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w Czestochowie (obecnie Akademia im. Jana Dlugosza w Czestochowie)




Robert Biczak

Zatqcznik 2

4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 15 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003
roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (dz. U. Nr 65, poz. 595 ze zm.)

4.1. Osiagni¢ciem, stanowiacym podstawe do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora

habilitowanego jest rozprawa pod tytulem:

Inhibicja wzrostu i stres oksydacyjny w roslinach uprawnych rosngcych na
glebie zawierajgcej czwartorzedowe sole amoniowe, w tym ciecze jonowe

tworzaca cykl nastepujacych prac naukowych powigzanych tematycznie:

o a Punktacja
Lp. Publikacja IF MNISZW?
1.  Biczak Robert, 2016, Quaternary ammonium salts with
tetrafluoroborate anion: Phytotoxicity and oxidative stress in
terrestrial plants. Journal of Hazardous Materials, 304: 173- 4,836 45
185
(udziat witasny — 100%)
2.  Pawlowska Barbara, Biczak Robert, 2016, Evaluation of
the effect of tetraethylammonium bromide and chloride on
the growth and development of terrestrial plants. 3,698 35
Chemosphere, 149, 24-33
(udziat wiasny — 80%)
3. Biczak Robert, Pawtowska Barbara, Telesifiski Arkadiusz,
Ciesielski Wojciech, 216, The effect of the number of alkyl
substituents on imidazolium ionic liquids phytotoxicity and
- . . . 3,698 35
oxidative stress in spring barley and common radish
seedlings, Chemosphere, 165, 519-528
(udziat wtasny — 60%)
4.  Biczak Robert, Telesinski Arkadiusz, Pawtowska Barbara,
2016, Oxidative stress in spring barley and common radish
exposed to quaternary ammonium salts with 2 928 35
hexafluorophosphate anion, Plant Physiology and ’
Biochemistry, 107, 248-256
(udziat wtasny — 70%)
5. Biczak Robert, Pawtowska Barbara, Feder-Kubis Joanna,
2015, The phytotoxicity of ionic liquids from natural pool
(—)-menthol with tetrafluoroborate anion, Environmental 2,828 30
Science and Pollution Research, 22, 11740-11754.
(udziat wiasny — 60%)
6. Biczak Robert, Pawlowska Barbara, 2016, Effect of the 10

quaternary ammonium salts, tetraethylammonium halide on
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Rumex acetosa L., Chenopodium album L. and Galinsoga
parviflora cav.: inhibition of growth and changes in
assimilation pigments content in plants, Folia Pomeranae
Universitatis Technologiae Stetinensis seria Agricultura,
Alimentaria, Piscaria et Zootechnica, 39(3), 35-52
(udziat wiasny — 70%)

7. Pawlowska B., Biczak R., 2016, Toksyczno$¢
czwartorzedowych soli amoniowych z anionem jodkowym:

inhibicja wzrostu 1 zmiany zawarto$ci barwnikoéw
asymilacyjnych w roslinach, Inzynieria i Ochrona
Srodowiska, 19(1), 51-65
(udziat wtasny — 60%)

8.  Biczak Robert, Pawlowska Barbara, Feder-Kubis Joanna,
Inhibicja wzrostu 1 stres oksydacyjny w roslinach pod

wptywem chiralnej imidazoliowej cieczy jonowej z anionem
tetrafluoroboranowym, Chemistry. Environmental.
Biotechnology. 2016, 19, 35-45
(udziat witasny — 70%)

Razem 17,988 204

a — Impact Factor (IF) wg bazy Journal Citation Reports (JCR) zgodny z rokiem ukazania si¢ pracy
b — wedtug roku opublikowania i wedtug listy MNiSzW z dn. 9.12.2016; dla publikacji stanowigcych
osiggnigcie naukowe

Oswiadczenia wspolautorow prac wraz z okresleniem ich indywidualnego wktadu w powstanie
pracy stanowig zafqcznik 6.

4.2. Omoéwienie celu naukowego w/w publikacji, jak rowniez osiagnietych wynikow
wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania

W ramach prezentowanego osiggnigcia naukowego, ktorym jest w mysl ustawy cykl
publikacji powigzanych tematycznie, przedstawiono i oméwiono wyniki badan naukowych
dotyczacych oddziatywania czwartorzedowych soli amoniowych (CSA), w tym cieczy
jonowych (ILs) na wzrost i rozwdj siewek jeczmienia jarego (przedstawiciel roslin
jednolisciennych) 1 rzodkiewki zwyczajnej (przedstawiciel roslin dwuliSciennych).
W przeprowadzonych badaniach okreslono potencjalng toksyczno$¢ CSA dla tych gatunkow
ro§lin na podstawie zmian podstawowych biomarkeréw fitotoksycznosci. Przyczyn
stwierdzonej toksycznosci tych zwigzkéw chemicznych upatrywano w stresie oksydacyjnym,
dlatego w opisywanych badaniach, okreslono rowniez poziom najwazniejszych wskaznikow
stresu oraz zmiany aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych w badanych roslinach. Dobor do
badan czwartorzedowych soli amoniowych réznigcych si¢ budowa chemiczng pozwolit na
uzyskanie odpowiedzi na pytanie, czy modyfikujac budowe tych soli mozna uzyskac z gory
zaktadang fitotoksyczno$¢, CO mozna nastgpnie wykorzysta¢c np. w praktyce rolniczej.
Uzyskane wyniki prac naukowych dotyczacych fitotoksycznosci i stresu aksydacyjnego CSA
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byly jednym z powodéw, dla ktorego czwartorzgdowe sole amoniowe wykorzystano takze do
badan, majacych na celu okreslenie ich wtasciwosci herbicydowych wobec popularnych
W Polsce gatunkéw chwastow.

WSTEP

Pod wzgledem budowy chemicznej czwartorzedowe sole amoniowe (CSA) nalezg do
zwigzkéw jonowych, ktore zawierajg w czasteczce cztery grupy oOrganiczne, powigzane
z atomami azotu. Czwartorzedowe sole amoniowe to substancje wykazujace wicle pozadanych
wlasciwosci, ktore pozwalaja na wykorzystanie tych zwigzkow w roéznych obszarach
dziatalnosci ludzkiej. Przejawiajac silne dziatanie biologiczne CSA s3a czgsto stosowane
W rolnictwie jako pestycydy, a takze do produkcji niektorych lekdow, szamponow  itp.
Stosowane sa rowniez jako sorbenty w procesach flotacji w gornictwie, w przemysle naftowym
czy hydrometalurgii. W przemysle wtokienniczym uzywa si¢ CSA przy impregnowaniu tkanin,
matowieniu witokien oraz jako stabilizatory barwnikéw. Ponadto, czwartorzedowe sole
amoniowe ze wzgledu na wilasciwosci bakteriobojcze, wykorzystywane sa jako s$rodki
dezynfekcyjne czy opatrunki antybakteryjne stosowane bezposrednio na tkanki [1-4].

Wyjatkowo interesujaca  grupa  substancji  chemicznych  zaliczanych do
czwartorzedowych soli amoniowych sa ciecze jonowe (ILs). Ciecze jonowe to zwigzki
chemiczne zbudowane wylacznie z jondw, organicznego kationu i najczesciej nieorganicznego
anionu, przy czym jeden lub oba jony maja duza objetos¢. Mozliwosci polaczen anionow
i kationow sa praktycznie nieograniczone i sicgaja wartosci 108, Intensywne badania naukowe
nad cieczami jonowymi trwaja zaledwie od kilkunastu lat, a nazwa ciecz jonowa (z ang. lonic
Liquids) zaistniata w literaturze fachowej w 1974 roku. W sprzedazy pierwsze ciecze jonowe
pojawily sie w 1999 roku i od tego momentu nastgpit lawinowy wzrost aktywnos$ci badawczej
dotyczacej syntezy 1 mozliwos$ci praktycznego zastosowania tych zwigzkow. Najwazniejsza
cechg cieczy jonowych jest mozliwo$¢ uzyskania substancji o optymalnych dla danego procesu
wlasciwosciach poprzez zmiang struktury kationu 1 dobor odpowiedniego anionu, dlatego
pojawito si¢ w przypadku tych soli okreslenie ,,rozpuszczalniki projektowalne” (z ang. desinger
solvents). Ponadto, wyjatkowe wiasciwosci cieczy jonowych takie, jak niska pr¢zno$¢ par,
niepalno$¢, stabilnos¢ termiczna i1 elektrochemiczna, mozliwo$¢ powtodrnego wykorzystania
spowodowaty zastosowanie tych soli w procesach (bio)katalizy, syntezie organicznej,
elektrochemii, ekstrakcji i separacji, przemysle farmaceutycznym, spozywczym oraz przy
produkcji pestycydow [5-8].

W konteks$cie wykorzystania czwartorzgdowych soli amoniowych w rolnictwie,
interesujgcym jest otrzymanie tzw. herbicydowych cieczy jonowych (z ang. Herbicidal lonic
Liquids — HILs). Herbicydowe ciecze jonowe (zwane tez fitofarmaceutykami) wykazuja lepsze
wlasciwosci biologiczne niz klasyczne, stosowane dotychczas srodki chwastobojcze. HILs
maja bardzo dobrg stabilno$¢ termiczng i chemiczng, stabiej rozpuszczaja si¢ w wodzie, co
zmniejsza mozliwo$¢ skazenia wod powierzchniowych 1 podziemnych. Na chwile obecng
zaprojektowano juz i przeprowadzono badania wtasciwosci herbicydowych czwartorzedowych
zwigzkoéw amoniowych, pirymidyniowych i imidazoliowych z anionami 2,4-D, MCPA, MCPP
I dikamba. O wiasciwosciach herbicydowych decyduje anion, za§ odpowiedni dobor kationu
kontroluje toksyczno$¢ oraz odpowiada za aktywno$¢ powierzchniowa zwigzku i1 inne
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wiasciwosci fizykochemiczne, wymagane dla substancji biologicznie aktywnych. Kolejng
korzys$cig wynikajaca ze stosowania HILs, w porownaniu do konwencjonalnych herbicydow,
jest mozliwo$¢ zmniejszenia dawki substancji aktywnej np. przez zwigkszenia dlugosci
alkilowego podstawnika, co znacznie podnosi bezpieczenstwo stosowanych preparatow
I zmniejsza presje¢ na Srodowisko oraz ekonomicznie uzasadnia stosowanie herbicydow
w praktyce rolniczej [9-13]. Kolejng grupa fitofarmaceutykoéw sg dwufunkcyjne herbicydowe
ciecze jonowe, otrzymane poprzez potgczenie np. regulatora wzrostu roslin CCC z MCPA.
Otrzymana s6l (CC)(MCPA) wykazuje wysoki potencjat stosowania, zachowujgc aktywnos$é
chwastobojczg (anion) i efekt hamowania wzrostu ro$lin (kation) [14].

Wszystkie opisane witasciwosci czwartorzegdowych soli amoniowych, w tym cieczy
jonowych oraz stosunkowo niski koszt produkcji moze doprowadzi¢ do sytuacji, kiedy do
przemystu, obrotu i uzytku komercyjnego zostang wprowadzone duze ilo$ci tych chemikaliow.
Wykorzystanie CSA na duza skale w przemysle i rolnictwie moze stanowi¢ potencjalne
zagrozenie dla srodowiska glebowego. Ze wzglgdu na dobra rozpuszczalno$é w wodzie i duza
stabilno$¢, CSA i ILs moga tatwo dostac si¢ do gleb ze sciekdéw, osadow Sciekowych, ale takze
podczas awarii systemow produkcyjnych czy katastrof zaistniatych w czasie transportu. Sole te
mogg by¢ rowniez wymywane np. z hatd poprodukcyjnych i w postaci odciekoéw, czy zrzutéw
poprodukcyjnych trafi¢ do gleb. Gleba jest nie tylko naturalnym magazynem substancji
odzywczych dla ro$lin, ale rowniez ,,naturalnym $mietnikiem”, w ktorym akumulowane sa
wszystkie zanieczyszczenia. Czwartorzedowe sole amoniowe, ktore przedostang si¢ do gleby
moga zosta¢ zatrzymane prze koloidy glebowe w wyniku sorpcji. Sita sorpcji glebowej zalezy
zarowno od struktury CSA i ILs, jak i wlasciwosci fizykochemicznych roznych sorbentow. Nie
bez znaczenia jest tutaj rowniez zdolno$¢ wymiany kationdw, zawartos¢ w glebie materii
organicznej oraz mineratlow ilastych. Najwazniejszym koloidem glebowym jest materia
organiczna, w sklad ktorej wchodza substancje o wysokiej masie czasteczkowej, bardzo
ztozonej budowie 1 o specyficznych wiasciwosciach. Prochnica glebowa to koloid o rdzeniu
ujemnie natadowanym, mogacym z powodzeniem wigzac¢ kationy cieczy jonowych. Aniony
cieczy jonowych w takich warunkach nie sg sorbowane [15-18]. Niektorzy autorzy [15,19]
udowadniajg ponadto, ze zdolnos¢ sorpcji CSA i ILs na koloidach glebowych zalezy rowniez
od dtugosci podstawnika alkilowego. Autorzy ci proponujg model dwuwarstwowej sorpcji, dla
ktorej wyznaczyli dwa wspotczynniki podziatu: jeden dla sorpcji pierwszej warstwy cieczy
jonowej na powierzchni koloidu oraz drugi dla sorpcji na wezesniej zaadsorbowanej warstwie
cieczy jonowej (oddzialywania hydrofobowe). Wykazano, ze nasycenie drugiej warstwy
wystepuje w przypadku zwiazkéw o duzej ilosci atomow wegla w podstawniku.

Obecno$¢ czwartorzedowych soli amoniowych, w tym cieczy jonowych w glebie, czy
to w postaci zaadsorbowanej na koloidach glebowych, czy w postaci rozpuszczonej
W roztworze glebowym powoduje, ze zwigzki te moga by¢ pobierane przez rosliny ladowe.
W ten sposob czwartorzedowe sole amoniowe, w tym ciecze jonowe, beda wptywac na wzrost
i rozwoj roslin uprawnych, a takze wielko$¢ i jako$¢ ich plonu. Dlatego w doste¢pnej literaturze
coraz czesciej pojawiaja sie prace trakujace 0 wptywie CSA i ILs na ladowe rosliny wyzsze
[16,20-23]. Wedtug niektorych autoréw [16,24,25] fitotoksycznos¢ czwartorzegdowych soli
amoniowych i cieczy jonowych zalezy w duzym stopniu od rodzaju kationu i dlugosci
podstawnika, podczas, gdy rodzaj anionu nie ma tutaj wigkszego wpltywu [24-27].
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W wymienionych pracach stopien oddzialywania badanych soli na wzrost i rozw6j ladowych
roslin wyzszych okreslono na podstawie inhibicji plonu, zahamowania wzrostu korzeni, czy
czeSci nadziemnych ro$lin, natomiast sam mechanizm toksycznosci tych substancji
chemicznych nie zostal jeszcze doktadnie wyjasniony.

W ostatnich latach pojawil si¢ poglad, ze czwartorzedowe sole amoniowe moga
wywolywa¢ u organizméw roslinnych stres oksydacyjny, co prowadzi wowczas do
nadprodukcji reaktywnych form tlenu (RFT) [25,27-31]. Trzeba jednoczesnie nadmienié, ze na
obecny stan wiedzy, wiekszo$¢ prac opisujagcych zmiany fizjologiczno-biochemiczne
w roslinach, zaistniate wskutek stresu oksydacyjnego zwigzanego z obecno$cig cieczy
jonowych, dotyczy upraw na hydrofonicznych pozywkach z dodatkiem ILs. Nie odzwierciedla
to warunkow, jakie panujg podczas upraw roslin prowadzonych na glebach. Gleba stanowi
bowiem stosunkowo skomplikowane $rodowisko do badan naukowych, poniewaz na
otrzymane wyniki moze ptywaé¢ wiele innych czynnikow takich, jak: pH gleby, zawarto$¢
koloidéw organicznych i mineralnych, wielkos$¢ sorpcji czy zasolenie. Wystepowanie stresu
oksydacyjnego skutkowaé moze bardzo powaznymi konsekwencjami dla roslin, poniewaz RFT
odpowiadajg za peroksydacje lipidow w btonach komoérkowych, uszkodzenia DNA, bialek,
weglowodanow, barwnikow asymilacyjnych czy uposledzenie aktywnos$ci enzymatycznej.
Prowadzi to do przedwczesnego starzenia roslin, a w skrajnych przypadkach do ich obumarcia.
W zwiazku z powyzszym, podstawowym zadaniem organizmow ros$linnych jest utrzymanie
stezenia RFT na zrownowazonym poziomie. W tym celu rosliny wyksztatcity system obrony
antyoksydacyjnej. W sktad pierwszej linii tej obrony wchodza niskoczasteczkowe substancje
chemiczne, akie jak: zredukowany glutation, tokoferol, kwas askorbinowy, karotenoidy
i flawonoidy. Druga lini¢ obrony przed RFT stanowi specjalistyczny system enzymatyczny
sktadajacy sie z reduktazy glutationowej, dysmutazy ponadtlenkowej, peroksydazy i katalazy.

