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Streszczenie

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ), ze wzgledu na powszechnos$é stosowania
stanowig potencjalne ryzyko ekotoksykologiczne. Poniewaz wiekszos¢ tych zwigzkow nie
jest w petni usuwana ze Sciekéw, dostajg sie one do srodowiska. Konieczne jest zatem
prowadzenie badan nad zachowaniem sie tych substancji w sSrodowisku. Niestety aktualnie
najwiecej badan dotyczy srodowiska wodnego, z niewielkim uwzglednieniem gleby.

Zawartos¢ w glebie przyswajalnych form fosforu jest jednym z czynnikéw limitujgcych
wzrost i rozwoj roslin. Wiekszosc¢ fosforu wystepuje w glebie w potgczeniach organicznych,
ktére nie sg dostepne dla roslin. Hydroliza organicznych potaczen fosforu katalizowana jest
przez fosfatazy.

Dlatego tez celem podjetych badan byta ocena oddziatywania wybranych
niesteroidowych lekdw przeciwzapalnych: ibuprofenu, flurbiprofenu, ketoprofenu,
naproksenu i diklofenaku na aktywnos$é fosfataz glebowych: fosfomonoesterazy zasadowej
[EC 3.1.3.1], fosfomonoesterazy kwasnej [EC 3.1.3.2], fosfotriesteraz [EC 3.1.5] oraz
pirofosfatazy nieorganicznej [EC 3.6.1.1].

Badania przeprowadzono w dwoéch etapach: jako doswiadczenie laboratoryjne
(ocena dtugotrwatego oddziatywania NLPZ) oraz jako doswiadczenie wazonowe (ocena
krotkotrwatego oddziatywania NLPZ). Oba doswiadczenia przeprowadzono na prébkach
gleby pobranych z poziomu orno-préchnicznego gleb rdzawych Rolniczej Stacji
Doswiadczalnej Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie. Byt
to piasek gliniasty o zawartos$ci wegla organicznego 8,71 g-kg™.

W doswiadczeniu laboratoryjnym do czesci ziemistych materiatu glebowego
wprowadzono wszystkie analizowane zwigzki w dawkach: O(kontrola), 1, 10 i 100 mg-kg™
s.m. gleby. Wilgotnos¢ prébek gleby doprowadzono do 60% maksymalnej pojemnosci
wodnej i przechowywano w szczelnie zamknietych workach poliestrowych w ciemnosci
w temperaturze 20°C. W kolejnych terminach pomiardw, czyli: 1., 30., 60., 90. oraz 120. dniu
w prébkach oznaczono aktywnos¢ wszystkich fosfataz.

W doswiadczeniu wazonowym zastosowano takie same dawki NLPZ, jak
w doswiadczeniu laboratoryjnym. Jednak w tym etapie badan oceniano wptyw ibuprofenu,
naproksenu i diklofenaku wprowadzonych do gleby oddzielnie i w mieszaninach, na
aktywnos¢ fosfomonoesterazy zasadowej, fosfomonoesterazy kwasnej i pirofosfatazy
nieorganicznej. W przypadku mieszanin lekéw stosunek masy poszczegélnych zwigzkéw
wynosit 1:1. Wilgotnos¢ gleby doprowadzono do 60% maksymalnej pojemnosci wodnej. Tak

przygotowanymi prébkami gleby napetniano doniczki, do ktérych wysiano po 20



identycznych ziarniakéw jeczmienia zwyczajnego odmiany ‘Suweren’ (Hordeum vulgare L.
cv. Suweren). Przez caty okres doswiadczenia utrzymywano statg wilgotnosé gleby oraz statg
temperature 20+2°C. Odpowiedniow 1., 7., 14. i 21. dniu doswiadczenia pobierano prébki
glebowe i oznaczano w nich aktywno$é wymienionych wczesniej enzymow.

Na podstawie wynikoéw badan obliczono wskazniki opornosci oznaczanych enzymaéw.
Otrzymane wyniki opracowano statystyczne wykorzystujgc analize wariancji
jednoczynnikowa, a takze analize n?oraz analize skupien z aglomeracjg Warda i odlegtoscia
euklidesowa.

Na podstawie przeprowadzonych badan, stwierdzono, ze najczesciej obserwowanym
efektem oddziatywania NLPZ byta inhibicja aktywnosci fosfataz glebowych. Wprowadzenie
do gleby NLPZ w dawce 1 mg-kg' s.m. gleby bardzo czesto nie wptywato istotnie na lub
spowodowato niewielkie podwyzszenie aktywnosci fosfataz. Natomiast dla dawek 10 oraz
100 mg-kg' s.m. gleby najczesciej wykazane obnizenie aktywnosci fosfataz glebowych
zwiekszato sie wraz ze wzrostem dawki NLPZ. Najbardziej wrazliwymi fosfatazami
glebowymi na obecnos$é NLPZ, zaréwno w doswiadczeniu laboratoryjnym, jak i wazonowym
okazaty sie fosfomonoesteraza zasadowa oraz pirofosfataza nieorganiczna. Trudno
jednoznacznie wskazac, ktéry z badanych zwigzkéw w najwiekszym stopniu oddziatywat na
aktywnos$¢ fosfataz glebowych. Mozna jednak stwierdzi¢, ze w wielu przypadkach
najwiekszy wptyw na aktywnos¢ fosfatazowg gleby stwierdzono dla diklofenaku,
a najmniejszy dla ibuprofenu. Wspétczynniki opornosci fosfataz glebowych w bardzo dobry
sposob zobrazowaty zaburzenia w homeostazie gleby pod wptywem NLPZ. Stwierdzone
dysfunkcje w metabolizmie zwigzkdéw fosforowych pogtebiaty sie wraz ze wzrostem dawki
leku. Przeprowadzona analiza n? wykazata, ze czynnikiem doswiadczalnym, w najwiekszym
stopniu  wptywajagcym na aktywnos¢ fosfataz glebowych, zaréwno w badaniach
laboratoryjnych, a takze wazonowych, byta dawka niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych. W ocenie krétkotrwatego wptywu NLPZ: ibuprofenu, naproksenu
i diklofenaku oraz ich mieszanin, trudno jednoznacznie okreslié czy wystgpity
synergistyczne, czy antagonistyczne interakcje w oddziatywaniu tych zwigzkéw na
aktywnos¢ fosfataz w glebie.

Poréwnujac otrzymane wyniki z danymi literaturowymi nalezy stwierdzié, ze
konieczna jest dalsza analiza oddziatywania NLPZ na metabolizm zwigzkéw fosforowych
w glebie, uwzgledniajgca réwniez mozliwosci ograniczenia dziatania tych zwigzkéw na

srodowisko glebowe.
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Summary

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), due to their widespread use, pose
a potential ecotoxicologicalrisk. Since most of these compounds are not fully removed from
sewage, they enter the environment. It is therefore necessary to conduct research on the
behavior of these substances in the environment. Unfortunately, most research currently
concerns the aquatic environment, with little consideration of soil.

The content of available forms of phosphorus in the soil is one of the factors limiting
the growth and development of plants. Most phosphorus occurs in the soil in organic
compounds that are not available to plants. The hydrolysis of organic phosphorus
compounds is catalyzed by phosphatases.

Therefore, the aim of the study was to assess the effect of selected non-steroidal anti-
inflammatory drugs: ibuprofen, flurbiprofen, ketoprofen, naproxen and diclofenac on the
activity of soil phosphatases: alkaline phosphomonoesterase [EC 3.1.3.1], acid
phosphomonoesterase [EC 3.1.3.2], phosphotriesterase [EC 3.1.5] and inorganic
pyrophosphatase [EC 3.6.1.1].

The study was conducted in two stages: as a laboratory experiment (assessment of
the long-term effect of NSAIDs) and as a pot experiment (assessment of the short-term
effect of NSAIDs). Both experiments were carried out on soil samples from the arable-humus
horizon of rusty soils of the Agricultural Experimental Station of the West Pomeranian
University of Technology in Szczecin. It was loamy sand with an organic carbon content of
8.71 g-kg'. In the laboratory experiment, all the analyzed compounds were added into the
soil material at doses of: 0 (control), 1, 10 and 100 mg-kg" d.m. of soil. The moisture content
of the soil samples was adjusted to 60% of the maximum water capacity and stored in tightly
closed polyester bags in the dark at 20°C. At the subsequent measurement dates, i.e.: 1, 30,
60, 90 and 120 days, the activity of all phosphatases was determined in the samples.

In the pot experiment, the same doses of NSAIDs were used as in the laboratory
experiment. However, at this stage of the study, the effect of ibuprofen, naproxen and
diclofenac applied into the soil separately and in mixtures on the activity of alkaline
phosphomonoesterase, acid phosphomonoesterase and inorganic pyrophosphatase was
assessed. In the case of drug mixtures, the mass ratio of the individual compounds was 1:1.
Soil moisture was adjusted to 60% of the maximum water capacity. Pots were filled with soil
samples prepared in this way, and then 20 identical grains of common barley cultivar
‘Suweren’ (Hordeum vulgare L. cv. Suweren) were sown into each pot. Constant soil

moisture and temperature of 20+2°C were maintained throughout the experiment. Soil



samples were taken on the days: 1, 7, 14 and 21, respectively, and the activity of the
previously mentioned enzymes was determined.

Based on the results of the studies, resistance indices of the determined enzymes
were calculated. The obtained results were statistically processed using single-factor
variance analysis, as well as n?analysis and cluster analysis with Ward agglomeration and
Euclidean distance.

Based on the conducted studies, it was found that the most frequently observed
effect of NSAIDs was the inhibition of soil phosphatase activity. Introduction of NSAIDs to
the soil ata dose of 1 mg-kg”' d.m. soil very often did not significantly affect or caused a slight
increase in the activity of phosphatases. On the other hand, for doses of 10 and 100 mg kg
d.m. of soil, the most frequently observed decrease in the activity of soil phosphatases
increased with the increase in the dose of NSAIDs. The most sensitive soil phosphatases to
the presence of NSAIDs, both in the laboratory and pot experiments, were alkaline
phosphomonoesterase and inorganic pyrophosphatase. It is difficult to clearly indicate
which of the tested compounds had the greatest effect on the activity of soil phosphatases.
However, it can be stated thatin many cases the greatest effect on the phosphatase activity
of soil was found for diclofenac, and the smallest for ibuprofen. The resistance coefficients
of soil phosphatases very well demonstrated disturbances in soil homeostasis under the
influence of NSAIDs. The observed dysfunctions in the metabolism of phosphorus
compounds deepened with the increase in the dose of the drug. The n? analysis showed that
the experimental factor that had the greatest impact on the activity of soil phosphatases,
both in laboratory and pot studies, was the dose of non-steroidal anti-inflammatory drugs.
In the assessment of the short-term effect of NSAIDs: ibuprofen, naproxen and diclofenac
and their mixtures, it is difficult to clearly determine whether synergistic or antagonistic
interactions occurred in the effect of these compounds on the activity of phosphatases in
soil.

Comparing the obtained results with literature data, it should be stated that further
analysis of the effect of NSAIDs on the metabolism of phosphorus compounds in the soil is
necessary, also taking into account the possibilities of limiting the effect of these

compounds on the soil environment.

Key words: phosphomonoesterase, phosphotriesterase, soil, Non-steroidal anti-

inflammatory drugs, inorganic pyrophosphatase, resistance indices
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1. Wstep i cel badan

Rozwdj przemystu chemicznego jest jednym z gtéwnych czynnikéw postepu
cywilizacyjnego, jednoczesnie ma on najwiekszy udziat w degradacji Srodowiska
naturalnego (Pasmionka i Gospodarek 2022). Jedng z gatezi przemystu chemicznego s3g
koncerny farmaceutyczne. Ich dynamiczny rozwdj, jak rowniez rozwdj medycyny umozliwia
powstawanie nowych preparatéw, ktérych zadaniem jest diagnoza, profilaktyka oraz
leczenie szeregu dolegliwosci. Jednak nadmierne stosowanie farmaceutykoéw nie tylko do
celdow leczniczych doprowadzito do wielu zanieczyszczen srodowiska (Rezka i Balcerzak
2015).

Leki mozna podzieli¢ na takie, ktore sg stosowane w medycynie oraz w weterynarii.
Preparaty stosowane do leczenia ludzi w wigekszosci przedostajg sie do srodowiska przez
niepoprawne zabezpieczanie przydomowych szamb. Wiekszo$¢ przeterminowanych
farmaceutykdéw wraz z odpadami i ze Sciekami dostaje sie do srodowiska. Leki stosowane
w weterynarii bardzo czesto dodawane sg do pasz zwierzecych. Preparaty niewchtoniete
przez organizmy zwierzece wydalane sg wraz z odchodami, a nastepnie sg rozprowadzane
w postaci obornika na glebach. Sg to tylko nieliczne przyktady zastosowania oraz
przedostawania sie $rodkéw farmaceutycznych do srodowiska (Zur i in. 2016).

Jednym z rodzajéw stosowanych srodkéw farmaceutycznych sg niesteroidowe leki
przeciwzapalne (NLPZ). Jest to zréznicowana grupa aktywnych biologicznie substanciji
o wtasciwosciach przeciwzapalnych, przeciwgorgczkowych oraz przeciwbdlowych. Do
najczesciej stosowanych NLPZ zalicza sie ibuprofen, flurbiprofen, ketoprofen, naproksen
oraz diklofenak. Ilos¢ tych preparatéw w srodowisku glebowym jest szczegélnie istotna,
poniewaz gleba jest jednym z wazniejszych elementdw srodowiska przyrodniczego. Jest ona
miejscem, w ktérym wystepujg czynniki abiotyczne i biotyczne, majgce na celu
ksztattowanie sktadu, wtasciwosci oraz liczebnosci mikroorganizmow. W zwigzku z tym
zanieczyszczenia srodowiska zwigzane z dziatalnosciag cztowieka mogg prowadzi¢ do
nieodwracalnych zmian w srodowisku glebowym (Rydzyriski 2016). Nagromadzenie sie
w glebie ré6znego rodzaju substancji pochodzacych z farmaceutykéw moze mie¢ wptyw na
zmiane w sktadzie mikroflory, a takze moze zaktdca¢ homeostaze mikroorganizmow.
Wynikiem tego moga by¢ zaburzenia w procesach przemiany pierwiastkéw biogennych
takich jak wegiel, fosfor i azot. Znaczne zanieczyszczenie srodowiska pozostatosciami
substancji farmaceutycznych moze prowadzi¢ réwniez do zahamowania procesu

samooczyszczania zbiorowisk wodnych oraz gleby. Nadmierna ilos¢ lekéw w srodowisku
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moze takze doprowadzi¢ do powstania zjawiska lekoopornosci. Oznacza to, ze
mikroorganizmy uodparniaja sie na dziatanie farmaceutykéw (Wydro i in. 2016).

Aktualnie ciggle poszukuje sie markerow zmian w sSrodowisku glebowym wywotanych
réznymi ksenobiotykami. Jest to na tyle istotne, ze gleba jest uktadem heterogenicznym,
w ktorym stale zachodza przemiany mikrobiologiczne i biochemiczne, ksztattujacej jej
zyzno$¢ i produktywnos$é. Jednym z najlepszych indykatoréw zmian w srodowisku glebowym
jest aktywnos¢ enzymatyczna (Lee i in. 2020). Enzymy glebowe to naturalne katalizatory
przemian biochemicznych zachodzgcych w glebie, zwigzanych zrozktadem substanciji
organicznej. Uczestniczg one zatem w procesach uwalniania i udostepniania organizmom
roslinnym réznych sktadnikdw mineralnych. Aktywnos$¢ enzymatyczna jest wczesnym
wskaznikiem zmian poziomu intensywnosci procesow zyciowych oraz poziomu degradaciji,
a takze zazwyczaj jest skorelowana z wtasciwosciami fizycznymi i chemicznymi gleby
(Lemanowicz i Bartkowiak 2015).

Ze wzgledu na niewielkg rozpuszczalnos¢ naturalnie wystepujgcych zwigzkéw
fosforu, dostepnosé tego pierwiastka dla organizméw zywych jest niewielka. Ponadto nawet
50% jego zawartosci w glebie stanowig potgczenia organiczne. Na te ilos¢é majg wptyw liczne
czynniki srodowiskowe, zaréwno naturalne, jak i antropogeniczne. Dostepnos¢ dla roslin
fosforu wystepujacego w potaczeniach organicznych zalezy od tempa mineralizacji, a nie od
ogoélnej zawartosci tych zwigzkdw (Bielinska 2005). Kluczowa role w procesie biochemicznej
mineralizacji organicznych potaczen fosforu odgrywajg fosfatazy, ktére moga by¢ dobrym
wskaznikiem potencjatu mineralizacji fosforu organicznego oraz aktywnosci biologicznej,
a co za tym idzie markerem oddziatywania czynnikow stresowych na srodowisko glebowe.

Dlatego tez celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta préba znalezienia odpowiedzi
na nastepujgce pytania:

1. Czy i w jaki sposéb obecnos¢ w glebie niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych
oddziatuje na aktywnos$¢ fosfataz glebowych?

2. W jaki sposéb poziom skazenia gleby niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi
wptywa na zmiany aktywnosci fosfatazowej gleby?

3. Ktéry z analizowanych lekéw przeciwzapalnych: ibuprofen, ketoprofen, flurbiprofen,
naproksen, diklofenak w najwiekszym stopniu oddziatuje na aktywnos$é fosfataz
glebowych?

4. Czy istniejg réznice w reakcji réznych fosfataz: fosfomonoesterazy kwasne;j,
fosfomonoesterazy zasadowej, fosfotriesteraz, pirofosfatazy nieorganicznej na

obecnos$é w glebie niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych?
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5. Czy wystepujg synergistyczne lub antagonistyczne interakcje pomiedzy
oddziatywaniem niesteroidowych lekédw przeciwzapalnych na aktywnos¢ fosfataz
w glebie?

6. Ktéry z analizowanych czynnikow doswiadczalnych: dawka leku, rodzaj leku, czas
ekspozycji w najwiekszym stopniu wptywa na aktywnosc¢ fosfataz glebowych?

7. Czy na podstawie aktywnosci fosfataz, mozna stwierdzi¢, ze obecnos¢ w glebie
niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych zaburza homeostaze Srodowiska

glebowego?
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2. Przeglad literatury

2.1. Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ)

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) to grupa lekdéw przeciwbdlowych,
przeciwzapalnych i przeciwgorgczkowych. Nazywane sg niesteroidowymi ze wzgledu na
swojg budowe chemiczng, innag niz kortykosteroidy oraz inne leki przeciwzapalne (Buer
2014). Produkty farmaceutyczne z tej grupy sa zréznicowane zaréwno pod wzgledem
budowy chemicznej, jak i zastosowania. NLPZ mozna podzieli¢ na pochodne kwasu
salicylowego, arylopropionowego, arylooctowego, p-aminofenolowego oraz pirazolonu
(Gacki 2015).

Obecnie ze wzgledu na swoje dziatanie przeciwzapalne, przeciwbdlowe oraz
przeciwgorgczkowe NLPZ nalezg do najczesciej stosowanych lekéw (Bacsi i in. 2016).
Niesteroidowe leki przeciwzapalne charakteryzuje réwniez fakt, ze dostepne sg na rynku bez
recepty, co skutkuje coraz czestszym stosowaniem tych S$rodkéw farmaceutycznych
(Koszowska i in. 2015). Obecnie leki tego typu sprzedawane sa nie tylko w aptekach, ale
rowniez w osiedlowych sklepach, na stacjach benzynowych oraz w supermarketach. Ich
ogélnodostepnos¢ i powszechne stosowanie zardwno w medycynie, jak i weterynarii
prowadzi do zanieczyszczeh srodowiska naturalnego. Najczesciej stosowane NLPZ to
naproksen, diklofenak, ibuprofen, flurbiprofen, ketoprofen, piroksykam oraz kwas
acetylosalicylowy (Woroniiin. 2011).

NLPZ to substancje chemiczne, biologicznie aktywne, modyfikujgce procesy
biochemiczne zachodzace w organizmach zaréwno ludzkich, jak i zwierzecych (Guzik i in.
2013). Podstawowy mechanizm dziatania niesteroidowych lekdw przeciwzapalnych opiera
sie na hamowaniu dwéch enzymow cyklooksygenazy (COX), ktore sg kluczowe w syntezie
prostaglandyn odpowiedzialnych za stan zapalny, béli gorgczke (Batucaniin. 2022). Mozna
wyréznié dwie izoformy cyklooksygenazy — konstytutywna (COX-1) oraz indukowana (COX-
2). Pierwsza z nich wystepuje w organizmie w warunkach normalnych (btona sluzowa
zotadka, ptytki krwi, nerki oraz srédbtonek). Cyklooksygenaza indukowana (COX-2) pojawia
sie wodpowiedzi na stany zapalne. Jednakze COX-2 wystepuje réwniez w organizmie
w warunkach fizjologicznych w osrodkowym uktadzie nerwowym, komérkach kanalikéw
nerwowych uktadu rozrodczego, srdodbtonka oraz oskrzeli (Woroniin. 2011).

Pod wzgledem ekotoksykologicznym niesteroidowe leki przeciwzapalne zaliczane s3

do grupy zwigzkéw Dbiologicznie aktywnych pochodzenia antropogenicznego -
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ksenobiotykoéw. W literaturze zwane sg jako Pharmaceuticals and Personal Care Products
(PPCPs) (Koszkowskaiin. 2015).

Preparaty farmaceutyczne ulegajg w organizmie licznym przemianom chemicznym
oraz strukturalnym, przez co moga by¢ wydalane do srodowiska w postaci niezmienionej jak
i w postaci metabolitéw (Koszowska i in. 2015).

