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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 modyfikujacy wptyw herbicydu
na aktywnos¢ mikrobiologiczng gleby zanieczyszczonej miedzig i cynkiem

Olga Zajgczkowska*, 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 byta ocena wptywu adiuwantéw stosowanych tgcznie z herbicydem na aktywnos¢ mikrobiologiczng gleby.
Badania prowadzono w warunkach kontrolowanych. Herbicyd zawierajacy chlorotoluron stosowany tgcznie z adiuwantem ole-
jowym i surfaktantem aplikowano na dwa warianty tej samej gleby — zanieczyszczong kontrolowanymi dawkami soli Cu i Zn oraz
niewykazujaca takiego zanieczyszczenia. Prébki do analizy pobierano w przyjetych odstepach czasu. Aktywnos¢ mikrobiologiczng
oznaczano metoda kolorymetryczng. Za wskaznik aktywnosci mikrobiologicznej przyjeto ilos¢ formazanu (TF) w probkach glebowych.
Obecnos¢ metali ciezkich powodowata spadek aktywnosci mikrobiologicznej. Potaczenie herbicydu z surfaktantem redukowato negaty-
wne oddziatywanie herbicydu na mikroflore gleby. Dodatek adiuwanta olejowego sprzyjat szybszej regeneracji mikroorganizméw w ba-
danej glebie.

Stowa kluczowe: metale ciezkie; adiuwanty; mikroorganizmy glebowe; aktywnos$¢ mikrobiologiczna gleby; chlorotoluron; dehydro-
genaza
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Wstep / Introduction

Mikroorganizmy glebowe odgrywaja znaczaca role
w obiegu pierwiastkéw w przyrodzie, tworzeniu i zacho-
waniu struktury gleby, detoksykacji szkodliwych substan-
cji, kontroli szkodnikow roslinnych i wzrostu roslin (Wang
i wsp. 2007). Roznorodnos¢ i aktywnosci mikroorgani-
zmow od wielu lat uwazane sa za istotne markery stanu
gleb (Kizilkaya i wsp. 2004; Renella i wsp. 2004; Klimek
i Niklinska 2007; Wang i wsp. 2007). Dane literaturowe
jednoznacznie wskazuja, ze ksenobiotyki, takie jak metale
cigzkie czy herbicydy majg wptyw na aktywnos¢ enzyma-
tyczng grzybow i bakterii. W matych stgzeniach substancje
te mogg dziata¢ stymulujaco, w duzych wykazuja dziata-
nie hamujace (Badura i wsp. 1980; Nowak i wsp. 1999;
Mocek-Ptociniak 2010). Wiele badan wskazuje rowniez,
iz bakterie sg znacznie bardziej podatne na stres wywola-
ny obecnoscig metali cigzkich niz grzyby (Wyszkowska
i Kucharski 2003; Lock 1 Janssen 2005; Klimek 1 Niklinska
2007; Mocek-Ptociniak 2011). Zanieczyszczenie gleb me-
talami ciezkimi stanowi zazwyczaj problem lokalny i jest
efektem intensywnego oddziatywania przemystu wydo-
bywczego, przetworstwa metali, produkcji energii, skta-
dowisk odpaddw, a nawet samego rolnictwa. W skali kraju
podwyzszone zawartosci takich pierwiastkow, jak miedz
i cynk odnotowano odpowiednio w 10,6% i 12,2% gruntow
ornych, jednak na terenie Dolnego Slaska wartosci te wzra-
stajag do 14,4% gruntow ornych wykazujacych co najmniej
podwyzszone zawarto$ci Cu i 24,8% gruntow ornych wyka-
zujacych podwyzszone zawartosci Zn (Karczewska 2008).
Stosowanie chemicznych §rodkéw ochrony roslin ($.0.r.)
jest wspolezesnie jednym z najprostszych i chetnie stosowa-
nych sposobow kontrolowania agrofagéw w uprawach po-
lowych. Wedtug danych Gtownego Urzedu Statystycznego
(Rocznik Statystyczny Rolnictwa 2016) w ostatnich latach
sprzedaz herbicydéw wzrosta z 24 455 ton (rok 2005) do
38 799 ton (rok 2015). Wprowadzanie herbicydéw do gleby
tworzy warunki stresowe nie tylko dla zwalczanej rosliny.
Elementem $rodowiska szczegolnie wrazliwym na dziala-
nie czynnikdw zewnetrznych jest zycie mikrobiologiczne
gleby, ktorego réznorodnos¢ i aktywnos$¢ jest bardzo istotna
W ocenie stanu zanieczyszczenia gruntow (Kizilkaya i wsp.
2004; Renella i wsp. 2004; Klimek i Niklinska 2007; Wang
i wsp. 2007). W ostatnich latach szczegdlna uwage zwraca
si¢ na adiuwanty jako $rodki mogace minimalizowa¢ nega-
tywne oddziatywanie pestycydow na $§rodowisko, w tym na
biologi¢ gleby. Przy ocenie wplywu metali ciezkich i herbi-
cydow na aktywnos$¢ mikrobiologiczng, szczegodlne istotne
jest oznaczenie aktywnosci dehydrogenaz (DH). Jest to bo-
wiem wskaznik intensywnosci metabolizmu oddechowego
zywych, nieuszkodzonych komorek bakterii i promieniow-
cow, bardzo wrazliwy na dziatanie metali cigzkich (Marge-
sin 1 wsp. 2000; Maliszewska-Kordybach i Smreczak 2003;
Mocek-Plociniak 2010).

