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Adjuvants as a factor modifying the effect of herbicide  
on microbial activity of soil  polluted with copper and zinc 

Adiuwanty jako czynnik modyfikujący wpływ herbicydu  
na aktywność mikrobiologiczną gleby zanieczyszczonej miedzią i cynkiem 

Olga Zajączkowska*, Mariusz Kucharski

Summary
The aim of the studies was to determine the influence of herbicide chlorotoluronu applied with oil adjuvants and surfactant on soil 

microbial activity under controlled conditions. Herbicide containing adjuwants and surfactant was applied to two different soils, which 
had similar textures, pH and organic carbon content but varied in content of copper and zinc. The soil samples were taken for analysis at 
given intervals. Soil microbiological activity was analyzed using colorimetric method. The amount of formazan (TF) in soil samples was 
considered as a microbial activity indicator. High concentration of heavy metals in soil decreased microbial activity. Use of surfactant re-
duced negative impact of chlorotoluron on soil microorganisms. Application of oil adjuvant with chlorotoluron promoted faster microbial 
regeneration in soil.
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Streszczenie
Celem pracy była ocena wpływu adiuwantów stosowanych łącznie z herbicydem na aktywność mikrobiologiczną gleby. 

Badania prowadzono w warunkach kontrolowanych. Herbicyd zawierający chlorotoluron stosowany łącznie z adiuwantem ole-
jowym i surfaktantem aplikowano na dwa warianty tej samej gleby – zanieczyszczoną kontrolowanymi dawkami soli Cu i Zn oraz  
niewykazującą takiego zanieczyszczenia. Próbki do analizy pobierano w przyjętych odstępach czasu. Aktywność mikrobiologiczną 
oznaczano metodą kolorymetryczną. Za wskaźnik aktywności mikrobiologicznej przyjęto ilość formazanu (TF) w próbkach glebowych. 
Obecność metali ciężkich powodowała spadek aktywności mikrobiologicznej. Połączenie herbicydu z surfaktantem redukowało negaty-
wne oddziaływanie herbicydu na mikroflorę gleby. Dodatek adiuwanta olejowego sprzyjał szybszej regeneracji mikroorganizmów w ba-
danej glebie. 

Słowa kluczowe: metale ciężkie; adiuwanty; mikroorganizmy glebowe; aktywność mikrobiologiczna gleby; chlorotoluron; dehydro-
genaza 
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Wstęp / Introduction

