

v
Figura 7. Embrioni in interiorul membranei corionice
(10x)
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Figura 9. Aspecte hemoragice la nivelul sacului
pericardic (10x)

Figura 10. Aspecte hemoragice la nivelul sacului
pericardic (40x)

Graficul 3
Inregistrarea mortalitatii embrionare in urma

testelor acute de ecotoxicitate pe probe
de apa prelevate din Judetul Timis

M Padureni
M Parta

= Peciu Nou
m Voiteni

m Ciacova

7
6
5
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Mortalitatea cea mai mare s-a inregistrat
pentru dilutile 4x, 8x si 32x (proba de la
Padureni), dilutia 1x si 32x (Parta), dilutia 2x
(Peciu Nou), dilutia 1x (Voiteni) si dilutia 4x
(Ciacova). In cadrul dilutiilor de control au murit
martori ai dilutiilor: 4x si 8x (Parta), 2x si 32x
(Peciu Nou), 1x (Ciacova).

Experimente prin utilizare indicatorilor de
poluare Eisenia fetida

Probele de sol au fost prelevate din jurul
fermelor de suine din Padureni, Parta, Peciu
Nou, Voiteni si Ciacova de la o distanta de 100
- 300m si de la 500 - 1000 m.

S-a recoltat si 0 proba de la o distanta de
peste 1000 m de ferma de la Peciu Nou.

Comparativ s-au utilizat probe de sol
curate, drept martori, prelevate dintr-o zona
practic lipsitd de contaminanti din dejectiile
suinelor (Parc Padurice).

Experimentele pe indicatori de poluare a
solului (rdme Eisenia fetida) s-au derulat n
incinta laboratorului de Farmaco - Toxicologie
din cadrul Platformei Impact Timisoara, prin
utilizarea testului de evitare EPS 1 / RM / 43/
lunie 2004 [18].

In cadrul testarilor pe rame Eisenia fetida
s-a utilizat un numar de 250 organisme de
testare cu greutate corporala Tinregistrata
individual.

Réamele s-au cantarit individual cu ajutorul
balantei analitice KERN ag; 220-4M (KERN &
SOHN Germania).

Figurile 11-12. Dispozitiv de evitare metalic cu pereti
si capac protejat de lumina in vederea prevenirii uscarii
excesive a solurilor din testare

In cazul testarilor pe soluri de la Parta s-a
constatat ca organismele-indicatori de poluare
evita solurile prelevate de la o distanta de 100-
300 m de ferma din zona comparativ cu
solurile de la o distantd mai mare, intre 500-
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1000 m de ferma unde rédmele s-au regasit in
numar mai mare.
Tabelul 6

Dinamica populationala a ramelor Eisenia
fetida in solurile de testare de la Padureni

Probe sol Padureni 1

DT | a | b | c | d | e

Numarul de rame/ compartiment

1 4
P2 - - - 3 1
P3 2 2 3 1 2
C1 - 3 1 2 1
C2 1 1 4 1 1
C3 2 3 2 2 1

Probe sol Padureni 2
Numarul de rame / compartiment

P1 3 1 2 2 1
P2 1 1 5 1 4
P3 1 3 - 2 1
Cl 1 5 1 2 1
C2 1 - 1 2 3
C3 3 - 1 1 -

in cazul ramelor utilizate pentru testele de
evitare a solurilor provenite de la Padureni s-a
constatat ca acestea evita solurile cu potential
poluant preluate de la o distantd de 100-300 m
de ferma in comparatie cu solurile preluate de
la distanta de 500-1000 m de ferma unde s-a
regasit un numar mai mare de rame fatd de
solurile martor considerate curate.

