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Wstep

Pestycydy wprowadzanc sg do §rodowiska w cclu ograniczenia wystgpowa-
nia lub usunigceia niepozadanych organizméw zywych. Jednak dzigki swojej aktyw-
nosci biologicznej pestycydy moga réwnicz negatywnie oddziatywaé na organizmy
niezb¢dne do funkcjonowania danego ckosystemu, przy czym cfekt ten moze by¢
spot¢gowany zardéwno poprzez dhugt okres zalegania substancji czynnej preparatu
w Srodowisku a takze nicjednokrotnie jeszcze bardziej toksycznych jej metaboli-
tow. Efckt negatywnego oddzialywania zwigzany jest migcdzy innymi z badanym
preparatem — substancjy czynng jak 1 skladnikami pomocniczymi, stosowang
dawky a takzc z warunkami §rodowiska [Nowak, Nowak 1996]. W przypadku pe-
styeyddw diugo zalegajacych w srodowisku, w wyniku ponownego ich stosowania,
moze doj$¢ efekt kumulacjt danej substancji czynncj, a takze nagromadzanie si¢
toksycznych mectabolitow {KosINKIEWICZ 1984], a to z kolel moze przyczynié sig,
poprzez zaréwno inaktywacje, jak i aktywacje enzymoéw, do zmiany kierunkow
metabolizmu Srodowiska.

Podstawowym skladnikicm srodowiska naturalnego jest gleba, ktérej pod-
stawowy i niczwykle wazng cechg jest zyznosé, Zwigzana jest ona z kolei z aktyw-
noscig biologiczng. Mozna postugiwaé si¢ réoznymi wskaznikami przy jej okresla-
niu, jednymi z najbardziej rozpowszechnionych jest aktywno$é enzymatyczna
[KoP:Rr i in. 2004], od ktdrej uzaleznione s migdzy innymi przemiany zwigzane
z obiegiem podstawowych pierwiastkow (C, H, N).

Ccelem niniejszych badan byto uzyskanie odpowiedzi na pytanic, czy istmeje
zalezno$¢ migdzy pozostaloscig herbicydu dlugo zalegajgcego w glebic — atrazyny
- stosowancgo w formic preparatu Gesaprimu 500 FW 1 w postaci czystej
w trzech roznych stezeniach a aktywnoscig takich cnzymoéw glebowych jak: de-
hydrogenazy, reduktaza azotanowa, urcaza i 8-glukozydaza.
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Material 1 metody

Badania przeprowadzone zostaly w warunkach laboratoryjnych na probkach
glebowych pobranych z poziomu orno-préchnicznego (0-30 cm) z pola upraw-
ncgo usytuowancgo na czarnych ziemiach Roéwniny Gumicnieckic]. Gleby te
w poziomic Ap wykazuja sklad granulometryczny gliny Ickkiej pylastej, posiadaja
zawarto$¢ prochnicy na poziomie 1,2%-1,8%, odczyn stabo kwasny (pH 6,1-6,9),
wysokg zasobnos¢ w przyswajalny fosfor oraz Srednmig do wysokicj zasobnosci
w przyswajalny potas i magnez [BOGDA i in. 1990]. Pobrana do badan glchyg podsu-
szono do powictrznic suchej 1 przesiano przez sito o wiclkoSci oczek 2 mm. Na-
stepnie material glebowy zostal podziclony na trzy grupy: I kontrolna — bez her-
bicydu, II z herbicydem w postaci preparatu Gesaprim 500 FW, oraz [T z herbi-
cydem w postaci tylko substancji czynnej. W grupie 11 1 III wyodrgbnione zostaly
trzy seric zwigzane z dawkq uzytcgo preparatu oraz substancji czynnej w postaci
czystej. Przy doborze dawck substancji kicrowano sig nastepuiacy zasady: dawka
picrwsza byla wiclkoScia zalecana przez producenta herbicydu Gesaprim 500 FW
(2-3 dm*ha-t) i1 okreslono ja jako zalecana. Przy przeliczeniu tej dawki herbicydu
wzigto pod uwage mase gleby na gicbokosei 0,01 m 1 przeliczono nast¢pnic na
ilo$¢ substancji czynnej zawartej w 1 kg gleby. Dawka druga byla pigeiokrotnic
wigksza a trzecia dwudziestopigciokrotnic wigksza od zalecancj. Nastepnie do
przygotowanych préb glebowych o masie 1 kg wprowadzono wodne roztwory pre-
paratu herbicydowego i czyste) substancji aktywnej w iloSciach podanych w tabe-
h 1.