Niesteroidowe leki przeciwzapalne dostajg sie do srodowiska z réznych zrédet, takich
jak: scieki komunalne z gospodarstw domowych, przychodni, szpitali oraz lecznic
weterynaryjnych, ale réwniez z fabryk produkujgcych farmaceutyki (Harshkova i Aksmann
2019). Diklofenak i ibuprofen majg zdolnosé¢ do biodegradacji, lecz nie sa w petni
eliminowane podczas nowoczesnego oczyszczania Sciekdw. Okresla sie je jako
»pseudotrwate”, poniewaz ich regularne stosowanie powoduje, ze ciggle trafiaja do
srodowisk odbiorczych (Batucaniin. 2022).

Whtasciwosci fizykochemiczne wielu farmaceutycznych substancji czynnych
sprawiajg, ze trudnosci w ich usunieciu za pomoca konwencjonalnych procesow
uzdatniania wody, prowadzg do ich obecnosci w wodzie pitnej. Niewystarczajgca eliminacja
NLPZ z oczyszczalni Sciekéw stwarza potencjalne zagrozenie dla organizmdéw wodnych oraz
zdrowia publicznego (Ebele i in. 2017). Wiekszo$¢ oczyszczalni Sciekdw korzysta z metod
biologicznych, fizycznych oraz chemicznych, jednak skutecznosé¢ usuwania tego typu
zanieczyszczenh uzalezniona jest w gtéwnej mierze od zastosowanego procesu, charakteru
zanieczyszczen, jak i wptywu czynnikow zewnetrznych (Harshkova i Aksmann 2019).

NLPZ moga réwniez przenika¢ do gleby w wyniku odprowadzania oczyszczonych
sciekéw do zbiornikbw wodnych, ponowne wykorzystanie wody do nawadniania,
stosowania osaddw $ciekowych jako nawozu oraz uzywanie obornika na terenach rolnych.
Sktadniki aktywne niesteroidowych lekow przeciwzapalnych wykazujg duzag mobilnos¢, co
umozliwia im szybkie przemieszczanie sie przez glebe i dotarcie do wdd gruntowych. Inne
sktadniki natomiast sa silnie adsorbowane na czgstkach gleby i pozostajg tam przez dtuzszy
czas. Wiele procesow, takich jak hydroliza, biodegradacja, adsorpcja i bioakumulacja,
wptywa na ztozonos¢ losu pozostatosci NLPZ w glebie. Istotne sg takze warunki
oksydoredukcyjne gleby oraz zawarto$¢é materii organicznej, ktére moga mieé¢ znaczacy
wptyw naich transport (Kovacsiin. 2024).

Nieprawidtowa utylizacja przeterminowanych lub niewykorzystanych lekéw np.
poprzez wyrzucanie ich do kosza lub sptukiwanie w toalecie, rowniez przyczynia sie do
obecnosci NLPZ w srodowisku (Pawtowska iin. 2021). Farmaceutyki, cho¢ zwykle wystepuja

w Srodowisku w sladowych ilosciach moga stanowi¢ zagrozenie w przypadku dtugotrwatej
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ekspozycji, szczegdlnie we wrazliwych okresach zycia, takich jak rozwdj ptodu czy wczesne
dziecinstwo (Batucaniin. 2022).

Niesteroidowe leki przeciwzapalne mogg by¢ adsorbowane na czgstkach gleby lub
osadu dennego, co prowadzi do ich akumulacji i powolnego uwalniania do ekosystemu.
Stosowanie osaddéw sSciekowych w rolnictwie sprzyja rozprzestrzenianiu tych zwigzkow
w srodowisku, a to z kolei powoduje ich wchtanianie przez rosliny. Rosliny mogg gromadzié¢
NLPZ w swoich tkankach, co w zaleznosci od gatunku, rodzaju leku, stezenia, czasu
ekspozycji i etapu rozwoju, moze powodowac stres oksydacyjny. Nastepnie rosliny te sa
konsumowane przez zwierzeta i ludzi, co moze prowadzi¢ do potencjalnych skutkéw
zdrowotnych (Pawtowska i in. 2023). Réwniez korzystanie z wody zanieczyszczonej
pozostatosciami farmaceutykéw zaburza rdwnowage w organizmie, a co za tym idzie
poszerza zjawisko lekoopornosci (Wydro i in. 2016).

Mimo tego, ze wiadomo, iz NLPZ moga negatywnie oddziatywac¢ na rézne aspekty
srodowiska naturalnego, doktadny mechanizm ich dziatania, zakres oddziatywania oraz
wynikajgce z tego konsekwencje dla Srodowiska i ludzi pozostajg wcigz niejasne (Pawtowska
i in. 2021). W wyniku dziatania czynnikéw zaréwno biotycznych (grzyby i bakterie), jak
i abiotycznych (np. promieniowanie stoneczne) NLPZ mogag ulega¢ przeksztatceniom
w réznego rodzaju pochodne. Znaczgcym elementem zanieczyszczen srodowiska sg zatem
zaréwno leki jak i produkty ich przemian. Niejednokrotnie wykazywano jednak, ze produkty
posrednie rozktadu NLPZ stanowig wieksze zagrozenie dla Srodowiska ze wzgledu na wyzsza

toksycznos¢ (Harshkova i Aksmann 2019).

2.2. Gleba jako twor ozywiony

Pojecie "gleba" bywa nieprecyzyjne, poniewaz nie odnosi sie do jednorodnego
systemu, lecz do zbioru réznorodnych ekosystemow, ktore razem tworzg ztozong, porowata
warstwe Ziemi (Williamson i in. 2017). Gleba tworzy spoiwo pomiedzy litosferg, biosfera,
atmosferg oraz hydrosferg, w zwigzku z czym petni zasadniczg role uzytkowg oraz
ekologiczng (Kabataiin. 2014).

Powstawanie gleby to ztozony proces zachodzacy w goérnych partiach litosfery,
bedgcy wynikiem dziatania réznych czynnikéw glebotwérczych, ktére prowadza do
formowania i rozwoju gleby. Kluczowym aspektem tych procesdow jest przeksztatcanie
pierwotnie nieozywionych mineratéw w zyzng glebe. Na przebieg proceséw glebotwdrczych

wptywa wiele elementdow, takich jak obecnos¢ organizmow, typ skaty macierzystej,
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uksztattowanie terenu, warunki hydrologiczne, dziatalnosé cztowieka oraz czas (Handzeliin.
2017).

Gleba to heterogeniczny system ztozony z fazy statej, ciektej i gazowej, ktérych
proporcje oraz sktad moga znacznie sie zmieniaé w zaleznos$ci od miejscai czasu. Faza stata
gleby to mieszanina zwiru, piasku, mutu, itu oraz materii organicznej, czyli zwigzkow
pochodzenia roslinnego i zwierzecego w réznych stadiach rozktadu. Stata czes¢ gleby
stanowi zwykle okoto potowe jej objetosci, a reszte zajmujg przestrzenie porowe, wypetnione
cieczami, gazami lub ich kombinacjg (Williamson i in. 2017). Trzy fazy gleby pozostajg
w statej interakcji, probujgc osiggngé rownowage. Jednak obecnos¢ organizmow zywych
sprawia, ze taka rownowaga nie jest mozliwa. Wzajemne oddziatywania miedzy tymi fazami
majg kluczowe znaczenie dla ksztattowania cech gleby (Handzeliin. 2017).

Gleba petni kluczowag role w ekosystemach, dostarczajac niezbednych sktadnikow
odzywczych roslinom oraz organizmom glebowym. Chroni réwniez wody gruntowe i rosliny
przed zanieczyszczeniami, ograniczajgc ich przemieszczanie sie. Oprécz funkcji odzywczej,
gleba dziata jako przestrzen zyciowa dla organizmdw i siedlisk roslin, wspomaga produkcije
biomasy, petni role filtra i buforu, a takze bierze udziat w transformacji zwigzkéw
chemicznych oraz regulacji gospodarki wodnej w glebie i krajobrazie, co czyni ja
fundamentalnym elementem ekosystemow (Baémaga i in. 2014, Gavrilescu 2021). Gleby
roznig sie znacznie pod wzgledem swoich cech genetycznych oraz warunkéw
srodowiskowych, jednak w swojej istocie petnig funkcje zbiornikéw dla wody i sktadnikéw
odzywczych, ktdre sg niezbedne do wzrostu roslin i mikroorganizméw. Jakosé gleby mozna
rozumiec jako jej zdolnos¢ do efektywnego spetniania specyficznych funkcji, co jest Scisle
zwigzane z jej produktywnoscig oraz trwatoscig (Lee i in. 2020).

Mikroorganizmy odgrywajg kluczowa role w biogeochemicznych procesach gleby,
takich jak obieg wegla, azotu, fosforu, czy zelaza. Stanowig one integralng czesé gleby i sg
podstawa jej funkcjonowania, wptywajac na mineralizacje materii organicznej, dostepnosc¢
sktadnikéw odzywczych oraz ksztattowanie struktury gleby (Pasmionkaiin. 2021). Kluczowe
czynniki ksztattujgce sktad mikroorganizmow glebowych to wilgotnosé gleby, jakosé materii
organicznej i pH (He i in. 2020). Aktywnos$¢é drobnoustrojéw jest niezbedna do utrzymania
zyznosci oraz jakosci gleby, a takze dla realizacji istotnych funkcji ekosystemowych. Procesy
te majg znaczenie dla dostarczania zasoboéw, takich jak zywnosc¢, drewno i wtdkna, oraz dla
ustug, takich jak regulacja emisji gazéw cieplarnianych, sekwestracja wegla, poprawa

jakosci wody, ochrona przed erozjg, eliminacja zanieczyszczen i ttumienie patogenow.
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Dlatego aktywnos$é mikroorganizmow jest kluczowa dla jakosci i zyznosci gleby (Tecon i Or
2017, Jezierska-Tys i in. 2020).

Zaréwno wtasciwosci biochemiczne, jak i mikrobiologiczne gleby reagujg bardzo
szybko na nawet niewielkie zmiany srodowiskowe, takie jak temperatura czy wilgotnos$é
(Gatazka i Grzadziel 2018). Zmiennos¢ kluczowych parametrow, takich jak pH, zawartosc
wegla organicznego, dostepnos¢ sktadnikéw pokarmowych oraz aktywnosé biologiczna,
wptywa na zdolnos¢ gleby do reagowania na zmiany w otoczeniu. Te dynamiczne reakcje
bezposrednio oddziatuja na jej funkcjonowanie oraz stabilnos¢ ekosystemu, w ktérym gleba
odgrywa istotna role (Bielinskaiin. 2017).

Jak podaje Futa (2015) wykorzystanie analiz biochemicznych oraz wskaznikéw
chemicznych w monitoringu gleb pozwala na kompleksowg ocene zmian zachodzacych
w srodowisku glebowym pod wptywem czynnikéw antropogenicznych. Ocena jakosci gleby
jest skomplikowana z powodu jej ztozonej struktury oraz zmiennych warunkéw
chemicznych, fizycznych i biologicznych. Kluczowe znaczenie majg zdolnosci sorpcyjne
gleby, ktdére determinujg jej pojemnos$é buforowg oraz zdolno$é do zatrzymywania
i kumulowania sktadnikéw odzywczych.

Aby oceni¢ jakosc¢ gleby, mozna zastosowac réznorodne wskazniki, ktére umozliwiaja
monitorowanie zmian w czasie, w tym poréwnanie z warunkami sprzed wystgpienia
zaktécen. Homeostaza gleby oznacza zréwnowazong interakcje miedzy organizmami a ich
srodowiskiem w ekosystemie glebowym. Zaktécenia spowodowane negatywnym wptywem
zanieczyszczen majg destrukcyjny wptyw na jakos¢ oraz podstawowe funkcje gleby. Zmiany,
ktére sg nieodwracalne i wynikajg z zanieczyszczen, prowadzg do pogorszenia jakosci gleby,
obnizenia jej produktywnosci oraz niekorzystnych konsekwencji dla catego ekosystemu.
W przypadku, gdy srodowisko wykazuje oznaki zanieczyszczenia, niezbedna jest ocena
poziomu zanieczyszczeh oraz funkcji, struktury i sktadu systemu glebowego, co jest
kluczowe dla poprawy jakosci gleby i procesu jej regeneracji (Lee i in. 2020).

Gleby regenerujg sie w bardzo powolnym tempie, a negatywne konsekwencje
zaktécenia ich rownowagi chemicznej i biologicznej czesto majg dtugotrwaty charakter.
Dlatego ochrona gleb powinna byé jednym z kluczowych elementdéw strategii ochrony
Srodowiska (Bielinska i in. 2017). Gozdziewicz-Biechonska (2018) zwraca uwage, ze gleba
jest zasobem nieodnawialnym, gdyz jej formowanie, na przyktad w wyniku proceséw
wietrzenia, moze trwaé tysigce lat, podczas gdy jej zniszczenie moze nastgpi¢ w krétkim

czasie, czesto prowadzgc do nieodwracalnych skutkow.
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2.3. Aktywnos¢ enzymatyczna gleb

Aktywnos$¢ enzymatyczna w glebach odgrywa kluczowa role w biochemicznych
procesach, poniewaz wszystkie te przemiany sa zwigzane z obecnos$cia enzymow.
Aktywnos¢ enzymow jest Scisle powigzana z zyznoscig gleby, co moze wptywaé na jej
produktywnos¢ (Oleszczuk i in. 2014). Ponadto enzymy glebowe petnig funkcje wskaznika
stabilnosci oraz jakosci srodowiska glebowego, reagujgc na zmiany spowodowane zardwno
czynnikami naturalnymi, jak i antropogenicznymi (Wozniak i in. 2024). Ich aktywnos$é
odzwierciedla funkcje mikrobiologiczne oraz zmiany zachodzgce w glebie (Lee i in. 2020).
Analiza aktywnosci enzyméw pozwala rowniez na wczesne wykrywanie subtelnych zmian
w srodowisku glebowym, zanim wystgpig istotne modyfikacje w sktadzie chemicznym
i wtasciwosciach fizycznych gleby (Bielinska i in. 2017).

Enzymy obecne w glebie sg wytwarzane przez organizmy takie jak zwierzeta, rosliny
oraz mikroorganizmy, ktore odgrywaja gtéwna role w ich wydzielaniu, odzwierciedlajgc tym
samym  aktywnos$¢ biologiczng gleby. Mikroorganizmy  syntetyzujg  gtéwnie
zewnatrzkomérkowe enzymy, takie jak B-glukozydaza, ureaza, fosfataza, celulaza, amylaza,
chitynaza, oraz inne enzymy zaangazowane w procesy hydrolizy. Natomiast enzymy
wewnatrzkomadrkowe, jak dehydrogenazy i katalaza, dziatajg bezposrednio wewnatrz
komodrek. Enzymy te maja kluczowe znaczenie dla rozktadu zwigzkdéw organicznych, co czyni
je wyjatkowo wrazliwymi wskaznikami zmian aktywnosci mikrobiologicznej w glebie,
reagujgcymi na réznorodne warunki srodowiskowe, takie jak np. susza (Bogati i Walczak
2022).

Wedtug Kaczyniskiej i in. (2015) aktywnos$é¢ enzymatyczna oraz liczebnosé
mikroorganizméw glebowych stanowig najlepsze wskazniki stabilnosci i zyznosci
ekosystemow glebowych, poniewaz reakcje biochemiczne zachodzg w glebie bardzo szybko
w odpowiedzi na zmiany srodowiskowe. Aktywnos$¢ enzymatyczna jest wiec niezastgpionym
narzedziem oceny jakosci gleby (Gatgzka i in. 2017). Z badan wynika, ze enzymy te sg
efektywnym i wrazliwym wskaznikiem jakosci, co sprawia, ze sg uzyteczne w monitorowaniu
cykli biogeochemicznych, degradacji materii organicznej oraz proceséw remediaciji gleby
(Leeiin. 2020).

W kontekscie globalnych zmian klimatycznych i zanieczyszczenia gleby, enzymy takie
jak oksydoreduktazy (dehydrogenazy, katalaza, oksydaza p-difenolowa) oraz hydrolazy
(fosfatazy, ureaza, arylosulfataza, [B-glukozydaza) odgrywaja kluczowag role
w biogeochemicznych cyklach wegla, azotu, fosforu i siarki w glebie (Tomkowiak i in. 2017).

Enzymy te petnig funkcje katalizatoréw wielu istotnych proceséw glebowych, takich jak:
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— wigzanie azotu,
— rozktad substancji organicznej,
— uwalnianie substancji mineralnych dla roslin
— procesy zwigzane z powstawaniem i rozktadem prdéchnicy glebowej (Btoriska 2011).
Tym samym enzymy glebowe, ze wzgledu na swojg stabilnosé i wrazliwosc, stanowig
istotne biologiczne wskazniki jakosci gleby, umozliwiajgc monitorowanie jej funkcjonowania
w obliczu zanieczyszczen i zmian klimatycznych (Lee i in. 2020).

Nalezy réwniez wskazac¢, ze do kluczowych funkcji enzyméw w srodowisku nalezg

— wspomaganie procesow przenoszenia protonoéw, elektronow i tlenu,

— rozbijanie wigzan z udziatem czgsteczek wody lub odtgczanie grup od substratéw bez
jej obecnosci,

— przeprowadzanie reakcji oksydoredukcyjnych wewnatrz czasteczek,

— przenoszenie grup chemicznych

— tworzenie nowych wigzan miedzy zwigzkami (Tomkowiak i in. 2017).

Dehydrogenazy petnig najistotniejszg role w transformacji organicznych zwigzkéw
wegla, a ich aktywnosc¢ stuzy jako wazny wskaznik ekotoksykologiczny (Tomkowiak i in.
2017). Katalizujg one procesy oksydoredukcyjne i sg aktywne wytacznie wewnatrz zywych
komorek (Mocek-Ptociniak 2010). W przeciwienistwie do innych enzymow, ktére moga
funkcjonowaé¢ takze po $Smierci komérki lub poza jej strukturalnymi granicami,
dehydrogenazy sg Scisle zwigzane z zyciem komadrkowym (Bandyopadhyay i Maiti 2021). Ich
aktywnos$¢ wskazuje na obecnosc¢ fizjologicznie aktywnych drobnoustrojow (Mocek-
Ptéciniak 2010). Enzymy te sa zlokalizowane w cytoplazmie oraz strukturach
cytoplazmatycznych, gdzie odpowiadaja za utlenianie substratu w procesach oddechowych
(Telesinskiiin. 2021).

Pomiar aktywnosci ureazy jest istotnym narzedziem do oceny stopnia
antropogenizacji gleby (Tomkowiak i in. 2017). Ureaza wystepuje w drobnoustrojach
w szczegolnosci w bakteriach oraz w komérkach wielu roslin. Enzym ten odgrywa kluczowa
role w procesie hydrolizy mocznika, przeksztatcajac go w dwutlenek wegla i amoniak. Od pH
zalezna jest szybkos¢ rozktadu mocznika. W zaleznosci od rodzaju buforu istezenia
substratu optymalna wartos$¢ pH dla ureazy wynosi od 6 do 7. Przy zbyt niskiej wartosci pH

bakterie mocznikowe rozwijajg sie w znikomych ilosciach lub wcale (Mocek-Ptéciniak 2010).
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Dodatkowo, ureaza wptywa na dynamike przemian zwigzkéw azotu w glebie, co ma istotne
znaczenie dla zdrowia ekosystemow glebowych (Tomkowiak i in. 2017).

Proteazy, nalezace do grupy enzymow trawiennych, wykazujac zdolnosé hydrolizy
wigzan peptydowych, odgrywaja istotng role w przeksztatcaniu organicznych zwigzkéw
azotu w glebie i sg wykorzystywane w ocenie potencjalnego tempa mineralizacji tych
zwigzkow (Bielinska i in. 2013, Tomkowiakiin. 2017).

Ocene aktywnosci enzymatycznej mozna okresla¢ na podstawie ilosciowego
pomiaru produktéw reakcji enzymatycznej, takich jak jony azotanowe, lub przez analize
spadku dostepnosci substratu, na ktéry dany enzym dziata. Istnieje wiele metod stuzgcych

do oznaczania tej aktywnosci, w tym:

metody radiometryczne,
— metody kolorymetryczne,
— metody spektrofotometryczne,
— metody chemiluminescencyijne,
— metody fluorometryczne,
— metody chromatograficzne.

W praktyce najczesciej wykorzystuje sie kombinacje technik kolorymetrycznych
i spektrofotometrycznych. Metody spektrofotometryczne pozwalajg na sSledzenie reakcji
biochemicznych poprzez pomiar zmian w absorpcji Swiatta przez badany roztwor.
W przypadku, gdy swiatto miesci sie w zakresie fal widzialnych, mozna empirycznie
zaobserwowac¢ zmiany barwy roztworu, co wskazuje na zastosowanie testu
kolorymetrycznego (Furtak i Gajda 2018).

Aktywnos¢ enzymatyczna w glebie, w potaczeniu z innymi wtasciwosciami
biologicznymi i chemicznymi, moze dostarczac istotnych informacji na temat reakcji gleby
na réznorodne zanieczyszczenia (Borowik i in. 2024). Aktywnos¢ enzymatyczna gleb
umozliwia najszybsze zaobserwowanie zachodzacych zmian w procesach zyciowych
srodowiska. Dzieki swojej stabilnosci i wrazliwosci, enzymy skutecznie ilustrujg, czy reakcje
biochemiczne w glebie przebiegajg prawidtowo (Lee i in. 2020). Liczne badania wskazuja, ze
enzymy z grupy oksydoreduktaz sg bardziej wrazliwe na zmiany srodowiskowe w poréwnaniu
do hydrolaz. W zwigzku z tym, oksydoreduktazy sa wykorzystywane jako gtowne
bioindykatory stanu gleby, natomiast hydrolazy odgrywaja role enzymdéw pomocniczych,
zwigzanych z cyklami pierwiastkéw, takich jak wegiel, azot, siarka i fosfor (Borowik in. 2024).