Mikroorganizmy glebowe odgrywają znaczącą rolę 
w obie gu pierwiastków w przyrodzie, tworzeniu i zacho-
waniu struktury gleby, detoksykacji szkodliwych substan-
cji, kontroli szkodników roślinnych i wzrostu roślin (Wang 
i wsp. 2007). Różnorodność i aktywności mikroorgani-
zmów od wielu lat uważane są za istotne markery stanu 
gleb (Kızılkaya i wsp. 2004; Renella i wsp. 2004; Klimek 
i Niklińska 2007; Wang i wsp. 2007). Dane literaturowe 
jednoznacznie wskazują, że ksenobiotyki, takie jak metale 
ciężkie czy herbicydy mają wpływ na aktywność enzyma-
tyczną grzybów i bakterii. W małych stężeniach substancje 
te mogą działać stymulująco, w dużych wykazują działa-
nie hamujące (Badura i wsp. 1980; Nowak i wsp. 1999; 
Mocek-Płóciniak 2010). Wiele badań wskazuje również, 
iż bakterie są znacznie bardziej podatne na stres wywoła-
ny obecnością metali ciężkich niż grzyby (Wyszkowska 
i Kucharski 2003; Lock i Janssen 2005; Klimek i Niklińska 
2007; Mocek-Płóciniak 2011). Zanieczyszczenie gleb me-
talami ciężkimi stanowi zazwyczaj problem lokalny i jest 
efektem intensywnego oddziaływania przemysłu wydo-
bywczego, przetwórstwa metali, produkcji energii, skła-
dowisk odpadów, a nawet samego rolnictwa. W skali kraju 
podwyższone zawartości takich pierwiastków, jak miedź 
i cynk odnotowano odpowiednio w 10,6% i 12,2% gruntów 
ornych, jednak na terenie Dolnego Śląska wartości te wzra-
stają do 14,4% gruntów ornych wykazujących co najmniej 
podwyższone zawartości Cu i 24,8% gruntów ornych wyka-
zujących podwyższone zawartości Zn (Karczewska 2008). 
Stosowanie chemicznych środków ochrony roślin (ś.o.r.) 
jest współcześnie jednym z najprostszych i chętnie stosowa-
nych sposobów kontrolowania agrofagów w uprawach po-
lowych. Według danych Głównego Urzędu Statystycznego 
(Rocznik Statystyczny Rolnictwa 2016) w ostatnich latach 
sprzedaż herbicydów wzrosła z 24 455 ton (rok 2005) do 
38 799 ton (rok 2015). Wprowadzanie herbicydów do gleby 
tworzy warunki stresowe nie tylko dla zwalczanej rośliny. 
Elementem środowiska szczególnie wrażliwym na działa-
nie czynników zewnętrznych jest życie mikrobiologiczne 
gleby, którego różnorodność i aktywność jest bardzo istotna 
w ocenie stanu zanieczyszczenia gruntów (Kızılkaya i wsp. 
2004; Renella i wsp. 2004; Klimek i Niklińska 2007; Wang 
i wsp. 2007). W ostatnich latach szczególną uwagę zwraca 
się na adiuwanty jako środki mogące minimalizować nega-
tywne oddziaływanie pestycydów na środowisko, w tym na 
biologię gleby. Przy ocenie wpływu metali ciężkich i herbi-
cydów na aktywność mikrobiologiczną, szczególne istotne 
jest oznaczenie aktywności dehydrogenaz (DH). Jest to bo-
wiem wskaźnik intensywności metabolizmu oddechowego 
żywych, nieuszkodzonych komórek bakterii i promieniow-
ców, bardzo wrażliwy na działanie metali ciężkich (Marge-
sin i wsp. 2000; Maliszewska-Kordybach i Smreczak 2003; 
Mocek-Płóciniak 2010).

    Celem badań była ocena wpływu łącznego stosowania 
herbicydu zawierającego chlorotoluron z adiuwantami na 
aktywność mikrobiologiczną gleby zanieczyszczonej mie-
dzią i cynkiem. 