Tabcla 1; Table 1
Zastosowane dawki preparatu Gesaprimu 500 FW i czystej atrazyny
The applied doses of Gesaprim 500 FW and pure atrazine

. 1 dawka It dawka [T dawka
Zastosowana substancja 1 dose 11 dose 11 dose
Applied substance
mm*kg~! | mgkg! | mm*kg! | mgkeg! | mmbkgt mg-kg!
Gesaprim 500 FW 13 65 325
Atrazyna; Atrazine 6,5 325 162,5

Po naniesieniu wodnych emulsji preparatu oraz roztworu czystej atrazyny
doprowadzono wilgotnos¢ gleby do 60% m.p.w. i po dokladnym wymicszaniu
przechowywano w zamknigtych szczelnie woreczkach foliowych w temperaturze
20°C. Wilgotno4¢ i temperatura gleby w trakcie do$wiadczenia byly utrzymywanc
na stalym poziomie. Punktem odniesienia byla gleba kontrolna, bez dodatku her-
bicydu, utrzymywana w takich samych warunkach jak probki glebowe z dodat-
kiem herbicydu. W kazdej prébee badano w czterech powtdrzeniach aktywno$é
czterech enzymow: dehydrogenaz, reduktazy azotanowej, B-glukozydazy oraz urc-
azy. Jednocze$nie w prébkach z dodatkiem herbicydu badano w trzech powtdrze-
niach pozostalodci atrazyny. Analizy przeprowadzano w nastgpujgeych terminach:
0,1, 3,7, 14, 28 1 56 dniu. Aktywno$¢ enzymdw oznaczano wedtug nast¢pujgcych
procedur: dehydrogenaz wedtug zmodyfikowanej przez OHLINGLERA [1996] metody
THALMANNA [1968] i podana w ug TPF na 5 gramow suchej masy gleby 1 czas
inkubacji 16 godzin, reduktazy azotanowej metody podany przez Fu i TABATABAL
[1989] i podana w ug N-NO, na 5 gramdw suchej masy glchy i czas inkubacji
24 godziny, urcazy wedlug metody BONMATI i in. [1992} 1 podana w ug N-NH| na
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1 gram suchej masy gleby 1 czas inkubacji 0,75 godziny oraz S-glukozydazy meto-
dg HOFMANNA i DEDEKENA [1965] 1 podana w mg saligeniny w przeliczeniu na
10 gramow suchej masy gleby 1 czas inkubacji 3 godzin. Pozostalo$ci atrazyny
oznaczano mectoda chromatografii cieczowej przy uzyciu chromatogratu HPLC
Series 200 firmy Perkin Elmer stosujge detcktor UV 254 nm, kolumng chromato-
graficzng Adsorbosphcre UHS (C18) 5 pm, dtugosci 150 mm przy nast¢pujacych
warunkach: obj¢tos¢ nastrzyku 10 mm?, faza ruchoma metanol: woda w stosunku
60 : 40 (v/v), przeptyw cicezy elucyjnej 1 cm®min-', czas retencji 3,20 min, naj-
mniejsza oznaczana 1lo$¢ 0,02 mg-kg-t gleby.

Doswiadczenic zostalo przeprowadzone w ukladzie kompletnej randomi-
zagji. Czynnikicm doswiadezalnym bylo st¢zenic badancgo herbicydu. Wyniki
otrzymanc z przeprowadzoncgo do$wiadezenia zostaly opracowanc statystycznic
przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariangji. Najmniejsze istotne roznice NIR
wyliczono opicrajac si¢ na tescie Tukey’a dla przedziatu ufnosei o = 0,05.

