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Wystepowanie zanieczyszczen o wlasciwosciach mutagennych
i rakotwérczych w wodzie rzeki Otawy

Przemystorazchemizacjarolnictwasa gléwnymi Zrédtami zanie-
czyszczenia Srodowiska wodnego. Najbardziej groZne dla zdrowia
sa te zanieczyszczenia chemiczne wody do picia, ktére po wniknie-
ciudo organizmu, nawet w niskich dawkach, moga juz spowodowac
wyraZne skutki zdrowotne. Do takich zanieczyszczeri naleza m.in.
chemiczne mutageny, to jest wielopier§cieniowe weglowodory aro-
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Rys. 1. Usytuowanie stanowisk badawczych wzdiuz biegu Otawy
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matyczne, polichlorowane weglowodory, w tym niektére pestycy-
dy, metale ci¢zkie (Cr, Cd, As, Ni, Pb) oraz ich zwiazki itd. Ingeruja
one w material genetyczny komérek, dokonujac w nim trwatych
zmian i stad w wielu przypadkach moga stac si¢ przyczyna procesu
nowotworowego.

Wykrywanie i identyfikowanie obecnych w wodzie poszczeg6l-
nych zwiazkéw chemicznych metodami analitycznymi jest z wielu
wzgledéw niecelowe, a nawet niemozliwe. Duza réznorodno$é
zwigzk6éw chemicznych obecnych w $rodowisku naturalnym, stale
zachodzace w nim przemiany (np. pod wptywem drobnoustrojéw,
$wiatla itp.) oraz wystgpowanie mikrozanieczyszczen w ilo§ciach
czesto §ladowych, stwarzaja dla tego typu badai bardzo powazne
ograniczenia. Nie daja one tez informacji o biologicznej aktywnosci
danego zwiazku, o synergistycznym badZ antagonistycznym dzia-
faniuinnych, towarzyszacych substancji itd. Luke te moga wypetnié
badania bioindykacyjne, polegajace na obserwacji skutkéw biolo-
gicznych u organizméw testowych (bakterie, hodowle tkankowe,
zwierzeta do§wiadczalne). Wyniki tych badai moga zatem infor-
mowac o szkodliwosci sktadnikéw badanej préby dla roglin, zwie-
rzat lub cztowieka.

Szczegdlne znaczenie dla oceny zagrozenia zdrowia czlowieka
maja metody bioindykacyjne, umozliwiajace wykrywanie obecno-
§ci substancji chemicznych o charakterze mutagennym i rakotwér-
czym [5]. Dla badail masowych, jakie trzeba stosowa¢ podczas
okreslania stanu zanieczyszczenia §rodowiska naturalnego oraz
podjecia szybkich dziatar profilaktycznych, najbardziej przydatny
jest test Amesa, ktdry zastosowano w niniejszych badaniach. Jego
nadzwyczajna zgodno$¢ z testami wykonanymi na komérkach
hodowanych in vitro i na zwierzetach, wynoszaca okoto 90 %, daje
gwarancje uzyskania prawidlowych wynikéw w bardzo krétkim
czasie. Obok innych korzysci, jest on ogéinie w §wiecie uznany i
stosowany. Dlatego powinien tez znaleZ¢ zastosowanie w monito-
rowaniu §rodowiska, ustalaniu Zrédet emisji zanieczyszczen szcze-
gélnie szkodliwych dla zdrowia, weryfikacji norm dotyczacych
granic dopuszczalnych stezen niektérych zwiazkéw chemicznych
w Srodowisku, przy tworzeniu nowych przepiséw prawnych w tym
zakresie itp.

Material i metody

Material do badan bioindykacyjnych stanowita woda z rzeki
Olawy (stanowiska 1+5 i 7+10) oraz woda z kanatu przerzutowego
z Nysy Ktodzkiej do Otawy (stan. 6), z ktérej wydzielono frakcje
mineralne i organiczne jej zanieczyszczen (rys.1).

Frakcj¢ organiczna zanieczyszczen wody separowano z 10 dm®
wodynazywicy Amberlite XAD-2, natomiast frakcje nieorganiczna
stanowita spopielona w temperaturze 450 °C i rozpuszczona sucha
pozostatosé, uzyskana po odparowaniu 10 dm’ wody. Do badan
zastosowano nastgpujace mutanty Zywieniowe (his-) bakterii Sai-
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Tabela 1. Szczepy bakterii stosowane w testach Amesa

Nazwa gatunkowa

Cechy charakterystyczne

Salmonelia typhimurium TA97a

his- (his D 6610 mutation), rfa, AuvrB, +R

Salmonelia typhimurium TA98

his- (his D 3052 mutation), rfa, AuvrB, + R

Salmonella typhimurium TA100

his- (his G 46 mutation), rfa, AuvrB, + R

monellatyphimurium LTy TA97a, TA981 TA100. Charakterystyke
genetyczna szczepéw uzyskanych z Ames Laboratory (Department
of Biochemistry, University of California, USA) podano w tabeli 1.

