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Abstract: The experiments testing the toxicity of glyphosate Roundup® formulation were conducted on the natural 
microphytobenthic communities collected from the Gulf of Gdansk. The toxic effect of glyphosate was assessed by 
changes in the biomass of microphytobenthos cells [mm3 · ml-1], chlorophyll a concentration and reduction of efficiency 
of photosystem II. Negative impact of glyphosate on microphytobenthic communities, both at the cellular and 
population scale, was determined. Hence it can be concluded that certain concentrations of the herbicide Roundup 
(glyphosate – active substance), in the marine environment may adversely impact natural microphytobenthic 
communities, and in consequence also other elements of the ecosystem. 
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Wprowadzenie 
 
Monitoring reakcji organizmów na substancje poten-
cjalnie toksyczne wprowadzane do ekosystemu to ważny 
element kontroli jakości środowiska. W pracy podjęto 
się oceny kondycji prób naturalnego mikrofitobentosu 
Zatoki Gdańskiej, który poddano wpływowi glifosatu w 
postaci preparatu chwastobójczego Roundup®.  
Glifosat jest substancją aktywną stosowaną w 
nieselektywnych herbicydach, to związek niezwykle 
skuteczny, który ma szerokie spektrum aktywności 
biologicznej. Wzrost potencjalnego narażenia na glifosat 
organizmów oraz rozwój molekularnych metod badań 
przyczyniają się do wzrostu badań tej substancji 
zarówno w kontekście jej aktywności biologicznej jak i 
powstających metabolitów glifosatu [12]. Glifosat jest 
wykorzystywany do produkcji herbicydów, w skład 
których wchodzi obok substancji aktywnej wiele 
substancji pomocniczych. Popularność herbicydu 
Roundup® wzrosła wraz rozpowszechnieniem w 

ostatnich latach upraw roślin modyfikowanych gene-
tycznie [28]. Bardzo ważne jest zatem badanie łącznego 
działania substancji czynnej – glifosatu i pozostałych 
składników preparatu, ponieważ jest to postać, na którą 
środowisko naturalne jest narażone najczęściej. 
Pod względem chemicznym glifosat jest N-fosfono-
metyloglicyną, czyli pochodną kwasu fosfonowego, w 
której jeden z atomów wodoru grupy metylowej bez-
pośrednio połączonej z fosforem został zastąpiony przez 
glicynę [24]. Glifosat charakteryzuje się dużą hydro-
filnością, a jego rozpuszczalność wynosi 10–15,7 g·l-1 w 
temperaturze 25°C [22]. Glifosat po przedostaniu się do 
rośliny hamuje np. produkcję enzymu syntetazy EPSP 
(5-enolopirogroniano-szikimo-3-fosforanu). 
Zahamowanie aktywności tego enzymu zatrzymuje 
tworzenie przez rośliny aminokwasów aromatycznych, 
które są ważne dla ich wzrostu oraz wchodzą w skład 
wielu barwników roślinnych [7]. Na budowie i aktyw-
ności chloroplastów odbija się zmniejszona ilość lub 
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brak barwników fotosyntetycznych [30]. Dodatkowo 
glifosat powoduje desykację roślin [24].  
Aktualnie prowadzi się wiele badań poszerzających 
wiedzę o stanie i zagrożeniach środowiska wodnego. Do 
Morza Bałtyckiego w wyniku działalności człowieka 
trafia wiele substancji chemicznych, które w różnym 
stopniu mogą przyczyniać się do pogarszania stanu 
akwenu. Dotychczas najczęściej prowadzone są badania 
ekotoksykologiczne opierające się na pojedynczych 
monokulturach i szczepach glonów [4, 13, 14, 15, 23]. 
Są one niezwykle cenne, jednak dają informację na 
temat reakcji nielicznych, wybranych organizmów. 
Dopiero badania uwzględniające całe zbiorowiska 
umożliwiają poznanie odpowiedzi wielu organizmów w 
pełniejszy sposób. W związku z tym w badaniach 
podjęto się przeprowadzenia testów toksykologicznych 
na całych zbiorowiskach mikrofitobentosu pozyskanych 
ze środowiska. Dostarczenie informacji na temat reakcji 
całej formacji na substancję toksyczną, jaką mogą być 
np. wybrane stężenia glifosatu w postaci preparatu 
Roundup®, może przyczynić się do lepszego zrozu-
mienia odpowiedzi środowiska naturalnego na wprowa-
dzane substancje pochodzenia antropogenicznego. 
 
