
ROCZN. PZH, 1972, Т. XXII, NR 4 

JOLANTA BAŃKOWSKA, ANNA BOJANOWSKA 

ODTRUWANIE INSEKTYCYDU FOSFOROORGANICZNEGO 

W WYNIKU INDUKCJI ENZYMATYCZNEJ 

POWODOWANEJ PRZEZ HERBICYDY MOCZNIKOWE 

Z. Zakładu Toksykologii Sanitarnej Państwowego Zakładu Higieny w Warszawie 

Kierownik: prof. dr A. Bojanowska 

Oznaczano aktywność acetylocholinoesterazy po upływie 1 godz. od 

chwili podania parationu w ilości 10 mg/kg ciężaru ciała w pełnej krwi 

i tkance mózgowej szczurów eksponowanych uprzednio przez 5 dni 

na diuron, linuron i chlortoluren. 

W pomitochondriainym supernatancie wątroby tych samych szczu- 

rów określano aktywność 0-demetylazy. 

Pochodne mocznikowe stanowią ważną dla rolnictwa grupę herbicydów 
znajdujących rozległe zastosowanie do zwalczania chwastów dwuliścien- 
hych w uprawach rolniczych. Selektywność w stosunku do wielu roślin 
uprawnych oraz łatwość i bezpieczeństwo stosowania zapewniły tym 
związkom stałą pozycję w agrotechnice. W dawkach wyższych znajduja 
one zastosowanie jako herbicydy totalne do oczyszczania boisk, torów 
kolejowych, placów zabaw itp. 

Herbicydy mocznikowe są związkami słabo dotychczas scharakteryzo- 
wanymi toksykologicznie. Ich toksyczne oddziaływanie na organizm 
szczura dotyczy głównie zmian hematologicznych. 

Herbicydy mocznikowe wydają się być słabymi induktorami zlokali- 
zowanych we frakcji mikrosomowej komórek wątroby „enzymów meta- 
bolizujacych ksenobiotyki” [4]. Enzymy te stanowią najważniejszy me- 
chanizm odtruwania obcych ustrojowi substancji. Z tego względu jakie- 
kolwiek oddziaływanie na zmiany aktywności tych enzymów decyduje 
w konsekwencji o odporności organizmu na późniejsze chemiczne eks- 
pozycje. Ma to szczególne znaczenie w przypadku związków, na których 
wpływ człowiek może być narażony w ciągu całego życia. 
Przedstawiona praca dotyczy oznaczenia pośredniego działania indu- 

kującego diuronu, linuronu i chlortoluronu na podstawie zdolności odtru- 
wania związków fosforoorganicznych. Technologie w/wym. herbicydów 
są obecnie w Polsce opracowywane, a uruchomienie produkcji krajowej 
jest przewidziane w latach 1974—1975. 

Obniżenie toksyczności związków  fosforoorganicznych obserwowane 
przez niektórych badaczy u zwierzat poddanych uprzedniej ekspozycji na 
chłorcorganiczne stymulatory „enzymów metabolizujacych substancje 
obce” [1] było motywem sprawdzenia przebiegu tego zjawiska w przy- 
padku zastosowania herbicydów mocznikowych. Jako miernik stopnia 
zatrucia przyjęto oznaczenie zahamowania aktywności acetylochołinoeste- 
razy w tkance mózgowej i krwi szczurów, którym podawano paration po 
uprzedniej 5-dniowej ekspozycji na 1/5 i 1/10 LD;, odpowiednich herbi- 
cydów mocznikowych dziennie.
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W pomitochondrialnym supernatancie wątroby szczurów pochodzących 
z tego samego doświadczenia oznaczano aktywność O-demetylazy ce- 
lem określenia stopnia indukcji tego układu. 

MATERIAŁ BIOLOGICZNY, ODCZYNNIKI I METODYKA 

Badania prowadzono na ok. 6-tygodniowych samcach szczurów rasy Wistar 

o ciężarze ciała 80—120 g otrzymanych z Instytutu Żywienia i Żywności w War- 

szawie. 

