
ZESZYTY PROBLEMOWE POSTĘPÓW NAUK ROLNICZYCH 2006 z. 515: 28lJ- 2'J7 

ZMIANY W AKTYWNOŚCI ENZYMATYCZNEJ 
DROBNOUSTROJÓW GLEBOWYCH 
PO ZASTOSOWANIU PESTYCYDÓW 

CZĘŚĆ I 

MIEDZIAN 50 Wł~ MIEDZIAN EXTRA 350 SC 

Andrzej Nowak, Magdalena Blaszak 

Katedra Mikrobiologii i Biotechnologii Środowiska , Akademia Rolnicza w Szczecinie 

Wst<;p 

Adiuwanty w pol ,1czcniu z pestycydami stosowanymi w agrotechnice wspo
rnagaj,i walkt; z chwastami i szkodnikami roślin, wydłużają okres działania sub
stancji aktywnej, pott;guj,1 niejednokrotnie jej oddziaływanie [ADAM C7.EWSKI i in. 
1996]. Istnieje nichczpicczcństwo , że pestycydy udoskonalone (z dodatkowymi 
wspomagaczami) równic skutecznie mog,1 przyczynić sic; do redukcji pożytecznej 
mikrobioccnozy glebowej. Fakt zastt;powania mało odpornych mikroorganizmów 
przez inne, czt;sto nic spcłniaj,1ce specyficznych ekologicznych funk cji, może mieć 

poważne konsekwencje w zaburzonym funkcjonowaniu ekosystemu [BEEI.FN, 

Dol 'LMAN 1997j. Znacznie mniej badań poświc;conych jest oddziaływaniu pesty
cydów i innych ksenobiotyków na liczebność i aktywność cnzymatyczm1 grup fi
zjologicznych mikroorganizmów, czyli drobnoustrojów zdolnych do hydroli7.y 
związków organicznych trntiaj,1cych do gleby. Wydaje sii; wysoce właściwe pozy
skiwanie dokładnych informacji na temat nddzialywania pestycydów na procesy 
mikrobiologicznego przekształcania materii organicznej, bowiem nawet niewielkie 
upośledzenie aktywności jednej grupy drobnoustrojów wyspecjalizowanej w roz
kładzie specyficznego zwi,Jzku, może wpływać niekorzystnie na cały cykl przemia
ny zwi,izków wt;gla i azotu w przyrodzie. Ograniczanie różnorodności mikroorga
nizmów spowodowane wprowadzaniem różnych zwi,1zków chemicznych do gleby 
może mieć odbicie w zakłóceniu procesów mineralizacji, a w konsck"\Vcnc_ji może 

spowodować obniżenie zasobności gleby w składniki pokarmowe [STRZEi.FC 1984; 
RÓŻAŃSKI 1992; NlKl.! ŃSKt\, C!IMIEL 1997]. 

Materiał i metodyka 

Mikroorganizmy wyizolowano metod,\ posiewu rozcieńczei1 glebowych z po
wierzchniowej warstwy gleby uprawnej, tj. z piasku gliniastego lekkiego pylastego 
o pH w H 20 7,94 (oznaczenie wykonano metod,1 potcncjomctryczn,1)- Gleb~ -
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źródło mikroorganizmów - pobrano w Lipniku k. Stargardu Szczcci (1skicgo 
w Stacji Doświadczalnej Akademii Rolniczej. Spośród wyizolowanych mikro
organizmów (bakterii hodowanych na podłożu Bunta-Roviry i grzyb(iw wyrosłych 
na podłożu Martina), wybrano kilkanaście szczepów o odpowiednich właściwoś
ciach. Brane pod uwagc; właściwośc i drobnoustrojów to intensywność hydrolizy 
danego substratu (skrobi, tributyryny lub kazeiny) oraz zdolność do wykorzysty
wania różnych źródeł wc;gla i/lub energii. Aktywność hydrolityczną oceniano ho
dując mikroorganizmy na podłożach stałych zawicraj,J cych wymienione zwi ,1zki 
organiczne: skrobie.; (w ilości 1 % ) [COONEY, EMERSON 1964 j, tributyryn c.; ( I r1,,) ! KO

SEWSKA 1970!, kazcin c; (ok. 1,4%-) [Kt~DZIA 1974] i obscrwuj:1c uby1ck 1ych substra
tów w podłożu. 

