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The application of the Ames test to the evaluation of the mutagenic activity of soil’s pollutants

Abstract: The Ames test is universally used for examining the mutagenic activity of contaminated soil samples. Soil pollution is mostly
extracted with the use of an ultrasonic bath or Soxhlet’s apparatus. Dichloromethane and methanol are commonly applied solvents
for the extraction of soil pollutants. Methanol was the most effective solvent. A mixture or the sequence of solvents was also applied
for the extraction. Less effective was the extraction of soil pollutants in the form of water leakage. There is no sufficient literature data
for determining optimal conditions of the extraction. Variants of the biotest technique applied by different authors demonstrated the
significant diversity. The organisms tested the most often were strains of Salmonella Typhimurium TA 98 and TA 100. Its different
sensitivity on extracts genotoxicity suggests the predominance of soil pollutants causing the mutation of the reading phase, which could
be detected only by Salmonella Typhimurium TA 98, whereas mutations of the substitution of base pairs, are detected with the use of
Salmonella Typhimurium TA 100. For activating promutagens a microsomal fraction S-9, obtained from the liver of rat, has most often
been applied in different concentrations, which is activated by Aroclor 1254. Some authors applied a preincubation when performing
Ames test for the genotoxicity evaluation of soil pollutants. Papers concerning the influence of the preincubation on the mutagenic
effect in Ames test are rarely found. Collected literature data show the significant usefulness of the Ames test for the evaluation of
mutagenic activity of soil pollutants. The comparison of the results obtained by different authors prevents the diversification of extraction
techniques, solvents application and some aspects of biotest: test strains, the concentration and the preparation of the microsomal faction
S-9, the possibility of applying the preincubation. Unification of the extraction technique and the biotest, taking into consideration soil
diversity and pollutants types would facilitate the comparison of the results.

1. Introduction. 2. The extraction of genotoxic pollutants. 2.1. Methods of the extraction. 2.2. Organic solvents. 2.3. The water as the
solvent. 2.4. Extractions conditions. 3. Salmonella Typhimurium strains used to evaluation of the mutagenic activity of soil’s pollutants.
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1. Wstep

Szereg zanieczyszczen gleby wykazuje aktywnos¢
mutagenng i kancerogenng. Do takich zanieczyszczen
naleza wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne
(WWA) oraz ich pochodne chlorowe i nitrowe, a takze
metale cigzkie. Pochodzenie tych zanieczyszczen w gle-
bie jest rozne. Cz¢$¢ z nich (m.in. WWA i ich nitropo-
chodne) trafia do gleby w wyniku depozycji zanieczysz-
czen atmosfery [16]. S3 one emitowane jako produkty
spalania paliw. Do zanieczyszczenia gleby nitropochod-
nymi WWA dochodzi tez na terenach wojskowych,
przemystowych i gérniczych, poniewaz sg one uzywane
jako materiaty wybuchowe [7, 19, 25]. Chlorowane
weglowodory aromatyczne s stosowane w rolnictwie
jako pestycydy, czes¢ z nich trafia do gleby podczas
opryskiwania upraw [9, 38]. Polichlorowane bifenyle

znajdowaly zastosowanie jako m.in. ptyny hydrauliczne,
plyny izolujaco-chtodzace w transformatorach oraz pla-
styfikatory. Sg one bardzo trwalymi zanieczyszczeniami
przedostajacymi si¢ do gleb w wyniku niedbalego ich
sktadowania oraz jako odpady poprodukcyjne [52].
Zanieczyszczenie gleby produktami naftowymi, wsréd
ktorych sa takze WWA i ich liczne pochodne naste-
puje na skutek wycieku paliw podczas awarii rurocia-
gow, cystern, wokoét stacji benzynowych itp. [10, 49].
Aktywno$¢ mutagenna wykazujg tez niektére z metali
ciezkich zanieczyszczajacych gleby. Zrodtem tych zanie-
czyszczen jest roznorodna aktywnos$¢ przemystowa
cztowieka [38], sa one uwalniane przez hutnictwo [52],
a jako zanieczyszczenia paliw s takze emitowane pod-
czas procesOw spalania.

Mutageny zanieczyszczajace glebe stanowig powaz-
ne zagrozenie zdrowotne. Ulegaja one biokumulacji
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w tkankach roélin uprawnych oraz karmionych nimi
zwierzat gospodarskich. Prowadzi to do skazenia zyw-
nosci spozywanej przez ludzi. Czes¢ tych zanieczyszczen
migruje do wod podskdrnych [30] i powierzchniowych,
ktore sa ujmowane na potrzeby ludzi, takze do picia.

Dlatego tez konieczne jest monitorowanie skaze-
nia gleb przez zanieczyszczenia wykazujace aktywno$¢
mutagenng i kancerogenna. Najczesciej stosuje si¢ do
tego metody fizyko-chemiczne (GC-MS, HPLC). Ze
wzgledu na koszt analiz mozliwe jest oznaczanie jedynie
wybranych zanieczyszczen wskaznikowych, takich jak
np. WWA z listy EPA. Wyniki analiz fizyko-chemicz-
nych pozwalaja tylko na przyblizong ocene zagrozenia
zdrowotnego, jakie stwarzaja mutageny zanieczyszcza-
jace gleby. Moga one w zespotach dziata¢ addytywnie,
synergistycznie albo antagonistycznie. Czg$¢ z nich
w Srodowisku glebowym oraz po wniknigciu do orga-
nizmu ludzkiego ulega przemianom biochemicznym
powodujacych zwickszenie albo zmniejszenie aktyw-
noéci mutagennej. Na pelna oceng genotoksycznosci
wszystkich mutagenéw zanieczyszczajacych badang
glebe pozwala jedynie zastosowanie biotestéw. W bada-
niach nad mutageneza §rodowiskowa najpowszechniej
stosowany jest test Amesa [21, 41]. Charakteryzuje go
stosunkowo znaczna wrazliwo$¢ na dzialanie mutage-
néw srodowiskowych oraz znaczna zdolnos$¢ prognozo-
wania ich kancerogennodci [21].

