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Wykorzystanie testu mikrojadrowego
do oceny genotoksycznosci odciekow

W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zanieczyszczenia
$rodowiska naturalnego substancjami genotoksycznymi po-
przez rosnaca ich zawarto§é w $ciekach miejskich i przemy-
stowych oraz prawdopodobna obecnos$¢ w odciekach ze skta-
dowisk odpadéw [4,6]. Znaczna cze$¢ zwiazkéw refrakeyj-
nych pochodzacych z odciekéw nie jest usuwana w procesach
oczyszczania §ciekéw. Istnieje zatem niebezpieczenstwo, ze
zwiazki te moga stanowié zagrozenie organizméw w ekosy-
stemie wodnym, jak réwniez czlowieka, poprzez akumulacje
w taficuchu pokarmowym. Genotoksycznos¢ $ciekéw miej-
skich i1 przemystowych oraz osadéw Sciekowych zostala
stwierdzona przez wielu autoréw w testach z wykorzystaniem
takich organizméw, jak ryby (np. Tilapia rendalli i Oreochro-
mis niloticus), bakterie (Salmonella thypimurium, Bacillus
subtilis) oraz ro$liny (Allium cepa i Vicia faba) [1,3,4,8,9].

Testy z wykorzystaniem ro§lin moga stanowic¢ interesujacg
alternatywe dla testéw bardziej konwencjonalnych. Jak wyni-
ka z badan opisanych w pracy [2], testy z wykorzystaniem
roslin wykazuja wigksza wrazliwos$¢ na obecnos$¢ niektérych
zanieczyszczeft w poréwnaniu z testem Amesa. Ponadto eks-
pozycja organizméw w systemach wykorzystujacych rosliny
moze by¢ przeprowadzona zaréwno w warunkach laborato-
ryjnych, jak tez in situ. Jest to szczegdlniec wazne podczas
oceny genotoksycznosci prébek §rodowiskowych, jakimi sa
odcieki ze sktadowisk odpaddw.

Materialy i metody

Prébki odciekéw pobrano z dwéch skladowisk odpadéw
komunalnych zlokalizowanych na terenie Gérno$laskiego
Okregu Przemystowego. Odcieki pochodzace ze sktadowiska
w Gliwicach (seria T — marzec 2007 r., seria I — czerwiec
2007 r.) zostaty pobrane ze zbiornika retencyjnego, do ktére-
go spltywaja odcieki powstajace w eksploatowanym sktado-
wisku i sasiadujacym z nim obiekcie poddawanym rekultywa-
cji. Prébki z Gliwic stanowily wiec mieszaning odciekéw
z nowego (czas eksploatacji ponizej 2 lat) i starego sktadowi-
ska. W Zabrzu odcieki zostaly pobrane osobno ze sktadowiska
nowego i sktadowiska starego, wytaczonego z eksploatacji
(seria III — skiadowisko stare, czerwiec 2007 r., seria IV —

Drinz. J. Kalka, mgrinz. A. Oslislok, dr hab. inz. J. Surmacz-Gorska, prof.
nadzw.: Politechnika Slaska, Wydziat Inzynierii Srodowiska i Energetyki,
KatedraBiotechnologii Srodowiskowej, ul. Akademicka2A,44-100Gliwice
Jjoanna.kalka @ polsl.pl

Mgrinz. S. Fudala-Ksiazek: Politechnika Gdariska, Wydziat Inzynierii Ladowe;j
i Srodowiska, Katedra Technologii Wody 1 Sciekdéw, ul. G. Narutowicza 11/12,
80-952 Gdaiisk

ze sktadowisk odpadow

sktadowisko nowe, czerwiec 2007 r.). Testy genotoksyczno-
$ci przeprowadzono w laboratorium natychmiast po pobraniu
prébek lub — w razie koniecznosci — odcieki przechowywano
w ciemnosci, w temperaturze 4 °C. W prébkach odciekéw
oznaczono podstawowe wskaZniki fizyczno-chemiczne:
BZTs (OxiTop, WTW), rozpuszczony wegiel organiczny —
RWO (TOC, Shimadzu), azot amonowy (metoda bezposred-
niej nessleryzacji).

