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STRESZCZENIE

Celem podjetych badan byto okreslenie oddziatywania zwigzkow fluoru oraz selenu (na dwoch stopniach utlenie-
nia: IV 1 VI), wprowadzonych osobno oraz w mieszaninie na aktywnos¢ fosfatazowa gleby lekkiej. Doswiadczenie
przeprowadzono w warunkach laboratoryjnych na piasku gliniastym o zawarto$ci wegla organicznego 8,7 g/kg,
do ktorego wprowadzono w réznych kombinacjach fluor (10 mmol/kg) oraz selen (0,05 mmol/kg). W odstepach
tygodniowych przez okres 28 dni oznaczano spektrofotometrycznie aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej i fosfata-
zy kwasnej. Na podstawie otrzymanych wynikéw obliczono wskazniki opornosci enzymow (RS). Wykazano ze
wprowadzenie do gleby fluoru i selenu spowodowato istotne statystycznie obnizenie aktywnos$ci oznaczanych en-
zymow. Aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej charakteryzowata si¢ wigksza wrazliwos$cia na obecnos¢ fluoru i selenu
w glebie niz fosfataza kwasna. Dla fosfatazy alkalicznej najwigksze obnizenie RS wystapito po aplikacji fluoru
wraz z selenem na stopniu utlenienia IV, a dla fosfatazy kwasnej — fluoru wraz z selenem na stopniu utlenienia VI.

Stowa kluczowe: fosfatazy, fluor, gleba, selen, wskaznik opornosci.

EFFECT OF SELENIUM AND FLUORIDE ON PHOSHATASE ACTIVITIES IN SANDY SOIL

ABSTRACT

The aim of the study was to determine the impact of fluoride and selenium (in two oxidation states IV and VI),
introduced separately and in a mixture on soil phosphatase activity soil. The experiment was carried out in labora-
tory conditions on loamy sand samples with organic carbon content 8.7 g/kg. Various combinations of fluoride
(10 mmol kg) and selenium (0.05 mmol/kg) were added into soil samples. Over a period of 28 days, at weekly
intervals. Alkaline phosphatase and acid phosphatase activities were determined by spectrophotometry. Based on
the obtained results, the resistance index (RS) for enzymes was calculated. It was found that the addition of fluo-
ride and selenium into the soil resulted in a statistically significant decrease of assayedenzyme activities. Alkaline
phosphatase activity was more sensitive to the presence of fluoride and selenium in the soil than acid phosphatase.
The values of RS were lowest for alkaline phosphatase in soil treated with fluoride and selenium in the oxidation
state IV, and for acid phosphatase in soil treated with fluoride and selenium in the oxidation state VI.

Keywords: acid phosphatase, alkaline phosphatase, fluoride, soil, selenium, resistance index.

WSTEP

Selen i fluor sg pierwiastkami powszechnie
wystepujacymi w srodowiska, a ich korzystne lub
toksyczne oddziatywanie w duzym stopniu zalezy
od stezenia. Srednia zawartos¢ selenu w glebach
w skali $wiata wynosi 0,33 mg/kg. Zwigkszone
ilosci tego pierwiastka wystepuja w glebach bo-
gatych w zwigzki Zelaza i substancj¢ organiczng
oraz glebach zasolonych [Guo i in. 2000]. Pod
wzgledem geochemicznym selen jest silnie zwig-
zany z siarkg i najwicksze jego ilosci wystepu-

