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Wsti;p 

Niekmzystm: 0Jdzialywa11ie pestyeyth'iw 11a środowisko i zdrowie ·tudz i, wy­
sokie koszty stosowanic1 nic mog,1 być przyczyn,1 ich wyeliminowania, gdyż ilość 

i jakość produkowanej w świecie żywności uległaby znacznemu obniżeniu 1os­
r1mws1<1 ttJ93: T1sD1 :t.t., W11.soN 2001 j. Zatem kontrolowanie wpływu pcstycydl'iw na 
środowisko jest niezlx;dne IŻURAWSKJ i in . 19941- Triazyny są nadal n ajcz(,'.ścicj sto­
sowanymi herbicydami w ochronie upraw kukurydzy przed chwastami [BI/.J UK 
20()1 I- Ich dz iałanie polega na zc1hamowaniu przeniesienia clcktrnnc'iw z fotosyste­
mu PSII na plastochinon 1c111 -1<111 i in. 2lll)l I- Z powodu dużej toksyczności w sto­
sunku Lill środowiska w niedalekiej przyszłnści zos lan ,, one wyco fa ne z użytku. 

Pozostajt: jednak ::wt:stia oceny ich wpływu na .' rodowisko glebowe, w którym ku­
muluje si(,'. ich znaczna ilość. Atrazyna charakteryzuje sit; długim okresem 7.alcga­
nia w gkbit:, sit;gaj,fcym nawd 18 miesięcy [B1 :;,1uK 20011, a okres jej połowiczne­
go rozpadu w glebie może wahać sit; od 15 nawet do 77 dni [SWARCLWICI. 2002j. 

Jest to herbicyd łatwo rnigru_i,,cy w gtib prolilu glebowego i przenikający do wt'id 
gruntowych IKosTOWSKA i in. 1992 j. Dotychczasowe badania wskazują, że atrazyna, 
podobnie jak inne pestycydy, może istotnie wpływać na skład ilościowy i jakościo­
wy mikrntlnry gldmwcj, tym samym poś rednio wplywajqc na aktywność zawar tych 
,,,,, gie bit: cnzym<'iw I MJ\ t.Ke>Ml:S I tJt)7: K11 :1.1 s1.1:ws1<1\-RoK1CKJ\ 200 I I-

Celem prat:y było wskazanie enzymów, na podstawie aktywności kt6rych, 
11101.na dokonać kompleksowej oceny wpływu a trazyny na m e tabolizm gicbowy. 

Materiał i metody 

Badania przcprnwadzont: zos tały w warunkach la boratoryjnych na próbkach 
czarnej zirn1i o skladzit: granulnmt:trycznym gliny lekkiej pyl as tej charakteryzuj,\-



156 D. Kłódka. J. Nowak. E. Ku(1sk:t 

ccj sit; nisk,i zawartosw, próchnicy (l.2 1½, ) i odczynem słabo kwaśnym (pl! 
6,1-(i .9) (Bt1c;i )1\ i in. I 990] . Pobran,1 do bada11 gleb(; podsusz, m, > do pow i et rrnic 
suchej i przesiano przez sito o średnicy oczek 2 mm . 'fok przygotmvan,, gleb..; 
podzielono na jcdnokilogramowc nawa ż ki , do których wprowadzono wodne 
emulsje herbicydu Gcsaprim j()(] FW w dawkach: I -· zakc.11ll'_j przez prnduce11ta 
na uprawy (2 kg·ha 1), Il - I O x I i Ili - I 00 x I. Przygotowa 110 dl\vn iei glclw 
kontrolrn! bez dodatku preparatu. Poszczególne dawki Gcs;1primu 5()() FW ui.yte 
w doświadczeniu przcliczo1w i podano na I i'g glchv (tab. I J Przy określaniu 
dawki wzit;to po d uwagc mas<; gleby o rni,iższości 0,(l I m. 

