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Streszczenie

STRESZCZENIE

Ciecze jonowe to zwigzki chemiczne, ktore dzigki swoim réznorodnym
wlasciwo$ciom oraz praktycznie nieograniczonym mozliwosciom syntezy znalazty
szerokie zastosowanie w roznych galeziach przemystu w tym 1 w rolnictwie. Po
przedostaniu si¢ do $rodowiska naturalnego zwigzki te moga by¢ pobierane przez
rosliny i mie¢ wptyw na ich wzrost i rozw6j. Z wynikéw wieloletnich badan wiadomo,
ze roznorodne czynniki, takie jak temperatura, $wiatlo, zasolenie, patogeny, Czy
réznego typu zanieczyszczenia Qleb, m.in. zwigzkami chemicznymi, moga
niekorzystnie oddziatywaé na rosliny, powodujgc nadprodukcje reaktywnych form tlenu
w ich komoérkach co prowadzi¢ moze do powstania stresu oksydacyjnego. Widocznym
efektem istnienia stresu oksydacyjnego w roslinach moze by¢ spadek wielkosci i jakosci
ich plonu, a w skrajnych przypadkach nawet $mier¢ rosliny.

Do najwazniejszych grup roslin nalezg zboza, ktore stanowig podstawe
wyzywienia ludzi i zwierzat. Jedng z najwazniejszych faz rozwojowych roslin jest ich
kietkowanie i wczesne stadia rozwoju, dlatego obecnos¢ na tych etapach wzrostu roslin
jakichkolwiek czynnikéw stresowych jest jednym z wazniejszych problemoéw
wspotczesnego rolnictwa, gdyz moze prowadzi¢ do znacznego spadku wielkosci
i jakosci plonu. Do zbdz jarych majacych duze znaczenie gospodarcze nalezy jeczmien.
Zboze to posiada jeden z najstabiej rozwinietych systemow korzeniowych sposrod
wszystkich zboz i1 charakteryzuje si¢ krétkim okresem wegetacji, przez co wymaga
stanowisk zasobnych w sktadniki pokarmowe. Cechy te powoduja, Ze jest on wrazliwy
na abiotyczne czynniki stresowe.

W zwigzku z powyzszym, W niniejszej pracy dokonano oceny wplywu szesciu
imidazoliowych i amoniowych cieczy  jonowych  (ILs) -  chlorkow:
tetraetyloamoniowego, tetrabutyloamoniowego, tetraoktyloamoniowego, 1-etylo-3-
metyloimidazoliowego, 1-butylo-3-metyloimidazoliowego i 1-metylo-3-oktyloimida-
zoliowego, dodanych do gleby w réznych stezeniach, na wzrost i zmiany fizjologiczno-
biochemiczne w siewkach jeczmienia jarego. Dokonano rowniez proby oceny, jak
dtugos¢ kontaktu siewek jeczmienia z ILs zawartymi w glebie wplywa na wzrost
I rozwoj tych roslin.

W czgsci teoretycznej niniejszej pracy scharakteryzowano ciecze jonowe, ich
budowe, histori¢, wlasciwosci, zastosowanie oraz omowiono dotychczasowe badania
dotyczace toksyczno$ci cieczy jonowych dla roéznych elementow $rodowiska.
Omowiono réwniez mechanizm stresu oksydacyjnego u roslin oraz przyczyny jego
wystgpowania.

W czesci doswiadczalnej dokonano charakterystyki materialu wykorzystanego do
badan, podano metodyke prowadzonych badan oraz warunki prowadzenia
eksperymentu wazonowego. Przedstawiono rowniez wpltyw badanych ILs na
podstawowe parametry fitotoksycznos¢i tj. potencjal kietkowania i zdolno$¢
kietkowania nasion, inhibicj¢ dlugosci korzeni, czgsci nadziemnych roslin oraz plonu
Swieze] masy siewek jeczmienia jarego. Na podstawie uzyskanych wynikéw
wyznaczono warto$ci ECso. Opisano réwniez wplyw badanych ILs na zawarto$¢ suche;j
masy ro$lin oraz barwnikéw asymilacyjnych. Nastepnie dokonano oceny wptywu ILs
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zawartych w glebie na zawarto$¢ podstawowych biomarkerow stresu oksydacyjnego
W jeczmieniu jarym tj. poziom MDA, H202 oraz wolnej proliny. Kolejnym elementem
niniejszej pracy bylo okres§lenie wptywu badanych ILs dodanych do gleby na zmiany
aktywno$ci enzymow antyoksydacyjnych tj. peroksydaza, katalaza oraz dysmutaza
ponadtlenkowa w siewkach jeczmienia jarego. Wszystkie rozdzialy, w ktorych
omoéwiono wyniki badan wlasnych, zawierajg rowniez dyskusje¢ i odniesienia do danych
prezentowanych w dostepnej obecnie literaturze.

