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CITOGENOTOKSICNA PROCJENA EFIKASNOSTI BIOLOSKE
OBRADE OTPADNIH VODA

Amela Hercegovacl, Melina Zolotié', Snjezana Hodzié', Edina Hajdareviéj,
Emina Hadsid', Rifet T erzid!

Izvod: Cilj istrazivanja je bio analizirati citogenotoksi¢ni efekat uzoraka vode uzetih
sa postrojenja za biolosko preciS¢avanje komunalnih otpadnih voda. Uzorci su uzeti iz
razliitih faza obrade sa precistaca vode grada Odzak, te iz rijeka Bosne i Save. Kao
bioindikator koristene su lukovice Allium cepa. Najmanja vrijednost mitotickog indeksa
zabiljezena je na ulazu u sistem preciSéavanja (1,9%), a najveéa na dubrivu koje
predstavlja nus-produkt precis¢avanja (16,85%). Broj hromosomskih aberacija se u
procesu precis¢avanja smanjio za 52,7%. Rezultati ukazuju na zakljucak da se bioloSkom
obradom otpadne vode smanjuje njen genotoksic¢ni i citotoksicni efekat.

Kljucéne redi: citotoksi¢nost, genotoksicnost, voda, Allium, test

Uvod

Genotoksi¢ni efekat vode kao zivotne sredine utemeljen je na Cinjenici da u
prirodne vodotokove dospijevaju razliCite Stetne materije koje izazivaju nestabilnost
genetickog materijala vodenih i terestri¢nih organizama koji je usvajaju na bilo koji
na¢in. Cesto su koli¢ine ovih materija ispod nivoa detekcije, ali dugorotnim
djelovanjem uti¢u na genom izazivajuéi razlicite uocljive promjene. Osnovni preduslov
zaStite biljnog, animalnog i humanog nasljednog materijala je upravo uspostavljanje
sistema pracenja i kontrole djelovanja genotoksi¢nih agenasa (Kosarci¢ i sar., 2003). U
sjevernom dijelu Bosne i Hercegovine je grad Odzak na ¢ijem je podrucju izgradena
kanalizacijska mreza mjeSovitog tipa. Sve vrste otpadnih voda njegovog gravitirajuc¢eg
podrucja, sanitarno-fekalne, industrijske i oborinske, zajedno se odvode do postrojenja
za preciS¢avanje koji podrazumijeva i bioloski tretman vode aktivnim muljem. Konacni
prijemnik precis¢ene otpadne vode je rijeka Bosna koja je kategorizirana kao prijemnik
IIT kategorije. Na lokaciji postrojenja izgradeni su gradevinski objekti mehani¢kog
dijela prec¢is¢avanja u dvije linije: linija sanitarno-fekalnih voda i linija oborinskih voda.
Bioloski tretman otpadne vode podrazumijeva uspostavljanje mjeSovite mikrobne
zajednice u kojoj aerobni organizmi razgraduju organske sastojke razli¢itog porijekla iz
otpadne vode uz uneSeni kisik. Na navedenom postrojenju vrsi se u dva odvojena
bazena, sa ugradenim sistemom za finomjehuri¢astu aeraciju: bioaeracijskom — gdje se
vrsi razgradnja ugljikovih spojeva i stabilizacijskom — u kojem se vrs$i stabilizacija
mulja. Smjesa preci§¢ene otpadne vode i aktivnog mulja odvodi se iz bioaeracijskih
bazena u sekundarni taloznik gdje se vrsi finalno razdvajanje precis¢ene otpadne vode i
mulja (Proton, 2010).
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Promjene u genomu indukovane citogenotoksi¢nim djelovanjem citoloski se mogu
detektovati najcesce u vidu fragmentacija DNA, inhibiranju stanicne diobe, i prekidanju
stani¢nog ciklusa u njegovim razli¢itim fazama (Grant, 1999; Gustavino i sar., 2012).
Za procjenu citogenotoksicnog ucinka razli¢itih faktora na zive organizme primjenjuju
se biotestovi. Krajnji cilj je otkriti uti€e li primijenjeni faktor na testni organizam,
¢elijsku strukturu, tkivo ili organ i na kraju uofenu promjenu kvalitativno i
kvantitativno izraziti (Vidakovi¢-Cifrek i sar., 1995). Allium test predstavlja prakti¢an
sistem za analizu anatomskih (rast korijena, deformacija, uvijanje) i mikroskopskih
parametara (hromosomske abnormalnosti, izmjenjen mitotski indeks i formacije
mikronukleusa). Pogodan je bioloski indikatorski sistem za utvrdivanje toksic¢nog i
genotoksi¢nog efekta odredenih agenasa, pri ¢emu se za test citotoksi¢nosti prati rast
korijena u duzinu, a za test genotoksic¢nosti se registruju vrijednosti mitotickog indeksa i
sve promjene vezane za hromosome u smislu kinetike, separacije, strukture i
organizacije hromosoma, te promjene diobenog vretena tokom mitoticke diobe
(Tedesco, Laughinghouse, 2012).

