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Genotoksycznos¢ odciekow badano za pomocg testu cytogenetycznego na podstawie zmiany
czesto$ci powstawania mikrojader w komorkach korzeni Vicia faba. Odcieki pobierane do badan
pochodzity ze sktadowiska ,,mlodego”, ktorego okres eksploatacji nie przekraczat 2 lat. Podczas
badan wykazano istotng zalezno$¢ pomig¢dzy czgstoscia powstawania mikrojader i1 aberracji
chromosomowych, a stezeniem odciekow. Stwierdzono, iz test mikrojadrowy moze by¢ skutecznym
narzedziem w monitorowaniu genotoksycznosci prob srodowiskowych.

1. WPROWADZENIE

W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zanieczyszczenia §rodowiska substancjami
genotoksycznymi, oraz rosngca ich koncentracje w S$ciekach miejskich
I przemystowych oraz, jak mozna sadzi¢ w odciekach ze sktadowisk odpadow [4,6].
Scieki miejskie i przemystowe po oczyszczeniu sa odprowadzane najczesciej do wod
powierzchniowych. Z kolei odcieki ze sktadowisk odpadow najczesciej sa w Polsce
oczyszczane wraz ze $ciekami miejskimi w komunalnych oczyszczalniach $ciekow.
Znaczna czg¢$¢ pochodzacych z odciekow zwigzkéw refrakcyjnych nie jest usuwana,
a jedynie rozcienczana i opuszcza oczyszczalni¢ wraz z odptywem. Istnieje zatem
niebezpieczenstwo, iz zwiazki te moga stanowi¢ zagrozenie dla organizmow
w ekosystemie wodnym, jak rowniez dla czlowieka, poprzez akumulacje w tancuchu
pokarmowym. Genotoksycznos¢ $ciekow miejskich 1 przemystowych oraz osadow
$ciekowych zostata stwierdzona przez wielu autorow w testach z wykorzystaniem
takich organizméw jak: ryby (np. Tilapia rendalli czy Oreochromis niloticus),
bakterie (Salmonella thypimurium, Bacillus subtilis) oraz rosliny (Allium cepa i Vicia
faba) [1,3,4,8,9].

* Politechnika Slaska, Katedra Biotechnologii Srodowiskowej
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Testy z wykorzystaniem roslin moga stanowi¢ interesujaca alternatywe testow
bardziej konwencjonalnych. Jak wynika z badan Fiskesjo, testy z wykorzystaniem
ro§lin wykazuja wigksza wrazliwo$¢ na obecno$¢ niektorych zanieczyszczen
w poréwnaniu z testem Amesa [2]. Ponadto ekspozycja organizméw w systemach
wykorzystujacych ros§liny moze by¢ przeprowadzana w warunkach laboratoryjnych
jak rowniez in situ. Jest to szczegdlnie wazne podczas oceny genotoksycznosci prob
srodowiskowych, do ktorych nalezg odcieki ze sktadowisk odpaddw.

2. MATERIALY I METODY

2.1. POCHODZENIE ODCIEKOW

Odcieki do badan pobrano z dwoch skladowisk odpadow komunalnych
zlokalizowanych na terenie Gornos$laskiego Okregu Przemystowego. Odcieki
pochodzace ze sktadowiska w Gliwicach (seria I — marzec; seria Il- czerwiec) zostaty
pobrane ze zbiornika retencyjnego, do ktorego sptywaja odcieki powstajgce
w eksploatowanym w sktadowisku i sgsiadujacym z nim obiekcie poddawanym
rekultywacji. Proby z Gliwic stanowily wigc mieszaning odciekow z milodego
i starego sktadowiska. W Zabrzu odcieki zostaly pobrane osobno ze sktadowiska
mtodego i1 sktadowiska wylaczonego z eksploatacji (seria III — sktadowisko stare,
czerwiec; seria IV sktadowisko mtode, czerwiec).

Proby zostaty pobrane do pojemnikdéw z tworzywa sztucznego i przewiezione do
laboratorium. Testy genotoksyczno$ci prowadzono natychmiast po otrzymaniu préb,
lub w razie koniecznosci, odcieki przechowywano w ciemnosci, w temperaturze 4°C.

2.2. ANALIZA FIZYKO-CHEMICZNA

W pobranych prébach oznaczono podstawowe parametry fizyko-chemiczne: BZTs
(za pomoca urzadzenia OxiTop firmy WTW), rozpuszczony wegiel organiczny —
RWO (za pomoca urzadzenia TOC -Shimadzu), azot amonowy (metoda
kolorymetryczna bezposredniej nessleryzacji).