Celem badan byta ocena wplywu tacznego stosowania
herbicydu zawierajacego chlorotoluron z adiuwantami na
aktywnos$¢ mikrobiologiczng gleby zanieczyszczonej mie-
dzia i cynkiem.

Materiaty i metody / Materials and methods

Stosowano herbicyd Lentipur Flo 500 SC zawierajacy
substancje czynna (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 estrow metylowych kwa-
sow thuszczowych oleju rzepakowego, 80%) produkcji
Zaktad Produkcyjno-Handlowy Agromix, Niepotomice,
Polska i surfaktant Trend 90 EC (oksyetylowany alkohol
izodecylowy, 90%) produkcji DuPont de Nemours S.A.S.,
Paryz, Francja. Gleb¢ do badan pobrano z pola uprawnego
w okolicach Wroctawia z warstwy ornej 0-20 cm. Gleba
charakteryzowata si¢ uziarnieniem pylu gliniastego (piasek
30%, pyt 64%, it 4%), odczynem obojetnym (pH w 1M KCl
7,1), zawartoscia C,, na poziomie 1,23% i nie wykazywa-
fa zanieczyszczenia metalami cigzkimi. Czg¢$¢ pobranej
gleby skazono w warunkach laboratoryjnych solami mie-
dzi (CuSO, x 5H,0) produkcji Chempur, Piekary Slaskie
icynku (ZnSO, x 7H,0) produkcji Chempur, Piekary Slaskie
w dawkach odpowiadajacych IV stopniowi zanieczyszcze-
nia Cu wedtug skali Instytutu Uprawy Nawozenia i Glebo-
znawstwa (514 mg Cu/kg gleby) i II stopniowi zanieczysz-
czenia Zn (455 mg Zn/kg gleby). Do$wiadczenia prowadzo-
no w warunkach kontrolowanych. Gleba o ustalonej wilgot-
nosci (60% mpw) napetniano doniczki o $rednicy 7 i wyso-
kosci 7,5 cm. Liczbe doniczek ustalono jako iloczyn kombi-
nacji wystepujacych w doswiadczeniu (2 warianty skazenia
gleby, 1 herbicyd, 2 adiuwanty), 3 powtorzen i liczby po-
bran (1 doniczka = 1 pobranie). Siarczan miedzi i cynku
aplikowano na glebe w postaci wodnego roztworu w dawce
1,21 g CuSO /kg gleby i 1,13 g ZnSO,/kg gleby. Gleba ska-
zona metalami ciezkimi przed aplikacja herbicydu byta in-
kubowana w warunkach laboratoryjnych przez 14 dni. Po
tym czasie aplikowano na gleby, wedtug ustalonego sche-
matu, herbicyd oraz jego mieszaning z adiuwantami (tab. 1).
Zabieg przeprowadzono w stacjonarnej komorze oprysko-
wej z ruchoma dysza typu TeeJet XR 11003-VS, o wydaj-
nosci cieczy uzytkowej 250 I/ha, przy cis$nieniu roboczym
0,2 MPa. Po opryskiwaniu doniczki inkubowano w komo-
rze klimatycznej (Sanyo MLR-350), w ktorej utrzymywano
warunki odpowiadajace wiosennej aplikacji herbicydu
(dzien 16 h, 20°C, o$wietlenie 14 000 Ix; noc 8 h, 10°C,
bez o$wietlenia). W trakcie trwania doswiadczenia wil-
gotno$¢ gleby byla utrzymywana na stalym poziomie
60% mpw (metodg wagowa). Probki do oznaczen pobierano
w nastepujacych odstgpach czasu: 2 h po aplikacji herbi-
cydu, a nastepnie 1, 6, 8 i 14 dni od aplikacji herbicydu.
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Tabela 1. Schemat do§wiadczenia
Table 1. Design of experiment

