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Influence of heavy metals on bromoxynil decay in soil
from Legnica-Gtogow Copper District

Wptyw metali ciezkich na rozktad bromoksynilu w glebie
z Legnicko-Gtogowskiego Okregu Miedziowego

Olga Kalitowska*, Mariusz Kucharski

Summary

The aim of the studies was to determine the influence of heavy metals on bromoxynil degradation in soil. The experiments were
carried out under laboratory conditions (plant growth chamber). Bromoxynil was applied to two different soils, which have similar
textures, pH and organic carbon content but differed in the content of copper, lead and zinc. The soil sample that originated from
Copper District was contaminated with heavy metals while another sample represented soil with low heavy metals concentration. The
soil samples were taken for analyses 1 hour (initial concentration) and 2, 4, 8, 16, 32 and 64 days after treatment. Bromoxynil residue
was analysed using GC/ECD (gas chromatography with electron capture detector). The differences in the content of heavy metals
affected the bromoxynil decay in soil. A high concentration of heavy metals in soil slowed down of bromoxynil degradation only in the
first 2 weeks after herbicide application. After this period degradation of bromoxynil in the both soils was similar and differences
between values of DTsy, were not significant. The values of DT5, obtained in the experiment varied from 27 to 29 days. Moreover, the
application of herbicide caused short-term decrease in microbiological activity of the soils, especially in the soil contaminated with
heavy metals.
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Streszczenie

Celem pracy byta ocena wptywu metali ciezkich na rozktad bromoksynilu w glebie. Doswiadczenia prowadzono w warunkach
kontrolowanych (komora klimatyczna). Bromoksynil aplikowano na dwie gleby o zblizonym sktadzie granulometrycznym, pH
i zawartosci wegla organicznego, a o zréznicowanej zawartosci metali ciezkich: gleba skazona metalami ciezkimi z okolic huty miedzi
(Cu, Pb, Zn) i gleba o niskiej, naturalnej zawartosci tych metali. Prébki gleby do analiz pobierano 1 godzine po opryskiwaniu (stezenie
poczatkowe), a nastepne po 2, 4, 8, 16, 32 i 64 dniach po aplikacji herbicydu. Pozostatosci bromoksynilu oznaczano metodg
chromatografii gazowej z detektorem wychwytu elektronéw (GC/ECD — gas chromatography with electron capture detector).
Zawartos¢ metali ciezkich w glebie miata wptyw na przebieg rozktadu. Wolniejszy rozktad bromoksynilu w okresie pierwszych 2 tygodni
po zabiegu stwierdzono w glebie zanieczyszczonej metalami ciezkimi. Po tym okresie rozktad w obu glebach byt zblizony, a uzyskane
czasy potowicznego rozktadu DTsy nie rdznity sie znaczaco i wynosity 27-29 dni. Ponadto stwierdzono, ze aplikacja bromoksynilu
spowodowata przejsciowe zahamowanie aktywnosci mikrobiologicznej gleb, ktéore byto szczegdlnie widoczne w glebie skazonej
metalami.

Stowa kluczowe: bromoksynil; metale ciezkie; rozktad; gleba; DTs,

Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Paristwowy Instytut Badawczy
Zaktad Herbologii i Technik Uprawy Roli
Orzechowa 61, 50-540 Wroctaw

*corresponding author: o.kalitowska@iung.wroclaw.pl

The Polish Society of Plant Protection
The Institute of Plant Protection — National Research Institute