Budu¢i da otpadne vode mogu sadrzavati neke agense koji izmedu ostalog imaju
mutageno, genotoksicno i citotoksicno djelovanje na jedinke koje u njoj Zive,
sakupljanje, obrada i pravilna dispozicija takvih voda je od prioritetnog znacaja za
unaprjedenje razvoja i kvalitete zivljenja. Postrojenja za precis¢avanje otpadnih voda u
pravilu su locirana na kraju kanalizacijskog sistema, neposredno prije ispustanja
otpadnih voda u prijemnik, i predstavljaju osnovni element u zastiti voda od zagadenja.
Cilj ovog istrazivanja bio je analizom mitotickog indeksa meristemskih ¢celija Allium
cepa 1 uCestalosti razli¢itih tipova hromosomskih abnormalnosti odrediti citotoksi¢ni i
genotoksi¢ni efekat ispitivanih uzoraka vode uzetih prije, u toku i nakon bioloske
obrade otpadne vode aktivnim muljem u smislu procjene efekta bioloSke obrade
otpadnih voda.

Materijal i metode rada

Uzorci vode su uzeti iz razli¢itih faza bioloske obrade: otpadna voda pri ulasku na
precistac (u daljnjem tekstu lokalitet 1), voda iz bioaeracijskog bazena sa aktivnim
muljem (u daljnjem tekstu lokalitet 2), voda na izlazu iz precistaca (u daljnjem tekstu
lokalitet 3), dubrivo kao jedan od nusprodukata precis¢avanja vode (u daljnjem tekstu
lokalitet 4), te iz rijeke Bosne na podru¢ju Odzaka koja predstavlja recipijent bioloski
obradene vode (u daljnjem tekstu lokalitet 5), i iz rijeke Save (u daljnjem tekstu lokalitet
6). Lukovice Allium cepa L., su prvobitno postavljene u epruvete sa ¢esmenskom
vodom na naklijavanje na sobnoj temperaturi tokom 48 sati ili viSe, nakon cega je
¢esmenska voda zamijenjena sa vodom odgovarajuceg uzorka i lukovice su ostavljene
da klijaju jo§ 72 sata. Za svaki lokalitet je koristeno po 6 lukovica Allium cepa L., te jos
po jedna lukovica za pozitivnu i negativnu kontrolu. Cesmenska voda je koristena kao
negativna kontrola, dok je pozitivna kontrola sadrzavala 8 mM etilen di aminotetra
sir¢etnu kiselinu (EDTA).

