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NORMA BRANtOWA BN-65 
Pestycydy 

WYROBY PRZEM YSlU Oznaczanie biologiczne skuteczności 6052-05 
CHEMICZNEGO owadobójczych fosforoorganicznych 

koncentratów emulgujqcych- o działaniu 
układowym na przędziorku chmielowcu 

(Tetranychus urticae Koch.) Grupa katalogowa X 16 

1. WSTiP 

1 , 1 , Przedmi ot normy. Przedmiotem normy jest biologiczne oznaczanie skuteoznośoi 

owadob6jozych tostoroorganicznych koncentrat6w emulgująoyoh o działaniu układowym na 

przędziorku chmielowcu (Tetranychus urticae Koch.). 

1 ,2, Rodzaje oznaczania. Rozr6żnia się dwa rodzaje oznaczania: 

a) pełne - stosowane przy badaniu nowych ś rodk6w importowanych i krajowych, decy­

dującym o dopuszczeniu do obrotu, oraz w przypadku badań arbitrażowych, 

b) skr6cone - stosowane w przypadkach reklamacji, upływu daty ważnośoi lub przy 

okresowych badaniach kontrolnych preparatu, 

1 ,3, Dokumenty związane 

St. By rdy, K. Góreclci: Metoda badania skuteozności preparatów układowycb(ł.łaterta­

ły do metodyki bada!l biologicznej oceny środków ochrony roś lin. Część I). Instytut 

Oc hr ony Roślin, Poznrul 1961, str. 183 + 197. 

2. METODA OZNACZANIA PELNEGO 

2 . 1 . Zasada oznaczania polega na okreś laniu śmiertelnoś ci przędziorka ohmielowoa 

ż erującego na li ś ciach fas oli traktowanej ś rodkiem układol'Ym. Pełną ocenę stanowi 

okre ś lenie szeregu różnych właściwoś ci. Należy oznaczać 5 najbardziej istotnych cech 

ś r o dka układoweg o: 

a ) wchł anianie ś rodka prze z k o r z enie, 

b) przemieszczanie się ś ro dka z górnej powierzchni liścia na dolną, 

c) rozchodzenie si ę środJca wzdłuż liścia, 

~ d) dł ugo trwało ść działan i a tru jącego ś rodka w tkankach rośliny, 
.!04 
~ e) dzia łan i e kontaktowe środka . 
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2.2. Przyrządy 

a) Mikroskop stereoskopowy (binokular). 
b) Mikroopryskiwacz laboratoryjny drobnokroplisty. 

c) Wanienka testowa ze szkła organicznego wg rysunku. 
</> 25 IF==========ll ~- - - ------- ---------~ 

~~ ________________ ~j~W~ ____________________ ~~ 
~ 1 

d) Wyc i nak metalowy średnicy 2,5 cm do wycinania kr~żk6w z liścia. 
e) Pipeta pojemności 2 mI. 

r) Pręcik szklany. 

2.3. Materiały 

a) Bi olndykator; dojrzały przędziorek chmielowiec (Tetranychus urtica" Koch.) 
hodowany w warunkach szklarnim~ych nafasoli,bliżej podanych na str. 187 + 188 pracy po­
wołanej w 1. 3. 

b) Roślina testowa; fasola (Phaseolus vulgo.ris L.) odmiany Saxa Gold w fazie roz­
winięcia dw6ch liśc i , hodowana w szklarni, w doniczkach średnicy 6 cm. 

c) Podłoże; gleba z 1 częś ci piasku, 1 części torfu, 3 części gliny. 

d) Preparaty wzorcowe; do oznaczrul preparatów importowanych należy stosować odpo­
wiedniki zagraniczne, a w przypadku preparatów krajowych - wzorce ustalone wg przyję­
tego sposobu postępowania. 

