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Wstęp 

Pestycydy wprowadzane s,1 do środowiska w celu ograniczenia wystc;powa
nia lub usunic;cia niepożądanych organizmów żywych. Jednak dzic;ki swojej aktyw
ności biologicznej pestycydy mogą również negatywnie oddziaływać na organizmy 
niezbc;dnc do funkcjonowania danego ekosystemu, przy czym efekt ten może być 
spotc;gowany zarówno poprzez długi okres zalegania substancji czynnej preparatu 
w środowisku a także niejednokrotnie jeszcze bardziej toksycznych jej metaboli
tów. Efekt negatywnego oddziaływania związany jest mic;dzy innymi z badanym 
preparatem - substancj,1 czynną jak i składnikami pomocniczymi, stosowaną 
dawkc1 a także z warunkami środowiska [NOWAK, NOWAK 1996]. W przypadku pe
stycydów długo zalegających w środowisku, w wyniku ponownego ich stosowania, 
może dojść t.:lekt kumulacji danej substancji czynnej, a także nagromadzanie sic; 
toksycznych metabolitów [KosINKIEWICZ 1984], a to z kolei może przyczynić sic;, 
poprzez zarówno inaktywacje;, jak i aktywacje; enzymów, do zmiany kierunków 
metabolizmu środowiska. 

Podstawowym składnikiem środowiska naturalnego jest gleba, której pod
stawowq i niezwykle ważn,1 ccchq jest żyzność. Zwiqzana jest ona z kolei z aktyw
nościq biologiczn,1. Można posługiwać sic; różnymi wskaźnikami przy jej określa
niu, jednymi z najbardziej rozpowszechnionych jest aktywność enzymatyczna 
[Korrn i in. 20041, od której uzależnione są mic,clzy innymi przemiany zwiqzane 
z obiegiem podstawowych pierwiastków (C, H, N). 

Celem niniejszych bada11 było uzyskanie odpowiedzi na pytanie, czy istnieje 
zależność mic;dzy pozostalościq herbicydu długo zalegajqccgo w gkbic - atrazyny 
- stosowanego w formie preparatu Gesaprimu 500 FW i w postaci czystej 
w trzech różnych stc;żcniach a aktywnością takich enzymów glebowych jak: de
hydrogenazy, reduktaza azotanowa, ureaza i /3-glukozydaza. 
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Materiał i metody 

Badania przeprowadzone zostały w warunkach laboratoryjnych na pn'>hkach 
glebowych pobranych z poziomu omo-próchnicznego (0-30 cm) z poh upraw
nego usytuowanego na czarnych ziemiach Równiny Gumienieckiej. Gleby te 
w poziomic Ap wykazują skład granulometryczny gliny lekkiej pylastej , posiauaj,J 
zawartość próchnicy na poziomie l,2'1a-1 ,8%, odczyn słabo kwaśny (pH 6,1-6,9), 
wysoką zasobność w przyswajalny fosfor oraz średni,1 do wysokiej zasobnośc i 

w przyswajalny potas i magnez [BoGDA i in . l 990]. Pobran,1 do badań glcht.; podsu
szono do powictrznic suchej i przesiano przez sito o wielkości oczek 2 mm. Na
stępnie materiał glebowy został podzielony na trzy grupy: I kontrnln ,i - bez her
bicydu, II z he rbicydem w postaci preparatu Gesaprim 500 FW, oraz II I z herbi
cydem w postaci tylko substancji czynnej. W grupie II i III wyodrt.;hninnc zostały 
trzy serie związane z dawką użytego preparatu oraz substancji czynnej w postaci 
czystej. Przy doborze dawek substancji kierowano się nastt.; puj :JGl zasad,1: dawka 
pierwsza była wielkością zalecaną przez producenta herb icydu Gcsaprim 500 FW 
(2-3 dm3-ha-1) i określono ją jako zalecarni . Przy przeliczeniu tej dawki herbicydu 
wzięto pod uwagę masę gleby na głębokości 0,01 111 i przeliczono następnie na 
ilość substancji czynnej zawartej w 1 kg gleby. Dawka druga była pięciokrotnie 
większa a trzecia dwudziestopięciokrotnie wii;ksza od zaleca nej. Nast<;pnic do 
przygotowanych prób glebowych o masie 1 kg wprowadzono wodne roztwory pre
paratu herbicydowego i czystej substancji aktywnej w il ościach podanych w tabe
li l. 

