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BIODEGRADATION AND TOXICITY OF SELECTED PLANT
PROTECTION PRODUCTS

Investigations were carried out in order to evaluate biodegradability of two pesticides — pure
active substance 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4 D) and specific preparation created at the base
of 24-D — Aminopielik 720. Biodegradation was carried out according to OECD standards —
Method 301E and 303A. After biodegradation toxicity of intermediates was also determined.
Investigated preparations were biodegradable in coupled units test. Biodegradation rate, observed
at the base of COD standard analysis, was over 90%. Intermediates didn’t show significant toxicity
with reference to fish, algae and daphnia.

Streszczenie

Przeprowadzone badania miaty na celu oceng¢ podatnosci na biodegradacje dwoch pestycy-
déw — czystej substancji aktywnej kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego (2,4-D) oraz preparatu
uzytkowego sporzadzonego na bazie 2,4-D — Aminopielika 720. Badania nad biodegradacija
prowadzono z zastosowaniem standardowych testow zalecanych przez OECD — metod 301E
i 303A. Przeprowadzono rowniez oceng toksycznosci produktow pobiodegradacyjnych. Badane
preparaty okazaly si¢ podatne na biodegradacj¢ w tescie potwierdzajacym. Stopien usunigcia
ChZT wynosit powyzej 90%. Produkty powstale po biodegradacji nie wykazywaly znaczacego
dziatania toksycznego w odniesieniu do ryb, glonéw i rozwielitek.

WSTEP

Wsrdd dziesiatkow tysigcy wytwarzanych corocznie zwiazkow pestycydy
zajmuja szczegdlna pozycje, bedac jednoczesnie dobrodziejstwem i niebezpie-
czenstwem. Pozwalaja one na znaczne podwyzszenie plondw i ograniczenie
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chordb przenoszonych przez pasozyty, rownoczesnie jednak stwarzaja zagroze-
nie na skutek swojej wysokiej aktywnosci fizjologicznej i duzej roznorodnosci
budowy. Od innych zwiazkow antropogennych odroznia je to, ze sa truciznami
i ze do Srodowiska wprowadzane sa celowo. Liczba badan dotyczacych wply-
wu herbicydow na $rodowisko jest znaczna, jakkolwiek skupiaja sie one przede
wszystkim na zagadnieniach dotyczacych podwyzszenia plonéw w uprawach
objetych chemiczna ochrona, okreslaniu toksycznosci pestycydow w stosunku
do organizméw szkodliwych dla upraw, oznaczaniu ich trwalosci w glebie
1 w wodzie oraz na $ledzeniu drég ich przenikania do zywnosci i organizmu
czlowieka [11]. Mniej natomiast jest prac dotyczacych wplywu na organizmy
metabolitow preparatow i sa to w zasadzie tylko prace odnoszace si¢ do
mutagennosci i kancerogennosci tych zwiazkow (prowadzone m.in. na mikro-
organizmach i embrionach ptazéw) [3—5, 19, 26]. Ich wplyw na inne orga-
nizmy jest okreslany znacznie rzadziej, gdyz prace tego rodzaju dotycza raczej
substancji aktywnych stosowanych w preparatach [1, 7, 10, 14, 20, 24]. Ponadto
prowadzone badania toksycznosci metabolitow dotycza glownie zwiazkow wy-
twarzanych w glebie [5, 13, 19]. Doniesien o metabolitach powstajacych w pro-
cesach rozkladu w srodowisku wodnym lub $cieckowym praktycznie jest niewiele
[6, 23]. Niewiele jest rowniez badan dotyczacych produktow powstajacych
w procesach rozktadu chemicznego [15]. W literaturze przewazaja publikacije
dotyczace wptywu herbicydow na waska tylko grupe organizméw (najczedciej
jeden lub dwa gatunki) [1, 3, 4, 7, 10, 14, 18, 19, 22, 25, 26]. Prace, w ktdrych
badania prowadzono na szerszej grupie organizmow, a wigc uwzgledniajace
zaleznosci wynikajace z tancucha pokarmowego, sa prowadzone bardzo rzad-
ko i tylko w niewielu przypadkach odnosza si¢ do testow toksycznosci ostrej
(sa to bowiem glownie testy w uktadach symulujacych naturalne ekosystemy)
[6, 9]. Brak jest danych o toksycznosci ciekOw przemystowych zawierajacych
herbicydy fenoksyoctowe.

