~_ , Archives of Waste Management
<4 and Environmental Protection

Archiwum Gospodarki Odpadami i Ochrony Srodowiska

ISSN 1733-4381, vol. 16, issue 3 (2014), p. 33-40 TRHETTIER O

Genotoxicity of leachates from municipal landfill in Kozodrza (Poland) against
E. fetida celomocytes in vitro

Eukasz JURCZYK!

! Katedra Biologicznych Podstaw Rolnictwa i Edukacji Srodowiskowej, 35-601 Rzeszéw , tel.:17 872 17 25,
e-mail: ljurczyk@univ.rzeszow.pl

Abstract

One of the biggest problems of operating a landfill is leachate, resulting from the leaching of substances contained in waste
and products of their decomposition by water penetrating the bed. The complex nature of this mixture requires both the
chemical analyzes and tests on biological systems to assess environmental risk. The aim of the study was to investigate the
effect of leachate derived from an organized, stabilized landfill, in a large range of dilutions, on nuclear DNA damage in the
E. fetida coelomocytes. Damage induced by leachate during a short, 2h exposure were small but noticeable, statistical
analysis showed a significant (p <0.001) differences in such parameters as comet moment and tail intensity between the
control probe, and the concentrations of = 6.2%.
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Streszczenie

Genotoksyczno$¢ odciekow ze sktadowiska odpadow komunalnych w Kozodrzy wobec celomocytéw E. fetida

Jednym z najwigkszych probleméw eksploatacyjnych na sktadowiskach sg odcieki, powstajace podczas wymywania
substancji zawartych w odpadach i produktach ich rozktadu przez wode penetrujacg zloze, a ich ztozony charakter wymaga
stosowania do oceny ryzyka srodowiskowego oprocz analiz chemicznych, testéw na uktadach biologicznych. Celem pracy
bylo zbadanie wptywu odciekow pochodzacych ze zorganizowanego, ustabilizowanego sktadowiska, w duzym zakresie
rozcieficzen, na uszkodzenia materiatu genetycznego jader komorkowych E. fetida. Uszkodzenia indukowane przez odcieki
w czasie krotkiej, 2h ekspozycji byly niewielkie ale zauwazalne, analiza statystyczna wykazata istotne (p>0,001) réznice
wartosci momentu kometowego i intensywno$ci $wiecenia pomigdzy préba zerowa, a stezeniami 26,2%.

Stowa kluczowe: odpady komunalne, sktadowanie odpadéw, odcieki sktadowiskowe, toksyczno$¢, genotoksycznosé, test
kometowy

1. Wstep

Wynikiem rozwoju cywilizacyjnego jest wytwarzanie rosnacej ilosci odpadéw. Pomimo znacznego postgpu
technologicznego, jaki odbyt si¢ w ostatnich latach w dziedzinie przetwarzania odpadow, nadal
najpowszechniejszym sposobem ich unieszkodliwiania, tak w Polsce, jak w wielu krajach $wiata, jest
sktadowanie [1, 2]. Sktadowanie odpadow komunalnych, nawet na obiektach wyposazonych w instalacje
techniczne zaprojektowane w celu kontrolowania emisji, prowadzi zawsze do powstania potencjalnie
niebezpiecznych dla zdrowia i $rodowiska produktow ubocznych. Jednym z najwigkszych problemow
eksploatacyjnych na skladowiskach sg odcieki, powstajace podczas wyptukiwania substancji zawartych w
odpadach i produktach ich rozktadu przez wode penetrujgca ztoze sktadowiska. W odciekach moga znajdowaé
si¢ tez pewne ilosci zwiazkow nierozpuszczalnych i zawieszonych czgsci statych [3].