Organizmami testowymi w tescie Amesa sg bakte-
rie Salmonella Typhimurium, ktére w wyniku celowe;j
mutacji zostaly pozbawione zdolnosci syntezy histy-
dyny. W konsekwencji nie moga one rosnac na podtozu
mikrobiologicznym pozbawionym tego aminokwasu.
Test polega na hodowli bakterii na podtozu niemal
zupelnie pozbawionym histydyny w obecnosci bada-
nej probki, np. ekstraktu glebowego. Wzrost bakterii
oznacza, ze ulegly one mutacji powrotnej, polegajacej
na naprawie wady genetycznej, jaka jest niezdolno$¢
do wytwarzania histydyny. Zastosowanie w tescie frak-
cji enzymatycznej uzyskiwanej najczesciej z watroby
szczuréw pozwala zasymulowac w tescie bakteryjnym
warunki biochemiczne panujgce w organizmie kre-
gowca, jakim jest cztowiek [34, 41].

Pismiennictwo na temat genotoksycznosci zanieczysz-
czen gleby jest obszerna. Przedstawia ona wyniki badania
wielu prébek gleb zebranych w réznych czgsciach $wiata.
Brakuje natomiast prac przegladowych. Dotychczasowy
stan wiedzy na temat genotoksycznodci gleb zostat
dotychczas podsumowany najpierw przez Watanabe
i Hirayama/[57], anastepnie przez White i Clax-
ton [60]. Watanabe i Hirayama [57] ogdlni-
kowo wymienili najpowszechniej stosowane metody
ekstrakeji zanieczyszczen mutagennych z gleb zwra-
cajac uwage, ze do biotestéw wprowadzane s3 glebowe
wyciagi wodne oraz ekstrakty organiczne, a doktadniej
przeanalizowali zastosowanie biotestéw do badania
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genotoksycznosci gleb. Autorzy ci dokonali podziatu
gleb zawierajacych zanieczyszczenia genotoksyczne na
gleby: przemystowe, rolnicze i komunikacyjne. Praca
White i Claxtona [60] jest znacznie bardziej
obszerna, podkreslono w niej powszechno$¢ zastoso-
wania testu Amesa w badaniach nad genotoksycznoscia
gleb. Autorzy w oparciu o analize statystyczng wynikow
badania genotoksycznosci zanieczyszczen wyekstraho-
wanych z 1633 probek gleby okredlili zalezno$¢ efektu
mutagennego od rozpuszczalnika uzytego do ekstrak-
cji, zastosowanego szczepu Salmonella Typhimurium,
zawarto$ci w glebie WWA, pochodzenia zanieczysz-
czen (gleby miejskie, przemystowe i rolnicze), aktywa-
cji metabolicznej oraz zréznicowanie powszechnosci
zastosowania réznych wariantéw metodyki. Autorzy
tej pracy nie podjeli natomiast szeregu innych waznych
zagadnien, jak: metodyka ekstrakcji (technika, czas
i temperatura), stezenie frakcji S9 oraz zwiazek uzyty
do jej aktywacji.

Celem prezentowanej pracy jest podsumowanie
aktualnego stanu wiedzy na temat badania genotoksycz-
noéci gleb testem Amesa ze szczegdlnym uwzglednie-
niem techniki ekstrakcji, czasu jej trwania i temperatury
w jakiej jest ona prowadzona oraz uzytego rozpuszczal-
nika, mozliwoéci badawczych jakie daje zastosowanie
jako organizmdw testowych réznych szczepéw Salmo-
nella Typhimurium, st¢zenia frakcji mikrosomalnej S9
oraz metodyki jej aktywacji. Wigkszo$¢ prac bedacych
podstawa prezentowanego opracowania nie byla cyto-
wana w pracy White i Claxton [60].

2. Ekstrakcja zanieczyszczen genotoksycznych
2.1. Techniki ekstrakeji

Zanieczyszczajace glebe zwiazki mutagenne musza
by¢ z niej wyekstrahowane przed wprowadzeniem do
testu Amesa oraz analiza chemiczng. Ekstrakcja ta polega
najczedciej na wyplukaniu zanieczyszczen organicznych
za pomocg rozpuszczalnikéw. Autorzy poszczegdlnych
prac stosowali jednak rézne techniki ekstrakeji i rézne
rozpuszczalniki.

Najpowszechniej stosowane byty ekstrakcja na zimno
w lazni ultradzwickowej oraz ekstrakcja w aparatach
Soxhleta, rzadziej inne techniki (tab. I). Mieszanie
i wytrzasanie bylo stosowane do otrzymywania wycia-
goéw wodnych zanieczyszczen gleby [11-13, 44]. Nie-
ktérzy autorzy powtarzali ekstrakcje takim samym
rozpuszczalnikiem [12, 16, 58]. Inng modyfikacja byta
sekwencja dwoch roznych technik ekstrakeji, np. poprze-
dzenie ekstrakgji w tazni ultradzwigkowej wytrzasaniem
gleby z rozpuszczalnikiem [7]. W pi$miennictwie nie
ma informacji na temat skutecznosci poszczegdlnych
technik ekstrakcji.
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Tabela I
Techniki stosowane do ekstrakeji zanieczyszczen mutagennych gleby
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Tabela III
Mieszaniny rozpuszczalnikow stosowane do ekstrakeji
zanieczyszczen gleby

Technika ekstrakeji Liczba Pi$miennictwo - - — — -
prac Mieszanina rozpuszczalnikow Pismiennictwo
W aparatach Soxhleta 12 [4, 10, 22, 23, Benzen + etanol (3:1) [36]
26-29, 37,49, Dichlorometan + heksan (1:1) [6]
58, 59] o
Aceton + heksan Googgleman i Spitzauer
Ekstrakcja na zimno 8 [12, 33, 36, 34 1982 [za 25]
w tazni ultradZzwickowej 38, 48, 50, 56
ok ¢ ) ] Dichlorometan + metanol (2,3:1) [4]
Ekstrakcja przyspieszona 3 12-15
)3 Pr2ysp [ ] Heksan + aceton (2:1) [16]
Wytrzasanie 3 [11, 12, 44]
Aceton + toluen + metanol (1:1:1) [16]
Mi i 2 9,13
- 11eszan1e — — 5. 13] DMSO + etanol (1:1) 7]
alewanie gleby rozpuszczalnikiem 1 16
. & Y . .p o (16] dichlorometan + aceton [11]
i odparowywanie jej w podci$nieniu
eter dietylowy + heksan (1:1) [22, 26, 28]
2.2. Rozpuszczalniki organiczne
Tabela IV