Celem podjetych badan bylo okreslenie i porownanie podatnosci na bio-
degradacjg czystej substancji aktywnej — kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowe-
g0 (2,4-D), oraz preparatu dostgpnego w handlu (w ktorym jako substancja
aktywna zastosowany zostal 2,4-D) Aminopielika 720. Celem badan bylo
rowniez stwierdzenie toksycznosci metabolitow powstatych w wyniku bio-
logicznego rozkladu tych preparatow oraz wplywu zastosowanych w prepa-
racie uzytkowym substancji dodatkowych, tj. wypelniaczy, emulgatordw etc.
na jego biodegradacj¢. Jako przedmiot badan wybrano fenoksykwasy, gdyz
grupa tych herbicydow jest bardzo popularna w Polsce i stosowana corocznie
na tysiacach hektarow upraw zbdz. Jednoczesnie, poniewaz sa to srodki
znane od wielu lat, nie ma zastosowania do nich rozporzadzenie Ministra
Rolnictwa i Gospodarki Zywnosciowej, ktore obliguje badanie degradacji
w wodzie jedynie tych srodkéw ochrony roélin, ktore zawieraja substancije
aktywne nie wchodzace dotad w sklad zadnego srodka dopuszczonego do
obrotu i stosowania [21].
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METODYKA BADAN

BADANE PREPARATY
Kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D)

Jest to bezbarwny proszek o temperaturze topnienia 140,5°C i rozpuszczal-
nosci w wodzie w temperaturze 25°C 900 mg/dm?. Substancja ta nalezy do
silnych kwasow i tworzy sole z kationami metali alkalicznych, a takze estry
organiczne. Do badan uzyto preparatu o czystosci 98,3% i zawartosci 0,45%
chlorofenoli. Strukturg tego zwiazku przedstawiono ponize;.

1

cl CH; COOH

Aminopielik 720

Jest to preparat chwastobojczy w formie plynu przeznaczonego do spo-
rzadzania roztworu wodnego, powinien by¢ stosowany nalistnie. Substancja
czynna wchodzaca w sklad tego preparatu jest sl amonowa kwasu 2,4-dichlo-
rofenoksyoctowego. Suma kwasow w przeliczeniu na kwas 2,4-D wynosi
723,5 g/dm3, gestosé w temperaturze 20°C 1,240 g/cm?®, zawarto$é chlorofenoli
0,25%.

BADANIE BIODEGRADACII

Badanie przesiewowe

Badania przeprowadzono na podstawie metodyki zalecanej przez wytyczne
OECD (metoda 301E) do badan substancji chemicznych [2]. W pierwszym
etapie przeprowadzono test podatnosci badanych preparatow na biodegrada-
cje pierwotna — badanie przesiewowe. Test ten prowadzony jest w warunkach
ograniczonej sposobnosci do wystapienia biodegradacji, gdyz badana substan-
cja stanowi jedyne nominalne zrodio wegla, a liczba mikroorganizmow bio-
racych udzial w procesie jest niewielka.

Do kolb stozkowych o pojemnosci 2 dm*® wprowadzono 1,5 dm® wody
destylowanej zawierajacej badana substancjc w stezeniu odpowiadajacym
100 mg/dm® ChZT (30 mg/dm® RWO). Roztwér wzbogacono pierwiastkami
sladowymi w ilosciach podanych ponizej:

MnSO, - 4H,0 39,9 mg/dm?,
H,BO, 57,2 mg/dm?3,
ZnSO,-7H,0 42,8 mg/dm?,
(NH,)sMo,0,, 34,7 mg/dm?,
FeCL, 100 mg/dm3,
wyciag drozdzowy 15 mg/dm3.