Oleszczuk i in. (2014) wskazuja, ze wysokie wartosci aktywnosci enzymatycznej swiadcza
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o dobrej jakosci gleby, natomiast niskie informujg o nieprawidtowym przebiegu procesow
biologicznych w glebie. Do badan jakosci gleby stosuje sie enzymy, ktére reagujg wyraznie

na dziatanie czynnikdéw stresowych.

2.4. Fosfatazy glebowe

Fosfatazy to enzymy z klasy hydrolaz, ktére maja kluczowy udziat w obiegu fosforu
(Bielinska 2005). Mikroorganizmy stanowig gtéwne zrédto enzymoéw glebowych, podczas gdy
rosliny i inne organizmy maja mniejsze znaczenie w tym kontekscie. Aktywnosc¢
enzymatyczna jest pozytywnie zwigzana z liczebnoscig oraz strukturg mikroorganizmaow.
W zwiagzku z tym, enzymy glebowe nie tylko odzwierciedlajg aktywnos¢ biologiczng, ale
rowniez petnig role wrazliwych biomarkeréw, ktére mogag byé uzywane do oceny stanu
srodowiska glebowego (Borowik i in. 2020). Aktywnos¢ fosfataz w glebie zalezy od
liczebnosci drobnoustrojéw oraz od ilosci materii organicznej, stosowania nawozéw
mineralnych i organicznych, rodzaju upraw, a takze innych zabiegdéw rolniczych (Adetunjiiin.
2017). Bardzo wazna role odgrywaja réwniez wtasciwosci gleby, na ktérych zmiany reaguja
fosfatazy. Sg to miedzy innymi temperatura, porowatosé gleb, wilgotnos¢ oraz wtasciwosci
sorpcyjne gleby (Qu i in. 2024). Kazdy z tych czynnikéw wptywa na tempo i intensywnosé
przemian enzymatycznych zachodzacych w glebie (Gibczynska i Lewandowska 2005). Stres
zwigzany z niedoborem wody moze takze stymulowaé aktywnos$¢ fosfataz. Na przyktad
wregionach srdédziemnomorskich, gdzie dostepnos¢ wody zmniejszyta sie o 21%,
zaobserwowano spadek aktywnosci fosfatazy o 31-40% (Margalefiin. 2017).

Gleba zawiera zarowno fosfatazy wewnatrzkomaérkowe, obecne w zywych komaérkach
mikroorganizméw, jak i zewnatrzkomorkowe, ktdre pochodzg z wydzielin komdrek lub
zresztek martwych drobnoustrojow. Ponadto te enzymy moga by¢ stabilizowane na
powierzchni czgstek glebowych, takich jak mineraty ilaste oraz tlenki zelaza i glinu. Tego
rodzaju frakcja, ktdéra jest geochemicznie unieruchomiona, ale jednoczes$nie aktywna
enzymatycznie, przyczynia sie do ogolnej aktywnosci enzymatycznej gleby, nawet
w sytuacjach, gdy nie ma zywych organizméw (Margalefiin. 2017).

Dziatalnos¢ fosfataz umozliwia przemiany organicznych zwigzkéw fosforu
w nieorganiczne fosforany, z ktérych bezposrednio moga korzystaé organizmy glebowe oraz
rosliny (Bielinska 2005). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze jedynie niewielka czes¢ fosforu
dostepnego w glebie, zaledwie 0,1%, wystepuje w formie nieorganicznej, co czyni go

przyswajalnym dla roslin (Rocabrunaiin. 2024).
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Wozrost oraz rozwdj roslin zalezny jest od wystepowania w glebie rozpuszczalnych
w wodzie form fosforu w szczegélnosci jondw fosforanowych (Ptatkowski i Telesinski 2015a).
W warunkach niedoboru fosforu korzenie roslin i mikroorganizmy intensyfikujg wydzielanie
fosfatazy, co sprzyja solubilizacji oraz remobilizacji fosforanéw, a tym samym poprawia
zdolnos¢ roslin do radzenia sobie w warunkach stresu fosforowego. Zaleznos¢ miedzy
zapotrzebowaniem na fosfor a wydzielaniem fosfataz przez rosliny i mikroorganizmy
sugeruje, ze aktywnos¢ fosfataz glebowych moze byé uzywana jako wskaznik dostepnosci
nieorganicznego fosforu w glebie (Adetunjiiin. 2017).

W cyklu biogeochemicznym fosforu fosfatazy glebowe uwalniajg fosfor z materii
organicznej, umozliwiajgc jego ponowne przyswojenie przez organizmy zywe. Proces ten
polega na hydrolizie réznych estréw fosforanowych, co prowadzi do powstawania
rozpuszczalnych jondéw fosforanowych, dostepnych i przyswajalnych dla roslin,
wzbogacajac tym samym glebe w niezbedne sktadniki odzywcze (Rocabrunaiin. 2024).

Fosfatazy dzielimy w zaleznosci od liczby wigzan estrowych w substracie na:

— fosfomonoesterazy — hydrolazy monoestrow fosforanowych
— fosfodiesterazy — hydrolazy diestrow fosforanowych
— fosfotriesterazy — hydrolazy triestrow fosforanowych (Ptatkowski i Telesiniski 2015b).

WSsrod fosfataz glebowych szczegdlnie wyrdzniaja sie fosfomonoesterazy, ktére maja
zdolnos¢ do dziatania na zwigzki fosforu o niskiej masie czgsteczkowej. Enzymy te wykazuja
aktywnos$¢ w réznych warunkach pH, zaréwno w $rodowisku kwasnym, jak i zasadowym.
Zkolei fosfodiesterazy i fosfotriesterazy, ktére odgrywaja role w wczesnych etapach
degradacji fosfolipidow oraz kwaséw nukleinowych, sg mniej poznane i wymagajag dalszych
badan (Kashirskayaiin. 2020).

Fosfomonoesteraza kwasna i zasadowa nalezg do najczesciej analizowanych
enzymoéw w glebie, poniewaz ich aktywnos$é jest szczegdlnie czuta na zmieniajgce sie
warunki srodowiskowe, zwtaszcza te spowodowane czynnikami naturalnymi oraz
antropogenicznymi. Ich wrazliwo$¢ na zmiany pH gleby sprawia, ze stanowig one cenne
wskazniki stanu gleby. fosfomonoesteraza kwasna osigga najwyzszg aktywnosc
w srodowisku o pH 4-6, natomiast fosfomonoesteraza alkaliczna funkcjonuje najlepiegj
w glebach zasadowych, przy pH 8-10 (Wojewddzki i in. 2022). Odczyn gleby istotnie wptywa
na tempo syntezy, uwalniania oraz stabilnos¢ tych enzymoéw. Wraz ze wzrostem pH gleby
rosnie aktywnos$é fosfomonoesterazy zasadowej, natomiast aktywnos¢ fosfomonoesterazy

kwasnej maleje. Z tego wzgledu pomiar aktywnosci obu typéw fosfomonoesteraz moze by¢
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uzyteczny do okreslenia optymalnego pH gleby dla rozwoju roslin oraz do oszacowania ilosci
waphna potrzebnej do jego uzyskania (Adetunjiiin. 2017).

Jednak w glebie oprocz wymienionych juz enzymow wystepuje réwnie wazna
pirofosfataza nieroganiczna, ktéra odpowiada za rozktad pirofosforanu do ortofosforanow
(Ptatkowski i Telesinski 2016a). Enzym ten odgrywa kluczowa role w wielu procesach
biologicznych, wszedzie tam, gdzie konieczna jest regulacja stezenia pirofosforanu. Ma to
istotne znaczenie w metabolizmie energetycznym oraz syntezie kwasow nukleinowych
i lipidéw (Baykoviin. 2021).

W warunkach normalnych gleba petni funkcje ochronnag przed nadmiernym
przemieszczaniem zwigzkéw pochodzenia antropogenicznego do roslin oraz wdd
gruntowych (Hawrot i Nowak 2004). Pestycydy, metale ciezkie czy tez zanieczyszczenia
ropopochodne moga mie¢ negatywny wptyw na procesy biochemiczne w ekosystemie
glebowym, przez co zmniejsza sie aktywnos$é enzymoéw (Wyszkowska 2004). Zmiany
w aktywnosci fosfataz moga sygnalizowac¢ zaktécenia w cyklu zwigzkéw fosforowych
w glebie, co stanowi istotny problem, gdyz cykl biogeochemiczny fosforu jest szczegélnie
wrazliwy na wptywy dziatalnosci antropogenicznej. Dodatkowo, wahania stezenia tego
pierwiastka w glebie majg znaczacy wptyw na aktywnos¢ mikrobiologiczng oraz
biochemiczng gleby (Telesiniski i in. 2018). Wspomniane zanieczyszczenia zaktdcaja
aktywnos¢ metaboliczng gleb, ograniczajg ich ochronna role, zmniejszajg zyznos¢, a co za

tym idzie negatywnie wptywajg na produkcje roslinng (Hawrot i Nowak 2004).

2.5. Losy NLPZ w srodowisku

Farmaceutyki wykryto po raz pierwszy w sSrodowisku wodnym pod koniec lat
siedemdziesigtych XX wieku. Swiadczy to o tym, Zze obecne procesy oczyszczania $ciekdw
nie sg skuteczne w stosunku do tych zwigzkéw (Cunha i in. 2017). Narastajgce
zainteresowanie oraz popyt na produkty farmaceutyczne zmusza przemyst do sprostania
oczekiwaniom konsumentéw, tworzgc coraz to nowsze i skuteczniejsze aktywne substancje
farmaceutyczne, ktdre sg bardziej odporne na degradacje (Khetan i Collins 2007). Wedtug
Koszowskiej i in. (2015) czes¢ substancji przynalezacych do Pharmaceuticals and Personal
Care Products (PPCPs) jest bardzo trwata w srodowisku, w zwigzku z czym moze w szkodliwy
sposob oddziatywa¢ na organizmy zywe. Istotne jest rowniez to, ze substancje te maja
zdolno$é akumulacji w roslinach i zwierzetach co stanowi zagrozenie dla ekosystemow
w zwigzku z tym takze dla cztowieka. Badania Gworek i in. (2021) wykazaty, ze farmaceutyki

kumulujg sie przede wszystkim w czesciach wegetatywnych roslin, gdzie ich stezenia
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uktadajg sie w nastepujgcej kolejnosci: korzenie > liscie > todygi. Natomiast najnizsze
poziomy tych substancji odnotowano w czes$ciach generatywnych, takich jak nasiona zbéz.
W zwiagzku z powszechnym zanieczyszczeniem srodowiska substancjami o zastosowaniach
farmakologicznych, istnieje potrzeba opracowania skutecznych i bezpiecznych metod jego
oczyszczania (Kozka i Bebas 2021).

Niesteroidowe leki przeciwzapalne sa substancjami biologicznie aktywnymi
zaprojektowanymi do dziatania w niskich stezeniach. Farmaceutyki mogg mie¢ niekorzystny
wptyw na organizmy ,niedocelowe” w zwigzku z dtugotrwatym narazeniem na okreslonag
substancje. Skutkiem czego moga by¢: zaburzenia metaboliczne (takze endokrynologiczne),
anomalie rozwojowe, zaburzenia funkcji rozrodczych organizmoéw ladowych i wodnych
(Santos i in. 2010). Cunha i in. (2017) zauwazaja, ze niewykluczonym jest fakt, iz produkty
przemian moga wykazywac inne wtasciwosci i dziatania niz zwigzki macierzyste. Aktywne
substancje lekdw moga ulegaé¢ rozktadowi zaréwno podczas biologicznych proceséw
oczyszczania sciekow, jak i w naturalnych zbiornikach wodnych, glebie oraz w trakcie reakcji
abiotycznych. Choé¢ procesy te czesciowo ograniczajg potencjalne szkodliwe dziatanie
farmaceutykoéw, niektére produkty ich rozpadu moga wykazywaé zblizony poziom
toksycznosci do zwigzkéw macierzystych (Gworek i in. 2021). Oznacza to, ze moga
wykazywac wiekszg toksycznosé wobec organizmoéw wodnych. Dowody na to dostarczajg
np. badania nad ryzanka japonska (Oryzias latipes), w ktérych stwierdzono, ze stezenie
diklofenaku wynoszace 0,1 pg-dm= powodowato spowolnienie rozwoju jaj oraz opdznienie
w wykluwaniu sie mtodych osobnikéw. Warto podkreslié, ze takie opéznienia w wykluwaniu
moze prowadzi¢ do zwiekszonego ryzyka atakow ze strony drapieznikéw (Leeiin. 2011).

Badania wskazujg, ze diklofenak, ktéry jest jednym z najsilniej dziatajgcych
przeciwbélowo niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych po przedostaniu sie do
srodowiska charakteryzuje sie duzg trwatoscig i toksycznoscig (Schwaiger i in. 2004,
Quintanaiin. 2005). Oprocz diklofenaku, wsrdd pieciu najczesciej wykrywanych zwigzkéw
znalazty sie réwniez karbamazepina, sulfametoksazol, ibuprofen i naproksen (Kézka i Bebas
2021).

Pomimo, ze srodki farmaceutyczne w srodowisku wystepujg w stezeniach ng-dm=ich
szkodliwy wptyw oddziatuje na zywe organizmy, ktére sg bezposrednio narazone na kontakt
z nimi. Niewielki poziom stezenia, graniczacy czasem czutoscig urzadzenia pomiarowego,
zmniejsza szanse na oznaczenie ich obecnosci przy pomocy analizy chemicznej lub wigze
sie to z wysokimi kosztami (Hoeger i in. 2005). Pojedyncze farmaceutyki z grupy

niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych poddawane badaniom toksycznosci w stezeniach
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obserwowanych w srodowisku naturalnym nie wywotujg skutkéw. Jednakze naukowcy
podkreslaja, ze leki z tej samej grupy wystepujace w postaci mieszaniny moga prowadzi¢ do
powaznych skutkéw zanieczyszczenia srodowiska (Rizzo i in. 2015).

Struktura leku sktada sie z aktywnych sktadnikéw farmaceutycznych, substancji
pomocniczych oraz dodatkowych zwigzkéw jak sole i cukry, pigmenty oraz substancje
zapachowe (Kummerer 2010). Po przedostaniu sie do srodowiska naturalnego aktywne
postaci srodkéw farmaceutycznych ulegajg transformacjom do prostszych form. Szybkosc¢
ich rozktadu zalezy od warunkdéw srodowiskowych oraz budowy i wtasciwosci chemicznych
leku. Zwiazki obecne w macierzystych substancjach i mieszaninach metabolitéw moga
podlega¢ zaréwno procesom abiotycznym (np. fotodegradaciji, fototransformaciji), jak
i biotycznym (np. biotransformaciji, biodegradaciji) (Bavumiragira i in. 2022). Coraz wieksze
zainteresowanie wzbudzajg przyjazne $rodowisku metody oczyszczania, takie jak
biodegradacja i fitostabilizacja. Badania nad roslinami zdolnymi do przetrwania
w warunkach skazenia sg zatem nie tylko uzasadnione, ale i konieczne. Kluczowa role
w fitoremediacji odgrywajg procesy absorpciji, translokacji i akumulacji zanieczyszczen
przez rosliny i ich stabilizacja w obszarze korzeniowym, a takze biotransformacja
zanieczyszczeh przez drobnoustroje glebowe w ryzosferze (Borowik iin. 2020).

W obliczu rosnacego zanieczyszczenia gleb, intensywnie poszukuje sie efektywnych
i niedrogich metod, ktére mogtyby wspiera¢ degradacje toksycznych substancji
w srodowisku. Bioremediacja, jako jedna z najskuteczniejszych strategii, stanowi odpowiedz
naten problem, aw ramach jej dziatan wyréznia sie fitoremediacje jako kluczowg technike.
Obecnie zyskuje ona na znaczeniu dzieki swojej niskokosztowej i efektywnej naturze
w remediacji zanieczyszczonych terendw (Borowik i in. 2020). Jednakze po wielu
przeprowadzonych badaniach nad biodegradacjg lekow w sSrodowisku w dalszym ciggu
niewiele wiadomo odnos$nie drég catkowitej degradaciji. Jest to spowodowane trudnosciami
pozyskania drobnoustrojéw zdolnych do petnego metabolizowania Srodkow

farmaceutycznych (Schwaigeriin. 2004, Quintanaiin. 2005).

26



3. Materiat i metody badan

3.1. Charakterystyka niesteroidowych lekow przeciwzapalnych uzytych w badaniach

W niniejszej pracy doktorskiej przeanalizowano oddziatywanie pieciu

niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych: ibuprofenu, flurbiprofenu, ketoprofenu,

naproksenu oraz diklofenaku na aktywnos$é¢ wybranych fosfataz glebowych. Strukture
chemiczng uzytych w doswiadczeniu zwigzkéw przedstawiono na rys. 1, a ich podstawowe

wtasciwosci fizyczno-chemiczne zestawiono w tab. 1.

O O I
OH
OH
O
o

ibuprofen

cr”

diklofenak

Rys. 1. Wzory chemiczne

ketoprofen

o}
cl ‘O
HN
HO 0
HO 0

naproksen

niesteroidowych

flurbiprofen

lekéw przeciwzapalnych wykorzystanych

w badaniach (opracowanie wtasne na podstawie https://www.chemspider.com)

Tab. 1. Podstawowe wtasciwosci fizyczno-chemiczne niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych wykorzystanych w badaniach (na podstawie
https://www.chemspider.com oraz https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

Nazwa Nazwa Wzbr Masa Rozpuszcza'lnos’é Tempe'rat.ura
zwyczajowa chemiczna sumaryczny molowa PKa wwodzie topnienia
[g-mol] [mg dm=] (°C)
kwas 2-[4-(2-
lbuprofen | MEWOPropylo)- CisH1s05 206,29 | 4,91 21,00 75-77,5
fenylo]-
propionowy
kwas 2-(3-
Flurbiprofen fluoro-4- CisHi:FO, | 244,27 | 4,30 8,00 110-111
fenylofenylo)-
propionowy
kwas 2-(3-
Ketoprofen benzoilo fenylo)- C16H1403 254,29 4,45 51,00 94
propionowy
kwas (2S)-2-(6-
Naproksen metoksy- CiaH10s | 230,26 | 4,15 15,90 152153
naftalen-2-ylo)-
propionowy
kwas 2-[2-(2,6-
Diklofenak | dichloroanilino)- | C44H11CLLNO; 296,15 | 4,15 2,37 157
fenylo]-octowy
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Wszystkie wykorzystane w badaniach leki sg inhibitorami dwéch cyklooksygenaz:
COX-1 i COX-2. Kazdy z nich wykazuje dziatanie przeciwzapalne i przeciwbdlowe. Ponadto
ibuprofen, flurbiprofen oraz diklofenak sg lekami przeciwgorgczkowymi, a ketoprofen oraz

naproksen — przeciwreumatycznymi (Zaremba i in. 2012).

3.2. Charakterystyka gleby wykorzystanej w badaniach

Doswiadczenie laboratoryjne oraz doswiadczenia wazonowe przeprowadzono na
prébkach gleby pobranej z poziomu ornopréchniczego gleb brunatno-rdzawych Rolniczej
Stacji Doswiadczalnej w Lipniku Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
w Szczecinie. Jest to piasek gliniasty, ktérego podstawowe wtasciwosci fizyczno-chemiczne

przedstawiono w tab. 2.

Tab. 2. Podstawowe wtasciwosci fizyczno-chemiczne gleby uzytej w badaniach (Telesinski

2012)
Witasciwosé Wartosé
piasek 75
2,00=d>0,05mm
‘. . t
Procentowa zawartos¢ frakcji (d) by 23

0,05=d>0,002 mm
it

d< 0,002 mm 2
oH H>O 6,59
1 MKCl 6,36
Zawartos$¢ wegta organicznego [g - kg'] 8,71
Zawartos$¢ azotu ogétem [g - kg™ 0,73
C:N 12:1

Pobrang z pola glebe doprowadzono do stanu powietrznie suchego, a nastepnie

przesiano przez sito o srednicy oczek 2 mm.

3.3. Schemat doswiadczenia

Badania przeprowadzono dwuetapowo. Pierwszym etapem byto doswiadczenie
laboratoryjne, w ktérym oceniano kilkumiesieczny wptyw niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych na aktywnos¢ wybranych fosfataz w glebie. Drugi etap to ocena
krétkotrwatego oddziatywania NLPZ oraz ich mieszanin na aktywnos$¢ fosfataz glebowych
w doswiadczeniu wazonowym w warunkach kontrolowanych.

Zaréwno w doswiadczeniu laboratoryjnym, jak i w wazonowym, NLPZ rozpuszczano
w acetonie, a nastepnie objetosci acetonowych roztworéw, odpowiadajgce dawkom 1, 10
i 100 mg wprowadzano do nawazki 5 g piasku kwarcowego. Tak przygotowane kombinacje
umieszczano na 24 godziny, na szalkach Petriego w cieplarce w temperaturze 25°C, w celu

odparowania acetonu. Dla kontroli do piasku wprowadzano sam aceton. Tak przygotowane
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nawazki piasku zawierajgce NLPZ wprowadzano do gleby, zgodnie z procedurg opisang

w kolejnych podrozdziatach.