2.4. Wchłanianie środka przez korzenie 

2.4.1. Przygotowanie emulsji środka badanego i wzorcowego 

2! 4.1.1! Stę żenia emulsji! Do o znaczań używać wOdne emulsje badanego środka i \VZOl'­

ca co najmniej w"4 stężeniach przygotowanych wg postępu geometrycznego, liozonych w 
stosunku do składnika czynnego i tak dobranych, żeby działanie trujące emulsji o stę­

żeniu najniższym powodowało po 48 godz śmierć około 20% przędziorków, a działanie 

emulsji o stężeniu najwyższym - śmierć około 9~ przędziorków. Tak np. dla środka 

układowego X ustalone stężenia emulsji wynoszą: 0,1%, 0,05%, 0,025%, O,0125~ składni­

ka czynnego. 

2.4.1.2. Spos6b przygotowania. Odważyć po 3 g badanego środka i wzoroa w naozyńku 
wagowym, z dokładności~ do 0,0002 g. Z odwa~ki środka i WOdy destylowanej . przygotować 
w oylindrze pomiarowym pojemnośoi 100 lub 250 mI (zależnie od ilośoi substanoji ak­

tywnej w badanych preparataoh) emulsję o zawartości 1% składnika ozynnego (1 g na 
100 mI emulsji). 

Emulsję o stężeniach potrzebnych do oznaczania przygotować przez kolejne objęto­

ściowe rozcień czanie.Każdy roztw6r następny otrzymać przez odpowiednie rozoieńozenie 

roztworu poprzedniego. 
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2! 4, 1. 3, Przykład przycotowania emulsji 50-procentowego środka X • Po·.tępuj~o wg 

2.4.1.2 8porz~dzić emulsję z 3 g środka badanego, wzoroa i 147 mI wody. Emulsje o po­

trzebnyoh stęieniach 0,1%, 0,05%, 0,025% i 0,0125% składnika czynnego prZfgotowa6 wg 

tablicy w cylindraoh pomiarowych odpowiedniej pojemnoś oi, 

Stętenie emulsji Emulsja, którą nalety utyć do przygotowania Woda destylowa-
otrzymywanej, % stęłenie, % ml na, mI 

0,1 1 10 90 
0,05 0,1 50 50 
0,025 0,05 50 50 
0,0125 0,025 50 50 

2.4.2. Wykonanie oznaczania, W doniozce z r"ośliną testową, w połowie odległośoi 

między łodygą ro ś liny a brzegiem doniczki, przygotować pręcikiem szklanym grubości 

0,5 cm ó otworów wok6ł łodygi, głębokości 4 cm. Do każdego otworu wprowadzić pipetą 

2 mI emulsj i środka badanego o najniższym stężeniu (łącznie 10 mI emulsji na 1 do­

niczkę). W taki sam sposób wprowadzić kolejno do następnych doniczek po 10 mI emulsji 

środka badanego i wzorcnwego w pozostałych dalszych stężeniach. Emulsję w każdym stę­

żeniu wprowadzić do 2 doniczek. 

Roślin~ oznakować i przez 8 godz oświetlać światłem jarze~iowym 5000 Ix, utrzymu­

jąc w pomieszczeniu temperaturę 24 0 C i wilgotność względną 60%. Po upływie 24 godz 

wyciąć z każdego li ś cia po jednym krążku średnicy 2,5 cm i ułożyć dolną st~oną d9 g6-

ry na paskach bibuły w wanience testowej. Przy użyciu pędzelka na każdym krążku liś­

cia umieśclć po 25 przędziorków. Dla każdego stężenia i kombinacji kontrolnej prowa­

dzi ć oznaczania na 4 krążkach. 
o 

Wanienkę z krążkami i przędziorkami przechowywać w temperaturze 24 C i wilgotno-

ści wzgl ę dnej 60%.Po upływie 48 godz od umieszczenia prz ę dzi orków na krążkach liści 

dokonać obserwacji. Policzyć przy pomocy mikroskopu_ martwe przędziorki na wszystkich 

krą,żkach. 

