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STRESZCZENIE 

 

Testem Salmonella stwierdzono mutagenne działanie zanieczyszczeń zaadsorbowanych na 

pyle zawieszonym PM10 i PM2,5 pobranym wiosną 2007 r. na terenie Wrocławia. Testy 

prowadzono w obecności szczepu TA98 oraz jego pochodnej YG1041. W badanych próbkach 

stwierdzono obecność zanieczyszczeń mogących oddziaływać bezpośrednio i pośrednio na 

materiał genetyczny o charakterze mutagenów typu zmiany fazy odczytu. Uzyskano niższe 

wartości współczynnika mutagenności (MR) w testach, do których wprowadzano frakcje 

nitro-WWA i dinitro-WWA, w porównaniu do wartości MR uzyskanych dla całkowitych 

ekstraktów. Efektu mutagennego nie stwierdzono jedynie dla frakcji WWA i dinitro-WWA, 

obecnych w ekstrakcie pyłów PM2,5. 

 

1. Wstęp 

 

Od lat dostrzegany jest problem zdrowotnych i ekologicznych skutków 

zanieczyszczenia atmosfery. Zapylenie powietrza atmosferycznego jest jednym z parametrów 

charakteryzujących jego zanieczyszczenie. Większość zanieczyszczeń, które posiadają 

właściwości genotoksyczne, jest zaadsorbowanych na pyle zawieszonym [1-3]. Od średnicy 

cząstek pyłu zależy ich szkodliwość dla organizmu. Najbardziej niebezpieczna dla zdrowia 

ludzi i zwierząt jest najdrobniejsza frakcja pyłu, o średnicy cząstek mniejszej niż 2,5µm, tzw. 

frakcja PM2,5. Frakcja ta wnika najgłębiej do dróg oddechowych i ostatecznie osadza się na 

powierzchni pęcherzyków płucnych. Tą drogą zanieczyszczenia dostają się do układu 

krwionośnego [4, 5]. Określenie rodzaju substancji odpowiedzialnych za mutagenność 

powietrza jest bardzo trudna ze względu na złożony skład zanieczyszczeń. W 

zanieczyszczonym powietrzu występuje bowiem ogromna liczba związków z różnych klas 

chemicznych, które tworzą bardzo złożone mieszaniny o nieznanych właściwościach 

biologicznych. Analiza literatury wskazuje, że za efekt mutagenny pyłów zawieszonych 

głównie odpowiadają bardziej polarne WWA, czyli ich nitrowe i tlenowe pochodne, niż 

WWA niepodstawione [6]. Z powodu utrudnionej lub często niemożliwej identyfikacji 

poszczególnych związków chemicznych występujących w mieszaninie, jaką są pyły 

zawieszone, istotny staje się rozdział ekstraktu na frakcje zawierające poszczególne klasy 

związków oraz ocena mutagenności występujących w nich substancji przy pomocy testów 

bioindykacyjnych. Tylko na podstawie wyników uzyskanych metodami biologicznymi można 

otrzymać wiarygodne informacje odnośnie ich działania na organizmy żywe. Jest to 

szczególnie istotne, ponieważ związki te w wielu przypadkach działają synergistycznie [7]. W 

badaniach nad oceną mutagenności zanieczyszczeń środowiskowych znalazł zastosowanie 

krótkoterminowy bakteryjny test Salmonella (test Amesa), określający poziom mutacji 

powrotnych z histydynowej auksotrofii do prototrofii w specjalnie skonstruowanych 

mutantach szczepów Salmonella typhimurium LT2 [6, 8-11]. 
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Celem pracy było porównanie mutagenności głównych grup zanieczyszczeń 

organicznych, zaadsorbowanych na cząstkach pyłu zawieszonego PM10 i PM2,5, pobranego 

w sezonie wiosennym 2007 r. na terenie Wrocławia.  

 

2. Materiały i metody 

 

Próbki pyłu PM10 i PM2,5 pobierano na przełomie marca i kwietnia 2007 roku, na filtry 

szklane przy pomocy wysoko-przepływowego aspiratora powietrza typu Staplex. Filtry w 

aparacie zmieniano co 24 godziny, tak długo, aż zebrano cały potrzebny materiał badawczy. 

Stanowisko badawcze usytuowane było w miejscu o dużym natężeniu ruchu 

samochodowego, na terenie kampusu Politechniki Wrocławskiej (skrzyżowanie ulic Norwida 

i Wybrzeże Wyspiańskiego), na dachu, na wysokości drugiego piętra. Filtry wraz z pyłami z 

poszczególnych poborów łączono w jedną próbkę, cięto i wkładano do aparatów Soxhleta. 