3.3.1. Doswiadczenie laboratoryjne

W  doswiadczeniu laboratoryjnym oceniano dtugotrwate oddziatywanie
nastepujacych niesteroidowych lekdéw przeciwzapalnych: ibuprofen, flurbiprofen,
ketoprofen, naproksen oraz diklofenak. Przesiang glebe podzielono na nawazki o masie 245
g, do ktérych dodano 5 g piasku kwarcowego zawierajgcego NLPZ, tak aby w kolejnych
prébkach znajdowaty sie nastepujgce dawki analizowanych NLPZ: 0 (kontrola), 1, 10i 100
mg-kg' s.m. gleby. Wilgotnos$¢ gleby doprowadzono do 60% maksymalnej pojemnosci
wodnej. Tak przygotowane prébki przechowywano w szczelnie zamknietych workach
poliestrowych w ciemnosci w temperaturze 20°C. W kolejnych terminach pomiardw, czyli:
1., 30., 60., 90. oraz 120. dniu w prébkach oznaczono aktywnos$¢ nastepujgcych fosfataz:
fosfomonoesteraza kwasna, fosfomonoesteraza zasadowa, fosfotriesterazy, pirofosfataza

nieorganiczna.

3.3.2. Doswiadczenie wazonowe

W doswiadczeniu wazonowym oceniano krétkotrwaty wptyw nastepujgcych NLPZ:
ibuprofen, naproksen i diklofenak, wprowadzonych do gleby osobno oraz w mieszaninach
na aktywnos¢ nastepujgcych fosfataz: fosfomonoesterazy kwasnej, fosfomonoesterazy
zasadowej i pirofosfatazy nieorganicznej. Podobnie jak w doswiadczeniu laboratoryjnym,
przesiang glebe podzielono na nawazki o masie 245 g, do ktérych dodano 5 g piasku
kwarcowego zawierajacego NLPZ, tak aby w kolejnych prébkach znajdowaty sie nastepujace
dawki analizowanych NLPZ: 0 (kontrola), 1, 10 i 100 mg-kg" s.m. gleby. W przypadku
mieszanin lekdw stosunek masy poszczegélnych zwigzkéw wynosit 1:1. Wilgotnos¢ gleby
doprowadzono do 60% maksymalnej pojemnosci wodnej. Tak przygotowanymi prébkami
gleby napetniano doniczki, a nastepnie wysiano do nich po 20 identycznych ziarniakéw
jeczmienia zwyczajnego odmiany ‘Suweren’ (Hordeum vulgare L. cv. Suweren). Przez caty
okres doswiadczenia utrzymywano statg wilgotnos¢ gleby oraz statg temperature 20+2°C,
atakze state oswietlenie na poziomie 170 pmol-m™=-s™" w cyklu 16 h dzien/8 h noc.
Odpowiednio w 1., 7., 14.i 21. dniu doswiadczenia pobierano prébki glebowe i oznaczano
w nich aktywnos$¢ wymienionych wczesniej enzymaow.

W doswiadczeniu wazonowym nie stwierdzono zahamowania kietkowania ziarniakow
oraz zmian w wygladzie morfologicznym siewek jeczmienia, dlatego tez nie uwzgledniano

tego aspektu w opisie wynikow.
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3.4. Metodyka oznaczania aktywnosci fosfataz w glebie

3.4.1. Oznaczanie aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej i fosfomonoesterazy
zasadowej

Aktywnos¢ fosfomonoesteraz: kwasnej [EC 3.1.3.2] oraz zasadowej [EC 3.1.3.1]
oznaczono spektrofotometrycznie za pomocag metody Tabatabai i Bremnera (1969). Po
dodaniu do prébek glebowych buforowanego roztworu substratu — fosforanu p-nitrofenylu
(pH buforu dla fosfomonoesterazy kwasnej 6,5, a dla fosfomonoesterazy zasadowej 11),
inkubowano je przez 1 godzine w temperaturze 37°C. Uwolniony w wyniku dziatania
fosfomonestreaz p-nitrofenol byt ekstrahowany i barwiony wodorotlenkiem sodu,
a nastepnie oznaczany za pomocg spektrofotometru Shimadzu UV-1800, przy dtugosci fali
400 nm. Aktywnos¢ fosfomonoesteraz wyrazono jako mg p-nitrofenolu (p-NP) na kilogram

suchej masy i czas inkubacji 1 h. Stezenie p-NP obliczono z krzywej wzorcowej.

3.4.2. Oznaczanie aktywnosci fosfotriesteraz

Aktywnos¢é fosfotriesteraz [EC. 3.1.5] oznaczono spektrofotometrycznie za pomoca
metody Eivazi i Tabatabai (1977). Do prébek glebowych dodano substratu — fosforanu tris(p-
nitrofenylu) (substrat jest nierozpuszczalny w wodzie i dodawano go w postaci statej) oraz
buforu o pH 10. Nastepnie prébki inkubowano przez 1 godzine w temperaturze 37°C.
Uwolniony w wyniku dziatania fosfotriesteraz p-nitrofenol byt ekstrahowany i barwiony
wodorotlenkiem sodu, a nastepnie oznaczany za pomocg spektrofotometru Shimadzu UV-
1800, przy dtugosci fali 400 nm. Aktywnos$¢ fosfotriesterazy wyrazono jako mg
p-nitrofenolu (p-NP) na kilogram suchej masy i czas inkubacji 1 h. Stezenie p-NP obliczono

Z krzywej wzorcowej.

3.4.3. Oznaczanie aktywnosci pirofosfatazy nieorganicznej

Do oznaczenia aktywnosci pirofosfatazy nieorganicznej [EC 3.6.1.1] wykorzystano
metode Dicka i Tabatabai (1978). Po dodaniu buforowanego roztworu pirofosforanu (pH 8),
prébki gleby inkubowano przez 1 godzine w temperaturze 37°C. Uwolniony w wyniku
dziatania pirofosfatazy nieorganicznej ortofosforan byt ekstrahowany kwasem siarkowym
i 0znaczany za pomoca spektrofotometru Shimadzu UV-1800, przy dtugosci fali 700 nm po
zabarwieniu molibdenianem amonu. Aktywnos$¢ pirofosfatazy nieorganicznejwyrazono jako
mg P-PO,* na kilogram suchej masy i czas inkubacji 1 h. Stezenie P-PO,*-obliczono z krzywej

WZzZorcowej.
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3.5. Analiza danych

Wszystkie analizy przeprowadzono w trzech powtdrzeniach. Otrzymane wyniki
aktywnosci rzeczywistej fosfataz opracowano statystycznie za pomoca jednoczynnikowej
analizy wariancji, niezaleznie dla kazdego terminu pomiaru oraz oznaczanego enzymu.
Analizowanym czynnikiem doswiadczalnym byta zastosowana dawka leku. Istotnos¢ réznic
okreslono testem Tukey’a na poziomie istotnosci p<0,05. Aktywnos¢ rzeczywista
przeliczono procentowo w stosunku do aktywnosci enzymu w glebie kontrolnej
(niezawierajgcej NLPZ), przyjmujac jg jako 100% — takie dane przedstawiono na wykresach
jako % kontroli.

Na podstawie otrzymanych wynikéw obliczono takze wspétczynniki opornosci

fosfataz glebowych RS za pomoca wzoru podanego przez Orwina i Wardle’a (2004):

2|Dy|

RS =1——10 _
(Co + |Dgl)

W powyzszym wzorze C, oznacza aktywnos$¢ fosfataz w glebie kontrolnej, a Do rdznice
miedzy aktywnoscig enzymoéw w glebie kontrolnej i glebie z dodatkiem NLPZ. Jak podaja
autorzy wartosci RS wahajg sie od -1 do 1, przy czym warto$¢ 1 oznacza, ze NLPZ nie miaty
wptywu na aktywnosc¢ fosfataz (maksymalna opornos$é), a im nizsze wartosci tym silniejsze
oddziatywanie NLPZ na oznaczane enzymy. Jesli aktywnos$¢ fosfataz w glebie z dodatkiem
NLPZ miesci sie w przedziale od 0 do 2C,, wartos¢ RS bedzie wynosita od 0 do 1. Wartos¢ RS
rowna 0 oznacza 100% zahamowanie aktywnosci enzymu. Jesli jednak aktywnos$é fosfataz
w glebie jest wyzsza niz dwukrotnos¢ aktywnosci w glebie kontrolnej, wskaznik ten bedzie
przyjmowat warto$¢ ujemna.

Na wykresach przedstawiono wartosci Srednie RS ze wszystkich terminéw pomiarow
wraz z odchyleniem standardowym i btedem standardowym.

Wartosci RS wykorzystano réwniez w analizie n?, ktéra opisuje stosunek wariancji
zmiennej zaleznej wyjasniong (w sensie czysto korelacyjnym) przez zmienng niezalezng
(predyktor), przy statych wartosciach pozostatych zmiennych niezaleznych (predyktoréw).
Otrzymujemy zatem informacje o tym, w jakim procencie zréznicowanie wynikow zmiennej
zaleznej jest wyjasnione wptywem zmiennej niezaleznej (Januszewski 2011).

Wartosci RS uzyto rowniez w analizie skupien. W badaniach wykorzystano technike
aglomeracyjng, bedaca jedng z metod hierarchicznych, wraz z pomiarem odlegtosci metryka

euklidesowa. Do oszacowania odlegtosci pomiedzy skupieniami wykorzystano metode
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Warda, ktéra wykorzystuje podejscie analizy wariancji, dgzy do minimalizacji sumy

kwadratoéw odchylen wewnatrz skupien (Zalewska 2017).
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4. Wyniki badan

4.1. Doswiadczenie laboratoryjne

4.1.1. Oddziatywanie ibuprofenu na aktywnosé¢ fosfataz w glebie w doswiadczeniu
laboratoryjnym

Woprowadzenie do gleby ibuprofenu (IBU) w dawce 1 mg-kg' s.m. spowodowato

w 1. dniu doswiadczenia istotng statystycznie stymulacje aktywnosci fosfomonoesterazy

kwasnej (o 25,27% w stosunku do gleby kontrolnej), a w 30. dniu doswiadczenia istotng

inhibicje aktywnosci tego enzymu (0 19,20% w odniesieniu do gleby kontrolnej) (tab. 3, rys.

2A). Podobne zaleznosci zaobserwowano po aplikacji IBU w dawce 100 mg-kg' s.m.:

stymulacje aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej w 1. dniu doswiadczenia (o 45,23%

w odniesieniu do kontroli) oraz inhibicje aktywnosci enzymu w 30. dniu doswiadczenia

(0 26,33% w stosunku do gleby kontrolnej). Dodatkowo dla IBU w tej dawce wykazano takze

Tab. 3. Oddziatywanie ibuprofenu na aktywnos¢ wybranych fosfataz w glebie w doswiadczeniu

laboratoryjnym
Dawka Dzien doswiadczenia
[mg-kg' s.m.] 1. 30. | 60. | 90. 120.

Fosfomonoesteraza kwasna [mg p-NP-(kg s.m.-1 h)"]

0 (kontrola) 89,72+8,65° 78,87+5,21% | 73,34+6,89° | 83,15+9,89° 78,29+7,29%°
1 112,39+5,79° | 63,72%5,71° | 69,15+6,32° 83,15%2,57° 62,29+3,0°

10 92,30+3,16° | 67,53+2,58% | 79,44%7,19° 75,91%4,39° 82,29+9,02°
100 130,30+6,05* | 58,10+3,62° | 73,25+5,73° 70,29+9,89° 57,43+4,37

Fosfomonoesteraza zasadowa [mg p-NP -(kg s.m.-1 h)"]

0 (kontrola) | 155,16+12,63% | 98,87+7,73°% | 141,73+2,62% | 143,16+5,94° | 126,01+10,53°
1 157,73%16,01° | 67,72+4,77° | 131,44%9,44° | 139,73+7,62° | 119,16+4,54°°
10 166,88+10,72° | 88,01+7,97° | 142,30+9,66° | 145,45+7,73% | 108,20+2,29°
100 161,16+4,77% | 91,15+7,29° | 106,87+4,05° | 112,01+4,87° | 105,63+4,43°
Fosfotriesterazy [mg p-NP -(kg s.m.-1 h)"]
0 (kontrola) 18,60+1,29° 13,569+1,58° | 13,57+0,94° 14,75+1,46° 15,03+0,78?
1 16,58+1,563%* | 12,98+0,97° | 11,80+0,53° | 13,71+0,09%° 14,02+1,75°
10 15,78+1,32%® | 12,58+1,49° | 12,18%1,08° 15,00+0,78° 12,68+1,212°
100 14,40£2,04° 12,08+0,44° | 11,98+0,65° 11,60£1,02° 11,81£1,43°

Pirofosfataza nieorganiczna [mg P-PO,*-(kg s.m.-1 h)"]

0 (kontrola)

156,72+6,66°

159,91+8,92°

160,24+6,77°

148,24+8,55°

148,71+4,62°

1

151,17+3,01°

154,49+8,35°

159,81+3,52°

148,37+9,99°

142,71+8,64°

10

151,19+7,64°

152,21+6,87°

136,02+5,59°

133,59+8,09%°

138,30+9,33°

100

151,13+4,98°

133,97+7,87°

124,67+5,60°

113,16%4,16°

133,76+8,87°

Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie (n=3) £ odchylenie standardowe; wartosci oznaczone
tymi samymi literami w obrebie okreslonego enzymu w danym dniu nie roznig sie istotnie na poziomie

p<0,05
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Rys. 2. Procentowe zmiany aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej (A), fosfomonoesterazy
zasadowej (B), fosfotriesteraz (C) oraz pirofosfatazy nieorganicznej (D) pod wptywem
ibuprofenu w odniesieniu do gleby kontrolnej (doswiadczenie laboratoryjne)
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istotne statystycznie obnizenie aktywnosci tego enzymu w 120. dniu doswiadczenia
(0 26,64% w odniesieniu do kontroli). Natomiast po zastosowaniu IBU w dawce 10 mg-kg™
s.m. nie wykazano istotnych zmian aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej we wszystkich
terminach pomiaréw.

W przypadku aktywnosci fosfomonoesterazy zasadowej aplikacja IBU w dawce
1 mg-kg' s.m. spowodowata istotny statystycznie spadek aktywnos$ci enzymu w 30. dniu
doswiadczenia (o 31,50% w poréwnaniu do gleby kontrolnej), podczas gdy przy dawce
10 mg-kg™' s.m. istotne obnizenie aktywnosci zostato wykazane w 120. dniu doswiadczenia
(0 14,13% w stosunku do kontroli). Natomiast wprowadzenie IBU w dawce 100 mg-kg”' s.m.
wywotato istotng inhibicje aktywnosci fosfomonoesterazy zasadowej w trzech ostatnich
terminach pomiaréw - od 60. do 120. dnia doswiadczenia, ktéra ksztattowata sie na
poziomie 16,17-24,60% w poréwnaniu do kontroli (tab. 3, rys. 2B).

Aktywnos¢ fosfotriesteraz po dodaniu do gleby IBU w dawkach 1 oraz 10 mg-kg™' s.m.
w trakcie trwania catego doswiadczenia nie ulegta istotnym zmianom. Jednakze
wprowadzenie IBU w dawce 100 mg-kg' s.m. wywotato istotny statystycznie spadek
aktywnosci tej grupy enzymoéw w 1., 90. i 120. dniu doswiadczenia, odpowiednio 0 22,61%,
21,31% oraz 21,43% w odniesieniu do gleby kontrolnej (tab. 3, rys. 2C).

Podobnie jak w przypadku fosfotriesteraz aplikacja IBU w dawce 1 mg-kg' s.m. nie
wywotata istotnych zmian aktywnosci pirofosfatazy nieorganicznej. Natomiast po
zastosowaniu dawki 10 mg-kg' s.m. stwierdzono istotne statystycznie obnizenie aktywnosci
tego enzymu w 60. dniu doswiadczenia (15,12% w stosunku do kontroli). Dla dawki
100 mg-kg™' s.m. istotng inhibicje aktywnos$ci pirofosfatazy nieorganicznej wykazano od 30.
do 90. dnia doswiadczenia i ksztattowata sie ona na poziomie od 16,22% do 23,67% (tab. 3,

rys. 2D).

4.1.2. Oddziatywanie flurbiprofenu na aktywnos¢ fosfataz w glebie w doswiadczeniu
laboratoryjnym

Aktywnos¢ fosfomonoesterazy kwasnej po wprowadzeniu do gleby flurbiprofenu
(FLU) w dawce 1 mg-kg™' s.m. ulegta istotnej stymulacji w 1. dniu doswiadczenia (o0 39,49%
w poréwnaniu do kontroli) oraz istotnemu obnizeniu w ostatnim terminie pomiaru (0 29,56%
w odniesieniu do kontroli). W pozostatych dniach doswiadczenia nie wykazano istotnego
oddziatywania FLU na aktywnos$¢ tego enzymu (tab. 4, rys. 3A). Zastosowanie FLU w dawce
10 mg-kg? s.m. wywotato réwniez podwyzszenie aktywnos$ci enzymu w 1. dniu

doswiadczenia (o 35,67% w stosunku do gleby kontrolnej), jednakze stwierdzona istotna
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inhibicja aktywnosci wystgpita w 30. dniu doswiadczenia (o 31,88% w poréwnaniu do
kontroli). Natomiast po wprowadzeniu FLU w dawce 100 mg-kg"' s.m. wykazano istotne

obnizenie aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej w 30. i 90. dniu doswiadczenia,

odpowiednio 0 32,97% oraz 26,46% w stosunku do kontroli.

Tab. 4. Oddziatywanie

flurbiprofenu

na

w doswiadczeniu laboratoryjnym

aktywnosé

wybranych

fosfataz

w glebie

Dawka Dzieh doswiadczenia
[mg-kg's.m.] 1. 30. | 60. | 90. 120.
Fosfomonoesteraza kwasna [mg p-NP-(kg s.m.-1 h)™]
0 (kontrola) 89,72+8,65° 78,87+5,21° 73,34+6,89° 83,15+9,89° 78,29+7,29°
1 125,16+13,31% | 64,86+9,25% 80,01+5,58¢° 82,01+7,19° 55,15+3,57°
10 121,73+14,57* | 53,72+5,51° | 70,87+10,01* | 72,01+5,35% | 60,86+9,03*
100 108,58+6,32* | 52,86+6,55" 66,58+6,54° 61,15+6,88° | 60,29+7,29%
Fosfomonoesteraza zasadowa [mg p-NP-(kg s.m.-1 h)"]
0 (kontrola) | 155,16+12,63% | 98,87+7,73%° | 141,73%2,62° | 143,16+5,94° | 126,01+10,53°
1 168,88+14,65% | 107,73+3,96° | 138,30+14,66° | 144,87+9,15° | 138,87+8,19°
10 170,88+12,40° | 87,44=4,29° | 141,44+13,48° | 134,59+6,47° | 147,166,932
100 99,44+6,81° 73,44+7,14° 135,44+8,69* | 139,73+3,74° | 131,16+7,86°
Fosfotriesterazy [mg p-NP-(kg s.m.-1 h)"]
0 (kontrola) 18,60+1,29° 13,59+1,58° 13,57+0,94° 14,75+1,46° 15,03+0,78°
1 15,94+1,82° 16,06+1,38° 13,27+0,51° 13,40+1,67° 14,89+1,08°
10 16,59+1,64° 13,42+1,02° 13,62+0,78° 14,06+0,63° 14,111,342
100 19,99+3,17° 13,32+1,51° 12,02+1,21° 15,49+1,37° 13,41+0,71°
Pirofosfataza nieorganiczna [mg P-PO,*-(kg s.m.-1 h)™"]
0 (kontrola) 156,72+6,66° | 159,91+8,927 | 160,24+6,77° | 148,24+8,55% | 148,71%4,62°
1 156,70+5,69° | 148,33+3,84°° | 161,24+5,51° | 151,76+8,59° | 145,79+4,66"
10 151,32+3,55% | 144,01+7,43%° | 157,64%5,11° | 158,42+7,69° | 157,76%4,24%®
100 153,19+3,56% | 137,06%4,71° | 149,03+9,55° | 150,36+5,67° | 170,23%6,63°

Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie (n=3) * odchylenie standardowe; wartosci oznaczone
tymi samymi literami w obrebie okreslonego enzymu w danym dniu nie réznig sie istotnie na poziomie
p<0,05

Analizujgc zmiany aktywnosci fosfomonoesterazy zasadowej stwierdzono, ze jedynie
po wprowadzeniu FLU w dawce 100 mg-kg"' s.m. nastgpit istotny spadek aktywnosci tego
enzymuw 1. oraz 30. dniu doswiadczenia, odpowiednio 0 35,91% i 25,72% w poréwnaniu do
kontroli. W pozostatych przypadkach nie wykazano istotnego wptywu FLU na aktywnosé
fosfomonoesterazy zasadowej (tab. 4, rys. 3B).

Flurbiprofen wprowadzony w kazdej z zastosowanych dawek, we wszystkich
terminach pomiardéw nie wptynat istotnie na aktywnos¢ fosfotrieteraz w glebie (tab. 4, rys.