ja w mineratach siarczkowych i siarce rodzime;j
pochodzenia wulkanicznego [Purzynska 2000].
Znaczne ilo$ci selenu wprowadzane sg do $rodo-
wiska w wyniku spalania wegla i ropy naftowe;.
Pierwiastek ten jest rowniez powszechnie stoso-
wany w przemysle elektrochemicznym, fotoelek-
trycznym oraz szklarskim jako sktadnik barw-
nikow [Niedzielski i in. 2000]. Selen w glebach
wystepuje na wszystkich swoich podstawowych
stopniach utlenienia: -II, 0, IV i VI, w zalezno-
sci od potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego, pH
i udziatu mikroorganizméw [Mehdi i in. 2013].
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Problem zanieczyszczenia $rodowiska flu-
orem zrodzit si¢ dopiero we wspodtczesnym swie-
cie, w zwigzku z dziatalnoscig przemystowg
cztowieka (huty aluminium, fabryki nawozow
fosforowych, huty zelaza), co doprowadzito do
nagromadzenia toksycznych zwigzkow fluoru w
powietrzu,wodzie i glebie [Gramowska i Siepak
2002]. Fluor wystepuje w glebie w postaci za-
rowno rozpuszczalnej, jak i ogolnej. W glebach
nie narazonych na zanieczyszczenie przemysto-
we przewazajaca czes¢ fluoru wystepuje w for-
mie trudno rozpuszczalnej, a obecnos$¢ form roz-
puszczalnych moze $wiadczy¢ o przekroczeniu
granicy mechanizméw, ktoére go unieruchamiaja
[Telesinski i Snioszek 2009].

Oddziatywanie zanieczyszczen na stan eko-
chemiczny gleby mozna w bardzo dobry sposob
oceni¢ na podstawie aktywno$ci enzymatycznej
[Bielinska i Mocek-Ptociniak 2010, Wang i in.
2015]. Enzymy glebowe sg bardzo czgsto okre-
$lane jako wskaznik biochemicznej i mikrobiolo-
gicznej aktywnosci gleb [Kalembasa i in. 2014].
Fosfatazy naleza do szerokiej grupy enzymoéw,
ktore katalizujg hydroliz¢ organicznych potaczen
fosforu i sa stosowane do oceny potencjalne-
go tempa mineralizacji tych zwigzkéw w glebie
[Mocek-Ptociniak 2010]. Jak podaja Olander i Vi-
tousek [2000] aktywno$¢ fosfataz w $rodowisku
glebowym odzwierciedla aktywnos$¢ enzymow
zwigzanych z koloidami glebowymi i substancja-
mi humusowymi. Fosfatazy sg takze uwazane za
dobry wskaznik potencjatu mineralizacji fosforu
organicznego oraz aktywnosci biologicznej gleby
[Banerjee i in. 2012].

Celem niniejszej pracy byto okreslenie od-
dziatywania zwigzkow fluoru oraz selenu, osob-
no oraz w mieszaninie na aktywnos$¢ fosfatazowa
gleby lekkiej.

MATERIAL | METODY BADAN

Doswiadczenie przeprowadzono w warun-
kach laboratoryjnych przez okres 28 dni, w ukta-
dzie kompletnej randomizacji, z uzyciem gleby
pobranej z poziomu orno-proéchnicznego (0-30
cm) gleb rdzawych typowych z terenu Rolniczej
Stacji Doswiadczalnej w Lipniku (woj. zachod-
niopomorskie). Gleba ta charakteryzuje si¢ skla-
dem granulometrycznym piasku gliniastego oraz
zawarto$cig wegla organicznego 8,7 gCDrg/kg. Do
pobranego materialu glebowego wprowadzono
rézne kombinacje fluoru (w postaci NaF), w ilo-
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$ci 10 mmol/kg oraz selenu na dwoch stopniach
utlenienia: IV i VI (w postaci H,SeO, 1 H,SeO,) w
ilosci 0,05 mmol/kg.

Nastepnie doprowadzono wilgotnos¢ gleby
do 60% maksymalnej pojemnos$ci wodnej. Glebg
doktadnie wymieszano i przechowywano w temp.
20 °C. Punktem odniesienia byta gleba bez dodat-
ku wymienionych pierwiastkow. We wszystkich
wariantach doswiadczenia, w trzech powtorze-
niach, oznaczono spektrofotometrycznie aktyw-
no$¢ fosfatazy kwasnej oraz fosfatazy alkalicznej
zgodnie z metodg Tabatabai i Bremnera [1969], w
odstepach tygodniowych.