CEL | ZAKRES PRAC BADAWCZYCH
W przedstawionych pracach dokumentujacych osiggniecie naukowe podjatem badania,
ktorych celem byto:

I. Ocena oddzialywania czwartorzedowych soli amoniowych, w tym cieczy jonowych, na
wzrost wezesnych stadiow rozwojowych jeczmienia jarego 1 rzodkiewki zwyczajnej
Il. Poréwnanie wptywu badanych zwiazkéw na rosliny jedno- i dwuliscienne

I1l. Poszukiwanie mozliwosci 1 zasadnosci wyboru takich CSA 1 ILs, ktérych struktury
chemiczne beda gwarantowaly najnizszg toksycznos¢ dla roslin uprawnych z jednej
strony, a z drugiej zapewnig wymagang toksyczno$¢ w stosunku do chwastow

IV. Oszacowanie na podstawie wskaznikow i zmian aktywnosci enzymatycznej wielkosci
stresu oksydacyjnego w roslinach jeczmienia jarego i rzodkiewki zwyczajnej

V. Okreslenie mozliwos$ci zastosowania czwartorzedowych soli amoniowych, w tym cieczy
jonowych w agrotechnice do ograniczenia wzrostu roslin niepozadanych.

Do realizacji w/w celow wykorzystatem szeroki zakres prac badawczych. Badania
wplywu czwartorzedowych soli amoniowych, w tym cieczy jonowych przeprowadzitem
zgodnie z przewodnikiem OECD/OCDE 208/2006 [31], w hali wegetacyjnej i laboratoriach
bedacych na wyposazeniu Zaktadu Biochemii i Ekotoksykologii, Akademii im. J.Dtugosza
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w Czestochowie. Kontrolowane warunki kietkowania nasion i wzrostu roslin (stata temp. 22 +
2 °C, state o$wietlenie 160-170 umol m™ - s w systemie 16h dzief/8h noc, stata wilgotno$¢
podtoza na poziomie 70% ppw), mialy na celu wyeliminowanie wptywu czynnikoéw
zewnetrznych na uzyskane wyniki (aspekt naukowy prowadzonych badan). W eksperymencie
wazonowym wykorzystatem ro$ling jednoliscienng — jeczmien jary (Hordeum vulgare)
odmiany ,,Suweren” i ro$ling dwuliscienng — rzodkiewka zwyczajna (Raphanus sativus L.
subvar. radicula Pers.) odmiany ,,Mila”. Nasiona roslin objetych eksperymentem pochodzity
zawsze z tego samego zrodla, w przypadku ziarna jeczmienia jarego byta to Stacja Hodowli
Roslin w Nieznanicach (woj. $laskie), a nasiona rzodkiewki zakupitem w firmie PlantiCo
Zielonki Sp. z 0.0.. Wybor do badan jeczmienia jarego podyktowany byt faktem, ze zajmuje on
wsrod wszystkich gatunkow zboz czwarte miejsce pod wzgledem produkcji oraz areatu uprawy
I ma olbrzymie znaczenie z punku widzenia gospodarki i zywienia cztowieka. Rzodkiewka
zwyczajna jest natomiast bardzo popularnym warzywem, uzupehlniajagcym diet¢ czlowieka
w szereg makro- i mikroelementéw oraz witamin [33-35].

Gleba zastosowang w omawianych pracach badawczych byt piasek luzny, o zawartosci
okoto 10% frakcji o $rednicy < 0,002 mm, zawartoéci wegla organicznego 8,5-9,5 g - kgt i pH
w granicach od 5,8 do 6,1. Zgodnie z zaleceniami przewodnika OECD/OCDE 208/2006,
w eksperymencie zastosowatem nastepujace stezenia wszystkich zwigzkow: 0, 1, 10, 100
11000 mg - kgl gleby. Chcac jednak uzyskaé bardziej reprezentatywne wyniki badan,
zwlaszcza dotyczace stresu oksydacyjnego, badane sole wprowadzitem do podtoza dodatkowo
w stezeniach rownych 50, 400 i 700 mg - kg™ gleby.

W ramach realizacji celow | i 11, do oceny toksycznos$ci zastosowanych CSA i ILs dla
siewek jeczmienia jarego i rzodkiewki zwyczajnej postuzytem si¢ m.in. pomiarem plonu
$wiezej I suchej masy czesci nadziemnych tych roslin. Na podstawie uzyskanych wynikéw,
prezentujacych §wiezg mas¢ jeczmienia jarego i rzodkiewki zwyczajnej, okreslitem wartosci
LOEC (lowest observed effect concentration) oraz NOEC (no observed effect concentration),
lub z wielko$ci inhibicji plonu wyznaczalem wartoSci ECso. Innymi biomarkerami
fitotoksyczno$ci badanych substancji, byta inhibicja dlugosci korzeni 1 cze$ci nadziemnych
roslin, z ktorej metoda regresji nieliniowej obliczytem wartosci ECso. Istotnym elementem tych
badan byto okreslenie potencjatu kietkowania nasion (GP) po 3 dniach i zdolnosci kietkowania
nasion (GR) po 7 dniach od ich wprowadzenia do gleby. Za skietkowane przyjatem te nasiona,
ktorych zarodek jest dtuzszy niz 2 mm. Jako wskaznik oddzialywania czwartorzgdowych soli
amoniowych, w tym cieczy jonowych na wzrost i rozwoj siewek jeczmienia jarego i rzodkiewki
zwyczajnej postuzyla rowniez ocena wizualna zaistnialych uszkodzen, co zaprezentowatem na
zamieszczonych w artykutach odpowiednich fotografiach.

Realizujac cel 111, do badan zastosowatem czwartorzedowe sole amoniowe o roznej
budowie chemicznej. Byly to m.in. sole o prostej, symetrycznej budowie tancuchowe;j,
zawierajgce podstawniki o dtugosci rownej 1, 2, 4, 6 1 8 atomow wegla. Pracami badawczymi
objatem rowniez imidazoliowe ciecze jonowe roznigce si¢ i1loscig podstawnikow przy kationie
oraz chiralne imidazoliowe ciecze jonowe (zwiazki wykazujace izomeri¢ optyczng).
Dodatkowo, chcac okreslic wplyw aniondw na wszystkie analizowane parametry
fitotoksycznos$ci zastosowatem halidki (CI', Br, I') oraz aniony zwierajace atom fluoru (BF4
I PFe). Czwartorzedowe sole amoniowe i ciecze jonowe zostaly zakupione w firmie Sigma-
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Aldrich Chemical lub zsyntezowane w Zakladzie Inzynierii Chemicznej Politechniki
Wroctawskiej. Wykorzystanie tych soli do badan jest zwigzane z faktem, ze prawie wszystkie
te zwiazki sg bardzo popularne i dostgpne w sprzedazy, co powoduje ich powszechne
wykorzystanie w syntezie chemicznej do produkcji substancji aktywnych biologicznie
I powierzchniowo czynnych. Zwiazki te stosowane sa juz z powodzeniem w elektrochemii,
ekstrakcji, a takze w procesach biotechnologicznych, jako rozpuszczalniki stabilizujace
srodowisko reakcji, wykorzystujgcych enzymy i kwasy nukleinowe [36-38].

Swiezy material roslinny postuzyt do okreslenia wielkosci stresu oksydacyjnego
w badanych roslinach (realizacja celu 1V). Jako wskazniki zaistniatego stresu oksydacyjnego
postuzyly zmiany zawarto$ci chlorofilu a (Chla), chlorofilu b (Chlb), chlorofilu catkowitego
(Chl(at+b)) oraz karotenoidow (Car) w siewkach jeczmienia jarego i liSciach rzodkiewki
zwyczajnej. Na podstawie poziomu barwnikéw asymilacyjnych wyznaczytem dodatkowo dwie
warto$ci: stosunek chlorofilu a do chlorofilu b (Chla/Chlb) oraz stosunek chlorofilu
catkowitego do zawartosci karotenoidéw (Chl(a+b)/Car), ktérych zmiany moga wskazywac na
ewentualne uszkodzenia fotosystemow. Innymi markerami stresu oksydacyjnego w roslinach,
ktére okreslitem réwniez w swoich badaniach, byt poziom aldehydu dimalonowego (MDA),
nadtlenku wodoru (H202) oraz wolnej proliny. Zawarto$¢ tego aminokwasu nie zostata jednak
Ujgta w pracach stanowigcych osiggni¢cie naukowe w mysl ustawy. Badania zmian
fizjologiczno-biochemicznych w roslinach eksperymentalnych uwienczylem okre§leniem
aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych takich, jak: dysmutaza ponadtlenkowa [EC 1.15.1.1]
(SOD), katalaza [EC 1.11.1.6] (CAT) i peroksydaza [1.11.1.7] (POD). Obiekty na ktorych
zastosowano wysokie stezenia czwartorzedowych soli amoniowych nie zostaly uwzglednione
w niektorych analizach. Inhibicja wzrostu czg¢éci nadziemnych jeczmienia jarego i rzodkiewki
byta na tych obiektach tak duza, ze nie udato si¢ zebra¢ materiatu roslinnego do badan.

Najbardziej praktycznym aspektem moich badan byto wskazanie i potencjalne
wykorzystanie tych czwartorzedowych soli amoniowych, ktore wykazywaly najsilniejsze
wlasciwosci chwastobodjcze dla wybranych gatunkéw roslin niepozadanych (realizacja celu V).
Badaniami objatem 3 gatunki popularnych w Polsce chwastow: zottlica drobnokwiatowa
(Galinsoga parvilora Cav.), szczaw zwyczajny (Rumex acetosa L.) i komosa biata
(Chenopodium album L.). Nasiona tych chwastow zostaly zebrane z wlasnych dziatek i pol
umiejscowionych w okolicach Czgstochowy. Wykorzystane do tych badan substancje
chemiczne zastosowatem w formie roztwordéw, ktorym opryskatem liscie chwastow oraz
doglebowo (inkorporacja). Wtasciwosci chwastobojcze wybranych CSA okreslitem na
podstawie wygladu zewngtrznego tych roslin oraz dtugos$ci ich korzeni, czes$ci nadziemnych,
a takze zawartosci suchej masy 1 barwnikoéw asymilacyjnych.

Otrzymane wyniki badan poddano analizie statystycznej, z wykorzystaniem jedno- lub
dwuczynnikowej analizy wariancji. Do okreslenia istotno$ci stwierdzonych roznic
wykorzystano test Tukey’a, przy poziomie istotnosci p<0,05 (STATISTICA 12.5).
Przedstawione w publikacjach dane stanowig $rednig + odchylenie standardowe z 3 powtorzen
kazdego pomiaru.

Nowatorstwo moich badan polega nie tylko na prowadzeniu eksperymentow
w warunkach gleby, ale prawdopodobnie jako pierwszy i1 jedyny porownuje stopien
fitotoksyczno$ci 1 stresu oksydacyjnego u ro$lin jedno- idwulisciennych pod wplywem
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czwartorzedowych soli amoniowych, w tym cieczy jonowych. Nowos$cig sa roéwniez
przeprowadzone badania, majace na celu okreslenie wtasciwosci chwastobojczych tych soli,
w kontekscie potencjalnego ich wykorzystania w ochronie roslin uprawnych. Jednocze$nie
trzeba wyraznie poinformowa¢, ze jak dotad nigdzie w literaturze nie spotyka si¢ badan
z zakresu toksyczno$ci dla chwastow czwartorzedowych soli amoniowych, ktore nie sg
zaliczane do herbicydowych cieczy jonowych, co jeszcze bardziej wskazuje na unikalnosé
prezentowanych prac badawczych.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Analiza fitotoksycznoS$ci czwartorzedowych soli amoniowych, w tym cieczy jonowych

Badania dotyczace oddziatywania roznych substancji chemicznych na wzrost i rozwoj
ro§lin zielonych, maja nie tylko na celu okreslenie potencjalnej fitotoksycznosci tych
zwigzkow, ale rowniez wyeliminowanie z produkcji, stosowania, a tym samym ze §rodowiska,
chemikaliow najbardziej toksycznych. Zebrane w tych badaniach wyniki pozwalaja ponadto
dokona¢ oceny ryzyka skazenia $rodowiska po zastosowaniu tych substancji, a takze
ograniczaja ewentualne koszty zwigzane z po6zniejszym procesem oczyszczania wod czy gleb,
utylizacji pozostatosci oraz usuwania innych zaistniatych szkod. Uzyskane wyniki moga by¢
ponadto wykorzystane przy projektowaniu substancji mato toksycznych, a jednoczes$nie
przydatnych w przemysle i rolnictwie.

Prace badawcze dotyczace okreslenia oddziatywania czwartorzegdowych soli
amoniowych, w tym cieczy jonowych, na wzrost i rozwdj jeczmienia jarego i rzodkiewki
zwyczajnej, rozpoczatem od zastosowania w eksperymencie wazonowym soli o prostej,
symetrycznej budowie z anionami tetrafluoroboranowymi (praca 1). Do centralnie
umieszczonego atomu azotu przylaczone byly cztery roznej dlugosci podstawniki
0 wzrastajacej ilosci atomow wegla, a mianowicie 2, 4, 6 i 8. Na podstawie uzyskanych
wynikéw badan stwierdzilem, zZe zastosowane sole charakteryzuja si¢ wyrazng
fitotoksycznoscig, ktorej wielkos¢ uzalezniona jest gldwnie od dlugosci podstawnika
I zastosowanego st¢zenia zwigzku. Ze wzgledu na wielko$¢ plonu, najbardziej toksyczng
okazala si¢ by¢ soOl zawierajgca 4 atomy wegla w podstawniku (tetrafluoroboran
tetrabutyloamoniowy). Zwigkszanie za$ dlugosci podstawnika do 6 i 8 atomow wegla nie
powodowato juz tak wyraznych, toksycznych efektow. Kontynuujac badania dotyczac CSA
z anionem BF4, wykorzystatem z kolei sole amoniowe zsyntezowane w Zaktadzie Inzynierii
Chemicznej Politechniki Wroctawskiej. Byly to imidazoliowe ciecze jonowe wykazujace
czynno$¢ optyczng, zawierajace w swojej czasteczce naturalny komponent — mentol. Udziat
mentolu w budowie tych soli, wptywa na ich wiasciwosci bakteriobdjcze i grzybobojcze,
wiasciwos$ci antystatyczne, a takze obniza koszty syntezy tych zwigzkéw. W swoich badaniach
wykorzystalem siedem ILs zawierajagcych w swojej czasteczce podstawniki alkilowe o 1, 3, 6,
8,9, 101 11 atomach wegla (praca 5). Uzyskatem bardzo podobne wyniki, jak w poprzednim
eksperymencie, okazalo si¢ bowiem, ze wzrost objawow fitotoksycznosci zaobserwowatem dla
soli z 3 weglami w podstawniku. Dalsze wydluZzanie podstawnika wyraZnie ograniczato
niekorzystny wptyw ILs na wzrost siewek jeczmienia jarego i rzodkiewki zwyczajnej. Wnioski
wysnute z tych dwoch prac zostaty oparte réwniez na warto$ciach NOEC i LOEC okreslonych
dla kazdej substancji. Wskazniki te uniemozliwiaja w sposob jednoznaczny stwierdzi¢, ktora
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Z badanych roslin wykazuje wigkszg tolerancj¢ na czwartorzedowe sole amoniowe. Dzieje si¢
tak dlatego, ze NOEC i LOEC wyznaczaja pewien przedzial stgzen substancji chemicznej,
W ktorym t0 mozna si¢ spodziewaé wyraznych oznak oddziatywania zwigzku na roéliny.
Pomimo niewielkiej doktadnosci, NOEC i LOEC moga by¢ z powodzeniem dalej stosowane
w badaniach fitotoksycznosci, poniewaz pozwalajg ustali¢ tak niskie stezenie NOEC polutanta,
ktore z pewnoscig bedzie bezpieczne dla organizmu testowego [39].

Majac powyzsze na uwadze, W swojej kolejnej publikacji (praca 2) okreslitem
I porownatem wartosci NOEC i LOEC z wyliczong na podstawie inhibicji plonu warto$cig
stezenia efektywnego ECso. Prace naukowe dotyczyly okreslania fitotoksycznosci
czwartorzgdowych soli amoniowych z anionami CI" i Br  dla siewek jgczmienia jarego
i rzodkiewki zwyczajnej. W prezentowanych badaniach dowiodlem, ze wielkosci NOEC
(najnizsze stezenie nie wywotujace zauwazalnych skutkow) byto zdecydowanie nizsze od
wyliczonego metoda regresji nieliniowej stezenia ECsgp 1 gwarantowalo uzyskanie
zadowalajacych plonéw $wiezej masy obu roslin. Wyliczone wskazniki fitotoksycznosci
wskazaty rowniez, Ze ro$ling bardziej odporng na zastosowane halidki byta rzodkiewka
zwyczajna. Anionami wykazujagcymi nieco wigkszg toksyczno$é okazaty si¢ by¢ natomiast
chlorki, co mogto by¢ zwiagzane z faktem, jony Cl” jako podstawowy element zasolenia,
W duzym stopniu oddzialuja na metabolizm roslinny.

Chcac doktadnie wskaza¢, ktora z roslin jest bardziej wrazliwa na tetrafluoroborany,
w swoich nastepnych badaniach wyznaczylem inhibicj¢ plonu $wiezej masy, dlugosci korzeni
i czgséci nadziemnych, a wige flagowych biomarkerdéw fitotoksycznosci, po wprowadzeniu do
podloza wzrastajacych stezen chiralnej cieczy jonowej (praca 8). Analizujac obliczone
Z inhibicji w/w wskaznikow wartosci ECsp stwierdzitem, Ze roslina dwuliScienna wykazywata
wyzszg odpornos$¢ na zastosowang ciecz jonowg z anionem BFy".