Tabelul 7

Dinamica populationala a rAmelor
Eisenia fetida In solurile de testare de la Parta

Probe sol Parta 1

_or | f | g | h [ i | j |
Numarul de rame/ compartiment
P1 - 1 2 - 2
P2 4 - 1 1 1
P3 - - 2 4 1
C1l 2 4 1 1 4
C2 2 1 2 3 1
C3 2 4 2 1 1
Probe sol Parta 2
Numarul de rame/ compartiment
P1 1 2 3 - 6
P2 1 3 1 4 -
P3 1 5 1 1 -
Cl - - 1 - -
C2 7 - 2 5 2
C3 - - 2 - 2
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Tabelul 8

Dinamica populationala a ramelor Eisenia
fetida in solurile de testare de la Peciu Nou

Probe sol Peciu Nou 1

DT | k_ | I | m | n | o |

Numarul de rame / compartiment

Probe sol Peciu Nou 2

Numarul de rame / compartiment

P1 1 2 4 1 -
P2 2 - 1 1 3
P3 3 2 - 1 1
Cl 4 1 - 1 1
C2 - 1 - 3 5
C3 - 4 5 3 -
Probe sol Peciu Nou 3
Numarul de rame /compartiment
P1 5 1 - 1 -
P2 1 3 - - -
P3 3 3 1 1 -
C1l 1 - 1 7 1
C2 - 2 3 1 1
C3 - 1 5 - 8

Pentru probele prelevate de la Peciu Nou
s-a inregistrat un numar mai mare al rdmelor
prezente n solurile de test prelevate de la
distanta de 100-300 m de ferma iar in testarile
realizate pe probe prelevate de la distanta de
500-1000 m respectiv de la peste 1000 m de
ferma din zona s-a constatat ca rAmele evita
solurile din testare.
Tabelul 9

Dinamica populationala a ramelor Eisenia
fetida in solurile de testare de la Voiteni

Probe sol Voiteni 1

_q | r | s | t

Numarul de rame/ compartiment

Probe sol Voiteni 2

Numarul de rame/ compartiment
P1 2 2 2 1
P2 2 - 5 1
P3 2 - 1 1 -
Cl - 3 1 - 1
C2 1 4 1 1 4
C3 3 - - 5 4
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In ceea ce priveste rezultatul testelor de
evitare prin utilizarea solurilor prelevate de la
Voiteni, de la distanta de 100 - 300 m de ferma
s-a constatat ca organismele indicatoare de
poluare nu au o preferinta fatd de un anumit tip
de sol prin compararea cu solurile martor.

Testele pe rdme atunci cand se utilizeaza
probe de sol de la distanta de 500 - 1000 m de
ferma de la Voiteni aratd ca ramele evita
solurile cu potential poluant.

Tabelul 10

Dinamica populationala a ramelor Eisenia fetida
in solurile de testare de la Ciacova

Probe sol Ciacova 1
DT | u | v | w | x |y |

rul de rame/ compartiment

Num

Rezultatele testelor pe probe prelevate de
la Ciacova arata ca ramele evita solurile
poluate prin comparatie cu probele de sol
martor, indiferent de distanta de prelevare fata
de ferma din regiune.

Multumiri

Aceasta lucrare a fost finantatd din Fondul
Social European prin Programul Operational
Sectorial Dezvoltarea Resurselor Umane 2007
- 2013, POSDRU/159/1.5/S/132765 “Programe
doctorale si postdoctorale pentru promovarea
excelentei in cercetare, dezvoltare si inovare in
domeniile prioritare agronomic si medical
veterinar ale societatii bazate pe cunoastere”.

Bibliografie

1. Bakos, K., Kovacs, R., Staszny, A.,

Kanaine Sipos, D., Urbanyi, B., Muller, F.,



Mosneang et al.

10.

11.

Csenki, Z., Kovacs, B. (2013).
Developmental toxicity and estrogenic
potency of zearalenone in zebrafish (Danio
rerio), Aquatic Toxicology, 137, 13— 21.
Chelme-Ayala, P., EI-Din, M.G., Smith, R,
Code, K.R., Leonard, J. (2011) — Advanced
treatment of liquid manure using physico-
chemical treatment, Journal of Hazardous
Materials, 186, 1632-1638.