Materiały i metody / Materials and methods 

Stosowano herbicyd Lentipur Flo 500 SC zawiera  jący 
substancję czynną (s.cz.) chlorotoluron  (3-(3-chloro-p- 
-tolyl)-1,1-dimthylurea) produkcji Nufarm GmbH & Co KG, 
Linz, Austria oraz adiuwant olejowy Atpolan Soil Maxx 
(mieszanina oleju mineralnego i estrów metylowych kwa-
sów tłuszczowych oleju rzepakowego, 80%) produkcji 
Zakład Produkcyjno-Handlowy Agromix, Niepołomice, 
Polska i surfaktant Trend 90 EC (oksyetylowany alkohol 
izodecylowy, 90%) produkcji DuPont de Nemours S.A.S., 
Paryż, Francja. Glebę do badań pobrano z pola uprawnego 
w okolicach Wrocławia z warstwy ornej 0–20 cm. Gleba 
charakteryzowała się uziarnieniem pyłu gliniastego (piasek 
30%, pył 64%, ił 4%), odczynem obojętnym (pH w 1M KCl 
7,1), zawartością Corg na poziomie 1,23% i nie wykazywa-
ła zanieczyszczenia metalami ciężkimi. Część pobranej 
gleby skażono w warunkach laboratoryjnych solami mie-
dzi (CuSO4 × 5H2O) produkcji Chempur, Piekary Śląskie 
i cynku (ZnSO4 × 7H2O) produkcji Chempur, Piekary Śląskie 
w daw kach odpowiadających IV stopniowi zanieczyszcze-
nia Cu według skali Instytutu Uprawy Nawożenia i Glebo-
znawstwa (514 mg Cu/kg gleby) i II stopniowi zanieczysz-
czenia Zn (455 mg Zn/kg gleby). Doświadczenia prowadzo-
no w warunkach kontrolowanych. Glebą o ustalonej wilgot-
ności (60% mpw) napełniano doniczki o średnicy 7 i wyso-
kości 7,5 cm. Liczbę doniczek ustalono jako iloczyn kombi-
nacji występujących w doświadczeniu (2 warianty skażenia 
gleby, 1 herbicyd, 2 adiuwanty), 3 powtórzeń i liczby po-
brań (1 doniczka = 1 pobranie). Siarczan miedzi i cynku 
aplikowano na glebę w postaci wodnego roztworu w dawce 
1,21 g CuSO4/kg gleby i 1,13 g ZnSO4/kg gleby. Gleba ska-
żona metalami ciężkimi przed aplikacją herbicydu była in-
kubowana w warunkach laboratoryjnych przez 14 dni. Po 
tym czasie aplikowano na gleby, według ustalonego sche-
matu, herbicyd oraz jego mieszaninę z adiuwantami (tab. 1). 
Zabieg przeprowadzono w stacjonarnej komorze oprysko-
wej z ruchomą dyszą typu TeeJet XR 11003-VS, o wydaj-
ności cieczy użytkowej 250 l/ha, przy ciśnieniu roboczym 
0,2 MPa. Po opryskiwaniu doniczki inkubowano w komo-
rze klimatycznej (Sanyo MLR-350), w której utrzymywano 
warunki odpowiadające wiosennej aplikacji herbicydu 
(dzień 16 h, 20°C, oświetlenie 14 000 lx; noc 8 h, 10°C, 
bez oświetlenia). W trakcie trwania doświadczenia wil-
gotność gleby była utrzymywana na stałym poziomie 
60% mpw (metodą wagową). Próbki do oznaczeń pobierano 
w następujących odstępach czasu: 2 h po aplikacji herbi-
cydu, a następnie 1, 6, 8 i 14 dni od aplikacji herbicydu. 
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czono je w płaskodennych probówkach polietylenowych, 
a następnie dodano 1 ml 0,1% siarczanu sodu (Na2SO4) 
w celu odtlenienia próby. Do dwóch powtórzeń dodano 
3 ml 3% chlorku trójfenylotetrazolinowego (TTC), nato-
miast do trzeciej próbki (ślepej) dodano 3 ml wody destylo-
wanej (H2O destylowana). Próbki inkubowano w ciemno-
ści, w stałej temperaturze 37°C przez 20 h. Po tym czasie do 
próbek dodano 10 ml metanolu w celu przerwania reakcji 
i wyekstrahowania powstałego formazanu (TF). Próbki od-
wirowywano na wirówce laboratoryjnej MPW 223e przy 
obrotach 3500 rpm przez 5 minut. Ciecz znad osadu zbie-

Dobór czasu trwania eksperymentu został ustalony na 
podstawie badań własnych i danych literaturowych wy-
kazujących, że po około 10–14 dniach od wprowadzenia 
do środowiska glebowego ksenobiotyków w postaci her-
bicydów lub metali ciężkich ogólna aktywność mikrobio-
logiczna osiąga stabilizację (Kandeler i wsp. 1996; Shen 
i wsp. 2005; Pampulha i Oliveira 2006; Abbas i wsp. 2014; 
Zajączkowska i Kucharski 2017). Dla ustalenia wartości 
referencyjnej oznaczono również ilość produkowanych 
dehydrogenaz w glebie bez zanieczyszczenia. Ze świeżego 
materiału glebowego pobrano trzy próby po 2 g i umiesz-

