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BADANIE SKUTECZNOSCI DZIALANIA WYBRANYCH
FUNGICYDOW WZGLEDEM GRZYBA TRICHODERMA VIRIDE
PERSOON EX S.F. GRAY AGGR. NA ROZNYCH PODLOZACH

Z DREWNA
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Oznaczono metoda skryningowa warto$é grzybostatyczng wzgledem Trichoderma viride Persoon ex
S.F. Gray aggr. 6 preparatow (chromowo-miedziowo-borowy, miedziowo-borowy, tlenek tri-n-butylocy-
nowy. chlorek N.N didecylo N.N dimetyloamoniowy. karbaminian 3-jodo-2-propynylbutylowy i tebuco-
nazol) naniesionych na 5 roznych rodzajach probek (drewno lite bukowe I sosnowe, fornir bukowy
sosnowy i brzozowy).

Slowa kluczowe: fungicyd, skryning, Trichoderma viride

WSTEP

Szybkie badania skutecznosci dzialania potencjalnych fungicydéw opieraja si¢
gléwnie na pomiarze ich zdolno$ci hamowania wzrostu i owocowania organizmow te-
stowych (Wazny 1974, Schmidt i French 1979, Wazny i in. 1989). Nie ma jednolitej
procedury badawczej z udzialem mikrogrzybow wywolujacych zjawisko plesnienia,
ktora byla zaakceptowanej przez rézne migdzynarodowe instytucje. Poszczegolne te-
chniki zmierzajace do szybkiego oznaczenia progu toksycznosci substancji chemicz-
nej roznig si¢ migdzy soba przebiegiem badania, czasem potrzebnym do jego wykona-
nia oraz sposobem oceny aktywnosci biocydowej. W zaleznosci od wybranej metody
badawczej uzyska¢ mozna rozna skutecznosé tego samego fungicydu (Wazny, Grea-
ves i Cookson 1988, Lutomski, Gandecki i Cofta 1997). W przypadku grzybow
wywolujacych rozklad szary stwierdzono zaleznos¢ skutecznosci dzialania fungicy-
doéw od gatunku drewna. Grzyby powodujace ten typ degradacji drewna lepiej
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rozkladaja drewno gatunkow lisciastych niz iglastych. Miedzy innymi prace Hulme
i Butchera (1977) wykazaly zalezno$¢ skutecznosci preparatu chromowo-miedzio-
wo-arsenowego (CCA) od gatunku drewna. Autorzy zauwazyli, iz na wartos¢ grzybo-
bojeza impregnatu CCA ma wplyw chemiczna budowa poszczegolnych gatunkow
drewna. Kolejnym czynnikiem, odpowiedzialnym za toksycznosé fungicydow jest
zdolnoé¢ do latwego przyswajania zwigzkoéw wysoko energetycznych takich jak
monosacharydy. Podobne zjawisko asymilacji prostych cukrow przez mikrogrzyby
zachodzi w trakeie porastania drewna przez te mikroorganizmy. W zwigzku z tym
w badaniach z udziatem Trichoderma viride Persoon ex S.F. Gray aggr. przebadano,
jaki jest wptyw budowy chemicznej materialu bedacego nosnikiem fungicydu na to-
ksycznosé testowanej substancji. W tescie mykologicznym jako no$nika uzyto drewno
sosny i buka. Probki wykonano rowniez z forniru czyli drewna poddanego procesowi
obrobki hydrotermicznej jako wariant uwzgledniajacy wzbogacenie materiatu ligno-
celulzowego w cukry proste (Prosifiski 1984).

MATERIAL | METODYKA

Badaniom poddano 6 biocyddw, (tabela 1) dla kiérych wyznaczono wartos¢ grzybosta-
tyezng w stosunku do mikrogrzyba Trichoderma viride Persoon ex S.F. Gray aggr.