Do ekstrahowania zanieczyszczen gleby w celu oceny
ich aktywnosci mutagennej stosowane byly rézne roz-
puszczalniki. Wigkszos¢ autoréw stosowata ekstrakeje
jednym rozpuszczalnikiem (tab. II), niektdrzy stosowali
ich mieszaning (tab. III) lub sekwencj¢ kolejnych roz-
puszczalnikéw (tab. IV). Na etapie planowania ekspe-
rymentu istotne znaczenie ma fakt, ze badanie geno-
toksycznosci ekstraktow tych samych prébek gleby,
otrzymanych za pomoca réznych rozpuszczalnikéw
znacznie zwigksza pracochtonno$¢ i materiatochtonno$¢
badan, w niewielkim stopniu zwicksza natomiast praw-
dopodobienstwo wykrycia genotoksycznosci poszcze-
golnych prébek [22]. Najczesciej stosowanymi roz-
puszczalnikami byly dichlorometan i metanol. White

Tabela I

Rozpuszczalniki stosowane do ekstrakeji zanieczyszczen muta-

gennych gleby

Rozpuszczalnik Liczba Pismiennictwo
prac
Dichlorometan 16 [6,9,10, 12,13, 15, 22, 23,
5,26-28, 29, 32, 37, 50]
Metanol 13 [1,3,10,11,13,15, 16, 22,
25, 26, 28, 56, 58]

Aceton [§ [1, 3,15, 16, 25, 56]
Acetonitryl 6 [1, 3,11, 16, 25, 40]
Heksan 6 [3,11,22,26-28]
Eter dietylowy 4 [26, 28, 30]
Cykloheksan 2 [11,37]
Chloroform 1 [3]
Etanol 1 [11]
DMSO 1 [30]
Woda 7 [6,7,11, 13, 25, 30, 44]
Kwas octowy 1 M 1 [12]
Wodorotlenek sodu 1 M 1 [12]

Sekwencje rozpuszczalnikéw i ich mieszanin stosowane
do ekstrakeji zanieczyszczen gleby

Sekwencja rozpuszczalnikow i ich mieszanin | Pismiennictwo
Cykloheksan, aceton [38]
Aceton, heksan, dichlorometan, toluen,
dietylketon [59]

Heksan, aceton, dichlorometan

Dichlorometan, aceton,
toluen+dietylketon (2:1), heksan

Aceton+dichlorometan (1:1),
toluen+dietylekton (2:1)

Aceton+dichlorometan (1:1),
toluen+dietylketon (2:1)

i Claxton [60] na podstawie analizy wynikéw bada-
nia genotoksycznosci 1633 proébek gleby opisanych
w literaturze stwierdzili, ze ponad 50% z nich bylo
ekstrahowanych metanolem, 24% mieszaning heksanu
iacetonu, 14% dichlorometanem, a 11% innymi rozpusz-
czalnikami. Powszechno$¢ zastosowania tych samych
rozpuszczalnikéw utatwia poréwnywanie wynikéw, nie
powinna ona jednak by¢ jedynym kryterium ich doboru.

Prac pos$wieconych poréwnaniu skutecznosci eks-
trakeji zanieczyszczen mutagennych gleby jest niewiele.
Wigkszos$¢ z nich omawia wyniki badania aktywnosci
mutagennej nielicznych prébek gleby. Prac, w ktérych
poréwnano skuteczno$¢ ekstrakcji  zanieczyszczen
mutagennych réznymi rozpuszczalnikami co najmniej
10 prébek gleby jest zaledwie kilka [13, 15, 38]. Uzyskane
dotychczas wyniki wskazujg, ze metanol ekstrahowat
zanieczyszczenia mutagenne na ogot nieznacznie sku-
teczniej od dichlorometanu. Tak byto w przypadku 70%
z 18 [13] oraz potowy z 21 badanych prébek gleby [15].
Na wysoka skuteczno$¢ metanolu wskazujg takze prace
innych autoréw oparte na wynikach badania mutagen-
nosci pojedynczych gleby [1, 3, 4]. Nie zawsze jednak
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tak bylo. Courty iwsp. [11] na podstawie wynikow
badania mutagennosci 4 prébek gleby ekstrahowanych
8 r6znymi rozpuszczalnikami, w tym metanolem uznali
dichlorometan, aceton i acetonitryl za rozpuszczalniki
najskuteczniej ekstrahujace zanieczyszczenia mutagenne
z gleb. W niektorych przypadkach skuteczniejsze od
metanolu czy dichlorometanu okazaly si¢ inne roz-
puszczalniki: acetonitryl [16] i eter dietylowy [30]. Byly
to jednak wyniki badania pojedynczych prébek gleby.
Monarca iwsp. [38] stwierdzili, ze acetonem eks-
trahuje si¢ dwukrotnie wigksza mase¢ zanieczyszczen niz
cykloheksanem ($rednia dla 10 prébek gleby), jednak
nie poréwnywali oni aktywnosci mutagennej obydwoch
ekstraktow. White i Claxton [60] na podstawie
danych literaturowych poréwnali metodami statystycz-
nymi genotoksycznos¢ wobec Salmonella Typhimurium
probek gleby ekstrahowanych metanolem, dichlorome-
tanem i mieszaning heksan/aceton stwierdzajac, ze sku-
teczno$¢ ekstrakeji zalezala nie tylko od uzytego roz-
puszczalnika, ale i od rodzaju zanieczyszczen obecnych
w glebie (gleby przemystowe, miejski i rolnicze). Nie
byto zatem mozliwe wskazanie jednego — uniwersalnego
rozpuszczalnika, ktory bytby najbardziej skuteczny do
ekstrakeji wszystkich probek gleb. Zebrane dane litera-
turowe wskazuja, Ze w pierwszej kolejnosci nalezy bra¢
pod uwage metanol i dichlorometan.