Bardzo istotnym wskaznikiem toksycznosci substancji wystepujacych w $srodowisku
wzrostu roslin jest dlugos¢ ich korzeni, poniewaz ten organ odpowiada za pobieranie wody,
sktadnikow pokarmowych oraz za utrzymanie rosliny w glebie. Wszystko to przektada si¢
nastepnie na wielko$¢ 1 jakos¢ plonu. Korzen jest takze pierwszym organem, ktory ma
bezposredni i ciaggly kontakt z zanieczyszczeniami obecnymi w podtozu [40]. W wyniku
przeprowadzonych analiz okazalo si¢, ze wszystkie z zastosowanych CSA nie tylko skracaly
dhugos$¢ korzeni, ale w przypadku jeczmienia jarego dochodzito réwniez do widocznych zmian
ich morfologii. Po zastosowaniu za$ najwyzszych stezen badanych zwigzkéw obserwowatem
jedynie zawigzki systemu korzeniowego, co widoczne jest to na fotografiach dotaczonych do
opublikowanych prac.

Kontynuujac badania majace na celu okreslenie fitotoksycznosci czwartorzedowych
soli amoniowych, nastepnymi zwigzkami, ktére wybralem do przeprowadzenia eksperymentu
wazonowego byty imidazoliowe ciecze jonowe z anionem heksafluorofosforanowym (praca
3). Wybor kolejnej soli z udzialem fluoru w czasteczce podyktowany byt istniejacymi
w dostepne;j literaturze doniesieniami [41], iz pierwiastek ten wykazuje wysoka toksyczno$é
dla organizmo6w roslinnych. Dotyczy to gtownie ujemnego oddziatywania jonow F™ na procesy
asymilacji, fotosyntezy, co w konsekwencji prowadzi do zmniejszenia si¢ np. objetosci nasion
1 hamowania wzrostu roslin. Zjawiska te wynikaja z destrukcyjnego oddziatywania fluoru na
chloroplasty. Wykorzystanie w omawianych pracach badawczych, cieczy jonowych
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zawierajacych aniony z atomami fluoru, zwigzane byto ponadto z informacjami, ze wysoka
toksyczno$¢ tych zwigzkéw zwigzana jest z hydrolizag jonow BFs4+ i PFe” w $rodowisku
glebowym. W wyniku tego procesu, do srodowiska glebowego dostajg si¢ wowczas duze iloSci
toksycznych i1 wysoce niepozadanych jonow F [8]. W badaniach wilasnych réwniez
stwierdzitem bardzo duzg fitotoksycznos$¢ soli zawierajgcych anion heksafluorofosforanowy
dla siewek jeczmienia jarego i rzodkiewki zwyczajnej, czego potwierdzeniem byta
zaobserwowana redukcja dtugosci korzeni i czgsci nadziemnych roslin oraz wyrazne obnizenie
si¢ plonu $wiezej masy. Ro$ling wyjatkowo wrazliwg na zastosowane ciecze jonowe byt
jeczmien jary. Celem omawianej pracy bylo takze uzyskanie odpowiedzi na pytanie, czy
modyfikacja budowy kationu poprzez dodanie do niego dodatkowego podstawnika zmniejszy
toksyczno$¢ tych ILs dla organizmoéw roslinnych. Jednak analiza wynikdéw jednoznacznie
pokazata, ze w przypadku soli zwierajacych aniony PFg, modyfikacja budowy chemicznej
kationu nie skutkuje w zaden sposob zmiang zaobserwowanej fitotoksycznosci. W roslinach
eksperymentalnych okreslitem ponadto zawarto$¢ fluorkow, a otrzymane rezultaty wskazaty na
akumulacje tych jonow w tkankach obu roslin.

We wszystkich omawianych powyzej pracach, jako wskaznik toksycznosci dla
jeczmienia jarego 1 rzodkiewki zwyczajnej analizowatem réwniez oddziatywanie
czwartorzgdowych soli amoniowych, w tym cieczy jonowych, na potencjal kietkowania (GP)
i zdolno$¢ kietkowania (GR) nasion tych roslin. W przypadku zwiazkdw z anionami
heksafluorofosforanowymi  nie  stwierdzono statystycznie udowodnionych  rdznic
w wartosciach tych wskaznikow kietkowania dla nasion rzodkiewki zwyczajnej, podczas gdy
wysokie stezenia ILs obnizaly zarowno wielko§¢ GP, jak i GR ziarna jeczmienia jarego.
Najwyzsze stezenia CSA i ILs z anionami tetrafluoroboranowymi obnizyty zdolnos¢ i potencjat
kietkowania obu roslin, podczas gdy dla chlorkéw i bromkow nie obserwowano podobnych
tendencji.

W swoich badaniach okreslitem ponadto oddziatywanie zastosowanych zwigzkow na
zmiany zawarto$ci suchej masy cze¢sci nadziemnych jeczmienia jarego 1 rzodkiewki
zwyczajnej. Otrzymane wyniki badan jednoznacznie dowiodly, Zze poziom suchej masy
wzrastal wraz ze zwigkszeniem si¢ koncentracji CSA i ILs w glebie. Zaleznosci te wykazywaty
wyraznie dodatnig korelacj¢. Takiej prawidlowos$ci nie zaobserwowatem jedynie w roslinach
po wprowadzeniu do gleby soli z najdtuzszymi podstawnikami. Obserwowane zwigkszenie si¢
zawartosci suchej masy w ro$linach uprawianych na podtozu z dodatkiem czwartorzegdowych
soli amoniowych zwiazane jest z faktem, ze wysokie st¢zenia tych substancji moga prowadzi¢
do zasolenia gleb, co z kolei utrudnia roslinom pobieranie wody i zaburza ich gospodarke
wodna.

Podsumowujgc wyniki badan opisanych w tej czesci autoreferatu, nalezy jednoznacznie
stwierdzi¢, ze zastosowane czwartorzedowe sole amoniowe, w tym ciecze jonowe, nie
zastuguja na przydomek ,,zielone rozpuszczalniki”. Praktycznie wszystkie zwigzki dodane do
gleby wykazywaty toksyczne dziatanie na rosliny, powodujac inhibicje dhugosci korzeni
I czgéci nadziemnych, spadek §wiezej masy oraz wzrost poziomu suchej masy. Bardzo istotnym
czynnikiem obserwowanej fitotoksycznos$ci byto zastosowane stezenie. W niskich stg¢zeniach
zwigzki te stymulowaty wzrost siewek jeczmienia jarego i rzodkiewki zwyczajnej, zachowujac
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si¢ tym samym jak regulatory wzrost roslin. Wysokie zas$ st¢zenia tych soli wykazywaty bardzo
destrukcyjne dziatanie na oba gatunki roslin uzytych w eksperymencie.

Whioskiem wskazujagcym na mozliwos¢ praktycznego wykorzystania analizowanych
zwigzkow, rowniez w agrochemii jest fakt, ze mozna ograniczy¢ fitotoksyczno§¢ CSA i ILs,
zmieniajac ich budowe chemiczna, np. poprzez zmiang rodzaju anionu. Whrew powszechnym
opiniom, ze za toksyczno$¢ czwartorzedowych soli odpowiada kation, a anion warunkuje
jedynie wiasciwosci fizykochemiczne tych zwigzkow, w swoich badaniach dowiodlem
niezbicie, ze nie ma to zadnego przelozenia na fitotoksyczno$¢ soli zawierajgcych aniony
z atomem fluoru. Zwlaszcza jon PFe wykazuje tak silne dzialanie toksyczne dla roslin
wyzszych, ze struktura kationu wydaje si¢ miec¢ tutaj znaczenie drugorzedne. Analizujac
warto$ci ECso dla zastosowanych CSA, wyliczone z inhibicji dtugosci korzeni, czgsci
nadziemnych i plonu jeczmienia jarego i rzodkiewki zwyczajnej, toksyczno$¢ aniondw mozna
uszeregowac nastepujaco: PFe > BF4 > CI” > Br'. Zmiang wielkosci fitotoksycznosci mozna
uzyska¢ takze regulujac dlugo$¢ podstawnikow. Dlatego zarowno w przemysle, jak
i agrochemii nalezy unika¢ stosowania substancji o krotkich podstawnikach, ze wzgledu na ich
stosunkowo wysoka toksyczno$é¢ dla roslin uprawnych. Rekomendowa¢ mozna natomiast do
stosowania czwartorzgdowe sole amoniowe z dlugimi fancuchami od 8 do kilkunastu atomow
wegla. Gwarantuje to brak fitotoksycznosci tych substancji, wynikajacy m.in. z ich sorpcji na
koloidach glebowych. Zwiazki o diugich podstawnikach wykazuja jednocze$nie wyrazne
wiasciwosci hydrofobowe, podobnie jak klasyczne surfaktanty i s$rodki powierzchniowo
czynne, co ma duze znaczenie w kontekscie ich praktycznego wykorzystania.

Bardzo waznym wnioskiem, réwniez mogacym mie¢ zastawanie w praktyce, jest
zaobserwowana roznica we wrazliwosci rosliny jedno- i dwuliciennej na wykorzystane
w badaniach czwartorzgdowe sole amoniowe, w tym ciecze jonowe. Z badan wynika bowiem,
ze na glebach, w ktorych stwierdzi si¢ obecnos¢ zwigzkdéw o podobnej budowie chemicznej do
soli zastosowanych w badaniach, nie powinno si¢ uprawia¢ zbdz. W prezentowanych
badaniach wykorzystatem wprawdzie tylko jeczmien jary, ale do wyciagnigcia powyzszego
whniosku upowaznia mnie jednak nie tylko podobna budowa sytemu korzeniowego wszystkich
roslin jednolisciennych, ale rowniez wyniki analogicznego eksperymentu, przeprowadzonego
z udziatem pszenicy jarej (praca wystana do czasopisma, Status — w recenzji). To zboze
zareagowalo na obecnos$¢ cieczy jonowych w glebie w sposob identyczny, jak jeczmien jary.
W zwiazku z tym, chcac np. poddac fitoremediacji grunty zanieczyszczone czwartorzedowymi
solami jonowymi, nalezy zdecydowanie wykorzystywa¢ rosliny dwuliscienne. Jednak trzeba
pamietaé, ze nie zawsze moga one by¢ po zbiorze wykorzystane jako pasza, poniewaz po
zastosowaniu soli z anionami np. BF4™ i PFe, rosliny akumulujg duze ilosci fluoru, ktory jest
z kolei przeksztalcany w bardzo toksyczny dla zwierzat fluorooctan [42].

Stres oksydacyjny w roslinach poddanych oddzialywaniu czwartorzedowych soli
amoniowych, w tym cieczy jonowych

O wystepowaniu zjawiska stresu oksydacyjnego mowimy wowczas, kiedy w roslinach
nastepuje nadprodukcja wolnych rodnikéw tlenowych, przez co wystepuja one w komodrkach
roslinnych w duzych ilo$ciach. Taki stan rzeczy prowadzi do znacznych uszkodzen réznych
organelli komorkowych. Ladowe ro$liny wyzsze bgdac organizmami osiadtymi, caly czas sa
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narazone na oddzialywanie szeregu biotycznych i abiotycznych czynnikow stresowych. Do
tych ostatnich zalicza si¢ np. zasolenie, skazenie gleb metalami ci¢zkimi, czy pozostalo$ciami
pestycydow [35,43,44]. Podejmujac Si¢ przeprowadzania prezentowanych badan chcialem
dowies¢, ze do takich antropogenicznych czynnikdéw powodujacych stres oksydacyjny u roslin
zaliczy¢ mozna takze czwartorzgdowe sole amoniowe, w tym ciecze jonowe.

Organellami komorkowymi, wyjatkowo podatnymi na nadprodukcje RFT sa
chloroplasty, co jest zwigzane z olbrzymiag dawka energii pochtanianej przez barwniki
asymilacyjne. W warunkach stresu oksydacyjnego kiedy mechanizmy fotoochronne nie sg
wystarczajgce, wzbudzony chlorofil reaguje z tlenem co prowadzi do powstania tlenu
singletowego 'O, oraz innych wolnych rodnikéw, pochodnych wielonienasyconych kwasow
thuszczowych. Powstate w ten sposob RFT uszkadzaja biatka wystepujace w fotosystemie PSI|
zaburzajac jego normalne funkcjonowanie. Obniza to wydajnos¢ fotosyntezy, rozumianej jako
proces syntezy ztozonych zwigzkéw z CO2 1 H20 przy udziale pochtanianego przez barwniki
asymilacyjne fotosyntetycznie czynnego promieniowania. Fotosynteza jest podstawa produkcji
biomasy roslin, od ktorej zaleznie od dystrybucji wytworzonych asymilatow zalezy plon, np.
ziarna zbdz. Wydajnos¢ procesu fotosyntezy jest nierozerwanie zwigzana roéwniez
z zawarto$cig wszystkich barwnikow asymilacyjnych oraz ich wzajemnymi proporcjami [44-
46].

Majac na uwadze powyzsze, w pracach stanowigcych osiggnigcie naukowe w mysl
ustawy, dokonatem analizy zawarto$ci barwnikéw asymilacyjnych w siewkach jeczmienia
jarego i lisciach rzodkiewki zwyczajnej, uprawianych na glebie z dodatkiem czwartorzegdowych
soli amoniowych, w tym cieczy jonowych. Zgodnie z przewidywaniami, obserwowany spadek
plonu jeczmienia jarego i rzodkiewki zwyczajnej na skutek oddzialywania CSA i ILs,
bezposrednio byl zwigzany z obnizaniem si¢ zawarto$ci chlorofilu w roslinach. Praktycznie
wszystkie zastosowane czwartorzgdowe sole amoniowe prowadzity do systematycznego
spadku chlorofilu a, chlorofilu b, chlorofilu catkowitego oraz karotenoidow (prace 1-4, 8).
Zaobserwowany spadek byl skorelowany ze wzrostem stezenia tych substancji chemicznych
w glebie. W prezentowanych badaniach zaobserwowatem tez zalezno$¢ pomigdzy zawartoscia
barwnikoéw asymilacyjnych, a zahamowaniem wzrostu roslin oraz spadkiem §wiezej masy
siewek jeczmienia jarego i rzodkiewki zwyczajnej. Zwigzane jest to najprawdopodobniej
Z zaburzeniami procesu fotosyntezy, co zmniejszyto produktywnos¢ roslin, poprzez obnizenie
lub zahamowanie tzw. produkcji pierwotnej. Tak destrukcyjny wpltyw CSA na zawarto$¢
barwikow asymilacyjnych nie byt praktycznie uzalezniony od rodzaju zwiagzku. Jedynym
wyjatkiem byly tutaj sole z dlugimi podstawnikami, dla ktorych zaobserwowatem najmniejsze
zmiany zawartosci zarowno chlorofilu, jak i karotenoidow. Przektadato si¢ to na niewielka
fitotoksyczno$¢ tych soli, zwlaszcza w odniesieniu do rosliny dwuliSciennej. Nalezy rowniez
wspomnie¢, ze w liSciach rzodkiewki zwyczajnej stwierdzono mniejsze zmiany zawartosci
barwnikoéw w poréwnaniu do jeczmienia jarego, co dodatkowo dowodzi o wigkszej tolerancji
tej rosliny dwulisciennej na badane substancje.

Do oceny prawidtowosci funkcjonowania fotosystemow, wykorzystuje si¢ réwniez
wskazniki wyliczane z zawarto$ci poszczegdlnych barwnikéw asymilacyjnych, co
jednoczesnie daje informacje o proporcjach tych organicznych zwigzkow chemicznych
obecnych w roslinach. Jest to o tyle wazne, poniewaz jak powszechnie wiadomo nie tylko ilo$¢
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barwnikoéw, ale odpowiednie proporcje Chla, Chb i Car warunkujg odpowiednie nat¢zenie
procesu fotosyntezy. Bardzo waznym wskaznikiem jest stosunek zawartosci chlorofilu a do
poziomu chlorofilu b. Obnizenie si¢ wartosci tego wskaznika, bezposrednio zwigzane ze
spadkiem poziomu Chla, s$wiadczy niezawodnie o uszkodzeniach fotosystemow i postgpujaca
za tym fotoinhibicja. Drugim wskaznikiem jest stosunek zawarto$ci chlorofilu catkowitego do
ilosci karotenoidow. Spadek wielkosci Chl(a+b)/Car sugeruje nie tylko, ze w ro$linie doszto do
powstania stresu oksydacyjnego, ale jedocze$nie wskazuje na podjecie przez organizm obrony
antyoksydacyjnej, poprzez zwigkszenie udziatu karotenoidow w ogodlnej puli barwnikoéw
asymilacyjnych. Karotenoidy sg bowiem odpowiedzialne nie tylko za rozpraszanie energii, ale
rowniez za ochrong fotouktadow przed RFT [46].

Na podstawie analizy wynikow otrzymanych po obliczeniu stosunku Chla/Chb wida¢
wyraznie, ze wprowadzenie do podioza czwartorzedowych soli amoniowych zawierajacych
aniony BF4 i PFe” prowadzilo do obnizenia si¢ tego wskaznika, co bylo widoczne zwlaszcza
W jeczmieniu jarym. Wskazuje to na niekorzystne oddzialywanie badanych zwigzkéw na
poziom chlorofilu a oraz na zaburzone proporcje pomi¢dzy zawarto$cig chlorofilu a i chlorofilu
b. W lisciach rzodkiewki zwyczajnej zmiany wartosci wyliczonych wskaznikow byty duzo
mniejsze i dotyczyly z reguly roslin uprawianych przy najwyzszych poziomach stezen CSA
i ILs. Nie stwierdzono natomiast zadnych zmian wartosci Chla/Chlb u roslin poddanych
oddziatywaniu soli nie wykazujagcych wlasciwosci fitotoksycznych. Zmiany wartos$ci
wskaznika otrzymanego ze stosunku chlorofilu catkowitego do karotenoidow wskazuja na
uruchomienie przez ro$liny obrony antyoksydacyjnej. Widoczne to bylo zwlaszcza
w przypadku rosliny dwuli$ciennej, ktorej systemy ochronne sa widocznie sprawniejsze
i efektywniejsze, niz funkcjonujace w jeczmieniu jarym (prace nr 3, 4, 8).