Wybrano sześć szczepów bakteryjnych i osiem grzybowych. Wśn'id hak lcr ii , 
jeden szczep wykazywał aktywność potrójmr proteolitycznq, lipolit ycznq i amyloli
tyczną, dwa były zdolne do hydrolizy skrobi i kazeiny, inne clwa hydrolizowały 

tributyrync; i kazeinc; oraz jeden był zdolny do rozkładu jedynie tributyryny. 
Wśród grzybów jeden szczep przejawiał a ktywność lipolityczrn1, prokolityczni, 
i amylolityczną (potrójną), dwa były zdolne do hydrolizy skrobi i tributyryny. 
a inne dwa były aktywne w rozkładzie kazeiny i tributyryny; dwa nas tępne szczepy 
przeprowadzały hydroliz-; tylko skrobi i jeden był zdolny do ro zk ładu jedynie ka
ze iny. 

Wybrane mikroorganizmy przeszczepiano punktowo na podłoże ze skrnhi,J, 
tributyryrn) lub kazeiną (te same podłoża, które opisano powyżej) ; gdzie dodatko
wo wprowadzano fungicydy w dawkach: 1, 10, 100 mg substancji aktywnej ( M ic
dzian 50 WP) lub substancji aktywnej z ad iuwantem (Miedzian ext ra 350 SC) 
w dm-1 podłoża (tab. 1). 

l:tbela I ; 'l;1ble 1 

Charakterystyka preparatów użytych w doświadczeniach 
C haracteristics for pcsticides applicd in the cxpc rim c nt 

Nazwa 
Rodzaj 

Klasa 
handlowa Substancja biologicznie loksyo.- !'rodu-
pestycydu 

pestycydu 
czynna 

Dawka polowa 
nośc i ce ni 

Trade name 
Type 

Biologically active mallcr 
Field dosc 

Tox ,cily Produce r 
of pes ticidc 

o f pesticidc 
class 

fungicyd tra-
dycyj ny , bez 

Miedzian adiuwanta 
50% .'i kg· ha -1 Ili 

50 WP traditio nal fun- Z. C h. 

g icidc witho ut tlenochlorek .. Org.i-

adjuvan t miedzi nik-
(copper Azot " 

fungicyd udo- oxyd1loridc ) S.A. 
Miedzia n skona Jony, z J;1worznc1 

extra ad iuwante m 350 g·dm ' .'i d111 '·ha· 1 Ili 
350 SC fungicidc wi th 

adjuvant 

Zastosowano podłoża kontrolne bez pestycydów. l loclowlc inkubowano w tempe
raturze 25°C. Po siedmiodniowej inkubacji, za pomoc,1 linijki mierzono ś rednice 

kolonii (mm) i średnice stref hydrolizy (przeja śn ienia) wok61 kolonii (mm). Na 
tej podstawie wyliczono tzw. indeks aktywności (IA) dla pos;,.czcgi'llnych s,.czc-
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pów, jako stosunek średnicy strdy hydrolizy (kazeiny, skrohi lub tributyryny) dn 
średnicy kolonii. Odczyty dla mikroorganizmów amylolitycznych dokonywane by ły 

po wcześniejszym za laniu podłoża płynem Lugola . Każdy szczep badano w trzech 
powtórzeniach. 

Wyniki poddano analizie statystycznej, przy pomocy testu Duncana. Stwier
dzano istotność różnic (przy poziomic istotności a = 0,05) pomit;dzy wpływem 
dwóch fungicydów, pornir.;dzy wpływem odpowiaclaj,1cych sobie dawek tych prepa
ratów, za równo dl a dwóch grup systematycznych (badano bakte rie i grzyby), jak 
i poszczególnych szczepów. 

Wyniki i dyskusja 

N icwidc badań poświr.;cono wpływowi adiuwant<1w na kształtowanie aktyw
nośc i substancji czynnej fungicydów, ponieważ w wir.;kszości przypadków adiuwa n
ty stosowane S,! l,1cznic z hcrhicydami nalistnymi, ostatnio jednak pojawiły sit; 
za lecenia używania wspomagaczy również z innymi środkami ochrony roślin, 

w tym z fungicydam i [P'IJ\S7,KOWSKA i in. 1997; PRACZYK 2002]. 
·n-udno jednoznacznie określić, która forma fungicydu (tradycyjna, czy udo

skonalona dodatkowym adiuwantem), w całym doświadczeniu si lniej wpływała na 
mikroorganizmy, ponieważ rozpatruj,Jc poszczególne grupy systematyczne mikro
organizmów (bakterie lub grzyby), poszczególne dawki pestycydów (1, 10, 100 
mg·dnr1), okrcślom1 aktywność (hydroliza skrobi , tributyryny lub kazeiny) i przc
d1; wszystkim badany parametr (wzrost mikroorganizmów lub aktywność hydroli
tyczn,1) , raz silni1;j oddziaływała forma tradycyjna, a w innym przypadku udosko
nalona. 