Do oceny genotoksyczno$ci odciekOw ze sktadowisk wy-
brano test z wykorzystaniem komérek stozka wzrostu korze-
nia wyki zwyczajnej (Vicia faba) [5,8]. Test ten pozwala na
obserwacje zmiany indeksu mitotycznego (czyli stosunku li-
czby komérek bedacych w trakcie podziatlu do catkowitej
liczby komoérek w prébee) oraz czestosci wystgpowania mi-
krojader pod wptywem ekspozycji roslin na odcieki. Proces
formowania mikrojader rozpoczyna si¢ w komérkach stozka
wzrostu z chwila, gdy pod wpltywem dziatania zwiazkéw
chemicznych — po peknigciu podwdjnej helisy DNA — docho-
dzi do oderwania fragmentu chromosomu. Podczas anafazy
elementy chromosoméw z cenromerami przesuwaja sie w kie-
runku wrzeciona kariokinetycznego, natomiast acentryczne,
oderwane, fragmenty op6Zniaja si¢. Gdy telofaza ulega za-
koriczeniu zaréwno niezmienione chromosomy, jak i pozosta-
te elementy centryczne stuza jako podstawa jadra siostrzane-
go komdrki potomnej. Fragmenty op6Zniajace si¢ tworza
jedno, badZ kilka jader drugorzgdowych. Sa one z reguly
znacznie mniejsze od jadra gtéwnego komérki, dlatego okre-
§la si¢ je mianem mikrojader.

Jako kontrolg pozytywng zastosowano roztwér hydrazydu
maleinowego o stgzeniu 1,12 g/m3, natomiast kontrol¢ nega-
tywna stanowita zdechlorowana woda wodociagowa. O wia-
Sciwosciach genotoksycznych prébek §wiadczylto pojawienie
si¢ mikrojader w korzeniach ro§lin oraz zmniejszenie wartosci
indeksu mitotycznego.

Wyniki badan

Wyniki analizy odciekéw przedstawiono w tabeli 1. Wartosci
wskaznikéw fizyczno-chemicznych poszczegdlnych partii od-
ciekéw réznity sie zasadniczo. Prébki pobrane ze sktadowiska
w Gliwicach charakteryzowaly si¢ znacznie mniejsza zawar-
toscig zwiazkéw organicznych i azotu amonowego niz prébki
z nowego sktadowiska w Zabrzu. Dodatkowo prébki pobrane
w marcu 2007 r. byly znacznie rozcieficzone wodami opado-
wymi. Mimo to odcieki charakteryzowaty sie podobna podat-
noscig na biodegradacj¢ i poSrednio biodostepnoscia. Warto-
$ci wskaznika BZTs/ChZT byty zblizone i wynosity 0,61+0,7,
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Tabela 1. Charakterystyka odciekéw ze sktadowisk odpadow
Table 1. Characteristics of the landfill leachates examined

Seria badan
Wskaznik, jednostka
| I " v
BZTs, gO2/m® 106 296 1008 6622
ChzT, g0o*/m? 152 426 1640 9460
RWO, gC/m® 133 120 702 4403
Azot amonowy, gNH,*"/m? 25 142 220 703
BZTs/ChZT 0,70 0,69 0,61 0,70

co odpowiadato podatnosci na biodegradacje Sciekéw byto-
wo-gospodarczych.

Test genotoksyczno$ci umozliwit przeprowadzenie obser-
wacji zmian indeksu mitotycznego (tab. 2) oraz czgstosci
pojawiania si¢ mikrojader (tab. 3). Zmiany wartosci indeksu
mitotycznego okreslone w serii I byty niewielkie i statystycz-
nie nieistotne (test Dunetta, p<0,05) w stosunku do wartosci
tego indeksu w kontroli negatywnej (KN). Jednak odcieki
pobrane z tego samego miejsca w czasie niewielkich opadéw
(seriaIT) istotnie wptynety na zmniejszenie czgstos$ci podziatu
komoérek korzenia Vicia faba. Istotne réznice migdzy warto-
$ciami indeksu miotycznego w kontroli negatywnej zaobser-
wowano takze w pozostatych prébkach odciekdw, tj. IIT i IV.
Najwieksze stezenia odciekédw w serii IV dziataly silnie to-
ksycznie na rosliny powodujac ich obumarcie.