W wyniku dziatania substancji o wiasciwos$ciach mutagennych
u drobnoustrojéw tych zachodzi rewersja mutacji objawiajaca si¢
uniezaleznieniem szczep6w od obecnosci histydyny w podiozu
hodowlanym. Przed przystapieniem do badar sprawdzono markery
genetyczne szczepéw testowych. W celu odtworzenia przemian
promutagenéw w mutageny zachodzacych w organizmie cztowie-
ka, frakcje organiczna wody poddano dzialaniu enzyméw frakcji
mikrosomalnej watroby szczuréw (frakcja S-9). Kazda serig testéw
poprzedzono wykonaniem kontroli pozytywnej, ktéra stanowity
100-procentowe mutageny: daunomycyna, mitomycyna C i amino-
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Rys. 2. Wptlyw frakeji nieorganicznej domieszek wody na liczbe rewertantow
szczepu Salmonelia typhimurium TA97a

fluoren, oraz kontroli negatywnej, ktéra stanowity rozpuszczalniki
stosowane do badan (zneutralizowany 0,1 n HNO3 dla frakcji
nieorganicznej lub DMSO dla frakcji organicznej).

Badania bioindykacyjne prowadzono zgodnie z metodyka zale-
cang przez Amesa {2], wprowadzajac modyfikacj¢ dla préby nie-
organicznej, polegajaca na zastosowaniu 20-minutowej pre-
inkubacjibakterii testowych w obecno$cibadanychzanieczyszczen.

Wyniki badan

Préby wody poddane badaniom bioindykacyjnym przygotowano
tak, aby frakcje organiczna i nieorganiczna zawieraly mozliwie
szerokie spektrum zatgzonych zanieczyszczen. Zanieczyszczenia
nieorganiczne wprowadzano dotestéw Amesa w postaci roztworéw
wodnych, a zanieczyszczenia organiczne byly rozpuszczone w
DMSO. Roztwory wodne zawieraly zanieczyszczenia nieorganicz-
ne pochodzace odpowiednioz 2, 20,400, 600, 800, 1.000cm” wody,
natomiastroztwory DMSO zawieraly zanieczyszczenia organiczne
z 3, 30, 300, 600,900, 1.200i 1.500 cm’ wody. Testowaniu poddano
wode powierzchniowa pochodzaca z 10 stanowisk badawczych
usytuowanych wzdtuz Otawy (rys.1). Wyniki analiz zamieszczono
na rysunkach 2+5, ktére przedstawiaja liczbe rewertantéw odpo-
wiedniego szczepu Salmonella typhimurium, powstatych na skutek
wprowadzenia do testu préb pochodzacych z poszczegélnych sta-
nowisk badawczych. Wody dobrej jakosci, pomimo wprowadzenia
do testu najbardziej zatgzonej préby, nie powinny powodowaé
wzrostu liczby rewertantéw powyzej rewersji spontanicznej.

W tes$cie Amesa za wynik dodatni, a wigc wskazujacy na muta-
genne wlasciwosci préby, przyjmuje si¢ takg liczbg rewertantéw
indukowanych, ktdra jest co najmniej dwukrotnie wyzsza od liczby
rewertantéw spontanicznych. Dla wszystkich wytypowanych sta-
nowisk badawczych stwierdzono wystepowanie w wodzie z rzeki
Ofawy zanieczyszczen o wlasciwos$ciach mutagennych. Dotyczy to
gtéwnie frakcji nieorganicznej (tab.2, rys.2 i 3), gdyz aktywno$é
mutagenna zaobserwowano we wszystkich badanych prébach po

e pOZiOM rewersji
40 spontaniczne)
0 - B M
20 ] N []
10 ZUJuns/plytkg
3
Y
3
£
€ 0
H — = M
% B M ]
£ 20 cm ptytke,
=
20+ —
2 - [ —_ )
104 2¢mY/ptytke,
1t 2 3 & S 6 7 8 § © stanowiske

Rys. 3. Wptyw frakcji nieorganicznej domieszek wody na liczbe rewertantow
szczepu Salmonella typhimurium TA98
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Tabela 2. Miano mutagennosci wody oznaczone dla préb z poszczegéinych stanowisk badawczych
(najmniejsza objetosc wody wywotujaca dodatni wynik testu, cm®)

Frakcja Numer stanowiska badawczego
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Organiczna nw 30 30(Y) 1.500 nw (t) nw (t) nw (t) nw nw 1.500
Nieorganiczna 2 2 >20 2 2 2 2 >20 20 >2

nw — nie wykryto w najmniejszej badanej objetosci probki wody; (1) - préba dziatajaca toksycznie na bakterie testowe

wprowadzeniu do testu wody zat¢zonej 20 i 200 razy, tj. odpowie-
dnio 2 20 cm® wody na ptytke (tab.2).