. . Dawka — Dose . Opis do rysunku
Obiekt — Object [1, kg/ha] Gleba = Soil Description for figures
- - C C
- - M M
Chlorotoluron 1,25 C C+H
Chlorotoluron 1,25 M M-+H
Chlorotoluron + Atpolan Soil Maxx 16255 C C+H+Al
. 1,25
Chlorotoluron + Atpolan Soil Maxx 05 M M+H+AI1
1,25
Chlorotoluronu + Trend 90 EC 02 C C+H+A2
1,25
Chlorotoluronu + Trend 90 EC 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)
Al — adiuwant olejowy — oil adjuvant
A2 — surfaktant — surfactant

Doboér czasu trwania cksperymentu zostal ustalony na
podstawie badan wiasnych i danych literaturowych wy-
kazujacych, ze po okoto 10-14 dniach od wprowadzenia
do $rodowiska glebowego ksenobiotykéw w postaci her-
bicydow lub metali ciezkich ogdlna aktywno$¢ mikrobio-
logiczna osiaga stabilizacje (Kandeler i wsp. 1996; Shen
i wsp. 2005; Pampulha i Oliveira 2006; Abbas i wsp. 2014;
Zajaczkowska i1 Kucharski 2017). Dla ustalenia wartosci
referencyjnej oznaczono réwniez ilos¢ produkowanych
dehydrogenaz w glebie bez zanieczyszczenia. Ze $wiezego
materiatu glebowego pobrano trzy proby po 2 g i umiesz-

N

TF mg/100 g gleby
TF mg/100 g soil

o1 2 3 4 5 6 7

—e— C

——a--- C+H+A1

8 9 10 11 12 13 14 15
Dni od aplikacji herbicydu — Days after herbicide application

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 aktywnosci mikrobiologicznej w glebie niezanie-

czyszczonej Cu + Zn

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

contamination

czono je w ptaskodennych probowkach polietylenowych,
a nastepnie dodano 1 ml 0,1% siarczanu sodu (Na,SO,)
w celu odtlenienia proby. Do dwdch powtdrzen dodano
3 ml 3% chlorku tréjfenylotetrazolinowego (TTC), nato-
miast do trzeciej probki (Slepej) dodano 3 ml wody destylo-
wanej (H,O destylowana). Probki inkubowano w ciemno-
$ci, w statej temperaturze 37°C przez 20 h. Po tym czasie do
probek dodano 10 ml metanolu w celu przerwania reakcji
i wyekstrahowania powstalego formazanu (TF). Probki od-
wirowywano na wirowce laboratoryjnej MPW 223e przy
obrotach 3500 rpm przez 5 minut. Ciecz znad osadu zbie-