Materiały i metody 
 
Materiał wykorzystywany w testach ekotoksykologicz-
nych stanowiły próby zbiorowiska mikrofitobentosu 
pozyskane ze środowiska naturalnego. Panel hodowlany 
eksponowano w środowisku przez okres 14 dni w lipcu 
2015 roku. Zestaw ze szkiełkami umieszczano na 
głębokości do 2 metrów w odległości ok. 300 m od 
brzegu w rejonie molo w Sopocie. Następnie szkiełka 
wyjmowano, umieszczano w komorze transportowej i 
przenoszono do laboratorium.  
W pierwszym etapie prac laboratoryjnych mikrofito-
bentos zeskrobywano z porośniętych szkiełek, homoge-
nizowano i rozdzielano do 200 ml kolb Erlenmeyera. 
Aklimatyzację zbiorowisk przeprowadzano w komorze 
termostatycznej w ciągu 72 godzin. Warunki w komorze 
termostatycznej były zbliżone do tych aktualnie panu-
jących w środowisku, zatem wartości temperatury i 
zasolenia ustalano każdorazowo na podstawie wyników 
badań przeprowadzonych in situ. Warunki świetlne 
zgodne były ze standardami hodowli mikroorganizmów 
roślinnych utrzymywanych w warunkach laboratoryj-
nych tj. natężenie napromieniowania sztucznym źródłem 
światła PAR wynosiło 60 μmol fotonów m2s-1, a foto-
period L:D 16:8. Warunki świetlne uzyskano poprzez 
zastosowanie sztucznego źródła światła – lamp haloge-
nowych Phillips (OSRAM L 36W/640-1). 
Po okresie aklimatyzacji do zbiorowisk w kolbach 
dodawano odpowiednie stężenia roztworu glifosatu w 
postaci preparatu Roundup®, aby ostatecznie otrzymać 
testowane stężenia 0,042 g·dm-3, 0,85 g·dm-3 i 8,5 g·dm-3. 
Dla każdego stężenia wykonano trzy powtórzenia. 
Badania analizowanych wskaźników kondycji orga-
nizmów przeprowadzano po 1 i 7 dniach od momentu 
rozpoczęcia ekspozycji na działanie glifosatu. Wśród 
wskaźników zmian zachodzących z badanych zbioro-