Efekt ekstrakeji zanieczyszczen mutagennych z gleby
moze by¢ tez zalezny od rodzaju gleby. Zréznicowanie
skutecznosci ekstrakcji zanieczyszczen mutagennych
réznymi rozpuszczalnikami z pojedynczych probek
w zaleznodci od rodzaju gleby analizowali jedynie
Kool iwsp.[30]. Ekstrakcja eterem dietylowym byla
najskuteczniejsza w przypadku gleby ogrodowej, torfia-
stej i bielicowej), natomiast w przypadku gleby piaszczy-
stej nie bylo jednego ekstraktu, ktéry wykazywatby naj-
wigkszg aktywnos$¢ mutagenna wobec réznych szczepow
Salmonella z aktywacjg metaboliczng i bez niej.

2.3. Woda jako rozpuszczalnik

Czes$¢ zanieczyszczen gleby stanowig zwigzki nie-
organiczne, m. in. sole metali cigzkich. Sa one rozpusz-
czalne w wodzie. Dlatego tez niektérzy autorzy badali
aktywnos$¢ mutagenna tej grupy zanieczyszczen ekstra-
hujac je z gleby w postaci odciekéw wodnych (tab. II).
Zastosowanie wody jako rozpuszczalnika, pozwala na
oceng mozliwosci migracji zanieczyszczen mutagennych
gleby wraz z wodami gruntowymi oraz na okreslenie
wplywu pH wdd gruntowych i opadowych na aktyw-
no$¢ mutagenéw zanieczyszczajacych gleby. Najwigk-
sz aktywnos¢ mutagenng wykazywal ekstrakt wodny
zanieczyszczen gleby o odczynie obojetnym [30]. Byla
ona wigksza od aktywno$ci mutagennej zanieczyszczen
ekstrahowanych DMSO. Aktywno$¢ mutagenna roztwo-
réw wodnych o odczynie kwasnym i zasadowym byla
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natomiast znikoma. Wyniki tych badan wskazywaty
na niebezpieczenstwo przenikania mutagenéw zanie-
czyszczajacych gleby do wod ujmowanych na potrzeby
gospodarstw domowych ludzi, w tym takze do picia. Nie-
wielkg aktywno$¢ mutagenng zanieczyszczen gleby roz-
puszczalnych w wodzie o pH =2 stwierdzili tez Knize
i wsp. [25], zanieczyszczenia tej samej gleby rozpusz-
czalne w rozpuszczalnikach organicznych byty znacznie
bardziej aktywne mutagennie. Zanieczyszczenia gleby
ekstrahowane woda wykazywaly mniejsza aktywno$¢
mutagenng od zanieczyszczen tej samej gleby ekstra-
howanych metanolem, a w 2 z 3 prébek takze dichlo-
rometanem [13]. W niektérych przypadkach odcieki
wodne z gleb przed wprowadzeniem do testu Amesa
byty zageszczane na zywicach, a nastgpnie wymywane

z nich rozpuszczalnikami organicznymi [17, 51].
2.4. Warunki ekstrakcji

Autorzy poszczegolnych prac stosujg nie tylko rézne
techniki ekstrakcji i rézne rozpuszczalniki oraz ich mie-
szaniny i sekwencje, ale i rézne parametry ekstrakcji.
Zroznicowanie tych parametréw obejmuje: czas eks-
trakcji, temperature w jakiej jest prowadzona, predkos¢
wytrzgsania.

Courty iwsp.[11] dokonali przegladu literaturo-
wego proporcji pomiedzy masa gleby a objetoscia roz-
puszczalnika. Zréznicowanie tych proporcji wynosito
od 1:1 do 1:10. Aktywnos$¢ mutagenna zanieczyszczen
gleby ekstrahowanych przy proporcji gleby i rozpusz-
czalnika 1:10 byta wigksza niz przy proporcji 1:1 w przy-
padku 3 z 4 prébek gleby badanych przez ten zespot
autoréw. Dane te pozwalaja na stwierdzenie, ze uzycie
wigkszej ilosci rozpuszczalnika pozwala na zwigkszenie
wydajnosci ekstrakeji. Nie sa one jednak wystarczajace
do okreslenia optymalnych proporcji pomigdzy masa
gleby i objetoscia rozpuszczalnika. Dalsze badania
w tym kierunku powinny uwzglednia¢ zréznicowanie
technik ekstrakeji, stosowanych rozpuszczalnikéw oraz
zroznicowanie wlasciwosci réznych typéw genetycznych
gleb, a takze rodzaje obecnych w nich zanieczyszczen.

Czasy ekstrakcji stosowane w rdéznych laborato-
riach wykazywaly znaczne réznicowanie: od 10 min.
do 18 godzin przy ekstrakgji ultradzwigkami [7, 32, 33,
38, 48, 56, 58], 6-24 godzin przy ekstrakcji w apara-
tach Soxhleta [4, 6, 10, 22, 27, 29, 37, 49], od 30 min.
do 24 godzin w przypadku mieszania i wytrzasania
[11-13, 44]. Ekstrakcja w aparatach Soxhleta byta zatem
najbardziej czasochtonng metoda. Niewiele jest nato-
miast danych na temat zaleznosci pomigdzy czasem
ekstrakcji, a jej skutecznoscig. Ekstrakty 3 z 4 prébek
gleby badanych przez Courty i wsp. [11] wykazywaly
wigksza aktywnos¢ mutagenng wobec szczepu Salmo-
nella Typhimurium TA 98 gdy czas ekstrakeji wynosit 24
a nie 4 godziny. Pozwala to wnioskowa¢, ze wydtuza-



ZASTOSOWANIE TESTU AMESA DO OCENY AKTYWNOSCI MUTAGENNE] ZANIECZYSZCZEN GLEBY

nie czasu ekstrakgji zwigksza jej skutecznos¢. Dane te
sa jednak niewystarczajace do okreslenia optymalnego
czasu ekstrakgji, to znaczy gwarantujacego wysoka sku-
teczno$¢ bez zbednego wydluzania ekstrakcji. Dalsze
badania majace na celu optymalizacj¢ czasu ekstrakeji
powinny by¢ prowadzone w sposéb uwzgledniajacy
zréznicowanie stosowanych technik ekstrakeji, rozpusz-
czalnikéw, réznorodnos¢ typdw genetycznych gleb oraz
ich zanieczyszczen.