2 .4.3. Obliczanie wyników 

2 .4. 3,1 . Zasada obliczania, Obllczanie skutecznoś ci badanego ś rodka przeprowadzić 

metodą l ogarytmiczno-probitową. 

2.4 .3. 2 . Obliczanie stężenia emulsji p owodującego 50% śmiertelności,Sporządzićta-

blicę, a w niej zestawi ć w pionowych kolumnach następujące wartości: 

A - stę~enie stosowanych emulsji badanego ś rodka, mg/l. 

X - logarytmy stężeli (lg A), 

r; - ś rednie śmie.rtelności przędziorldw dla każ dego stosowaneg9 stęienia emulsji 

skorygowane o śmiert el noś6 naturalną obliczoną w p r ocentach wg wzoru Abbota 

100 . P - P 
obser kontr 

B = 
w którym: 

100 - Pkontr 

p - śmiertelność obser obserwowana po zastosowaniu badanego ś rodka, %, 
p - śmiertelno ś ć kontrolna, %, kontr 

y - probit śmiertelności (probit B), 
Xl - kwadrat lo garytmu st ę ż eń, 

xy - -iloczyn l ogarytmu stęż eli i probitu ś miertelności (iloczyn 19 A i probi -

tu B). 
') 

Dla wartoś ci x, y, x-, xy obliczyć sumy. 

Dla logarytmu stę ~e~ x i ptobitu ~ miertelno~ ei y obl iczyć 'rednie ~ , y. 
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Na podatawie powy~szyoh danych obliczyć współozynnik regresji b wg wzoru 

b = 
L xy - x . ry 

w którym: 

~x - suma lo~arytm6w st ężeń, 

~ Xl _ suma kwadratów logarytmów stę ż elI. , 

'::.y - suma prob i tów śmiertelności , 

~xy - sumy iloczynu logarytmu stę ż en i probitu ś miertelno ś ci, 

x - średnia logarytmów stę ż eń. 
Logarytm stężenia emulsji powodującego 50% śmiertelności 

wzoru 5 - fi 
19 L C 50 = b +:r 

w którym: 

5 - probitodpowiadający 50"j śmiertelno ś ci, 

y - średnia probit6w ś miertelno ś ci, 

b - ~sp6łczynnik regresji, 

x - średnia logarytm6w stężeń . 

(lg LCSO ) obliczyć 

(i) 

wg 

(2 ) 

Z otrzymanego 19LC50 odczytać w tablicach logarytmicznych atętenie emulsji bada­

nego środka, wyratone w miligramach substancji czynnej zawartej w i l rozpuszozalnika, 
powoduj,oe 50% ś.iertelnoś ci przędziork6w. 

W taki sam sposób wykonać obliczenia LC50 dla preparatu. wzoroowego. 

2,4,3,3, Obliczanie skutecznoś ci. Skut,ecznoś ć badanego środka T obliczyć 'Wf pro-
centach wg wzoru LC50 wzorca 

T = . 100 (3) 
LC50 badanego środka 

Przykład obliczania, Wykonano obliczenia dl a środka układowego X i sporządzono następującą ta­

blicę. 

Stęhnie akład- Logarytm stęteń Śmiertelnoś ć Probity smier- Kwadrat loga- Iloczyn loga-
nika czynnego osobników telności rytmu stęhń rytmu etę:teń 

A x B Y XZ i prob1tu śmie%" 
telności 

mg/l % xy 

1000 3,0000 89 6,23 9,0000 18,6900 
500 2,6990 69 5,50 7,2846 14,8445 
250 2,3979 47 4,92 5,7499 ",7977 
125 2,0965 19 4,12 4,3970 8,6392 

Ix • 10,1938 'Ly • 20,77 IX1. 26,4315 ~xy • 53,9714 
X • 2,5484 Y • 5,1925 - -

Wapółczynnik regresji b obliczony wg wzoru (1) 

b • 53,9714 - 2.5484 • 20,77 '" 2,2952 
26,4315 - 2,5484 • 10.1938 

IgLC
50 

obliczony w~ wzoru (2) 

l rc ~ - 5,1925 + 2,5484 
g J 50· 2,2952 

19LC~o • 2,4645 

Lr odczv+ane z tablio .logarytmicznych dla 2,4645 wynosi 291 ,4 mg/l. -50 J' . 