Do sporzadzania roztworéw wykorzysta-
no wode¢ dejonizowana (demineralizator HLP
Smart 2000, Hydrolab) o sredniej przewodnosci
wiasciwej 0,15 uS/cm i napigciu powierzchnio-
wym 72,3 mN/m w temperaturze 25 °C. W ozna-
czeniach spektrofotometrycznych zastosowano
spektrofotometr UV-1800 firmy Shimadzu.

Otrzymane wyniki opracowano statystycznie
za pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji
(ANOVA). Najmniejsze istotneréznice (NIR)
obliczono wedlug procedury Duncana przy po-
ziomie istotnosci o = 0,05. Obliczenia wykonano
niezaleznie dla wynikow uzyskanych w kazdym
terminie pomiaru.

W celu oceny oddziatywania fluoru i selenu
na aktywno$¢ oznaczanych fosfataz wyniki prze-
liczono i podano jako procentowe zmiany (ang.
relative change) aktywnos$ci w stosunku do gleby
kontrolnej, zgodnie ze wzorem podanym przez
Chaer i in. [2009]. Obliczono rowniez wskazniki
oporno$ci (ang. resistance index) enzymow we-
dlug Orwina i Wardle’a [2004].

WYNIKI BADAN | DYSKUSJA

Wprowadzenie selenu i fluoru spowodowato
istotne zmiany aktywnos$ci fosfatazy alkalicz-
nej oraz fosfatazy kwasnej w glebie (tab. 1). Po
aplikacji fluoru (F) wykazano, w trakcie trwania
catego doswiadczenia, istotna statystycznie inhi-
bicje aktywnosci fosfatazy alkalicznej oraz fos-
fatazy kwasnej, ktora wynosita, odpowiednio:
6,58-16,92% 1 10,30-20,85% (rys. 1a).

Po aplikacji do gleby selenu na stopniu utle-
nienia [V (SelV) stwierdzono spadek aktywno-
$ci obu fosfataz w poczatkowym okresie trwania
doswiadczenia. Wykazana inhibicja byla istotna
statystycznie w nastepujacych dniach doswiad-
czenia: dla fosfatazy alkalicznej — 7. (27,20%), a



Inzynieria Ekologiczna / Ecological Engineering Vol. 43,2015

Tabela 1. Aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej i fosfatazy kwasnej w glebie z dodatkiem réznych kombinacji selenu

i fluoru [mg p-NP/kg s.m-h]

Table 2. Activity of alkaline phosphatase and acid phosphatase in soli treated with selenium and fluoride [mg

p-NP/kg dm-h]

Kombinacja fluoru Dzier doswiadczenia
i selenu 1, 7. 14, 21. 28.
Fosfataza alkaliczna

kontrola 38,32 37,76 35,54 34,43 33,87
F 33,31 31,37 32,48 30,53 31,64
SelV 36,09 27,49 39,43 38,87 41,09
SeVI 4470 40,54 36,37 32,21 28,32
F+SelV 24,99 21,93 29,71 24,16 24,16
F+SeVI 24,99 16,38 20,82 19,16 29,99

NIR, o5 3,25 4,86 3,01 3,47 1,55

Fosfataza kwasna

kontrola 205,46 282,92 259,89 262,38 231,56
F 172,14 253,77 205,70 220,40 203,77
SelV 185,75 226,00 246,83 305,13 233,78
SeVI 151,87 184,36 230,17 334,29 252,96
F+SelV 162,98 185,75 229,61 229,84 221,28
F+SeVI 164,92 192,13 245,16 226,79 197,41
NIR o6 11,59 14,36 12,83 14,76 18,88