Dane pi$miennictwa nie daja podstaw do okreslenia
optymalnej temperatury ekstrakcji. W przypadku eks-
trakcji ultradzwigkami, poprzez wytrzasanie albo mie-
szanie proces ten moze by¢ prowadzony w temperaturze
pokojowej. 3 z 4 probek gleby badanych przez Courty
i wsp. [11] wykazywaly wigkszg aktywno$¢ mutagenna
gdy ekstrakcje prowadzono w temperaturze 37°C (takiej
samej jak badanie genotoksycznosci testem Amesa) niz
w temperaturze pokojowej. W przypadku zastosowania
aparatow Soxhleta temperatura ekstrakcji jest zalezna
od temperatury wrzenia zastosowanego rozpuszczal-
nika (ponad 37°C). Nie zawsze tez, ekstrakcja dichlo-
rometanem o stosunkowo niskiej temperaturze wrze-
nia (40,2°C) dawala najlepsze rezultaty, w przypadku
wielu gleb byl to metanol (temperatura wrzenia 64,5°%).
Przy doborze rozpuszczalnika nalezy jednak pamigtac,
ze nadmierne ogrzewanie moze spowodowa¢ rozktad
najmniej trwatych mutagendw.

Wplyw na skutecznos¢ ekstrakcji moze miec takze
predkos¢ wytrzasania i mieszania. Autorzy dostepnych
prac stosowali rézne predkosci, np. 120 obrotéw na
minute [44]. Nie ma natomiast danych literaturowych,
ktére pozwolityby okresli¢ graniczng predkos¢ wytrza-
sania i mieszania, ktérej zwickszanie nie powodowatoby
juz przy danym czasie ekstrakcji zwigkszania skutecz-
nosci tego procesu. Niektérzy autorzy podkreslaja, ze
ekstrakcj¢ prowadzono bez dostepu $wiatta [11]. Jest
to istotne, ze wzgledu na mozliwo$¢ fotochemicznego
rozktadu niektérych WWA.

Do wypracowania metodyki ekstrakcji zanieczysz-
czen mutagennych gleby, ktéra zostataby powszechnie
zaakceptowana konieczne sg dalsze badania. Powinny
one obejmowac przede wszystkim poszukiwania najbar-
dziej skutecznego rozpuszczalnika, czy tez mieszaniny
albo sekwencji rozpuszczalnikéw. Warunkiem poréw-
nywalnosci wynikéw uzyskiwanych w réznych labora-
toriach jest tez ujednolicenie metody ekstrakcji oraz
czasu jej trwania. Rozstrzygnigcia wymaga tez kwestia,
czy mozliwe jest opracowanie uniwersalnej metodyki
ekstrakcji zanieczyszczen gleby, czy takze konieczne jest
jej zroznicowanie w zaleznosci od rodzaju gleby oraz
przewazajacej w probce grupy zanieczyszczen. Courty
i wsp. [11] zaproponowali nastgpujaca kolejnos¢ ba-
dan majacych na celu okreslenie optymalnej dla danej
partii probek gleb metodyki ekstrakcji oraz badania
genotoksycznosci:
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1. identyfikacja bardziej wrazliwego szczepu (TA 98
i TA 100),

2. identyfikacja najbardziej skutecznego rozpuszczalnika,

3. optymalizacja warunkow ekstrakcji: temperatury,
czasu i proporcji migdzy gleba a rozpuszczalnikiem.

3. Szczepy Salmonella typhimurium stosowane do
oceny aktywnosci mutagennej zanieczyszczen gleby

W badaniach nad mutagenna aktywno$cig zanie-
czyszczen gleby testem Amesa najpowszechniej stoso-
wane s3 szczepy TA 981 TA 100 (tab. V). Szczep TA 98
uzyty zostal przez autoréw wszystkich dostgpnych prac,
szczep TA 100 przez wigkszo$¢ nich. Inne szczepy byty
sporadycznie stosowane do oceny wlasciwosci mutagen-
nych zanieczyszczen gleby. Powszechnos¢ zastosowania
szczepow TA 98 i TA 100 w oparciu o zebrane dane
literaturowe stwierdzili tez White i Claxton [60].

Tabela V
Zastosowanie szczepow Salmonella Typhimurium do badania
aktywnoéci mutagennej zanieczyszczen gleby testem Amesa

Szczep Liczba prac Pis$miennictwo

TA 98 33 [1,4,6,9-16, 22, 23, 25-33,
36-40, 44, 49, 50, 56, 58, 59]

TA 100 22 [1,6,7,9-12, 16, 23, 25, 29-31,
36-38, 44, 49, 50, 56, 58, 59]

YG 1041 4 [26, 27,29, 50]

YG 1042 3 [26, 29, 50

TA 97a 3 (1,12, 31]

TA 102 2 [1, 50]

TA 104 2 [1, 50]

TA 98NR 2 [25,59]

TA 98/1,8-DNP6 1 [25]

TA 100NR 1 [25]

YG 1021 1 [59]

YG 1024 1 [59]

YG 1026 1 [59]

YG 1029 1 [59]

TA 97 1 [50]

Wryniki wigkszosci autoréw stosujacych szczepy TA 98
i TA 100 do oceny aktywnosci mutagennej zanieczysz-
czen gleby wskazujg na wigksza wrazliwo$¢ szczepu
TA98 [1, 7, 9, 11, 16, 23, 25, 26, 29, 30, 37, 38, 56].
Na wigksza wrazliwo$¢ szczepu TA 98 niz TA 100 wska-
zywaly takze wyniki analizy danych literaturowych
dokonanej przez White i Claxton [60]. Pozwala
to wnioskowac, ze wirdd zanieczyszczen gleby przewa-
Zzaja mutageny powodujace powstawanie mutacji zmiany
fazy odczytu, na wykrywanie ktérych pozwala szczep
TA 98, nie za§ mutageny powodujace powstawanie
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mutacji typu zmiany par zasad na wykrywanie ktérych
pozwala szczep TA 100. Zdarzaly si¢ jednak przypadki
odwrotne [6, 49]. Dlatego tez zasadne jest stosowanie
w poczatkowej fazie badan obydwoch szczepéw. Pozwala
to na wybor bardziej wrazliwego z nich. Rozwigzanie
takie zastosowali z powodzeniem McDaniels iwsp.
[37] oraz Courty iwsp. [11].