Objetos¢ odciekow powstajacych w przeliczeniu na jednostke masy odpadow, a przez to réOwniez st¢zenie
substancji w nich rozpuszczonych, jest przede wszystkim wynikiem intensywnosci opadéw atmosferycznych,
stosunku otwartej powierzchni skladowiska do grubosci warstwy odpadow oraz przewodnosci hydraulicznej
sktadowiska. Jako$¢ odciekow odzwierciedla gtéwnie sktad i rozpuszczalno$é substancji zawartych w odpadach,
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ktore ulegaja znaczacym zmianom wraz z uptywem czasu sktadowania i przechodzeniem sktadowiska w kolejne
fazy przemian biochemicznych [2,3,4].

Najbardziej popularne metody badawcze opieraly si¢ dotad na analizach sktadu chemicznego odciekow, jednak
heterogeniczny sktad odpadéw i ztozono$¢ fizycznych, chemicznych i biologicznych proceséw jakie zachodza w
ztozu skladowiska powoduja, ze procedury szacowania ryzyka skazenia Srodowiska wymagaja rowniez
stosowania uktadéw biologicznych [5]. W ostatnich latach, oprécz oceny toksycznosci ogélnej wobec licznej
grupy organizméw modelowych, zaczgto zwraca¢ uwage rowniez na szczeg6lne cechy odciekow
sktadowiskowych, miedzy innymi zdolno$¢ do uszkadzania materialu genetycznego. Substancje genotoksyczne
sa szczegollnie niebezpieczne dla srodowiska. Intoksykacja substancja chemiczng ponizej dawki letalnej, moze
skonczy¢ si¢ jej rozktadem na drodze przemian metabolicznych lub wydaleniem z organizmu i przywréceniem
homeostazy. Genotoksykanty moga natomiast indukowac trwale zmiany, ktorych konsekwencje beda
odczuwalne dla organizmu po usunig¢ciu czynnika toksycznego, a w skrajnych przypadkach moga przenosic si¢
na nastgpne pokolenia, i multiplikowaé [6]. Znakomita wigkszo$¢ zanieczyszczen ulega w Srodowisku
rozcienczeniu i stopniowej degradacji, co naturalnie zmniejsza ich ucigzliwos¢. Sktadowisko odpadow traktowac
mozna jako potencjalne (np. w wyniku awarii) punktowe zrodlo zanieczyszczen, w miar¢ oddalania si¢ od
ktérego, stezenie odciekéw bedzie ulegato znacznemu rozcienczeniu, jednoczesnie organizmy, miedzy innymi
glebowe, wyraznie unikajg wysokich stezen odciekow. W rzeczywistosci wigc organizmy w §rodowisku, nie sg
narazone na tak duze stezenia, jakie bada si¢ w pracach laboratoryjnych, cho¢ moga by¢ eksponowane dhugo na
stezenia, ktorych nie wyczuwaja.

Do badan wptywu odciekow na $rodowisko wykorzystuje si¢ baterie roznorodnych organizmow testowych, z
réznych poziomow troficznych: bakterii, roslin i zwierzat nalezacych do réznych taksonéw. Najczesciej stosuje
si¢ wybrane organizmy modelowe, ktore charakteryzuja si¢ odpowiednig do badan odpowiedzig na toksykanta
na poziomie populacji, a takze tatwa hodowla oraz dostgpnosciag w réznych porach roku. Stosunkowo niewiele
jest informacji na temat wptywu odciekéw na faung glebows, sposrod ktorej duze znaczenie ekologiczne maja
dzdzownice (Oligochaeta; Lumbricidae). Moga by¢ one jednoczesnie bezposrednio narazone na dziatanie tego
typu zanieczyszczen. E.fetida jest organizmem, ktory preferuje srodowisko bogate w materie organicznag, a wigc
takie jakie moze by¢ w otoczeniu sktadowisk, miejsc sktadowania osadow Sciekowych czy tlenowe;j stabilizacji
odpadow, i z tego powodu moze by¢ wykorzystywany jako biomarker zanieczyszczen odciekami [7]. Ciekawym
1 uzytecznym materiatem badawczym pozyskiwanym od Lumbricidae, moga by¢ celomocyty [8]; komorki
mozna tatwo pobieraé przezyciowo i dluga zywotnos$¢, natomiast na wynik badan moze wptywac fakt istnienia
kilku typow komorek o réznej budowie (eleocytow, amebocytow i granulocytow) i ich zdolno$¢ do agregacji
poza ustrojem [9]. Celem pracy bylo zbadanie wplywu odciekéw skladowiskowych w duzym zakresie
rozcieficzen, na uszkodzenia materiatu genetycznego jader komorkowych E.fetida.