Badane herbicydy: 1. Diuron — syntezy Instytutu Przemysłu Organicz- 

nego w Warszawie, o temp. topn. 156—158°C i zawartości: 94.8% N-(4,5-dwuchloro- 

fenylo)-N,N-dwumetylomocznika. 2. Linuron (metoksydiuron) — syntezy Instytutu 

Przemysłu Organicznego w Warszawie o temp. topn. 92-—-94° ij zawartości ca 98% 

N'-(3.4-dwuchlorofenylo)-N-metoksy-N-metylomocznika. 3. Chlortoluron — firmy 

Ciba o temp. topn. 146—148? i zawartości 99,4% N'-(3-chloro-4-metylofenylo)-N-dwu- 

metylomocznika (nazwa firmowa Dicuran). 

Odczynniki: 1. Paration — substancja techn. 97% — Cheminova; rozpusz- 

czany w oleju z oliwek w stężeniu 1 mg w 1 ml. 2. Jodek acetylotiocholiny — 
Chemapol, Czechosłowacja. 3. DTNB  (5-dwutio-bis-2-nitrobenzoesan sodowy) — 
Serva. 4. p-nitroanizol, otrzymany z Imstytutu Przemysłu Organicznego w Warsza- 
wie, o temp. topn. 53—56%. 5. NADPH (zredukowana forma fosforanu dwunukleoty- 

du nikotynoamidoadeninowego) — Fluka A.G. Buchs S.E. 6. Nikotynoamid — BDH 

Laboratory Chemicals Division England. 

Ponadto w badaniach stosowane byly krajowe odczynniki chemiczne (P.O.Ch.) 
o czystości analitycznej. 

METODYKA 

1. Zawartość białka oznaczana była metodą biuretową [3]. 

2. Aktywność acetylocholinoesterazy (hydrolaza acetylocholiny, 3.1.1.7, AChB) 
oznaczana była wg metody Elimana G. L. i współpr. [2]. Zasadą metody jest po- 
miar szybkości wytwarzania tiocholiny z acetylotiocholiny stosowanej w oznacze- 
niu jako substrat. U'wolnione na skutek hydrolizy grupy tiolowe tiocholiny wcho- 
dzą w reakcję z 5-dwutio-bis-2-nitrobenzoesanem z wytworzeniem żółto zabarwio- 
nego anionu kwasu 5-tio-2-nitrobenzoesowego o maksimum absorpcji przy 412 nm. 

3. Aktywność O-demetylazy oznaczana była wg Neala R. A. i Du Bois K. P. 
[5, 7]. Metoda polega na spektrofotometrycznym pomiarze (przy 410 nm) ilości uwol- 
nionego w ciągu 1-godzinnej inkubacji w temp. 37? p-nitrofenolu z p-nitroanizolu 

stosowanego jako substrat. 

PRZEBIEG DOŚWIADCZENIA 

Grupom szczurów (3—6 sztuk w każdej grupie) podawano codziennie sondą przez 
5 dni po 1/5 i 1/10 LDy, badanych preparatów herbicydowych *) w 1—2 ml emul- 
sji olejowej, tj. po 680 i 340 mg/kg diuronu, 700 i 350 mg/kg linuronu oraz 2000 
i 1000 mg/kg ciężaru ciała chlortoluronu. Zwierzęta kontrolne otrzymywały odpo- 
wiednią objętość oleju bez zawartości preparatów. 

Szóstego dnia szczurom podawano dootrzewnowo paration w ilości 10 mg/kg **). 
Po upływie 1 godz. od momentu wstrzyknięcia, zwierzęta dekapitowano, a w ich 
tkance mózgowej i pełnej krwi oznaczano aktywność acetylocholinoesterazy. 

*) Ostra toksyczność doustna dla szczurów wyrażona jako ГО wynosi: dla 
diuronu — 3400 mg/kg, linuronu — 3500 mg/kg i chlortoluronu — 10000 mg/kg 
ciężaru ciała. 