Szczepy TA 97, TA 97a, TA 102, TA 104 byty spora-
dycznie stosowane do badania aktywnosci mutagennej
zanieczyszczen gleby (tab. IV). Ponadto byly one albo
w ogole nie wrazliwe na dzialanie mutagenéw zanie-
czyszczajacych badane gleby, albo wykazywaly wrazli-
wos¢ mniejsza od szczepdw TA 981 TA 100 [1]. Takze
Mortelmans i Zeiger [41] na podstawie analizy
wynikéw wielu badan aktywnoséci mutagennej réznych
mutagenéw prowadzonych w réznych laboratoriach
na przestrzeni wielu lat zalecajg stosowanie szczepow
TA 97, TA 102 i TA 104 do potwierdzania wynikéw
ujemnych testéw wstepnych z zastosowaniem szczepow
TA 981 TA 100. Szczep TA 97 pozwala na wykrywanie
mutacji typu zmiany fazy odczytu, podobnie jak szczep
TA 98, szczepy TA 102 i TA 104 umozliwiaja wykrywa-
nie mutacji typu podstawiania par zasad.

Niektore ze szczepdw stosowanych w tescie Amesa
posiadaja modyfikacje genetyczne, ktére predysponuja
je do wykazywania udzialu wybranych grup zwiazkéw
chemicznych w ogélnej mutagennosci badanej probki
o charakterze mieszaniny wielosktadnikowej. Charak-
ter taki maja ekstrakty zanieczyszczen gleby. Modyfi-
kacje genetyczne omawianych szczepéw polegaja na
pozbawieniu ich wrazliwosci na mutagenne dziatanie
niektérych grup mutagendw, albo zwigkszeniem tej
wrazliwosci. Naleza do nich szczepy Salmonella Typhi-
murium TA 98NR, TA 100NR pozbawione zdolno-
$ci wytwarzania nitroreduktazy [46, 47] oraz szczep
TA 98/1,8-DNP, pozbawiony zdolnoéci wytwarzania
nitroreduktazy specyficznej wobec nitropirenéw [45].
Szczepy te s3 pozbawione wrazliwodci na mutagenne
dzialanie nitrowych pochodnych WWA. Szczepy Sal-
monella Typhimurium YG 1021, YG 1024 maja wpro-
wadzone plazmidy zawierajace kopi¢ genu odpowie-
dzialnego za synteze nitroreduktazy, szczepy YG 1026
i YG1029 maja wprowadzone plazmidy zawierajace
kopi¢ genu odpowiedzialnego za syntez¢ O-acety-
lotransferazy. Szczepy YG 1041 i YG 1042 wykazuja
podwyzszona aktywnos¢ nitoreduktazows i O-acetylo-
transferazowa. Szczepy o zwigkszonej aktywnosci nitro-
reduktazowej sa szczegolnie wrazliwe na mutagenne
dzialanie nitropochodnych WWA, szczepy o zwigkszo-
nej aktywnos$ci O-acetylotransferazowej sg szczegélnie
wrazliwe na mutagenne dzialanie nitrowych i amino-
wych pochodnych WWA [18, 20, 53-55]. Przypadki
zastosowania szczepdw o zmienionej aktywnosci nitro-
reduktazowej i O-acetyloaminotransferazowej sa jak na
razie nieliczne i wskazuja na znaczacy udziat nitrowych
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i aminowych pochodnych WWA wéréd ogétu mutacji
powodowanych przez zanieczyszczenia gleby (tab. 5).

Wryniki dotychczasowych badan prowadzonych réz-
nych laboratoriach pozwalaja rekomendowac¢ szczepy
TA 98 i TA100 do badania aktywno$ci mutagennej
zanieczyszczen gleby. Ich pochodne o zmienionej
aktywnosci nitroreduktazowej i O-acetylotransferazowej
pozwalajg na okre§lenie udziatu nitrowych i aminowych
pochodnych WWA. Szczepy o zwigkszonej aktywnosci
nitroreduktazowej umozliwiaja wykrycie aktywnosci
mutagennej badanych préb, nawet wtedy, gdy w probie
nie ma innych mutagenéw. Szczepy pozbawione aktyw-
noéci nitroreduktazowej dadza wéwczas wynik ujemny,
podobnie jak szczepy macierzyste. Zastosowanie szcze-
péw o zwigkszonej aktywnosci nitroreduktazowej po-
winno, zatem mie¢ pierwszenstwo przed zastosowaniem
szczepow aktywnodci tej pozbawionych.

4. Stezenie frakcji mikrosomalnej -9 i metodyka
jej aktywacji

Do aktywacji promutagendw stosowana jest w tescie
Amesa frakcja mikrosomalna [34, 41]. Najczedciej uzy-
skuje si¢ ja z watroby szczurdéw, czasem jednak stoso-
wana jest frakcja uzyskana z watroby ssakéw innych
gatunkéw. W poszczegdlnych laboratoriach stosuje sig
rozne stezenia frakcji mikrosomalnej S-9 oraz rézne jej
aktywatory. Brakuje natomiast prac poréwnujacych sku-
tecznos¢ aktywacji promutagenéw wyekstrahowanych
z gleby przez frakcje mikrosomalna S-9 w zaleznosci od
jej stezenia i zwiazku uzytego do aktywacji jej enzymow.
Wielu autoréw pomija w opisie metodyki informacje
o przygotowaniu frakcji mikrosomalnej oraz o jej ste-
zeniu we frakeji S-9 mix.

W badaniach nad aktywnoscia mutagenna zanie-
czyszczen gleby najczesciej stosowana jest frakcja mi-
krosomalna wypreparowana z watroby szczuréw [1,
6,9, 12-16, 25, 28-30, 37, 44, 49, 50, 56, 58], rzadziej
z watroby chomikéw [39].