2.3. TEST MIKROJADROWY

Do oceny witasno$ci genotoksycznych pobranych odciekow wybrano test
z wykorzystaniem komérek stozka wzrostu korzenia wyki zwyczajnej (Vicia faba)
[5,8]. Test ten pozwalal na obserwacj¢ zmiany indeksu mitotycznego (czyli stosunku
ilosci komorek bedacych w trakcie podziatu do catkowitej ilosci komdrek w probie)
oraz czesto$ci wystepowania mikrojader pod wptywem ekspozycji roslin na proby
odciekow ze sktadowisk. Jako kontrole pozytywna stosowano roztwor hydrazydu
maleinowego o stezeniu 1,12 mg/l; kontrol¢ negatywng stanowita odchlorowana woda
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wodociggowa. O wlasno$ciach genotoksycznych prob $wiadczylo pojawianie sig
mikrojader w korzeniach roslin oraz obnizenie indeksu mitotycznego.

3. WYNIKI BADAN

Wyniki analizy fizyko-chemicznej przedstawione zostaly w tabeli 1. Wartosci
wskaznikoéw fizyko-chemicznych réznity sie zasadniczo dla réznych partii odciekow.
Proby pobrane z SOK w Gliwicach charakteryzowaly si¢ znacznie mniejsza
zawarto$cig zwigzkéw organicznych i azotu amonowego, niz proby ze sktadowiska
mlodego w Zabrzu. Dodatkowo proby marcowe byly znacznie rozcienczone wodami
opadowymi. Mimo tego, odcieki charakteryzowaly si¢ podobng podatno$cia na
biodegradacj¢ i posrednio biodostgpnoscia; wartos¢ wskaznika BZTs/ChZT byta
zblizona i wynosila 0,61-0,7 co odpowiada podatnosci na biodegradacje $ciekow
bytowo-gospodarczych.

Tab. 1. Parametry fizyko-chemiczne odciekow

Parametr Jednostka Odcieki
| Il 1l v
BZTs [mgO/dm°] 106,4 296,4 1008,0 6 622,0
ChzZT  [mg/dmq] 152,0 425,6 1640,0 9460,0
RWO  [mgC/] 133,4 119,5 701,9 4403,0
N-NH;  [mgN-NH,/1] 254 142,0 220,4 703,2
BZTs/ChZT 0,7 0,69 0,61 0,7

Test genotoksyczno$ci umozliwil prowadzenie obserwacji zmian indeksu
mitotycznego (IM - tab. 2) oraz czestosci pojawiania si¢ mikrojader (MN- tab. 3).
Zmiany warto$ci indeksu mitotycznego okreslone dla serii I byly niewielkie
i statystycznie nieistiotne (test Dunetta; p<0,05) w stosunku do warto$ci IM w kontroli
negatywnej (KN). Jednak odcieki pobrane z tego samego miejsca w okresie
0 niewielkiej ilosci opadow — seria nr ll— istotnie wplywaly na obnizenie czgstoSci
podziatu komorek korzenia Vicia faba. Istotne roznice pomigdzy wartosciami IM
w kontroli negatywnej obserwowano takze dla pozostatych prob odciekow tj. 111 V.
Najwyzsze stezenia odciekow serii [V dziataty silnie toksycznie na rosliny powodujac
ich obumieranie.

Srednia liczba mikrojader obserwowana w nierozcieficzonych probach odciekow I—
II stanowita 2,7-9,5% liczby mikrojader obserwowanych w probach kontroli
pozytywnej (KP), ktora stanowit roztwor hydrazydu maleinowego (tab. 3). Dla
odciekdw 1V serii w najwyzszym badanym st¢zeniu (25%) pojawiato si¢ srednio 6%
mikrojagder w stosunku do proby kontrolnej. Poréwnujac liczbe mikrojader dla
kontroli pozytywnej mozna stwierdzi¢ znaczne réznice w kolejnych seriach badan.
Podobne zjawisko obserwowat Ma i wsp. [5] oraz Rank [7], ktérzy wskazywali na
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dalszg potrzebeg standaryzacji testu. Dla kazdej serii badan konieczne byto rownolegle
prowadzenie kontroli pozytywnej i negatywnej. WlasnoSci genotoksyczne prob nie
powinny by¢ charakteryzowane na podstawie liczby mikrojader, lecz na podstawie ich
stosunku do kontroli pozytywnej.

Tab. 2. Wplyw odciekow na czestosé podziatu komoérek stozka wzrostu korzenia Vicia faba (liczba
powtodrzen dla danego stezenia n=12, ilos¢ obserwowanych komoérek w kazdym powtorzeniu k= 1000;
KN — kontrola negatywna, KP — kontrola pozytywna)