VI tald a .. apoaób wykonano oblicz'enia dla -preparatu wzoroowego.którecoLC50 wynoa124J,5qr/l. 

S kuteozność badaneco środka T obliczona w procentach wg wzoru (3) wynosi, 

T • 243,5 100. 83 6 
291.4 . , 
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2 ,5, Przemieszczanie się środka z górnej powierzchni liścia na dolna 

2.5. 1 . Przygotowanie emulsji środka badanego i wzorc owego 

5 

2,5,1,1. Stężenia emulsji - wg 2.4.1.1 z tym, że dla środka ~kładowego X stężenia 

emulsj i ,~oszą 0 ,05r., 0,025%, 0,0 125% i 0,0062 5% składnika czynnego. 

2,5J.2, Spos ób przygotowania - wg 2.4.1.2. 

2,5.1.3, Przykład przygotowania emul sji 50-procentowego środka X, Potrzebne stę­

żenia przygotować wg tablicy podanej w 2.4.1.3. 

2.5,2, Wykonanie oznaczania. Górną powierzchnię liścia fasoli opryskać 

nim stężeniem emulsji za pomocą mikrooprYSkiwacza, dozując 0,002 g cieczy 

opryskiwanej powierzchni. Każdym stężeniem opryskiwać 2 ro~liny. Rośliny 

odpowied-
2 

na 1 cm 

oznakowaó 

i przez 8 godz oświetlać światłem jarzeniowym 5000 lx,utrzymując w pomieszczeniu tem­

peraturę 24
0

C i wilgotność względną 60%, Po upływie 24 godz wyciąć z każdego liścia 
po jednym krążku średnicy 2,5 cm i ułożyć dolną stroną do góry na paskach bibuły 

w wanienoe testowej. Pędzelkiem umieś cić na każdym krążku liścia po 25 przędziorków. 

Dla każdego s tężenia i kombinacji kontrolnej prowadzić oznaczania na 4 krążkach. 

Po upływie 48 godz od umieszczenia przędziorków na krążkach liści policzyć przy 

pomocy mikroskopu martwe przędziorki na wszystkich krążk~ch. 

2.5.3. Obliczanie wynikÓW 

2.5,3.1. Zasada obliczania - wg 2.4.3.1. 

2.5,3.2. Obliczanie stężenia emulsji powodującego 50% śmiertelności - wg 2.4.3,2. 

2.5,3,3. Obliczanie skuteczności - wg 2.4.3.3. 

2.6. Rozchodzenie si ę środka \Vzdłuż liścia 

2.6,1, Przygotowanie emulsji środlca badanego i wzorcowego 

2.6.1.1. S tęż enia emulsji . Do o znac zań używać wodną emulsję badanego środka 

i wzorca w jednym stężeniu ustalonym uprzednio w badaniach wstępnych, np, d la środka 

układowego X stężenie to wynosi 0,02 5% składnika czynnego. 

2,6.1,2, Sposób przygotowania - wg 2.4.1.2. Potrzebne do oznaczania stężenia uzy­

skać przez objętościowe ro zcieńczenie emulsji o zawartości 1% składnika czynnego. 

2,6,1,3. Przykład przygotO\vania emulsji 50-procentowego środka X. 

oznaczania stężenie pr.zygotowa6 lvg tablicy podanej w 2.4.1.3. 