Comas, J., Dominguez, C., Salas-
Vazquez, D.l., Parera, J., Diez, S., Bayona,
J.M. (2014). Input and Leaching Potential of
Copper, Zinc, and Selenium in Agricultural
Soil from Swine Slurry, Arch Environ
Contam Toxicol., 66, 277-286.

Hallare, A.V., Schirling, M., Luckenbach,
T., Kohler, H.R., Triebskorn, R. (2005).
Combined effects of temperature and
cadmium on developmental parameters and
biomarker responses in zebrafish (Danio
rerio) embryos, J. Therm. Biol., 30, 7-17.
Henn, K., Braunbeck, T. (2011).
Dechorionation as a tool to improve the fish
embryo toxicity test (FET) with the zebrafish
(Danio rerio), Comp. Biochem. Physiol. C:
Pharmacol. Toxicol. Endocrinol., 153, 91—

98.
Kotzerke, A., Sharma, S., Smalla, K.,
Wilke, B.M., Schloter, M. (2008).

Alterations in soil microbial activity and N-
transformation processes due to
sulfadiazine loads in pig manure,
Environmental Pollution, 153, 315-322.
Lammer, E., Carr, G.J., Wendler, K.,
Rawlings, J.M.,, Belanger, S.E.,
Braunbeck, T. (2009). Is the fish embryo
toxicity test (FET) with the zebrafish (Danio
rerio) a potential alternative for the fish acute
toxicity test? Comp. Biochem. Physiol. C:
Toxicol. Pharmacol., 149, 196-209.

Li, W.H., Chan, P.C., Chan, K.M. (2004).
Metal uptake in zebrafish embryo-larvae
exposed to metal-contaminated sediments,
Mar. Environ. Res. , 58, 829-832.

Li, Y.X., Chen, T.B. (2005). Concentrations
of additive arsenic in Beijing pig feeds and
the residues in pig manure, Resources,
Conservation and Recycling, 45, 356—367.
Mallarino, A.P. (2006) - Agronomic and
environmental implication of phosphorus
management practices,
http://water.epa.gov/type/watersheds/named
[msbasin/upload/2006_8_25 msbasin_symp
osia_ia_session?.pdf

Morand, P., Robin, P., Escande, A., Picot,
B., Pourcher, A.M., Jiangping, Q.
Yinsheng, L., Hamon, G., Amblard, C.L.,
Fievet, S., Oudart, D., Pain Le Quere, C.,
Cluzeau, D., Landrain, B. (2011). Biomass
production and water purification from fresh

72

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug

Vol. 8 (2). Decembrie 2014

liquid manure. Use of vermiculture,
macrophytes ponds and constructed
wetlands to recover nutrients and recycle
water for flushing in pig housing, Procedia
Environmental Sciences, 9, 130 —139.

Racs, G., Csenki, Z., Kovacs, R., Hegyi,
A., Baska, F., Sujbert, L., Zsakovics, I,

Kis, R., Gustafson, R., Urbanyi, B,
Szende, B. (2012). Subacute toxicity
assessment of water disinfection by

products on zebrafish, Pathol Oncol Res,
18(3): 579-584.

Udeigwe, T.K., Eze, P.N. Teboh, J.M.,
Stietiya, M.H. (2011). Application,
chemistry, and environmental implications of
contaminant- immobilization amendments
on agricultural soil and water quality,
Environment International, 37, 258-267.
Waszak, ||, Dabrowska, H. (2009).
Persistent organic pollutants in two fish
species of Percidae and sediment from the
Sulejowski Reservoir in central Poland,
Chemosphere, 75, 1135-1143.

Westerman, P.W., Bicudo, J.R. (2005)-

Management considerations for organic
waste use in agriculture, Bioresour.
Technol., 96, 215-221.

ISO  15088:2007 Water quality -

Determination of the acute toxicity of waste
water to zebrafish eggs (Danio rerio).

OECD Guidelines for the Testing of
Chemicals 203.

Tests for Toxicity of Contaminated Soil to
Earthworms (Eisenia andrei, Eisenia fetida,
or Lumbricus terrestris, EPS 1/RM/43,June,
2004.



