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¥ pracy opisano metodyke pobierania aerozolu na
stanowiskach pracy i izolowania z pobranych préb aero-
zolu substancji do badari mutagennosci testem Amesa.
Przedstawiono réwnie¢ zasade opracowania wynikéw uzys-
kanych za pomocq testu Amesa oraz kryteria oceny nara-
2enia zawodowego pracownikoéw.

1. NIEZBEDNY SPRZET, MATERIALY I ODCZYNNIKI
Sprzet

1. Pompy o duiej wydajnosci ok. 30 - 100 -3/godz.. np. firmy Staplex Air, Sampler
Division USA 1ub produkcji krajowej - urzadzenie odciggowe dyméw spalinowych
IW0-2 2z Gliwickiej Fabryki Urzadzeh Wentylacyjnych "Gliwént", Gliwice, ul. Tar-
nogérska 13 _

2. Anemometr, np. anemometr reczny AR-2, dystrybutor - Gwarectwo Automatyzacji
Gérnictwa "EMAG", Katowice, ul. Armii Czerwonej 83A

3. Stoper

4. Pluczka ultradiwigkowa, typ UM-4 - Zaklad Urzadzenh Technologicznych, Olsztyn ,
ul. Ketrzynskiego 8

5. taznia wodna

6. Waga analityczna

7. Zlewki

8. Erlenmayerki, szczelnie zamykane

Materiaty i odczynniki

Filtry szklane firmy Whatman, typ GF/A
Bibula filtracyjna Whatman 1

Aceton cz.d.a.

Argon

Instrukcja metodyczna dla pracownikéw stuzb nadzoru nad warunkami pracy w prze-
mydle opracowana w ramach tematu CPBR 11.5.68.3. ~- program "Zwalczanie choréb
nowotworowych"
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2. POBIERANIE PROB FAZY STALEJ AEROZOLU

Aerozol (pyl, dym) wystepujacy w édrodowisku pracy pobiera sie na filtry za
pomoca pomp o duzej wydajnoéci. Najczeéciej stosowane sq filtry szklane firmy
Whatman typu GF/A. Na tego rodzaju filtrach zatrzymywane sa czastki pyléw i dymow
o érednicy powyiej 1 pm [5 — 8]. Wielkodé¢ filtra uzaleiniona jest od typu pompy.
Do pobierania aerozolu zalecane s filtry o duiych powierzchniach, tj. okolp 100
- 500 cm? ze wzgledu na to, Ze w jednostce czasu otrzymuje sie wieksza mase
pylu/dymu zatrzymanego na filtrze. Przed pobraniem i po pobraniu préb filtry
naleiy -zwazyé w tych samych warunkach mikroklimatycznych (temperatura i wilgot-
nosé¢) z doktadnoéciq przynajmniej do 0,1 mg. Préby aerozolu powinno éie pobieraé
na stanowiskach pracy w strefie oddychania pracownika. Podczas pobierania préb
nalezy kontrolowaé¢ szybkosé przeplywu powietrza przez filtr w celu okreédlenia
objetoéci przefiltrowanego powietrza. Szybkoéé przeplywu powietrza przez filtr
zmienia s8i@ w czasie pobierania, gdyz pory filtra ulegajqa zatykaniu w wyniku
osadzania sie czastek pylu i dymu. Liniowgq szybkoéé przeplywu powietrza przez
filtr moina mierzy¢ w sposbéb ciagly za pomocq przeplywomierza lub okresowo za
pomocaq .anemometru. Czas pobierania préb powinno okreélié¢ sie eksperymentalnie.
Zaleca s8ig pobieranie préb przez okres zmiany roboczej lub podczas procesdéOw za-
chodzacych cyklicznie w czasie zmiany roboczej, w trakcie ktérych moze dochodzié
do emisji substancji mutagennych. W badanym drodowisku pracy préby aerozolu po-
winno pobieraé si¢ co najmniej dwukrotnie (w réinych dniach lub porach roku),
przy czym kazdorazowo po 2 - 3 préby na badanych stanowiskach pracy. Pyly osa-
dzone na filtrach powinno chroni¢ sie¢ przed dziataniem swiatla slonecznego, np.
stosujac do tego celu folie aluminiowq 1 przechowywaé w  niskiej temperaturze
przynajmniej +4°C nie diuiej niz przez tydzien lub przez dluiszy okres w tempe-
raturze -20°C, aby zminimalizowa¢ procesy fotoutleniania i degradacji aktywnych
chemicznie zwiazkéw chemicznych [9]. W celu zbadania mutagennoéci substancji
wystepujacych w powietrzu na stanowisku pracy z uiyciem jednego szczepu bakte-
ryjnego naleiy pobraé¢ na filtr lub filtry co najmniej 100 mg pytlu.