2. Materialy i metody

W badaniach wykorzystano odcieki sktadowiskowe, pochodzace ze sktadowiska odpadéw komunalnych w
Kozodrzy (Polska, woj. podkarpackie). Sktadowisko funkcjonuje od 1990 roku, zaliczy¢ je wiec nalezy do
sktadowisk starych. Zajmuje powierzchni¢ ponad 18ha i jako RIPOK Regionu Zachodniego woj.
podkarpackiego przyjmuje rocznie do unieszkodliwienia okoto 92 000 Mg odpadow.

Sktadowisko nie przyjmuje odpadéw niebezpiecznych, jest zorganizowane, izolowane od podtoza, wyposazone
w instalacje odgazowujaca i odbierajaca odcieki, a takze wlasng biologiczno-chemiczna oczyszczalnie, ktorej
ciag technologiczny oparty jest na usuwaniu azotu amonowego wapnem (Stripping) oraz reaktor ze ztozem
biologicznym. Od 2 lat funkcjonuje tez system odwrdconej osmozy.

Odcieki surowe, pobierano ze zbiornika retencyjnego po czym przewozono do laboratorium i przechowywano w
20dm?® zbiornikach w temperaturze 4°C i ciemnosci. W badaniach wykorzystano komérki pobrane od dojrzatych
osobnikoéw (n=50), Eisenia fetida (Lumbricidae), o masie okoto 0,65g (+0,05). Celomocyty pobierano w polu
elektrycznym pradu stalego o napieciu okoto 1-2 V/em, partiami, do szklanego naczynia zawierajacego sterylny
1x bufor PBS (pH=7,4). Po delikatnym wymieszaniu calej puli komorek, przenoszono po 100ul zawiesiny do
probowek eppendorfa i uzupetniano roztworem odciekow sktadowiskowych w 1x buforze PBS uzyskujac
kolejno rozcienczenia: 50, 25, 12,5, 6,25, 3,1, 1,6 oraz 0.8%. Probe kontrolng stanowity celomocyty zawieszone
w buforze PBS. Zawiesiny komorek inkubowano w ciemnosci i temperaturze 20°C (Ekocell) przez 2h, po czym
niezwlocznie mieszano w stosunku 1:1 z 2% roztworem zelu agarozowego LMP (o niskim punkcie krzepnigcia,
Roth) w PBS i nanoszono po 100ul na szkietka mikroskopowe uprzednio pokryte warstwa 0,5% zelu
agarozowego NMP (Roth), schladzano i umieszczano w buforze lizujacym $ciany btony komorkowe (2,5M
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NaCl, 100mM Na,EDTA, 10mM Tris, NaOH, 1%Triton X-100, pH=10) na 1 godzing w temperaturze 4°C i
ciemno$ci. Po wyptukaniu, szkietka umieszczano w wypoziomowanym aparacie do elektroforezy, zalewano
buforem (300mM NaOH, 1mM Na,EDTA, pH>13) i pozostawiano na 40 min. w celu rozluznienia struktury
DNA jader komdrkowych. Elektroforez¢ prowadzono przez 30 min przy napigciu 1,2 V/em. Po pobraniu i
inkubacji komorki poddawano testowi zywotnosci barwiac biekitem trypanu i bromkiem etydyny.