-ni hela I; Table 

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

I dawka 11 dawka Ili dawka 
Zastosowana subs tancja I dose Il dose 111 dose 

Applied substance 
mm'·kg-1 mgkg-1 mm-'·kg- 1 mg·kg-1 mm'·kg -1 mg·kg- 1 

Gcsaprim 500 FW 13 65 325 

Atrazy na ; Atrazinc Ci,.'i 32,) 162,"i 

Po naniesieniu wodnych emulsji preparatu oraz roztworu czystej atrazyny 
doprowadzono wilgotność gleby do 60%, m .p.w. i po dokładnym wymieszaniu 
przechowywano w zamknic;tych szczelnie woreczkach foliowych w tcmpcraturze 
20°C Wilgotność i temperatura gleby w trakcie doświadczenia były utrzymywane 
na stałym poziomie. Punktem odniesienia była gleba kontrolna, bez dodatku her
bicydu, utrzymywana w takich samych warunkach jak próbki glebowe z dodat
kiem herbicydu. W każdej próbce badano w czterech powtórzeniach aktywność 
czterech enzymów: dehydrogenaz, reduktazy azotanowej, j3-glukozydazy oraz ure
azy. Jednocześnie w próbkach z dodatkiem herbicydu badano w trzech powtórze
niach pozostałośc i atrazyny, Analizy przeprowadzano w nast<;puj,1cych terminach: 
O, 1, 3, 7, 14, 28 i 56 dniu. Aktywność enzymów oznaczano wcdlug następujących 
procedur: dehydrogenaz według zmodyfikowanej przez ÓIILIN<iERA I 1996] metody 
T1-1ALMANNA (1968] i podana w µg TPF na 5 gramów suchej masy glcby i czas 
inkubacji 16 godzin, reduktazy azotanowej metod,1 podam1 przez Fu i TAIIAIABAI 

[1989] i podana w µg N-N02- na 5 gramów suchej masy gleby i czas inkubacji 
24 godziny, ureazy według metody BONMATI i in. [ I 992] i podana w µg N-NIi. na 
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1 gram suchej masy gleby i czas inkubacji 0,75 godziny oraz /3-glukozydazy meto
dą HOFMANNA i DEDEKl'Ni\ [1%5] i podana w mg saligcniny w przeliczeniu na 
10 gramów suchej masy gleby i czas inkubacji 3 godzin. Pozostałości atrazyny 
oznaczano metod<) chromatografii cieczowej przy użyciu chromatografu HPLC 
Scries 200 firmy Pcrkin Elmcr stosując detektor UV 254 nm, kolumnc; chromato
graficzm1 Adsorbosphcrc UHS (C18) 5 µm, długości 150 mm przy nastc;puj,icych 
warunkach: objc;tość nastrzyku 1() mm\ faza ruchoma metanol: woda w stosunku 
60 : 40 (v/v), przepływ cieczy clucyjnej 1 cm3·min-1, czas retencji 3,20 111111, na.1-
mnicjsza oznaczana ilość 0,02 mg·kg- 1 gleby. 

Doświadczenie zostało przeprowadzone w układzie kompletnej randomi
zacji. Czynnikiem doświadczalnym było stc;żcnic badanego herbicydu. Wyniki 
otrzymane z przeprowadzonego doświadczenia zostały opracowane statystycznie 
przy użyciu jcdnoczynnikowcj analizy wariancji. Najmniejsze istotne różnice NIR 
wyliczono opicraj,ic sic; na teście Tukcy'a dla przedziału ufności a = 0,05. 