Wzrost bakterii i grzybów zdolnych do hydrolizy białka na podłożu z dodat
kiem tlenochlorku miedzi najskuteczniej redukowała dawka najwyższa tej sub
stancji biologiczn ie czynnej - lOO mg·dnr3, najniższe wartości (niższe niż w kon
troli odpowiednio o ok. 50 i 301;1r-) za notowano po użyciu formy udoskonalonej , 
czyli Miedzianu extra 350 SC, mimo że substancji aktywnej w tym preparacie 
było mniej, niż w Miedzianie 50 WP (rys. I) . 
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Wpływ pestycydów na wielkość średnic kolonii mikroo rganizmów proteolitycz
nych (wyniki u średnione dla wszystkich szczepów) 

The influence of pesti cide on the diamete r of protco lytic colony micromga
nisms (averagc frnm the wholc cxperimcnt for all strains) 
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nych (wyniki uśrednione dla wszystkich szczepów) 

The influence of pesticidc on the diameter of lipolytic colony microorganisms 
(avcrage from the wholc cxperiment for all strains) 
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Fig. 3. 

dawka; dosc (mg·dnr') d:owb; dosc (111g·d111'') 

Wpływ pestycydów na wielkość średnic kolonii mikroorganiz1116w amylolitycz
nych (wyniki uśrednione dla wszystkich szcze pów) 

The influence of pesticidc on the diameter of amylolytic colony 1111c romgan
isms (averagc fn1111 the whole expcri1rn:nt for all strains) 

Podobnie w innym eksperymencie [P·1i\S/ .KOWSK/\ i in. 1997J, gdzie badano wpływ 
fungicydów Siarkolu i Siarkołu w poł,1czeniu z adiuwantami na fitopatogcnncgo 
grzyba E,ysiphe graminis, okazało sit;, żc obniżona dawka fungicydu zastosnwanc
go h1cznie z adiuwantami: Olemix, Adhios 85 SL, Citowctt w sposób silnicjszy 
i dłuższy wstrzymuje rozwój testowanego mikroorganizmu . W doświadczcniu 

NOWAKA i in. [2001] większość szczcpów protcolitycznych na pożywkach z tlcno
chłorkiem miedzi rosła do stężenia 0,5 mmoł·dm-J. Najczt;.foej wraz zc wzrostem 
stężenia miedzi malała wielkość kolonii bakte rii i rosła intcnsywność hydrolizy 
białka. Pod wpływem stężenia 0,05 mmol·dm-3 miedzi szczepy proteolityczne rosły 
najczęściej słabiej w porównaniu do wzrostu na podłożach bcz dm.latku tcgo picr
wiastka. Niewielki spadek liczebności bakterii zdolnych do hydrolizy bi,db opisa
li DIGR/\K i Ó7.CELIK [1998] po zastosowaniu doglcbowo fungicydu Endosul
fan 35 WP. 
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The influence of pesticidcs on the enzymatic activity (average from the whole experiment for all strains) 
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Wszystkie zastosowane w doświadczeniu dawki Miedzianów: L IU, 100 
mg·dnr3 redukowały zdolność do wzrostu bakterii na podłożu z dodatkiem tłu

szczu i skrobi (rys. 2, 3). NOWAK i in. [2001] badaj,1c wpływ miedzi na aktywność 
amylolityczm1 i lipolityczrnt bakterii wykazali wiGksz,i wrażliwość enzymów bio
rących udział w hydrolizie skrobi, ponieważ już pod wpływem StGżcnia 

0,5 mmol·dm-3 mikroorganizmy rosły bardzo słabo, a średnice kolonii zma lały 

o ok. 80% w stosunku do kontroli. ATLAS i in. [1978] doniósł także o okresowo 
hamującym wpływie substancji biologicznie czynnych fungicydów (trichłorometylu, 
folpetu i captafolu) na procesy mineralizacji zwi4zków organicmych, spadek akty
wności enzymatycznej tłumaczy! rcdukcj,1 populacji grzybów czynnych w tych pro
cesach. 