Srednia warto$é indeksu mitotycznego (IM) komérek korzeni Vicia faba

Stqoieme % ( X +SD)
%] | Il 11 v
KN 14,67 +5,63 18,15 + 4,08 13,64 £ 3,99 13,64 £ 3,99
KP 0,66 + 1,23 0,17 £ 0,36 0,04 £ 0,07 0,04 £0,07
100 12,44 + 2,99 9,33+3,23 5,33+2,14 -
50 14,37 + 581 13,43 £ 3,01 5,94 +1,78 -
25 11,59+ 2,84 14,15 + 2,55 7,86 £ 3,32 1,61+0,68
12,5 12,12 + 3,656 17,50 £ 5,57 8,02 +3,11 3,84 £ 2,46
6,25 13,73+ 5,92 18,87 £ 6,09 10,75 + 3,27 516+ 1,78

Okreslono zalezno$¢ pomiedzy liczba mikrojader i ste¢zeniem odciekow w probie.
Dla wszystkich serii badan zaleznos$¢ ta ksztaltowala si¢ liniowo (rys. 1). Przebieg
krzywych serii I i II byl w zasadzie identyczny i zblizony do przebiegu krzywej dla
odciekow ze sktadowiska starego w Zabrzu (seria III). Warto$¢ wspotczynnika
korelacji Pearsona (r) wynosita dla wyznaczonych krzywych odpowiednio (1) 0,964;
(11) 0,988 i (IIT) 0,990. Obserwowano takze zalezno$¢ pomiedzy stezeniem odciekow
serii IV, a czgsto$cig pojawiania si¢ mikrojader, jednak ze wzgledu na toksyczne
dzialanie odciekow obserwacje przeprowadzono tylko dla 3 najnizszych stgzen
odciekow, dlatego tez na podstawie uzyskanych wynikow nie mozna wnioskowaé
0 liniowym charakterze tej zaleznosci.

Tab. 3. Wplyw odciekow na czgstosé wystepowania mikrojader w komorkach stozka wzrostu korzenia
Vicia faba (liczba powtorzen dla danego stezenia n=12, ilo$¢ obserwowanych komorek w kazdym
powtorzeniu k= 1000)

Srednia liczba mikrojader (MN) w komérkach korzeni Vicia faba

Stq[g/i]me %o( X +SD)

[ I 1 v
KN 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
KP 4335+ 1281 18,75+7,78 17,14 £ 7,67 17,14 £ 7,67
100 117 £ 145 1,07+1,12 1,62+1,70 -
50 023 + 042 0,35+ 0,68 0,53+0,73 -
25 0,077 + 0,23 0,081+0,28 0,16 +0,38 1,03+ 0,86
125 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,960 + 0,93
6,25 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,79 + 0,89
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Rys. 1. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem odciekow a liczba mikrojader w komoérkach stozka wzrostu
korzeni Vicia faba.

Stwierdzono rowniez istnienie zalezno$ci pomigdzy zawarto$cia zwiazkoéw
organicznych w nierozcienczonych probach odciekow (RWO), a czgstoscig
wystepowania mikrojader (MN). Zalezno$¢ ta ksztattowata si¢ liniowo - wspolczynnik
korelacji pomigdzy ste¢zeniem wegla organicznego wspdtczynnik korelacji pomigdzy
zawartoscig wegla organicznego a MN wynosit 0,978. Genotoksyczno$¢ badanych
odciekow mogla by¢é wiec powodowana nie tylko obecnosciag specyficznych
zanieczyszczen (cho¢ nie mozna jej wykluczy¢), lecz takze nadmiernym
sumarycznym st¢zeniem zwigzkoéw organicznych. Hipotezg ta potwierdzaja wyniki
testow Ma 1 wsp. [5], ktory stwierdzit genotoksyczne wiasnosci 80 mM roztworu
sacharyny w te$cie mikrojadrowym z Allium cepa. Wyniki te wydaja si¢ by¢ istotne
w §wietle toczacych sie w Komisji Europejskiej dyskusji na temat uzupelnienia
wykazu priorytetowych substancji, ktére w ramach dyrektywy 200/60/WE powinny
by¢ w wodach identyfikowane i monitorowane. Identyfikacja zanieczyszczen
W probach srodowiskowych czesto jest procesem trudnym i kosztownym. Tymczasem
zastosowanie biotestow w monitoringu $rodowiskowym daje stosunkowo szybka
odpowiedz na temat skutkow jakie dana substancja (czy grupa substancji) wywotuje
w $Srodowisku.

Autorzy pragng wyrazi¢ swoja wdzigcznos$¢ dla Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwia Wyzszego za finansowe wsparcie badan w ramach grantu:
N 523 077 32/2900.
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APPLICATION OF MICRONUCLEUS BIOASSAY FOR THE EVALUATION OF LANDFILL

LEACHATES GENOTOXICITY (ABSTRACT)

Genotoxicity of landfill leachates sampled from municipal landfills was examined with Vicia faba
root-tips cytogenic bioassay. It was found, that landfill leachates increased the frequency of micronucleus
formation and decreased observed mitotic index. Genotoxicity of samples depended strongly on the age
of landfill — leachates from ,,new” landfills exhibited stronger genotoxic potential than samples taken
from ,,0ld” landfills.

178