3C).
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Rys. 3. Procentowe zmiany aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej (A), fosfomonoesterazy
zasadowej (B), fosfotriesteraz (C) oraz pirofosfatazy nieorganicznej (D) pod wptywem
flurbiprofenu w odniesieniu do gleby kontrolnej (doswiadczenie laboratoryjne)
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Natomiast w przypadku pirofosfatazy nieorganicznej odnotowano istotne zmiany
aktywnosci tego enzymu jedynie po aplikacji FLU w dawce 100 mg-kg™' s.m. i byta to inhibicja
(14,29% w pordwnaniu do kontroli) w 30. dniu doswiadczenia oraz stymulacja aktywnosci

(14,47% w odniesieniu do kontroli) w 120. dniu doswiadczenia (tab. 4, rys. 3D).

4.1.3. Oddziatywanie ketoprofenu na aktywnos$¢ fosfataz w glebie w doswiadczeniu
laboratoryjnym

Zastosowanie ketoprofenu (KET) w dawce 1 mg-kg”' s.m. nie spowodowato istotnych
zmian aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej (tab. 5). Natomiast po wprowadzeniu KET
wdawce 10 mg-kg"’ s.m. odnotowano w 1., 30. i 90. dniu doswiadczenia, a w dawce
100 mg-kg' s.m. we wszystkich terminach pomiaréw istotny spadek aktywnosci enzymu.
Zaobserwowana inhibicja aktywnosci ksztattowata sie dla dawki 10 mg-kg' s.m. na poziomie
21,36%-32,30%, a dla dawki 100 mg-kg"' s.m. na poziomie 15,91%-53,59% w poréwnaniu do

gleby kontrolnej (rys. 4A).

Tab. 5. Oddziatywanie ketoprofenu na aktywnos$¢é wybranych fosfataz w glebie w doswiadczeniu

laboratoryjnym
Dawka Dzien doswiadczenia
[mg-kg"s.m.] 1. 30. \ 60. \ 90. 120.
Fosfomonoesteraza kwasna [mg p-NP-(kg s.m.-1 h)™]
0 (kontrola) 90,76+4,81% | 89,64+6,92° 89,10+3,64° 86,42+4,53° 81,67+6,53°
1 84,99+5,34% | 78,91+8,51°* | 87,42%6,15° 82,68+6,49° | 72,70%4,72%
10 76,84+2,37° | 71,70£3,21° 82,36+4,51° 67,70+5,51° | 74,78+3,88%°
100 64,30+4,11° | 41,62+4,06° 41,36+5,03° 68,03+4,00° 68,69+2,98°
Fosfomonoesteraza zasadowa [mg p-NP-(kg s.m.-1 h)"]
0 (kontrola) | 168,83+5,79% | 178,87+7,73% | 175,06+12,66% | 166,49+9,86° | 172,68+10,07°
1 166,21+5,54° | 169,06+3,51% | 143,97+12,26° | 169,21+3,35% | 151,54+3,82°
10 153,54+9,73% | 137,44+5,71° | 161,11+5,82°° | 140,92+6,80° | 149,837,57°
100 153,77+8,64% | 77,44+4,78° 106,44+6,10° 95,40+7,15° 151,16=1,65°
Fosfotriesterazy [mg p-NP-(kg s.m.-1 h)"]
0 (kontrola) 17,65%1,27* | 16,36+1,12° 18,05+0,15° 15,78+0,68° 15,45+0,53°
1 15,36+1,16° 17,31+0,59° 14,32+1,13° 16,12+0,84° 14,20%1,04%°
10 15,79+0,50° | 11,69+1,23° 12,47+0,81° 12,90+1,01° | 13,99+0,22%
100 15,97+0,82° | 11,71x0,42° 9,58+0,64° 9,64+0,66° 13,29+0,49°
Pirofosfataza nieorganiczna [mg P-PO,*-(kg s.m.-1 h)"]
0 (kontrola) | 156,72+6,06% | 159,91+8,92% | 160,24+6,77° | 148,24+8,56° | 148,71%4,62°
1 155,03+6,56% | 148,56+5,11% | 148,17+5,49% | 153,79+6,92°% | 149,54+5,19°
10 106,03+5,29° | 87,28+4,65° 79,69+2,05° | 118,36+7,03" | 134,86%4,91°
100 102,65+4,59° | 71.65%5,46° 48,03+5,66° | 105,35+5,52° | 101,82+5,76°

Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie (n=3) * odchylenie standardowe; wartosci oznaczone
tymi samymi literami w obrebie okreslonego enzymu w danym dniu nie réznig sie istotnie na poziomie

p<0,05
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Rys. 4. Procentowe zmiany aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej (A), fosfomonoesterazy
zasadowej (B), fosfotriesteraz (C) oraz pirofosfatazy nieorganicznej (D) pod wptywem
ketoprofenu w odniesieniu do gleby kontrolnej (doswiadczenie laboratoryjne)
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Aplikacja KET w dawce 1 mg-kg' s.m. spowodowata istotne obnizenie aktywnosci
fosfomonoesterazy zasadowej w 60. i 120. dniu doswiadczenia, odpowiednio 0 17,76% oraz
12,21% w stosunku do kontroli. Po wprowadzeniu KET w dawce 10 mg-kg' s.m. stwierdzono
w 30., 90. i 120. dniu doswiadczenia, a w dawce 100 mg-kg' s.m. od 30. dnia do konca
trwania doswiadczenia istotnag inhibicje aktywnosci enzymu, ktéra dla dawki 10 mg-kg™' s.m.
wahata sie od 13,24% do 23,16%, a dla dawki 100 mg-kg"' s.m. — od 18,46% do 56,71%
(tab. 5, rys. 4B).

W przypadku fosfotriesteraz, po wprowadzeniu KET w dawce 1 mg-kg' s.m., istotne
obnizenie aktywnosci wykazano jedynie w 60. dniu doswiadczenia (o0 20,66% w poréwnaniu
do gleby kontrolnej). Aplikacja KET w dawce 10 mg-kg"' s.m. spowodowata istotng inhibicje
aktywnosci tej grupy enzymoéw w 30., 60. i 90. dniu doswiadczenia (odpowiednio 0 28,46%,
46,94% oraz 38,91% w odniesieniu do kontroli). Natomiast po zastosowaniu KET w dawce
100 mg-kg' s.m. stwierdzono spadek aktywnosci fosfotriesterazy od 30. dnia do konca
trwania doswiadczenia, ktéry wynosit od 13,95% do 46,94% w stosunku do kontroli (tab. 5,
rys. 4C).

Aktywnos¢ pirofosfatazy nieorganicznej w glebie z dodatkiem KET w dawkach 10 oraz
100 mg-kg”' s.m. w trakcie trwania catego doswiadczenia byta istotnie nizsza niz aktywnos$¢
enzymu w glebie kontrolnej. Wykazana inhibicja aktywnosci dla dawki 10 mg-kg"' s.m.
wynosita od 9,32% do 50,27%, a dla dawki 100 mg-kg" s.m. — od 31,53% do 69,99%

w odniesieniu do gleby kontrolnej (tab. 5, rys. 4D).

4.1.4. Oddziatywanie naproksenu na aktywnos$¢ fosfataz w glebie w doswiadczeniu
laboratoryjnym

Woprowadzenie do gleby naproksenu (NAP) w dawce 1 mg-kg' s.m. spowodowato
istotne obnizenie aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej tylko w 90. dniu doswiadczenia
(025,69% w stosunku do kontroli). Po zastosowaniu NAP w dawce 10 mg-kg' s.m.
stwierdzono spadek aktywnosci enzymu od 30. dnia do kohca trwania doswiadczenia, ktory
ksztattowat sie na poziomie od 17,97% do 22,90% w odniesieniu do gleby kontrolnej,
podczas gdy dodatek NAP w dawce 100 mg-kg' s.m. dziatat inhibujgco na aktywno$¢
fosfomonoesterazy kwasnej we wszystkich terminach pomiaréw — wykazane obnizenie
aktywnosci wynosito od 19,09% do 50,69% w porédwnaniu do kontroli (tab. 6, rys. 5A).

Aktywnos¢ fosfomonoesterazy zasadowej w glebie z dodatkiem NAP w dawce

1 mg-kg' s.m. ulegta istotnemu obnizeniu w stosunku do gleby kontrolnej w 30. i 60. dniu
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doswiadczenia, odpowiednio o 8,92% oraz 12,70%. Po aplikacji NAP w dawce 10 mg-kg”
s.m. stwierdzono natomiast istotng inhibicje aktywnosci enzymu w 30., 60. i 120. dniu
doswiadczenia, ktéra wynosita odpowiednio 26,08%, 12,78% oraz 13,48% w poréwnaniu do
kontroli. Natomiast zastosowanie NAP w dawce 100 mg-kg' s.m. wywotato spadek
aktywnosci fosfomonoesterazy zasadowej w trakcie trwania catego doswiadczenia, ktory
wahat sie w przedziale od 9,39% do 48,89% w odniesieniu do gleby kontrolnej (tab. 6, rys.
5B).

Tab. 6. Oddziatywanie naproksenu na aktywnos¢é wybranych fosfataz w glebie w doswiadczeniu

laboratoryjnym
Dawka Dzien doswiadczenia
[mg-kg' s.m.] 1. 30. | 60. | 90. | 120.
Fosfomonoesteraza kwasna [mg p-NP-(kg s.m.-1 h)"]
0 (kontrola) 90,76+4,81* | 89,64+6,92° 89,10+3,64° 86,42+4,53° 81,67+6,53°
1 92,81+1,62% | 92,56+7,64° 82,72+6,03° 64,21+1,92 83,09+4,49°
10 82,96+3,34% | 70,114,49° 68,69+3,50° 70,88+8,14° 64,84+3,77°
100 73,44+5,85° | 49,73%4,99° 43,94+3,88° 55,36+5,58° 64,60+6,45°
Fosfomonoesteraza zasadowa [mg p-NP-(kg s.m.-1 h)"]
0 (kontrola) | 168,83+5,79* | 178,87+7,73% | 175,06+£12,66° | 166,49+9,86* | 172,68+10,07°
1 166,57+4,83% | 162,92+4,14° | 152,83+3,40° | 148,42+11,69° | 156,17+7,96°°
10 157,98+6,58% | 132,22+2,95° | 144,01+4,88° | 145,22+6,31° | 149,41+11.03°
100 152,98+3,17° | 97,14+4,69¢ 89,48+6,25° 101,98+3,94° | 143,50+4,68°
Fosfotriesterazy [mg p-NP-(kg s.m.-1 h)™]
0 (kontrola) 17,65+1,27° 16,36+1,12° 18,05+0,15° 15,78+0,68° 15,45+0,53°
1 15,71+0,95%° | 17,64+0,60° 18,99+0,23° 15,56+0,69° 13,97+0,94°
10 15,07+0,75° 13,01+0,02° 11,70£1,47° 14,11+0,18° 13,56+0,42°
100 15,55+0,71%* | 12,48+1,30° 10,63+0,59° 12,06+0,23° 12,77+0,63°
Pirofosfataza nieorganiczna [mg P-PO,*-(kg s.m.-1 h)™]
0 (kontrola) | 156,72+6,06° | 159,91+8,92° | 160,24+6,77% | 148,24+8,56° | 148,71%4,62°
1 155,23+4,17% | 186,23+5,96° | 174,46+5,81% | 140,20+8,09° | 144,45+6,51°
10 137,52+6,03" | 104,87+6,24° | 97,93+7,05° 117,77+4,26° | 118,95+2,56°
100 118,93+6,22° | 81,65+3,60° 89,90+2,97° 111,18+8,70° | 113,66+5,36°

Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie (n=3) £ odchylenie standardowe; wartosci oznaczone
tymi samymi literami w obrebie okreslonego enzymu w danym dniu nie réznig sie istotnie na poziomie
p<0,05

W przypadku fosfotriesteraz dodatek NAP w dawce 1 mg-kg' s.m. spowodowat
istotne obnizenie aktywnosci enzyméw w stosunku do kontroli jedynie w ostatnim dniu
doswiadczenia (0 9,59%). Wprowadzenie NAP w dawce 10 mg-kg”' s.m. dziatato inhibujgco
na aktywnosc¢ fosfotriesteraz we wszystkich terminach pomiaréw, a stwierdzona inhibicja
wynosita od 10,53% do 35,21% w odniesieniu do gleby kontrolnej. Natomiast po aplikacji

NAP w dawce 100 mg-kg' s.m. aktywnos$¢ enzymu w glebie zawierajgcej lek byta, od 30. dnia
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Rys. 5. Procentowe zmiany aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej (A), fosfomonoesterazy
zasadowej (B), fosfotriesteraz (C) oraz pirofosfatazy nieorganicznej (D) pod wptywem
naproksenu w odniesieniu do gleby kontrolnej (doswiadczenie laboratoryjne)

42



do konca trwania doswiadczenia, istotnie nizsza niz aktywnos$¢ w glebie kontrolne;j.
Wykazany spadek aktywnos$ci ksztattowat sie na poziomie od 11,87% do 41,10% (tab. 6, rys.
5C).

Aktywnos¢ pirofosfatazy nieorganicznej po wprowadzeniu NAP w dawce 1 mg-kg™
s.m. ulegta istotnej statystycznie stymulacji w 30. dniu doswiadczenia (o 16,46%
w poréwnaniu do kontroli). Natomiast aplikacja NAP w wyzszych dawkach wywotata istotne
obnizenie aktywnosci enzymu w trakcie trwania catego doswiadczenia. Dla dawki 10
mg-kg"' s.m. inhibicja ta wynosita od 12,25% do 38,89%, a dla dawki 100 mg-kg' s.m. — od
23,57% do 48,97% w stosunku do gleby kontrolnej (tab. 6, rys. 5D).

4.1.5. Oddziatywanie diklofenaku na aktywno$é fosfataz w glebie w doswiadczeniu
laboratoryjnym

Aktywnos¢é fosfomonoesterazy kwasnej w glebie z dodatkiem diklofenaku (DIC)
w dawce 1 mg-kg' s.m. w trakcie trwania catego doswiadczenia nie réznita sie istotnie od
aktywnosci tego enzymu w glebie kontrolnej. Wprowadzenie DIC w dawce 10 mg-kg' s.m.
wywotato obnizenie aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej od 1. do 60. dnia
doswiadczenia na poziomie od 15,13% do 38,41% w odniesieniu do kontroli (tab 7, rys. 6A).
Natomiast po zastosowaniu DIC w dawce 100 mg-kg' s.m. stwierdzono we wszystkich
terminach pomiardéw inhibicje aktywnosci enzymu, ktéra wahata sie od 19,53% do 60,64%
w poréwnaniu do gleby kontrolnej.

Analizujgc zmiany aktywnosci fosfomonoesterazy zasadowej pod wptywem DIC,
wykazano, ze dawka 1 mg-kg' s.m. inhibowata istotnie aktywnosci tego enzymu jedynie
w 30. dniu doswiadczenia (0 7,22% w stosunku do kontroli). Natomiast wyzsze dawki DIC
spowodowaty istotne obnizenie aktywnosci fosfomonoesterazy zasadowej w trakcie trwania
catego doswiadczenia. Zaobserwowana inhibicja aktywnosci dla dawki 10 mg-kg”' s.m.
ksztattowata sie na poziomie od 9,65% do 26,90%, a dla dawki 100 mg-kg' s.m.-od 19,35%
do 36,12% w odniesieniu do kontroli (tab. 7, rys. 6B).

Aktywnos¢ fosfotriesteraz w glebie z dodatkiem DIC w dawkach 1 oraz 10 mg-kg' s.m.
tylko w 120. dniu doswiadczenia réznita sie istotnie od aktywnosci w glebie kontrolnej.
W przypadku dawki 1 mg-kg' s.m. wykazano obnizenie aktywnosci tej grupy enzymoéw
017,41%, podczas gdy dawka 10 mg-kg”' s.m. stymulowata aktywnos$¢ fosfotriesteraz na
poziomie 37,25% w stosunku do kontroli (tab. 7, rys. 6C). Po aplikacji DIC w dawce

100 mg-kg"' s.m. stwierdzono w 60. dniu doswiadczenia istotne obnizenie aktywnosci
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enzymow (o 33,62% w odniesieniu do kontroli), a w 90. dniu doswiadczenia — podwyzszenie
aktywnosci (0 21,28 w poréwnaniu do kontroli).

Wprowadzenie DIC w dawce 1 mg-kg’ s.m. nie spowodowato istotnych zmian
aktywnosci pirofosfatazy nieorganicznej. Natomiast w glebie zawierajacej DIC w wigkszych
dawkach aktywnos¢ enzymu w trakcie trwania catego doswiadczenia byta wyzsza niz
w glebie kontrolnej. Wykazana stymulacja aktywnosci pirofosfatazy nieorganicznej, po
zastosowaniu DIC w dawce 10 mg-kg"' s.m. wynosita od 22,60% do 31,01%, a po aplikacji
DIC w dawce 100 mg-kg”' s.m.-o0d 16,31% do 57,36% w poréwnaniu do kontroli (tab. 7, rys.
6D).

Tab. 7. Oddziatywanie diklofenaku na aktywnos¢ wybranych fosfataz w glebie w doswiadczeniu

laboratoryjnym
Dawka Dzien doswiadczenia
[mg-kg's.m.] 1. 30. \ 60. \ 90. 120.
Fosfomonoesteraza kwasna [mg p-NP-(kg s.m.-1 h)™]
0 (kontrola) 90,82+4,98° 91,97+2,89° 88,80+4,86° 89,08+5,60° 80,69+7,49°
1 92,40+1,04% | 102,56+7,64° | 92,97+6,13° 76,83+6,62° 76,09+4,48%*
10 60,48+6,62° 56,64+6,96° 75,36+2,57° 77,41%4,87° 72,19+3,43%
100 55,54+5,86"° 46,99+2,52° 34,95x4,04° 41,92+2,06° 64,93+3,97°
Fosfomonoesteraza zasadowa [mg p-NP -(kg s.m.-1 h)"]
0 (kontrola) 169,49+4,73% | 179,53+6,72° | 176,06+9,40° | 173,16%5,69° | 176,01+6,93°
1 162,56+6,84° | 166,57+4,30° | 159,01+2,59° | 161,84+4,23% | 168,68+1,66"
10 139,78+5,77° | 131,23+3,90° | 134,01+5,18° | 142,53+1,45° | 159,02+2,01°
100 119,11+4,98° | 122,38+2,74° | 112,47+4,47° | 118,69+5,50° | 141,96+3,56°
Fosfotriesteraza [mg p-NP -(kg s.m.-1 h)"]
0 (kontrola) 17,31+0,94°° | 16,69+0,54%° 18,72+1,10° 15,44£1,24° 16,19+0,95°
1 15,00+0,98° 18,97+0,75° 17,53+0,52° 17,60+0,622° 13,37+0,43°
10 19,21+0,76° 16,34+1,10° 19,43+0,93° 17,78+1,06%° 22,22%1,11°
100 15,55%1,21° 14,48+1,03° 12,43+0,57° 18,73+0,68° 15,77%1,07%°
Pirofosfataza nieorganiczna [mg P-PO,*-(kg s.m.-1 h)"]
0 (kontrola) 160,72+2,34° | 161,91%£5,59° | 160,92+6,53° | 151,57+6,56° | 148,69%4,65°
1 151,56+4,12° | 144,89+6,33" | 177,79+6,78° | 146,86+5,54° | 154,45+6,51°
10 197,52+6,03 | 204,87+6,24* | 210,80+7,53° | 191,10+2,02° | 182,29+6,07°
100 215,936,217 | 188,32+8,03* | 233,24+8,92* | 238,51+6,39° | 200,33+7,87°

Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie (n=3) = odchylenie standardowe; wartosci oznaczone
tymi samymi literami w obrebie okreslonego enzymu w danym dniu nie réznig sie istotnie na poziomie

p<0,05
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Rys. 6. Procentowe zmiany aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej (A), fosfomonoesterazy
zasadowej (B), fosfotriesteraz (C) oraz pirofosfatazy nieorganicznej (D) pod wptywem
diklofenaku w odniesieniu do gleby kontrolnej (doswiadczenie laboratoryjne)
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4.1.6. Poréwnanie wspotczynnikdw opornosci fosfataz glebowych na obecnosé
w glebie niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych w doswiadczeniu
laboratoryjnym

Analizujgc oddziatywanie niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych na aktywnosc¢
fosfataz glebowych wykorzystano wspoétczynniki opornosci (RS), ktére obliczono zgodnie ze
wzorem, zaproponowanym przez Orwina i Wardle’a (2004), podanym w rozdziale 3.5. Do
poréwnania wptywu poszczegélnych NLPZ wzieto pod uwage wartosci srednie RS ze
wszystkich terminéw pomiaréw.

Srednie wartosci wspétczynnika opornosci fosfomonoesterazy kwasnej po
wprowadzeniu NLPZ w dawce 1 mg-kg' s.m. ksztattowaty sie na poziomie od 0,70 do 0,87.
Najnizszg wartos¢ RS wykazano dla flurbiprofenu, a najwyzszg dla ketoprofenu (rys. 7A).
W glebie, do ktérej dodano NLPZ w dawce 10 mg-kg' s.m. stwierdzono najnizszg $rednig
wartos$é RS dla flurbiprofenu (0,62), a najwyzszg dla ibuprofenu (0,86). Nalezy tez zauwazyé

bardzo duze odchylenie standardowe w glebie z flurbiprofenem, co swiadczy o znacznej
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Rys. 7.Zmiany wspoétczynnika opornosci fosfomonoesterazy kwasnej w glebie
w doswiadczeniu laboratoryjnym pod wptywem niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych, wprowadzonych w dawkach: 1 mg-kg™* s.m. (A), 10 mg-kg" s.m. (B),
100 mg-kg”' s.m. (C); IBU - ibuprofen, FLU - flurbiprofen, KET - ketoprofen, NAP -
naproksen, DIC - diklofenak
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zmiennosci wartosci RS w trakcie trwania doswiadczenia (rys. 7B). Natomiast Srednie
wartosci RS fosfomonoesterazy kwasnej po aplikacji NLPZ w dawce 100 mg-kg”' s.m. wahaty
sie od 0,40 (diklofenak) do 0,65 (ibuprofen) (rys. 7C).