mailto:o.kalitowska@iung.wroclaw.pl

62 Influence of heavy metals on bromoxynil decay in soil / Wptyw metali ciezkich na rozktad bromoksynilu w glebie

Wstep / Introduction

Huta Miedzi Glogow II, wchodzaca w sktad Kombi-
natu Goérniczo-Hutniczego Miedz Polska S.A., jest zrodtem
zanieczyszczenia gleb metalami cigzkimi, w szczegolnosci
miedzig, ofowiem i cynkiem (Rosada 2007; Jaworska
i Dabkowska-Naskret 2012). Bezposrednie sasiedztwo
huty z gruntami ornymi ma wpltyw na struktur¢ ich
uzytkowania. Jednym z kierunkéw zagospodarowania tych
terendw jest uprawa ro$lin przemystowych 1 energe-
tycznych (Straczynski i Straczynska 2009; Kabata i wsp.
2010). W Polsce dokumentem regulujacym dopuszczalne
zawartosci metali cigzkich w gruntach ornych jest
Rozporzadzenie Ministra Srodowiska w sprawie standar-
dow jakosci gleb oraz standardow jakosci ziemi (Rozpo-
rzadzenie 2002). Nawet niewiele podwyzszone zawartosci
miedzi i cynku w gruntach ornych moga realnie wplywac
na tempo oraz drogi degradacji stosowanych s$rodkoéw
ochrony roslin (Said i Lewis 1991; Lock i Janssen 2005;
Klimek i Niklinska 2007).

Bromoksynil (3,5-dibromo-4-hydroksybenzonitryl) jest
substancja czynng dost¢png na rynku w wielu preparatach
stosowanych do powschodowego zwalczania chwastow
w uprawach kukurydzy. Bromoksynil jest podatny na
fotolize ze wzglgdu na swoje podstawienie hydroksylowe
Millet i wsp. 1998; Chelme-Ayala i wsp. 2010).
Najwicksze znaczenie przy degradacji tej substancji ma
jednak rozklad mikrobiologiczny. Dane literaturowe
jednoznacznie wskazuja, iz metale cigzkie majg wplyw na
aktywno$¢ enzymatyczng grzybow i bakterii. W malych
stezeniach metale mogg dziala¢ stymulujaco, w duzych
wykazuja dziatanie hamujace (Nowak i wsp. 1999; Mocek-
-Plociniak 2011). W swoich badaniach Giller i wsp. (2009)
sugeruja, iz reakcja mikroorganizméw na stres zwigzany
z obecnoscig metali ciezkich w glebie moze by¢ nieprzewi-
dywalna i w znacznym stopniu moze zaleze¢ od stanu
gleby przed skazeniem. Szczegdlne znaczenie przy ocenie
wplywu metali cigzkich na aktywno$¢ mikrobiologiczng
gleb ma oznaczenie aktywno$ci dehydrogenaz. Jest to
bowiem wskaznik intensywnosci metabolizmu oddecho-
wego bakterii i promieniowcow, szczegdlnie wrazliwy na
dziatanie metali cigzkich (Margesin i wsp. 2000; Mocek-
-Pt6ciniak 2011).

Celem pracy byta ocena wptywu metali cigzkich (Cu,
Zn, Pb) na rozkiad bromoksynilu w glebie.

Materialy i metody / Materials and methods

Doswiadczenia prowadzono w warunkach kontrolo-
wanych. Gleby do badan pobrano z po6l uprawnych
z warstwy ornej 0-20 cm. W doswiadczeniu wykorzystano
dwie gleby o znaczaco zroéznicowanej zawarto$ci metali
ciezkich. Jedna z gleb (G1) o zwickszonej zawarto$ci
metali, pochodzita z miejscowosci Zukowice, z obszaru
bedacego w zasiggu oddziatywania Huty Miedzi Glogdéw
I, druga (G2), charakteryzujaca si¢ brakiem tych
zanieczyszczen, zostata pobrana z pola uprawnego w Oku-
licach. Gleby dobrano tak, by ich podstawowe parametry
(pH, skiad granulometryczny, zawarto$¢ C,,) byty zblizo-
ne, co pozwolito ograniczy¢ wptyw wilasciwosci gleby na

rozktad bromoksynilu. Do$wiadczenie zalozono w 3 pow-
torzeniach dla kazdego z wariantow gleby. Badania
fizykochemiczne gleb przeprowadzono w Zaktadzie
Herbologii i Technik Uprawy Roli we Wroclawiu. Sklad
granulometryczny oznaczono metoda Casagradne w mody-
fikacji Prészynskiego, pH ustalono metodg potencjo-
metryczng, zawarto$¢ C,, oznaczono metoda Tiurina,
zawartos¢ przyswajalnych form Cu, Pb i Zn okre§lono
metodg absorpcyjnej spektrofotometrii atomowej (AAS —
Atomic Absorption Spectrometry) (Karczewska i Kabata
2008). Wiasciwosci fizykochemiczne gleb przedstawiono
w tabeli 1.