wiskach wykorzystano narzędzia stosowane pow-
szechnie w badaniach ekotoksykologicznych: zmiany w 
składzie taksonomicznym i strukturze zbiorowisk, kon-
centrację barwnika fotosyntetycznego (chlorofil a) oraz 
wydajność kwantową fotosystemu II (fluorescencja). 
Obserwację zmian w składzie i strukturze zbiorowisk 
mikrofitobentosu przeprowadzono z wykorzystaniem 
mikroskopu Nikon Eclipse 80i wyposażonego w kamerę 
Nikon DSU2. Biomasę komórek obliczano na podstawie 
wzorów stosowanych do obliczania objętości brył 
odpowiadającym kształtom komórek [11]. Do analizy 
koncentracji barwników fotosyntetycznych zastosowano 
metodę spektrofotometryczną z wykorzystaniem 
spektrofotometru firmy Beckman. Materiał do ekstrakcji 
barwników przygotowano według metodyki podane w 
pracy [29]. Stężenia barwników wyliczono z wyko-
rzystaniem wzorów opracowanych przez Jeffrey’a i 
Humphrey’a [9]. W przeprowadzonych doświadczeniach 
do pomiaru fluorescencji zastosowano metodę pulsa-
cyjnej modulacji amplitudy (PAM), do której użyto 
fluorymetru firmy Hansatech FSM-1 [2]. Przed pomia-
rami fluorescencji, jednakowe ilości roztworu tj. 5 ml 
pobrano z hodowli właściwych i przesączono przez 
sączki z bibuły szklanej Whatman GF/C. Następnie 
sączki dodatkowo pokryto cienką warstwą roztworu 
pobranego z hodowli w celu zapewnienia środowiska 
płynnego i umieszczano w termostatyzowanej komorze 
DW2/2. Przed rozpoczęciem pomiarów próby przetrzy-
mywano w ciemności przez 15 minut [2].  
Do obróbki uzyskanych danych wykorzystano program 
MS Excel. Do wykonania analiz statystycznych 
zastosowano metody zawarte w pakiecie komputerowym 
STATISTICA wersja 10. 

 
Wyniki 
 
W teście prowadzonym na próbach naturalnego zbio-
rowiska mikrofitobentosu poddanego działaniu glifosatu 
w stężeniu 0,042 g·dm-3 w pierwszej dobie zaobserwo-
wano zmniejszenie biomasy komórek w stosunku do 
kontroli do wartości 53%. W siódmej dobie biomasa 
testowanych zbiorowisk była podobna i miała wartości 
56%. W stężeniu  0,85 g·dm-3 glifosatu w siódmej dobie 
obserwowano biomasę zbiorowisk na poziomie 35% w 
stosunku do roztworu kontrolnego. Największe zmniej-
szenie biomasy (17% w stosunku do roztworu kontrol-
nego) obserwowano w siódmej dobie w stężeniu 8,5 
g·dm-3 (rys. 1). 
W trakcie testów analizowano też koncentrację barwnika 
fotosyntetycznego – chlorofilu a. W stężeniu glifosatu 
0,042 g·dm-3 wartości chlorofilu obserwowano na pozio-
mie około 76% w stosunku do roztworu kontrolnego). W 
stężeniu 0,85 g·dm-3 od pierwszej doby testów obserwo-
wano zmniejszanie się wartości koncentracji chlorofilu i 
było ono większe od omówionego powyżej. W naj-
wyższym testowanym stężeniu już od pierwszej doby 
wartości tego parametru wynosiły jedynie ok. 30% 
wartości w roztworze kontrolnym i utrzymywały się na 
tym poziomie (rys. 2).  
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Rys.1. Zmiany w wartościach biomasy zbiorowisk mikrofitobentosu w stężeniach glifosatu w postaci preparatu Roundup® 
wyrażone, jako procent biomasy w stosunku do kontroli w kolejnych dobach eksperymentu (na wykresie przedstawiono zakres 

wartości odchylenia standardowego). 
 
 

 
 

Rys. 2. Zmiany w koncentracji chlorofilu a w kolejnych dobach eksperymentu w zastosowanych stężeniach glifosatu w postaci 
preparatu Roundup® wyrażone jako procent stężenia chlorofilu a w stosunku do kontroli w kolejnych dobach eksperymentu (na 

wykresie przedstawiono zakres wartości odchylenia standardowego). 
 
 
Ostatnim testowanym parametrem pozwalającym na 
ocenę kondycji badanych zbiorowisk była maksymalna 
wydajność fotosystemu PSII. W trzech badanych roz-
tworach glifosatu w siódmej dobie obserwowano 

maksymalną wydajność fotosystemu PSII na podobnym 
poziomie około 60% w stosunku do roztworu 
kontrolnego (rys. 3).  
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Rys. 3. Zmiany w maksymalnej wydajności kwantowej fotosystemu II w zastosowanych stężeniach glifosatu w postaci preparatu 
Roundup® w kolejnych dobach eksperymentu wyrażone jako procent wydajności kwantowej fotosystemu II w stosunku do kontroli 

w kolejnych dobach eksperymentu (na wykresie przedstawiono zakres wartości odchylenia standardowego). 
 