**) 1 ml olejowego roztworu parationu/100 g szczura.
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„Ze szczurów zdekapitowanych izołowano również wątroby, które stanowiły ma- 

teriał do oznaczania aktywności O-demetylazy *). Aktywność tę oznaczano w ро- 

mitochondrialnym supernatancie otrzymanym przez wirowanie 20% homogenatu 

wątroby (w 0,2 M buforze fosforanowym o pH 7,4) przy 10000 g przez 15 min. 

Obliczenia statystyczne 

Wyniki zebrane w tabelach opracowane zostały statystycznie w posta- 

ci wartości średnich z uwzględnieniem średniego błędu średniej (x + Sx). 
W rubrykach przedstawiających wartości średnie z prób badanych do- 
datkowo w postaci ,,P” wyrażone jest (obliczone testem Studenta) praw- 
dopodobieństwo wystąpienia przypadkowych wartości w grupie badanej 
w porównaniu z grupą kontrolną. 

Na histogramach średnie wartości aktywności wyrażone są w procen- 
tach aktywności kontroli, a przedziały ufności w postaci współczynnika 
zmienności średniej. 

Tabeła I 

Średnia aktywność acetylocholinoesterazy u eksponowanych uprzednio na herbicydy 

mocznikowe szczurów po upływie 1 godz. od chwili otrzymania parationu w ilości 10 mg/kg 

ciężaru ciała 

  

  

  

  
        
          

Dawka Aktywność acetylocholinoesterazy 

w tkance | : z 
Herbicyd dzienna łączna |liczba mózgowej liczka| © Poliej kmat 

mgjkg/dzieńj mg/kg | prób | umole substr./ | prób anal ыы. 

[10 mg * min. i /LO pl + min. 
| i 

h | 
Diuron 0 0. 5 11,94+1,73 5 3,31-40,69 
LD:;,=3400 mg/kg 340 1700 11 27,84 -- 4,63 11 4,60-+ 0,50 

P=0,045 P=0,437 

680 3400 11 27,03+1,93 10 3,23+0,10 

P=0,000 _ P= 0,845 

Linuron | 0 0 3 2,16-0,36 | 3 | 1,05-+ 0,19 

LD:»=3500 mg/kg 350 1750 3 5,45+0,38 | 8 |  2,46-0,12 

P=0,000 P=0,000 

| 700 3500 3 3,25 -- 0,96 3 2,11--0,13 

i P=0,333 | |  P=0,000 

Chlortoluron | 0 0) 6 17,893,03 | 6 ,  1.420,12 
LD;o=10000 mg) ; 1000 5000 6 22,7742,19 | 6 | 3,88-0,92 

[kg ! | P=0,341 | ‚ P=0,026 

| 2000 10000 | 5 15,78+3,02 | 5 | 3,00--0,61 

| |  P=0,625 | | P=0,021   
OMÓWIENIE WYNIKÓW 

Średnie, bezwzględne wartości wyników poszczególnych oznaczeń akty- 
wności acetylocholinoesterazy zebrane są w tabeli I, a ryc. 1, 2i 3 przed- 

*) Środowisko reakcyjne opisane przez K. J. Nettera i G. Seidela [17] zostało 

nieco zmienione; zamiast 2,6 umola NAD stosowano 1,3 umola NADPH.
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stawiają graficzny obraz pomiarów wyrażony w procentach aktywności 
w stosunku do grupy kontrolnej. 
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Ryc. 1. Ryc. 2. 

Ryc. 1. Zmiany aktywności acetylocholinoesterazy u eksponowanych uprzednio przez 5 dni na diuron szczurów po upływie 1 godz. od chwili otrzymania parationu w ilości, 10 mg/kg ciężaru ciała: Dawka: A — 0 (kontrola), В — 340, С — 
: 680 mg/kg/dzień. 

Ryc. 2. Zmiany aktywności acetylocholinoesterazy u eksponowanych uprzednie Przez 5 dni na linuron szczurów po upływie 1 godz. od chwili otrzymania para- tionu w ilości 10 mg/kg ciężaru ciała. Dawka: A — 0 (kontrola), B — 350, C — 
. 700 mg/kg/dzien. 