Następnie ekstrahowano dichlorometanem bez dostępu światła, przez 16 godzin z 15 

minutowym refleksem [12, 13]. Surowy ekstrakt frakcjonowano na kolumnach szklanych 

wypełnionych żelem krzemionkowym. Kolumnę najpierw kondycjonowano cykloheksanem, 

a następnie nanoszono na jej czoło zatężony surowy ekstrakt i wymywano poszczególne 

frakcje, zgodnie z metodyką podaną przez Zaciera [14]. Następnie ekstrakty zagęszczano do 

sucha w wyparce próżniowej. Suchą pozostałość ekstraktów pyłów rozpuszczano w 

sterylnym dimetylosulfotlenku (DMSO) w taki sposób by w 1 cm
3
 roztworu podstawowego 

znajdowały się zanieczyszczenia pochodzące z 1000 m
3
 powietrza. W teście Salmonella, 

wykonywanym zgodnie z zaleceniami autorów [15] stosowano dwa szczepy: TA98 i YG1041 

[16] w wariantach bez i z aktywacją metaboliczną frakcją mikrosomalną S9. Do testu 

wprowadzano wszystkie organiczne zanieczyszczenia obecne w pobranych próbkach oraz 

zanieczyszczenia zawarte w trzech frakcjach: WWA, nitropochodnych WWA i 

dinitropochodnych WWA. Efekt mutagenny pyłów zawieszonych przedstawiono w postaci 

współczynnika mutagenności (MR), czyli ilorazu średniej liczby rewertantów wyrosłych w 

obecności badanej próbki i średniej liczby rewertantów spontanicznych. Za mutagenne 

uznawano próbki dla których współczynnik mutagenności MR był  2. 

 

3. Omówienie wyników badań 

 

Na wybranym stanowisku badawczym, na terenie Wrocławia, zebrano wiosną 2007 

roku 55,02 µg/m
3
 pyłów PM10 i 36,74 µg/m

3
 pyłów PM2,5. Objętość pobranych próbek 

powietrza wynosiła 6 739,24 m
3
 (PM10) i 7 642,08 m

3
 (PM2,5).  

  

Test Salmonella wykazał właściwości mutagenne organicznych zanieczyszczeń 

powietrza zaadsorbowanych na cząstkach pyłu zawieszonego PM10 i PM2,5 pobranych 

wiosną we Wrocławiu (tabela1). Wysokie współczynniki mutagenności (MR) uzyskane w 

testach przeprowadzanych z udziałem całkowitych ekstraktów na obu szczepach z aktywacją 

metaboliczną, jak i bez niej, świadczyły o obecności w badanych próbkach zanieczyszczeń 

mogących oddziaływać bezpośrednio (mutageny bezpośrednie) i pośrednio (promutageny) na 

materiał genetyczny.   

W testach przeprowadzonych z udziałem szczepu TA98 największe wartości MR 

uzyskano dla całkowitego ekstraktu pyłów PM2,5 w badaniach wykonywanych bez aktywacji 

metabolicznej. W badaniach tych uzyskano również najmniejszą objętość powietrza 

wywołującą efekt mutagenny w stosunku do szczepu TA98, wynoszącą 0,195 m
3
. W próbce 

pyłów PM2,5 przeważały więc mutageny bezpośrednie. W przypadku testów prowadzonych z 

udziałem poszczególnych frakcji pyłów PM2,5 dodatni wynik testu uzyskano jedynie w 

przypadku nitropochodnych WWA w teście bez aktywacji metabolicznej w najwyższym  
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badanym stężeniu zanieczyszczeń powietrza. Z kolei w testach z udziałem całkowitego 

ekstraktu z pyłów PM10 otrzymano zbliżone wartości MR zarówno w badaniach z S9 jak i 

bez aktywacji metabolicznej. Najniższe stężenie tego ekstraktu wywołujące efekt mutagenny 

pochodziło z 12,5 m
3
 powietrza w teście bez S9, a w wariancie z aktywacją metaboliczną z 

6,25 m
3
. W przypadku próbki pyłów PM10 otrzymano również efekt mutagenny w przypadku 

wszystkich badanych frakcji zarówno w badaniach z aktywacja metaboliczną, jak i bez niej. 

Współczynniki mutagenności MR były jednak niższe niż te otrzymane dla 

nierozfrakcjonowanego ekstraktu.      