Za svaku grupu uzoraka je pregledano najmanje 2000 ¢elija kroz 2 tretmana
pripreme mikroskopskih preparata, medu kojima je utvrden mitoticki indeks i
frekvencija uoCenih hromosomskih aberacija. Vrijednost mitotickog indeksa racunata je
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kao proporcija sume svih celija u celijskoj diobi i ukupnog broja posmatranih celija
pomnozeno sa 100 (Prabhakar i Sakya, 2008.):

M%) = SPAM+A+T o
YT SP+M+A+T+D)

P- profaza, M- metafaza, A- anafaza,T- telofaza, I- interfaza.

Analizom preparata biljezen je broj i prisustvo promjena u obliku i polozaju
hromozoma: anafazni i telofazni mosti¢i, hromozomski lomovi i zaostajanje
hromozoma. Testiranje statisticki signifikantnih razlika izmedu aritmetickih sredina
mitotskih indeksa uzoraka uzetih sa razli¢itih lokaliteta izvrSeno je analizom varijance
(ANOVA) i T-testom.

Rezultati istrazivanja i diskusija

Rezultati analize citogenotoksi¢nog efekta prikazani su u Tabeli 1. Najveci
prosjecan porast korjencic¢a evidentiran je kod lukovica iz uzorka sa lokaliteta 6 (13,8),
a najmanji kod lukovica uzgajanih nad uzorkom vode sa lokaliteta 2 (4,1). Najmanja
vrijednost mitotickog indeksa zabiljezena je na lokalitetu 1, odnosno na ulazu otpadne
vode (1,9), a najveca na lokalitetu 4 (16,85), odnosno dubrivu koje predstavlja nus-
produkt preciS¢avanja. Frekvencija hromosomskih aberacija takoder se smanjuje sa
veéim stupnjem preciS€avanja otpadne vode. Od ukupno 2000 analiziranih
meristemskih ¢elija korijena lukovica A/lium cepa L. po uzorku sa odredenog lokaliteta,
najmanji procenat hromosomskih abnormalnosti uocen je u uzorku vode sa lokaliteta 5
i to 1,9%, a najvisi u uzorku vode uzetog sa lokaliteta 1, gdje je uoceno 6,35%
aberacija. U uzorku vode sa lokaliteta 6, iz rijeke Save odnosno nakon procesa
preciscavanja, takoder se uocava vec¢i procenat hromosomskih aberacija (4,4%) u
odnosu na lokalitete 2, 3, 4 i 5. Na osnovu rezultata o prosjecnoj duzini korjencica
lukovica Allium cepa L., vrijednosti mitotskog indeksa, te procentu hromosomskih
aberacija, mozemo uociti negativan efekat vode uzete sa lokaliteta 1, tj. prije bioloske
obrade otpadne vode na korjencice, buduéi da tu uo¢avamo najveci broj hromosomskih
aberacija, kao i najmanju vrijednost mitotskog indeksa.

Analiza varijance (ANOVA) mitotickih indeksa uzoraka lokaliteta 1 (F =
24435>18,51) i lokaliteta 6 (F = 39,63>18,51) u odnosu na kontrolnu grupu ¢elija
takoder pokazuje statisticki znacajnu razliku na nivou znacajnosti 0,05.

U dostupnoj literaturi nismo pronasli podatke o izvodenju sli¢nih analiza vode sa
postrojenja koja podrazumijevaju bioloski tretman otpadnih voda. Stoga smo rezultate
mitoti¢kog indeksa komparirali sa vrijednostima utvrdenim u nekim prirodnim vodenim
sistemima.
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Tabela 1. Srednja vrijednost duzine korjencica, mitoticki indeks i ucestalost
hromosomskih aberacija prema uzorku
Table 1. The mean value of length roots, mitotic index and frequency of chromosomal
aberrations according to the sample

if;ﬁje akvor rljzg?zsat o Ucestalost h{omosomskih
Uzorak Mitoti¢ki indeks MI aberacija (%)
(mm) 0 :
Sample The mean value of| o (@) Frequency of chromosomal
Mitotic index (%) aberrations(%)
length roots (mm)
L1. 5,50 1,90 6,35
L2. 4,10 13,80 3,85
L3. 5,90 12,40 3,00
L4. 5,40 16,85 2,30
L5. 11,60 14,85 1,90
L6. 13,80 8,90 4,40
Negativna kontrola
Negative control 17,0 15,45 0,60