Porównuj ąc wpływ Miedzianu 50 WP i Miedzianu 350 SC w odpowiadaj,1-
cych sobie dawkach 1 oraz 10 mg·dm-3 na mikroorganizmy łipołitycznc , stwier
dzono brak rozn1c statystycznie istotnych, natomiast dawka najwyższa 

(100 mg·dnr3) dwóch fungicydów różniła się pod tym wzglGdem w spns6b staty
stycznie istotny. Ogólnie można stwierdzić niewielki wpływ Micdzian('iw na mi
kroorganizmy hydrolizuj,icc tributyrynę, jedynie dawka najwyższa oddziaływała 
silnie, szczególnie Miedzianu 50 WP, który redukował zdolność do wzrostu bak
terii i grzybów odpowiednio o ok. 80 i 40% (Miedzian 350 SC o 60 i kilka 'lr') 
Na działanie tlenochlorku miedzi bardziej wrażliwe były bakterie lipolityczne niż 
grzyby (rys. 2, 4). 

W większości przypadków oddziaływanie Miedzianu 50 WP i Miedzia
nu 350 SC na badane parametry było podobne, szczególnie przy porc'iwnywaniu 
oddziaływania dawek niższych (rys. 1, 2, 3, 4) . Wyjaśnieniem tego zjawiska może 
być fakt, że same adiuwanty niezbyt silnie oddziatywuj,1 na mikroorganizmy, dla
tego wprowadzenie wspomagacza nic wplym;ło znacznie na modylikacj(,: działania 
substancji aktywnej wobec badanych mikroorganizmów. W doświadczeniu NOWAK 

i BLASZAK (2004], adiuwanty Rapol 90 EC i Silwct 560 nieznacznie wpływały na 
kształtowanie zawartości biomasy mikroorganizmów - średnio kilka procent riiż
nicy w porównaniu z kontroł ,J. Ewentualne odchylenia od wartości kontrolnych 
były sporadyczne i krótkotrwałe. Podobnie adiuwanty Olemix i Olejan użyte do
glebowo przez autorów innego doświadczenia [NOWAK i in. 1998] także nic zmie
niały istotnie (w porównaniu do kontroli) zawartości biomasy :i.ywych mikroorga
nizmów glebowych. Podobnie preparat Ołco (olej parafinowy) zwiGkszał jedynie 
nieznacznie intensywność oddychania gleby [ENGEI.LN i in. 1998 J. 

Wnioski 

l. Wzrost mikroorganizmów i ich aktywność hydrolityczn,1 w wiGkszości przy
padków silniej modyfikował Miedzian 50 WP, niż jego udoskonalony odpo
wiednik Miedzian 350 SC. Rozpatrując poszczeg6lnc grupy systematyczne 
mikroorganizmów (bakterie lub grzyby), poszczególne dawki pestycydów 
(1, 10, 100 mg·dm-3), określoną aktywność (hydroliza skrobi. tributyryny luh 
kazeiny) i przede wszystkim badany parametr (wzrost mikroorganizmów lub 
aktywność hyclrolitycznq) , raz silniej oddziaływała forma tradycyjna . a w in
nym przypadku udoskonalona. 
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2. Różnice statystycznie istotne mic;dzy wpływem Miedzianu 50 WP i Miedzia
nu 350 SC dotyczyły najczt;ściej dawki najwyższej (100 rng·dnr3), na niższe 
dawki dwóch pestycydów (1 i 10 mg·dm-3) mikroorganizmy reagowały po
dobnie (kilka - kilkanaście %J różnicy) lub tak samo. 

3. Odmienne oddziaływanie Miedzianu 50 WP i Miedzianu 350 SC dotyczyło 
czc;ściej bakterii niż grzybów. Badania wykazały, że wyraźne różnice wc 
wzroście grzybów na podłożu i w ich aktywności hydrolitycznej dotyczyły 
głównie tributyryny, w mniejszym stopniu skrobi i kazeiny. 