Największe wartości MR uzyskano w badaniach z udziałem szczepu Salmonella 

tyhimurium YG1041. W testach przeprowadzanych na całkowitych ekstraktach z tym 

szczepem, wrażliwym na działanie nitrowych związków aromatycznych, uzyskano duże ilości 

rewertantów zarówno w obecności jak i bez S9. W badanym zakresie stężeń zanieczyszczeń 

powietrza (od 50 m
3
 do 0.049 m

3
) zaobserwowano dla tego szczepu wyraźną zależność 

dawka-odpowiedź, co w pełni ilustrowało biologiczny efekt działania zanieczyszczeń 

obecnych w próbkach w zależności od ich stężenia. Najniższą objętość powietrza wywołującą 

efekt mutagenny wobec szczepu YG1041 zaobserwowano w testach przeprowadzonych z 

pyłami PM2,5. Wynosiło ono 0,098 m
3
,
 
zarówno w badaniach przeprowadzanych z aktywacja 

metaboliczną, jak i bez. W przypadku badań rozfrakcjonowanego ekstraktu pyłów PM2,5 bez 

udziału S9 otrzymano efekt mutagenny dla frakcji WWA i obu frakcji zawierających nitrowe 

pochodne WWA. W testach z aktywacją metaboliczna efekt ten uzyskano tylko dla frakcji 

nitro-WWA. Przy czym wartości MR były niższe w porównaniu do otrzymanych dla 

ekstraktu całkowitego. Z kolei w przypadku całkowitego ekstraktu pyłów PM10 efekt 

mutagenny zaobserwowano dla zanieczyszczeń powietrza pochodzących z  0,78 m
3
 powietrza 

w testach bez S9 i 6,25 m
3
 w testach z aktywacją metaboliczną. Działanie mutagenne 

wykazywały również wszystkie badane frakcje ekstraktu pyłów PM10. Również w tym 

przypadku otrzymano niższe wartości MR w porównaniu do wartości MR uzyskanych dla 

nierozfrakcjonowanego ekstraktu.    

 

4. Wnioski 

 

Całkowite ekstrakty pyłów PM10 i PM2,5 pobrane wiosną wykazywały aktywność 

mutagenną wobec testowych szczepów Salmonella typhimurium TA98 i YG1041 w testach 

przeprowadzanych z aktywacją metaboliczną, jak i bez niej. W badanych próbkach obecne 

więc były mutageny typu zmiany fazy odczytu, zarówno o charakterze promutagenów jak i 

mutagenów bezpośrednich, 

Mutageny obecne w całkowitym ekstrakcie pyłów PM2,5 wywoływały większą 

odpowiedź ze strony obu szczepów testowych w testach przeprowadzonych bez aktywacji 

metabolicznej (przewaga mutagenów bezpośrednich). Z kolei większe wartości MR uzyskano 

w badaniach z aktywacją metaboliczną całkowitego ekstraktu pyłów PM10 (przewaga 

promutagenów) w porównaniu do wartości uzyskanych dla całkowitego ekstraktu pyłów 

PM2,5,  

Wyniki testu Salmonella otrzymane dla frakcji WWA, nitro-WWA i dinitro-WWA 

pochodzących z ekstraktu pyłów PM10 wykazały obecność związków o charakterze 

mutagennym, przy czym efekt mutagenny był wyższy w badaniach z szczepem YG1041, 

Dla frakcji pochodzących z próbki pyłów PM2,5 badanych w obecności szczepu TA98 

uzyskano efekt dodatni jedynie w przypadku mononitrowych pochodnych WWA, w teście 

przeprowadzanym bez aktywacji metabolicznej, z kolei w obecności szczepu YG1041 efektu 

mutagennego nie uzyskano tylko w przypadku frakcji WWA i frakcji dinitropochodnych 

WWA w badaniach z aktywacja metaboliczną,      
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Badania potwierdziły wysoką przydatność szczepu YG1041 w wykrywaniu 

mutagennego działania nitrowych pochodnych związków aromatycznych. W przypadku tego 

szczepu uzyskano bowiem, w niektórych testach, wyniki dodatnie dla badanych grup 

zanieczyszczeń, mimo iż dla szczepu TA98 wynik testu był ujemny, 

Rzeczywiste zagrożenie zdrowotne związane z mutagenami i kancerogenami 

zaadsorbowanymi na pyle zawieszonym odzwierciedlają jedynie badania biologiczne, 

ponieważ uwzględniają one wypadkowy efekt działania zanieczyszczeń na organizmy żywe. 

We wszystkich testach uzyskano bowiem większy efekt mutagenny całkowitych ekstraktów 

pyłów zawieszonych w porównaniu do efektu uzyskanego dla głównych grup zanieczyszczeń 

obecnych w badanych próbkach, 

Stosowane w standardowym monitoringu wskaźniki zanieczyszczenia powietrza 

atmosferycznego (określenie stężenia pyłu zawieszonego i stężeń WWA z listy EPA) tylko w 

przybliżeniu informują nas o zagrożeniu zdrowotnym. Monitoring zanieczyszczeń powietrza 

atmosferycznego należałoby uzupełnić o badanie aktywności mutagennej zanieczyszczeń 

organicznych testem Salmonella.   

 

Praca została zrealizowana w ramach grantu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyższego 

Nr N305 096 31/3476 
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