Kontynuujac swoje prace badawcze majace na celu stwierdzenie wystepowania oraz
wielko$¢ stresu oksydacyjnego w roslinach podanych oddziatywaniu czwartorzedowych soli
amoniowych, w tym cieczy jonowych, w materiale roslinnych okreslitem réwniez poziom
bezposrednich markerow stresu, jakimi sg aldehyd dimalonowy (MDA), nadtlenek wodoru,
atakze nie ujeta w pracach stanowigcych osiggniecie naukowe, wolna prolina. Stopien
peroksydacji lipidow w ro$linach jest okreslany za pomocg zmian zawartosci nadtlenkow
lipidow (LOOH) i MDA. Aldehyd dimalonowy jest bowiem produktem rozktadu
wielonienasyconych kwasow tluszczowych obechych w blonach biatkowo-lipidowych,
gtownie kwasu linolowego. Dlatego zawarto§¢ MDA jest rutynowo oznaczana
i wykorzystywana jako bardzo dobry wskaznik pomiaru oksydacyjnego uszkodzenia komorek
[31,47,48]. Analizujac zmiany poziomu MDA w siewkach jeczmienia jarego i rzodkiewki
zwyczajnej nalezy stwierdzi¢, ze byly one powigzane z obserwowang fitotoksycznoscig
badanych czwartorzedowych soli amoniowych dla tych roslin. Najbardziej toksycznymi solami
byty te CSA i ILs, ktore posiadaly w czgsteczce anion heksafluorofosforanowy i dla tych
zwigzkow stwierdzitem rowniez najwigksze zmiany poziomu MDA. Zaréwno proste sole
alifatyczne (praca 4), jak i imidazoliowe ciecze jonowe (praca 3) z tymi anionami, prowadzity
do duzej akumulacji tego aldehydu w komorkach obu roslin eksperymentalnych, ktora byta
dodatkowo skorelowana ze stezeniem tych zwigzkow w glebie. Najwiekszy wzrost poziomu
MDA zaobserwowalem po zastosowaniu najwyzszych stezen czwartorzegdowych soli
amoniowych, co sktania ku pogladowi, ze wysokie stezenia badanych substancji generujg juz
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tak wysoki stopien stresu oksydacyjnego, ze systemy obronne, zwlaszcza enzymatyczne staja
si¢ nieskuteczne. W przypadku zastosowania soli z anionami BF4", CI" i Br zmiany poziomu
aldehydu dimalonowego nie byly juz tak jednoznaczne, a stwierdzony wzrost zawartosci tego
zwigzku dotyczyl glownie siewek jeczmienia jarego. Dla rzodkiewki zwyczajnej nie
obserwowalem w tych warunkach uprawy podobnych tendencji zmian zawartosci MDA, co jest
kolejnym dowodem na posiadanie przez tg rosling wydajniejszego systemu obrony
antyoksydacyjnej.

W swoich pracach badawczych okreslitem takze zawarto§¢ nadtlenku wodoru,
czasteczki zaliczanej do RFT, ktéra moze by¢ akumulowana w komorkach roslinnych
w warunkach stresu oksydacyjnego. Taki wzrost zawartosci H2O> stwierdza si¢ rowniez wtedy,
gdy dochodzi do wzmozonej detoksykacji anionorodnika ponadtlenkowego (O2"), prowadzonej
przez dysmutaze¢ ponadtlenkowa oraz wtedy, gdy zawioda w ro$linach enzymatyczne
mechanizmy detoksykacji nadtlenku wodoru. Nadtlenek wodoru jest najbardziej stabilng
czasteczkg sposrod wszystkich RFT i zdolng do przenikania przez btony komérkowe [25,49].
Analizujac otrzymane wyniki eksperymentéw dotyczacych wpltywu czwartorzedowych soli
amoniowych na zawarto$§¢ H20, zaobserwowatem bardzo interesujaca odpowiedz ro$lin na ten
czynnik stresogenny. Mianowicie jeczmien jary, roslina bardziej wrazliwa od rzodkiewki na
zastosowane substancje chemiczne, doskonale radzita sobie z nadmiarem nadtlenku wodoru.
Bez wzgledu na budowe chemiczng zastosowanych CSA i ILs, zawsze obserwowatem spadek
zawarto$ci HoO» w siewkach jeczmienia, ktory byl skorelowany z zastosowanym st¢zeniem
tych soli. U odporniejszej rosliny dwulisciennej dochodzito zas do odktadania sig¢ tej substancji
w komorkach, a wzrost zawartosci H20. byl widoczny zwlaszcza po zastosowaniu
najwyzszych stezen badanych soli (prace 1-4, 8). Zwiazki dla ktoérych nie obserwowano
objawow fitotoksyczno$ci, nie generowaly zadnych zmian poziomu H20, w lisciach
rzodkiewki zwyczajnej. Uzyskanie takich wynikow badan mozna tlumaczy¢ jedynie
zréznicowang aktywnos$cia enzyméw antyoksydacyjnych rozkladajacych nadtlenek wodoru
W jeczmieniu jarym 1 rzodkiewce zwyczajnej. W zadnym z obiektoéw nie stwierdzilem
natomiast calkowitego usunigcia tej RFT, co jest zwigzane z faktem, ze H»O: jest takze
czasteczka sygnatowa, odpowiedzialng za regulacje niektorych procesow fizjologicznych [34].

Zaobserwowane tendencje zmian zawartosci MDA i H202 w roslinach do§wiadczanych
sktonity mnie do podjgcia badan, ktorych celem bylo okreslenie aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych. W swoich pracach badawczych okreslitem aktywnos¢ dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD), katalazy (CAT) i peroksydazy (POD). Enzymy te stanowig bardzo
istotng lini¢ obrony przed RFT, a w swoich dziataniach wykazuja wysoka specjalizacje,
poniewaz produkt dziatania jednego enzymu staje si¢ natychmiast substratem, na ktéry dziata
kolejny enzym. Proces ten trwa dopoty, dopoki nie powstang substancje nietoksyczne [44,50].

Pierwszg lini¢ obrony przed RFT stanowi SOD, enzym detoksykujacy anionorodnik
ponadtlenkowy (O27) do H202 i O2. Dysmutaza ponadtlenkowa to ogdlna nazwa catej rodziny
tych metaloenzyméw, ktére prowadzg rozktad Oz w roznych organellach komorkowych,
a mianowicie Mn-SOD dziata w mitochondriach, Fe-SOD w plastydach, a Cu/Zn-SOD
w cytozolu i chloroplastach [45]. Analiza wynikow otrzymanych w badaniach wlasnych nie
pozwala na wyciagniecie jednoznacznych wnioskoéw co do kierunku zmian aktywnosci SOD
w roslinach uprawianych w warunkach wzrastajacej koncentracji czwartorzegdowych soli
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amoniowych, w tym cieczy jonowych w glebie. W siewkach jgczmienia jarego, bez wzgledu
na rodzaj zastosowanego zwigzku, obserwowalem z reguly wzrost aktywnos$ci dysmutazy tylko
do pewnego poziomu stezenia CSA ILs, podczas gdy najwyzsze stgzenia tych soli skutkowaty
wyraznym obnizeniem si¢ aktywnos$ci tego enzymu (prace 1-4). Jest to zwigzane z faktem, ze
wysoki stopien uszkodzenia komorek ros§linnych prowadzi do znacznej inhibicji aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych, co skutecznie redukuje mozliwosci obrony, a nawet prowadzi¢
moze do $mierci komorek. W lisciach rzodkiewki zwyczajnej zaobserwowatem natomiast inne
tendencje zmian aktywnosci SOD. Heksafluorofosforany prowadzity do systematycznego
obnizania si¢ aktywnosci tego enzymu (praca 3) lub obserwowany spadek widoczny byt od
pewnego poziomu stezenia CSA i ILs w glebie (praca 4). Natomiast sole wykazujace mniejsze
wilasciwosci fitotoksyczne takie, jak np. tetrafluoroborany, nie powodowaty statystycznie
udowodnionych réznic aktywno$ci SOD w odniesieniu do obiektow kontrolnych (praca 1 i 8),
podczas gdy chlorki i bromki prowadzity do wzrostu aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej
w lisciach rzodkiewki zwyczajnej (praca 2). Zmiany aktywnosci SOD byly ponadto
skorelowane z zawarto$cig MDA i H2O2 w roslinach eksperymentalnych.

Powstalty w wyniku dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego H20: jest z kolei
substratem dla aktywnosci katalazy (CAT) i peroksydazy (POD). Katalaza jest enzymem
zlokalizowanym w peroksysomach i powoduje rozktad nadtlenku wodoru do H2O i Os..
Peroksydaza za$, bedaca zbiorem izoenzyméw, rozktada H2O» przy udziale zwigzkéw
fenolowych (pirogalol, benzydyna, gwajakol) lub niektérych niskoczasteczkowych
antyutleniaczy (kwas askorbinowy) [25,44].

W literaturze naukowej mozna spotkac opnie, ze usuwanie nadtlenku wodoru z komoérek
jest rolg katalazy, podczas gdy rola peroksydazy ogranicza si¢ jedynie do regulacji poziomu
tego RFT w organizmach roslinnych [44,46]. Przeprowadzone przeze mnie prace badawcze nie
potwierdzaja jednak powyzszej tezy. W siewkach jgczmienia jarego, po wprowadzeniu do
gleby czwartorzedowych soli amoniowych z halidkami i anionami PFg zaobserwowatem
wzrost aktywnos$ci tego enzymu (prace 2-4), podczas gdy tetrafluoroborany powodowaty
zwigkszenie si¢ aktywnosci katalazy jedynie do pewnego poziomu koncentracji tych zwigzkow
w podiozu (praca 1). W lisciach rzodkiewki zwyczajnej rowniez nie stwierdzitem zadnych
prawidtowosci co do kierunku zmian aktywno$ci katalazy. W zaleznosci od eksperymentu
obserwowatem wzrost aktywnosci CAT tylko do pewnego st¢zenia soli (praca 4), albo wzrost
ten byl widoczny tylko przy najwyzszych stezeniach CSA i ILs (praca 1-3), badz nie
stwierdzitem zadnych réznic pomigdzy aktywnos$cig tego enzymu w obiektach kontrolnych,
a obiektach, na ktorych rzodkiewka rosta na glebie z dodatkiem CSA (praca 8). Takie
zroznicowane kierunki zmian aktywno$ci CAT wynika¢ moga z budowy tego enzymu.
Inaktywacja katalazy zachodzi bowiem po przytaczeniu si¢ substancji chemicznych do centrum
aktywnego enzymu, do ktorego prowadzi bardzo waski kanal, przez ktéry duze czasteczki
niektérych CSA 1 ILs nie sg w stanie przenikng¢. Dlatego katalaze uwaza si¢ za enzym dos¢
oporny na dziatanie tego typu soli [51].

W sytuacji kiedy aktywnos¢ katalazy nie gwarantuje skutecznej obrony przed RFT,
funkcje rozktadu nadtlenku wodoru przejmuje peroksydaza. Spotka¢ mozna prace [43], ktore
whbrew opinii o tylko regulacyjnej roli peroksydazy, wnosza o duzo wigkszym powinowactwie
tego enzymu do H>O», niz obserwowana w przypadku katalazy. Jak bardzo istotna jest rola
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POD w detoksykacji nadtlenku wodoru, moze $wiadczy¢ poglad, ze wzrost aktywnosci
peroksydazy bedzie nastgpowat zawsze, gdy tylko czynniki stresogenne beda oddziatywaty na
ro$ling i tak dtugo, jak dtugo bedzie ona w stanie prowadzi¢ w tych warunkach swoja wegetacje
[52]. Wpyniki wuzyskane =z przeprowadzonych badan dotyczacych oddzialywania
czwartorzgdowych soli amoniowych, w tym cieczy jonowych, na zmiany aktywnoS$ci
peroksydazy w siewkach jeczmienia jarego i rzodkiewki zwyczajnej dowodzg, ze wszystkie
zastosowane sole wyraznie stymulowaty aktywno$¢ tego enzymu w obu roslinach objetych
doswiadczeniem (prace 1-4, 8). W przypadku CSA, ktore charakteryzowaty si¢ niewielka
fitotoksycznos$cig, wzrost aktywnosci POD byt odpowiednio mniejszy. Obserwowany wzrost
aktywnosci POD byt dodatnio skorelowany ze wzrostem st¢zenia czwartorzedowych soli
w podtozu, co upowaznia do stwierdzenia, ze zmiany aktywnosci peroksydazy sa dobrym
wskaznikiem stresu oksydacyjnego w komorkach roslinnych. Warto zaznaczyé, ze aktywno$é
peroksydazy w lisciach rzodkiewki zwyczajnej byta zasadniczo kilkakrotnie nizsza, niz
stwierdzona w siewkach jeczmienia jarego, co tlumaczy obserwowane tendencje zmian
zawartosci H202 w komorkach tych roslin.

Trzeba jednak pamigta¢, ze sSzybki i duzy wzrost aktywno$ci enzymow
antyoksydacyjnych nie jest do konca korzystny dla ro$lin. Enzymy te nie tylko usuwaja wolne
rodniki tlenowe, odpowiedzialne za stres oksydacyjny, ale réwniez moga uposledzac
metabolizm ro$linny poprzez rozktad RFT odpowiedzialnych za sygnalizacje komorkows.
Dodatkowo, wzrost aktywnosci peroksydazy jest odpowiedzialny takze za uszkodzenia
czasteczek chlorofilu [34,52]. W badaniach wlasnych dowiodtem korelacji pomigdzy wzrostem
aktywnosci peroksydazy, a spadkiem zwartosci chlorofilu catkowitego w siewkach jeczmienia
jarego i liSciach rzodkiewki zwyczajnej (prace 1 i 8).

Podsumowujac rezultaty badan wlasnych moge stwierdzi¢, ze czwartorzedowe sole
amoniowe, W tym ciecze jonowe, z powodzeniem mozna zaliczy¢ do abiotycznych czynnikow
stresogennych dla ro$lin jeczmienia jarego i rzodkiewki zwyczajnej. Swiadczy¢ o tym moze
m.in. obserwowana akumulacja MDA i zmiany zawartosci H20, w obu ro$linach
doswiadczalnych. Spadek za§ zawartosci barwnikow asymilacyjnych jest nie tylko kolejnym
symptomem stresu oksydacyjnego, ale rowniez odpowiada za stwierdzong fitotoksycznos¢ tych
soli. Degradacja systemu barwnikow asymilacyjnych znalazta bowiem odzwierciedlenie
W obnizeniu si¢ tzw. produkcji pierwotnej, co z kolei wptyn¢to na inhibicj¢ wzrostu ro$lin
i obnizenie ich plonu. Stwierdzitem ponadto, ze zmiany zaréwno poziomu chlorofilu, jak
i aktywnosci peroksydazy moga by¢ dobrym wskaznikiem stresu oksydacyjnego wywotanego
przez CSA, podczas gdy zmiany aktywnosci pozostatych enzymow antyoksydacyjnych, nadaja
si¢ do tego w zdecydowanie mniejszym stopniu.

Zdobyta wiedza moze przyczyni¢ si¢ ponadto do lepszego zrozumieniu samego
mechanizmu fitotoksycznosci czwartorzedowych soli amoniowych, w tym cieczy jonowych.
Efekty moich badan mogg réwniez by¢ wykorzystane w praktyce rolniczej, poniewaz ich
przestanka bylo wybranie tych gatunkéw roslin uprawnych, ktore na glebach
zanieczyszczonych CSA 1 ILs nie tylko beda radzi¢ sobie ze stresem oksydacyjnym, ale réwniez
zapewnig oczekiwanej wielkosci plony o dobrej jakosci. W oparciu 0 uzyskane rezultaty,
uprawa roslin dwulisciennych na glebach zawierajacych tego typu zwiazki chemiczne moze

18



Robert Biczak Zatqcznik 2

by¢ uwazana za bardziej wskazang, a do stosowania praktycznego poleca¢ nalezy
czwartorzgdowe sole amoniowe z dtugim podstawnikami alkilowymi.

Badania nad mozliwo$cia zastosowania czwartorzedowych soli amoniowych do
ograniczenia wzrostu chwastéow — ewentualne mozliwosci praktycznego wykorzystania
wynikéw badan

Rosliny niepozadane to jeden z najwazniejszych problemow istniejagcych w uprawie
roslin wykorzystywanych gospodarczo i1 stanowigcych podstawe pozywienia ludzkosci.
Chwasty konkurujg z ros$linami uprawnymi o wode, sktadniki pokarmowe czy $wiatto, a ich
szybki wzrost i rozw6j powoduje, ze rosliny uprawne sg gory skazane na niepowodzenie
w czasie tego wspotzawodnictwa. Chwasty pogarszajg jako$¢ plonow, utrudniajg zbidr
mechaniczny oraz generuja koszty zwigzane z oczyszczaniem uzyskanych zbiorow ze swoich
nasion i pozostatosci. Moga by¢ ponadto zywicielami patogenow powodujacych wiele chorob
o podtozu bakteryjnym, wirusowym i grzybiczym, co z kolei moze prowadzi¢ do infekcji roslin
uprawnych i eliminowaé uzyskane plony pod wzgledem ich wykorzystania. Dlatego od wielu
lat do zwalczania roslin niepozadanych stosuje si¢ calg game zwigzkow chemicznych,
nazwanych herbicydami. Jednak wskutek wieloletniego stosowania niektorych preparatow,
coraz czgsciej dochodzi do zjawiska uodparniania si¢ chwastow na wiele dostgepnych
komercyjnie herbicydow. W zwigzku z powyzszym istnieje konieczno$¢ ciaglego
poszukiwania substancji, ktore nie tylko wykazywalyby pozadane wiasciwosci chwastobojcze,
ale rowniez bylyby nieszkodliwymi dla ludzi i zwierzat. Przyktadem nowej i obiecujacej grupy
zwigzkow sg wspomniane juz w autoreferacie herbicydowe ciecze jonowe (HILS), w ktorych
co najmniej jeden z jondw wykazuje stwierdzone juz wlasciwosci chwastobojcze [53,54].