Potrzebne do 

~ ,6,2, iVykonanie oznaczania. Górną połowę liścia fasoli osłonić w poprzek papie­

rem pergaminowym. Opryskać liść odpowiednim stężeniem emulsji, dozując 0,002 g cieczy 
2 . '. 

na i om oprYSkanej powierzchni. Osłonę z pergaminu zdjąó. Emulsją danego środka 

i wzorca opryskiwać 2 rośliny, Rośliny oznakować i przez 8 godz oświetlać światłem 
o jarzeniowym 5000 Ix, utrzymuj~c w pomieszczeniu temperaturę 24 C i wilgotność względ-

n~ 60'%. 
Po upływie 24 godz z nie opryskanej połowy liścia wyci~ć kr~żek średnioy 2,5 om 

i umieśoić go dolną stron~ do g6ry na paskaoh bibuły w wanience testowej. Pędzelkiem 

umieścić na każdym krążku po 25 przędziorków, Oznaczanie przeprowadzić na 4 kr~żkach 

wyoiętych z 4 liści. Obserwaoję wykonać po 24, 48, 72 i 96 godz od umieszczenia przę­

dziorków na kr~żkach liści, Przypomooy mikroskopu policzyć martwe przędziorki na 

w.zystkich krążkaoh opryskanyoh emu18j~ środka'badanego i wzorca oraz w kombinacji 

kontrolnej. 
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2,6,3, Obliczanie wyn ików 

2,6,3, 1 , Zasada obliczania - wg 2,4 , 3 , 1 , 

2,6,3,2, Obliczanie stę ż enia emulsj i powodującego 50% śmiertelności wykonać wg 

2.4.3.2 z tym, że zamiast stężeń emulsji i ich logarytmów wprowadzlć czasy obserwacJi 

i ich logarytmy. 

2.6.3,3. Obliczanie skuteczności . Skuteczność badanego . środka T Obliczyć w ~ro-

centach wg wzoru 

L1'50 badanego środka 
T = 

LT
50 

wzorca 

w którym LTl'jO oznacza czas, po którego upływie zginie 50% przędziorków, 

Obliczanie ~konać wg przykładu podanego w 2.4.3.3 z tą różnicą, że zamiast stę­

żeń emulsji i ich logarytmów wpisać do tablicy okresy czasu, w których wykonywano ob­

serwacje i ich logarytmy, 

2.7, Długotrwałość działania trującego środka w tkankach rośl iny 

2,7,1. Przygotowanie emulsji ś rodka badanego i wzorc owego 

2.7.1,1, Stężenia emulsji - wg 2.6.1,1. 

2,7,1.2, Sposób przygotowania - wg 2,4,1,2, Potrzebne do oznaczania stężenia uzy­

skać przez objętoś ciowe rozcieńczenie emulsji o zawartości 1% składnika czynnego, 

2,7,1,3. Przykład przygotowania emulsji 50-procentowego środkaX, 

oznaczania stężenie przygotować wg tablicy podanej" 2,4,1,3, 

Potrzebne do 

2.7.2, Wykonanie oznaczania. Emulsję wodną badanego ś rodka "Prowadzlć do gleby 

w doniczce jak w 2.4.2, W ten sam sposób wprowadzić kolejno po 10 mI emulsji środka 

badanego i wzorcowego do następnych 7 doniczek. Przez 8 godz na dobę oświetlać 
, i o ny swiatłem jarzeniowym 5000 Ix, utrzymując w pom eszczeniu temperaturę 24 C i 

gotność względną 60%. Po upływ1e 48 godz roślinę wyjąć z doniczki, korzeni e 

wodą i przesadzić do doniczek z ziemią nie traktowaną preparat em. 

rośli-

wll-
opłukać 

Kolejno po 3, 6, 9 i 12 dniach od przesadzenia rośliny wyciąć z li ś c ia po jednym 

krążku i ułożyć dolną stroną do góry n a paskach bibuły w wanience test.owe j.Pędzelkiem 

umieścić na każdym krążku po 25 przę dziorków, Każdą kombinację badać na 4 krążkach.Po 

upływie 48 godz od umieszczenia przędziorków na krążkach liści policzyć przy pomooy 

mikroskopu martwe przędziorki na krążkach traktowanych ś rodkiem badanym i wzorcem 

oraz kontrolnych. 

