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BADANIA NAD BIOINDYKACJA METALI CIEZKICH
O WLASCIWOSCIACH MUTAGENNYCH | RAKOTWORCZYCH
W WODACH POWIERZCHNIOWYCH

Szczegblne zagrozenie $rodowiska naturalnego
stanowig substancje o wilasciwosciach muta-
gennych i rakotwdrczych. Nalezg do nich m. in.
chrom, nikiel, kadm i arsen, a takze beryl, ko-
balt, zelazo, oldéw, tytan i cynk, ktorych dzia-
lanie karcinogenne zostalo udowodnione na
zwierzetach eksperymentalnych [2, 7]. W os-
tatnich latach zajeto sie zagadnieniem bioindy-
kacji tego typu zanieczyszczen, przy czym
wérod stosowanych metod zdecydowang wiek-
szo$¢ stanowiy testy wykrywajgce wszelkiego
rodzaju mutacje [3, 6]. Uzasadnieniem tego jest
wysoka korelacja pomiedzy aktywnoscia mu-
tagenng a karcinogenng zwigzkow chemicz-
nych [2]. Najprostszym obicktem do badan
mutagenezy, ze wzgledu na fakt szybkiej repro-
dukeji i mozliwosé otrzymania w krotkim cza-
sie wynikéw badan, sg bakterie.

Przedstawiona praca jest préba zastosowania
testu Amesa oraz testu reperacyjnego do wy-
krywania obecncs$ci metali ciezkich o wiasci-
wosciach mutagennych i rakotworczych w wo-
dach powierzchniowych.

Materialy i metodyka badawcza

Qceny potencjalnych wlasciwosci mutagennych
i rakotwoérezych badanych preparatow dokona-
no metodg Amesa {1] oraz metodsg testu repe-
racyjnego wg Kunematsu [4]. W metodzie
Amesa zastosowano specjalniz uwrazliwione
mutanty szczepu Salmenella typhimurium LT,.
Szczepy te sa mutantami zywieniowymi, nie-
zdolnymi do syntezy histydyny, lecz w obec-
nosci substancji o aktywnosci mutagennej tra-
cg te ceche; nastepuje rewersja do prototrofii
i zostaje przywrdécona ich zdolno$é do syntezy
histydyny. Test wykonano zgodnie ze schema-
tem podanym na rysunku 1.

Zasada testu reperacyjnego polega na porow-
naniu wzrostu dwoch szczepow testowych:
Bacillus subtillis H17(Rect) i Bacillus subtilis
M45 (Rec™). Pierwszy z wymienionych jest
szczepem dzikim, natomiast drugi zostat pozba-
wiony systemu poreplikacyjnej naprawy DNA.
Obserwacja letalnego dzialania badanego pre-
paratu na szczep M45, $wiadezy o jego wlasci-
wosciach mutagennych.

Kazdej serii badawczej towarzyszylo sprawdze-
nie markeréw genetycznych szezepdw testo-
wych oraz okre$lenie ich wrazliwogei na muta-
geny diagnostyczne.
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Material do badan stanowita woda powierzch-
niowa i nadosadowa z rzeki Olawy, pobrana
w poblizu ujecia wody dla Wroclawia, a takze
wyciag wodny z gleby przybrzeznej i pyl zuzla
pochromowego. Zuzel pochromowy pochodzit
z haldy Huty ,,Siechnice”, znajdujacej sie w
poblizu terenéw uje¢ wodociggowych dla Wro-
clawia.

Proby do hadan bioindykacyjnych przygoto-

wywano w nastepujacy sposob:
—- Proby wody rzecznej odparowywano, po
czym mineralizowano w  temperaturze
450°C przez 6 godzin, a nastepnie rozpusz-
czano w sterylnej wodzie redestylowanej.
Otrzymany roztwor wprowadzano w ilosci
0,1 cm?® na plytke Petriego, co odpowiadalo
4 ¢cm3 wody rzecznej.
— Wycigg glebowy sporzadzonq wytrzgsa-
jac glebe z woda redestylowang w stosunku
masowym 1:2 przez 24 godziny, a nastep-
nie odparowywano i mineralizowano jw.

Zamrozona hodowla Proba badana
testowych szczepdw
{~70°C)

Zaszczepienie

Hodowla bakterii /

na podlozu butione-
3 J
Minimalne podloze agarowe
o temperaturze 45°C ze
ladami histydyny i biotyny

wym przez 17 godz.
Szybkie wylewanie l

w temp. 37°C
Minimalne podloze
vogel'a -~ Benner'a
bez histydyny

Inkubacja przez dwc dni w termostacie o temp. 37°C

Rys. 1. Schemat testu Amesa
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Po rozpuszczeniu osadu w sterylnej wodzie
redestylowanej, probe wprowadzano do tes-
tu w ilosci 0,1 cm? na plytke, co dopowia-
dato 1 c¢cm3 wyciaggu glebowego.

