EFEKT MUTAGENNY GLOWNYCH GRUP ZANIECZYSZCZEN
ORGANICZNYCH ZAADSORBOWANYCH NA CZASTKACH PYLU
ZAWIESZONEGO PM10 | PM 2,5 POBRANEGO NA TERENIE WROCLAWIA

Katarzyna PIEKARSKA ’
Politechnika Wroctawska, Instytut Inzynierii Ochrony Srodowiska
ul. Wybrzeze Wyspianskiego 27, 50-370 Wroctaw, katarzyna.piekarska@pwr.wroc.pl

STRESZCZENIE

Testem Salmonella stwierdzono mutagenne dzialanie zanieczyszczen zaadsorbowanych na
pyle zawieszonym PM10 i PM2,5 pobranym wiosng 2007 r. na terenie Wroctawia. Testy
prowadzono w obecnosci szczepu TA9S8 oraz jego pochodnej YG1041. W badanych prébkach
stwierdzono obecnos$¢ zanieczyszczen mogacych oddziatywaé bezposrednio 1 posrednio na
material genetyczny o charakterze mutagenow typu zmiany fazy odczytu. Uzyskano nizsze
wartosci wspotczynnika mutagennosci (MR) w testach, do ktérych wprowadzano frakcje
nitro-WWA i dinitro-WWA, w porownaniu do wartosci MR uzyskanych dla catkowitych
ekstraktow. Efektu mutagennego nie stwierdzono jedynie dla frakcji WWA i dinitro-WWA,
obecnych w ekstrakcie pytoéw PM2,5.

1. Wstep

Od lat dostrzegany jest problem zdrowotnych i ekologicznych skutkow
zanieczyszczenia atmosfery. Zapylenie powietrza atmosferycznego jest jednym z parametréw
charakteryzujacych jego zanieczyszczenie. Wickszo$¢ zanieczyszczen, ktore posiadaja
wlasciwosci genotoksyczne, jest zaadsorbowanych na pyle zawieszonym [1-3]. Od srednicy
czastek pyhu zalezy ich szkodliwos$¢ dla organizmu. Najbardziej niebezpieczna dla zdrowia
ludzi 1 zwierzat jest najdrobniejsza frakcja pytu, o $rednicy czastek mniejszej niz 2,5um, tzw.
frakcja PM2,5. Frakcja ta wnika najglebiej do drog oddechowych i ostatecznie osadza si¢ na
powierzchni pecherzykow plucnych. Tg drogg zanieczyszczenia dostajg sie do uktadu
krwionosnego [4, 5]. Okreslenie rodzaju substancji odpowiedzialnych za mutagennosc¢
powietrza jest bardzo trudna ze wzgledu na zlozony sktad zanieczyszczen. W
zanieczyszczonym powietrzu wystepuje bowiem ogromna liczba zwiazkéw z rdznych klas
chemicznych, ktore tworza bardzo ztozone mieszaniny o nieznanych wlasciwosciach
biologicznych. Analiza literatury wskazuje, ze za efekt mutagenny pylow zawieszonych
gtownie odpowiadajg bardziej polarne WWA, czyli ich nitrowe i tlenowe pochodne, niz
WWA niepodstawione [6]. Z powodu utrudnionej lub czgsto niemozliwej identyfikacji
poszczeg6lnych zwigzkdw chemicznych wystepujacych w mieszaninie, jaka sa pyly
zawieszone, istotny staje si¢ rozdziat ekstraktu na frakcje zawierajace poszczegodlne klasy
zwigzkoéw oraz ocena mutagenno$ci wystepujacych w nich substancji przy pomocy testow
bioindykacyjnych. Tylko na podstawie wynikdw uzyskanych metodami biologicznymi mozna
otrzyma¢ wiarygodne informacje odnosnie ich dzialania na organizmy zywe. Jest to
szczegolnie istotne, poniewaz zwiazki te w wielu przypadkach dziatajg synergistycznie [7]. W
badaniach nad oceng mutagenno$ci zanieczyszczen Srodowiskowych znalazt zastosowanie
krotkoterminowy bakteryjny test Salmonella (test Amesa), okreslajagcy poziom mutacji
powrotnych z histydynowej auksotrofii do prototrofii w specjalnie skonstruowanych
mutantach szczepow Salmonella typhimurium LT2 [6, 8-11].
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Celem pracy bylo poréwnanie mutagennosci gldéwnych grup zanieczyszczen
organicznych, zaadsorbowanych na czastkach pytu zawieszonego PM10 i PM2,5, pobranego
w sezonie wiosennym 2007 r. na tereniec Wroctawia.