Tabela 1. Schemat doświadczenia
Table 1.  Design of experiment

Obiekt – Object Dawka – Dose
[l, kg/ha] Gleba – Soil Opis do rysunku

Description for figures

– – C C

– – M M

Chlorotoluron 1,25 C C + H

Chlorotoluron 1,25 M M + H

Chlorotoluron + Atpolan Soil Maxx 1,25
0,5 C C + H + A1

Chlorotoluron + Atpolan Soil Maxx 1,25
0,5 M M + H + A1

Chlorotoluronu + Trend  90 EC 1,25
0,2 C C + H + A2

Chlorotoluronu + Trend  90 EC 1,25
0,2 M M + H + A2

C – gleba bez zanieczyszczenia Cu + Zn – soil without Cu + Zn contamination
M – gleba zanieczyszczona Cu + Zn – soil contaminated with Cu + Zn 
H – herbicyd – herbicide (chlorotoluron)
A1 – adiuwant olejowy – oil adjuvant  
A2 – surfaktant – surfactant 

Rys. 1.  Zmiany aktywności mikrobiologicznej w glebie niezanie-
czyszczonej Cu + Zn

Fig. 1.  Change in soil microbial activity in soil without Cu + Zn 
contamination

Rys. 2. Zmiany aktywności mikrobiologicznej w glebie zanie-
czysz czonej Cu + Zn

Fig. 2.  Change in soil microbial activity in soil contaminated with 
Cu + Zn

M – gleba zanieczyszczona Cu + Zn – soil contaminated with Cu + Zn 
H – herbicyd – herbicide (chlorotoluron)
A1 – adiuwant olejowy – oil adjuvant  
A2 – surfaktant – surfactant 

M – gleba zanieczyszczona Cu + Zn – soil contaminated with Cu + Zn 
H – herbicyd – herbicide (chlorotoluron)
A1 – adiuwant olejowy – oil adjuvant  
A2 – surfaktant – surfactant 
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rano i oznaczono kolorymetrycznie na spektrofotometrze 
Genesys 10 przy długości fali 485 nm. Jednocześnie wy-
konano krzywą wzorcową dla stężeń 10, 20, 40, 50, 100 µg 
formazanu na ml. Roztwory wzorcowe sporządzono z for-
mazanu (1,3,5-triphenyltetrazolium formazan) o czystości 
≥ 90% (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Aktywność de-
hydrogenazy była wyrażana w mg powstałego w glebie 
formazanu. Wszystkie doświadczenia prowadzono w 2 se-
riach, a w każdej z nich wykonano 3 powtórzenia. Otrzyma-
ne wyniki zostały opracowane statystycznie w programie 
ARM 8 (Gylling Data Managment Inc., South Dakota, USA) 
i przed stawione na rysunkach 1 i 2. 

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Oddziaływanie ś.o.r. na mikroorganizmy glebowe jest 
niejednoznaczne. Wielu autorów raportuje zarówno wzrost, 
jak i spadek aktywności mikrobiologicznej po aplikacji 
herbicydów. Aplikacja takich substancji, jak acetamipiryd, 
chlorpyrifos czy diazinon powodowała wzrost produkcji 
dehydrogenaz, natomiast znaczny spadek produkcji tych 
enzymów odnotowano po aplikacji glifosatu, bromoksyni-
lu czy acetochloru (Baćmaga i wsp. 2007; Wolińska 2010; 
Jacobsen i Hjelmsø 2014). W szczególnych przypadkach 
herbicydy, jako związki organiczne, mogą być wyko-
rzystywane przez bakterie jako źródło łatwo dostępnego 
węgla. W literaturze brak jest pełnych informacji dotyczących 
wpływu chlorotoluronu na mikroorganizmy glebowe. Część 
prac pokazuje, że herbicydy z grupy pochodnych mocznika 
mogą stanowić pożywkę dla pewnych gatunków grzybów, 
jednak spośród wszystkich badanych substancji czynnych, 
chlorotoluron nie był najchętniej wykorzystywanym sub-
stratem (Badawi i wsp. 2009). Przebieg zmian aktywności 
mikrobiologicznej w glebie niezawierającej metali ciężkich 
przedstawiono na rysunku 1. Aktywność mikrobiologiczna 
w glebie niezawierającej ksenobiotyków, po początkowym 
niewielkim spadku, utrzymywała się na stałym poziomie 
w trakcie trwania doświadczenia. Najsilniejsze zahamo-
wanie produkcji dehydrogenaz obserwowano po aplikacji 
samego herbicydu, jednak po około 12 dniach aktywność 
mikrobiologiczna powróciła do stanu początkowego. Apli-
kacja chlorotoluronu z surfaktantem powodowała krótko-
trwały wzrost aktywności mikrobiologicznej, a następnie jej 
spadek do poziomu niższego niż wyjściowy. Przypuszczal-
nie obecność surfaktanatu w pierwszej chwili uaktywniała 
mikroflorę zymogeniczną, tym samym krótkotrwale masku-
jąc negatywny wpływ herbicydu. Po aplikacji chlorotoluro-
nu z adiuwantem olejowym obserwowano w początkowym 
etapie trwania doświadczenia zahamowanie produkcji DH, 
przy czym regeneracja aktywności mikrobiologicznej nastę-
powała znacznie szybciej niż w przypadku zastosowania sa-
mego herbicydu. Zmienność aktywności mikrobiologicznej 