dla fosfatazy kwasnej — 1., 7.1 14. (5,02-20,12%).
Natomiast istotng statystycznie stymulacje¢ ak-
tywnos$ci fosfatazy alkalicznej odnotowano w
14.,21.128. dniu do§wiadczenia (10,94-21,32%),
podczas gdy podwyzszenie aktywnosci fosfatazy
kwasnej wystapito jedynie po trzech tygodniach
trwania doswiadczenia (16,29) (rys. 1b).
Aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej w glebie z
dodatkiem selenu na stopniu utlenienia VI (SeVI)
w 1. dniu do$wiadczenia ulegta podwyzszeniu o
16,65%, a nastgpnie w trakcie trwania doswiad-
czenia stopniowo zmniejszata si¢ w stosunku do
gleby kontrolnej i w ostatnim dniu do§wiadczenia
odnotowano inhibicj¢ aktywnos$ci tego enzymu o
16,39%. Inaczej ksztattowata si¢ aktywnos¢ fos-
fatazy kwasnej. Do 14. dnia do§wiadczenia wpro-
wadzenie SeVI spowodowalo istotne statystycznie
obnizenie aktywnosci enzymu o 11,44-34,84%,
podczas gdy w 21. 1 28. dniu do§wiadczenia odno-
towano stymulacje aktywnosci fosfatazy kwasnej,
odpowiednio o: 27,41 19,24% (rys. 1c).
Wprowadzenie do gleby fluoru wraz z sele-
nem na obu stopniach utlenienia spowodowato
obnizenie aktywnos$ci obu fosfataz. W wigkszosci
termindw pomiaréw inhibicja aktywnosci fosfa-
tazy alkalicznej byta wigksza niz fosfatazy zasa-
dowej. Najnizszg aktywno$¢ enzymow wykazano
w 7. dniu do$wiadczenia i w wariancie F+SelV

byta ona nizsza niz w glebie kontrolnej o 41,92 i
34,34% (rys. 1d), a w przypadku F+SeVI o0 56,62
132,09% (rys. le), odpowiednio dla fosfatazy al-
kalicznej i fosfatazy kwasne;j.

Obliczone wspotczynniki opornosci (RS)
dla fosfatazy alkalicznej oraz fosfatazy kwasnej
po wprowadzeniu fluoru i selenu byly dodatnie
w trakcie trwania catego doswiadczenia. Orwin
i Wardle [2004] podaja, ze wartosci RS mieszcza
si¢ w przedziale od 1 do -1, gdzie 1 oznacza brak
wplywu danego ksenobiotyku na badany para-
metr. Wraz ze wzrostem negatywnego oddziaty-
wania zanieczyszczenia zmniejszajg si¢ wartosci
RS. Mozna zatem stwierdzi¢, ze aplikacja fluoru,
jak 1 selenu w niewielkim stopniu wptynela na
aktywnos¢ fosfataz, gdyz wartosci RS ksztal-
towaty si¢ na poziomie 0,51-0,98. Jedynie w 7.
dniu do$wiadczenia, w glebie z dodatkiem SeVI
odnotowano nizsza warto$¢ RS (0,39). Natomiast
po wprowadzeniu fluoru wraz z selenem wartosci
RS wyraznie si¢ obnizyly. W glebie z dodatkiem
F+SelV najnizsze warto$ci RS wynosity 0,44
w przypadku fosfatazy alkalicznej oraz 0,31 w
przypadku aktywnosci fosfatazy kwasnej. Nato-
miast aplikacja F+SeVI, przez 21 dni do$wiad-
czenia zdecydowanie obnizyta RS dla fosfatazy
alkalicznej — wartosci tego indeksu wynosity
0,01-0,34 (rys. 2).
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Rys. 1. Procentowe zmiany (RC) aktywnosci fosfatazy alkalicznej i fosfatazy kwasnej w glebie po aplikacji
fluoru (A), selenu IV (B), selenu VI (C), fluoru z selenem IV (D) oraz fluoru z selenem VI (E)
Fig. 1. Relative changes (RC) of activity of alkaline phoshatase and acid phosphatase in soil treated with fluoride
(A), selenium IV (B), selenium VI (C), fluoride and selenium IV (D), fluoride and selenium VI (E)
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Rys. 2.Przebieg zmian wspotczynnikow opornosci dla fosfatazy alkalicznej (A) oraz fosfatazy kwasnej
w glebie po aplikacji fluoru i selenu (B)
Fig. 2. Changes of resistance indices for alkaline phosphatase (A) and acid phosphatase in soil treated
with fluoride and selenium (B)
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Otrzymane wyniki badan wskazuja na nega-
tywne oddziatywanie fluoru oraz selenu na ak-
tywnos¢ fosfataz glebowych. Nowak i in. [2005]
rowniez wykazaly w trakcie pigédziesiecio-
dniowego do$wiadczenia obnizenie aktywnosci
fosfataz glebowych pod wptywem fluoru. Smo-
lik i in. [2009] odnotowaly spadek aktywnosci
fosfataz glebowych wraz ze wzrostem stezenia
fluoru w glebie. Zmiany aktywnosci tych enzy-
mow mogg wynika¢ ze zdolnos$ci jonoéw fluorko-
wych do tworzenia polaczen kompleksowych z
atomami glinu oraz berylu, co znaczaco wptywa
na zawarto$¢ fosforanow w glebie [Nowak i in.
2005]. Natomiast Hu i in. [2013] badajac aktyw-
no$c¢ roznych enzymow w glebie z podwyzszonag
zawarto$cig selenu wykazali niewielki wplyw
tego pierwiastka na aktywno$¢ fosfatazy alka-
licznej. Nowak 1 in. [2002] stwierdzili, ze do-
datek do gleby cigzkiej selenu na IV stopniu
utlenienia spowodowat inhibicje aktywnosci
fosfatazy kwasnej przy wszystkich stezeniach
pierwiastka. Aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej
wzrosta przy niskich dawkach SelV, podczas
gdy stezenie tego pierwiastka 5 mmol/kg inhibi-
towato aktywno$¢ enzymu.