Majac na uwadze powyzsze, a takze po przeanalizowaniu wynikoéw analiz
dotyczacych fitotoksyczno$ci i stresu oksydacyjnego w jeczmieniu jarym 1 rzodkiewce
zwyczajnej, podjalem badania majace na celu wybor 1 wykorzystanie czwartorzgdowych soli
amoniowych w ograniczaniu wzrostu i rozwoju chwastow. Do swoich badan wykorzystalem
3 gatunki popularnych chwastow: zottlica drobnokwiatowa (Galinsoga parvilora Cav.), szczaw
zwyczajny (Rumex acetosa L.) i komosa biata — lebioda (Chenopodium album L.). Sg to rosliny
azotolubne, ktore cechuje duza zdolno$¢ przetrwania i fatwego rozprzestrzeniania si¢. Chwasty
te sg jednoczesnie trudne do usuwania z upraw ze wzgledu na szybki rozwdj, zdolnos¢
wydawania olbrzymich ilo$ci nasion mogacych przez wiele lat przebywaé w glebie nie tracac
przy tym zdolnosci kietkowania, czy chociazby, jak w przypadku szczawiu, posiadania klaczy
z powodzeniem zimujacych w glebie [55-57].

W eksperymencie wykorzystalem czwartorzedowe sole amoniowe, posiadajace jako
aniony chlorki, bromki i jodki. Zwiazki te zastosowatem w formie oprysku na liscie badanych
chwastow oraz doglebowo przed wysianiem nasion tych roslin. Powod wyboru tych soli do
eksperymentéw byt oczywisty. Po wstepnych badaniach chwastobojczych, dotyczacych
oddzialywania chiralnych imidazoliowych cieczy jonowych z anionem tetrafluoroboranowym
zastosowanych w formie oprysku lisci ros$lin komosy bialej, zo6ltlicy drobnokwiatowe;j
I Szczawiu zwyczajnego (praca 5), swoja dalsza dziatalno$¢ badawczg skupitem na halidkach.
Stosowanie bowiem CSA i ILS z anionami BFs i PFe’, nawet jezeli wykazywaly silniejsze
wilasciwosci herbicydowe, skutkowato wprowadzeniem do gleby sporych ilosci toksycznych
jonow fluorkowych. Nie bez znaczenia pozostaje stwierdzona w badaniach wiasnych
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akumulacja fluoru w roslinach, ktora decyduje o toksycznosci takiego materiatu ro§linnego dla
ludzi i zwierzat.

W eksperymencie wazonowym zastosowalem 3 czwartorzedowe sole amoniowe
z kationem posiadajagcym cztery symetryczne podstawniki zawierajace 2 atomy wegla oraz
takie aniony, jak: CI, Br i I" (praca 6). Uzyskane wyniki badan pokazaly, ze zastosowane
substancje wykazujg potencjalne wlasciwo$ci chwastobojcze, a stopien takiego oddziatywania
uzalezniony byt gléwnie od formy zbiegu, ale takze od rodzaju zwigzku i zastosowanego
stezenia oraz od gatunku ro$liny. W przypadku inkorporacji, najsilniejsze oddziatywanie na
wszystkie gatunki chwastow wykazywaly jodki. Najbardziej odporng rosling byt za§ szczaw
zwyczajny, ale i w jego przypadku stwierdzilem np. okoto 80% inhibicj¢ wzrostu korzeni.
Mniejszy stopief inhibicji wzrostu cz¢s¢ nadziemnych i korzeni chwastow, a takze spadek
zawarto$ci barwnikéw asymilacyjnych w lisciach badanych chwastow stwierdzilem po
wprowadzeniu do podtoza CSA z chlorkami i bromkami. Stabsze wlasciwosci chwastobdjcze
w stosunku do zottlicy drobnokwiatowej, szczawiu zwyczajnego 1 komosy bialej
zaobserwowatem bo zastosowaniu badanych czwartorzedowych soli amoniowych w formie
oprysku. Rosling catkowicie odporng na dziatanie zastosowanych CSA okazata si¢ by¢ zottlica
drobnokwiatowa, natomiast wyrazny wplyw na szczaw zwyczajny i lebiode stwierdzitem
dopiero po zastosowaniu wyzszych stezen tych zwigzkow. Czwartorzgdowe sole amoniowe
z chlorkami i bromkami wykorzystane do oprysku w najwyzszych stezeniach (2%),
powodowatly wyrazne przebarwienia na lisciach roslin (chloroza i nekroza), a czesé roslin
szczawiu i komosy biatej po pewnych okresie ulegata zasychaniu. Za takimi efektami
przemawiaja takze warto$ci ECsp, otrzymane z inhibicji dlugosci korzeni i cze$ci nadziemnych
roslin oraz zaobserwowane zmiany poziomu barwinkéw asymilacyjnych.

Wskutek stwierdzenia totalnych wlasciwosci chwastobojczych jodkow zastosowanych
doglebowo, podjatem dalsze badania, ktore miaty na celu wykaza¢, czy modyfikacja budowy
chemicznej tych soli pociagnie za sobg zmiang ich wlasciwosci chwastobojczych (praca 7). Do
badan wykorzystalem dwa jodki zawierajace symetryczne podstawniki z 1 1 4 atomami wegla,
a rozwory tych soli zastosowatem doglebowo0 1 opryskatem nimi liscie tych samych chwastow
co uprzednio. Podobnie jak w poprzednim do$wiadczeniu, najsilniej inhibitujaco na
kietkowanie nasion oraz wzrost 1 rozw0j zo6ttlicy drobnokwiatowej, komosy biatej 1 szczawiu
zwyczajnego oddziatywato doglebowe zastosowanie tych soli. Jodek zawierajacy podstawniki
z 4 atomami wegla catkowicie zahamowat kietkowanie nasion wszystkich gatunkéw chwastow,
podczas gdy w przypadku substancji z jednowgglowym podstawnikiem, wykietkowata tylko
cze¢$¢ nasion lebiody, a siewki wykazywaty kartowatos¢. Oprysk lisci tych gatunkow chwastow
rozworami badanych jodkéw rowniez potwierdzil wczeéniejsze obserwacje. Zobttlica
drobnokwiatowa w ogole nie zareagowala na zastosowane sole. W przypadku szczawiu
zwyczajnego oddzialywanie tych CSA uzaleznione bylo gtéwnie od zastosowanego st¢zenia,
chociaz na podstawie uzyskanych rezultatow trzeba wskaza¢ na jodek o czteroweglowych
podstawnikach, jako na substancje o silniejszym, niekorzystnym oddzialywaniu na tg rosling.
Wszystkie okreslone w prezentowanych badaniach biomarkery, tj. inhibicja wzrostu czesci
nadziemnych i korzeni, zmiany poziomu suchej masy i barwnikéw asymilacyjnych oraz
wyglad zewngtrzny roslin wskazuja, ze najwigkszg fitotoksycznoscig charakteryzowaty sig
analizowane jodki w stosunku do komosy biate;.
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Przeprowadzone badania, dotyczace okreslenia wpltywu czwartorzedowych soli
amoniowych zawierajagcych chlorki, bromki i jodki na wzrost 1 rozwdj zoéltlicy
drobnokwiatowej, szczawiu zwyczajnego i komosy biatej pokazaty, ze zastosowane CSA
wykazuja potencjalne wlasciwosci chwastobdjcze. Wptyw tych soli uzalezniony byt gléwnie
od formy zabiegu, takze od rodzaju zwiazku, zastosowanego st¢zenia i co najwazniejsze,
réwniez od gatunku ro$liny. Uzyskane wyniki dobrze rokujg co do dalszych badan majacych
na celu projektowanie substancji o podobnej budowie i wlasciwosciach herbicydowych.
Pomimo, iz prezentowane badania przeprowadzitlem w $cisle kontrolowanych warunkach, a nie
na polu, to uzyskane wyniki sg interesujagce w kontekscie ich praktycznego zastosowania
w agrochemii. Dlatego zostaly poddane prawnej ochronie patentowej. Na dzien dzisiejszy
uczestniczytem w przygotowaniu 5 zgtoszen dokonanych w Urzedzie Patentowym RP (I1.C.1
— 11.C.5, zalgcznik 4) 1 4 zgloszeniach dokonanych w Europejskim Urzedzie Patentowym
(I1.C.6. — 1I.C.9, zalgcznik 4). Czynione sg starania, aby niektore z tych zgtoszen przeksztalci¢
w patenty. Koszty dokonanych zgloszen pokryte zostaty z funduszy projektu: ,,Ochrona
patentowa metod syntezy i biologicznej aktywnosci nowych soli oniowych, achiralnych
i chiralnych cieczy jonowych, kompleksow uktadow weglowodanowych z jonami metali grup
przejsciowych oraz nanorurek weglowych funkcjonalizowanych podstawnikami  ze
stereogenicznym heteroatomem” realizowanego W ramach Programu Operacyjnego
Innowacyjna Gospodarka, ktorego w latach 2014-2015 bytem kierownikiem.

PODSUMOWANIE

W cyklu publikacji naukowych powigzanych tematycznie, ktory stanowi podstawe do
ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego, przestawilem rezultaty swoich prac naukowych
dotyczacych okreslenie fitotoksycznosci i stresu oksydacyjnego w siewkach jeczmienia jarego
i rzodkiewki zwyczajnej, poddanych oddziatywaniu czwartorzedowych soli amoniowych,
w tym cieczy jonowych. Przeprowadzone badania dla szeregu zwigzkoéw tego typu wyraznie
wskazuja na fakt, ze mozliwy jest dobor pod wzgledem budowy chemicznej takich soli, ktére
beda wykazywaé jak najnizsza toksycznos¢ w stosunku do ro$lin. Stwarza to szanse na
powszechne wykorzystanie takich CSA i ILs w przemysle i rolnictwie z jednej strony,
a z drugiej jest gwarancja uzyskania zadowalajacych plondéw roslin uprawnych o wymagane;j
jakosci, w przypadku przedostania si¢ tych substancji do gleb. Wyniki badan wtasnych sugeruja
jednak uprawe na glebach zanieczyszczonych czwartorzedowymi solami amoniowymi, w tym
cieczami jonowymi, ro$lin dwuliSciennych, poniewaz zboza okazaty si¢ by¢ roslinami o duzej
wrazliwos$ci na zastosowane sole. Nalezy rowniez ograniczy¢ stosowanie W praktyce CSA i ILs
z anionami zawierajagcymi atomy fluoru, ze wzgledu na mozliwos¢ akumulacji jondéw
fluorkowych w glebie 1 roslinach.

Otrzymane rezultaty badan dotyczacych oddzialywania czwartorzedowych soli
amoniowych, w tym cieczy jonowych, na wzrost wczesnych stadidow rozwojowych jeczmienia
jarego 1 rzodkiewki zwyczajnej popartem nastgpnie pracami naukowymi, ktorych celem byto
wskazanie powodu zaistniatych objawow fitotoksycznosci u tych gatunkow roslin. Okreslenie
zmian poziomu MDA, H202, chlorofili, karotenoidéw oraz aktywnosci dysmutazy
ponadtlenkowej, katalazy i peroksydazy pozwolito wskaza¢ na stres oksydacyjny, jako
bezposrednia przyczyn¢ inhibicji wzrostu badanych roslin na glebie z zawarto$cig CSA 1 ILs.
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Zanajlepszy wskaznik stresu oksydacyjnego nalezy uzna¢ wzrost aktywnosci peroksydazy oraz
spadek zawartosci barwikow asymilacyjnych w siewkach jgczmienia jarego i lisciach
rzodkiewki zwyczajnej. Obserwowany spadek poziomu chlorofilu to réwniez bezposredni
powdd obnizenia si¢ wydajnosci tzw. produkcji pierwotnej, co znalazlo odzwierciedlenie
W inhibicji plonu obu roslin uzytych w badaniach.

Wyniki badan dotyczacych oceny wplywu czwartorzedowych soli amoniowych na
wzrost trzech gatunkow chwastow: zoltlicy drobnokwiatowej, komosy biatej i szczawiu
zwyczajnego w pelni dowodzg zasadnosci prowadzenia tego typu eksperymentow. Mozliwosé
regulowania stwierdzonych wtasciwosci chwastobdjczych tych zwiazkow, poprzez
modyfikacje ich struktury chemicznej, wskazuje na fakt, ze badane sole moga stanowié
potencjalng alternatywe dla obecnie stosowanych $rodkéw ochrony roslin.

Przedstawione w tym rozdziale autoreferatu skroty, sq tozsame z odpowiednimi skrotami
zastosowanymi w pracach naukowych stanowigcych osiggniecie naukowe wynikajgce z art. 15
ust. 2 ustawy
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5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo—badawczych

Pozostate kierunki mojej pracy badawczej wynikaja z wlasnych zainteresowan

naukowych, a takze od samego poczatku wpisuja si¢ w tematyke badan naukowych
prowadzonych w Zaktadzie Biochemii, a obecnie Zaktadzie Biochemii 1 Ekotoksykologii AJD

w Czestochowie. Badania te koncentrujg si¢ glownie na okresleniu reakcji roslin uprawnych na
stosowanie zwigzkéw wykazujacych aktywno$¢ biologiczng oraz oddziatywaniu zabiegoéw
agrotechnicznych (nawadnianie, nawozenie mineralne) na wielkos$¢ i1 jako$¢ plonu tych roélin.
Oprocz tych kierunkéw badan, mdj dorobek naukowy obejmuje rowniez prace dotyczace
okreslenia fitotoksycznosci i zmian biochemiczno-fizjologicznych w roslinach poddanych
abiotycznym czynnikom stresu oksydacyjnego (zasolenie, ksenobiotyki). Jeszcze inng domeng
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moich zainteresowan naukowych sg prace z zakresu degradacji w warunkach naturalnych
polimerowych materiatow biodegradowalnych. Stosunkowo szeroki zakres tematyczny
publikacji i doniesien konferencyjnych wynika ze wspotpracy z naukowcami z innych
jednostek nie tylko uczelni macierzystej, ale takze innych osrodkéw naukowych. Prezentowane
w autoreferacie pozostate osiggnigcia naukowo-badawcze podzielitem na pigé gltéwnych
tematow badawczych:

1. Oddziatywanie zwigzkoéw chemicznych wykazujacych aktywnos$¢ biologiczng na sktad
chemiczny i aktywnos$¢ wybranych enzymow w roslinach uprawnych

2. Wartos¢ biologiczna i odzywcza plonu oraz zmiany biochemiczno-fizjologiczne w roslinach
uprawnych pod wplywem nawadniania i nawozenia mineralnego NPKMg

3. Analiza objawow stresu solnego u roslin uprawnych

4. Badania nad degradacja materialéw polimerowych w glebach i komposcie oraz ich
fitotoksycznos$cia

5. Fitotoksyczno$¢ gleb zanieczyszczonych substancjami chemicznymi.

(odnosniki do cytowanych w ponizszym tescie prac sq zgodne z ich numeracjg zawartq
w Wykazie opublikowanych prac naukowych — zafgcznik 4)

5.1. Oddzialywanie zwigzkow chemicznych wykazujacych aktywnos¢ biologiczna na
sklad chemiczny i aktywno$¢ wybranych enzymow w roslinach uprawnych

Srodki ochrony roslin posiadaja olbrzymie znaczenie w powiekszaniu efektywnosci
i jakosci produkcji rolnej. Rocznie na catym $§wiecie, stosuje si¢ okoto 2,5 mln ton pestycydow,
z czego okoto 50% stanowig Srodki chwastobojcze. Chociaz stosowanie w rolnictwie
herbicydow przyczynia si¢ do ochrony roslin uzytkowych, czy pozadanych, to potencjalna ich
obecno$¢ w zywnosci lub srodowisku budzi wsrdd ludzi powszechny niepokdj. Stwarza to
zatem podstawy do prowadzenia badan naukowych nad nowymi grupami zwigzkow
chemicznych, wykazujacych aktywnos$¢ biologiczng. Badania te, nie ograniczajg si¢ jedynie do
stwierdzenia wiasciwosci chwastobdjczych nowych substancji chemicznych, ale réwniez
dotycza aspektow naukowych, zwigzanych z pobieraniem tych zwigzkéw przez rosliny
uprawne 1 ich oddzialywaniem na sktad chemicznych ro$lin oraz aktywnos$¢ enzymow
ros$linnych. W zwigzku z powyzszym, na poczatku swojej kariery naukowej aktywnie
wlaczytem si¢ w badania naukowe prowadzone w éwczesnym Zakladzie Biochemii. Dotyczyty
one okreslenia wptywu zwigzkow azaaromatycznych, takich jak: pochodne chinoksaliny,
naftyrydyny i fenantroliny na sktad chemiczny pora, selera naciowego i korzeniowego,
pietruszki naciowej, sataty mastowej 1 fasoli szparagowej. Wybor do badan tych substancji
chemicznych wynikal z budowy chemicznej tych zwigzkdw, opartej o pierscienie aromatyczne
z atomami azotu, co warunkowato ich wtasciwosci biologiczne. Podobng budowe¢ chemiczng
posiadajg bowiem takie herbicydy jak: atrazyna, simazyna, dikwat czy parakwat.