w glebie zanieczyszczonej solami miedzi i cynku zobrazo-
wano na rysunku 2. Pomimo, że aplikację herbicydu wyko-
nano 14 dni po skażeniu gleby solami Cu i Zn, obserwowano 
nadal istotne obniżenie wyjściowej aktywności mikrobiolo-
gicznej. W chwili pojawienia się nadmiernych ilości metali 
ciężkich uaktywniają się trzy mechanizmy prowadzące do 
wykształcenia tolerancji mikroorganizmów na te ksenobio-
tyki: 1 – natychmiast giną gatunki najbardziej wrażliwe, 
2 – następuje wybór mechanizmu tolerancji metalu przez 
różne możliwości i konkurencję organizmów, które prze-
trwały, 3 – następuje adaptacja organizmów rozwiniętych 
w zanieczyszczonym środowisku przez zmiany fizjologiczne 
i genetyczne (Lock i Janssen 2005). Obserwowany spadek 
produkcji dehydrogenaz może być efektem procesu adapta-
cyjnego mikroorganizmów do nowych warunków. Aplika-
cja herbicydu z adiuwantem olejowym powodowała jedynie 
nieznaczne obniżenie produkcji dehydrogenaz, a następnie 
wzrost aktywności mikrobiologicznej. Aplikacja herbicydu 
z surfaktantem powodowała krótkotrwałe zahamowanie 
aktywności DH i szybki powrót do wartości wyjściowej. 
Najmniejszą aktywnością mikrobiologiczną odznaczała się 
gleba tylko z dodatkiem metali ciężkich. Aplikacja same-
go herbicydu powodowała nieznaczny wzrost produkcji 
dehydrogenaz. Zaobserwowana różnorodność reakcji była 
znacznie mniejsza w porównaniu do gleby niezawierającej 
zanieczyszczeń, najprawdopodobniej na skutek rozwoju 
w glebie puli mikroorganizmów bardziej odpornych na wa-
runki stresowe.

Wnioski / Conclusions

1. W przeprowadzonych badaniach dodatek Cu i Zn do 
gleby był przyczyną zmniejszenia jej aktywności mikro-
biologicznej. Zastosowanie adiuwantów modyfikowało 
wpływ herbicydu na tę aktywność. 

2.  W glebie pozbawionej zanieczyszczeń reakcja mikro-
flory na wprowadzane ś.o.r. była dynamiczna. Zastoso-
wanie adiuwantu olejowego redukowało negatywne 
działanie herbicydu i przyśpieszało odbudowę puli 
mikroorganizmów uszkodzonych obecnością herbi-
cydu. Zastosowanie surfaktantu, w pierwszych dniach 
trwa nia doświadczenia, znacznie stymulowało aktyw-
ność mikroflory.

3.  Stosowanie połączenia herbicydów i różnego typu adiu-
wantów, w zabiegach przeprowadzanych na glebach 
wykazujących podwyższone zawartości metali ciężkich, 
w całokształcie przyczyniło się do szybszej regeneracji 
aktywności mikrobiologicznej. Jednak w przypadku 
połączenia herbicydu z surfaktantem, w pierwszych 
3 dniach prowadzenia badań, odnotowano istotne zaha-
mo wanie produkcji dehydrogenaz. 
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