Wyniki i dyskusja

Wyniki badan dotyczaeych aktywnosci wymienionych czterech cnzymow
zostaly przcliczone 1 podance jako % aktywnosci w glebic kontrolnej, przyjmujac
je) aktywnosé jako 100%. Z kolei pozostalodci atrazyny podano réwniez w %
przyimujiye dawkg pestycydu jako 100%. Aktywno$é enzymow dodatkowo zostata
przeliczona 1 podana jako warto§¢ §rednia ze wszystkich pomiaréw 1 rownicz od-
niesiona do Srednicj aktywnosel dancgo enzymu w glebie kontrolne;.

Wyniki badan wskazujg na znaczne oddziatywanic atrazyny stosowane) za-
réwno w postaci preparatu, jak 1 w postaci czystej na aktywnosé badanych enzy-
méw, przy czym oddziatywanic nasilalo si¢ wraz zc wzrostem dawki preparatu.
Sposrod czterech testowanych enzymow dehydrogenazy i reduktaza azotanowa
(rys. 1) byly w najwickszym stopniu narazone na zahamowanie aktywnosci, zwla-
$zcza przy stosowantu preparatu herbicydowego Gesaprim 500 FW. Jednocze$nie
na uwage zastuguje mniejsza s7ybl\0sc zanikania atrazyny w glebic przy stosowa-
niu preparatu ppstyuyd()w%o niz w postaci tylko substancji czynnej, przy czym
proces zanikania wyraznic byt uzalezniony od zastosowanej dawki (wraz ze wzro-
stem dawki herbicydu szybko$§¢ zanikania wyraZnie zmnicjszata si¢). Badania te sa
w pewnym stopniu potwicrdzeniem badan Krurza i in. [2003], w ktorych to atra-
zyna stosowana tylko w postaci preparatu Aatrex 4L zanikala szybcie) niz stoso-
wana lgcznic z preparatem Roundup Ultra (s.a. glyfosat). Rowniez HANEY i in.
{2002] przy zastosowaniu tych samych preparatéw stwierdzili rozne ich oddzialy-
wanie zaréwno na proces mincralizacji, jak i stymulacji mikrobiologicznej aktyw-
nodci. Stwicrdzono takze istotng korelacje (tab. 2) migdzy szybkoScia zanikania
atrazyny (tylko zastosowancj w postaci czystej) w glebic a aktywnodcia dehydro-
genaz, urcazy 1 B-glukozydazy oraz istotne zalezno$ci migdzy aktywnoscia enzy-
méw — z tym, z¢ inne w przypadku stosowania preparatu Gesaprimu 500 FW
(migdzy aktywnoscia B-glukozydazy i urcazy oraz migdzy aktywnosciy reduktazy
azotanowc) 1 dchydrogenaz) 1 innc w przypadku stosowania atrazyny w postaci
czystej (miqd'/y aktywnoscig urcazy i dehydrogenaz oraz migdzy aktywnoscig
B 01uk07yd(uy 1 duhydrogcnﬂ) Biorge pod uwage wartosel uSrednione aktywno-
Sci badanych enzymoéw (rys. 2) na uwage zasluguje wicksze oddzialywanie atra-
Zyny w postaci ¢zystej niz w postaci preparatu. Najbardzic) podatnymi, zwlaszeza
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na zastosowane najwyzszej dawki (25 x dawka zalccana) byly dchvdrogenazy
1 ureaza, a w nast¢gpnej kolejnosci reduktaza azotanowa, 1 w najmnicjszym stop-
niu B-glukozydaza. Interesujace jest rownicz zupelnic rozne oddzialywanic czyste]
atrazyny — aktywacja enzymow, co potwicrdzajg badania SANNINO 1 GIANFREDY
[2001] i atrazyny w postact preparatu (raczej inhibigja). Rownicz Prruccr iin.
[1999] stwierdzili zmniejszanie si¢ aktywnosci niektorych enzymow mun. dehydro-
genaz oraz zawarto$ct ATP w glebie w wyniku stosowania zwickszonych dawck
herbicydu sulfonylomocznikowego — rimsulfuronu.
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Rys. 1. Szybkos$¢ zanikania réznych dawck atrazyny w glebie t oddzialywanie jej pozo-
statoSci na aktywnos$¢ cnzymow glebowych: A — Gesaprim 500 FW, B ~ czysta
atrazyna
Fig. 1. Dcgradation rate of different atrazine doscs and cffect of its residues on the

soil enzyme activity: A = Gesaprim 500 FW, B - pure atrazine
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Tabela 2; Table 2