Srednie wartosci RS fosfomonoesterazy zasadowej po aplikacji NLPZ w dawce
1 mg-kg"' s.m. wynosity od 0,84 dla ibuprofenu i naproksenu do 0,88 dla flurbiprofenu
i diklofenaku (rys. 8A). W glebie zawierajgcej NLPZ w dawce 10 mg-kg' s.m. Srednie wartosci
RS ksztattowaty sie na poziomie od 0,68 dla diklofenaku do 0,87 dla ibuprofenu (rys. 8B). Po
wprowadzeniu NLPZ w dawce 100mg-kg's.m. stwierdzono najnizsze wartosci
wspoétczynnikdéw opornosci fosfomonoesterazy zasadowej — od 0,54 dla naproksenu do 0,77
dla flurbiprofenu (rys. 8C).

A B

. T o Srednia

[ ] Btad standardowy
I Odchylenie standarodowe

Jaddis I edigyg

|

1,25 4 1,25 -

0,50 0,50 4

o Srednia

[ ] Btad standardowy
0.25 4 T Odchylenie standarodowe 0.25 1
0,00 0,00

IBU FLU KET NAP DIC IBU FLU KET NAP DIC
C
1,50 4
o Srednia

[ ] Btad standardowy
I Odchylenie standarodowe

1,25

1,00 4

o 1= [
il

0,25

0,00

IBU FLU KET NAP DIC

Rys. 8. Zmiany wspétczynnika opornosci fosfomonoesterazy zasadowej w glebie
w doswiadczeniu laboratoryjnym pod wptywem niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych, wprowadzonych w dawkach: 1 mg-kg"' s.m. (A), 10 mg-kg' s.m. (B),
100 mg-kg" s.m. (C); IBU - ibuprofen, FLU - flurbiprofen, KET - ketoprofen, NAP -
naproksen, DIC - diklofenak

W przypadku fosfotrieteraz $rednie wartosci RS po dodaniu NLPZ w dawce 1 mg-kg™
s.m. ksztattowaty sie na poziomie od 0,77 dla diklofenaku do 0,87 dla naproksenu (rys. 9A).

Natomiastw glebie zawierajgcej NLPZ w dawce 10 mg-kg”' s.m. Srednie wartos$ci RS wynosity
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od 0,77 dla ketoprofenu do 0,91 dla naproksenu (rys. 9B). Po aplikacji NLPZ w dawce
100 mg-kg's.m. Srednie wartosci RS fosfotriesteraz charakteryzowaty sie najwieksza
rozpietoscia. Najnizsza $rednig wartos¢ RS, wynoszacag 0,59, stwierdzono w glebie
zawierajgcej ketoprofen, podczas gdy warto$é najwyzsza, na poziomie 0,87, zostata

wykazana w glebie z dodatkiem flurbiprofenu (rys. 9C).
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Rys. 9. Zmiany wspoétczynnika opornosci fosfotrieteraz w glebie w doswiadczeniu
laboratoryjnym pod wptywem niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych,
wprowadzonych w dawkach: 1 mg-kg™* s.m. (A), 10 mg-kg" s.m. (B), 100 mg-kg™* s.m. (C);
IBU - ibuprofen, FLU - flurbiprofen, KET - ketoprofen, NAP - naproksen, DIC - diklofenak
Srednie wartosci wspétczynnikéw opornosci pirofosfatazy nieorganicznej w glebie,
do ktérej wprowadzono NLPZ w dawce 1 mg-kg's.m. ksztattowaty sie podobnie dla
wszystkich analizowanych zwigzkéw: wartos$é najnizszg 0,88 stwierdzono dla diklofenaku
i naproksenu, a wartos¢ najwyzszg 0,96 dla ibuprofenu (rys. 10A). Natomiast po aplikacji
NLPZ w dawkach 10 oraz 100 mg-kg™' s.m. $rednie wartosci RS dla ibuprofenu i flurbiprofenu
byty wyraznie wyzsze niz dla pozostatych zwigzkéw. W glebie zawierajacej ibuprofen
wynosity one odpowiednio dla kolejnych tych dawek 0,85 i 0,76, a w glebie z dodatkiem

flurbiprofenu 0,90 i0,86. Zastosowanie ketoprofenu, naproksenu i diklofenaku w dawce

10 mg-kg's.m. spowodowato obnizenie S$rednich wartosci wspoétczynnika opornosci
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pirofosfatazy nieorganicznej, odpowiednio do 0,55, 0,60 oraz 0,59 (rys. 10B), podczas gdy po
wprowadzeniu tych zwigzkéw w dawce 100 mg-kg”' s.m. wykazano, ze $rednie wartosci RS
wynosity dla ketoprofenu, naproksenu i diklofenaku odpowiednio 0,41, 0,51 oraz 0,47 (rys.

10C).
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Rys. 10. Zmiany wspédtczynnika opornosci pirofosfatazy nieorganicznej w glebie
w doswiadczeniu laboratoryjnym pod wptywem niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych, wprowadzonych w dawkach: 1 mg-kg" s.m. (A), 10 mg-kg™" s.m. (B),
100 mg-kg"' s.m. (C); IBU - ibuprofen, FLU - flurbiprofen, KET - ketoprofen, NAP -
naproksen, DIC - diklofenak

Biorac pod uwage analize n? nalezy zauwazyé, ze w ksztattowaniu wartosci
wspotczynnika opornosci fosfomonoesteraz glebowych na obecnosé NLPZ najwiekszy
procentowy udziat miata dawka zastosowanego zwigzku. W przypadku fosfomonoesterazy
kwasnej znaczacy wptyw na wartosci RS miaty réwniez interakcje pomiedzy rodzajem leku
iterminem pomiaru, rodzajem leku i jego dawka oraz wszystkimi czynnikami
doswiadczalnymi. Natomiast dla fosfomonoesterazy zasadowej duzy udziat w formowaniu
wartosci RS miata rowniez interakcja pomiedzy wszystkimi czynnikami doswiadczalnymi.
Analizujgc wyniki dla fosfotriesteraz stwierdzono, ze trudno jednoznacznie wskazac jaki

czynnik doswiadczalny w najwiekszym stopniu ksztattowat wartos¢ RS. Na podstawie
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danych liczbowych mozna jednak okresli¢, ze duzy udziat nalezat do interakcji pomiedzy
rodzajem leku i terminem pomiaru oraz pomiedzy wszystkimi czynnikami doswiadczalnymi.
Z kolei w przypadku pirofosfatazy nieorganicznej najwiekszy udziat w formowaniu wartosci

RS miat rodzaj leku oraz jego dawka, a takze interakcja miedzy tymi czynnikami (tab. 8).

Tab. 8. Procentowy udziat czynnikébw doswiadczalnych w ksztattowaniu wartosci
wspoétczynnika opornosci (RS) fosfataz glebowych na obecnos$é niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych w doswiadczeniu laboratoryjnym - analiza n?

Czynnik Pac Pal PT IPP
Rodzaj leku (L) 3,57 8,88 11,20 26,27
Dawka leku (D) 35,06 29,21 14,56 24,59

Termin pomiaru (T) 6,47 10,92 3,39 5,11
LXD 12,25 10,75 9,98 16,77

LXT 13,92 9,97 17,67 10,12
DXT 4,36 4,96 8,27 3,87
LXDXT 13,09 17,45 17,64 8,37
Btad 11,28 7,86 17,29 4,90

Pac - fosfomonoesteraza kwasna, Pal — fosfomonoesteraza zasadowa, PT — fosfotriesterazy, IPP -
pirofosfataza nieorganiczna

Poréwnanie dendrogramow analizy skupien wspoétczynnikéw opornosci fosfataz na
obecnos¢ w glebie NLPZ wykazato, ze dla wszystkich oznaczanych enzymoéw wartosci RS
tworzg dwa relatywnie klarowne skupienia (rys. 11): wartosci RS w glebie zawierajgcej
ibuprofen i flurbiprofen sg zblizone do siebie (tworzg pierwsze skupienie), tak samo jak
zblizone sg do siebie wartosci RS w glebie z dodatkiem diklofenaku, ketoprofenu
i naproksenu (tworzg drugie skupienie).

Na podstawie porodwnania wskaznikéw opornosci oraz analizy skupien do drugiego
etapu badan - okreslenia krétkotrwatego oddziatywania NLPZ w doswiadczeniu wazonowym
wybrano ibuprofen oraz naproksen (najdalej oddalone od siebie w analizie skupien), a takze

diklofenak.
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Rys. 11. Dendrogramy analizy skupien wartosci wspoétczynnikéw opornosci fosfomonoesterazy
kwasnej (A), fosfomonoesterazy zasadowej (B), fosfotriesteraz (C) i pirofosfatazy
nieorganicznej (D) w glebie poddannej dziataniu niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych; IBU - ibuprofen, FLU - flurbiprofen, KET - ketoprofen, NAP -
naproksen, DIC - diklofenak

4.2, Doswiadczenie wazonowe

4.2.1. Oddziatywanie ibuprofenu na aktywnos$é¢ fosfataz w glebie w doswiadczeniu
wazonowym

W doswiadczeniu wazonowym wprowadzenie do gleby ibuprofenu (IBU) we
wszystkich dawkach spowodowato w 1. dniu doswiadczenia istotne podwyzszenie
aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej (tab. 9, rys. 12A). Dla dawek 1, 10 oraz 100 mg-kg
's.m. wynosito ono odpowiednio 23,60%, 13,93% oraz 36,85% w odniesieniu do gleby
kontrolnej. Dla dawki 10 mg-kg' s.m. istotna stymulacja aktywnosci enzymu utrzymata sie
jeszcze w 7. dniu doswiadczenia (35,53% w poréwnaniu do kontroli), 100 mg-kg"' s.m -w 7.
I 14. dniu doswiadczenia (odpowiednio 53,17% i 16,93% w stosunku do gleby kontrolnej).
Ponadto, po zastosowaniu IBU w najwyzszej dawce, wykazano istotng statystycznie inhibicje
aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnejw 21. dniu doswiadczenia—-o0 14,78% w poréwnaniu

do kontroli.
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Tab. 9. Oddziatywanie ibuprofenu na aktywnos¢ wybranych fosfataz w glebie w doswiadczeniu

wazonhowym
Dawka Dzien doswiadczenia
[mg-kg's.m.] 1. 7. \ 14. \ 21.
Fosfomonoesteraza kwasna [mg p-NP-(kg s.m.-1 h)™]
0 (kontrola) 86,52+5,63° 82,73+4,07° 78,32+2,70° 88,25+2,62°
1 106,94+5,74% 85,73%4,60° 87,20+3,41% 87,53+4,77°
10 98,57+2,66° 112,13+2,94° 82,76+4,84% 88,07+5,70°
100 118,40+3,09° 126,72+3,87° 91,58+3,00° 75,21+5,06°

Fosfomonoesteraza zasadowa [mg p-NP -(kg s.m.-1 h)"]

0 (kontrola)

151,254,342

147,84+£3,47°

148,43+4,73°

143,40+5,79%°

1

151,40+5,49°

129,41£4,22°

143,37+4,73°

145,76+6,59°

10 146,60+3,73? 127,15+7,05° 131,27+5,31° 128,24+6,87°
100 146,86+3,55% 124,18+6,44° 109,52+3,39° 87,34+6,41°
Pirofosfataza nieorganiczna [mg P-PO,*-(kg s.m.-1 h)™]
0 (kontrola) 172,69+5,69° 164,65+5,33? 156,18+5,79° 154,67+7,45°
1 173,12%4,07° 167,10+6,86° 154,78+6,07° 146,93+5,98%°
10 147,39+5,59° 138,44+9,22° 128,34+2,43° 131,86+9,89°
100 135,55+6,03° 120,54+7,05° 101,33%1,07¢ 112,40+6,05°

Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie (n=3) = odchylenie standardowe; wartosci oznaczone
tymi samymi literami w obrebie okreslonego enzymu w danym dniu nie réznig sie istotnie na poziomie
p<0,05

Aktywnos¢ fosfomonoesterazy zasadowej w glebie z dodatkiem IBU we wszystkich
dawkach w 1. dniu doswiadczenia nie rdznita sie istotnie od aktywnos$ci enzymu w glebie
kontrolnej. W kolejnych terminach pomiaréw stwierdzono dla dawki 1 mg-kg' s.m. istotny
spadek aktywnosci enzymu w 7. dniu doswiadczenia (o0 12,47% w stosunku do kontroli), dla
dawki 10 mg-kg's.m, — w 7. i 14. dniu doswiadczenia (odpowiednio o 14,00% i 11,57%
w poréwnaniu do kontroli), a dla dawki 100 mg-kg' s.m.-w 7., 14.i 21. dniu doswiadczenia
(odpowiednio 0 16,01%, 26,23% oraz 39,09% w odniesieniu do gleby kontrolnej) (tab. 9, rys.
12B).

W przypadku pirofosfatazy nieorganicznej nie wykazano istotnych zmian aktywnosci
enzymu po aplikacji IBU w dawce 1 mg-kg' s.m. Natomiast w glebie, do ktérej dodano IBU
wdawce 10 oraz 100 mg-kg's.m. w trakcie trwania catego doswiadczenia stwierdzono
istotne obnizenie aktywnosci pirofosfatazy nieorganicznej. Wykazana inhibicja aktywnosci
enzymu dla dawki 10 mg-kg"' s.m. ksztattowata sie na poziomie od 14,65% do 17,83%, a dla
dawki 100 mg-kg"' s.m. wynosita od 21,50% do 35,12% w stosunku do gleby kontrolnej (tab.
9, rys. 12C).
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Rys. 12. Procentowe zmiany aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej (A), fosfomonoesterazy
zasadowej (B) oraz pirofosfatazy nieorganicznej (C) pod wptywem ibuprofenu

w odniesieniu do gleby kontrolnej (doswiadczenie wazonowe)
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4.2.2. Oddziatywanie naproksenu na aktywnos¢ fosfataz w glebie w doswiadczeniu
wazonhowym

Woprowadzenie do gleby naproksenu w dawce 1 mg-kg' s.m. spowodowato jedynie
w 21. dniu doswiadczenia istotne podwyzszenie aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej
(014,87% w odniesieniu do gleby kontrolnej). Aplikacja NAP w dawce 10 mg-kg's.m.
wywotata natomiast stymulacje aktywnosci enzymu od 7. dnia do konca trwania
doswiadczenia, na poziomie od 15,21% do 31,00% w poréwnaniu do kontroli. W glebie
z dodatkiem NAP w dawce 100 mg-kg's.m. wykazano w 7. dniu doswiadczenia istotny
statystycznie wzrost aktywnosci o 26,16, a w 21. dniu doswiadczenia istotny spadek
aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej 0 29,41% w stosunku do kontroli (tab.10, rys. 13A).

W glebie z dodatkiem NAP w dawce 1 mg-kg”' s.m. stwierdzono istotnie obnizenie
aktywnosci fosfomonoesterazy zasadowej tylko w 14. dniu doswiadczenia (o 15,44%
w odniesieniu do kontroli). Natomiast zastosowanie NAP w dawce 10 mg-kg' s.m., w trakcie
trwania catego doswiadczenia, aw dawce 100 mg-kg' s.m. prawie we wszystkich terminach
pomiardw (za wyjatkiem 1. dnia doswiadczenia) dziatato hamujgco na aktywnos$é. Wykazana
inhibicja aktywnosci dla dawki 10 mg-kg' s.m. wynosita od 11,73% do 25,13%, a dla dawki
100 mg-kg' s.m. od 24,68% do 30,12% w stosunku do kontroli (tab. 10, rys. 13B).

Tab. 10. Oddziatywanie naproksenu na aktywnosé wybranych fosfataz w glebie
w doswiadczeniu wazonowym
Dawka Dzieh doswiadczenia
[mg-kg" s.m.] 1. 7. \ 14. \ 21.
Fosfomonoesteraza kwasna [mg p-NP-(kg s.m.-1 h)™]

0 (kontrola) 86,52+5,63° 82,73+4,07° 78,32+2,70° 88,25+2,62°

1 87,63+4,45° 84,53+4,26"° 88,60+4,71° 101,37+5,40°

10 82,48+3,37° 97,95+5,31° 102,61+5,75° 101,67+3,42°

100 82,52+3,79° 104,38+4,50° 75,90+6,73° 62,30+3,28°

Fosfomonoesteraza zasadowa [mg p-NP -(kg s.m.-1 h)™]

0 (kontrola)

151,254,342

147,84+£3,47°

148,43+4,73°

143,40+5,79°

1

141,19£4,67%

134,87+8,60%

125,54£6,74°

149,63+7,31°

10

133,50+5,85°

121,19+6,30"

111,15+4,51°

115,24+11,22°

100

146,19+7,67%

111,36£7,19°

103,74+4,59°

103,15+4,06°

Pirofosfataza nieorganiczna [mg P-PO,*-(kg s.m.-1 h)"]

0 (kontrola)

172,69+5,69°

164,65+5,33°

156,18+5,79°

154,67+7,45°

1

158,67+5,92°

143,23+4,32°

161,63+8,94°

131,05+6,93°

10

153,42+4,61°

197,16+6,54°

214,54+11,03°

173,04+3,49°

100

147,92+3,75°

115,31+7,38¢

107,80+6,88°

126,37+6,11°¢

Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie (n=3) * odchylenie standardowe; wartosci oznaczone
tymi samymi literami w obrebie okreslonego enzymu w danym dniu nie roznig sie istotnie na poziomie

p<0,05
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Rys. 13. Procentowe zmiany aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej (A), fosfomonoesterazy
zasadowej (B) oraz pirofosfatazy nieorganicznej (C) pod wptywem naproksenu

w odniesieniu do gleby kontrolnej (doswiadczenie wazonowe)
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Aktywnos¢ pirofosfatazy nieorganicznej w glebie z dodatkiem NAP w dawce
1 mg-kg' s.m. byta istotnie nizsza niz w glebie kontrolnej w 1., 7. i 21. dniu doswiadczenia.
Podobng zalezno$¢ stwierdzono po aplikacji NAP w dawce 100 mg-kg' s.m., ale w tym
przypadku spadek aktywnosci enzymu stwierdzono we wszystkich terminach pomiardw.
Wykazana inhibicja aktywnosci dla dawki 1 mg-kg”' s.m. wynosita od 8,12% do 15,27%, adla
dawki 100 mg-kg"' s.m. - od 14,34% do 30,98% w odniesieniu do gleby kontrolnej. Natomiast
zastosowanie NAP w dawce 10 mg-kg” s.m. dziatato inhibujgco na aktywnos$¢ pirofosfatazy
nieorganicznej w 1. dniu doswiadczenia (o 11,16% w stosunku do kontroli), podczas gdy
w kolejnych terminach wywotato stymulacje aktywnosci enzymu, na poziomie od 11,88% do

37,37% w poréwnaniu do kontroli (tab. 10, rys. 13C).

4.2.3. Oddziatywanie diklofenaku na aktywnos$¢é fosfataz w glebie w doswiadczeniu
wazonowym

Wprowadzenie w doswiadczeniu wazonowym diklofenaku w dawce 1 mg-kg”' s.m. nie

spowodowato istotnych zmian aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej (tab. 11, rys. 14A).

Tab. 11. Oddziatywanie diklofenaku na aktywnosé wybranych fosfataz w glebie
w doswiadczeniu wazonowym
Dawka Dzienn doswiadczenia
[mg-kg" s.m.] 1. 7. \ 14. \ 21.
Fosfomonoesteraza kwasna [mg p-NP-(kg s.m.-1 h)™]
0 (kontrola) 86,52+5,63° 82,73+4,07° 78,32+2,70° 88,25+2,62°
1 86,64+6,65% 75,11+6,03%* 66,50+5,61%° 76,31+4,89%
10 71,41+7,32% 64,37+6,03" 64,66+6,66" 67,62+6,04°
100 62,71+3,55° 56,86+6,47° 59,01+4,82° 43,74+6,29°
Fosfomonoesteraza zasadowa [mg p-NP -(kg s.m.-1 h)"]
0 (kontrola) 151,25+4,34° 147,84+3,47° 148,43+4,73° 143,40+5,79°
1 144,82+5,73* 159,82+6,21° 169,83+5,92° 140,31+7,27°
10 133,99+4,77° 126,31+7,20° 114,16+6,45° 112,93+3,33°
100 117,98+5,85° 104,14+5,02° 80,59+7,99¢ 85,33%6,71°
Pirofosfataza nieorganiczna [mg P-PO,*-(kg s.m.-1 h)"]
0 (kontrola) 172,69+5,69° 164,65+5,33° 156,18+5,79° 154,67+7,45°
1 170,00+3,39° 157,81+5,95° 151,10+7,99° 135,87+5,48°
10 185,96+4,73° 181,31%5,72° 197,42+6,05° 194,74+5,46°
100 189,87+6,07° 197,96+5,93° 199,21+2,05° 200,14+4,12°

Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie (n=3) * odchylenie standardowe; wartosci oznaczone
tymi samymi literami w obrebie okreslonego enzymu w danym dniu nie roznig sie istotnie na poziomie

p<0,05
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Rys. 14. Procentowe zmiany aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej (A), fosfomonoesterazy
zasadowej (B) oraz pirofosfatazy nieorganicznej (C) pod wptywem diklofenaku

w odniesieniu do gleby kontrolnej (doswiadczenie wazonowe)
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Jednakze aplikacja tego zwigzku w dawce 10 mg-kg”' s.m. wywotata inhibicje aktywnosci
enzymu od 7. dnia do konca trwania doswiadczenia, a w dawce 100 mg-kg's.m. we
wszystkich terminach pomiaréw. Zaobserwowane obnizenie aktywnosci fosfomonoesterazy
kwasnej dla dawki 10 mg-kg’s.m. wynosito od 17,45% do 23,38%, a dla dawki
100 mg-kg' s.m. - od 24,66% do 50,43% w stosunku do gleby kontrolne;.