 
Podsumowanie 
 
Postępujące uprzemysłowienie rolnictwa powoduje 
wykorzystywanie coraz większych ilości herbicydów, 
które mogą wywoływać niepożądane skutki w ekosys-
temach wodnych [17], na przykład powodując niedobory 
tlenu lub spadek produkcji pierwotnej [3, 6, 31]. Podjęte 
badania pozwoliły na przetestowanie wpływu powszech-
nie stosowanego herbicydu na całe zbiorowisku mikro-
fitobentosu pozyskane z naturalnego środowiska. W 
testach zastosowano herbicyd Roundup® w skład, 
którego wchodzi glifosat, który ma szerokie spektrum 
biologicznej aktywności. Substancja ta jest niezwykle 
skuteczna, mechanizm działania obejmuje hamowanie 
jednego z podstawowych szlaków metabolicznych roślin 
[26] zakłóca, bowiem proces fotosyntezy poprzez zaha-
mowanie aktywności enzymu syntetazy EPSP (5-enolo-
pirogroniano-szikimo-3-fosforanu) [7]. 
Dotychczas testy ekotoksykologiczne dawały informację 
o reakcji pojedynczych szczepów glonów w warunkach 
laboratoryjnych na działanie różnorakich substancji. 
Podjęte badania miały na celu wykazanie toksycznego 
działania glifosatu w postaci preparatu Roundup® na 
całym zbiorowisku mikrofitobentosu pozyskanym z 
Zatoki Gdańskiej. Poprzez zastosowanie różnorodnych 
wskaźników wykazano negatywny wpływ glifosatu na 
badaną formację na poziomie zarówno komórkowym jak 
i populacyjnym.  
W rejonie Bałtyku nielicznie prowadzono prace, które 
wykorzystywały jedynie zbiorowiska wykształcające się 
w zasoleniu charakterystycznym dla wód morskich 32-
36 PSU [1, 25]. Badania zbiorowisk mikrofitobentosu 
pozyskiwanego w rejonie Zatoki Gdańskiej o zasoleniu 
oscylującym wokół 7 PSU będzie interesującym wkła-

dem w dotychczasową wiedzę. Niskie zasolenie wpływa 
negatywnie na funkcjonowanie organizmów i skutkuje 
m.in. zubożeniem zbiorowisk tam się rozwijających, stąd 
uzyskane wyniki badań mogą stanowić istotny wkład w 
stan wiedzy na temat reakcji zbiorowisk mikrofito-
bentosu pod wpływem substancji wprowadzanych przez 
człowieka do środowiska.  
W testach badających wpływ herbicydu Roundup® na 
mikroorganizmy roślinne [16] prowadzonych przez 
okres 3 dni przy stężeniu 0,0021 g·dm-3 Roundupu® 
obserwowano zmniejszenie się o 50% biomasy zielenicy 
Selenastrum capricornutum, a wartość NOEC (ang. no 
observed effect level) wynosiła zaledwie 0,00073 g·dm-3. 
W pracy [27] wykazano, iż w trakcie 96 godzin prowa-
dzenia testów stężenie 0,1 g·dm-3 glifosatu powodowało 
całkowite zahamowanie wzrostu Scenedesmus 
quadricauda. Natomiast w pracy [8] wskazano, że w 
badaniach prowadzonych przez okres 7 dni, gatunek 
zielenicy Chlorella pyrenoidosa jest bardziej odporny na 
działanie tego preparatu, ponieważ EC50 dla tego ga-
tunku wynosi 0,189 g·dm-3. W niniejszych badaniach 
stężenie 0,042 g·dm-3 wywoływało zmniejszenie bioma-
sy zbiorowisk o ok. 50% w siódmej dobie testów, a 
znacznie wyższe stężenie 8,5 g·dm-3 powodowało 
zmniejszenie biomasy zbiorowisk do wartości 18% w 
stosunku do roztworu kontrolnego. Obserwowane 
różnice w koncentracji chlorofilu a w testowych ho-
dowlach pod wpływem działania glifosatu, mają po-
dobny charakter jak zmiany biomasy. Spowodowane jest 
to faktem, iż glifosat hamuje produkcję enzymu syn-
tetazy EPSP, a tym samym powodując zahamowanie 
wytwarzania przez rośliny aminokwasów aromatycz-
nych, które są bardzo ważne dla ich wzrostu i wchodzą 