Wspolezynniki korelacji pomigdzy pozostalosctami atrazyny
a aktywnoscig cnzymow glebowych

Correlation coctlicients between atrazine residues and the soil enzyme activity

Atrazyna Dehvdrogenazy
Wyszezegolnienie (pozostato- | Urcaza o £CNaz) B-glukozydaza
. S P Dechydrogena- © L
Specification Sci) Urcaze T ees f-glucosidase
atrazine e
Gesaprim 500 FW
Ureaza; Urcase 0,19
Dehydrogenazy; Dehydrogenases 0,19 0,13
B-glukozydaza; -glucosidase 0,05 0,75% 0.27
Reduktaza azotanowa; Nitrate reductase -0,02 0,23 0,64% .03
Czysta atrazyna; pure atrazine
Urcaza; Urcase 0,59*
Dehydrogenazy; Dehydrogenases 0,59* 0,45%
B-glukozydaza; f-glucosidase 0,15 0,01 0,37
Reduktaza azotanowa; Nitrate reductase —0,41* -0,24 0,58+ 0,24

- reduktaza azotanow a; nitrate reductase
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Wplyw roznych dawek Gesaprimu S00 FW (A) 1 czystej atrazyny (B) na aktyw-

nos¢ enzymow glebowych: 1 D - dawka zalecana, 5 D - 5 x dawka zalecana,

* istotnodé na poziomic 0,05; significance level at p = 0.05
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Influcnce different doses of Gesaprim 500 FW (A) and pure atrazine (B) on

the soil enzyme activity: | D - recommende dose, 3 D =5 x recomende dose,
25 D =25 rccomende dose
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Whnioski

1. Doglebowe  zastosowanic herbicydu zawicrajacego atrazyng  Gesaprimu
500 FW oraz czystej atrazyny przyczynito sig do wystapicnia zaklocen (zwie-
kszgnic badz Zmllic_jszenic) aktywnosci dehydrogenaz, B-glukozydazy, ure-
azy 1 reduktazy azotanowecj.

2. Stwicrdzono odmienne oddzialywanic atrazyny zastosowance] w postaci pre-
paratu Gesaprim 500 FW 1w postaci czystej na aktywnos¢ wyze) wymicnio-
nych enzymow.

3. Atrazyna zawarta w preparacic Gesaprim 500 I'W zanikala w glebic wolniej
niz atrazyna zastosowana w postaci czystey.

4. Sposrod cztercch testowanych enzymow reduktaza azotanowa 1 dehydroge-
nazy byly w najwigkszym stopniu narazone na zahamowanic aktywnoscr,
zwlaszeza przy stosowaniu preparatu herbicydowego Gesaprimu 500 FW.
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Streszczenie

Uzyskano odpowicdZ na pytanic czy istnieje zalezno$¢ migdzy ilodcia po-
zostatoSci herbicydu diugo zalegajgcego w glebic — atrazyny — stosowanego w for-
mic preparatu Gesaprim 500 FW i w postact czystej w trzech réznych st¢zeniach
a aktywnoscig ecnzymow glebowych. Badania przeprowadzone zostaly w warun-
kach laboratoryjnych na materiale glebowym podzielonym na trzy grupy: I kon-
trolng — bez herbicydu, 1 z herbicydem w postaci preparatu Gesaprim 500 FW,
oraz III z herbicydem w postaci tylko substancji czynnej. W grupie 1 1 1T wyod-
rebnione zostaly trzy scrie zwigzane z dawkag uzytego preparatu i substancji czyn-
nej w postact czystej. Przy doborze dawck substancji kicrowano si¢ nastepujgca
zasady: dawka pierwsza byta wiclkoScig zalecana przez producenta herbicydu
Gesaprim 500 FW (2-3 dm*ha-t), dawka druga byla pigciokrotnic wigksza, a
trzecia dwudzicstopigeiokrotnic wicksza od zalecanej (polowej). Punktem odnic-
sienia byla gleba kontrolna, bez dodatku herbicydu. W kazdej prébee badano w
czterech powtdrzeniach aktywnoSE czterech enzymow: dehydrogenaz, urcazy, B-
glukozydazy oraz reduktazy azotanowej. Jednoczes$nic w probach z dodatkiem
herbicydu badano w trzech powtdrzeniach pozostatoscei atrazyny metodg HPLC.
Analizy przeprowadzano w nast¢pujacych terminach: 0, 1, 3, 7, 14, 28 1 56 dniu.