Wyniki i dyskusja 

Wyniki badań dotycz,icych aktywności wymienionych czterech enzymów 
zostały przeliczone i podane jako rx, aktywności w glebie kontrolnej, przyjmuj,ic 
jej aktywność jako 100%,. Z kolei pozostałości atrazyny podano również w % 
przyjmuj,1c dawkc; pestycydu jako 100'¼1. Aktywność enzymów dodatkowo została 
przeliczona i podana jako wartość średnia ze wszystkich pomiarów i również od
niesiona do średniej aktywności danego enzymu w glebie kontrolnej. 

Wyniki badań wskazuj,) na znaczne oddziaływanie atrazyny stosowanej za
równo w postaci preparatu, jak i w postaci czystej na aktywność badanych enzy
mów, przy czym oddziaływanie nasilało sic; wraz ze wzrostem dawki preparatu. 
Spośród czterech testowanych enzymów dehydrogenazy i reduktaza azotanowa 
(rys. 1) były w najwic;kszym stopniu narażone na zahamowanie aktywności, zwła
szcza przy stosowaniu preparatu herbicydowego Gcsaprim 500 FW. Jednocześnie 
na uwagc; zasługuje mniejsza szybkość zanikania atrazyny w glebie przy stosowa
niu preparatu pcstycydowcgo niż w postaci tylko substancji czynnej, przy czym 
proces zanikania wyraźnie był uzależniony od zastosowanej dawki (wraz ze wzro
stem dawki herbicydu szybkość zanikania wyraźnie zmniejszała sic;). Badania te są 
w pewnym stopniu potwierdzeniem badań KRUTZJ\ i in. [2003], w których to atra
zyna stosowana tylko w postaci preparatu Aatrex 4L zanikała szybciej niż stoso
wana h1cznic z preparatem Roundup Ultra (s.a. glyfosat). Również HANEY i in. 
[2002] przy zastosowaniu tych samych preparatów stwierdzili różne ich oddziały
wanie zarówno na proces mineralizacji, jak i stymulacji mikrobiologicznej aktyw
ności. Stwierdzono także istotn,i korelacje; (tab. 2) mic;dzy szybkości,) zanikania 
atrazyny (tylko zastosowanej w postaci czystej) w glebie a aktywnością dehydro
genaz, ureazy i /3-glukozyclazy oraz istotne zależności mic;dzy aktywnością enzy
mów - z tym, że inne w przypadku stosowania preparatu Gcsaprimu 500 FW 
(mic;clzy aktywności,) /3-glukozydazy i ureazy oraz mic;dzy aktywności,) reduktazy 
azotanowej i dehydrogenaz) i inne w przypadku stosowania atrazyny w postaci 
czystej (mic;dzy aktywności,J ureazy i dehydrogenaz oraz mic;dzy aktywnością 

{3-glukozydazy i dehydrogenaz). Biernie pod uwagę wartości uśrednione aktywno
ści badanych enzymów (rys. 2) na uwagc; zasługuje większe oddziaływanie atra
zyny w postaci czystej niż w postaci preparatu. Najhardziej podatnymi, zwłaszcza 
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na zastosowane najwyższej dawki (25 x dawka zalecana) by ły de hvdrngenazy 
i ureaza, a w nastt;pnej kolejnośc i rcduktaza azotanowa , i w najmniejszym stop
niu /3-glukozydaza. Interesujące jcst również zupclnic różne oddzi,tlyw;i nic czystej 
atrazyny - aktywacja enzymów, co potwicrdzajq badania SAN NINo I C,1ANl·RFDY 

[2001] i atrazyny w postaci prepa ratu (raczej inhibicja). Równicż P11rncc1 i in. 
[1999] stwierdzili zmniejszanie sit; aktywności niektórych cnzymów 111.in. dchydrn
gcnaz oraz zawartości ATP w gkbit: w wyniku stosowania zwic.;kszonych dawek 
herbicydu sulfonylomocznikowcgo - rimsulfuronu. 
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'fabela 2; Tabk 2 

Współczynniki korelacji pomi~dzy pozostałośc i ami atrazyny 
a aktywności,i e nzymów glebowych 

Corrclat1nn coc llicicnts bc twccn a traz in e rcs idu cs and the so i! cnzyme activi ty 