— Pyl zuzla pochromowego sterylizowano
i wprowadzano bezposrednio do testu.

Wyniki badan
Jak wykazaly weczedniejsze analizy fizyczno-

-chemiczne, wody rzeki Olawy sg w znacznym
stopniu skazone metalami ciezkimi {5]. Zazwy-

czaj nie udaje sie jednak oznaczyé zawartosci
w wodzie wszystkich metali ciezkich, posiada-
jacych potencjalne wilasciwosci mutagenne
i rakotwércze. Dlatego tez metody bioindyka-
cyjne okazaly sie duzo prostszym i szybszym
sposobem ich wykrywania, uwzgledniajgcym
ponadto wzajemne synergistyczne badZz anta-
gonistyczne dzialanie tych zanieczyszczen.

Wyniki badan bioindykacyjnych prowadzonych
metoda Amesa na wodzie z rzeki Olawy umie-
szczono w tabeli 1 (warto$¢ rewersji szczepow

Tabela 1
WYNIKI TESTU AMESA DLA PROB WODY Z RZEKI OLAWY
Wartosé rewersji szczepéw testowych
Numer Rev:ver.siu woda woda woda woda
v L nadosadowa powierzchniowa nadosadowa powierzchniowa
{pr. nr 1) {pr. nr 2) {pr. nr 3) {pr. nr &)
97a 64,2 £ 5, 58,8 = 47 552 + 3,2 24+ 7,2 39,2 £ 21
98 550 £ 24 648 = 52 /6 £ A1 53,2 £ 5.9 “u2t 18
100 11,4+ 1,8 39,0 £ 3,5 81,0 £ 5,3 382 + 28 10,0 £ 0,2
102 10,1 £ 10,2 2255 % 10,7 1980 = 9,7 237,0 * 31,2 2050 + 12,3
104 253,0 + 27,1 316,0 £ 18,5 344,1 £ 12,8 288,8 + 34,8 153,0 £ 14,5
1537 10,1 + 1,2 21,5+ 1,9 19,3 £+ 2,7 298 £ 1,2 205 + 1,7
1538 19,8 = 21 35,5 + 28 47,0 = 63 21,2 = 3,5 252 + 0,9
Tabela 2 i S i ieciu odczytow).
WYNIK! TESTU REPERACYINEGO teStOWy ch . jest Sred,m% Z Ppieciu y %1
Przyjeto, ze o wlasciwosciach mutagennyc
llosé na- ':‘:;e::,’::‘r‘:'s'? i rakotworczych préby $wiadczyl co najmniej
_ niesionego o R dwukrotny wzrost rewersji jednego ze szcze-
Badany zwigzek na krgiek ca Wynik pé\’V tEStOWYCh, w stosunku do rewersji spon-
materialu  H17 M5 mm tanicznei ”
wem' Rec . (Rec ) ) )
K>Cr,0; Wszystkie proby wody z rzeki Olawy wyka-
Kontrola  pozytywna 005 6 2 17+t zaly potencjalne wilasciwosci mutagenne i ra-
Woda redestylowana 0,10 ) 1 1 — kotworcze. Woda nadosadowa (pr. 1, 3) powodo-
kontrola negatywna 0,05 2 2 o - wata wzrost rewersji az trzech szczepéw tes-
Woda nadosadowa 0,05 0 2 2 — towych Salmonella typhimurium: TA 100, TA
tpr. nr 1) 0,10 0 4 1 + 102, TA 1537. Woda powierzchniowa zwigksza-
‘2’“’" ";)"‘"e"d‘"”‘"" 0,05 9 2 2 = la ilo$¢ mutacji powrotnych szczepu Salmonel-
r, ny . . €
v: 0100 5 5 la typhimurium TA 100, TA 1538 (pr. 2) oraz
(p:d:r iy dosadowa pod Vo TA 1537 (pr. 4). Badania wykazaly, ze szczepy
Wod ierzchmi " - testowe sa wrazliwe na wystepujagce w tych
oau , . o . -
{pr. ,.,p:)mm riows :10: g ; ; T probach zanieczyszezenia i moga byé stosowa-
Wodo powierzchniowa 0,95 0 2 2 —_ ne do ich blOIndykaCJ
{pr. nr 5} 0,10 0 5 5 + . - R
Wyciag glebowy 0.05 o o . Potwierdzenie tych spostrzezen wuzyskano w
010 0 5 s+ wynikach testu reperacyjnego (tab. 2). Zaha-
Pyt fuila pochromowego 0,95 3 5 2 mowanie wzrostu ‘szczepu testoweg?1 chzllgs
{w gramach) 0,10 7 1 1 ta subtilis M45 powodowalo wprowadzenie do

++ strefa zahamowania wieksza od 6 mm
+ strefa zabamowonia wieksza od 4 mm, mniejsza niz § mm
— strefa zahamowania mniejsza od 4 mm
a prébka toksyczna dia bakterii

testu préb wody nr 1, 2 i 4, co $wiadczy o ich
mutagennych wlasciwosciach. Proba nr 3 oka-
zala sie toksyczna, hamowala bowiem wzrost
obu szczepow testowych.