Glebg o ustalonej wilgotnosci napetniano doniczki
(300 g gleby na doniczke). Bromoksynil aplikowano na
glebe w formie herbicydu Emblem 20 WP w dawce
2 kg/ha, w stacjonarnej komorze opryskowej wyposazonej
w ruchomg dysze typu TeelJet XR 11003-VS, umozliwia-
jaca wydajno$¢ cieczy uzytkowej rowng 250 l/ha przy
ci$nieniu roboczym 0,25 MPa. Po aplikacji herbicydu
doniczki z gleba umieszczono w komorze klimatycznej
(Sanyo MLR-350), w ktorej utrzymywano state parametry
(temperatury 1 o$wietlenie) imitujace warunki w czasie
wiosennej aplikacji herbicydu (dzien — 16 godz., tempera-
tura 20°C, natezenie $wiatta 14 000 luxéw; noc — 8 godz.,
10°C, bez oswietlenia). Wilgotnos$¢ gleb utrzymywano na
statym poziomie (60% maksymalnej pojemnosci wodnej)
przez caly czas trwania badan (metodg wagowa). Probki
gleb do oznaczania zawartosci bromoksynilu pobierano
2 godziny po aplikacji herbicydu (st¢zenie poczatkowe)
oraz 2, 4, 8, 16, 32 1 64 dni po zabiegu (Sadowski i wsp.
2013). Procedura przygotowania probek glebowych do
oznaczenia aktywnos$ci mikrobiologicznej, zastosowana
dawka herbicydu oraz warunki inkubacji byly identyczne,
jak w przypadku doswiadczen z wptywem metali cigzkich
na degradacje bromoksynilu. Probki do analiz dehydroge-
nazy pobierano 8 h po wykonaniu zabiegu, a nast¢pnie po
1, 3, 71 10 dniach od aplikacji herbicydu.

Ekstrakcje pozostalosci bromoksynilu z materialu
glebowego prowadzono na aparacie Dionex 350 AS
w cyklu z dwukrotng ekstrakcja acetonem w temperaturze
40°C, przy cisnieniu 0,2 MPa. Powstaly, oczyszczony
ekstrakt o objetosci 33 ml, odparowano na proézniowej
wyparce rotacyjnej (temp. 40°C, 90 obr./min). Sucha
pozostato$¢ rozpuszczono w 10 ml acetonu. Z powstatego
roztworu pobrano 2 ml i poddano procesowi derywa-
tyzacji. Przeprowadzenie w pochodng mialo na celu popra-
we lotnosci oznaczanej substancji 1 zostalo wykonane przy
uzyciu 2 ml diazometanu rozpuszczonego w eterze. Otrzy-
mang pochodna byl metoksybromoksynil. Pochodng bro-
moksynilu oznaczono na chromatografie gazowym Varian
CP-3800 z detektorem wychwytu elektrondéw wyposa-
zonym w kolumne kapilarng VF-5ms (30 m % 0,25 mm).
Gazem nos$nym byt azot, ktorego przeplyw ustawiono na
1,5 ml/min. Temperaturg pieca kolumny zaprogramowano
w nastgpujacym cyklu: temperatura poczatkowa 120°C
przez 7 min. Nastgpnie wzrost temperatury z szybkoscia
10°C/min. do 200°C i utrzymanie jej przez 2 min.
Ponowny wzrost z predkoscia 5°C/min. do uzyskania
temperatury 230°C, ktora utrzymywano przez 20 min.
Temperatur¢ komory nastrzykowej i detektora ustawiono
odpowiednio na 230 1 300°C.
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Tabela 1. Charakterystyka gleb
Table 1. Soil characteristics

Sktad granulometryczny
Granulometric composition
Gleba - - pH Corg Cu Zn Pb
Soil piasek pyt it [1M KCI] [%] [mg/kg] [mg/kg] [mg/kg]
sand silt clay
[%o] [o] [%]
Gl 30 64 6 7.3 1,23 380 192 157
G2 36 62 2 7,1 1,21 3,7 2,3 32

Wartoséci podstawowych parametrow charakteryzuja-
cych metode analityczng miescily si¢ w granicach
akceptowalnych, wyznaczonych dla tego typu analiz
(SANCO 2013) (oznaczalno$¢ 0,001 mg/kg, powtarzalnos¢
5,6%, §redni odzysk 98,7%).