Grzyb uzyskano z kolekeji Instytutu Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Politechniki
Lodzkicj. W badaniu zastosowano nastgpujace nosniki fungicydow jako materialy do wykona-
nia probek: fornir sosnowy, bukowy, brzozowy (wyprodukowany przez Orzechowskie Zaklady
Przemyshu Sklejek w Orzechowie) oraz drewno lite sosnowe (Pinus sylvestris L.) i bukowe (Fa-
gus sylvatica L.). Wszystkie probki posiadaly wymiary 40 x 40 mm. Grubos¢ probek dla po-
szezegdlnych surowcow wynosila: dla drewna litego 4 mm, dla forniru sosnowego 0,68 mm,
bukowego 0,54 mm i brzozowego 0,52 mm. Probki uzyte w badaniach zostaly wyrobione z jed-
nej partii surowca. Celem lepszej ich charakterystyki wszystkie materialy lignocelulozowe zo-
staly poddane analizie chemicznej na zawarto$é: celulozy -oznaczenic przeprowadzono metoda
Seiferta wg PN-74/P-50092, pentozanow - oznaczenie przeprowadzono metoda posrednia ozna-
czajac furfural przy pomocy floroglucyny, ligniny-oznaczenic przeprowadzono metoda Tappi
T-13m-54. substancji rozpuszezalnych w 1% NaOH roztworze wodnym, substancji rozpusz-
czalnych w mieszaninic alkoholowo-benzenowej (Prosiniski 1984). Wyniki skladu chemicznego
uzytych w badaniu podlozy zamieszczono w tabeli 2.

Dziatanie grzybostatyczne fungicydow zamieszczonych w tabeli 1 wzgledem organizmu te-
stowego wyznaczono metoda opracowany przez Waznego (1974). Oznaczono stgzenic fungi-
cydu w nosniku, przy ktérym uzyte grzyby nie rozwijaly si¢ na probkach lub wytwarzaly ma-
ksymalnic 2 mm stref¢ inhibicji na pozywce agarowej wzbogaconej solami Czapek-Doxa.
Stezenie to wyrazono w kg/m’ suchej masy testowanego zwigzku w jednostee objetosci nosni-
ka. Probki nasycono roztworami badanych fungicydéw metoda moczenia w czasie 24h, w czte-
rech powtdrzeniach na jedno stezenic. Zaimpregnowane probki sezonowano przez dwa tygod-
nie w warunkach laboratoryjnych. W badaniach uzyto plytek Petriego o $rednicy 120 mm
i wysokosci 20 mm, do ktérych nalewano w aseptycznych warunkach wysterylizowang pozyw-
ke w ilosci 25 em’. Probki poddane zostaly sterylizacji w autoklawie w temperaturze 110°C,
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Tabela |
Table 1
Badane fungicydy
Tested lungicides
Nazwa chemiczna Synonim Rozpuszczalnik Producent
Chemical name Symbol Solvent Producer
Preparat modelowy typu CCB CCB Woda R
Test formulation CCB type Water
Preparat handlowy typu CB cB Woda Hickons - Anglia
Commercial formulation CB type Water
Tlenek tri-n-butylocynowy Aceton Schering
Tri-n-butyltin oxide TBTO Acetone Industri;jChemikalien
iemcy
Chlorek N,N dimetylo N,N didecylo Wod
amoniowy DDAC oca Lonza AG Szwaijcaria
NN dimethyl, N.N didecylamonium Water
chloride B
3-jodo-2-propynylbutylo karbaminian IPBC Alkohol etylowy Bayer - Niemcy
3-iodo-2-propynyl buthyl carbamate Ethyl alcohol
«-[2-(4-chlorafenyl)etyl]-o-(1,1
—dimetyletyl)-1H-1,2 4-triazol-1-etanol Tebuconazol TEB | Alkohol etylowy Bayer - Niemc
«-[2-(4-chlorophenyl)etyl]-a-(1,1 Tebuconazole Ethyl alcohol ¥ 4
—dimetyletyl)-1H-1,2 4-triazole-
-1-ethanol