Tabela 3
WYNIKI TESTU AMESA DLA PROGB WODY 2 RZEKI OLAWY, WYCIAGU GLEBOWEGO | 2UZLA POCHROMOWEGO
Wartoié¢ rewersji szczepéw testowych

Numer Rewersja K:Cry0O7 woda redestylowana . da z Ot pyl iuila
szczepu spontaniczna kontrola kontrola v;ry:qu wodd z s';w' pochromowego
pozytywna negatywna gledowy (pr. nr 15 mg/plytke
97a 96,0t 3,2 192,115,6 102,1+2,8 120,1+2,5 116,6 = 2,0 321,3+ 4,9
98 152+ 1,8 90,2+4,9 16,5+1,5 190,1%3,1 47,5% 4,8 201,3% 2,1
100 66,9% 2,5 237,316,6 72,1123 103,3£1,8 230,0+ 3,9 397,0t 3,9
102 07,7+ 8,1 204,5+6,8 112,1+6,5 240,1+2,7 225,6% 3,6 230,0+12,5
104 430,1+12,5 782,117,2 415,3+8,9 72,6 1,7 270,1% 4,9 527,0£10,8
1537 9.3% 0,8 18,2+0,5 10,8+0,5 20,6+0,9 46,1 2,7 760,5+32,9
1538 28,5+ 2,1 84,3%£1,9 31,5+1,8 42,1128 302,6+30,8 349,8%41,5
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Dalsze badania dotyczyly ustalenia ewentual-
nych zrodel zanieczyszezenia rzoki substancja-
mi mutagennymi i rakotworczymi. Ustalono,
ze na terenach wodono$nych czes$¢ zanieczysz-
czen moze przedostawaé sie do rzeki na drodze
opadu pylu oraz splywow powierzchniowych.
Badaniom Dbioindykacyjnym poddano zatem
probki 7zuzla pochromowego oraz wycigg z gle-
by przykrzeinej. Stwierdzono, ze zuzel pochro-
mowy posiada duzg. aktywno$¢ mutagenna.
Wymagany wzrost rewersji szczepdéw testo-
wych uzyskano juz po wprowadzeniu na plytke
15 mg zur'a (tab. 2}, przy czym wzrost liczby
rewertantéw zalezal od ilo$ci zuzla pochro-

ja metali ciezkich 15

rze mutagennym i rakotwoérczym, wystepujg-
cych w wodach powierzchniowych. Uwzgled-
niajg one nie tylko poziom tych zanieczysz-
czen w Srodowisku, ale takze ich wzajemne
synergistyczne bagdZz antagonistyczne oddzialty-

wanie.

Metodg Amesa i testem reperacyjnym ustalo-
no, ze w wodzie rzeki Olawy wystepujg meta-
le ciezkie o potencjalnych wilasciwociach mu-
tagennych i rakotworczych. Jest to szczeg6lnie
niebezpieczne z uwagi na fakt ujmowania tych
wod do celow wodociggowych. Duze znaczenie
dla polepszenia jako$ci wéd wmialoby zatem
ograniczenie ilosci substancji mutagennych
wprowadzanych do rzeki na drodze opadu pyiu
zuzla pochromowego oraz splywow powierz-

chniowych.

Stwierdza sie pilng potrzebe statej kontroli po-
ziomu zanieczyszezen o charakterze mutagen-
nym i rakotwoérczym w wodach powierzchnio-
wych, ujmowanych na cele wodociagowe, a
takze w wodzie pitnej. Zakres badan bieindy-
kacyjnych powinien byé szeroki i obejmowac
jak najwiekszg ilo$¢ zanieczyszczen przemy-

stowych.
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BIOINDICATION OF MUTAGENIC
AND CANCEROGENIC HEAVY METALS

IN SURFACE WATERS

The Ames test gnd the Bacillus subtilis repair test
qere used for detecting the presence of mutagenic
and cancerogenic substances in surface waters. The
investigations have revealed that heavy metals of

a mutagenic and cancerogenic nature are present iw
the Otawa river which is made use of for the meeds
of municipal water supply. The investigations have
also corroborated the utility of the two tests when
applied for bioindication of heavy metals. The testing
results substantiate the wurgent need for continuous
monitoring by bicindication of all surface waters thar:
are to be used for municipal supply.
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