Po zastosowaniu DIC w dawce 1 mg-kg's.m., jedynie w 14. dniu doswiadczenia
odnotowano istotng zmiane aktywnosci fosfomonoesterazy zasadowej w stosunku do gleby
kontrolnej i byta to stymulacja aktywnosci enzymu na poziomie 14,40%. Jednakze,
wprowadzenie do gleby DIC w wyzszych dawkach hamowato aktywnos¢ fosfomonoesterazy
zasadowej w trakcie trwania catego doswiadczenia. Zaobserwowana inhibicja aktywnosci
enzymu wynosita dla dawki 10 mg-kg?'s.m. od 11,45% do 23,10%, a dla dawki
100 mg-kg' s.m. - od 22,00% do 45,71% w odniesieniu do kontroli (tab. 11, rys. 14B).

Aktywnos$¢ pirofosfatazy zasadowej po dodaniu do gleby DIC w dawce 1 mg-kg' s.m.,
tylko w 21. dniu doswiadczenia byta istotnie nizsza niz w glebie kontrolnej (o 12,15%).
Natomiast pozostate dawki dziataty stymulujgco na aktywnos$é enzymu w trakcie catego
doswiadczenia. Wykazane podwyzszenie aktywnosci dla dawki 10 mg-kg”' s.m. ksztattowato
sie na poziomie od 7,69% do 26,41% a dla dawki 100 mg-kg"' s.m.-0d 9,95% do 29,40% (tab.
11, rys. 14C).

4.2.4. Oddziatywanie mieszaniny ibuprofenu i naproksenu na aktywnosé¢ fosfataz
w glebie w doswiadczeniu wazonowym

Aplikacja mieszaniny ibuprofenu z naproksenem (IBU+NAP) w dawce 1 mg-kg' s.m.
spowodowata w 14. dniu doswiadczenia istotng inhibicje (0 14,74% w stosunku do kontroli),
a w 21. dniu doswiadczenia istotng stymulacje (o 11,98% w odniesieniu do kontroli)
aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej w glebie. W glebie zawierajgcej wieksze dawki
IBU+NAP w trakcie wszystkich terminéw pomiaréw wykazano obnizenie aktywnosci
w poréwnaniu do gleby kontrolnej. Stwierdzona inhibicja dla dawki 10 mg-kg"' s.m. wahata
sie od 16,70% do 36,75%, a dla dawki 100 mg-kg"' s.m. — od 29,74% do 38,88% w stosunku
do kontroli (tab. 12, rys. 15A).

W przypadku fosfomonoesterazy zasadowej, po wprowadzeniu IBU+NAP w dawce
1 mg-kg' s.m. odnotowano, jedynie w 14. dniu doswiadczenia, istotny statystycznie wzrost
aktywnosci enzymu o 15,04% w poréwnaniu do kontroli. Po aplikacji IBU+NAP w dawce
10 mg-kg's.m. stwierdzono w trakcie trwania catego doswiadczenia podwyzszenie

aktywnosci fosfomonoesterazy zasadowej w odniesieniu do gleby kontrolnej. Wykazana
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stymulacja aktywnos$ci wynosita od 9,13% do 30,59%. W glebie z dodatkiem IBU+NAP
wdawce 100 mg-kg's.m. podwyzszenie aktywnos$ci enzymu w poréwnaniu do gleby
kontrolnej zaobserwowano natomiast w 7. i 14. dniu doswiadczenia — wynosito ono
odpowiednio 18,51% oraz 21,65% (tab. 12, rys. 15B).

Wprowadzenie IBU+NAP w dawce 1 mg-kg' s.m. spowodowato istotne statystycznie
obnizenie aktywnosci pirofosfatazy nieorganicznej w 1. oraz 21. dniu doswiadczenia.
Stwierdzona inhibicja aktywnosci wynosita odpowiednio 16,49% oraz 11,40% w odniesieniu
do kontroli. Po zastosowaniu IBU+NAP w dawce 10 mg-kg's.m. wystgpita istotna
stymulacja aktywnosci enzymu od 1. do 14. dnia doswiadczenia. Ksztattowata sie ona na
poziomie od 11,68% do 30,39% w stosunku do gleby kontrolnej. Natomiast w glebie
zawierajgcej IBU+NAP w dawce 100 mg-kg's.m. we wszystkich terminach pomiaréw
wykazano istotne statystycznie obnizenie aktywnosci pirofosfatazy nieorganicznej
w poréwnaniu do gleby kontrolnej. Zaobserwowana inhibicja aktywnosci enzymu wahata sie
w przedziale od 18,99% do 33,30% w stosunku do kontroli. Nalezy rowniez podkresli¢, ze

spadek aktywnosci enzymu pod wptywem IBU+NAP w najwyzszej dawce, pogtebiat sie wraz

z czasem trwania doswiadczenia (tab. 12, rys. 15C).

Tab. 12. Oddziatywanie mieszaniny ibuprofenu i naproksenu na aktywnos$¢é wybranych fosfataz
w glebie w doswiadczeniu wazonowym

Dawka Dzieh doswiadczenia
[mg-kg" s.m.] 1. 7. \ 14. \ 21.
Fosfomonoesteraza kwasna [mg p-NP-(kg s.m.-1 h)™]
0 (kontrola) 86,52+5,63° 82,73%4,07° 78,322,702 88,25+2,62°
1 79,76+3,40% 78,41%4,06% 64,64+4,48° 98,82+2,15°%
10 72,07+3,43° 66,12+6,95° 63,61+5,68° 55,82+4,15°¢
100 60,79+3,02° 50,56%4,42° 55,10+4,67° 54,24+5,06°

Fosfomonoesteraza zasadowa [mg p-NP -(kg s.m.-1 h)™]

0 (kontrola)

151,25+4,34"

147,84+3,47°

148,43+4,73°

143,40+5,79°

1

147,30+7,32°

154,91+5,31°

170,78+7,00°

140,424,49°

10

165,05+5,43°

183,42+4,61°

193,87+9,66°

176,83+7,92°

100

162,60£2,42%

175,21+4,87°

180,53%6,72%

144,617,43°

Pirofosfataza nieorganiczna [mg P-PO,*-(kg s.m.-1 h)"]

0 (kontrola)

172,69+5,69°

164,65+5,33°

156,18+5,79°

154,67+7,45°

1

144,21+5,41°

170,60+5,12°

168,75+11,02°

137,04+6,24°

10

192,86+5,78°

202,44+8,19°

203,64+4,41°

168,69+6,67°

100

139,89+8,56°

124,54+7,38°

109,64+7,59°

103,16+4,86°

Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie (n=3) * odchylenie standardowe; wartosci oznaczone
tymi samymi literami w obrebie okreslonego enzymu w danym dniu nie réznig sie istotnie na poziomie

p<0,05
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Rys. 15. Procentowe zmiany aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej (A), fosfomonoesterazy

zasadowej (B) oraz pirofosfatazy nieorganicznej (C) pod wptywem mieszaniny

ibuprofenu i naproksenu w odniesieniu do gleby kontrolnej (doswiadczenie wazonowe)
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4.2.5. Oddziatywanie mieszaniny ibuprofenu i diklofenaku na aktywnosé fosfataz
w glebie w doswiadczeniu wazonowym

Aktywnosc¢ fosfomonoesterazy kwasnej w glebie z dodatkiem mieszaniny ibuprofenu
z diklofenakiem (IBU+DIC) w dawce 1 mg-kg™' s.m. ulegta jedynie w 14. dniu doswiadczenia
istotnemu obnizeniu w poréwnaniu z glebg kontrolng. Spadek ten wynosit 18,85%. Aplikacja
IBU+DIC w dawce 10 mg-kg' s.m. spowodowata istotng inhibicje aktywnosci enzymu w 14.
i 21. dniu doswiadczenia, odpowiednio o 35,06% oraz 20,50% w odniesieniu do kontroli.
Natomiast w glebie zawierajagcej IBU+DIC w dawce 100 mg-kg' s.m. w trakcie trwania catego
doswiadczenia stwierdzono istotnie statystycznie nizszg aktywnos¢ fosfomonoesterazy
kwasnej niz w glebie kontrolnej. Wykazany spadek aktywnosci ksztattowat sie na poziomie

od 15,11% do 40,55% w poréwnaniu do kontroli (tab. 13, rys. 16A).

Tab. 13. Oddziatywanie mieszaniny ibuprofenu i diklofenaku na aktywnos$¢é wybranych fosfataz
w glebie w doswiadczeniu wazonowym
Dawka Dzieh doswiadczenia
[mg-kg" s.m.] 1. 7. \ 14. \ 21.
Fosfomonoesteraza kwasna [mg p-NP-(kg s.m.-1 h)™]

0 (kontrola) 86,52+5,63° 82,73%4,07%* 78,32+2,70° 88,25+2,62°
1 83,20+4,06% 74,55+5,04" 63,56+5,43° 82,83+5,05°

10 74,82+4,50% 89,30%4,64° 50,87+2,94° 70,16+4,48°

100 72,23+4,02° 70,23+3,60° 50,69+6,02° 52,46+5,61°

Fosfomonoesteraza zasadowa [mg p-NP -(kg s.m.-1 h)"]

0 (kontrola)

151,25+4,34°°

147,84%3,47%

148,43+4,73"

143,40+5,79°

1

143,08+4,19°

143,30+4,75°

161,85+4,96°

131,91%4,46°

10

177,56+5,86°

159,787,642

187,18+5,92°

145,40+6,12°

100

162,94+9,69%

116,34+7,26°

130,30+5,25°

134,21+5,04°

Pirofosfataza nieorganiczna [mg P-PO,*-(kg s.m.-1 h)™]

0 (kontrola)

172,69+5,69°

164,65+5,33°

156,18+5,79°

154,67+7,45°

1

162,21+6,00°

150,54+4,92°

127,63+5,30°

158,46+7,87°

10

184,71%4,64°

199,15%4,09°

154,43+7,92°

190,99+6,73°

100

191,97+8,78°

205,90+6,49°

241,27+7,01°

208,76=4,02°

Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie (n=3) = odchylenie standardowe; wartosci oznaczone
tymi samymi literami w obrebie okreslonego enzymu w danym dniu nie réznig sie istotnie na poziomie
p<0,05

Po wprowadzeniu IBU+DIC w dawce 1 mg-kg's.m. nie odnotowano istotnych
statystycznie zmian aktywnosci fosfomonoesterazy zasadowej. Natomiast zastosowanie
IBU+DIC w dawce 10 mg-kg's.m. spowodowato istotng stymulacje aktywnosci enzymu

w 1.oraz 14. dniu doswiadczenia, ktéra wynosita odpowiednio 17,40% oraz 26,09%
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Rys. 16. Procentowe zmiany aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej (A), fosfomonoesterazy
zasadowej (B) oraz pirofosfatazy nieorganicznej (C) pod wptywem mieszaniny
ibuprofenu i diklofenaku w odniesieniu do gleby kontrolnej (doswiadczenie wazonowe)
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w odniesieniu do kontroli. W glebie zawierajacej IBU+DIC w dawce 100 mg-kg's.m.
stwierdzono istotne obnizenie aktywnosci fosfomonoesterazy w 7. i 14. dniu doswiadczenia
w poréwnaniu do gleby kontrolnej, odpowiednio 0 21,31% oraz 12,22% (tab. 13, rys. 16B).
Analizujgc zmiany aktywnosci pirofosfatazy nieorganicznej nalezy zauwazy¢ istotng
inhibicje aktywnosci enzymu po zastosowaniu IBU+DIC w dawce 1 mg-kg's.m. w 7. i 14.
dniu doswiadczenia, odpowiednio o 8,57% i 18,28% w stosunku do kontroli. Jednakze po
aplikacji IBU+DIC w dawce 10 mg-kg's.m. nastgpito istotne podwyzszenie aktywnosci
pirofosfatazy nieorganicznej w 7. i 21. dniu doswiadczenia, odpowiednio o 20,96% oraz
23,48% w odniesieniu do gleby kontrolnej. Natomiast wprowadzenie IBU+DIC w dawce
100 mg-kg' s.m. stymulowato aktywnos$¢ enzymu we wszystkich terminach pomiardw.
Zaobserwowane podwyzszenie aktywnosci ksztattowato sie na poziomie od 11,17% do

54,48% (tab. 13, rys. 16C).

4.2.6. Oddziatywanie mieszaniny naproksenu i diklofenaku na aktywnos¢ fosfataz
w glebie w doswiadczeniu wazonowym

Wprowadzenie do gleby mieszaniny naproksenu z diklofenakiem (NAP+DIC) w dawce
1 mg-kg' s.m. wywotato istotne podwyzszenie aktywnosci fosfomonoesterazy zasadowej
w 14. dniu doswiadczenia (0 32,92% w stosunku do kontroli). Po aplikacji NAP+DIC w dawce
10 mg-kg's.m. w 7. i 14. dniu doswiadczenia réwniez stwierdzono istotng statystycznie
stymulacje aktywnosci enzymu, odpowiednio o0 23,54% i 44,94%. Natomiast zastosowanie
NAP+DIC w dawce 100 mg-kg's.m. spowodowato istotne obnizenie aktywnosci
fosfomonoesterazy kwasnej w 14. i 21. dniu doswiadczenia, ktére w poréwnaniu do gleby
kontrolnej wynosito odpowiednio 26,49% oraz 37,16% (tab. 14, rys. 17A).

Aktywnos¢ fosfomonoesterazy zasadowej w glebie z dodatkiem NAP+DIC w dawce
1 mg-kg' s.m. byta, od 7. dnia do konica trwania doswiadczenia, istotnie statystycznie nizsza
niz w glebie kontrolnej. Wykazana inhibicja aktywnosci ksztattowata sie na poziomie od
9,57% do 19,67%. Wprowadzenie NAP+DIC w dawce 10 mg-kg' s.m. wywotato w 1. dniu
doswiadczenia stymulacje aktywnosci (o 22,55% w odniesieniu do kontroli), a nastepnie
w 14. i 21. dniu doswiadczenia — spadek aktywnos$ci enzymu, odpowiednio o 26,41% oraz
20,63% w porownaniu do kontroli. Natomiast po zastosowaniu NAP+DIC w dawce 100
mg-kg's.m. w 1. i 7. dniu doswiadczenia odnotowano podwyzszenie aktywnosci,
odpowiednio o 25,65% i 23,27%, a w 14. i 21. dniu doswiadczenia — spadek aktywnosci
fosfomonoesterazy zasadowej, odpowiednio o 13,49% oraz 27,54% w stosunku do gleby

kontrolnej (tab. 14, rys. 17B).
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W przypadku pirofosfatazy nieorganicznej, w glebie zawierajgcej NAP+DIC w dawce
1 mg-kg’s.m., w 1. i 21. dniu doswiadczenia, stwierdzono obnizenie aktywnosci enzymu,
odpowiednio o 11,88% oraz 17,34% w odniesieniu do gleby kontrolnej. Aplikacja NAP+DIC
w dawce 10 mg-kg' s.m. spowodowata istotny wzrost aktywnosci enzymu w 14. i 21. dniu
doswiadczenia, ktére wynosito 25,87% i 17,82% w stosunku do kontroli. Natomiast po
wprowadzeniu NAP+DIC w dawce 100 mg-kg's.m. zaobserwowano w 1. dniu
doswiadczenia istotng stymulacje aktywnosci (o 10,11% w odniesieniu do kontroli),
podczas gdy w 7. i 14. dniu doswiadczenia wystgpita inhibicja aktywnosci enzymu,

odpowiednio o 25,08% oraz 26,76% w poréwnaniu do gleby kontrolnej (tab. 14, rys. 17C).

Tab. 14. Oddziatywanie mieszaniny naproksenu i diklofenaku na aktywnos$¢é wybranych fosfataz
w glebie w doswiadczeniu wazonowym
Dawka Dzient doswiadczenia
[mg-kg" s.m.] 1. 7. \ 14. \ 21.
Fosfomonoesteraza kwasna [mg p-NP-(kg s.m.-1 h)™]

0 (kontrola) 86,52+5,63* 82,73+4,07" 78,32+2,70° 88,25%2,62°
1 84,11+3,94% 89,93+4,99% 104,11+5,06° 98,24+5,39°

10 94,58+5,49° 102,21+5,82° 113,52+5,08° 102,26+4,36°

100 76,55+3,51° 73,57%4,98° 57,58+4,01° 55,46+8,45°

Fosfomonoesteraza zasadowa [mg p-NP -(kg s.m.-1 h)"]

0 (kontrola)

151,25%4,34°

147,84+3,47°

148,43+4,73°

143,40+5,79°

1

151,85+4,39°

133,70+6,08°

119,24£5,90"

119,33£6,75°

10

185,36+5,54°

155,32+5,40°

109,25+4,10°

113,82+6,76°

100

190,04+5,63°

182,24+3,26°

128,43+2,94°

103,90%4,74°

Pirofosfataza nieorganiczna [mg P-PO,*-(kg s.m.-1 h)™]

0 (kontrola)

172,69+5,69°

164,65+5,33%*

156,18+5,79°

154,67+7,45°

1

152,19+9,11°

183,036,722

145,82+5,58°

127,86+5,00°

10

172,13+6,16°

145,09+9,01°

196,59+5,63°

182,24+5,57°

100

190,15+4,42°

123,36+10,59°

114,38+5,26°

162,23+8,91°

Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie (n=3) + odchylenie standardowe; wartosci oznaczone
tymi samymi literami w obrebie okreslonego enzymu w danym dniu nie réznig sie istotnie na poziomie

p<0,05
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Rys. 17. Procentowe zmiany aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej (A), fosfomonoesterazy
zasadowej (B) oraz pirofosfatazy nieorganicznej (C) pod wptywem mieszaniny
naproksenu i diklofenaku w odniesieniu do gleby kontrolnej (doswiadczenie wazonowe)

65



4.2.7. Poréwnanie wspotczynnikéw opornosci fosfataz glebowych na obecnosé
w glebie niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych w doswiadczeniu
wazonowym

Srednie wartosci wspétczynnika opornosci fosfomonoesterazy kwasnej po
wprowadzeniu, w doswiadczeniu wazonowym, NLPZ w dawce 1 mg-kg”' s.m. ksztattowaty
sie na poziomie od 0,77 do 0,86. Najnizszg warto$¢ RS wykazano dla mieszaniny naproksenu

z diklofenakiem, a najwyzszg dla samego naproksenu (rys. 18A). Réwniez w glebie, do ktorej
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Rys. 18.Zmiany wspoétczynnika opornosci fosfomonoesterazy kwasnej w glebie
w doswiadczeniu wazonowym pod wptywem niesteroidowych lekdw przeciwzapalnych,
wprowadzonych w dawkach: 1 mg-kg™* s.m. (A), 10 mg-kg" s.m. (B), 100 mg-kg™* s.m. (C);
IBU - ibuprofen, NAP - naproksen, DIC - diklofenak

dodano NLPZ w dawce 10 mg-kg™' s.m. nie stwierdzono duzych réznic pomiedzy wartosciami
RS wsréd zastosowanych kombinacji NLPZ. Najnizszg $srednig wartos¢ RS wykazano dla
diklofenaku oraz mieszaniny naproksenu z diklofenakiem (0,64), a najwyzszg dla ibuprofenu
(0,78) (rys. 18B). Natomiast Srednie wartosci RS fosfomonoesterazy kwasnej po aplikacji
NLPZ w dawce 100 mg-kg”' s.m. mozna podzieli¢ na dwie grupy. W pierwszej grupie srednie
wartosci RS ksztattowaty sie na poziomie okoto 0,5 i do tej grupy nalezy zaliczy¢ ibuprofen

(RS = 0,56), diklofenak (RS = 0,51) oraz mieszanine ibuprofenu z naproksenem
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(RS = 0,49). Lekko wyzszg Srednig warto$é wspoétczynnika opornosci stwierdzono po
wprowadzeniu ibuprofenu wraz z naproksenem (RS = 0,59). W drugiej grupie srednie
wartosci RS byty wyzsze i wynosity one 0,66 dla mieszaniny naproksenu z diklofenakiem oraz
0,75 dla naproksenu (rys. 18C).