Hcrbicvd 
I lcrb1cidc 

Z astosmvan1,; w doświadczeniu d;1wki Gcsapri1nu 5()(i I \V 
D,,ses of G 1,;saprim 500 FW applicd in 111~· cx pc rnnc111 

Substancj;i ak1 ywna 
/\ct1vc suhstancc 

Z aslos1>wanc tb wk i 
.Ą p p l1 nl doscs 

(lllllll.kg ') 

li Ili 

/ ;r, , ·;11 t nŚ(: ;II r ;I 1v 11; 

, \1r.i 1 i1!1...° l'illl l \: !ll 

(lll g· kg ;) 

11 Ili 

Gcsaprim .'iOO FW atr:u.yna 1:1 130 (, .) r, ., 11 

Przez okres tygodnia wszystkie próbki glebowe p rn.:cll<lwywano w polietyle ­
nowych woreczkach w optymalnych warunkach wilgotności i ll'mpcrntury: 20°C 
i 600i m.p.w. v.· I .. 3. i 7. dr.iu doświadczenia badano kolmyrnc1rycz n1 1..· ;1ktyw­
ność dzicwi~ciu enzymów glebowych: fosfatazy kwaśnej i zas,1dowcj według meto­
dy TJ\l!Ali \HI\ I i BRFM N F.RI\ I 19691 oraz E IVl\ /.1 i 'L\HAl1\ ll1\ r j I '177 ] w modylikac1; 
MAR(,FSIN [ 19% ): dehydrogenaz metod,1 Tr ri\l '-,11\N,\ i' %~I w 111<>dyfikac jr Or 11.r N­
( ; FR [ 1996); rcduktazy azotanowej metod,) Fu I TAl!Ali\lł 1\1 [ I !J,',lJj; ureazy metod;! 
BONM1\TI i in . 119921: /3-glukozyclazy metod,, Ho1-rvL\N,, i Dr IJI KU\ ,\ 11%5]: pernksy­
da zy metod;! Borclclcau i Bartha [B U RNS 197K ); proteazy i deamina1.y argi11innwej 
metod,, Ki\ NUl'l.l ' R 119%[. 

Wszystkie analizy laboratoryjne wykon.ino w trzech pmvt<'irzcniach. Uzyska­
IH.: wyniki opracowano statystycznie przy użyciu jednoc1.ynnikowcj analizy wari;111 -
cji . Wartości NIR obliczono zgodnie z procedura Tuk1..:y"a przy ff = 0,05. Obli­
czono wspCiłczynniki korelacji prostej Pearsona pomicdzy aklywnuści ,i pnsr:czegt',1 -
nych e nzymów we wszystkich dniach doświadczenia i po 1.aslPsowaniu wszystkich 
stt;ż c11 Gcsaprimu 500 FW oraz wykorzystano analizt,: skupid1 do aglomeracji 
enzymów w grupy o najwit;kszym stopniu powi,,zania . Do analiz statystycznych 
wykorzystano program Statystyka 7,0. 

Wyniki i dyskusja 

Uzyskane w pracy wyniki aktywności badanych c111.yrnów ;:cst ,1wi()rl() w ta­
beli 2. W celu szybkiej ich interpretacji zostały one przeliczone 1 1.aprczc111ow:1111.. 
na rys. I jako rrncent inhibicji Wyniki hacl:•11 wskci,u,ia. :i.c po z;1stosmvaniu 
wszystkich stt;żc11 Gesaprimu 500 FW aktywność badanych cnzyrn(1w była bardzo 
zmienna w czasie . Analizuj,ic aktywność fosfat azy kwaśnc,1 zaohserwowan, 1 przei ś ­
ciow,, inhihicj~ . 
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Tabela 2; 'fabie 2 

Wplvw c;csapri111u 500 FW i terminu analiz na aktywność badanych e nzymów glebowyc h 
l: lkL·t o f ( ;csaprim 500 FW and term of ana lyses on soil cnzymatic activity 