TF mg/100 g gleby
TF mg/100 g soil

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15
Dni od aplikacji herbicydu — Days after herbicide application
—— M —m0mm M+ H

e M+H+AT ... PO M+H+ A2

M — gleba zanieczyszczona Cu + Zn — soil contaminated with Cu + Zn
H — herbicyd — herbicide (chlorotoluron)

A1 — adiuwant olejowy — oil adjuvant

A2 — surfaktant — surfactant

Rys. 2. Zmiany aktywno$ci mikrobiologicznej w glebie zanie-
czyszczonej Cu + Zn

Fig. 2. Change in soil microbial activity in soil contaminated with
Cu+Zn
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rano i oznaczono kolorymetrycznie na spektrofotometrze
Genesys 10 przy dtugosci fali 485 nm. Jednoczesnie wy-
konano krzywa wzorcowa dla stgzen 10, 20, 40, 50, 100 pg
formazanu na ml. Roztwory wzorcowe sporzadzono z for-
mazanu (1,3,5-triphenyltetrazolium formazan) o czystosci
> 90% (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Aktywnos¢ de-
hydrogenazy byta wyrazana w mg powstalego w glebie
formazanu. Wszystkie doswiadczenia prowadzono w 2 se-
riach, a w kazdej z nich wykonano 3 powtdrzenia. Otrzyma-
ne wyniki zostaly opracowane statystycznie w programie
ARM 8 (Gylling Data Managment Inc., South Dakota, USA)
i przedstawione na rysunkach 11 2.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Oddzialywanie §.o.r. na mikroorganizmy glebowe jest
niejednoznaczne. Wielu autorow raportuje zardwno wzrost,
jak 1 spadek aktywnosci mikrobiologicznej po aplikacji
herbicydow. Aplikacja takich substancji, jak acetamipiryd,
chlorpyrifos czy diazinon powodowata wzrost produkcji
dehydrogenaz, natomiast znaczny spadek produkcji tych
enzymow odnotowano po aplikacji glifosatu, bromoksyni-
lu czy acetochloru (Ba¢maga i wsp. 2007; Wolinska 2010;
Jacobsen i Hjelmse 2014). W szczegdlnych przypadkach
herbicydy, jako zwiazki organiczne, moga by¢ wyko-
rzystywane przez bakterie jako Zrodio tatwo dostgpnego
wegla. W literaturze brak jest pelnych informacji dotyczacych
wptywu chlorotoluronu na mikroorganizmy glebowe. Cze$¢
prac pokazuje, ze herbicydy z grupy pochodnych mocznika
mogg stanowi¢ pozywke dla pewnych gatunkow grzybow,
jednak sposrod wszystkich badanych substancji czynnych,
chlorotoluron nie byt najchetniej wykorzystywanym sub-
stratem (Badawi i wsp. 2009). Przebieg zmian aktywnosci
mikrobiologicznej w glebie niezawierajacej metali cigzkich
przedstawiono na rysunku 1. Aktywno$¢ mikrobiologiczna
w glebie niezawierajacej ksenobiotykow, po poczatkowym
niewielkim spadku, utrzymywata si¢ na stalym poziomie
w trakcie trwania do$wiadczenia. Najsilniejsze zahamo-
wanie produkcji dehydrogenaz obserwowano po aplikacji
samego herbicydu, jednak po okoto 12 dniach aktywnos¢
mikrobiologiczna powrdcita do stanu poczatkowego. Apli-
kacja chlorotoluronu z surfaktantem powodowata krotko-
trwaty wzrost aktywnos$ci mikrobiologicznej, a nastepnie jej
spadek do poziomu nizszego niz wyj$ciowy. Przypuszczal-
nie obecnos¢ surfaktanatu w pierwszej chwili uaktywniala
mikroflor¢ zymogeniczng, tym samym krotkotrwale masku-
jac negatywny wplyw herbicydu. Po aplikacji chlorotoluro-
nu z adiuwantem olejowym obserwowano w poczatkowym
etapie trwania do$wiadczenia zahamowanie produkcji DH,
przy czym regeneracja aktywnos$ci mikrobiologicznej naste-
powata znacznie szybciej niz w przypadku zastosowania sa-
mego herbicydu. Zmienno$¢ aktywnosci mikrobiologicznej