Przyczyna takiego stanu byto prawdopodobnie wystepowanie w
wodzie (w grupie zanieczyszczer nieorganicznych) metali cigzkich,
takich jak chrom, nikiel, kadm, oléw i rt¢¢. Wprawdzie analiza
ilo§ciowa wybranych metali (poza kadmem) nie wskazywata na
przekroczenie dopuszczalnych norm [3], to jednak nieuwzgledniata
ona wszystkich pierwiastkéw oraz ich wzajemnych oddziatywari.

Frakcja organiczna zanieczyszczefi wody wykazata aktywno$¢
mutagenna w prébach ze stanowisk 2+4i 10 (tab.2,rys.415). Woda
pochodzaca ze stanowisk 2 i 3, zatgzona 300 razy (tj. 30 cm® wody
na plytke, tab.2), wywolywata co najmniej dwukrotnie wyzsza od
spontanicznej rewersj¢ do prototrofii szczepéw testowych. Z kolei
wynik dodatni dla préb ze stanowisk 41 10 dotyczyt zanieczyszczen
zawartych w znacznie wigkszej objetosci wody (1.500 cm® zatgzone
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Rys. 4. Wplyw frakcji organicznej domieszek wody na liczbe rewertantow
szczepu Salmonelia typhimurium TA98

do 0,5 cm’ na plytke, tab.2). Niektére z badanych préb frakcji
organicznej odznaczaty si¢ toksycznym oddziatywaniem nakomoér-
ki bakterii, co objawiato si¢ ograniczeniem ich liczebnosci (stan.
5+8), a w niektérych przypadkach catkowitym zahamowaniem ich
wzrostu (stan. 3 i 5+7). Prawdopodobnie frakcja organiczna zawie-
rata weglowodory, w tym gléwnie aromatyczne oraz pestycydy,
z ktérych wiele ma wtasciwosci mutagenne i rakotwdrcze [6], a nie
wykazuja wlasciwosci cytotoksycznych.

Oznaczenie w analizach chemicznych zawarto$ci niektérych
pestycydéw nie dato petnego obrazu stanu zanieczyszczenia orga-
nicznego badanej wody [3]. Stad tez przeprowadzone badania
wskazuja na mozliwo$¢ zastosowania w tym celu metod bioindy-
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Rys. 5. Wplyw frakcji organicznej domieszek wody na liczbe rewertantéw
szczepu Salmonella typhimurium TA100

kacyjnych, pozwalajacych na szybka oceng aktywnosci biologicz-
nej frakcji nieorganicznej i organicznej zanieczyszczen wody [1,4].
Na tej podstawie mozna ustali¢ punkty zrzutu Sciekéw czy tez
odcinki rzeki najbardziej zanieczyszczone niebezpiecznymi dla
zdrowia substancjami chemicznymi.

Whioski

¢ Woda z rzeki Olawy na wszystkich badanych stanowiskach
zawierala zanieczyszczenia o potencjalnych wiasciwos$ciach muta-
gennych, przy czym aktywno§é mutagenna wykryto giéwnie w ob-
rebie sktadnikéw frakcji mineralne;j.

¢ Wyniki testu Amesa wskazujg, ze zaliczanie wody do okre-
Slonych klas czystosci jedynie na podstawie skiadu fizyczno-che-
micznego i bakteriologicznego jest obarczone biedem polegajacym
na pomijaniu istotnych cech jakosci wody, co ma szczeg6lne zna-
czenie w przypadku Olawy, ktérej wody stanowia Zrédto dla za-
opatrzenia Wroctawia w wode do picia i na potrzeby gospodarcze.
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Mutagenic and Carcinogenic Pollutants in the Olawa River Water

The utility of biomonitoring in assessing the degree of river water contami-
nation by mutagenic and carcinogenic pollutants was examined. Bioindica-
tion was carried out by Ames test. The organic and inorganic fraction of the
water pollutants was isolated. It was found that, of the river pollutants
examined, inorganic components showed the highest potentiality for health
implications ~ their mutagenic activity was detected in all investigated

samples ranging in volume between 2 and 20 dn’. Organic pollutants
creating health hazards were determined at some of the measuring sites.
This finding is of importance as the river water is taken in for municipal
supply (for the city of Wroctaw). The investigations corroborated the utility
of the Ames test as screening for the assessment of potential mutagenic and
carcinogenic implications (which is part of biomonitoring).
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