Do aktywacji enzymoéw tej frakeji najczesciej stoso-
wany byt Aroclor 1254 [1, 6, 9, 11-16, 23, 25, 26, 29, 30,
37, 44], ewentualnie Aroclor 1248 [59]. Cze¢$¢ autoréw
zamiast wysoce toksycznego, rakotwoérczego i trwatego
Arocloru stosuje fenobarbital sodu [49] albo fenobar-
bital z naftoflawonem [16, 56, 58, 59] wg metodyki
opisanej przez Onga iwsp. [43]. Wesp iwsp. [59]
stwierdzili jednak w badaniach wstepnych, ze frakcja
mikrosomalna aktywowana Aroclorem 1248 wykazuje
wigksza aktywnos$¢ wobec promutagenéw zanieczysz-
czajacych glebe niz frakcja aktywowana fenobarbitalem
z naftoflawonem i w badaniach zasadniczych zastoso-
wali frakcje aktywowana Aroclorem 1248. Morelli
iwsp. [39, 40] do aktywacji enzymdw watroby chomika
zastosowali 3-metylocholantren.
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Do aktywacji promutagenéw bedacych zanieczysz-
czeniami gleby w réznych laboratoriach stosowana jest
frakcja S-9 mix o réznej zawartosci frakcji S-9 uzyskiwa-
nej bezposrednio z watroby: 4% [13, 37], 7,5% [30], 10%
(11, 13, 23, 27, 28, 56, 58], 30% [9, 13, 14, 15]. Knize
i wsp. [25] zastosowali frakcje S-9 mix w ilosci odpo-
wiadajacej 2 mg biatka na plytke, Nielsen iwsp. [42]
1 mg bialka na plytke. Jedynie Donelly i wsp. [13]
Poréwnywali skuteczno$¢ aktywacji metabolicznej pro-
mutagenéw bedacych zanieczyszczeniami gleby przez
frakcje S-9 mix rézniace si¢ zawartodcia czystej frakcji
S-9. Mutagenno$¢ matych dawek badanych préb naj-
bardziej podnosita frakcja 4%, duzych 10%, frakcja 30%
wykazywata dzialanie toksyczne.

Maron i Ames [34] zalecaja stosowanie frakcji
4%, a w przypadku uzyskania wyniku ujemnego frakeji
o stezeniu 10%. Za optymalne uwazaja oni zastosowa-
nie obydwoch stezen frakcji w jednym eksperymencie,
zwracajy jednak uwage, ze rozwiazanie takie podnosi
jego koszty. Mortelmans i Zeiger [41] wopar-
ciu o analiz¢ wynikéw uzyskanych w réznych labo-
ratoriach przez autoréw 95 publikacji stwierdzaja, ze
w tedcie Amesa stosowana jest frakcja o stezeniu 4-30%.
Przy doborze jej optymalnego dla danego rodzaju
probek w niektdrych laboratoriach zaczyna si¢ od ste-
zen niskich, a w innych od stezent duzych. Autorzy ci
zalecaja dobdr stezenia frakeji w zakresie 5-30% zaczy-
najac od stezen duzych. Wyniki dotychczasowych badan
nad zréznicowaniem skutecznosci aktywacji metabo-
licznej zanieczyszczen gleby przez rézne stezenia frakcji
S-9 w S-9 mix wskazujg na toksyczno$¢ stezen wysokich
[13]. Przemawia to za zastosowaniem w eksperymencie
wstepnym niewielkich stezen frakgji i zwigkszaniem ich
w kolejnych eksperymentach w przypadku uzyskania
wynikéw ujemnych. Rozwigzanie takie z punktu widze-
nia praktyki laboratoryjnej ma szereg zalet. Umozliwia
wykrycie aktywnos$ci mutagennej niewielkiej dawki
mutagenéw, a co za tym idzie zwigksza wrazliwos¢ testu.
Pozwala to tez ograniczy¢ wielko$¢ prébki niezbednej
do badan, a w konsekwencji ilo$¢ rozpuszczalnikow
zuzytych do jej ekstrakeji. Ograniczenie zuzycia frakeji
ma nie tylko wymiar finansowy, ale i etyczny, pozwala
bowiem zminimalizowa¢ liczb¢ zwierzat niezbednych
do jej uzyskania oraz zuzycie wysoce niebezpiecznych
odczynnikéw, takich jak Aroclor.

Aroclor 1254 jest najpowszechniej stosowanym i naj-
bardziej uniwersalnym induktorem enzymdw mikroso-
malnych [34, 41]. Przemawia to za stosowaniem go do
aktywacji mieszaniny wielosktadnikowej, jaka jest eks-
trakt zanieczyszczen gleby. Pozostate zwigzki stosowane
do aktywacji enzyméw mikrosomalnych moga wyka-
zywal wigksza skutecznos¢ aktywowaniu niektdérych
zwigzkéw. Fenobarbital skuteczniej aktywuje aminy
aromatyczne, jest jednak nieefektywny w aktywowaniu
niektérych weglowodoréw aromatycznych [2]. Sku-
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teczng alternatywgq dla Arocloru okazala si¢ natomiast
mieszanina fenobarbitalu i B-naftoflawonu [35, 43].
Znalezienie takiej alternatywy jest wazne ze wzgledu na
zagrozenie jakie wyjatkowo trwaly i wysoce rakotwdrczy
Aroclor stanowi dla pracownikéw laboratorium oraz dla
srodowiska oraz ze wzgledu na trudnodci w precyzyj-
nym dozowaniu cieczy o znacznej lepkosci [34].