w glebie zanieczyszczonej solami miedzi i cynku zobrazo-
wano na rysunku 2. Pomimo, ze aplikacj¢ herbicydu wyko-
nano 14 dni po skazeniu gleby solami Cu i Zn, obserwowano
nadal istotne obnizenie wyjsciowej aktywnosci mikrobiolo-
gicznej. W chwili pojawienia si¢ nadmiernych ilo$ci metali
cigzkich uaktywniaja si¢ trzy mechanizmy prowadzace do
wyksztatcenia tolerancji mikroorganizmoéw na te ksenobio-
tyki: 1 — natychmiast ging gatunki najbardziej wrazliwe,
2 — nastgpuje wybor mechanizmu tolerancji metalu przez
rézne mozliwosci 1 konkurencje organizmow, ktdre prze-
trwaly, 3 — nast¢puje adaptacja organizmoéw rozwinigtych
w zanieczyszczonym srodowisku przez zmiany fizjologiczne
i genetyczne (Lock i Janssen 2005). Obserwowany spadek
produkcji dehydrogenaz moze by¢ efektem procesu adapta-
cyjnego mikroorganizméw do nowych warunkow. Aplika-
cja herbicydu z adiuwantem olejowym powodowata jedynie
nieznaczne obnizenie produkcji dehydrogenaz, a nast¢pnie
wzrost aktywnosci mikrobiologicznej. Aplikacja herbicydu
z surfaktantem powodowata krotkotrwale zahamowanie
aktywnosci DH i szybki powr6t do wartosci wyjsciowe;.
Najmniejsza aktywnoscia mikrobiologiczng odznaczata si¢
gleba tylko z dodatkiem metali cigzkich. Aplikacja same-
go herbicydu powodowala nieznaczny wzrost produkcji
dehydrogenaz. Zaobserwowana réznorodno$¢ reakcji byta
znacznie mniejsza w poréwnaniu do gleby niezawierajacej
zanieczyszczen, najprawdopodobniej na skutek rozwoju
w glebie puli mikroorganizméw bardziej odpornych na wa-
runki stresowe.

Whioski / Conclusions

1. W przeprowadzonych badaniach dodatek Cu i Zn do
gleby byl przyczyna zmniejszenia jej aktywnosci mikro-
biologicznej. Zastosowanie adiuwantow modyfikowato
wptyw herbicydu na t¢ aktywnosc.

2. W glebie pozbawionej zanieczyszczen reakcja mikro-
flory na wprowadzane $.0.r. byta dynamiczna. Zastoso-
wanie adiuwantu olejowego redukowalo negatywne
dziatanie herbicydu i przyspieszalo odbudowe puli
mikroorganizméw uszkodzonych obecnoscig herbi-
cydu. Zastosowanie surfaktantu, w pierwszych dniach
trwania doswiadczenia, znacznie stymulowato aktyw-
no$¢ mikroflory.

3. Stosowanie potaczenia herbicydow i réznego typu adiu-
wantow, w zabiegach przeprowadzanych na glebach
wykazujacych podwyzszone zawarto$ci metali cigzkich,
w caloksztalcie przyczynito si¢ do szybszej regeneracji
aktywnosci mikrobiologicznej. Jednak w przypadku
potaczenia herbicydu z surfaktantem, w pierwszych
3 dniach prowadzenia badan, odnotowano istotne zaha-
mowanie produkcji dehydrogenaz.
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