ktéra utrzymywano przez 20 min. Nastgpnie w aseptycznych warunkach wylozone one zostaly
na sterylne pozywki znajdujace si¢ w plytkach Petriego. Po 24 h przeprowadzono inokulacje,
wodna zawiesing zarodnikow 7. viride za pomoca rozpylacza kosmetycznego. Zarodniki otrzy-
mano z czystych hodowli grzybow testowych pomiedzy 14 a 21 dniem ich wzrostu na podlozu
agarowym z dodatkiem soli mineralnych wg Czapck —Doxa. Dzigki regulacji wody destylowa-
nej otrzymano stezenie zarodnikéw okolo 2,5 x10° w 1 em’. llosé zarodnikow sprawdzono
w komorze Thoma. Badanie trwalo przez 2 tygodnie przy wzglednej wilgotnosci powietrza
95 + 5% i temperaturze 28+ 1°C.

WYNIKI

Wyniki uzyskane dla poszczegolnych rodzajow podlozy zamieszezono w tabeli 2.
Umozliwiajq one oceng skutecznosci dzialania fungicydu testowanych zwiagzkow
w zaleznos$ci od rodzaju nosnika uzytego w badaniu 1 uszeregowania skutecznosci
dzialania poszczegolnych fungicydow.

Najslabsze dzialanie grzybostatyczne odnotowano dla impregnatow zawierajgcych
w swoim skladzie zwiazki miedzi. Wyniki wskazuja, ze ich aktywnosc byla od kilku



92 GRZEGORZ COFTA. BARTLOMIE] MAZELA
Tabela 2
Table 2
Charakterystyka chemiczna probek uzytych w badaniach
Chemical characteristic of the samples
! Paodloze
L Substrate
Skiadniki | Drewno Fornir Fornir Drewno Fornir
Components 1 bukowe bukowy | brzozowy sosnowe sosnowy
| Beech Beech Birch veneer | Pine wood | Pine veneer
| wood veneer
[%]
Gelnloza 42,36 39,94 41,70 47,91 48,16
B Cellulose
PesiEzany 20,51 22,59 2363 13.10 11,16
Pentosans
g 22,67 25,32 19,31 26,57 26.91
Lignin
Mieszaninie
alkoholowo |
Substancje | —benzenowej | 213 2,35 333 3,74 445
rozpuszczal- | Mixture ethyl
new alcohol and
Substanes benzene
soluble in Wodnym
roztworze
1,0% NaOH 13,31 11,91 13,72 10,10 9,85
Water solution
1% NaOH

do prawie 550 razy mniejsza w porownaniu z pozostatymi przebadanymi fungicyda-
mi. Prawidtowosc ta jest zauwazalna dla wszystkich rodzajow materiatow z jakich wy-
konano probki. Najlepsze wiasciwodci grzybostatyczne stwierdzono w tescie mykolo-
gicznym dla tlenku tributylocynowego i karbaminianu (IPBC). Sa to zwigzki o znanej
skutecznosci nie tylko wzglgdem mikrogrzybéw wywotujacych plesnienie drewna ale
rowniez wzgledem grzybow rozkladajacych drewno (Hof 1969, Reinprecht 1996,
Gruening 1996, White, Tobin i Cooney 1999). Badania Kirka (1969) wykazaly row-
niez duzg skutecznosé¢ TBTO. Testowat on caly szereg srodkow ochrony drewna oraz
pojedyncze fungicydy metoda pozywkowo-agarowa stosujac grzyby rozktadu szarego
i plesniowego. W badaniach wykazal, ze najbardziej skutecznym wsrod nich srodkiem
jest tlenek tributylocynowy. Aktywnos¢ tego zwiazku przewyzszala nawet 1000 krot-
nie impregnaty solne oparte na zwiazkach arsenu, fluoru i chromu.