Swoja dzialalnos¢ naukowo-badawcza rozpoczatem w 1991 roku, wraz z poczatkiem
realizacji pracy magisterskiej pod kierunkiem dr hab. Eugeniusza Gurgula, kierownika Zaktadu
Biochemii, o6wczesnej Wyzszej Szkoly Pedagogicznej w Czestochowie. Praca badawcza
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dotyczyta tematu: ,Sktad aminokwasowy w selerze pod wplywem pochodnych
fenylohydrazynotetrazolo[2,1-c]chinoksaliny”. W ramach tej pracy uczestniczylem
W prowadzeniu badan wazonowych w szklarni i laboratoryjnych, majacych na celu okreslenie
jakosci biatka zawartego w lisSciach selera naciowego, opryskanych tymi substancjami
chemicznymi. Jako$¢ bialtka selera okreslilem m.in. na podstawie sumy aminokwasow
egzogennych, wielko$ci zintegrowanego wskaznika aminokwasow egzogennych (XA Aindex)
oraz warto$ci wspoOlczynnika strawnosci — (Lys+Arg)/Pro. We wnioskach koncowych nie
stwierdzilem wigkszego wptywu badanych zwigzkéw na zawarto$¢ aminokwaséw i ich
wzajemne korelacje w biatku lisci selera naciowego. Zebrany materiat roslinny postuzyt takze
do okreslenia zmian zawarto$ci chlorofilu a i b, chlorofilu catkowitego oraz poziomu cukréw
ogotem 1 kwasu askorbinowego. Analiza otrzymanych wynikéw pokazata, ze wszystkie badane
pochodne chinoksaliny w niewielkim stopniu wplywaty na sktad chemiczny selera naciowego
1 pietruszki naciowej. W nizszych stezeniach zwigzki te zachowywaly si¢ jak potencjalne
regulatory wzrostu roslin, poniewaz nie tylko nie zmniejszaty plonu ro$lin, ale stymulowaty
réwniez w tych roslinach wzrost zaréwno poziomu barwnikow asymilacyjnych, jak i cukrow
oraz witaminy C. Wzrost aktywnosci fosfatazy kwasnej w roslinach rowniez §wiadczy¢ moze
o ich wzmozonym metabolizmie, a tym samym o zwigkszeniu zapotrzebowania na fosforany
nieorganiczne. Rosliny na oprysk roztworami pochodnych chinoksaliny zareagowaly rowniez
wzrostem aktywnos$ci katalazy 1 peroksydazy, co wskazuje na skuteczng obrong przed wolnymi
rodnikami tlenowymi. Zebrane wyniki badan dobrze rokowaty w konteks$cie wykorzystania
przebadanych pochodnych chinoksalin w praktyce rolniczej. Omawiane badania realizowane
byly we wspotpracy z prof. Eberhardem Lippmannem z Uniwersytetu w Lipsku (Niemcy).

W tym samym okresie wspoluczestniczytem rowniez w badaniach naukowych
majacych na celu okreslenie wptywu benzo[h]naftyrydyn i ich pochodnych na zmiany
biochemiczno-fizjologiczne w roslinach. Do podj¢cia badan majacych na celu ustalenie
wplywu tych zwigzkdéw na sktad chemiczny pora 1 selera naciowego, a takze zmiany
aktywnos$ci wybranych enzyméw w lisciach tych roslin, sktonita nas informacja o stwierdzonej
aktywnosci biologicznej tych zwiazkdw, przejawiajacej si¢ szerokim spektrum dzialania na
bakterie i grzyby. W przypadku tych substancji nie otrzymali$my jednak tak jednoznacznych
wynikow, jakie stwierdziliSmy po zastosowaniu w formie oprysku ro$lin pochodnych
chinoksaliny. Wielko§¢ 1 kierunek zmian zaréwno aktywno$ci badanych enzymow, jak
I zawartos$ci barwnikow asymilacyjnych, cukrow i kwasu askorbinowego, uzaleznione byty od
gatunku ro$liny, budowy chemicznej naftyrydyny oraz zastosowanego st¢zenia tych zwigzkow.
Nalezy nadmieni¢, ze pelny zakres omawianych prac badawczych dotyczacych pochodnych
benzo[h]naftyrydyn postuzyt jako temat rozprawy doktorskiej pani dr inz. Barbary Herman,
a wykorzystane zwiazki zostaly zsyntezowane w Katedrze Chemii Organicznej macierzystej
uczelni habilitanta.

Wyjatkowo ciekawym zwigzkiem azaaromatycznym do badan okazata si¢ by¢ 1,10-
fenantrolina. Zaliczana jest ona do chelatorow metali typu pirydynowego (2,2’-dipirydyl, 8-
hydroksychinolina), powodujacych w ciemnosci akumulacje fotodynamicznie aktywnych
porfiryn (protoporfiryna X, magnezoporfiryna IX, protochlorofilid). Substancje to po
ekspozycji roslin na $wiatto indukujg produkcje reaktywnych form tlenu (RFT), co
w konsekwencji moze skutkowa¢ uszkodzeniem roslin. 1,10-Fenantrolina dziata na ro$liny jak
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typowy herbicyd fotodynamiczny, ktory powoduje inhibicje oksydazy protoporfirynowe;,
obnizajac tym samym natezenie procesu fotosyntezy, zwlaszcza u roslin dwulisciennych.
W swoich badaniach, ktoére kontynuowalem rowniez po uzyskaniu stopnia naukowego doktora,
zastosowaliSmy rdzne stezenia roztworéw fenantroliny, ktorymi opryskali$my liscie sataty
rzymskiej, pora, selera korzeniowego i naciowego oraz fasoli szparagowej. Wszystkie badane
rosliny zareagowatly podobnie na zastosowany zwigzek, m.in. obnizeniem si¢ poziomu
chlorofilu, co wyraznie $wiadczy o uszkodzeniach fotosystemow. Najbardziej inhibitujaco
fenantrolina wptywata na poziom chlorofilu a, co znalazto swoje odzwierciedlenie w spadku
warto$ci stosunku chlorofilu a/chlorofilu b w liSciach selera naciowego. Zaobserwowana
inhibicja poziomu chlorofilu znalazta przetozenie na stwierdzony spadek zawartosci cukrow
ogbtem, ktore jak wiadomo sa produkowane w roslinach w wyniku procesu fotosyntezy.
Rosliny poddane dzialaniu roztwordéw fenantroliny cechowaty si¢ takze obnizong zawartos$cia
kwasu askorbinowego. Zaobserwowany w ro$linach do$wiadczalnych wzrost zawartos$ci
karotenoidow wskazuje na wzmozong produkcje RFT, poniewaz barwniki te zaliczane sa do
niskoczasteczkowych zmiataczy rodnikow tlenowych. O nadmiarze RTF we wszystkich
roslinach opryskanych 1,10-fenantroling $wiadczy rowniez wyrazny wzrost aktywnosci
peroksydazy, z reguly dodatnio skorelowany z zastosowanym stezeniem tej substancji.
Wykazana ujemna korelacja pomigdzy wzrostem aktywno$ci peroksydazy, a spadkiem
zawartosci chlorofilu catkowitego, dowodzi natomiast faktu, ze za degradacje¢ chlorofilu
w lisciach roslin odpowiada réwniez ten enzym antyoksydacyjny. Aktywnos$¢ katalazy w tych
samych warunkach prowadzenia badan wazonowych, ulegala obnizeniu nie tylko wraz
z wiekiem ro§lin, ale rowniez wskutek zwigkszania st¢zenia fenantroliny w roztworach, ktére
zastosowano do oprysku roslin uprawnych. Wszystkie otrzymane wyniki wyraznie wskazuja
na fakt, ze 1,10-fenantrolina wykazuje silne, inhibitujace dzialanie na wzrost i rozwoj roslin
uprawnych, wplywajac tym samym na ich przedwczesne starzenie si¢. Moze to jednocze$nie
Swiadczy¢ o wyraznie totalnych wiasciwosciach herbicydowych tej substancji. Z drugiej
strony, nasze badania sugerujg rowniez ostroznos$¢ w stosowaniu 1,10-fenantroliny w praktyce,
zwlaszcza w wysokich st¢zeniach, poniewaz powoduje ona niekorzystne zmiany w wartosci
odzyweczej ros$lin uprawnych.

Oprécz wspomniane] juz wczesniej mojej pracy magisterskiej, otrzymane wyniki prac
badawczych zostaty przestawione w 10 publikacjach naukowych [I.A.4; IL.A.5; Il.LA.6; I1.A.7,;
I1.LA.10; 11.B.2; 11.B.9; 11.B.14; 11.B.39; 11.B.45] oraz w 9 doniesieniach zaprezentowanych
podczas konferencji naukowych [I11.B.2; 111.B.3; 111.B.5; 111.B.6; 111.B.8; 111.B.15; 111.B.20;
111.B.46; 111.B.55].

5.2. Warto$¢ odzywcza plonu oraz zmiany biochemiczno-fizjologiczne w roslinach
uprawnych pod wplywem nawadniania i nawozenia mineralnego NPKMg

Uzyskiwanie zaktadanych plonow roslin uprawnych o wysokiej wartosci odzywczej jest
uzaleznione od wielu czynnikéw zewngtrznych, a do najwazniejszych zaliczy¢ trzeba
prawidlowg agrotechnike. Do zabiegéw agrotechnicznych nalezg m.in.: uprawa roli, siew
I sadzenie, nawozenie i nawadnianie. Nawozenie mineralne prowadzi si¢ w celu zwigkszania
lub utrzymania w glebie optymalnego poziomu sktadnikoéw pokarmowych, glownie azotu,
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fosforu, potasu, magnezu i wapnia), potrzebnych ro§linom do prawidlowego wzrostu i rozwoju.
Stosowanie nawozow ma rowniez na celu poprawienie wilasciwosci gleb, np. odczynu,
zwigkszenie mozliwosci sorpcyjnych, polepszenie struktury i wtasciwosci biologicznych oraz
zwigkszenie pojemnosci wodnej. Nawadnianie ma natomiast na celu dostarczenie roslinom
takiej ilosci wody, ktora zapewni im odpowiednie warunki wegetacji. W ramach tej tematyki
naukowej prowadzitem samodzielne eksperymenty lub uczestniczylem w badaniach, ktorych
celem byto okreslenie oddziatywania réznych poziomdéw nawozenia mineralnego NPKMg
i nawadniania na wielko$¢ i warto$¢ odzywczg plonu roslin uprawnych oraz zmiany
fizjologiczne w tych roslinach. Badaniami objeto kilka gatunkow zbdz, roslin ogrodniczych,
sadowniczych, motylkowych oraz warzyw.

Juz na poczatku swojej kariery naukowej, oprocz prowadzenia doswiadczen do pracy
magisterskiej, uczestniczylem jednocze$nie w badaniach dotyczacych zagadnien zwigzanych
Z oddziatywaniem nawozenia mineralnego NPK na zawarto$¢ azotu aminowego i sklad
aminokwasowy biatka zawartego w liSciach selera naciowego i pietruszki naciowej. Wzrost
zasobnosci gleby w azot prowadzit do wyraznego zwigkszenia si¢ poziomu azotu aminowego
w lisciach obu roslin, natomiast nie stwierdzono statystycznie udowodnionych réznic
W proporcjach ilo$ciowych poszczegdlnych aminokwasdw. Spostrzezenie to mialo istotne
znaczenie praktyczne, dowodzito bowiem, ze w uprawie selera naciowego i pietruszki naciowe;j
mozliwe jest stosownie wysokich dawek azotu, warunkujacych maksymalny plon bez ryzyka
obnizenia wartosci odzywczej tych warzyw. W $wietle uzyskanych wynikow stwierdzili§my
takze, ze warto$¢ biologiczna biatka selera i pietruszki byta w niewielkim stopniu uzalezniona
od dawki potasu. Nawozenie mineralne fosforem wywarto natomiast wyraznie korzystny
wptyw na jako$¢ biatka tych roslin, co przejawiato si¢ nie tylko wzrostem zawartosci
aminokwasow egzogennych, ale rownie podwyzszeniem indeksu (XA Aindex). Materiat roslinny
zebrany w trakcie opisywanych badan postuzyt réwniez do oznaczenia sktadu chemicznego
lisci pietruszki. Wzrost poziomu nawozenia mineralnego NPK prowadzit do zwigkszenia si¢
poziomu chlorofilu catkowitego 1cukrow ogoétem, natomiast w przypadku witamy C
najbardziej stymulujagcym okazato si¢ by¢ wprowadzenie do gleby fosforu 1 potasu. Powyzsze
badania byty prowadzone we wspodlpracy z prof. Eugeniuszem Kototg z 6wczesnej Akademii
Rolniczej we Wroctawiu (obecnie Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu).

Zainteresowanie tematyka dotyczacg oddzialywania nawozenia mineralnego na wzrost
1 rozwoj ro$lin sktonity mnie do przeprowadzenia badan, ktorych celem bylo okreslenie
optymalnych dawek azotu, fosforu i potasu ze wzgledu na plon pora i selera naciowego oraz ze
wzgledu na zawarto§¢ wybranych sktadnikéw chemicznych decydujacych o wartosci
biologicznej i odzywczej tych warzyw. Eksperyment wazonowy zalozony zostat w tunelu
foliowym, a azot, fosfor i potas wprowadzono do gleby w postaci zarowno niezaleznych
nawozen (osobno N, P 1 K), jak 1 tacznego nawozenia NPK. Fosfor i1 potas zastosowano
jednokrotnie, przedwegetacyjnie, a azot w dwaéch podzielonych dawkach (Y2 przedwegetacyjnie
I 2 pogtownie). Realizujac zatozony cel badan oznaczylem plon ogoélny i handlowy, poziom
chlorofilu catkowitego, suchej masy, cukréw rozpuszczalnych, kwasu askorbinowego,
azotanow (III) 1 azotanow (V) oraz takich pierwiastkow, jak: fosfor, potas, magnez i wapn. Dla
poréwnania optymalnych pozioméw nawozenia N, P, K i NPK ze wzglgdu na plon ogélny pora
i selera naciowego z optymalnymi dawkami dla niektorych sktadnikow chemicznych w lisciach
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tych roélin, zastosowano funkcje wielomianowg drugiego stopnia. Chcgc ponadto okresli¢
stopien ingerencji zastosowanego nawozenia mineralnego w procesy fizjologiczno-
biochemiczne roslin doswiadczalnych, w przeprowadzonych badaniach oznaczylem zmiany
aktywnos$ci peroksydazy, katalazy i fosfatazy kwasnej. Otrzymane wyniki jednoznacznie
dowiodty, ze wyznaczone optymalne dawki nawozenia, ze wzgledu na plon ogélny i handlowy
warzyw z reguty nie pokrywaty si¢ z optymalnymi dawkami N, P, K i NPK ze wzgledu na
zawartos¢ kwasu askorbinowego, cukréw rozpuszczalnych czy sktadnikéw mineralnych.
Optimum nawozenia mineralnego warzyw ze wzgledu na plon nie gwarantowato najwyzszej
wartosci odzywczej selera naciowego i1 pora. Przy uznanej np. za optymalng dawce azotu
uzyskano ro$liny selera intensywnie wybarwione, o zadowalajacej zawartosci witaminy C,
a jednoczes$nie o obnizonym poziomie cukrow. Najwyzsze poziomy nawozen mineralnych
prowadzity ponadto do zasolenia gleby, czego objawem byl spadek poziomu chlorofilu
calkowitego oraz duzy wzrost aktywnosci peroksydazy i mniejszy katalazy. Te zaobserwowane
objawy stresu oksydacyjnego u obu gatunkéw warzyw skutkowaty ich przedwczesnym
starzeniem si¢. Omawiane do§wiadczenia stanowity podstaw¢ mojej rozprawy doktorskiej pt.
»Wplhyw nawozenia mineralnego NPK na plon aktywnos¢ enzymatyczng i skiad chemiczny
wybranych warzyw”. Dysertacj¢ obronitem w 1998 roku uzyskujac stopien doktora nauk
rolniczych w zakresie agronomii.

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora, w ramach opisywanej tematyki prac
naukowych uczestniczytem takze w badaniach majacych na celu okreslenie wptywu deficytu
magnezu oraz wzrostu zasobnosci gleb w ten pierwiastek, na wzrost i sktad chemiczny
niektorych ro$lin uprawnych. Magnez jest bowiem niezbednym pierwiastkiem dla
prawidtowego wzrostu 1 rozwoju roslin, co zwigzane jest m.in. z jego udziatem w budowie
chlorofilu, procesie fotosyntezy, biosyntezy biatek, thuszczow 1 metabolizmie we¢glowodanow.
W wyniku przeprowadzonych badan stwierdziliSmy, ze zarowno liscie selera korzeniowego,
jak i fasoli szparagowej, charakteryzowaly si¢ zwickszong zawartoscia barwnikow
asymilacyjnych, jezeli rosliny byly uprawiane na glebie ze zwigkszong zawarto$cig magnezu.
Nawozenie magnezem prowadzito ponadto do wzrostu poziomu biatka w li§ciach obu roslin.
Nalezy zwroci¢ uwage na fakt, ze bardzo wysokie dawki nawozenia magnezem nie byly juz tak
efektywne. Stosunkowo powaznym problemem w dostgpnosci 1 przyswajalno$ci magnezu dla
ro$lin jest wysoki poziom potasu w podtozu. Powszechnie wiadomo, ze pomigdzy tymi dwoma
pierwiastkami istnieje wyrazny antagonizm jonowy. W zwigzku z powyzszym, podj¢lismy si¢
przeprowadzenia badan, w ktorych przy wysokiej zasobnosci gleby w potas zastosowaliSmy
trzy poziomy nawozenia magnezem. Otrzymali§my bardzo obiecujace wyniki, gdyz potaczenie
tych dwoch pierwiastkow skutkowato zwigkszeniem si¢ poziomu barwnikow asymilacyjnych
w lisciach cebuli zwyczajnej 1 szczypiorku, co nastgpnie przetozylo si¢ na wzrost poziomu
cukréow i1 witaminy C w tych roslinach. Nie stwierdziliSmy ponadto w roslinach zadnych
objawow niedoboru ktoregokolwiek z pierwiastkow. Otrzymane wyniki posiadajg aspekt
praktyczny, dowiodly bowiem, ze mozliwym jest dobranie takich dawek K i Mg, ktore
zniwelujg antagonizm tych pierwiastkdw i pozwola w przypadku uprawy cebuli zwyczajnej
I szczypiorku na uzyskanie wysokich plonow o odpowiedniej wartosci odzywczej.