/\trazyna 
Dehydrogenazy 

Wyszczcg,", Jnicnic (pozosta ło- Ureaza 
Dchydrogcna-

Spec i lica lion ści) Ureazc 
atrazi nc 

SL'S 

Gcsaprim 500 FW 

Ureaza; Un:asc 0,19 
Dehydrogenazy : Dc hydrngenascs 0,19 0.13 
{J-glukozydaza; /!-glucos idasc 0,05 0,75* 0,27 

Rcdukia za ;uotannwa; Nit ra le rcductasc --1).02 -D,23 0,li4* 

Czy~ta atrazy na ; pure atrazi ne 

Ureaza: Urcase 0,59* 

Dehydrogenazy: Dehydrogcnases 0,59* 0,45* 
{J-glukozydaza; /;-g lucosidase 0,15 -0,01 0,37* 

Rcduktaza azotanowa; Nitra le rcducla sc -0,41 * -D,24 -0,58* 

is101ność na poziom ic 0,0'> ; signilicancc lew i at p = 0.05 
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Rys. 2. Wpływ różnych dawek Gcsa primu 5(1() FW (A) i czys tCJ at razyny (B) na aktyw
n ość c nzym(1w glebowych: 1 D - dawka za lecana. 5 D - 5 x dawka zakcana , 
25 D - 25 x dawka zakca na 

Fig. 2. Influence diffcrcnl doses of Gesaprim 500 FW (A) and pure a trazi nc (B) on 
the so il cnzymc activity: I D - rccommenclc closc, 5 D - 5 x recome ndc dosc. 
25 D - 25 rccumcndc dose 
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Wnioski 

l. Doglebowe zastosowanie herbicydu zawicraj,1ccgn atrazynt; Gcsaprimu 
500 FW oraz czystej atrazyny przyczyniło sit; do wyst,1picnia za klt'>cc11 (zwit;
kszcnic h~1dź zmniejszenie) aktywności dehydrogenaz, ,B-glukozyd,1zy. ure
azy i reduktazy azotanowej. 

2. Stwierdzono odmienne oddziaływanie atrazyny zastosowanej w postaci pre
paratu Gcsaprim 500 FW i w postaci czystej na aktywność wyi.cj wymienio
nych e nzymów. 

3. Atrazyna zawarta w preparacie Gcsaprim 500 FW zanikal;1 w g lebie wolniej 
niż atrazyna zastosowana w postaci czystej. 

4. Spośród czterech testowanych enzymów rcduktaza azotanowa i di:hydrogc
nazy były w najwit;kszym stopniu narażone na 7.ahamow,1nic a ktywności, 

zwłaszcza przy stosowaniu preparatu herbicydowego Gesaprimu 500 FW. 
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Słowa kluczowe: atrazyna, gleba, reduktaza azotanowa, dehydrogenazy, /3-glu
kozydaza, ureaza 

Streszczenie 

Uzyskano odpowiedź na pytanie czy istnieje zależność mit;dzy ilości,, po
zostałości herbicydu długo zalegaj,1cego w glebie - atrazyny - stosowanego w for
mie preparatu Gcsaprim 500 FW i w postaci czystej w trzech różnych stt;żcniach 
a aktywnośei,1 enzymów glebowych. Badania przeprowadzone zostały w warun
kach laboratoryjnych na materi,lle glebowym podzielonym na trzy grupy: I kon
trolnej - bez herbicydu, II z herbicydem w postaci preparatu Gesaprim 500 FW, 
oraz lil z herbicydem w postaci tylko substancji czynnej. W grupie II i III wyod
rębnione zostały trzy serie zwi,1zane z dawką użytego preparatu i substancji czyn
nej w postaci czystej. Przy doborze dawek substancji kierowano sit; nastt;pującą 
zasad,r dawka pierwsza była wielkości,1 zalccanq przez producenta herbicydu 
Gesaprim 500 FW (2-3 dm3·ha-1), dawka druga była pit;ciokrotnic wit;ksza, a 
trzecia dwudzicstopit;ciokrotnie wit;ksza od zalecanej (polowej). Punktem mlnie
sienia była gleba kontrolna, bez dodatku herbicydu. W każdej próbce badano w 
czterech powtórzeniach aktywność czterech enzymów: dehydrogenaz, ureazy, /3-
glukozydazy oraz reduktazy azotanowej. Jednocześnie w próbach z dodatkiem 
herbicydu badano w trzech powtórzeniach pozostałości atrazyny metod,) HPLC. 
Analizy przeprowadzano w nastc;pujących terminach: O, 1, 3, 7, 14. 28 i 56 dniu. 