Medium zaszczepiono inokulum w iloéci 0,5 cm3/dm?. Inokulum stanowily
przesaczone $cieki oczyszczone o charakterze bytowo-gospodarczym, pocho-



24 E. GRABINSKA-SOTA, J. KALKA, E. WISNIOWSKA, B. SCIERANKA

dzace z laboratoryjnego uktadu osadu czynnego. Kolby nastgpnie zatykano
luznymi korkami z waty i umieszczano na wytrzasarce. Biodegradacje prowa-
dzono w ciemnosci, w temperaturze 20+ 2°C. Probg kontrolna stanowito za-
szczepione medium bez dodatku substancji badane;.

W celu okreslenia podatnosci preparatu na rozktad biologiczny okreslano
ubytek wartosci ChZT w kolbach po uptywie 5, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24,
26 1 28 dni od daty rozpoczgcia doswiadczenia. Oznaczenia ChZT wykonywa-
no w probach saczonych metoda dwuchromianowa [12].

Badanie potwierdzajace

Badanie biodegradacji wtasciwej preparatow prowadzono w warunkach
symulujacych pracg biologicznej oczyszczalni scieckow wedlug metodyki poda-
nej w [2]. W tym celu przygotowano trzy modelowe uktady osadu czynnego —
po jednym dla kazdego preparatu i uktad kontrolny. Pojedyncza instalacja do
hodowli osadu czynnego skladata si¢ z pojemnika na $cieki surowe, komory
napowietrzania, osadnika wtornego, pompki dozujacej scieki, pompki napo-
wietrzajacej, zbiornika na $cieki oczyszczone. Calkowita pojemnosé pojedyn-
czej instalacji wynosita 25 dm3. Do badan zastosowano osad czynny pochodza-
cy z oczyszczalni Sciekow w Gliwicach-Labedach, uprzednio adaptowany do
badanych zwiazkow. St¢zenie osadu czynnego w kazdym z ukladow oscylo-
wato wokot wartosci 2500 mg/dm?3. Jako podloze stosowano $cieki syntetyczne
o charakterze bytowo-gospodarczym o nast¢pujacym skladzie:

pepton 160 mg/dm?,
wyciag miesny 110 mg/dm3,
mocznik 30 mg/dm?,
NaCl 7 mg/dm?3,

CaCl,-2H,0 4 mg/dm?,
MgSO,-7H,0 2 mg/dm?.

Do rozpuszczenia sktadnikéw uzyto wody wodociagowej. Badane preparaty
dodawane byly do pozywki w ilosci 40 mg/dm® substancji aktywnej. ChZT
pozywki wraz z badanymi substancjami miato wartos¢ 287 + 33 g/m3 w ukladzie
z kwasem 2,4-D oraz 301421 g/m*® w ukladzie z Aminopielikiem. Stezenie ChZT
w doplywie do ukladu kontrolnego wynosito 297425 g/m3. Obciazenie osadu
czynnego bylo réwne 0,65+0,11 gBZT/g,., d, 0,30+0,13 gBZT,/g ., d
1 043+0,10 gBZT,/g, .., -d odpowiednio dla ukladu kontrolnego, ukladu,
w ktérym badano biodegradacj¢ kwasu 2,4-D, oraz uktadu z Aminopielikiem.
Biodegradacj¢ prowadzono wigc w warunkach osadu konwencjonalnego.

W celu oceny podatnosci pestycydow na biodegradacje wykonywano na-
stepujace oznaczenia:

— pH — potencjometrycznie;

— oznaczenie ChZT — metoda dwuchromianowa z prob saczonych [12];

— zawiesing osadu czynnego — wagowo [12];

— stezenie tlenu w komorze napowietrzania — sonda tlenowa.

Oznaczenia wykonywano w probach $redniodobowych.
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BADANIE TOKSYCZNOSCI

Dane na temat toksycznosci badanych preparatéow w stosunku do roz-
wielitek i ryb sa dostgpne w literaturze, i pozwalaja na zaliczenie ich do III
klasy toksycznosci [22]. W pracy ograniczono si¢ wigc do zbadania toksyczno-
$ci produktéw powstalych w wyniku biodegradacji preparatow w srodowisku
wodnym.