Analizujgc Srednie wartosci wspotczynnikow opornosci fosfomonoesterazy
zasadowej w glebie z dodatkiem NLPZ, mozna stwierdzi¢, ze wprowadzenie wszystkich
kombinacji zwigzkéw w doswiadczeniu wazonowym w dawce 1mg-kg's.m. nie
spowodowato duzych zaburzen w aktywnosci enzymu - Srednie wartosci RS wahaty sie

w przedziale od 0,80 (mieszanina naproksenu i diklofenaku) do 0,92 (ibuprofen) (rys. 19A).
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Rys. 19.Zmiany wspétczynnika opornosci fosfomonoesterazy zasadowej w glebie
w doswiadczeniu wazonowym pod wptywem niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych,
wprowadzonych w dawkach: 1 mg-kg' s.m. (A), 10 mg-kg" s.m. (B), 100 mg-kg" s.m. (C);
IBU - ibuprofen, NAP - naproksen, DIC - diklofenak

Po aplikacji NLPZ w dawce 10 mg-kg's.m. $rednie wartosci RS byty w wiekszosci
przypadkéw wyraznie nizsze. Najnizszg srednig warto$s¢ RS odnotowano dla mieszaniny
ibuprofenu z naproksenem (0,65), a najwyzszg dla ibuprofenu (0,83) (rys. 19B). W glebie

zawierajacej NLPZ w dawce 100 mg-kg's.m. Srednie wartosci RS byty zazwyczaj nizsze niz

przy mniejszych dawkach NLPZ. Najnizsze Srednie wartosci RS odnotowano dla diklofenaku
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(RS = 0,50), mieszaniny naproksenu z diklofenakiem (RS = 0,63). Natomiast najwyzsze
srednie wartosci RS stwierdzono dla mieszaniny ibuprofenu z naproksenem oraz ibuprofenu
z diklofenakiem (RS = 0,79) (rys. 19C).

Srednie wartosci wspétczynnika RS pirofosfatazy nieorganicznej w glebie
zawierajgcej NLPZ w dawce 1 mg-kg's.m. ksztattowaty sie na poziomie od 0,79 (mieszanina
naproksenu z diklofenakiem) do 0,96 (ibuprofen) (rys. 20A). Po wprowadzeniu NLPZ w dawce
10 mg-kg's.m., $Srednie wartosci RS dla wszystkich zastosowanych kombinacji byty zblizone
do siebie: najnizszg wartos¢ odnotowano dla naproksenu (0,68), a najwyzsza - dla
mieszaniny ibuprofenu z diklofenakiem (0,78) (rys. 20B). Natomiast w glebie z dodatkiem
NLPZ w dawce 100 mg-kg's.m. najnizsze $rednie wartos$ci RS stwierdzono dla mieszaniny
ibuprofenu z diklofenakiem (0,54) oraz samego ibuprofenu (0,57), podczas gdy najwyzsza

srednia wartos¢ RS zostata wykazana dla mieszaniny naproksenu z diklofenakiem (0.73)

(rys. 20C).
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Rys. 20. Zmiany wspétczynnika opornosci pirofosfatazy nieorganicznej w glebie
w doswiadczeniu wazonowym pod wptywem niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych,
wprowadzonych w dawkach: 1 mg-kg™* s.m. (A), 10 mg-kg" s.m. (B), 100 mg-kg™* s.m. (C);
IBU - ibuprofen, NAP — naproksen, DIC - diklofenak
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Biorgc pod uwage analize n? nalezy zauwazyé, ze w ksztattowaniu wartosci
wspotczynnika opornosci oznaczanych fosfataz glebowych na obecnosé NLPZ najwigekszy
procentowy udziat miata dawka leku lub mieszaniny lekow. W przypadku fosfomonoesterazy
kwasnej znaczacy wptyw na wartosci RS miaty réwniez interakcje pomiedzy rodzajem leku
lub mieszaniny lekéw a terminem pomiaru. Natomiast dla fosfomonoesterazy zasadowej,
jak réwniez pirofosfatazy nieorganicznej duzy udziat w formowaniu wartosci RS miata

rowniez interakcja pomiedzy wszystkimi czynnikami doswiadczalnymi (tab. 15).

Tab. 15. Procentowy udziat czynnikow doswiadczalnych w ksztattowaniu wartosci
wspétczynnika opornosci (RS) fosfataz glebowych na obecnos$é niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych w doswiadczeniu wazonowym - analiza n?

Czynnik Pac Pal IPP

Rodzaj leku/mieszanina lekéw (L) 4,45 9,29 2,09
Dawka leku/mieszaniny (D) 26,42 26,14 37,86
Termin pomiaru (T) 6,57 13,98 12,57

LXD 5,45 10,76 7,45

LXT 24,06 9,44 5,21

DXT 6,87 3,05 6,70
LXDXT 12,68 17,74 19,46

Btad 13,50 9,60 8,66

Pac - fosfomonoesteraza kwasna, Pal - fosfomonoesteraza zasadowa, IPP - pirofosfataza
nieorganiczna
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5. Dyskusja

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) sg jedna z najczesciej stosowanych grup
lekdw na Swiecie, jak rowniez z uwagi na ich popularnos¢, wynikajacg z dostepnosci bez
recepty, a takze wykorzystywanie w leczeniu wielu bardzo czestych dolegliwosci (Paulose-
Ram i in. 2005). Stanowig one niejednorodng grupe lekdéw, zaréwno pod wzgledem budowy
chemicznej, jak i efektéw dziatania, ktdére obejmuja dziatania przeciwzapalne,
przeciwgorgczkowe i przeciwbdlowe. Jednakze w przypadku poszczegélnych NLPZ kazdy
z tych efektow wystepuje w réznym nasileniu lub nie wystepuje w ogole (Zarembaiin. 2012).
Pomimo korzysci terapeutycznych, NLPZ stwarzajg problemy srodowiskowe ze wzgledu na
ich potencjalng ekotoksycznos¢ (Gorg 2022). Moga one przedostac sie do ekosystemow
miedzy innymi poprzez zrzut sciekow, gdyz usuniecie NLPZ za pomoca konwencjonalnego
oczyszczania Sciekow jest problematyczne (Lakshmiiin. 2024). Wedtug Ratnasariiin.(2024)
obecnos$¢ niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych (NLPZ) w réznych s$rodowiskach
stanowi powazne wyzwanie ze wzgledu na ich powszechng obecnos¢, ztozonosc¢ i szkodliwe
skutki dla srodowiska i zdrowia ludzi. Jak podajg Zhou i in. (2023) konieczne jest zatem
poszukiwanie markerow ekotoksycznosci NLPZ, jak réwniez opracowanie doktadnych,
wrazliwych i skutecznych metod ich oznaczania oraz oceny ekologicznych i ekonomicznych
skutkéw obecnosci tych zwigzkdw w srodowisku.

Wielu autoréw podaje, ze jednym z najlepszych wskaznikéw zanieczyszczenia gleby
jest jej aktywnos¢ enzymatyczna (Ptatkowski i Telesinski 2016b, Telesiniski i in. 2018a,
Lemanowicz 2019, Cui i in. 2021, Wotejko i in. 2022, Rashid i in. 2023). Fosfatazy glebowe
odgrywajag kluczowag role w cyklu biogeochemicznym fosforu, a produkcja tych enzymow
w glebie jest najwazniejszg biologiczng strategia pozyskiwania jondéw fosforanowych
z czasteczek organicznych (Margalef i in. 2021). W wyniku mineralizacji organicznych
potaczen fosforu, katalizowanych przez fosfatazy, zwieksza sie dostepnos¢ tego pierwiastka
dla roslin i organizmow glebowych (Janes-Bassetiin. 2022).

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze najczesciej obserwowanym
efektem oddziatywania niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych byta inhibicja aktywnosci
fosfataz glebowych. Cycon i in. (2016) wykazali natomiast, ze zastosowanie ibuprofenu,
ketoprofenu, naproksenu i diklofenaku w dawce 10 mg-kg's.m. gtéwnie spowodowato
stymulacje aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej oraz fosfomonoesterazy zasadowe;.
Jednakze w poczgtkowym okresie obecnosci w glebie NLPZ obserwowano réwniez
hamowanie aktywnosci oznaczanych enzymow, zwtaszcza po wprowadzeniu naproksenu,

ibuprofenu i ketoprofenu. W badaniach tych autoréw stwierdzono ponadto, ze dodanie do
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gleby NLPZ w dawce 1 mg-kg's.m. w niewielkim stopniu oddziatywato na aktywnos$¢
fosfomonoesteraz glebowych. Jest to zbiezne z wynikami badan przedstawionych
w niniejszej rozprawie doktorskiej. Natomiast Gallego i in. (2021) wykazali podwyzszenie
aktywnosci fosfomonoesteraz pod wptywem walsartanu. Kovacs i in. (2024) ponadto
odnotowali, ze ibuprofen i diklofenak, zastosowane osobno i w mieszaninie, obnizaty
zawartos$é fosfolipidéw w glebie.

Niestety aktualnie niewiele jest doniesien odnosnie oddziatywania NLPZ na
aktywnos$¢ fosfataz glebowych. Mozna jednak znalez¢ artykuty opisujace wptyw innych
lekow, gtéwnie antybiotykéw na aktywnos$¢ fosfatazowa gleby. W zaleznosci od struktury
chemicznejbadanego zwigzku, rodzaju gleby, a takze czasu ekspozycji stwierdzano zaréwno
inhibicje, jak i stymulacje aktywnosci fosfataz. Obnizenie aktywnosci fosfataz po
wprowadzeniu do gleby sulfometaksozolu, sulfometazyny oraz trimetoprimu po
dwudziestodwudniowym doswiadczeniu wykazali Liu i in. (2009). Podobny efekt dla
benzylopenicyliny, ampicyliny, streptomycyny oksytetracykliny, tylozyny, farmazyny,
tromeksyny oraz nystatyny odnotowata Akimenko (2021). Réwniez Telesinski i in. (2018b)
opisali hamujgce oddziatywanie polimyksyny B i penicyliny G na aktywnos$é
fosfomonoesteraz glebowych. Natomiast podwyzszenie aktywnosci fosfomonoesterazy
zasadowej pod wptywem sulfapirydyny wykazali Molaei i in. (2017). O stymulujgcym
oddziatywaniu tetracykliny na aktywnosc¢ fosfatazowa gleby donoszg réwniez Santas-Miguel
iin. (2021).

W literaturze dotyczagcej ekotoksykologicznych aspektow obecnosci NLPZ
w srodowisku mozna znalez¢ pozycje odnosnie wptywu tych zwigzkéw na rézne parametry
mikrobiologiczne gleb, w tym na aktywnos¢ innych enzymow glebowych. Cyconiin. (2016)
stwierdzili obnizenie aktywnosci dehydrogenaz pod wptywem ibuprofenu, ketoprofenu,
naproksenu i diklofenaku, podczas gdy zwigzki te dziataty stymulujgco na aktywnos¢ ureazy
oraz procesy nitryfikacji i amonifikacji. O podwyzszeniu aktywnosci dehydrogenaz,
B-glukozydazy, ureazy oraz proteaz po wprowadzeniu do gleby walsartanu donoszg réwniez
Gallego i in. (2021). Natomiast Kovacs (2020) zaobserwowat inhibicje aktywnosci
dehydrogeanz spowodowang obecnoscia w glebie ibuprofenu, ketoprofenu oraz
diklofenaku. Podobng zalezno$¢ wykazali Monteiro i Boxall (2010) dla naproksenu. We
wszystkich przytoczonych powyzej badaniach wielkos¢ zaobserwowanego efektu byta
zalezna od wielkosci dawki, rodzaju leku oraz czasu ekspozycji. Rowniez w badaniach

wtasnych stwierdzono, ze na oddziatywanie NLPZ na aktywnosc¢ fosfataz glebowych miaty
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wptyw te czynniki. Przeprowadzona analiza n? wykazata ponadto, ze czynnikiem, ktory
w najwiekszym stopniu wptywat na aktywnosé oznaczanych enzymoéw byta dawka leku.

Do interesujgcych wnioskéw doszta Akimenko (2021), badajac oddziatywanie
antybiotykédw na aktywnos¢ enzymoéw glebowych. Wykazata ona, ze enzymy
oksydoredukcyjne sg bardziej wrazliwe na obecnos¢ w glebie farmaceutykéw, niz enzymy
hydrolityczne. Wsréd analizowanych enzymow to wtasnie fosfatazy w najmniejszym stopniu
reagowaty na skazenie gleby lekami. Moze to wynika¢ z faktu, ze w szlakach biodegradacji
ksenobiotykéw, w tym antybiotykdw i NLPZ, oksydoreduktazy stanowig wazny element
(Stadler i Love 2016, Batucan i in. 2022, Wang i in. 2022, Ferreira i in. 2023). Dodatkowo
enzymy hydrolityczne, w tym fosfatazy w glebie sg unieruchomione przez organiczne
i nieorganiczne koloidy glebowe, ktére chronia je przed degradacjg (Huangiin. 2009). Pewna
czes¢ wolnych fosfataz moze byc¢ takze stabilizowana przez adsorpcje na kwasach
préchnicznych, ktére pomimo wptywu na ich potencjat katalityczny mogag utrzymywad
aktywnos$¢ fosfataz w glebie (Badiane i in. 2001). Jednakze NLPZ moga réwniez ulegaé
sorpcji na koloidach glebowych, a przez to posrednio oddziatywaé na aktywnos¢ fosfataz
i innych enzymaéw glebowych (Yuiin. 2011, Vulavaiin. 2016, Zhangiin. 2017).

Poréwnanie wynikéw prezentowanych w niniejszej rozprawie doktorskiej pozwala
stwierdzié, ze wsréd analizowanych enzymoéw, najbardziej wrazliwe na obecnosé w glebie
NLPZ okazaty sie fosfomonoesteraza zasadowa oraz pirofosfataza nieorganiczna. Trudno
jednoznacznie stwierdzi¢ dlaczego te enzymy w najwiekszym stopniu reagowaty na
obecno$é w glebie NLPZ. W przypadku pirofosfatazy nieorganicznej wielokrotnie
wystepowata stymulacja aktywnosci, zwtaszcza w doswiadczeniu wazonowym. Jak podaja
Cycon i in. (2016) podwyzszenie aktywnosci fosfataz w glebie zawierajgcej NLPZ moze
wynikac¢ ze zmian w strukturze mikroflory glebowej i wzrostu zawartosci drobnoustrojéw,
ktére wydzielaja znaczace ilosci tych enzyméw. Dodatkowo mikroorganizmy te moga
wykazywac zdolnos¢ do degradacji NLPZ (Marco-Urrea i in. 2010, Rodarte-Morales i in.
2012). Wielu autoréw wykazato istotng role mikroorganizméw w transformacji NLPZ i innych
farmaceutykow w glebach (Girardi i in. 2013, Nowak i in. 2013, Al.-Rajab i in. 2015, Rastogi
iin. 2021, Marchlewicziin. 2023, Ratnasariiin. 2024).

Nalezy takze podkreslic, ze zmiany aktywnosci fosfomonoesterazy kwasnej
i fosfomonoestrazy zasadowej moga by¢ wskaznikami zmian w odczynie gleby (Dick i in.
2000). Wprawdzie w niniejszej pracy nie analizowano pH gleby, ale zmiany w odczynie moga
rowniez wptywac na potencjat biodegradacyjny, jak rowniez sorpcje NLPZ w glebie (Vulava

iin. 2016. Kumaki iin. 2017, Rastogi iin. 2021). Jak podajg Ratnasari i in. (2024)
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mikroorganizmy acidofilne wykazujg duze zdolnosci do degradacji zwigzkéw
farmaceutycznych. Wykorzystujg one te zwigzki jako jedyne Zrdédta wegla i energii,
przeksztatcajgc je w inne bioprodukty.

Na podstawie przeprowadzonych badan trudno jednoznacznie wskazad, ktory
z analizowanych NLPZ w najwiekszym stopniu oddziatywat na aktywnos¢ oznaczanych
fosfataz. Wydaje sie jednak, ze zaobserwowane zmiany pod wptywem diklofenaku byty
najbardziej znaczace. Jest to zbiezne z wynikami Cyconia i in. (2016), ktérzy badali
oddziatywanie réznych NLPZ na aktywnos$é réznych enzymow i parametry mikrobiologiczne
gleby. Moze to by¢ wynikiem struktury chemicznej tego zwigzku (wsrdd analizowanych lekow
byta to jedyna pochodna kwasu octowego). Dodatkowo Pawtowska i in. (2021), poréwnujac
wptyw diklofenaku i naproksenu na $miertelnos¢ i ruchliwosé Heterocypris incongruens,
wykazali wiekszg toksycznos¢ diklofenaku.

W niniejszej rozprawie doktorskiej w doswiadczeniu wazonowym poréwnywano
rowniez krotkotrwate oddziatywanie NLPZ i ich mieszanin na aktywnos¢ fosfataz glebowych.
Trudno jednoznacznie wskazaé czy wystgpity synergistyczne, czy antagonistyczne interakcje
w oddziatywaniu NLPZ na analizowane enzymy glebowe. Niestety wsrdd dostepnych danych
literaturowych nie znaleziono pozycji opisujacych wptyw mieszanin NLPZ na enzymy
glebowe. Jednakze zmiany w procesach biochemicznych, zachodzacych w glebie moga
oddziatywa¢ na rosngce w niej rosliny. Wykazano negatywny wptyw mieszanin NLPZ na
wzrost, rozwoj i procesy biochemiczne w réznych gatunkach roslin: ibuprofenu i ketoprofenu
w siewkach jeczmienia zwyczajnego Hordeum vulgare (Pawtowska i in. 2021), diklofenaku
i naproksenu w siewkach kukurydzy zwyczajnej Zea mays (Siemieniuk i in. 2021) oraz
siewkach jeczmienia zwyczajnego H. vulgare (Pawtowskaiin. 2023), a takze w siewkach pora
Allium porrum i grochu siewnego Pissum sativum (Kummerova i in. 2024). Przytoczone
badania wskazujg réowniez, ze obecnos¢ w glebie NLPZ jest czynnikiem stresogennym,
indykujgcym zmiany parametrow stresu oksydacyjnego w roslinach.

W przedstawionej rozprawie doktorskiej wykazano, ze NLPZ: ibuprofen, flurbiprofen,
ketoprofen, naproksen i diklofenak stanowig zagrozenie dla srodowiska glebowego
i powodujg zaburzenia w aktywnosci fosfataz, a co za tym idzie w metabolizmie zwigzkéw
fosforowych i cyklu biogeochemicznym fosforu. Jest to istotne, gdyz zawarto$¢ form
przyswajalnych tego pierwiastka jest czynnikiem limitujacym wzrost i rozwdj roslin. Niestety
wiekszos$é prowadzonych badan skupia sie gtéwnie na ocenie ekotoksycznosci NLPZ
w srodowisku wodnym. Nadal stosunkowo niewiele jest badan nad zachowaniem sie NLPZ

w glebie i ich oddziatywaniem na wtasciwosci mikrobiologiczne, biochemiczne oraz
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fizyczno-chemiczne gleb. Dlatego tez konieczna jest dalsza analiza zmian wywotanych
obecnoscig NLPZ, uwzgledniajgca zaréwno wptyw tych zwigzkdéw, jak i ich metabolitéw,

a takze préba okreslenia mozliwosci ograniczenia toksycznego dziatania tych substanc;ji.
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6. Whioski i stwierdzenia

1.

Poréwnanie dtugotrwatego oddziatywania w doswiadczeniu laboratoryjnym, jak
i oddziatywania krétkotrwatego w doswiadczeniu wazonowym, niesteroidowych
lekéw przeciwzapalnych: ibuprofenu, flurbiprofenu, ketoprofenu, naproksenu oraz
diklofenaku, wykazato, ze najczesciej obserwowanym efektem byta inhibicja
aktywnosci fosfataz glebowych.

Wprowadzenie do gleby niesteroidowych lekdéw przeciwzapalnych w dawce
1 mg-kg's.m. gleby bardzo czesto nie wptywato istotnie na aktywnos$ci oznaczanych
enzymoéw lub spowodowato niewielkie podwyzszenie aktywnosci fosfataz.
Natomiast dla dawek 10 oraz 100 mg-kg' s.m. gleby najczesciej obserwowane
obnizenie aktywnosci fosfataz glebowych zwiekszato sie wraz ze wzrostem dawki
niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych.

Najbardziej wrazliwymi fosfatazami glebowymi na obecno$é niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych, zaréowno w doswiadczeniu laboratoryjnym, jak i wazonowym
okazaty sie: fosfomonoesteraza zasadowa oraz pirofosfataza nieorganiczna.

Trudno jednoznacznie wskazaé, ktéry z badanych zwigzkéw w najwiekszym stopniu
oddziatywat na aktywnos$¢ fosfataz glebowych. Mozna jednak stwierdzi¢, ze w wielu
przypadkach najwiekszy wptyw na aktywnosc¢ fosfatazowag gleby stwierdzono dla
diklofenaku, a najmniejszy dla ibuprofenu. Potwierdzita to réwniez przeprowadzona
analiza skupien.

Wspoétczynniki opornosci fosfataz glebowych w bardzo dobry sposéb obrazujg
zaburzenia w homeostazie gleby pod wptywem niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych. Stwierdzone dysfunkcje w metabolizmie zwigzkdéw fosforowych
pogtebiaty sie wraz ze wzrostem dawki leku.

Przeprowadzona analiza wielkosci efektu wykazata, ze czynnikiem doswiadczalnym,
w najwiekszym stopniu wptywajgcym na aktywnos$¢ fosfataz glebowych, zaréwno
w badaniach laboratoryjnych, a takze wazonowych, byta dawka niesteroidowych
lekdw przeciwzapalnych.

W ocenie krotkotrwatego wptywu niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych:
ibuprofenu, naproksenu i diklofenaku oraz ich mieszanin, trudno jednoznacznie
okreslic czy wystapity synergistyczne, czy antagonistyczne interakcje

w oddziatywaniu tych zwigzkéw na aktywnos¢ fosfataz w glebie.
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8. Konieczna jest dalsza analiza oddziatywania niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych na metabolizm zwigzkdéw fosforowych w glebie, uwzgledniajgca

rowniez mozliwosci ograniczenia dziatania tych zwigzkéw na srodowisko glebowe.
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