2. Materialy i metody

Probki pytu PM10 i PM2,5 pobierano na przetomie marca i kwietnia 2007 roku, na filtry
szklane przy pomocy wysoko-przeptywowego aspiratora powietrza typu Staplex. Filtry w
aparacie zmieniano co 24 godziny, tak dlugo, az zebrano caly potrzebny materiat badawczy.
Stanowisko badawcze usytuowane bylo w miejscu o duzym nat¢zeniu ruchu
samochodowego, na terenie kampusu Politechniki Wroctawskiej (skrzyzowanie ulic Norwida
1 Wybrzeze Wyspianskiego), na dachu, na wysokosci drugiego pietra. Filtry wraz z pytami z
poszczegoOlnych pobordéw taczono w jedng probke, cigto 1 wkiladano do aparatow Soxhleta.
Nastepnie ekstrahowano dichlorometanem bez dostgpu S$wiatta, przez 16 godzin z 15
minutowym refleksem [12, 13]. Surowy ekstrakt frakcjonowano na kolumnach szklanych
wypetnionych zelem krzemionkowym. Kolumng¢ najpierw kondycjonowano cykloheksanem,
a nastegpnie nanoszono na jej czoto zat¢zony surowy ekstrakt i wymywano poszczegdlne
frakcje, zgodnie z metodyka podang przez Zaciera [14]. Nastepnie ekstrakty zageszczano do
sucha w wyparce prozniowej. Suchg pozostatos¢ ekstraktow pylow rozpuszczano w
sterylnym dimetylosulfotlenku (DMSO) w taki sposéb by w 1 cm® roztworu podstawowego
znajdowaly si¢ zanieczyszczenia pochodzace z 1000 m® powietrza. W tescie Salmonella,
wykonywanym zgodnie z zaleceniami autoréw [15] stosowano dwa szczepy: TA98 i YG1041
[16] w wariantach bez i z aktywacja metaboliczng frakcja mikrosomalng S9. Do testu
wprowadzano wszystkie organiczne zanieczyszczenia obecne w pobranych probkach oraz
zanieczyszczenia zawarte w trzech frakcjach: WWA, nitropochodnych WWA i
dinitropochodnych WWA.. Efekt mutagenny pylow zawieszonych przedstawiono w postaci
wspoétczynnika mutagenno$ci (MR), czyli ilorazu $redniej liczby rewertantow wyrostych w
obecnosci badanej probki i $redniej liczby rewertantow spontanicznych. Za mutagenne
uznawano probki dla ktérych wspotczynnik mutagenno$ci MR byt > 2.

3. Omoéwienie wynikow badan

Na wybranym stanowisku badawczym, na terenie Wroctawia, zebrano wiosng 2007
roku 55,02 pg/m® pytow PM10 i 36,74 ug/m® pyléw PM2,5. Objetos¢ pobranych probek
powietrza wynosila 6 739,24 m* (PM10) i 7 642,08 m* (PM2,5).

Test Salmonella wykazal wlasciwosci mutagenne organicznych zanieczyszczen
powietrza zaadsorbowanych na czgstkach pylu zawieszonego PM10 i PM2,5 pobranych
wiosng we Wroctawiu (tabelal). Wysokie wspotczynniki mutagennosci (MR) uzyskane w
testach przeprowadzanych z udziatem catkowitych ekstraktow na obu szczepach z aktywacja
metaboliczna, jak i bez niej, Swiadczyly o obecnosci w badanych probkach zanieczyszczen
mogacych oddzialywaé bezposrednio (mutageny bezposrednie) i posrednio (promutageny) na
materiat genetyczny.

W testach przeprowadzonych z udzialem szczepu TA98 najwigksze wartosci MR
uzyskano dla catkowitego ekstraktu pyloéw PM2,5 w badaniach wykonywanych bez aktywacji
metabolicznej. W badaniach tych uzyskano rowniez najmniejsza objetos¢ powietrza
wywolujaca efekt mutagenny w stosunku do szczepu TA98, wynoszaca 0,195 m®. W prébce
pytéw PM2,5 przewazaly wiec mutageny bezposrednie. W przypadku testoéw prowadzonych z
udzialem poszczegolnych frakcji pytow PM2,5 dodatni wynik testu uzyskano jedynie w
przypadku nitropochodnych WWA w tescie bez aktywacji metabolicznej w najwyzszym
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badanym stezeniu zanieczyszczen powietrza. Z kolei w testach z udzialem calkowitego
ekstraktu z pylow PM10 otrzymano zblizone warto$ci MR zar6wno w badaniach z S9 jak i
bez aktywacji metabolicznej. Najnizsze st¢zenie tego ekstraktu wywotujace efekt mutagenny
pochodzito z 12,5 m® powietrza w tescie bez S9, a w wariancie z aktywacja metaboliczng z
6,25 m>. W przypadku probki pytow PM10 otrzymano rowniez efekt mutagenny w przypadku
wszystkich badanych frakcji zar6wno w badaniach z aktywacja metaboliczna, jak i bez niej.
Wspoélczynniki  mutagennosci MR  byly jednak nizsze niz te otrzymane dla
nierozfrakcjonowanego ekstraktu.