Zuzanna Sylwestrzak,  Aleksandra Zgrundo,  Filip Pniewski,  Katarzyna Lejk,  Adam Latała  
 

Technical Issues  2/2017 33

w skład wielu barwników roślinnych, flawonoidów i 
antocyjanin [7].  
Wyniki uzyskane na podstawie pomiaru fluorescencji 
potwierdziły również długofalowy negatywny wpływ 
glifosatu na sprawność fotosyntezy w tym wypadku wy-
dajność fotosystemu II (parametr Fv/Fm). Interesującym 
jest fakt, iż Roundup® może być źródłem węgla lub 
azotu i w niewielkich stężeniach stymulować wzrost 
komórek mikroglonów [19, 21]. W podjętych badaniach 
potwierdzono to poprzez zmierzony wzrost fluorescencji 
w pierwszej dobie w stężeniach 0,042 g·dm-3 oraz 
0,85 g·dm-3. Pomimo to glifosat długofalowo nega-
tywnie oddziałuje na zbiorowiska mikrofitobentosu. W 
testowanych stężeniach najniższą wartość Fv/Fm zaobser-
wowano w siódmej dobie testu (ok. 60% w stosunku do 
roztworu kontrolnego). Obniżenie aktywności foto-
syntezy poprzez zmniejszoną wydajność PSII może być 
spowodowane hamowaniem syntezy białek w chloro-
plastach [20]. W badaniach nad toksycznością innego 
herbicydu bentazonu na morską okrzemkę Skeletonema 
costatum wykazano, iż zmniejszenie się wartości Fv/Fm 
następuje znacznie szybciej niż zahamowanie wzrostu 
glonów co potwierdza doniesienia, że Fv/Fm jest 

parametrem bardziej wrażliwym niż hamowanie wzrostu 
lub zmiany w biomasie [18]. Stąd podkreśla się 
znaczenie maksymalnej wydajności fotosyntezy jako 
parametru, który odzwierciedla stres fizjologiczny 
organizmu jednokomórkowego [5, 10]. 
Glifosat skutecznie niszczy niepożądane chwasty w 
uprawach, jednak niezwykle istotne jest to, aby 
zrozumieć wpływ tej substancji na organizmy inne niż 
docelowe, szczególnie na organizmy wodne [31]. W 
dalszym ciągu nie zweryfikowano wystarczająco 
wpływu tej substancji na rozwój organizmów wodnych. 
Stąd, aby uzyskać bardziej jednoznaczne informacje 
dotyczące toksyczności tego herbicydu powinno się 
prowadzić dalsze eksperymenty na szerokim spektrum 
organizmów roślinnych, również morskich. Pomimo, iż 
Roundup® jest nietrwałym związkiem w środowisku, 
niezwykle istotny jest fakt, że działa toksycznie na 
organizmy wodne zarówno roślinne jak i zwierzęce, 
powodując długotrwałe zmiany w ekosystemie. Wzrost 
użycia związków herbicydowych niesie ze sobą 
konieczność prowadzenia szerszych badań dotyczących 
wpływu tych substancji na różne układy ekologiczne.  
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