W celu oceny toksycznosci produktéw powstatych po biodegradacji bada-
nych zwiazkow wykonano nastepujace testy:

— badanie zahamowania wzrostu glonéw Scenedesmus quadricauda,

— test toksycznosci ostrej na rybach Lebistes reticulatus;,

— test toksycznosci ostrej na rozwielitce Daphnia magna.

Badanie zahamowania wzrostu glonow Scenedesmus quadricauda

Badania wykonano wedlug metodyki podanej w wytycznych OECD [2].
Test prowadzono w kolbach stozkowych o pojemnosci 200 cm?. Do kazdej
kolby wprowadzano 50 cm?® roztworu, w ktorym stezenie poczatkowe glonow
wynosito 1-10° kom/cm?3, glony przesiewano z kultury wyjsciowej w logaryt-
micznej fazie wzrostu. Test prowadzono w temperaturze 22+ 1°C i przy ciag-
tym oswietleniu, az do uzyskania 16-krotnego przyrostu glonow w prébach
kontrolnych. Za miarg toksycznego oddzialtywania produktow po rozkladzie
biologicznym przyjeto zahamowanie wzrostu populacji po tym czasie, w zalez-
nosci od rozcienczenia. Prowadzono 3 serie testowe dla kazdego rozcienczenia.
Na poczatku i na koncu testu mierzono pH roztwordw.

Badanie toksycznosci ostrej preparatdw na rozwielitce Daphnia magna

Badania prowadzono zgodnie z metodyka ujeta w Polskich Normach [16].
Test prowadzono w krystalizatorach o pojemnosci 500 cm®, w temperaturze
20+1°C, w pomieszczeniu ofwietlanym jarzeniowkami przez 16 godzin na
dobe. W kazdym z krystalizatorow umieszczono po 10 osobnikéw w wieku 24
godzin. Wykonano trzy serie testowe dla kazdego roztworu. Test prowadzono
przez 96 godzin, przyjmujac jako kryterium oceny $miertelno$¢ osobnikow
w zaleznosci od czasu ekspozycji w odpowiednich roztworach.

Badanie toksycznosci ostrej preparatow na rybach Lebistes reticulatus

Badania wykonano wedtug metodyki ujetej w Polskich Normach [17]. Test
prowadzono w krystalizatorach o pojemnosci 500 cm?®, w temperaturze 23 +1°C,
stosujac oswietlenie akwariow 20 W jarzeniowkami, z zachowaniem 8-godzin-
nej przerwy nocnej. W kazdym krystalizatorze umieszczono po 5 osobnikdw
wielkosci okoto 8 —12 mm (przed wystapieniem dymorfizmu plciowego). Wy-
konano trzy serie testowe dla kazdego roztworu. Test prowadzono przez 96
godzin, przyjmujac jako kryterium oceny $miertelnosé¢ osobnikéw w zaleznosci
od czasu ekspozycji w odpowiednich roztworach.
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WYNIKI

BADANIE BIODEGRADACII

Badanie przesiewowe

W warunkach prowadzenia testu przesiewowego po 26 dniach Aminopie-
lik 720 i kwas 2,4-D ulegly rozkladowi odpowiednio w 31,6 i 62,4%, podczas

gdy substancja referencyjna — benzoesan sodu w tym samym czasie rozktadat
si¢ w 95% (Rys. 1).
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Rys. 1. Biodegradacja badanych preparatéw w tescie przesiewowym
Biodegradation of investigated preparations during OECD 301E test

Uznano, ze Aminopielik byl odporny na biodegradacje pierwotna, a kwas
2,4-D ulegal czesciowemu rozktadowi w warunkach testu. Przeprowadzo-
ne badania pozwolily na obserwacig, ze mimo iz obydwa preparaty zawieraly
ten sam czynnik aktywny, czyli 2,4-D, to ulegaly rozkladowi z réina szyb-
kos$cia. Sama substancja aktywna ulegta po 28 dniach rozkladowi w dwa razy
wiekszym stopniu niz preparat uzytkowy. Nalezy przy tym zauwazyc, ze
w ciggu pierwszych 18 dni testu roznice w szybkosci rozktadu 2,4-D i Ami-
nopielika nie byly az tak wyrazne. W tym czasie usunigcie ChZT bylo
w ukladzie z kwasem 2,4-D zaledwie o kilka (3—8%) wyzsze niz w ukladzie
z Aminopielikiem. Wykonane badania wskazuja na konieczno$¢ przepro-
wadzania testOw na gotowych preparatach dostgpnych w handlu, a nie na
samych substancjach aktywnych, gdyz zawarte w gotowych formulacjach
domieszki moga w znaczacym stopniu zmienia¢ wlasciwosci badanego pre-
paratu.
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Badanie potwierdzajace