Tkanka mozgowa 

Ryc. 3. Zmiany aktywności acetylo- 
cholinoesterazy u eksponowanych 
uprzednio przez 5 dni na chiortolu- 
ron szczurów po upływie 1 godz. od 
chwili otrzymania parationu w ilo- 
ści 10 mg/kg ciężaru ciała. Dawka: 
А — 0 (kontrola), B — 1000, C — 

2000 mg/ks/dzień. 

  

W przypadku ekspozycji szczurów na 1/10 LD;, diuronu, linuronu 
i chlortoluronu w tkance mózgowej i krwi zwierząt zatrutych paratio- 
nem obserwowano wyższe aktywności acetylocholinoesterazy niż przy 
zastosowaniu 1/5 LDxzy. Ta ostatnia, pięciokrotnie podana dawka była 
prawdopodobnie za wysoka i spowodowała uszkodzenia układów enzy- 
matycznych powodujących metabolizm parationu. 

Przy zastosowaniu 1/10 LD;, badanych herbicydów mocznikowych, 
istotne różnice w aktywności acetylocholinoesterazy w porównaniu z kon- 
trolą wystąpiły w tkance mózgowej szczurów eksponowanych na diuron 
i linuron. W pełnej krwi natomiast istotne różnice zaobserwowano 
u szczurów eksponowanych na linuron i chlortoluron. Zatem, jedynie w 
przypadku linuronu istotne różnice w aktywności acetylocholinoesterazy 
wystąpiły zarówno we krwi jak i w tkance mózgowej. 

Stopień zahamowania aktywności acetylocholinoesterazy u zwierząt 
pod wpływem określonej dawki związków fosforoorganicznych jest de- 
terminowany nie tylko przez gatunek, płeć, drogę i sposób podawania 
ale również przez inne czynniki, takie jak stan fizjologiczny i indywidu-



Nr 4 Odtruwanie insektycydu fosforporganicznego 491 

alne właściwości odpornościowe organizmu. Stąd najprawdopodobniej 
wywodzą się różnice w aktywnościach acetylocholinoesterazy u poszcze- 

gólnych grup zwierząt kontrolnych po podaniu parationu. 
Zjawisko szybszego odtruwania parationu u zwierząt eksponowanych 

uprzednio na herbicydy mocznikowe następuje przypuszczalnie na dro- 
dze stymulacji przemiany ustrojowej tego związku w kierunku powsta- 
wania metabolitów o małej toksyczności. Zmniejsza się prawdopodobnie 
intensywność procesu oksydatywnej biotransformacji prowadzącego do 

powstawania silniejszego inhibitora acetylocholinoesterazy jakim jest pa- 
raokson. Może również nastąpić wzmożenie procesów hydrolitycznych 

i dealkilacyjnych prowadzących do degradacji parationu lub paraokso- 
nu zanim osiągnie on zakończenia nerwowe, gdzie acetylocholinoesteraza 
zgromadzona jest w większych ilościach [6]. 

W pomitochondrialnym supernatancie wątrób szczurów pochodzących 
z wyżej opisanego doświadczenia oznaczona została aktywność O-deme- 
tylazy p-nitroanizolu. Średnie, bezwzględne wartości wyników poszcze- 
gólnych oznaczeń przedstawiono w tab. II, a ryc. 4 stanowi graficzny 
obraz pomiarów wyrażony w procentach aktywności w stosunku do kon- 
troli. 

Tabela II 

Średnia aktywność 0-demetylazy w pomitochondrialnym supernatancie wątroby szczu- 

rów eksponowanych uprzednio przez 5 dni na herbicydy mocznikowe w dawkach rów: 

noważych 1/10 i 1/5 LD:, dziennie 
  

| Aktywność 0-demetylazy 

. | nimole p-nitrofenolu/jmg białka 
  

  

  
  

    

| liczba K 1 liczba e | liczba. 1 
| prób | | ontrola | prób | 1/10 LD, | prób | [5 LD: 

pa alk zeta — =: = — <form 

| 20,58—-1,47 : | 25,17 1,84 
Diuron | .6 | 6,13--0,66 - 12 | ŁO 

| | | P=0,000 | | P=0,000 
| | 0 | ee fe — 

i | | 12,79+0,51 - | 15,7940,69 
Linuron | 6 | 5464079 | 5 5 | 

5600 | 509 
| | | 6,59+0.56 | 9,30 1,41 

Chlortoluron | 6 | 3,77-20,49 | 6 | 5 | 
| | P—0,008 | Р=0,003 

I 1 ' l 

Dla wszystkich trzech badanych preparatów wystąpiła zależność: wyż- 
sza dawka — większy wzrost aktywności. Spośród badanych herbicydów 
mocznikowych najsilniejsze właściwości wzmagające szybkość przebiegu 
O-demetylacji p-nitroanizolu wykazał diuron, a najsłabsze chlortoluron. 