W literaturze mozna réwniez znalez¢ do-
$wiadczenia o antagonistycznym lub synergi-
stycznym dziataniu selenu i fluoru. Badania te jed-
nak prowadzone sg gldwnie na zwierzetach [Gao
1in. 2005, Yu i in. 2006] lub roslinach [Telesinski
i in. 2009], a rodzaj wzajemnego oddziatywania
tych pierwiastkéw zalezy od oznaczanego enzy-
mu, stezenia, jak i czasu trwania do§wiadczenia.
Wykazano rowniez, ze wprowadzenie selenu do
gleby ograniczato oddziatywanie olowiu na ak-
tywnos¢ oksydazy o-difenolowej [Strek i Telesin-
ski 2014] oraz benzyny na aktywno$¢ dehydroge-
naz i peroksydaz [Strek i Telesinski 2015].

WNIOSKI

1. Wprowadzenie do gleby fluoru i selenu powo-
dowato najczeéciej istotne statystycznie obni-
zenie aktywnosci fosfatazy alkalicznej 1 fos-
fatazy kwasnej w glebie lekkiej. Najwickszy
efekt zostatl zaobserwowany po aplikacji mie-
szaniny tych pierwiastkow, zwtaszcza fluoru z
selenem na stopniu utlenienia VI.

2. Aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej charaktery-
zowala si¢ wickszg wrazliwoscig na obecnosé
fluoru i selenu w glebie niz aktywnos¢ fosfa-
tazy kwasnej.

3. Obliczone wskazniki opornosci (RS) fosfataz
wykazaly negatywne zmiany w aktywnoS$ci
enzyméw pod wplywem tacznego zanieczysz-
czenia gleby selenem i fluorem. Dla fosfatazy
alkalicznej najwigksze obnizenie RS wystgpito
po aplikacji fluoru wraz z selenem na stopniu
utlenienia IV, a dla fosfatazy kwasnej — fluoru
wraz z selenem na stopniu utlenienia VI.

4. Aktywno$¢ fosfatazowa gleby moze by¢ przy-
datnym wskaznikiem obecnosci w glebie sele-
nu i fluoru.
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