Tabela 2. Wplyw odciekéw na czgstosc podziatu komérek stozka
wzrostu korzenia Vicia faba (liczba powtdrzen n=12, liczba
obserwowanych komérek w kazdym powtdrzeniu k=1000)

Table 2. Effect of landfill leachates on the frequency of cell division

in the Vicia faba root-tips (number of replications: n=12, number
of cells observed in each replication: k=1000)

Tabela 3. Wptyw odciekéw na czgstosc wystgpowania mikrojader
w komorkach stozka wzrostu korzenia Vicia faba
(liczba powtdrzen n=12, liczba obserwowanych komérek
w kazdym powtdrzeniu k=1000)
Table 3. Effect of landfill leachates on the frequency of micronuclei
formation in the cells of Vicia faba root-tips (number of replications:
n=12, number of cells observed in each replication: k=1000)

Srednia liczba mikrojader w komérkach korzeni Vicia faba

Stez/oenie %o (X £SD)
| 1l 1} [\

KN 0,004+0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,000,00
KP 43,35+12,81| 18,75+7,78 | 17,14 £7,67 | 17,14 7,67
100 1,17 £1,45 1,07 £1,12 1,62 1,70 -
50 0,2330,42 | 0,35+0,68 | 0,53+0,73 -
25 0,08 0,23 0,08 £0,28 0,16 £0,38 1,03 +0,86
12,5 0,00 +£0,00 0,00 0,00 0,00 +0,00 0,96 +0,93
6,25 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,79 +0,89

Sredni indeks mitotyczny komérek korzeni Vicia faba
Stezenie % (X £SD)
%

| i 1 v
KN 14,67 45,63 | 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 12,444£2,99 | 9,33%3,23 | 5,3312,14 -
50 14,37 £5,81 | 13,43+3,01 | 5,94 +1,78 -
25 11,59+42,84 | 14,15+2,55 | 7,86+3,32 | 1,61+0,68
12,5 12,12+3,66 | 17,50 £5,57 | 8,02 3,11 3,84 £2,46
6,25 13,735,922 | 18,87 #6,09 | 10,7543,27 | 5,16+1,78

KN - kontrola negatywna

KP - kontrola pozytywna

Srednia liczba mikrojader stwierdzona w nierozcieficzo-
nych prébkach odciekéw w seriach I-III stanowila 2,7+9,5%
liczby mikrojader w prébach kontroli pozytywnej (KP), ktéra
stanowit roztwér hydrazydu maleinowego (tab. 3). W przy-
padku odciekéw w serii IV w najwyzszym badanym stgzeniu
(25%) pojawito si¢ Srednio 6% mikrojader w stosunku do
probki kontrolnej. Poréwnujac liczbg mikrojader w kontroli
pozytywnej mozna stwierdzi¢ znaczne réznice w kolejnych
seriach badan. W kazdej serii badan konieczne bylo réwnolegle
przeprowadzenie kontroli pozytywnej i negatywnej. Podobne zja-
wisko zaobserwowano w pracach [5,7], wskazujac na dalsza
potrzebe standaryzacji testu.

KN — kontrola negatywna

KP — kontrola pozytywna

Okres$lono takze zalezno$¢ migedzy liczba mikrojader i stg-
zeniem odciek6w. We wszystkich seriach badari zaleznos¢ ta
ksztattowala si¢ liniowo (rys. 1). Przebieg krzywych w se-
riach i 1T byt w zasadzie identyczny i zblizony do przebiegu
krzywej w przypadku odciekéw ze sktadowiska starego w Za-
brzu (seria III). Wartosci wspoélczynnika korelacji Pearsona (r)
wyznaczone w seriach I, IT 1 IIT wynosily odpowiednio 0,964,
0,988 1 0,990. Obserwowano takze zalezno$¢ pomiedzy ste-
zeniem odciekéw w serii IV a czestoscia pojawiania sie mi-
krojader, jednak ze wzgledu na toksyczne dziatanie odciekéw
obserwacje przeprowadzono tylko przy trzech najmniejszych
stezeniach odciek6éw, dlatego tez na podstawie uzyskanych
wynikéw nie mozna wnioskowacé o liniowym charakterze tej
zaleznosci.
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Rys. 1. Zaleznosc pomiedzy stgzeniem odciekéw a liczbg mikrojader
w komorkach stozka wzrostu korzenia Vicia faba
Fig. 1. Relationship between the concentration of leachate
and the number of micronuclei in the cells of Vicia faba root-tips