Do aktywowania mutagenéw posrednich w tedcie
Amesa wykorzystywana jest frakcja mikrosomalna
uzyskiwana z watroby, rzadziej nerek albo ptuc. Pluca
s3 jednak trudne do homogenizacji ze wzgledu na ich
gabczasty strukturg, s3 takze mniej sterylne niz watroba.
Ponadto frakcja uzyskana z watroby wykazuje najwigk-
sza aktywno$¢ enzyméw odpowiedzialnych za aktywacje
promutagenéw. Organy, z ktorych otrzymuje si¢ frakeje
mikrosomalng najczesciej pozyskuje si¢ ze szczurdw,
a takze z chomikéw, $winek morskich, myszy oraz ludzi
[34, 41]. Maron i Ames [34] zalecaja generalnie
stosowanie w tescie Amesa frakcji mikrosomalnej uzy-
skanej z watroby szczuréw, zwracaja jednak uwage, ze
w niektorych przypadkach frakcja uzyskana z watroby
chomikéw moze skuteczniej aktywowad promutageny.
Dzieje si¢ tak w przypadku np. nitrozoamin [5].

Dalsze badania nad aktywacja promutagenéw zanie-
czyszczajacych gleby powinny pozwoli¢ na ostateczne
zastapienie Arocloru innymi aktywatorami enzymow
oraz okresli¢ standardowe stezenie frakcji mikroso-
malnej. Standardowa procedura powinna okresla¢ takze
gatunek ssaka oraz jego organ, z ktérego pochodzilyby
enzymy uzywane w tescie do aktywacji promutagendw.
Wyjasnienia wymaga tez kwestia, czy mozliwe jest stwo-
rzenie procedury uniwersalnej, ktéra bedzie mogta by¢
stosowana do badania wszystkich prébek gleby, czy tez
konieczne jest jej zréznicowanie w zaleznosci od prze-
wazajacej w danej glebie grupy zanieczyszczen. Wyniki
badann dotychczasowych pozwalaja rekomendowac
tymczasowo zastosowanie frakeji uzyskanej z watroby
szczuréw ze wzgledu na powszechno$¢ jej stosowania.

5. Preinkubacja

Oryginalna procedura testu Amesa przewiduje moz-
liwos$¢ zastosowania preinkubacji w celu przedtuzenia
czasu kontaktu bakterii testowych z badana probka. Nie-
ktorzy autorzy stosowali ten wariant testu do badania
genotoksyczno$ci zanieczyszczen gleby [12, 44]. Nie ma
jednak prac, ktorych autorzy poréwnaliby efekt muta-
genny powodowany przez zanieczyszczenia wyekstra-
howane z gleby w tescie bez i z preinkubacja.

6. Podsumowanie
Test Amesa jest powszechnie stosowany do bada-

nia aktywnosci mutagennej préb srodowiskowych,
w tym zanieczyszczen gleb. Zanieczyszczenia te przed
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wprowadzeniem do testu musza by¢ wyekstrahowane
z gleby. Najczgsciej w tym celu stosowana jest ekstrak-
cja na zimno w lazni ultradzwickowej oraz ekstrakcja
w aparatach Soxhleta. W pismiennictwie nie ma infor-
magcji na temat zréznicowanie skutecznosci réznych
technik ekstrakcji. Rozpuszczalnikami najpowszechniej
stosowanymi do ekstrahowania zanieczyszczen gleb sa
dichlorometan i metanol. Powszechno$¢ zastosowania
tych samych rozpuszczalnikéw ulatwia poréwnywa-
nie wynikéw, nie powinna by¢ jednak kryterium ich
doboru. Czgsto najskuteczniejsza byta ekstrakcja meta-
nolem. Niektérzy autorzy do ekstrakeji zanieczyszczen
gleb stosowali mieszaning albo sekwencj¢ rozpusz-
czalnikéw. Skutecznos$¢ ekstrakcji réznymi rozpusz-
czalnikami wykazywata zréznicowanie w zaleznosci
od rodzaju gleby oraz skladu jej zanieczyszczen. Mato
skuteczna byta ekstrakcja zanieczyszczen gleb w postaci
odciekéw wodnych. Na ogét wykazywaty one niewielka
genotoksycznos$¢ w tescie Amesa. Zréznicowanie tech-
nik ekstrakcji oraz stosowanych w niej rozpuszczalni-
kéw powoduje, ze istniejace obecnie dane literaturowe
sa niewystarczajace do okreslenia optymalnych warun-
kéw ekstrakcji (czasu, temperatury, proporcji miedzy
gleba a rozpuszczalnikiem).

Znaczne zréznicowanie wykazywaly takze liczne
warianty techniki samego biotestu stosowane przez
autoréw poszczego6lnych prac. Organizmami testowymi
najczesciej byly szczepy Salmonella Typhimurium TA 98
i TA 100. Zréznicowanie ich wrazliwosci na genotok-
syczne dziatanie ekstraktéw wigkszosci gleb wskazy-
walo, ze w glebach obecne sa gldwnie zanieczyszczenia
powodujace powstawanie mutacji zmiany fazy odczytu,
na wykrywanie ktérych pozwala szczep Salmonella
typhimurium TA 98, nie za§ mutacje podstawiania par
zasad, na wykrywanie ktérych pozwala szczep Salmo-
nella Typhimurium TA 100. Do aktywowania promuta-
gendw najczesciej stosowana byla w réznych stezeniach
frakcja mikrosomalna S-9 otrzymana z watroby szczu-
réw, aktywowana Aroclorem 1254. Niektorzy autorzy
stosowali do oceny genotoksyczno$ci zanieczyszczen
gleb wariant testu Amesa z preinkubacja. Nie ma jednak
prac, ktérych autorzy okresliliby wplyw preinkubacji na
wielkos¢ efektu mutagennego w tescie Amesa.

Zebrane dane z pismiennictwa wskazuja na znaczna
przydatno$¢ testu Amesa do oceny aktywnosci muta-
gennej zanieczyszczen gleb. Poréwnywanie wynikéw
otrzymywanych przez réznych autoréw utrudnia zroz-
nicowanie technik ekstrakcji, stosowanych w niej roz-
puszczalnikéw oraz niektérych aspektéw samego bio-
testu: dobdr szczepéw testowych, stezenie i sposob
przygotowania frakcji mikrosomalnej S-9 stosowanej
do aktywowania obecnych w prébkach promutagenéw
oraz celowosci stosowania preinkubacji. Pozwoli to na
ujednolicenie techniki ekstrakcji i biotestu z uwzgled-
nieniem zrdéznicowania rodzajéw gleb oraz obecnych
w nich zanieczyszczen.
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