Po rozdziale preparaty trzykrotnie ptukano roztworem Tris (pH=7,5) a nastgpnie wybarwiano EtBr. Obrazy
mikroskopowe (Nikon) analizowano przy uzyciu oprogramowania CASP 1.2 [10]. Kazde stezenie badano w 3
powtorzeniach analizujac obrazy 50 losowo wybranych jader komorkowych (rys. 2.1). Prawidlowos$¢ wykonania
preparatow sprawdzano na podstawie proby kontrolnej eksponowanej prze 5 min na 500uM H,05,.

Roznice pomigdzy iloscig pgknig¢ DNA jadrowego komorek inkubowanych w poszczegodlnych stgzeniach
odciekow sktadowiskowych, przedstawione jako relatywna intensywnos$¢ fluorescencji ogona komety (TI -
zawarto$¢ DNA w ogonie = suma intensywnosci pikseli w obrazie ogona), dtugos¢ ogona (TL - dystans [pum]
migracji DNA z jadra komorkowego), oraz moment kometowy (TM - wielko§¢ bezwymiarowa, iloczyn dtugosci
i % zawartosci DNA w ogonie/100) analizowano za pomocg testu Kruskal’a-Wallis’a oraz Mann’a-Whitneya
(SOFA 1.3.5.) [11].

Rys. 2.1. Obraz DNA jadrowego pojedynczego celomocytu eksponowanego na odcieki sktadowiskowe po
elektroforezie na szkietku mikroskopowym. Wybarwione fluorochromem kwasy nukleinowe znajdujace si¢ w
obrebie strawionego jadra komorkowego tworza w $wietle UV ,glowe” (A), a material migrujacy w polu
elektrycznym ,,ogon” komety (fot. L. Jurczyk).

3. Wyniki i dyskusja

Metoda SCGE (Single-cell Gel Electrophoresis), zwana potocznie metodg kometowa (comet assay), jest obecnie
szeroko rozpowszechniona jako szybka, czula i tania metoda oceny uszkodzen nici DNA jadrowego komorek
eukariotycznych eksponowanych na potencjalnie genotoksyczne czynniki. W skrocie, polega ona na
umieszczeniu komorek, uprzednio eksponowanych na czynnik genotoksyczny in vivo lub in vitro, w cienkiej
warstwie zelu agarozowego, poddaniu w tej postaci dziataniu usuwajgcemu btony komoérkowe i jadrowe,
rozluznieniu struktury DNA i rozdziatowi elektroforetycznemu na drodze kilkudziesigciu mikrometrow.
Po wybarwieniu kwasoéw nukleinowych, w obrazie mikroskopowym powstaje charakterystyczny obraz
przypominajacy kometg, z glowa w miejscu gdzie znajdowalo si¢ jadro komodrkowe i1 ogonem z
wywedrowujacych w polu elektrycznym, krotkich odcinkdéw DNA [12]. Sposréd wielu parametrow jakie mozna
otrzymac z analizy takich obrazow, trzy miary uszkodzen DNA sa powszechnie uznawane za uzyteczne: dtugosc¢
ogona komety (TL — tail lenght), moment kometowy (TM — tail moment) oraz odsetek zawartosci DNA w
»ogonie”. Wymiary dlugosci ogona lub glowy komety przedstawiony np. w um, uwaza si¢ czgsto za
niewystarczajacy jako miara uszkodzen materiatu genetycznego. Réznice wydluzenia ogona obserwowaé mozna
raczej przy matym stopniu uszkodzen. W teorii za pomoca tego parametru mozna by badac réznice ekspozycji
na mniejsze dawki, jednak precyzja pomiaru zalezy w duzej mierze od intensywnosci $wiecenia tta oraz czutosci
systemu analizy obrazu (optyki mikroskopu, matrycy kamery, mozliwosci graficznych komputera i
oprogramowania), od tego zalezy bowiem okreSlenie, gdzie ogon komety si¢ konczy (rys. 2.1). Moment
kometowy jest wielkosciag bezwymiarowa, bioraca pod uwage zarowno odleglo$¢ migracji DNA jak i odsetek
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catkowitego DNA, ktore migrowato z jadra. Z kolei procent DNA w ogonie wynika z relatywnej intensywnosci
fluorescencji glowy i ogona, ktorg oblicza si¢ sumujac jasno$¢ poszczegolnych pikseli wchodzacych w sktad
obrazu ogona. Najwigkszg zmienno$¢ mozna obserwowac w zakresie okoto 50% [13].