Tabela 2. Vrijednosti "p" dobijene kompariranjem aritmetic¢kih sredina mitotickih
indeksa pojedinih uzoraka primjenom T-testa
Table 2. The values of "p" obtained by comparing of the arithmetic means of mitotic
indexes of individual samples using the T-test

Komparirani
uzorci
Comparative
samples

L1-2 | L1-L3 | L1-L4 | L1-L5 | L1-L6 | L2-LS | L2-L6

p vrijednost T
testa (p < 0,05)
p value of T test
(p <0,05)

0,005 0,02 0,04 0,007 0,03 0,03 0,03

U istrazivanju citogenotoksi¢nosti u uzorcima rije¢ne vode kontaminirane teSkim
metalima tokom 2001., 2003. i 2005. godine (Ivanova i sar., 2008) vrijednosti
mitotickog indeksa su bile proporcionalne sadrzaju teskih metala i cijanida, i kretale su
se izmedu 3,5 % u 2001. godini do maksimalne vrijednosti 8,71 % u 2005. godini.
Maksimalna vrijednost mitotickog indeksa 8,71% prema navedenom istraZivanju
najbliza je vrijednosti utvrdenoj na naSem lokalitetu 6, u rijeci Savi 8,9 % , dok je
prema nasSim rezultatima u uzorcima uzetim iz razlicitih faza preci§¢avanja ta vrijednost
veca i krece se do 16,85 %.

Mitoticki indeks utvrden analizom vode iz jezera Snijeznica, 10,73%, (Hercegovac
i sar., 2016), znatno je ve¢i u odnosu na mitoticki indeks utvrden u uzorcima
nepreciscene kanalizacijske vode sa naseg lokaliteta 1, (1,9%), ali je manji u odnosu na
lokalitet 3, tj. u uzorcima uzetim nakon bioloske obrade otpadne vode (12,4 %).
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Zakljucak

U uzorcima vode uzetim nakon bioloskog tretmana utvrdene su veée vrijednosti
mitotickog indeksa i manja frekvencija hromosomskih abnormalnosti §to upucuje na
zakljuCak da ovakav tretman vode smajuje njen genotoksi¢ni i citotoksicni efekat. Broj
hromosomskih abnormalnosti se u procesu precis¢avanja aktivnim muljem smanjio za
52,7%. Rezultati istrazivanja ukazuju na potrebu za vecim brojem ovakvih precistaca,
¢ime bi se doprinijelo poboljSanju kvalitete Zivljenja i smanjenju toksi¢nih agenasa u
vodama koje su nezaobilazan dio svakodnevnog zivota zivih bica.
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CYTOGENOTOXICITY ASSESMENT EFFECTIBILITY OF
BIOLOGICAL TREATMENT WASTEWATER

Amela Hercegovac', Melina Zoloti¢', Snjezana Hodsi¢', Edina Hajdarevié',
Emina Hadsid', Rifet T erzid!

Abstract

The aim of the research was to analyze the cytogenotoxic effects of water samples
taken from the biological wastewater treatment. Samples were taken from different
stages of of wastewater treatment from the town of Odzak, and from the river Bosna and
Sava. As a bioindicator, Allium cepa were used. The lowest value of the mitotic index
was recorded at the entry into the purification system (1.9), and the largest on the
fertilizer that represents the purification product (16.85). The number of chromosomal
aberrations in the purification process decreased by 52.7%. The results indicate that
biological wastewater treatment reduces its genotoxic and cytotoxic effects.

Key words: cytotoxicity, genotoxicity, water, A/lium, test
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