Najwicksze wartosci MR uzyskano w badaniach z udzialem szczepu Salmonella
tyhimurium YG1041. W testach przeprowadzanych na catkowitych ekstraktach z tym
szczepem, wrazliwym na dziatanie nitrowych zwigzkéw aromatycznych, uzyskano duze ilosci
rewertantOw zar6wno w obecnosci 3jak 1 bez S9. W badanym zakresie st¢zen zanieczyszczen
powietrza (od 50 m® do 0.049 m®) zaobserwowano dla tego szczepu wyrazna zaleznosé
dawka-odpowiedz, co w pelni ilustrowato biologiczny efekt dzialania zanieczyszczen
obecnych w probkach w zaleznos$ci od ich stezenia. Najnizszg objetos¢ powietrza wywotujaca
efekt mutagenny wobec szczepu YG1041 zaobserwowano w testach przeprowadzonych z
pytami PM2,5. Wynosito ono 0,098 m*, zaréwno w badaniach przeprowadzanych z aktywacja
metaboliczna, jak 1 bez. W przypadku badan rozfrakcjonowanego ekstraktu pytow PM2,5 bez
udziatu S9 otrzymano efekt mutagenny dla frakcji WWA 1 obu frakcji zawierajacych nitrowe
pochodne WWA. W testach z aktywacja metaboliczna efekt ten uzyskano tylko dla frakcji
nitro-WWA. Przy czym wartosci MR byly nizsze w poréwnaniu do otrzymanych dla
ekstraktu catkowitego. Z kolei w przypadku catkowitego ekstraktu pytow PM10 efekt
mutagenny zaobserwowano dla zanieczyszczen powietrza pochodzacych z 0,78 m?® powietrza
w testach bez S9 i 6,25 m® w testach z aktywacja metaboliczna. Dzialanie mutagenne
wykazywaty rowniez wszystkie badane frakcje ekstraktu pyléw PM10. Réwniez w tym
przypadku otrzymano nizsze wartoSci MR w poréwnaniu do wartosci MR uzyskanych dla
nierozfrakcjonowanego ekstraktu.

4. \Wnioski

Calkowite ekstrakty pylow PM10 i PM2,5 pobrane wiosng wykazywaly aktywnos$¢
mutagenng wobec testowych szczepoéw Salmonella typhimurium TA98 i YG1041 w testach
przeprowadzanych z aktywacja metaboliczna, jak i bez niej. W badanych probkach obecne
wigc byly mutageny typu zmiany fazy odczytu, zarowno o charakterze promutagendéw jak i
mutagendw bezposrednich,

Mutageny obecne w catkowitym ekstrakcie pytow PM2,5 wywotywaly wigksza
odpowiedz ze strony obu szczepow testowych w testach przeprowadzonych bez aktywacji
metabolicznej (przewaga mutagenow bezposrednich). Z kolei wigksze wartosci MR uzyskano
w badaniach z aktywacja metaboliczng catkowitego ekstraktu pylow PM10 (przewaga
promutagendow) w poréwnaniu do wartosci uzyskanych dla calkowitego ekstraktu pytow
PM2,5,

Wyniki testu Salmonella otrzymane dla frakcji WWA, nitro-WWA i dinitro-WWA
pochodzacych z ekstraktu pytow PMI10 wykazatly obecno$¢ zwigzkéw o charakterze
mutagennym, przy czym efekt mutagenny byt wyzszy w badaniach z szczepem YG1041,

Dla frakcji pochodzacych z probki pylow PM2,5 badanych w obecnosci szczepu TA98
uzyskano efekt dodatni jedynie w przypadku mononitrowych pochodnych WWA, w tescie
przeprowadzanym bez aktywacji metabolicznej, z kolei w obecnosci szczepu YG1041 efektu
mutagennego nie uzyskano tylko w przypadku frakcji WWA i frakcji dinitropochodnych
WWA w badaniach z aktywacja metaboliczna,
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Badania potwierdzity wysokg przydatnos¢ szczepu YGI1041 w  wykrywaniu
mutagennego dziatania nitrowych pochodnych zwigzkéw aromatycznych. W przypadku tego
szczepu uzyskano bowiem, w niektérych testach, wyniki dodatnie dla badanych grup
zanieczyszczen, mimo iz dla szczepu TA98 wynik testu byt ujemny,

Rzeczywiste zagrozenie zdrowotne zwigzane z mutagenami 1 kancerogenami
zaadsorbowanymi na pyle zawieszonym odzwierciedlaja jedynie badania biologiczne,
poniewaz uwzgledniajg one wypadkowy efekt dziatania zanieczyszczen na organizmy zywe.
We wszystkich testach uzyskano bowiem wigkszy efekt mutagenny catkowitych ekstraktow
pytow zawieszonych w porownaniu do efektu uzyskanego dla gléwnych grup zanieczyszczen
obecnych w badanych prébkach,

Stosowane w standardowym monitoringu wskazniki zanieczyszczenia powietrza
atmosferycznego (okreslenie stezenia pytu zawieszonego i stezen WWA z listy EPA) tylko w
przyblizeniu informujg nas o zagrozeniu zdrowotnym. Monitoring zanieczyszczen powietrza
atmosferycznego nalezatoby uzupelni¢ o badanie aktywno$ci mutagennej zanieczyszczen
organicznych testem Salmonella.

Praca zostata zrealizowana w ramach grantu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa WyzZszego
Nr N305 096 31/3476
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