Wyniki badan wskazujg na znaczne oddziatywanic atrazyny stosowancj za-
1é6wno w postact czystej, jak 1 w postaci preparatu na aktywnosé badanych ¢nzy-
mow, przy czym oddzialywanic nasilato si¢ wraz ze wzrostem dawki preparatu.
Spodrdd cztercch testowanych enzymoéw reduktaza azotanowa 1 dehydrogenazy
byly w najwickszym stopniu narazone na zahamowanic aktywnos$cl, zwlaszeza przy
stosowaniu preparatu hcrhlgydowwo Gesaprim 500 FW. W odniesicniu do po-
wyzszego na uwage zastuguje mnicjsza szybko$¢ zanikania atrazyny w glebic przy
stosowaniu preparatu pestycydowego niz czystej atrazyny. Stwicrdzono tdk?L isto-
tng korclacje migdzy szybkodcia zanikania substancji czynnej atrazyny w glebic a
aktywnoseig dehydrogenaz, urcazy i reduktazy azotanowe;.

EVALUATING BIOCHEMICAL PROPERTIES
OF THE SOIL CONTAMINATED WITH ATRAZINE

PART II

DYNAMICS OF ATRAZINE DISAPPEARANCE IN SOIL
AND THE INFLUENCE OF ITS RESIDUES ON DEHYDROGENASE,
NITRATE REDUCTASE, 3-GLUCOSIDASE AND UREASE ACTIVITY

Janina Nowak, Dariusz Klodka, Edyta Kuwiska, Arkadiusz Telesinski
Department of Biochemistry, Agricultural University, Szezecin

Key words:  atrazinc, soil, nitrate reductase, dchydrogenase, B-glucosidase,
urcase
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Summary

The study aimed at answering a question whether there is a relationship
between the residues of a herbicide — atrazine, present in the soil for @ long
time, which was introduced there in the form of Gesaprim 500 FW and pure
substance applied in three different doses and the activity of soil cnzymes.
Experiments were conducted in soil samples under laboratory conditions. Soil
samples were divided into 3 groups: I — contol, without herbicide, TE — with the
Gesaprim 500 FW preparation and 11 — with pure atrazine. In groups H and [l
three serics were isolated on the basis of the applicd dose of herbicide and the
purc substance. The lowest dose of the herbicide Gesaprim 500 FW (2-3
dm*ha-1) was the onc recommended by the manufacturer, the sccond dose was 5
told larger and the third dose - 25 fold larger. The soil without herbicide was the
reference. In all samples the activity of four enzymes: dehydrogenasce, urcase, B-
glucosidase and nitrate reductase was measured in four repetitions. At the same
time the presence of atrazine residucs was measurced in soil samples with the
addition of the herbicide in three repetitions with the help of the HPLC method.
The analyses were performed on the following days: 0, 1, 3, 7, 14, 28 and 56th.

The results of the investigations revealed a significant ctfect of atrazine
applied both in the purc form and in the form of the preparation on the activity
of the investigated enzymes and the effect increascd with the increasing dose of
the dosc of the preparation. Out of four tested enzymes nitrate reductase and
dehydrogenase were to the highest degree put at a risk of inhibiting their acti-
vity, especially in the case of using the Gesaprim 500 I'W preparation. In this
respect, attention should be paid to the lower rate of disappearance of atrazine
in the soil while using the pesticide preparation than purc atrazine. A significant
correlation was also observed between the rate of disappearance of the atrazine
active substance in the soil and the activitics of dchydrogenase, urcase, and
nitrate reductasc.
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