Najwyzsza skutecznos¢ odnotowano dla wariantu, w ktérym probki z litego drew-
na bukowego byly nasycone TBTO.
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Tabela 3
Table 3
Wartosci grzybostatyczne testowanych fungicydow na roznych podlozach
Fungitoxic value of tested fungicides on the different bases
Fungicyd
Nosnik - __ Fungicide -
Base CCB CB | TBTO l DDAC 1 IPBC ] TEB
[kg/m’]
Drewno sosnowe 17.91 18,66 0.34 223 0,55 231
Pine wood (2,50) (5,00) (0,25) (0.75) (0,25) (1,00)
Drewno bukowe | 50,46 42 45 0,03 3,23 1,62 4.82
Beechwood |  (7.50) (10.00) (0,02) (0,75) (0,50 (1,50)
Fomnir sosnowy | 93,2 6942 | 224 24.26 0,37 3.32
Pine veneer {15,00) (10,00) | (0,75 (4.00) (0,10) (1.00)
Fornir. Bukowy 59,4 11364 | 039 36,1 0.21 6.81
Beech veneer (10,00) (15,00 (0,08) (5.00) (0,05) (1.25)
Fornir brzozowy 73,88 106,4 0,50 22,59 0,39 4,39
Birch veneer (15,00) (15,00) (0,12) (4,00) (010) | (1,00

*- w nawiasach podano st¢zenie roztworu
*-in brackets are given obtained concentration of solution

Oznaczona aktywno$¢ biocydowa testowanych fungicydow nie wskazuje jednoz-
nacznie konkretnego rodzaju noénika przy uzyciu ktérego skutecznos¢ preparatu byla
zdecydowane najwigksza lub najmniejsza. Na podstawie otrzymanych wynikow moz-
na jedynie przypuszczac, iz aktywnosé fungicydu uzalezniona jest od rodzaju nosnika
uzytego w badaniu. Probki wykonane z drewna litego gatunku lisciastego wymagaly
nasycenia wigksza ilosciq badanego preparatu w poréwnaniu z drewnem gatunkdow
iglastych. Zjawisko to odnotowano w prawie wszystkich przypadkach. Wyjatek stano-
wil wariant z pochodna cynoorganiczng (TBTO). Wigkszg skuteczno$é¢ fungicydow
w przypadku drewna sosny mozna tlumaczy¢ wigksza zawartoscig substancii pokar-
mowych lepiej przyswajalnych przez organizm testowy w drewnie bukowym niz
w drewnie sosnowym. W badaniu z uzyciem jako nosnika fornirow stwierdzono dla
dwoch preparatow (TBTO 1 chromowo-miedziowo-borowy) zjawisko odwrotne od
wyzej opisanego. W tescie mykologicznym karbaminian (IPBC) okazal si¢ fungicy-
dem o najbardziej wyrownanej aktywnosci niezaleznie od rodzaju materiatu z jakiego
wykonano probki. Pozostale badane zwigzki wykazaly wigksza skutecznosé dla forni-
ru sosnowego (preparat miedziowo-borowy) wzglednie byta ona wyrownana dla for-
niru sosnowego i1 brzozowego (DDAC i tebuconazol).

W metodach z uzyciem forniréw wartosci grzybostatyczne badanych fungicydow
byly na ogot wyzsze od uzyskanych na probkach wykonanych z drewna litego (tabela 4).
Wylaczajac z analizy IPBC to stosunek wartosci w metodzie z drewnem litym do ba-
dania z fornirem wynosit od 1.2 do 16. Oznacza, iz fungicydy zabezpieczajace forniry
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Tabela 4
Table 4

Pordwnanie wynikow badan wlasciwosci grzybostatycznych testowanych fungicydow
uzyskanych na roznych podlozach z drewna