D11c:11 Dawb 
i\ B C D E F G H I 

D:11 Dnsc 

K 2%.-14 6:'i3.9(, 11.911 1.51 5,00 0,006 0 ,33 286.20 29,97 

I 288,')9 67(1J'i 0 .8(> 1,41 5,83 0 ,005 (1,Hl 95,89 .32,4 7 

I 
li 263.67 650.98 ll ,6'J 1,54 6,42 0.002 0,36 122,37 30,55 

Ili 2%.-14 6(,'i,88 1,110 1,58 6Y1 0,038 I.Ol 291,39 :lO.M 

'"IR, ,,,. 22.YJ 1:u., (1 .112 11.21 0.46 0,009 0.05 1,.12 4,'i6 LSD,,, ,, 

K -1 52)\6 (128,(,4 0,63 1,)4 7.77 0 ,023 1,34 244,73 39,81 

I -1 70.73 631 ,6 1 0 .6 1 1,5 1 7,65 0,012 1,01 220 ,40 30,00 

·' 
li -l/,') _24 65),4) 0,5 .'i 1,27 7,71 0,()19 0 ,67 281,47 3) ,'i() 

Ili 5 l .'\ .93 637.)7 0,72 1.39 8, 15 0,015 (J,78 189,39 25.04 

NIR,,," 2.1.85 14.31 IJ .03 0,14 0,J2 0,003 U,O." 11 ,67 3.43 I.SD., .,, I 

K .>18.79 .'167,9'> tl .58 1,22 8 ,2 1 0,014 1,34 39158 43.85 

I 2')') .42 .'\71.<Jll O.:i6 l,1 'i 7,26 O.Ol 6 1.29 411.23 44.3 I 

7 
li WU'J .'\93,27 054 1.-14 7.34 0,012 1,38 271,93 3<i ,33 

Ili .1 211 .28 408,17 IJ .62 152 7,72 0,(1] (i 4,09 241,87 46.42 

!'i l R. ,, ,, 
17.5.', 17.05 om 0, 12 0 ,2 1 0 ,006 0,0(, 2\50 3,21 I.S D,..,._ 

,\ t"nsl";itan kw:1ś11.1: acid phosplwlase - I' /!. p-N P·(g s.111 . glchy·h )-1: 11g p-NP·(g DM soil·h)'' 
H t"ml:11a1;i ns:,d"wa: :dka linc phospliatasc - 11g p-Nl'·(g s.m. glchy· h)-1: 11g p-NP·( g DM so il ·h) ' 

rcduk1:11a :m,1:,nrnva: 11itralc rcductasc -11g N-N0, -·(5 g s.m . glchy·24 h)-1: 11g N -NO, -- ·('i g 
1)\-1 ,.,112-l h) ' 

I) 111L·: ,1;,: ur e;isc- -1,g !'i-N Ii, · ( g s.m. gkhy0.7:i h ) ·' : 11g N-N H,·(g DM so il-0.75 h) 1 

L /1-gluk,izvd:,;a : / i-!,: lunis idasc - mg sa hgc111ny·( IO g s. n1. gkhy-3 h)·1; mg saligcnim:·( IO g DM 
soiH h) 1 

F pcrnkwd:11:i ; pcroxidasc - 1A,,.,,-(s·l0tl g s.111. g leby)·': 1A,,,11 ·(s· 100 g DM soi1)·1 

G dc;i1ninan1 argininowa; argininc dcaminasc - 11g N-NH,+•(g s.m. gleby·.'\ h)'' ; p g N-NH, +·(_g 
DM S(llH Il) ·' 

H proteaza; 1m,1c:1S L' - 11g tyn11yny ·(g s.111. glcby -2 h)'1; 11 g tyrozinc·(g DM soil-2 h)· ' 
I dcll\'drogrna1.y: dchvdrngcnases - 11 g TPF·(g s. 111. gleby· I 6 h)'' ; 11g TPF-- (g SM soi I· I <i h) ·' 
K ko ntrnl;i ; 0 111trol 
I. 11. 111 Ph_jaśniL· ni : 1 _j :1k w tab . I; <.:xplanatio11s sec Tab k I 