Charakter danych uzyskiwanych z analizy kometowej (m.in. szeroki rozktad uzyskiwanych warto$ci) powoduje,
ze w analizie wynikow do$wiadczen trzeba stosowaé miary statystyczne, pozwalajace na wykrycie niekiedy
bardzo dyskretnych réznic. W poréwnywaniu wynikow przydatne okazuja si¢ takie miary tendencji centralnych
jak $rednia trymowana czy mediana (50ty centyl), a czasem 75 lub nawet 25 centyl. Autorzy stosuja tez
roznorakie metody analiz statystycznych, najczesciej, w zaleznos$ci od rozktadu danych, spotyka si¢ w pracach
testy: Mann’a—Whitney’a, Kruskal’a—Wallis’a, test- t czy jednoczynnikowg analiz¢ wariancji ANOVA [13].

W doswiadczeniu zastosowano krotki czas ekspozycji i duza skal¢ rozcienczen, dlatego tez osiagnigto
stosunkowo niskie warto§ci parametrow odczytywanych z fluorogramow. Nalezy zauwazy¢, ze st¢zenia
odciekow jakie moga w rzeczywistosci oddziatywa¢ na organizmy glebowe sa z reguly niewielkie. Przy
ustalonych warunkach badan (rozcienczenia, czas ekspozycji, gatunek i rodzaj komorek) odcieki pobrane z danej
lokalizacji nie wykazywaty wysokiej genotoksycznos$ci (rys. 3.1) - $rednia trymowana relatywnej intensywnosci
Swiecenia ogona, przy wspotczynniku ucigcia 0,5 osiggnela wartos¢ zaledwie 6,67% dla komorek
eksponowanych na 50% stezenie odciekow, a inna miara tendencji centralnej, mediana, osiagneta tylko 5,52%.
Ilos¢ DNA, ktéra migrowata z obszaru jadra komorkowego byla wiec relatywnie niewielka. Warto$¢ $rednie;j i
mediany momentu kometowego miescita si¢ odpowiednio pomigdzy 0,95 i 0,90 przy ekspozycji na 50% odcieki,
a 0,14 w probie kontrolnej. Analiza statystyczna wykazata jednak istotne (p>0,001) réznice wartosci momentu
kometowego i intensywnosci $wiecenia pomiedzy proba zerowa, a stezeniami >6,2%.

Jakkolwiek warto$ci miar uszkodzen byty niskie, mozna stwierdzié, ze byty obserwowane gtéwnie na podstawie
ilosci DNA, ktére wyemigrowato do ogona komety - moment kometowy (TM) zalezat gtownie od fluorescencji
(rys. 3.2A, R*=0,76). Natomiast wydhizenie ogona komety nie bylo silnie zdeterminowane wzrostem stezen
odciekéw, na jakie eksponowano komorki (rys. 3.2B, R?=0,44), co jest zaleznoscia opisang powyzej [13].