Warunkiem uzyskania duzych i o dobrej jakos$ci plondéw jest odpowiednia ilos¢ wody
W podlozu w czasie wegetacji roslin uprawnych. Zasadniczym zrodtem wody sa opady
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atmosferyczne, ale bardzo czgsto istnicje takze konieczno$¢ uzupelniania poziomu wody
dostepnej dla roslin przy wykorzystaniu jak najbardziej energo- i wodooszczednych systemow
nawadniania.

Pierwszym etapem moich kontaktow z eksperymentami naukowymi dotyczacymi
zagadnien zwigzanych z nawadnianiem roslin uprawnych byl wspotudziat w badaniach
polowych 1 laboratoryjnych, ktorych celem byto okreslenie nawozenia mineralnego NPK
i deszczowania na wielkos$¢ plonu pszenicy jarej i pszenzyta jarego oraz aktywnos$¢ wybranych
procesow fizjologicznych. W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzilismy ponad 100%
wzrost plonu obu zb6z w wyniku zastosowanych zabiegow agrotechnicznych.
Zaobserwowalismy ponadto wzrost zawartosci chlorofilu i karotenoidow, zwigkszenie si¢
natezenia procesu fotosyntezy i transpiracji oraz przewodnosci dyfuzyjnej lisci, a takze wzrost
aktywnos$ci enzyméw oksydacyjno-redukeyjnych w lisciu flagowym pszenicy i pszenzyta.

Woda w polaczeniu z nawozeniem mineralnym, ma takze szczegélne znaczenie
W uprawie roslin ogrodniczych i sadowniczych, ze wzgledu na ich duze zapotrzebowanie na
wodeg, zwlaszcza w okresie wzrostu owocéw. W ramach tych zagadnien uczestniczylem
w pracach naukowych dotyczacych okreslenia plonowania brzoskwin 1 wisni oraz pomidoréw
gruntowych. O istotnosci prowadzonych badan naukowych moze $§wiadczy¢ bardzo duze
znaczenie konsumpcyjne ro$lin ogrodniczych, zwlaszcza pomidoréw. Zastosowanie nawozenia
mineralnego i nawadniania w postaci tzw. mikronawadniania gwarantowato nie tylko wysokie
plony owocdw, ale rowniez poprawialo ich jakos¢, znacznie redukujac poziom azotanow (V).
Dodatkowo stwierdziliSmy, ze nawadniana gleba zawierala mniej azotanow (V), a wigcej
korzystnej dla roslin formy amonowej azotu. Podobne wyniki otrzymali§my wykorzystujac
nawozenie mineralne 1 nawadnianie podkoronowe sadéw brzoskwiniowych. Uzyskano wysoki
plon owocow brzoskwini, ktore byty duze i ksztattne, a jednoczes$nie charakteryzowaty sie
niskim poziomem azotanow (V). Dodatkowo zaobserwowali$my, ze zastosowane nawadnianie
podkoronowe wptyneto na sktad mineralny owocow podnoszac zawarto$¢ m.in. poziomu P, K
i Zn. W przypadku uprawy pomidoréw gruntowych wykorzystalismy dodatkowo nawadnianie
kroplowe, co skutkowatlo wyraznym zwigkszeniem si¢ plonu wczesnego, handlowego
I 0golnego owocow. Zgodnie z zatozeniami, po zastosowaniu nawadniania stwierdzilisy spadek
zawarto$ci azotanow (V) w owocach pomidoréw oraz podobnie, jak w przypadku owocow
brzoskwini, modyfikacje¢ ich sktadu mineralnego.

Nawadnianie i nawozenie mineralne, w zaleznosci od warunkéw pluwiotermicznych,
poprawia takze znacznie plonowanie roslin motylkowych. Do takich wnioskow doszlismy
W badaniach dotyczacych oddzialywania tych zabiegdw agrotechnicznych na wzrost tubinu
waskolistnego 1 grochu siewnego. Wzrost plonowania tych roslin byt szczego6lnie widoczny po
zastosowaniu nawadniania w latach o deficycie wod opadowych 1 wynikatl ze wzrostu produkcji
pierwotnej, na co mialo przelozenie stwierdzone zwigkszenie zawartosci barwnikow
asymilacyjnych.

Wzrost zapotrzebowania spoteczenstw na wode moze prowadzi¢ do coraz wigkszego
deficytu wody stodkiej. Powoduje to zatem koniecznos$¢ poszukiwania alternatywnych zrodet
wody, ktdrag mozna by wykorzysta¢ do nawadniania roslin uprawnych. W przypadku terenow
nadmorskich, taka alternatywa moze by¢ woda zasolona. W przeprowadzonym doswiadczeniu
zastosowalismy wode zasolong do nawadniania w postaci deszczowania upraw cebuli
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zwyczajnej, kapusty bialej i buraka ¢wiklowego. Uzyskane wyniki pokazaly, ze istnieje
potencjalna mozliwo$¢ stosowania wody zasolonej w uprawie tych roslin, poniewaz nie
stwierdziliSmy obnizenia si¢ wartosci odzywczej tych warzyw. Jednak wielko$¢ plonu byta
znaczaco nizsza, niz uzyskana z obiektéw, na ktorych zastosowano deszczowanie wodg stodka.

Omawiane badania, dotyczace nawadniania roslin uprawnych realizowane byly we
wspotpracy z pracownikami Zaktadu Produkcji Roslinnej i Nawadniania, 6wczesnej Akademii
Rolniczej w Szczecinie (obecnie Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny). Nalezy
tutaj wspomnieé Sp. prof. Irene Zbie¢, Sp. prof. Stanistawa Karczmarczyka oraz wymienié prof.
Zdzistawa Koszanskiego i prof. Cezarego Podsiadlo.

Wszystkie otrzymane wyniki prac badawczych opisanych w podrozdziale 5.2., oprdocz
wspomnianej juz wczesniej mojej rozprawy doktorskiej, zostaly przestawione w 22
publikacjach naukowych [IL.A.1; 1LA.2; 11LA.3; 11LA.8; 11LA.9; 11.B.1; 11.B.3; 11.B.4; 11.B.5;
11.B.6; 11.B.7; 11.B.8; 11.B.10; 11.B.13; 11.B.16; 11.B.17; 11.B.18; 11.B.22; 11.B.23; 11.B.29;
11.B.30; 11.B.39] oraz w 17 doniesieniach zaprezentowanych podczas krajowych
i migdzynarodowych konferencji naukowych [IIL.B.1; III.B.4; IIL.B.7; 1I1.B.9; III.B.10;
[11.B.11; 111.B.12; 111.B.13; 111.B.14: 111.B.18; 111.B.24; 111.B.31; 111.B.33; 111.B.34; 111.B.42;
111.B.43; 111.B.52].

5.3. Analiza objawéw stresu solnego u roslin uprawnych

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora moje zainteresowania naukowe zwrécity si¢
rowniez ku zagadnieniom zwigzanym z wystepowaniem stresu oksydacyjnego u roslin
uprawnych, poddanych oddzialywaniu abiotycznych czynnikow stresowych. Jednym
Z najwazniejszych czynnikdéw abiotycznych wywolujacych stres oksydacyjny u roslin jest
zasolenie podloza. Zasolenie gleb jest bardzo waznym czynnikiem ograniczajacych wydajnos¢
produkcji rolnej, atym samym wielko$¢ plonu ro$lin uprawnych. Wedlug szacunkowych
danych, wysokie zasolenie obejmuje juz okoto 20% gruntéw nawadnianych 1 okoto 6%
catkowitej, Swiatowej powierzchni gruntow; powierzchnia ta ciggle wzrasta. Zasolenie
zmniejsza wzrost roslin poprzez obnizenie potencjalu wodnego, hamowanie dzialania
enzymoOw, brak rOwnowagi jonowej oraz zmian¢ akumulacji substancji rozpuszczonych, w tym
sktadnikow odzywczych. Aklimatyzacja roslin do zasolonego podtoza wymaga kompleksowej
i szybkiej korekty ich stanu fizjologicznego. Rosliny z reguty odpowiadaja na stres solny
regulacjg potencjalu osmotycznego poprzez zwiekszanie stezenia Na* i CI- w tkankach, jednak
obserwowana akumulacja tych jonow moze powodowac¢ skutki toksyczne i1 uszkodzenia
komorek roslinnych.

Flagowym objawem stresu solnego u roslin jest zotknigcie ich lisci (chloroza),
zwigzana z zaburzeniem syntezy chlorofilu zaistnialej wskutek utrudnionego pobierania
sktadnikow pokarmowych takich, jak azot, magnez czy zelazo. Skutkuje to przedwczesnym
starzeniem si¢ roslin. W efekcie nastgpuje rOwniez zaburzenie i ograniczenie nat¢zenia procesu
fotosyntezy, co z kolei prowadzi do zaistnienia zjawiska nadmiaru energii wzbudzenia
w chloroplastach. Jezeli nadmiar energii nie zostanie rozproszony, to dochodzi do nadprodukcji
RFT i w konsekwencji do uszkodzenia fotosystemu Il (PSII). Dlatego w swoich badaniach
naukowych, dotyczacych reakcji roslin uprawnych na wzrastajace zasolenie gleby dokonalismy
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okreslenia zmian zawartosci barwnikéw asymilacyjnych, tj. chlorofilu i karotenoidow.
Eksperyment wazonowy zostat przeprowadzony w warunkach szklarniowych, sadzonki selera
korzeniowego, fasoli szparagowej i siewki owsa zostaty podlane rozworami NaCl o wzrastajacy
stezeniu. W okresie wegetacji roslin kilkakrotnie pobieraliémy material do badan, w ktérym
okreslilismy zawarto§¢ barwnikow asymilacyjnych i1 biatka ogétem. W lisciach fasoli
szparagowej stwierdziliSmy systematyczne obnizanie si¢ poziomu chlorofilu i karotenoidow,
a obserwowane zmiany byly $ciste skorelowane ze wzrostem stezenia soli w glebie. W selerze
naciowych spadek zawartosci barwnikéw asymilacyjnych zaobserwowano jedynie na
obiektach, na ktéorych zastosowano najwyzsze stezenia soli. W lisSciach obu roslin
stwierdzili$my ponadto, skorelowany ze stezeniem NaCl w glebie spadek zawarto$ci biatka, ale
stopien zmian byl wyraznie nizszy w przypadku selera naciowego. Na podstawie uzyskanych
wynikéw mozna wnioskowac¢, ze rosling bardziej wrazliwa na zasolenie gleby jest fasola
szparagowa. Takie wnioski znalazly potwierdzenie w badaniach, w ktérych okresliliSmy
zmiany aktywno$ci peroksydazy i katalazy, podstawowych enzymoéw antyoksydacyjnych,
w li$ciach fasoli szparagowej i selera naciowego, uprawionych przy wzrastajacych stgzeniu soli
w glebie. W obu roslinach stwierdziliSmy wzrost aktywno$ci peroksydazy, ktory byt
skorelowany nie tylko z wiekiem ro$lin, ale przede wszystkim ze wzrostem koncentracji soli
w podtozu. W siewkach owsa rowniez zaobserwowali§my wzrost aktywnosci peroksydazy pod
wplywem wzrastajgcego zasolenia gleby w catym okresie prowadzenia badan. W tych samych
warunkach stwierdzono we wszystkich roslinach obnizenie si¢ aktywnosci katalazy. Nalezy
jednoczesnie pamictaé, ze obserwowana odporno$¢ roslin na zasolenie, uzalezniona jest
w duzym stopniu od stezenia soli. Powyzej pewnego poziomu zasolenia gleby wszystkie
mechanizmy adaptacyjne przestaja funkcjonowaé i dochodzi do obumarcia organizmu
ro$linnego.

Stosunkowo czgsto opisywane jest w literaturze naukowej zjawisko antagonizmu
jonowego w roSlinach uprawianych w warunkach zasolenia podloza. Wzrost stezenia Na*
W roztworze glebowym znacznie ogranicza pobieranie przez roéliny jonow Ca?*, Mg?* i K*,
tym samym dochodzi do destabilizacji blon komdrkowych. Zaistniata sytuacja negatywnie
wplywa wiele procesow fizjologicznych, podzial komorek, pierwotny 1 wtérny metabolizm
oraz homeostaz¢ sktadnikow pokarmowych. W zwigzku z powyzszym dokonaliSmy oceny
oddzialywania wzrastajacego poziomu zasolenia gleby, wskutek wprowadzania do niej
roztworéw NaCl lub CaClz, na sktad chemiczny lisci selera korzeniowego. W wyniku
przeprowadzonych analiz laboratoryjnych nie stwierdzilismy jednak praktycznie zadnych
réznic w reakcji rosliny na zastosowane sole. Obie substancje prowadzity do wyraznego
obnizenia si¢ zawartosci barwnikow asymilacyjnych, a co za tym idzie rowniez poziomu
cukrow rozpuszczalnych. Jedynie poziom kwas askorbinowego w liSciach selera, utrzymywat
si¢ na mozliwie stalym poziomie po wprowadzeniu do gleby chlorku wapnia.

Prowadzenie prac naukowych dotyczacych reakcji ro§lin uprawnych na zasolenie gleb,
wydaje si¢ by¢ bardzo istotnym z punktu widzenia samej nauki, ale rowniez moze miec
znaczenie praktyczne. Wyniki badan pozwalaja bowiem wybra¢ z wielu gatunkéw roslin
uprawnych te, ktdre posiadajac wysoka tolerancj¢ na zasolenie beda stosunkowo dobrze radzi¢
sobie w warunkach stresu oksydacyjnego. W konsekwencji doprowadzi to do uzyskania
pozadanej wielkosci plondow o dobrej jakosci odzywcze;.
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Wszystkie otrzymane wyniki prac badawczych opisanych w tym podrozdziale zostaty
przestawione w 5 publikacjach naukowych [I1.B.11; 11.B.12; 11.B.14; 11.B.28; 11.B.32] oraz
w 4 doniesieniach zaprezentowanych podczas konferencji naukowych [I11.B.16; 111.B.17;
111.B.19; 111.B.22].

5.4. Badania nad degradacja materialow polimerowych w glebach i komposcie oraz ich
fitotoksycznoScia

Wspotpraca z prof. Markiem Kowalczukiem z Centrum Materialdéw Polimerowych
I Weglowych PAN w Zabrzu, ktéra rozpoczatem po uzyskaniu stopnia naukowego doktora,
skierowata moje zainteresowania naukowe w stron¢ przyjaznych dla srodowiska materiatow
polimerowych. Poszukiwanie takich materiatow zwigzane jest z konieczno$cig stopniowego
zastegpowania istniejacych niedegradowalnych tworzyw sztucznych materiatami ulegajacymi
biodegradacji. Na chwile obecng globalne zuzycie tworzyw sztucznych na $wiecie wynosi
ponad 200 mln ton 1 wzrasta o okolo 5% rocznie. Tak dynamiczny wzrost produkcji tych
tworzyw wynika z ich powszechnego i wielokierunkowego zastosowania, za czym przemawia
trwato$¢ 1 odpornos$¢ plastikow na dziatanie wielu czynnikéw zewnetrznych. Wymienione
cechy plastikow decyduja jednak z drugiej strony o fakcie, ze tworzywa sztuczne stanowia
jedne z najbardziej uciazliwych odpaddéw, stanowigcych okolo 30% catkowitej objetosci
odpadow komunalnych. Z tego za$ 40% stanowig same materiaty opakowaniowe.

Materiaty biodegradowalne to z reguly polimery, ktére w wyniku dziatania enzymow
wytwarzanych przez mikroorganizmy ulegajg rozpadowi w warunkach tlenowych do H>O, CO>
1 biomasy. Do takich materialow zaliczy¢ mozna polimery naturalne pochodzenia roslinnego
i zwierzecego (polisacharydy i biatka), polimery wytwarzane przez mikroorganizmy — poli-3-
hydroksymaslan (PHB), polimery, ktore powstaja z naturalnych monomeréow — polilaktyd
(PLA) oraz polimery syntetyczne np. kaprolakton. Aby dany materiat biodegradowalny mogt
by¢ wprowadzony na rynek materiatow opakowaniowych, musi spetnia¢ odpowiednie
wymagania ekologiczne zawarte w Dyrektywie 94/62/EC, okreslajacej mozliwos¢ poddania
tych tworzyw klasycznym i organicznym (kompostowanie) formom recyklingu.