Wyniki badań wskazuj,1 na znaczne oddziaływanie atrazyny stosowanej za
równo w postaci czystej, jak i w postaci preparatu na aktywność badanych enzy
mów, przy czym oddziaływanie nasilało sit; wraz ze wzrostem dawki preparatu. 
Spośród czten:ch testowanych enzymów rcduktaza azotanowa i dehydrogenazy 
były w najwit;kszym stopniu narażone na zahamowanie aktywności, zwłaszcza przy 
stosowaniu preparatu herbicydowego Gesaprim 500 FW. W odniesieniu do po
wyższego na uwagt; zasługuje mniejsza szybkość zanikania atrazyny w glebie przy 
stosowaniu preparatu pcstycydowego niż czystej atrazyny. Stwierdzono także isto
tną korelacjt; mit;dzy szybkością zanikania substancji czynnej atrazyny w glebie a 
aktywnością dehydrogenaz, ureazy i reduktazy azotanowej . 

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, n-GLUCOSIDASE AND UREASE ACTIVITY 

.Janina Nowak, Dariusz Kłódka, Edyta Kwiska, Arkadiusz Telesi,iski 
Dcpartmcnt of Biochcmistry, Agricultural University, Szczecin 
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Summary 

The study aimecl at answcring a question whcther thcrc is a rclationship 
bctween the rcsidues of a herbicicle - atrazine, pres1.:nt in the soi! tor a long 
time, whieh was introclucccl therc in the form of C,csaprim 500 FW ancl pure 
substance applied in three differcnt closes and the activity of soi! cnzymcs. 
Expcriments were concluctcd in soil samples under lahoratory conditions. Soil 
samplcs were divicled in to 3 gro ups: J - conto I, without herbicide , 11 - wit h th e 
Gesaprim 500 FW preparation and III - with pure atrazine . In groups II and IIl 
three series were isolated on the hasis of the applied dosc of hcrbicide and the 
pure substance. The lowest dose of the hcrbiciclc Gesaprim 500 FW (2-3 
dml• ha-1) was the one recommendecl by the manufacturer, the second dose was 5 
fold \arger and the third dose - 25 fold larger. The soil withuut herbicide was the 
rcferencc. In all samplcs the activity of four cnzymcs: dchydrugenase. urease , n
glucosiclase and nitratc recluctasc was measurecl in four repetitions. At the same 
time the prescncc of atrazine residues was measun.:d in soil sampks with the 
addition of the herbicide in three repetitions with the help ot the HPLC mcthod . 
The analyses wcre performed on the following days: O, 1, 3, 7, 14. 2X and 56th. 

The results of the invcstigations revealed a signifieant effect ot atrazinc 
applied both in the pure form and in the form of the prcparat inn on the activity 
of the invcstigatcd enzymes and the cffect incrcasecl with the increasing dosc of 
the dosc of the preparation. Out of four tested enzymes nitrate reductase and 
dehyclrogenase wcrc to the highest dcgrec put at a risk of inhibiting thcir acti
vity, cspccially in the case of using the Gcsaprim 500 FW preparation. In this 
respect, attention should be paid to the !ower rate of clisappearancc ot atrazin e 
in the soi] while using the pestieidc prcparation than pure atrazinc. /\ signiticant 
correlation was also observed between the ratc uf disappcarancc of the atrazine 
activc substancc in the soi! and the activitics of dchydrogcnase, ureasc, and 
nitratc reductase. 
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