Po zastosowaniu wszystkich sti;żeń Gesaprimu 500 FW stwierdzono niewiel­
k:1 aktywacji; lusfatazy zasadowej utrzymuj,1c4 sit; przez cały okres doświadczenia. 
Aktywność deaminazy była hamowana jedynie po zastosowaniu dawki najniższej 
uży1cgu w doświadczeniu herbicydu sii;gaj ,1c.1 nawet 80% . Po 7 dniach doświad­
czenia inhibicja aktywności tego enzymu zmniejszyła sit; do zaledwie kilku pro­
cent. Najsilniej na wszystkie dawki Gesaprimu 500 FW zareagowały rcduktaza 
azot:mowa i proteaza. W przypadku tych enzymów inhibicja utrzymywała sit; na 
dość wysokim pll/.iomic sii;gaj ,Jcym nawet 25-55'fr-. Aktywność pozostałych enzy­
n1<1w hy l;1 hmdzn zmienna. Obsl'.rwowano zarówno przejściową aJ<-tywacj i; . jak 
i inhihicjc. Zatem na poJstawie uzyskanych wyników trudno byłoby jednoznacz­
nie wskazać, ktl'>re enzymy należy baJać, aby ocenić wpływ Gesaprimu 500 FW 
na śrndowisko glebowe . 
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Rvs. I. 
Fig. l. 

Inhibicja aktywności badanych enzymów po zastosowani11 G1.:saprimu 500 FW 
Inhibition of tcstccl cnzymc activity aftcr Gcsaprim 500 FW application 
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W celu odpowiedzi na zamierzony cel, uzyskane wyniki aktywnośc i bada­
nych enzymów podda no da lszej ana lizie statystycznej wykorzystuj,1c współczynnik i 
korelacji li n iowej Pea rsona i ana lizc.; skupień. Uzyska ne współczynnik i korclacj i 
zestawio no w tabcli 3. Z danych wynika , że jedyn ie aktywność ureazy n ic była 

skorelowana z ak tywnośc i ; ! żadnego innego enzym u. Wynika z tego , że Gesaprim 
500 FW we ws1.ystk ich stc.;że niach działał odmiennie na a ktywność tego enzymu. 
Isto tna kore lacja, przy p == 0,0!, wysUJp iła mic.; dzy aktywnościq dehydrogen az 
i rcd uklazy azotanowej oraz reduktazy azota nowej i ,B-glukozydazy i wynos ił a od­
pmvicdn io -0,79 i -0,7 1. 

Tabela 3; Table 3 

Wsp,1 lczv 11 11iki korclacJ i p ros te j P...:arsu na m ic;dzy bada nymi w doświadcze n i u enzyma m i 
Pcar~n 11 lim:a r ,·o rn:la tio n co...:tic ie n ts a mong th...: e nzymes 1cs1Cd in th e expcr imcn t 

,\ 

B 
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D 

I. . 
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<_ ; 
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!\ B C D E 

l ,llO lU I - 0,32 -0,1" 0.6 1" 

I JHJ 0,6() * 0.4 1 -0,-B 

1,00 OAS - 0.7 1"" 

1,00 -0,40 

1,00 

is lol 11v pr~v p = (1.()1 ; signi lica 111 al p = Il.O I 

900 

Il 

.-- -· ··---··~·-·- · -~~, 900 

?SO 
.., 
C/J 

' " -"' ,:: 

"' ·c s 
~ ~ 450 

~ :; 100 
:~ 
o 
ei; 150 .., 
"O 

r:--==---- - L-_L__j o 
(J 

E G U F C H A 

hadane cnzym1: slU dicd cn zynt:s 

1s1n111y p11.y p = 1),0): s1gn 1lirn11t a l p= U.U:i 

F G H 

0,20 --0.04 -D,08 
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(),20 - 0.3" ~l.31 
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Rys. 2. 
Fig. 2. 
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Wst<.;pnic przyj<.;to, że aktywność tych trzech rnzym(1w mogłaby być wska1.­
nikicm wpływu atrazyny na ekosystem glebowy tym hanlzic_j. że ; 1ktywność rcduk­
tazy azotanowej była silnie hamowana przez ten herbicyd. Potwil'.rdzcnic tej tez; 
odnajdujemy wykonuj,ic analiz<.; skupie11. Z dcndogramu na rys . 2 wynika. że naj­
silniej powiązane S,J ze sobą reduktaza azotań.Jwa, ureaza, dcaminaza i peroksy­
daza. W bliskim s,1sicdztwie odnajdziemy dehydrogenazy i /3-glukozydaz<.;. 