Odcieki surowe wykorzystane w badaniach charakteryzowaly si¢ st¢zeniem azotu amonowego na poziomie 896
mg/dm?®, $rednie stezenie zwiazkow organicznych wyrazonych jako ChZT wyniosto 6092 mg/dm® BZTs rowne
311 mg/dm®, a pH=~8,5. Poréwnujac te dane z dostgpnymi w literaturze, trudno méwié o warto$ciach
przecigtnych, poniewaz w odciekach ze sktadowisk komunalnych odnotowuje si¢ duze réznice sktadu i stezenia,
pomiedzy réznymi obiektami, a nawet czasem pobierania probek, a nawet miejscami probkowania w tym
samym obiekcie [14, 15, 16, 17].

Na toksyczno$¢ odciekdéw sktadowiskowych moze mie¢ wptyw wiele zwiazkow chemicznych wchodzacych w
ich sktad. Biologiczne, chemiczne i fizyczne przemiany zachodzace w sktadowisku oraz w samych odciekach
mogg prowadzi¢ do powstania zwigzkéw toksycznych z substancji pierwotnie nieszkodliwych. [18]. W
przypadku zlozonych mieszanin, interakcje pomiedzy poszczeg6lnymi toksykantami a organizmem moga miec
charakter synergistyczny, antagonistyczny lub addytywny. Z tego powodu sama analiza chemiczna nie
wystarcza do okre$lenia potencjatu toksycznego. Dlatego coraz powszechniejsza staje ocene efektu toksycznego
tego typu mieszanin w oparciu 0 modele biologiczne.

Odcieki zaréowno z aktywnych, jak i1 zamknigtych sktadowisk odpadow moga by¢ glownym Zzrodtem
zanieczyszczen wod gruntowych i powierzchniowych [19]. Ekspozycja na odcieki sktadowiskowe moze
nastgpowac na rézne sposoby: niekontrolowane wyptywy, sptywy powierzchniowe po opadach czy infiltracja.
Dlatego najczgstszym sposobem uniknigcia ryzyka jest zbieranie odciekow z basenach bezodptywowych i
przepompowywanie ich do instalacji podczyszczajacych

Uwaza si¢, ze wplyw odciekéw na organizmy zywe; faune, flor¢ i mikroflor¢ moze by¢ bardzo silny, a
powodowa¢ go moze wiele czynnikéw: wysoki tadunek materii organicznej, metale cigzkie, wysoka zawarto$¢
soli mineralnych czy ksenobiotyki. W literaturze naukowej dostepny jest pewien zasob informacji o potencjalnie
toksycznych sktadnikach odciekéw. Matejczyk i wsp. (2011) badali sktad chemiczny odciekéw pochodzacych z
22 sktadowisk odpadéw komunalnych w Polsce potudniowej [20]. Stwierdzono relatywnie male koncentracje
kadmu i otowiu. Toksyczne zwiazki organiczne wymienione w dyrektywie o substancjach priorytetowych byty
nieobecne lub wystgpowaly w niewielkich st¢zeniach. Dichlorometan i WWA obecne byly we wszystkich
badanych probach, w bardzo szerokim zakresie, odpowiednio od 3.1 do 197 pg/dm?® oraz od 0,057 do 77,2
png/dm®. Ponadto w ponad potowie prob stwierdzono benzen w ilosci od 0,25 do 7,58 pg/dm®, a w probkach z
niektorych sktadowisk stwierdzono niewielkie ilosci (0,008 do 0.84 pg/dm®) heksachlorobutadienu,
polichlorowanych bifenyli (0.008 do 0,056 pg/dm®) czy pentachlorofenolu (0.16 do 0.64 pg/dm?®) [20].
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Rys. 3.1. Stupki jasne przedstawiajg wartosci $redniej trymowanej intensywnosci §wiecenia ogonéw komet (A)
oraz momentdow kometowych (B) u komorek eksponowanych na rozcienczenia odcickow ze sktadowiska
odpadow komunalnych. Poréwnania dokonano z uzyciem jednokierunkowej analizy Kruskal’a-Wallis’a, a
nastgpnie testu U Mann’a-Whitney’a. Graniczne poziomy istotnosci wskazuja réznice pomiedzy wynikiem
uzyskanym w danej wartosci st¢zenia, a wynikiem uzyskanymi w probie kontrolnej (warto$¢ dolna), oraz
wynikiem uzyskanym dla wyzszego st¢zenia (warto$¢ gorna). Wartosci p<0,01 pogrubiono, stupki ciemne
przedstawiajg wartosci 50-tego percentyla.
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Rys. 3.2. Wspobtzaleznosci migdzy: (A) momentem kometowym (TM), a intensywnosci $wiecenia (TI), oraz (B)
wydtuzeniem ogona komety (TL).