W ramach badan obejmujacych ten aspekt moich zainteresowan naukowych,
uczestniczytem w pracach dotyczacych degradacji wybranych syntetycznych poliestrow
(PLA), aromatyczno-alifatycznego kopoliestru (BTA) o nazwie handlowej Ecoflex® oraz
polihydroksymaslanu (a-PHB) w warunkach kompostowania przemystowego, kompostu
Z dodatkiem osadow $ciekowych, glebie 1 wodzie morskiej. Bezposrednim zadaniem
pracownikow Zaktadu Biochemii 1 Ekotoksykologii bylo prowadzenie biodegradacji tych
polimeréw w glebie, a dodatkowo okreslenie ewentualnej fitotoksycznosci tej gleby dla siewek
jeczmienia jarego i rzodkiewki zwyczajnej. Badania prowadzone byly w warunkach
kontrolowanej wilgotnosci gleby 1 temperatury otoczenia, a probki do analiz pobierano w 1 1 4
miesigcu, po wprowadzeniu materiatow polimerowych do gleby. Po tym okresie inkubacji
probek w glebie, nie zaobserwowaliSmy praktycznie degradacji materiatow polimerowych.
Jedyna forma degradacji tych polimerow byla degradacja hydrolityczna, poniewaz nie
stwierdzono w glebie mikroorganizmoéw odpowiedzialnych za biodegradacje enzymatyczna
tych materialow. W wyniku przeprowadzonych doswiadczen nie stwierdziliSmy ponadto
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niekorzystnego oddziatywania produktow degradacji polimerow na kietkowanie nasion
I wzrost roslin uzytych w omawianym eksperymencie. Zgodnie z przewidywaniami warunki
panujace podczas kompostowania przemystowego (temp. 45 — 60 °C) stworzyly optymalne
srodowisko dla biodegradacji polimeréw. Juz po 2 tygodniach od umieszczenia probek
w kontenerach z kompostem zaobserwowano znaczng dezintegracj¢ badanych materiatow
polimerowych. W osobnym badaniu, przeprowadzili§my roéwniez poroOwnanie wiasciwosci
fizykochemicznych kompostu (pH, gestosci objetosciowej, zawarto$ci suchej masy, substancji
organicznej, konduktancji), w ktorym monitorowano biodegradacj¢  polimeroéw
Z wlasciwosciami kompostu kontrolnego. Nie stwierdziliSmy statystycznie udowodnionych
r6zni¢ w wartosciach wymienionych wtasciwosci fizykochemicznych pomiedzy probkami tych
kompostow. Dla badanych kompostow przeprowadzono takze test fitotoksyczno$ci zgodnie
znormg PN-EN 13432, W tym celu przygotowano podtoza z 25% i 50% objgtosciowym
udziatem kompostoéw, na ktdére wysiano ziarno jeczmienia jarego oraz nasiona rzodkiewki
zwyczajnej i rzezuchy ogrodowej. Rezultaty przeprowadzonego eksperymentu wazonowego
nie wykazaty toksycznego oddziatywania probek kompostow na wzrost i rozw6j tych gatunkow
ro$lin uprawnych. Kontynuujac badania biodegradacji tworzyw przyjaznych S$rodowisku,
monitorowaliSmy takze degradacj¢ w glebie blend zawierajacych BTA 1 PLA w stosunkach
wagowych 90/10, 70/30 1 50/50. Probki do badan pobierane byty po 1, 4, 10, 16 1 22 miesigcach
od zalozenia doswiadczenia. Wyrazny spadek masy czasteczkowej tych materiatow
polimerowych obserwowano poczawszy od 10 miesigca. Drugim waznym odkryciem okazato
si¢ by¢ stwierdzenie, ze dodatek aromatyczno-alifatycznego kopoliestru (BTA) znacznie
przyspiesza biodegradacj¢ polilaktydu (PLA). Ocena fitotoksycznosci nie wykazata
oddzialywania gleby po degradacji na site kietkowania nasion i wzrost siewek owsa,
rzodkiewki zwyczajnej 1 rzezuchy ogrodowej. Rezultaty badan dowodza, ze badane materialy
polimerowe oraz produkty ich degradacji obecne w glebie nie sg toksyczne dla ro$lin.
Opisywane badania byly realizowane w ramach projektu "MARGEN" POIG.01.03.01-00-
018/08-00, New generation of packaging materials made from plastics subject to the organic
recycling, European Regional Development Fund in the Framework of the Innovative
Economy, 2009-2012, w ktérym bytem wykonawca.

We wspotpracy z Zakladem Mikrobiologii 1 Biotechnologii AJD w Czgstochowie,
okresliliSmy takze rodzaj i liczebno$¢ bakterii rozktadajacych a-PHB, BTA, i PLA, na
podtozach zawierajacych te materiaty polimerowe jako jedyne Zrddlo wegla. Liczebnosé
bakterii obecnych na podtozu zawierajacym a-PHB byla najwigksza (jest to naturalny produkt
metabolizmu mikroorganizméw), a ws$rdd bakterii zdolnych do rozktadu polimerow
dominowaty Gram-dodatnie tlenowe laseczki przetrwalnikujace z rodzaju Bacillus i Gram-
ujemne paleczki nalezace do Pseudomonadacae.

Niektore wyniki omawianych prac badawczych postuzyly jako temat rozprawy doktorskiej
dr Piotra Rychtera, a takze zostaly przestawione w 5 publikacjach naukowych [11.B.20; I1.B.21;
11.B.25; 11.B.27; 11.B.31] oraz w 13 doniesieniach zaprezentowanych podczas krajowych
I migdzynarodowych konferencji naukowych [II1.B.21; II1.B.23; 1I11.B.25; II1.B.26; II1.B.27;
111.B.28; 111.B.30; 111.B.32; 111.B.35; 111.B.37; 111.B.39; 111.B.40; 111.B.45].
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5.5. Fitotoksycznos$¢ gleb zanieczyszczonych substancjami chemicznymi

Ostatnim obszarem moich zainteresowan badawczych jest problematyka zwigzana
Z toksycznym odziatywanie gleb skazonych substancjami chemicznymi na wzrost i rozwdj
ro$lin uprawnych. Istotno$¢ tych zagadnien powoduje, ze stanowig one kolejny, bardzo wazny
obszar mojej dziatalnosci naukowej, ktorym zajmuje si¢ od ponad 10 lat. Niejako zwienczeniem
przeprowadzanych badan naukowych byto przygotowanie osiggni¢cia naukowego zgodnie
zart. 16 ust. 2 ustawy. W swojej karierze naukowe] przebadatem szereg zwigzkow
chemicznych, ktérych wybor zwigzany byt z ich wykorzystaniem m.in. w syntezie chemicznej,
przemysle, agrochemii oraz innych dzialach gospodarki. Powszechno$¢ wykorzystania tych
substancji stwarza zamierzong lub niezamierzong mozliwo$¢ skazenia nimi gleb, co z kolei
moze wplynaé na wzrost roslin. Na tamach niniejszego rozdzialu autoreferatu przedstawiam
jedynie najwazniejsze z moich osiggnie¢ naukowych, dotyczacych badania fitotoksycznosci
zanieczyszczonych gleb zwigzkami chemicznymi.

Pierwsza grupa substancji chemicznych, ktérymi zajatem si¢ w ramach prezentowanych
badan byly pochodne furanowe kwasu aminofosfoniowego. Zwiazki te naleza do grupy
substancji fosforoorganicznych, wykazujacych okreslong aktywno$¢ biologiczng, bedac np.
inhibitorami niektoérych enzymoéw. Ich budowa chemiczna jest podobna do komercyjnych
pestycydéw  fosforoorganicznych, ktore jako inhibitory cholinoesteraz, enzymow
odpowiedzialnych za prawidtowe funkcjonowanie uktadu nerwowego, prowadza do paralizu
mig$niowego. Analiza wynikéw naszych badan pokazata, ze furanowe pochodne kwasu
aminofosfoniowego po dostaniu si¢ do gleby, wykazuja wyrazng fitotoksycznos¢, a wielkosé
niekorzystnego oddziatywania uzalezniona byta nie tylko od ilo$ci zwigzku w glebie, ale
réwniez zwigzana byla z odpornoscig gatunkowa roslin. Wiekszos$¢ przebadanych pochodnych
kwasu aminofosfoniowego byta bardziej toksyczna dla rosliny dwuli§ciennej, niz dla zboza.
Wynikiem, stosunkowo dobrze rokujacym w kontekscie ewentualnego wykorzystania tych
substancji w rolnictwie, byla stwierdzona mozliwo$¢ ograniczenia, badZz zwigkszenia
toksycznosci tych zwigzkow poprzez zmiang ich budowy chemicznej. Badania te zostaly
przeprowadzone we wspolpracy z dr hab. Jarostawem Lewkowskim z Uniwersytetu £.odzkiego.

Kolejng grupg analizowanych ksenobiotykoéw zawierajacych w czgsteczce atom fosforu,
byly czwartorzedowe sole fosfoniowe. Posiadanie przez te zwigzki cech charakterystycznych
dla cieczy jonowych powoduje, Ze moga one by¢ z powodzeniem wykorzystane w przemysle
chemicznym, katalizie, ekstrakcji, elektrochemii oraz do produkcji srodkéw ochrony roslin.
Przeprowadzone badania fitotoksycznosci czwartorzedowych soli fosfoniowych miaty gléwnie
na celu uzyskanie odpowiedzi na pytanie, w jakim stopniu na wielo$¢ oddziatywania tych
zwigzkOw na wzrost 1 rozwdj siewek jeczmienia jarego i1 rzodkiewki zwyczajnej wptywa
dhugos¢ podstawnika przy kationie tych soli. Okazato si¢, ze wielko$¢ fitotoksyczno$ci mozna
z powodzeniem regulowa¢ wlasnie ilosciag atomow wegla w podstawniku, przy czym
w przypadku oddzialywania na ro$liny wzrost toksycznosci obserwuje si¢ do 4 — 5 atomow
wegla. Dalsze wydtuzanie podstawnika nie jest juz tak efektywne, w przeciwienstwie do
obserwowanego oddziatywania soli fosfoniowych na mikroorganizmy.

Jednym z ciekawszych zwigzkow chemicznych, ktoéry miatem okazj¢ przebada¢ byt
bisfenol A (BTA, dian), uzywany w duzych ilosciach do produkcji tworzyw sztucznych takich,
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jak poliweglany 1 zywice epoksydowe, znajdujace zastosowanie w produkcji m.in. opakowan
do zywnosci, w tym butelek dla matych dzieci. Badania nad toksyczno$cig bisfenolu A dla ludzi
wykazaly oddzialywanie kancerogenne BTA, powodowanie zmian hormonalnych
wywotujacych otylo$¢ czy spadek ptodnosci. Spowodowato to, pomimo protestu producentow
bisfenolu A, wydanie w panstwach Unii Europejskiej catkowitego zakazu stosowania BTA
przy produkcji butelek dla niemowlat, juz w 2011 roku. W swoich badaniach dowiedlismy, ze
bisfenol A jest substancjg toksyczng rowniez dla ladowych roslin wyzszych, a jego przedostanie
si¢ do gleb na pewno wptynie na rozwdj roslin uprawnych czy pozadanych przez cztowieka.
Kolejng substancja chemiczng, ktorej poswigcitem sporo czasu i pracy w laboratorium
jest kwas 2,2’-tiodioctowy. Ta siarkowa pochodna kwasu octowego jest wykorzystywana
w chemii do wigzania koordynacyjnego wielu metali. Budowa chemiczna tego kwasu pozwala
na jednoczesne dolaczenie dwoch kationéw nieorganicznych lub organicznych, co skutkuje
otrzymaniem struktur podobnych w budowie do glifosatu. Przeprowadzone badania wykazaty
wiasciwosci fitotoksyczne tego kwasu po wprowadzeniu go do gleby, w stosunku do jeczmienia
jarego i rzodkiewki zwyczajnej. Ponadto zastosowanie roztworow kwasu 2,2’-tiodioctowego
w formie oprysku lisci 4 gatunkow chwastow: szczaw zwyczajny, chwastnica jednostronna,
zottlica drobnokwiatowa 1 komosa biata doprowadzito do znacznych uszkodzen,
zaobserwowanych u niektorych gatunkéow tych roslin. Najsilniejsze oddziatywanie
chwastobojcze stwierdzono odnosnie szczawiu zwyczajnego i zottlicy drobnokwiatowej,
podczas, gdy pozostate gatunki chwastow byly zupeilnie odporne na badany zwigzek
chemiczny. Uzyskane wyniki badan spowodowaty, ze sole kwasu 2,2-tiodioctowego staly si¢
jednymi ze zwigzkow, ktorych synteza i badanie ich ekotoksycznosci sg gldownymi zadaniami
projektu: ,.Projektowanie nowych chiralnych i achiralnych czwartorzedowych soli
heteroniowych o zatoZomych wiasciwosciach  herbicydowych oraz badanie ich
eko(fito)toksycznosci”’, numer umowy: UMO-2013/09/B/ST5/03541, realizowanego w latach
2014-2017 w ramach konkursu NCN OPUS 5. W projekcie tym, jako imienny wykonawca,
odpowiedzialny jestem za prowadzenie prac badawczych z zakresu fitotoksycznos$ci oraz
okreslenia ekotoksycznych oddziatywan nowo syntezowanych zwigzkow w stosunku do
bakterii luminescencyjnych — Vibrio fischeri (Microtox®) oraz skorupiakéw Heterocypris
incongruens (matzoraczki), przy wykorzystaniu testu Ostracodtoxkit F™. Zaroéwno realizacja
projektu, jak i opisane badania naukowe sa prowadzone we wspOtpracy z prof. Piotrem
Batczewskim z Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi.

Wyniki omawianych badan naukowych zostaly przestawione w 7 publikacjach [I1.B.24;
11.B.35; 11.B.36; 11.B.37; 11.B.38; 11.B.41; B.11.42] oraz w 14 doniesieniach zaprezentowanych
podczas krajowych 1 migdzynarodowych konferencji naukowych [1I1.B.36; I11.B.48; I11.B.49;
[11.B.50; 111.B.51; 111.B.53; 111.B.56; 111.B.57; 111.B.58; 111.B.59; 111.B.61; 111.B.62; 111.B.65;
111.B.69].

35



Robert Biczak Zatqcznik 2

6. Podsumowanie ilosciowe dotychczasowego dorobku publikacyjnego

Na moj catkowity dorobek naukowy sktada si¢ 168 prac, w ktérych jestem autorem lub
wspotautorem. Liczba ta obejmuje:

» 72 oryginalne prace twoércze. Znaczna ich cze$¢ zostala opublikowana w jezyku
angielskim, z czego 19 publikacji naukowych znajduje si¢ w czasopismach z bazy Journal
Citation Reports (JCR)

» 87 streszczen opublikowanych w materiatach konferencyjnych

» 9 zgloszen patentowych z czego 4 dokonane w Europejskim Urzedzie Patentowym

Z ogolnej liczby 168 prac, przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora opublikowatem
10 oryginalnych prac tworczych i 10 streszczen w materiatach konferencyjnych

Na chwile obecng do czasopism znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR)
wystatem 4 oryginalne prace tworcze, nie ujete w tym wykazie.

Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science (WoS): 158; 116 bez autocytowan
Index Hirscha wedtug bazy Web of Science (WoS): 6

Sumaryczne zestawienie punktow uzyskanych za publikacje naukowe po uzyskaniu stopnia
doktora

Liczba punktow

Liczba punktow
(wg listy) MNiSzW z dn.
9.12.2016
42,947 701 977

IF Liczba punktow
(wg roku opublikowania) | (wg roku opublikowania)

Moj dorobek naukowy niewliczajacy si¢ do osiggniecia naukowego, stanowigcego cykl
publikacji powigzanych tematycznie, wynosi 497 pkt (wg roku opublikowania) i 773 pkt (wg
listy MNiSzW z dn. 9.12.2016), sumaryczna warto$¢ wspotczynnika IF 24,949. Dotyczy to prac
wykonanych po uzyskaniu stopnia naukowego doktora.

Wykaz czasopism naukowych, w ktorych zostaly opublikowane prace po uzyskaniu stopnia

doktora
Liczba
. IF Liczba punktow punktow
) Liczba i
Tytut czasopisma artviulow (wg roku (wg roku (wg listy
4 opublikowania) | opublikowania) | MNiSzW z dn.
9.12.2016)
Journgl of Hazardous 5 9.167 90 90
Materials
Chemosphere 2 7,396 70 70
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Journtal Agriculture and Food 5 5,633 64 80
Chemistry
Biomacromolecules 1 3,664 24 45
Eco'goxmology and 1 3,130 30 30
Environmental Safety
P!ant Ph}/smlogy and 1 2928 35 35
Biochemistry
Enqunmental Science and 1 2828 30 30
Pollution Research
Envm_)nmental Toxicology and 1 2763 30 30
Chemistry
Bulletln'of E-nV|ronment-aI 1 1191 20 20
Contamination and Toxicology
Polimery 1 0,990 15 15
Ecol_oglcgl Chemistry and 5 0.934 30 30
Engineering S
Enw_ronment Protection 1 0,652 15 15
Engineering
Phosphorus, Sulfur, and Silicon
and the Related Elements ! 0610 15 15
Biologia Plantarum 1 0,553 11 25
Polish Journal of
Environmental Studies ! 0.508 15 15
Chemuf i Inzynieria 6 24 9
Ekologiczna
Folia Universitatis
Agriculturae Stetinensis, seria 6 6 60
Agricultura
Zeszyty Prc_)blemowe Postepow 4 32 59
Nauk Rolniczych
Proceedings of ECOpole 9 50 81
C_hemlstry. Environmetal. 4 15 20
Biotechnology
Inzynieria Rolnicza 2 8 20
Folia Horticulturae 2 8 28
Ecol_oglcgl Chemistry and 5 14 29
Engineering A
Inzynieria i Ochrona
Srodowiska 2 13 18
Jour_nal qf Ecological 1 12 12
Engineering
Folia Pomeranae Universitatis
Tec-hnologlae Stetme'n5|s - 1 10 10
seria Agricultura, Alimentaria,

Piscaria et Zootechnica
Kosmos 1 12 12
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Prace Naukowe Akademii im.
Jana Dlugosza w
Czestochowie. Technika,
Informatyka, Inzynieria
Bezpieczenstwa

Biuletyn Naukowy UMW w
Olsztynie

Annals of the Polish Chemical
Society

Lacznie

62

42,947

701

977
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