Bionic pod uwag<.; zarówno aktywność cnzym(iw po zastosowaniu trzech 
st<.;żc11 Gcsaprimu 500 FW w czasie, jak i wsp(ilczynniki kore lacji i an;tlize sku­
pict'l można stwierdzić, że do oceny wptywu atrazyny na Śr()d()wisko glebowe naj­
bardziej przydatne wydaj,J sit; dehydrogenazy, ureaza , reduktaza a1ot;11mwa 
i /3-glukozydaza. 

Aktywność enzymatyczna może być _jednym 1. wiciu krvtni1iv. przy ocenie 
negatywnego wpływu pestycydów na środowisko glebowe i może być użyt;1 _jako 
wskaźnik zan ieczyszczenia gleb !CYCOŃ i in. 200Sj. Trudność stanowi właściwy 
dobór testów enzymatycznych do oceny określonego zagrożenia. gdyż rói.ne enzy­
my charakteryzuj,1 si<.; zmienm1 wrnżliwością w stosunku d!l rói.nych zanieczysz­
czeń [BIELIŃSKA, DoM/1\L 2001 ]. W literaturze sporo _jest donicsicl'l o wpływie pcs­
tycyuów na aktywność enzymów glebowych [McGRATT 1. S1N<il.F1 UN 2000; Now1\K 

i in. 2000; NOWAK, TELESIŃSKI 2004; CYCOŃ i in. 2005j. Atrazyn:1 z powodu swoich 
właściwości może stwarzać d!ugotrwałc zagroże nie dla środowiska !GLV,\O i in. 
2000], dlatego umiej<.;tność doboru odpowiednich metod do oceny jej wpływu na 
ekosystem glebowy jest niezwykle ważna. W niniejszej pracy wybrano cztery enzy­
my z dziewit;:ciu ;1rzcbadanych. Uzyskane w .--:racy wyniki zoslilllą wykorzystane 
w dalszych badaniach nad zachowaniem sit; atrazyny w glebie i mo:i.liwościami 
ograniczenia _jej szkodliwego oddziaływania na ekosystem glehov.•y. 

Wnioski 

1. Aktywność wszystkich badanych cnzymc1w glebowych bvl,1 lrnrdw zrn1c11n,1 
w czasie , niezależnie od użytego stt;:żcnia Gcsaprimu .'i(Hl 1-"W. 

2. Atrazyna zawarta w Gesaprirnie .'iOO FW najsilniej hamowała aktywność 
rcduktazy azotanowej , dehydrogenaz, deaminazy argininowej i peroksydazy. 

3. Aktywność reduktazy azotanowej, dehydrogenaz i /3-glukozyclazy była wyso­
ce istotnie ujemnie skorelowana po zastosowaniu wszy.~tkich stl.;zct'l Gesa­
primu 500 FW, we wszystkich terminach analiz. 