4. Odmienne oddziaływanie Miedzianu 50 WP i Miedzianu 350 SC obserwo
wano czc;śeiej badając zdolność do wzrostu mikroorganizmów (rozmiary 
średnic kolonii) hodowanych na podłożu z pestycydami, niż ich zdolność do 
hydrolizy zwi,1zku organicznego (skrobi, kazeiny lub tributyryny), wyrażom1 
indeksem aktywności (IA). 
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Streszczenie 

Adiuwanty w połączeniu z pestycydami stosowanymi w agrotechnice wspo
magają walk<, z chwastami i szkodnikami roślin, wydłużaj,\ okres działania sub
stancji aktywnej, potc,gują niejednokrotnie jej oddziaływanie. Istnieje niebezpie
czeństwo, że pestycydy udoskonalone (z dodatkowymi wspomagaczami) równic 
skutecznie mogą przyczynić się do redukcji pożytecznej mikroflory glebowej. 

Badano wpływ Miedzianu 50 WP i Miedzianu extra 350 SC na wyizolowane 
z gleby bakterie i grzyby, badano wpływ zarówno na ich wzrost, jak i na aktyw
ność hydrolityczną wobec skrobi, kazeiny i tributyryny. 

Wzrost mikroorganizmów i ich aktywność hydrolityczm1 w wit;kszości przy
padków silniej modyfikował Miedzian 50 WP, niż jego udoskonalony odpowied
nik Miedzian 350 SC. Rozpatrując poszczególne grupy systematyczne mikroorga
nizmów (bakterie lub grzyby), poszczególne dawki pestycycfriw (l, UJ, 100 
mg·dm-3), określoną aktywność (hydroliza skrobi, tributyryny lub kazeiny) i prze
de wszystkim badany parametr (wzrost mikroorganizmów lub aktywność hydroli
tyczną), raz silniej oddziaływała forma tradycyjna, a w innym przypadku udosko
nalona. Różnice statystycznie istotne między wpływem dwóch fungicydów, doty
czyły najczc,ścicj dawki najwyższej (100 mg·dm-3), na niższe dawki ( I i 1 O 
mg·dm-3) mikroorganizmy reagowały podobnie (kilka - kilkanaście rYt_1 różnicy) 

lub tak samo. Odmienne oddziaływanie Miedzianu 50 WP i Miedzianu 350 SC 
dotyczyło czt;ściej bakterii niż grzybów. Badania wykazały, że wyraźne różnice we 
wzroście grzybów na podłożu i w ich aktywności hydrolitycznej dotyczyły głównie 
tributyryny, w mniejszym stopniu skrobi i kazeiny. Zróżnicowane oddziaływanie 
Miedzianu 50 WP i Miedzianu 350 SC obserwowano czt;śeiej badaj,ie zdolność 
do wzrostu mikroorganizmów (rozmiary średnic kolonii) hodowanych na podłożu 
z pestycydami, niż ich zdolność do hydrolizy związku organicznego (skrobi, kaze
iny lub tributyryny). 
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Summary 

Adjuvants and pcsticidcs widcly applied in agrotL:chniqucs providc a signifi
cant support in fighting wccds and crop pests, prolonging the period over which 
a substancl: rcmains activc, multiplying its cffoct and impact. Stili, thcrc a risk 
that the pcrfcctcd pcsticidcs (with additional adjuvants admixturcs) can be 
cqually cfkctivc in rcducing the microbioccnose in the soi!. 

Thus, an impact of Miedzian 50 WP and Miedzian 350 SC upon fungi and 
bactcria iso latcd from the soi!, was studicd with regards to thcir impact on the 
growth rate , and hydrolytic activity, for various organie substrates. 

Th e obtaincd results confirmed a hypothesis that for the same pesticidcs 
thcir impact on microbcs can be significantly different. Though to dctcrmine 
which pcst icide affcctcd the microbcs most sevcrcly provcd impossiblc, as the 
influence depcnded on the fungicide closc, as well as the studied substrnte and 
paramctcr undcr considcration, in most cascs Miedzian 50 WP proved to be the 
most cfficicnt. The differences observcd for various coppcr based pesticiclcs were 
statistically significant, although the regular differences amounted only to a fcw 
to severa! percent , particularly whcn !ower doses of fungicicle arc conccrncd. The 
observed pesticide impact tended to vary more frequently for bacter ia than for 
fungi . For fungi the diffcrenccs in their growth capabilities and activitics werc 
found to be distinct only for thcir capability to hydrolyse lipids. The observecl 
impact of fungicidcs tcnded to vary morc frcqucntly with rcspect to growth rate 
in microbes on the substrates with pesticides, than for their capahility to hydro
łyse organie compounds. 
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