Po przeprowadzeniu badan biodegradacji preparatow w warunkach symu-
lujacych prace biologicznej oczyszczalni SciekOw otrzymano nast¢pujace wyni-
ki: kwas 2,4-D ulegt rozktadowi w 95%, natomiast Aminopielik 720 w 90%.
Rozklad preparatéw w tescie potwierdzajacym obrazuje rysunek 2.
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Rys. 2. Biodegradacja badanych preparatéw w tescie potwierdzajacym
Biodegradation of investigated preparation during OECD 303A test

W rownolegle pracujacym ukladzie kontrolnym zasilanym syntetycznymi
sciekami o charakterze gospodarczo-bytowym zwiazki organiczne z tych Scie-
kéw usuwane byly w 93%. Stwierdzono zatem, ze badane preparaty ulegaty
biologicznemu rozktadowi i mozna je uznac¢ za podatne na biodegradacje
wilasciwa. Fakt duzej podatnosci fenoksyherbicydow na rozktad biologiczny
metoda osadu czynnego nie byt dotychczas interpretowany. Nalezy przypusz-
czaé, ze podatnos¢ na rozklad tych zwiazkow zwiazana moze byc¢ z tym, ze
kwasy fenoksyoctowe przypominaja budowa auksyny, bedace produktem me-
tabolizmu tryptofanu w organizmach zwierzgcych oraz organizmie czltowie-
ka [8]. Obecnos¢ zwiazkow o podobnej budowie w typowych Sciekach moze
wyksztalca¢ u mikroorganizméw mechanizmy ochronne, pozwalajace na ich
unieszkodliwianie badz usuwanie do srodowiska.

BADANIA TOKSYCZNOSCI

Badanie toksycznosci ostrej roztworow pobiodegradacyjnych na rozwielitce
Daphnia magna i rybach Lebistes reticulatus

Wyniki testow prowadzonych na Daphnia magna i Lebistes reticulatus za-
wieraja tabele 1 (dla roztworow po badaniach przesiewowych) i 2 (dla roz-
tworow po badaniach potwierdzajacych).
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Tabela 1. Wyniki testu toksycznosci ostrej roztworéw uzyskanych po badaniach przesiewowych
dla Iebistes reticulatus i Daphnia magna

Toxicity of degradation products obtained in OECD 301E test to Lebistes reticulatus and Daphnia

magna

Preparat
Preparation

Smiertelnosé
Lebistes reticulatus
w roztworze 100%

[%]

Mortality of
Lebistes reticulatus
in 100% solution

Smiertelnosé
Lebistes reticulatus
w roztworze 50%

[%]

Mortality of
Lebistes reticulatus

in 50% solution

Smiertelnos¢
Daphnia magna
w roztworze 100%
[%]
Mortality of
Daphnia magna
in 100% solution

Aminopielik 720 0 (96 h) 0 (96 h) 100 (96 h)
Kwas 2,4-D

2,4-dichlorophenoxyacetic acid 100 (24 1) 20 (24 h) 100 (24 h)
Kontrola

Contol 0 (96 h) 0 (96 h) 0 (96 h)

Tabela 2. Wyniki testu toksycznosci ostrej roztworéw pobiodegradacyjnych uzyskanych w tescie
potwierdzajacym dla Lebistes reticulatus i Daphnia magna

Toxicity of degradation products obtained in OECD 303A test to Lebistes reticulatus and Daphnia

magna

Preparat
Preparation

Smiertelnoé
Lebistes reticulatus
po 96 h [%]
Mortality of
Lebistes reticulatus
after 96 h [%]