4. Wyniki baclat'l wskazują, że do oceny wpływu atrazyny 11:1 środowisko glclw 
we najlepiej nadają sit;: dehydrogenazy, ureaza, rcduktaza azotanowa 
i /3-glukozyJaza. 
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Streszczenie 

V,/ doświadczeniu laboratoryjnym badano wpływ za nieczyszczenia gleby 
herbicyde m Gcsaprim 500 FW na aktywność dziewic.;ciu cnzymów glebowych. 
Próbki ez:1rnej ziem i wytworzone z gliny lekkiej pylastej zanieczyszczono l':icsapri­
mcm 500 FW. W doświadczcniu zastosowano trzy stc.;żenia: najniższe było opty­
malne, za lecane przez produccnta, a kolcjnc l O i 100-krotnic wyższe. W czasie 
tygodnia trwania doświadczenia próbki glcbowc utrzymywano w optymalnych wa­
runkach wilgotności i temperatury : 60%; m.p.w. i 20°C. W I., :-., i 7. dniu doś­
wiadczenia badano aktywność fosfatazy kwaśnej i zasadowej, rcduktazy azotano­
wej, ureazy, peroksydazy, dcaminazy a rgininowej, proteazy, dehydrogenaz i /3-glu­
kozydazy \vedlug ogólnie przyjc.;tych m etod. 

Wyniki badań wskazujc1 , że do oceny wpływu atrazy ny na środowisko glebo­
we m,jbardzicj przydatne są dehydrogenazy, ureaza , reduktazc1 azotanowa i /3-glu­
kozydaza . Aktywność tych e nzymów, zwłaszcza po zastosow;111iu dawek najnii.­
szych, była wyraźnie hamowa na , a zaobserwowana inhibicj<1 s ic.;ga la nawe t do 
20-SW¼. Aktywność pozostałych enzymów nic zmieniała sic.; pml wpływem atrazy­
ny lnidź obsc1wowano przcjściow,1 aktywacje.;. Badania potwierdzone zostały sta­
tystycznie. 



OCFNi\ Wl.i\ŚCIWOŚCI BIOCIIUY11CZNYUI (;LJ '.BY Cl. I 

LYi\LUi\TING BIOCl IEMICAL PROPERTIL.S 
OF THL SOIL CONTAMlNATED WlTH ATRAZINE 

PART I 

INFLUFNCF OF ATRAZINE CONTAINED IN GESAPRIM 500 FW 
ON ACTIYITY OF SELECTED SOIL I~NZYMl:S 

Dariusz K{ódku, Janina Nowak. Edyta Kwislw 
Dcparlmcnt of Biochcmistry, i\gricultural Univcrsity, Szczecin 

Key words: hcrhicidc, Gcsaprim 500 FW, soi] cnzymcs, cnzymatic activity 

Summary 

lh3 

The cllcct ol soi! conlarnination with Gcsaprirn 500 F\V on the activity of 
nmc soi! cnzymcs was cxamincd in laboratory cxpcrimcnt. Samplcs takcn from 
hlaci,; grouml, origi11ating from light dusty clay, wcrc contami11atcd with Gcsa­
prim 500 1:w. Thrcc conccntrations wcrc applicd in the cxpcrnncnt: the lowcst 
dosc w;1s rccornrncndcd by the: manufacturcr as optimum, suhscqucnl duscs wcrc 
IO and 1(1() timcs l;1rgcr. Along one weck of the cxpcrirncnl duratton the soil 
samplcs were storaged under optimum conditions of moisturc :ind temperaturc. 
6()1/r 111.w.c. ;111d 2(J 0 C. On 1st, .3rd ,tnd 7th days of cxpcrimcnt the acliviues ul 
acid and alkalinc phosphatasc, nitratc rcdudasc, urcasc, pcrnxidasc, argininc 
dcaminasc, protcasc, dchydrogcnascs and ,B-glucosidasc wcrc dctcrmincd accor­
ding to gcncrally acccpted mcthods. 

The rcsults showcd that to cvaluating the influence of atrazinc on soi! ha­
bitat the most usclul arc dchydrogcnascs, ureasc, nitratc rcductasc and /3-glucosi­
dase. Activity of thcsc cnzymcs, cspccially aftcr usc of the lowcst doscs, was clc­
arly inhibitcd, and ohscrvcd inhibition rcachcd up to 20-5W» .. The activity of rc­
maining cnzymcs did not change undcr impact of atrazinc or transitory activation 
was obscrvcd. Invcstigation rcsults wcrc statistically confirmcd. 
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