2,7.3. Obliczanie wyników 

2,7,3.1, Zasada obliczania wg 2,4.3,1. 

2,7,3,2, Obliczanie stężenia emulsji powodującego 50%'śmiertelności wykonać wg 

2.4.3.2 z tym, że zamiast stężeń i ich logarytmów wprowadzić czasy obserwacji i ich 

logarytmy. 

2,7,3.3, Obliczanie skuteczności - wg 2,6.3.3. 

Obliczanie wykonać wg przykładu podanego w 2.4.3.3 z tą różnicą, że w tablioy za­

miast stężeń emulsji i ich logarytmów podać okresy czasu, w których wykonano obser­

wację, i ich logarytmy. 

2,8. Działanie kontaktowe środka 

2,8,1, Przygotowanie emulsji środka badanego i wzorcowego 

2,8,1,1, Stężenia emulsji - wg 2.4.1.1. 
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2.8.1.2. Sposób przygotowania - wg 2.4. 1 .2, 

2,8,1,3. Przykład przygotowania emulsji 50-procentowego środka X - wg 2.4.1.3, 

2.8.2, Wykonanie obliczania. Liść z hodowli mateczn~j opanowany przędziorkami za-
nurzyć na przeciąg 5 sek w emulsji środka badanego i wzorcowego . Po około 15 min,kie­
dy przędziorki zaczną się poruszać, przen1eść pędzelkiem 25 przędziorków na krążek 

liścia nie potraktowany preparatem, umieszczony uprzednio na pasku bibuły w wanience 
testowej. Wanienkę przechowywać w temperaturze 240 C i przy wilgotności względnej 60%. 

Oznaczanie każdego stężenia środka badanego i wzoreowego oraz kombinacji kontrol­
nej wykonać na 4 krążkach liścia. Po upływie 48 godz od umieszczenia przędziorków na' 
kr~żkach liścia policzyć przy pomocy mikroskopu martwe przędziork1 na wszystkich 

I 

krążkach. 

2.8.3. Obliczanie wyników 

2,8,3,1, Zasada obliczania - wg 2.4,3.1. 

2,8,3,2. Obliczanie stężenia emulsji powodujacego 50% śmiertelności _··wg 2.4.3.2, 

2,8,3,3, Obliczanie skuteczności - wg 2.4,3.3. 

3. METODA OZNACZANIA SKR6CONEGO 

3,1. Zasada oznaczania polega na określaniu śmiertelności przędziorka chmielowca 
żeruj~oego na liściach fasoli opryskanej wodnymi emulsjami śrcdka układowego. Według 

metody skróconej należy oznaczać aktywność przemieszczania się środka z górnej po­

wierzchni liścia na dolną. 

3.2.· Przyrzady 

a) Mikroskop stereoskopowy (binokular), 
b) Mikroopryskiwaoz laboratoryjny drobnokroplisty, 
o) Wanienka testowa ze szkła organicznego, 
d) Wycinak metalowy średnicy 2,5 cm do 'l'łycinania krążków z liścia. 

3,3, Materiały - wg 2,3. 

3.4, Przemieszczanie się środka z górnej powierzchni liścia na dolną 

3,4,i. Przygotowan1'e emulsji środka badanego i wzorcowego 

3,4,1,1, Stężenia emulSji - wg 2,5,1,1. 

3.4.1.2. Sposób przygotowania - wg 2,4,1.2. 

3.4,1.3. Przykład przy~otowania ewulsji 50-procentowego środkaX. Potrzebn e stę­

żenia przygotować wg tablioy podanej w 2.4.1.3. 

~4,2. Wykonanie oznaozania - wg 2.5.2. 

3,4,3. Obliczanie WYników - wg 2.5.3. 

KONIEC 
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