Odpady mogg zawieraé wielosktadnikowy zespdt metali, ktore sg szczeg6lnie intensywnie uwalniane w fazie
kwasnej przemian na skladowisku. Wigkszo§¢ metali wytwarza reaktywne formy tlenu,
np. jony nadtlenkowe, nadtlenki wodoru czy rodniki hydroksylowe. Moga one skutkowa¢ utlenianiem lipidow
wchodzacych w sktad bton komoérkowych, a nawet uszkadzaniem kwasoéw nukleinowych. W odpowiedzi na
dziatanie tego typu zwigzkow wykrywane sa dysmutaza nadtlenkowa czy katalaza — enzymy charakterystyczne
dla stresu oksydacyjnego [21].

Podobne wartosci parametrow komet jak otrzymane w pracy uzyskali tez Gajski i wsp. (2012), ktoérzy badali
genotoksycznosci odciekow sktadowiskowych ze starego sktadowiska w Chorwacji, wobec ludzkich komorek
krwi eksponowanych in vitro przez 6 i 24h. Wszystkie parametry (TM,TL i TI) wskazywatly statystyczne roznice
testowanymi grupami natomiast nie wystepowaly roznice pomigdzy czasami ekspozycji, ani odciekami
pobranymi z ré6znych punktow. W przypadku intensywnos$ci $wiecenia i momentu kometowego istotne roznice
wystepowaty dopiero przy 24 godzinnej ekspozycji [22].

Sang i Li (2005) badali uszkodzenia cytogenetyczne w komorkach szpiku kostnego myszy, indukowane przez
komunalne odcieki sktadowiskowe zbierane w roznych porach roku [23]. Osiggniete przez nich rezultaty
wskazujg na obnizenie indeksu mitotycznego i znaczace podwyzszenie poziomu aberracji chromosomowych.
Wskazali oni na zwigzek pomigdzy toksycznoscig a stgzeniem CHZTc,, a jako mozliwy mechanizm takich
uszkodzen proponujg formowanie wolnych rodnikéw, zardwno poprzez autooksydacj¢ jak i katalizowane
enzymatycznie utlenianie zwigzkow organicznych. Kwasniewska i wsp. (2012) podje¢li probe oceny potencjatu
genotoksycznego odciekoéw skladowiskowych pochodzacych z 22 sktadowisk na gornym Slasku [24]. W tym
celu wykorzystali komercyjne zestawy, ktorych dziatanie opiera si¢ na indukcji mutacji zwrotnej genu
zwigzanego z synteza histydyny u Salmonella typhimurium (test Amesa), oraz ekspresji operonu Umu
zwigzanego z tzw. odpowiedzig SOS. Ponadto oceniali: indeks mitotyczny, obecno$¢ mikrojader i aberracje
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chromosomowe w komorkach korzeni cebuli (test Allium). Badania wykazaly, ze testy mikrobiologiczne sg w
przypadku odcickow mato czute; Umu okazat si¢ catkowicie nieprzydatny do oceny genotoksycznosci, a test
Amesa po 90 minutowej ekspozycji wykazal mutagenne dziatanie jedynie 2 spos$rod badanych probek.
Natomiast wszystkie probki odciekow wptynety na podziaty komérek cebuli, a potowa z szesciu zbadanych pod
wzgledem genotoksyczno$ci dala wynik pozytywny. Autorzy przyznaja jednak, ze w celu uzyskania petnego
obrazu ryzyka srodowiskowego biotesty nalezy wspomagaé analizami sktadu chemicznego odciekow.