3. IZOLOWANIE SUBSTANCJI MUTAGENNYCH

W zaleznosci od masy pylu pobranego na filtr na stanowisku pracy substancje
mutagenne ekstrahuje sig¢ z kazdego filtra odzielnie lub z 2 - 3 filtr6éw po po-
taczeniu razem. Filtr lub filtry z pobranym pylem po pocieciu noiyczkami na dro-
bne czesci umieszcza sie w szklanym naczyniu (zlewka, kolba Erlenmayera) o po-
jemnosci okolo 150 ml, zawierajacym 100 ml acetonu lub innego rozpuszczalnika
(metanol, dwuchlorometan, cykloheksan lub mieszaniny rozpuszczalnikéw). Zawartosé
w naczyniu poddaje si¢ dziataniu ultradiwiekéw w pluczce ultradiwiekowej przez 15
- 20 min w temperaturze pokojowej i pozostawia na 2 - 3 godz. Po wymieszaniu za-
wartosci oddziela sie rozpuszczone czastki fazy statej przez przesaczenie przez
bibute Whatman 1, ktéraq przemywa sie dodatkowo kilkoma mililitrami acetonu
(rozpuszczalnik) w celu doktadniejszego wymycia substancji z pylu zatrzymanego na
bibule. Rozpuszczalnik odparowuje sie¢ w lazni wodnej o temp. 70°C w atmosferze
argonu. Caly proces ekstrakcji naleiy przeprowadzaé w zaciemnionym pomieszczeniu
lub przy 26tltym swietle w celu zminimalizowania wplywu éwiatlg dziennego na pro-
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cesy fotoutleniania izolowanych substacji. Rownolegle takq samq procedur¢ naleizy
przeprowadzié¢ z ciysty- filtrem tego samego typu (filtr kontrolny), na ktéry nie
pobierano aerozolu. Pozostaloéé po odparowaniu szczelnie zamyka sie i przechowuje
w temperaturze -80°C do badarn mutagennosgci, lecz nie dluiej niz przez miesiac.

4. OCENA AKTYWNOSCI MUTAGENNEJ SUBSTANCJI IZOLOWANYCH Z FAZY STALEJ AEROZOLU

Do badania wtadciwosdci mutagennych substancji wyekstrahowanych z pylu i dymu
pobranego na stanowiskach pracy stosuje sie plytkowy test Amesa. Testowanie sub-
stancji przeprowadza'sie z utyciem bakterii szczepoéw Salionella typhimurium TA98
lub/i TA100 w nieobecnodéci i w obecnodci frakcji S9 otrzymanej z watroby szczuréw
po indukcji enzyméw mikrosomalnych Aroclorem 1234. Dokladne wykonanie testu Amesa
opisane jest w pracy nt. ujednoliconej metodyki plytkowego testu Amesa [1].

5. OPRACOWANIE WYNIKOW

Wyniki testu przedstawiane sq jako srednia liczba kolonii histydyno-nieza-
leznych rewertantéw na dawke pylu. Otrzymane wyniki poddaje sie standaryzacji,
obliczajac 1liczbe mutacji indukowanych 1 aktywnoéé mutagenngq aerozolu wg
nastepujacych wzoréw:

Liczba mutacji indukowanych (rewertantéw) = a - b, gdzie:

a - érednia 1liczba rewertantéw na plytkach, do ktérych dodawano ekstrakt
pPylu,

b - liczba rewertantéw na plytkach, do ktérych dodawano ekstrakt z czystego
filtra.

liczba indukowanych rewertantoéw

Aktywnoéé mutagenna aerozolu =
c

gdzie: c - zawartoéé pylu w mg lub objetodé powietrza w m3, 2 ktérej wyekstra-
howane substancje dodawano na plytki.

6. INTERPRRETACJA

Wedlug przyjetych kryteriéw substancje ekstrahowane z fazy stalej aerozolu
oceniane sa jako mutagenne, jeieli wystepuje zaleinoéé wzrostu liczby mutacji
(rewertantéw) od dawki pylu (zaleino&é dawka - odpowiedf). Wielkoédé naratenia
zawodowedo pracownikéw na substancje o wladciwodciach mutagennych szacuje sie¢ na
podstawie aktywnoéci mutagennej aerozolu, wystepujacego na stanowiskach pracy w
‘badanym $&rodowisku. Ze wzgledu na brak odpowiednich norm higienicznych stopief
zagrotenia czynnikami mutagennymi w Arodowisku pracy moina ocenié¢ jedynie

73



poréwnujac wielkodé naratenia w badanym érodowisku pracy z narateniem na czynniki
mutagenne, wystepujacym w drodowisku ekologicznym czlowieka, najczedéciej w éro-
dowisku komunalnym.
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J. Palus, E. Janik-Spiechowicz, B. Barafiski

USING AMES TEST FOR IDENTIFICATION THE SOURCES OF EXPOSURE
AND THE GROUPS OF EXPOSED WORKERS TO THE MUTAGENIC SUBSTANCES IN THE ?OUNDRIBS

Summary

Methodology of sampling of the aerosol on the work-post and of 1isolating
the substances from the particular matter samples for mutagenic studies using
Ames test have been described. Besides that, the guidelines for data analysis and
interpretation including the assessment of occupational exposure, to mutagenic
substances are given.
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