WNIOSKI 

1. Podawanie w ciągu 5 dni po 1/10 LD;z, dziennie diuronu, linuronu 
i chlortoluronu wpłynęło w zasadniczy sposób na zmniejszenie objawów
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Ryc. 4. Zmiany aktywności 0-demetylazy w pomitochondrialnym supernatancie 
wątroby szczurów eksponowanych uprzednio przez 5 dni na herbicydy moczniko- 

wie. Dawka: A — 0 (kontrola), B — 1/10 LDz, € — 1/5 LD%,. 
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intoksykacji przy późniejszych zatruciach parationem, co jest szczegól- 
nie widoczne w przypadku linuronu i diuronu. 

2. Zwiększonej szybkości odtruwania parationu u szczurów towarzy- 
szył wyraźny wzrost aktywności 0-demetylazy. 

И. Баньковска, А. Бояновска 

НЕЙТРОЛИЗОВАНИЕ ЯДА ФОСФОРООРГАНИЧЕСКОГО ИНСЕКТИСИДА 
В РЕЗУЛЬТАТЕ ЭНЗИМАТИЧЕСКОЙ ИНДУКЦИИ ВЫЗВАННОЙ 

МОЧЕВИНОВЫМ ГЕРБИЦИДОМ 

Содержание 

Самцов крыс породы Вистар, ростом около 6 недель, подвергали экспозиции 

ежедневно в продолжении 5 дней на 1/5 и 1/10 ЛД» диурона, линурона и хлор- 

толурона. Шестого дня животным подавали паратион в дозе 10 мг/кг веса тела 

и после 1 часа в мозговой ткани и полной крови определяли активность аце- 

тилхолинэстераза. 

В супернатанте помитохондриальном клеток печени крыс определяли актив- 

ность О-деметилаза. 

Замечено отчетливое занижение интоксикации паратиона у крыс подвергае- 

мых предварительно экспозиции на 1/10 ЛД» гербицидов особенно линурона и 

диурона. У крыс получающих ежедневно 1/5 ЛД» исследуемых гербицидов по- 

лучено неотчетливую картину; доза высшая вызвала, надо полагать, поврежде- 

ние энзиматических структур учавствующих в нейтрализации яда фосфороор- 

ганических инсектицидов. 

Увеличение быстроты нейтрализации яда сопутствовало при обоих уровнях 

дозирования знаменительный возраст активности О-деметилаза. 

J.Bańkowska, A.Bojanowska 

DETOXIFICATION OF ORGANOPHOSPHOROUS INSECTICIDE FOLLOWING 

ENZYMATIC INDUCTION CAUSED BY UREA HERBICIDES 

Summary 

Six-week old male rats of Vistar strain have been exposed to 1/5 and 1/10 

LD;, of diuron, linuron, and chlortoluron daily for five days. On the sixth day
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the animals were treated with parathion in the dosis of 10 mgs per kg of body 

weight and in one hour following the treatment AChE activity was estimated in 

blood and brain tissue. : , 

A clear-cut diminution of intéxication by parathion was observed in the rats 

who had been exposed to 1/10 LDs5) of herbicides, particularly to linuron and 

diuron. In the rats treated with the daily dose of 1/5 LD;) of herbicides under 

study no distinct picture was obtained, the ‘above dosis applied five times having 

probably damaged the enzymatic systems taking part in the detovification of orga- 

nophosporous insecticides. 

The increasing rate of detoxification was accompanied by a significant increase 

of 0-demethylase activity at both levels of treatment. 
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