Koshy i wsp. (2007) badali potencjalne oddzialywanie na material genetyczny, odciekéw pochodzacych ze
starych sktadowisk uzytkowanych w odmiennych warunkach: aktywnych, zamknietych i rekultywowanych,
uszczelnionych i niezabezpieczonych, na ktérych przez okres okoto 30 lat gromadzono stale odpady komunalne
z dodatkiem zmieszanych odpadoéw przemystowych, chemicznych, wielkogabarytowych, metalurgicznych czy
plackow filtracyjnych [25]. Przyjeta przez tych autorow metoda polegala na ocenie zmian w strukturze 3
rzedowej DNA plazmidu @X1774 (plasmid scission assay - PSA) inkubowanego w rozcienczeniach odciekow.
Zmiany te polegaja na rozluznieniu struktury superhelisy, a nast¢pnie pgknigciu kolistej czasteczki plazmidu, co
mozna obserwowa¢ w predkosci elektroforezy. Genotoksycznos¢ badanych odciekow wahata si¢ w bardzo
szerokim zakresie pomigdzy stanowiskami i w poszczegblnych miesigcach probkowania, od TDy=85 do
TDsp=1% koncentracji odciekéw. Nie wykazano zwigzku pomigdzy toksycznoscia, a wartosciami pomiarow
pochodzacych z analiz chemicznych jak CHZT, BZTS5, czy zawartoscig metali cigzkich. Stwierdzono jednak
zwiazek pomiedzy wartosciag parametru TDsg, a koncentracjg produktéw degradacji pestycydow, oraz obecnoscia
reaktywnych form utleniaczy.

Uwaza sie, ze na 0og6lng toksyczno$¢ odciekow duzy wptyw moga mieé wysokie stezenia Nypy. Pivato i Gaspari
(2006) przeanalizowali probki odciekow pochodzace z 10 sktadowisk, eksponujac przez 30 min mikroorganizmy
majace zdolnos$¢ luminescencji. Doszli do wniosku, ze oprocz CHZT najwazniejszym czynnikiem toksycznym
sg jest amoniak. Moze on bra¢ si¢ w odciekach z uwalniania z odpadéw zawierajagcych amoniak lub zwiazki
amonowe oraz mineralizacji materii organicznej (glownie amonifikacji biatek). Tylko niewielka cz¢§¢ amoniaku
jest wyptukiwana bezposrednio z odpadéw do odcickow [26]. Przy wysokich wartoSciach pH w fazie
metanogenicznej, amoniak moze by¢ emitowany jako sktadnik biogazu, moze by¢ tez zuzywany jako zrodto
azotu przez mikroorganizmy oraz wigzany na negatywnie natadowanych sktadnikach odpadéw w fazie
kwasowej. Dopiero w tej formie moze by¢ wyplukiwany do odciekow po wymianie jonowej z wodorem lub
sodem i potasem.

4. Podsumowanie i wnioskKi

Genotoksycznosc¢ jest wlasciwos$ciag substancji polegajacg na indukowaniu uszkodzen w materiale genetycznym.
Jak wskazuja dane literaturowe odcieki sktadowiskowe sg mieszaning potencjalnie genotoksyczna, a jako
glowny mechanizm wymienia si¢ dziatanie reaktywnych utleniaczy. Uzyskane w pracy wyniki zdaja si¢
potwierdzaé ta teze, jednak w celu uzyskania bardziej szczegétowych danych, nalezy rozszerzy¢ dalsze badania
0 probki pobierane w réznych porach roku, oraz dtuzsze ekspozycje w podobnych niskich stezeniach in vivo i
wyzszych stgzeniach in vitro.
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