Fungitoxic values comparison of tested fungicides on different wooden bases

Fungicyd Drewno Fornir Drewno Fornir Fornir
sosnowe s0Snowy bukowe bukowy brzozowy
| Fungicide Pine wood Pine veneer Beechwood | Beech veneer | Birch veneer
| CCB 1 5,2 1 1,2 1,5
. cB 1 3.7 1 2,7 25
TBTO A 6.6 1 13 16,7
i DDAC 1 11,0 1 11,2 7.0
! IPBC 1 0,7 1 0.1 0,2
. TEB 1 1.4 1 14 0.9

przed T. viride posiadaly mniejszq skuteczno$¢ w poréwnaniu z przypadkiem kiedy
chronily drewno lite. W przypadku karbaminianu stwierdzono odwrotne zjawisko.
Blizsze dane charakteryzujace zaleznosci poszczegdlnych wariantow zamieszczono
w tabeli 4. Roznice w skutecznosci badanych fungicydéw moga wyplywac z samego
przygotowania surowca na probki. Forniry wytwarzane sq z drewna poddanego proce-
sowi parzenia. W wyniku tego pojawiajg sig¢ cukry proste z nisko spolimeryzowanych
substancji weglowodanowych. Potwierdzila to analiza chemiczna ekstrakcji fornirow
i drewna litego 1% wodnym roztworem NaOH. Wsrod przebadanych fungicydow od-
notowano najwigksze zroznicowanie aktywnosci biocydowej dla DDAC zabezpie-
czajacego fornir w zestawieniu z drewnem litym. Przyczyng tego zjawiska upatrywac
mozna w mechanizmie dzialania biologicznego oraz wzajemnych relacjach nosnika
i fungicydu (Kedzia i in. 1984, Brycki 1996). Pojawiajace si¢ substancje chemiczne
w trakcie hydrotermicznej obrobki drewna moga powodowac dezaktywacje czawarto-
rzedowej soli amoniowe], ktorej dziatanie opiera si¢ na whasciwosciach powierzch-
niowo-czynnych.

PODSUMOWANIE

Zastosowana technika badawcza wykazuje bardzo wyrazne zaleznosci calego
ukladu: grzyb — no$nik substancji badanej — fungicyd. Na podstawie uzyskanych ta
metoda wynikow mozna uchwyci¢ roznice aktywnosci testowanych substancji wyni-
kajace z rodzaju materiatu lignocelulozowego, z jakiego wykonano probki do badan.
W przypadku kiedy T viride atakuje fornir mamy do czynienia z wigksza odpornoscia
grzyba na testowany fungicyd. Przyczyna tego zjawiska moze by¢ naruszona struktura
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chemiczna $ciany komorkowej drewna podczas hydrotermicznej obrobki, jaka zacho-
dzi w czasie wytwarzania fornirow.

Wyniki badan wskazujg rowniez, iz wrazliwosé organizmu testowego moze by¢
uwarunkowana mechanizmem dzialania grzybostatycznego biocydu.

Kryterium oceny skutecznosei dzialania fungicydu zastosowane w tym badaniu
uniemozliwia stwierdzenie zjawiska nabywania opornosci przez T. viride lub jego
zdolnosci do detoksykacji fungicydu.

Praca wplyngla do Redakeji w maju 2001
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EFFECTIVENES EXAMINATION OF THE SELECTED FUNGICIDES
AGAINST TRICHODERMA VIRIDE PERSOON EX S.F. GRAY AGGR.
ON THE DIFFERENT WOODEN BASES

Summary

The fungitoxic value of 6 different wood preservatives (tests formulation CCB type. commercial for-
mulation CB type, Tri-n-butyltin oxide, N.Ndimetyl.N,Ndidecylamonium chloride, 3-iodo-2-propynyl bu-
tyl carbamate tebuconazole) against 7. viride was determined in the screening test. The tested fungicides
were put on 3 different types of the base (solid beech and pine wood, beech, birch and pine vencer). The re-
sults show that TBTO and 1PBC were the most efective fungicides regardless of the base. It was stated, that
biocidal activity of tested fungicides was lower in the case of veneers than in the solid wood.
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