Smiertelnosé
Daphnia magna
po 96 h [%]
Mortality of
Daphnia magna
after 96 h [%]

Aminopielik 720 0 0
Kwas 24D 0 0
2,4-dichlorophenoxyacetic acid

Kontrola

Control 0 g

Uzyskane dane pozwalaja stwierdzi¢, ze produkty rozktadu Aminopielika
po badaniach przesiewowych nie wykazywaly toksycznosci ostrej dla ryb. Pro-
dukty rozktadu po badaniach przesiewowych kwasu 2,4-D powodowaty nato-
miast 100% $miertelnos¢ ILebistes reticulatus po 24-godzinnej ekspozycji. Dla
Daphnia magna produkty biodegradacji Aminopielika uzyskane w badaniach
przesiewowych powodowaty 100% $miertelnosc¢ skorupiakéw po 96 h, produk-
ty rozkladu substancji aktywnej — kwasu 2,4-D powodowaly 100% Smiertel-
nos¢ juz po 24 h. Wartosci pH w roztworach pobiodegradacyjnych uzyskanych
w badaniach przesiewowych wyniosty: okoto 5,0 dla Aminopielika, i 4,4 dla
kwasu 2,4-D. Tak niskie pH moze powodowac nie tylko zmiany toksycznosci
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trucizn, ale i samo — niezaleznie od obecnosci substancji szkodliwych — tok-
sycznie oddziatywaé na zywe organizmy. Jak podaje Przezdziecki [18] zakres
pH 4—45 jest silnie szkodliwy dla mtodych ryb. W roztworach, w ktérych
zaobserwowano silna toksyczno$é w stosunku do Iebistes reticulatus, warto$é
pH miescila si¢ wlasnie w wymienionym powyzej zakresie. Niska wartos¢ od-
czynu byla réwniez prawdopodobnie gldéwng przyczyna smiertelnosci dafni.
Roztwory uzyskane w wyniku przeprowadzenia testu potwierdzajacego nie
byly toksyczne w stosunku do ryb i rozwielitek.

Test inhibicji wzrostu glondéw Scenedesmus quadricauda

Wyniki uzyskane w tescie zestawiono w tabeli 3. W wyniku przeprowadzo-
nych badan stwierdzono, ze roztwory pobiodegradacyjne uzyskane w wyniku
testow potwierdzajacych i przesiewowych nie byly toksyczne w stosunku do
Scenedesmus quadricauda. Nie obserwowano rdéwniez zmiany rozmiarow
1 ksztaltu komorek podczas testu w porownaniu z proba kontrolna.

Tabela 3. Stopien zahamowania wzrostu glonéw Scenedesmus quadricauda pod wptywem produk-
tow biodegradacji kwasu 2,4-D i Aminopielika 720
Effect of biodegradation intermediates of 2,4-D and Aminopielik 720 on Scenedesmus quadricauda
growth inhibition ratio

Rodzaj preparatu
Preparation

Zahamowanie wzrostu glonow
w stosunku do kontroli
w badaniu po tescie
przesiewowym [ %]
Algae growth inhibition
in relation to control
(screening test)

Zahamowanie wzrostu glonow
w stosunku do kontroli
w badaniu po tescie
potwierdzajacym [%]
Algae growth inhibition
in relation to control
(confirmatory test)

Kwas 24-D 4 6

2,4-dichlorophenoxyacetic acid

Aminopielik 720 10 8
WNIOSKI

Badane preparaty ulegaly biodegradacji w warunkach prowadzenia testu

potwierdzajacego. Podatnos¢ na biologiczny rozkiad preparatéw determi-
nowaly zastosowane w preparacie handlowym rozpuszczalniki i wypelniacze,
co wskazuje na konieczno$¢ przeprowadzania badan na preparatach uzyt-
kowych.

Produkty biodegradacji obydwu preparatow uzyskane w tescie potwier-
dzajacym nie byly toksyczne dla organizmdéw wodnych, natomiast toksycznosé
produktow biodegradacji uzyskanych po tescie przesiewowym najprawdopo-
dobniej spowodowana byla niecatkowitym usuni¢ciem preparatow oraz niskim
pH roztwordw.
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