Dehydrogenazy oznaczano w §wiezym materiale glebo-
wym, metoda kolorymetryczng wedlug metodyki Thal-
mann (1968) oraz Zablockiej-Godlewskiej i wsp. (1999).
Aktywno$¢ dehydrogenazy wyrazono w mg powstalego
w glebie formazanu.

Wymagane obliczenia statystyczne wykonano w pro-
gramie ARM 8. Warto$ci obliczonych odchylen standardo-
wych przedstawiono graficznie na wykresie (rys. 1, 2). Do
opisu rozktadu chlorotoluronu w glebie zastosowano
model oparty o réwnanie kinetycznej reakcji pierwszego
rzedu.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Rozktad bromoksynilu w glebie G1 i G2 przedstawiono
na rysunku 1. Stezenie poczatkowe bromoksynilu we
wszystkich  badanych  probkach gleby  wynosilo
0,832+0,0426 mg/kg. Najwigksze zroznicowanie w szyb-
kosci degradacji bromoksynilu obserwowano w pierw-
szych dniach trwania doswiadczenia. Spowolnienie
rozktadu w glebie skazonej metalami cigzkimi (G1) bylo
znaczace 1 w 8. dniu po aplikacji herbicydu w glebie G1
zostalo rozlozone 24%, natomiast w glebie G2 39% za-
aplikowanej dawki bromoksynilu. Migdzy 16. a 64. dniem
trwania do$wiadczenia nie obserwowano istotnych réznic
w szybkos$ci degradacji badanego zwigzku. Na podstawie
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Rys. 1. Rozktad bromoksynilu w glebach
Fig. 1. Bromoxynil decomposition in soils

uzyskanych wynikdOw mozna stwierdzi¢, ze rozkiad
bromoksynilu w badanych glebach zostal znaczaco
zahamowany po 16 dniach od rozpoczgcia eksperymentu.
Poczatkowo znacznie wolniejszy rozktad bromoksynilu
w glebie G1 nie przelozyl si¢ na wyzsza warto$¢ czasu
polowicznego rozkladu. Rozpatrujac przebieg rozktadu
bromoksynilu mozna stwierdzi¢, ze ze wzgledu na uzys-
kane czasy potowicznego rozktadu (DTsg), nie odnotowano
wplywu obecnosci metali cigzkich na szybkos$¢ jego
degradacji (wartosci DTsy dla obu gleb byly zblizone).
Dodatkowo wyznaczone krzywe rozktadu opisano mate-
matycznie. Najlepsze dopasowanie danych eksperymental-
nych do modelu uzyskano stosujac réwnanie funkcji
wyktadniczej (kinetyczne rownanie reakcji pierwszego
rzedu). Taki wybor modelu przebiegu rozkladu opisuja
rowniez inni autorzy (Ravelli i wsp. 1997; Cuevas i wsp.
2007). W przypadku przeprowadzonego testu dopasowanie
danych eksperymentalnych do tego rownania bylo wy-
starczajace. Wspotezynnik korelacji r* zawierat si¢ w prze-
dziale 0,94-0,97 (tab. 2). Zgodnie z przyjetymi zasadami
(Guidance 2000) dopasowanie danych eksperymentalnych
do réwnania mozna uznaé¢ za prawidlowe, jezeli wspol-
czynnik korelacji jest rowny lub wyzszy niz 0,7. Na
podstawie rownan opisujacych krzywe wyliczono wartosci
czasu polowicznego rozkladu (DTsy) bromoksynilu
w glebach. Uzyskane wyniki byly zblizone do warto$ci
odczytanych z wykresu, co potwierdzitlo brak wigkszych
roznic w warto$ciach DTs, dla obu gleb (tab. 2). Jednak
bioragc pod uwage pierwsze dwa tygodnie od aplikacji
herbicydu mozna stwierdzi¢, ze obecno$¢ metali spo-
wolnita rozktad, co moze przeklada¢ si¢ na wyzsza
skuteczno$¢ s$rodka w zwalczaniu chwastow, gdyz to
wlasnie w tym okresie aktywno$¢ i skuteczno$¢ preparatu
jest najwyzsza. Zroéznicowany wpltyw metali cigzkich na
rozktad herbicydow w glebie jest rowniez sygnalizowany
przez innych autoré6w (Suhadolc i wsp. 2004; Sadowski
i wsp. 2013). Czgsto odmienne obserwacje $wiadcza
0 tym, ze nie mozna wyciagnaé jednego, uniwersalnego
whniosku, ktory charakteryzowalby zachowanie herbicyddéw
w glebie skazonej metalami cigzkimi. Omawiany wptyw
uzalezniony jest réwniez od innych czynnikéw, jak rodzaj
substancji czynnej, typ gleby, wielkos¢ skazenia, czy obec-
no$¢ innych ksenobiotykow. Bromoksynil jest substancja
dobrze rozpuszczalng w wodzie i szybko zanikajaca
w glebie (Millet 1 wsp. 1998). W glebach lekkich, piasz-
czystych czas potowicznego rozktadu wynosi ok. 10 dni,
w glebach ciezszych, bogatych we frakcje ilastg czas ten
jest dluzszy i wynosi ok. 14 dni (Pampulha i Oliveira