Stwierdzono réwniez zalezno$¢ pomiedzy zawarto$cia
zwiazkéw organicznych w nierozcieficzonych prébkach od-
ciekéw (RWO) a czgstoscia wystgpowania mikrojader. Zalez-
no$¢ ta ksztaltowala si¢ liniowo — wspdlczynnik korelacji
pomiedzy zawartoscia wegla organicznego a czgstoscig wy-
stepowania mikrojader wynosit 0,978. Genotoksycznos¢ ba-
danych odciekéw mogta byé wiec spowodowana nie tylko
obecnos$cia specyficznych zanieczyszczen (cho¢ nie mozna
tego wykluczyc¢), lecz takze nadmiernym sumarycznym stg-
zeniem zwigzkéw organicznych w odciekach. Hipoteze te
potwierdzaja wyniki testow podane w pracy [S], w ktérej
stwierdzono genotoksyczne wiasciwosci 80 mM roztworu sa-
charyny w teScie mikrojadrowym z Allium cepa.
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Réznice w zawartosci zwiazkéw organicznych w prébkach
odciekéw spowodowane byty zaréwno naturalnym ich roz-
cieficzaniem wodami opadowymi, jak i ré6Znym czasem eks-
ploatacji sktadowisk w Zabrzu i Gliwicach. Wiek (starzenie
si¢) sktadowiska wplywat bardzo istotnie na sktad odciekéw,
gdyz odzwierciedlat procesy rozktadu substancji organicz-
nych zawartych w odpadach. W pracy wykazano, Ze wie-
kszym potencjalem genotoksycznym charakteryzowaly sig
odcieki ze sktadowiska mtodego. Wraz z postgpem proceséw
rozktadu zachodzacym w sktadowisku wzrasta stabilnosé za-
nieczyszczefi zawartych w odciekach, co powoduje ich mniej-
sz biodostepnosé i w konsekwencji réwniez stabsze oddzia-
lywanie na organizmy zywe.

Podsumowanie

Otrzymane wyniki wydaja si¢ by¢ istotne w Swietle tocza-
cych si¢ w Komisji Europejskiej dyskusji na temat uzupetnie-
nia wykazu priorytetowych substancji, ktére w ramach dyre-
ktywy 200/60/WE powinny by¢ w wodach identyfikowane
i monitorowane. Identyfikacja zanieczyszczefi w prébkach
srodowiskowych czgsto jest procesem trudnym i kosztow-
nym. Tymczasem zastosowanie biotestow w monitoringu §ro-
dowiskowym daje stosunkowo szybka odpowiedZ na temat
skutkéw, jakie dana substancja (czy grupa substancji) wywo-
tuje w Srodowisku.

Autorzy pragnq podziekowad Ministerstwu Nauki i Szkol-
nictwa WyZszego za finansowe wsparcie badai w ramach
grantu nr N 523 077 32/2900.
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Abstract: The cytogenetic biotest was used to examine the
genotoxicity of landfill leachates by analyzing the changes in
the frequency of micronuclei formation in the cells of Vicia faba
root-tips. The leachate samples collected for the purpose of the
study came from two landfills differing in age, both situated in
the Upper Silesian Industrial District (Gliwice, Zabrze). The
results of the study have disclosed a significant relationship

between the frequency of micronuclei formation, chromosome
aberration and concentrations of the leachates, expressed in
terms of organic carbon content. The micronucleus bioassay was
found to be a valuable tool for monitoring the genotoxicity of
environmental samples. The results obtained can be of signifi-
cance in the light of the European Commission debates on
updating the list of priority substances that are to be identified
and monitored in the aquatic environment under the regulations
of Directive 200/60/EU.

Keywords: Landfill leachates, genotoxicity, micronucleus
bioassay, Vicia faba root-tips.