64 Influence of heavy metals on bromoxynil decay in soil / Wptyw metali ciezkich na rozktad bromoksynilu w glebie

Tabela 2. Rownania krzywych rozkladu bromoksynilu w glebach oraz wartosci DT,

Table 2. Equations for bromoxynil degradation curves and values of DTs

Rownanie krzywej rozktadu Wspotczynnik DTj5 [dni — days]
Gleba (dla wartosci srednich) korelacji wyznaczone graficznie wyliczone z rbwnania
Soil Equation of degradation curve Correlation graphically calculated
(for average values) coefficient determined from equation
Gl C,=0,853 x ¢ 10 1’ =0,9723 28,8+1,34 327
G2 C,=0,936 x ¢ *0%1t 1 =0,9468 27,4+1,26 30,2

C, — stgzenie bromoksynilu po czasie ,,t” — bromoxynil concentration at time

g

2006). Inne zrdédla podaja wartosci DTy dla bromoksynilu
w granicach 3-5 dni (Chen i wsp. 2011). Uzyskane
z danych eksperymentalnych wartosci DTso (ok. 30 dni)
wskazuja na to, iz na wolniejszy rozklad tej substancji ma
wplyw istotnie wyzsze pH gleby. Prace innych autorow
dowodza, iz rozklad bromoksynilu na glebach o wyzszym
odczynie jest znacznie wolniejszy, moze by¢ wrecz
zahamowany (Sheng i wsp. 2005; Pampulha i Oliveira
2006; Morimoto i Shimmen 2008; Chen i wsp. 2011).
Bromoksynil jest fatwo rozkladany w glebie za posred-
nictwem enzymow produkowanych przez mikroorganiz-
my. Jego rozpad zostaje przyspieszony po dostarczeniu do
gleby zrédla tatwo przyswajalnego wegla. Nasuwa to
przypuszczenie, ze pierwszym etapem degradacji bromo-
ksynilu moze by¢ kometabolizm, ktory zalezy od obec-
nosci odpowiednich substratow (Rosenbrock i wsp. 2004;
Holze i wsp. 2008). Oznaczono rowniez produkcije
dehydrogenazy po aplikacji herbicydu na glebe G1 i G2.
Uzyskane wyniki przedstawiono na rysunku 2. Mozna
stwierdzi¢, ze dodatek bromoksynilu powodowat zmniej-
szenie aktywno$ci mikrobiologicznej gleby, co przetozyto

30

Fromazane [mg/kg]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dni od aplikacji herbicydu — Days after herbicide application

Rys. 2. Zmiany aktywno$ci mikrobiologicznej w glebach po apli-
kacji bromoksynilu

Fig. 2. Changes of microbial activity in soils after bromoxynil
application
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