Kolejnym elementem pracy bylo okreslenie mozliwosci wWykorzystania
aplikacyjnego badanych zwigzkow. W rozdziale opisano przeprowadzone badania,
majace na celu okreslenie potencjalnych wihasciwosci chwastobodjczych zastosowanych
ILs. Badane zwiagzki zostaly zastosowane w postaci opryskéw na liscie zottlicy
drobnokwiatowej oraz szczawiu zwyczajnego. W celu oceny wiasciwosci
chwastobojczych badanych zwigzkow obserwowano zmiany zachodzace w wygladzie
ro$lin, okres$lono inhibicje dtugosci roslin i ich korzeni, zmiany zawartosci suchej masy
ro$lin oraz barwnikéw asymilacyjnych.

Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze zwiazkiem nie wykazujacym oddziatywania
na rosliny byt chlorek tetraoktyloamoniowy. Zwigzkiem majacym za$§ najsilniejszy
wplyw na wzrost i rozwdj siewek jeczmienia jarego oraz wykazujacym najsilniejsze
wlasciwosci chwastobojcze, ktore moglyby zostaé potencjalnie wykorzystane
W przysztosci, byt natomiast chlorek 1-metylo-3-oktyloimidazoliowy.
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SUMMARY

lonic liquids are chemical compounds, which thanks to their diverse properties
and practically unlimited possibilities of synthesis have found wide application in
various branches of industry, including agriculture. When released into the
environment, these compounds can be taken up by plants and have an impact on their
growth and development. The results of many years of research show that various
factors, such as temperature, light, salinity, pathogens or various types of soil
contamination, including chemical compounds, may adversely affect plants, causing
overproduction of reactive oxygen species in their cells, which may lead to the
formation of oxidative stress. A visible effect of oxidative stress in plants may be a
decrease in the size and quality of their yield, and in extreme cases even the death of the
plant.

The most important groups of plants are cereals, which are the basis of human and
animal nutrition. One of the most important development phases of plants is their
germination and early stages of development, therefore the presence of any stress
factors at these stages of plant growth is one of the most important problems of modern
agriculture, because it can lead to a significant decrease in the size and quality of yield.
Barley is one of the spring cereals of great economic importance. This cereal has one of
the least developed root systems among all cereals and is characterized by a short
vegetation period, which requires locations rich in nutrients. These features make it
sensitive to abiotic stress factors.

Therefore, the influence of six imidazolium and ammonium ionic liquids:
tetraethylammonium chloride, tetrabutylammonium chloride, tetraoctylammonium
chloride, 1-ethyl-3-methylimidazolium chloride, 1-butyl-3-methylimidazolium chloride
and 1-methyl-3-octylimidazolium chloride, added to the soil in different concentrations,
on the growth and physiological-biochemical changes in spring barley seedlings. An
attempt was also made to assess how the length of contact between barley seedlings and
ILs contained in the soil affects the growth and development of these plants.

The theoretical part of this work describes the characterization of ionic liquids,
their structure, history, properties, application and discusses the previous research on
the toxicity of ionic liquids to various elements of the environment. The mechanism of
oxidative stress in plants and its causes are also discussed.

In the experimental part, the characteristics of the material used in the research
were described, the methodology of the research and the conditions for conducting a
vase experiment were given. The influence of the studied ILs on the basic parameters of
phytotoxicity, i.e. germination potential and germination capacity of seeds, inhibition of
root and shot length, and yield of fresh weight of spring barley seedlings were also
presented. ECso values were determined on the basis of the obtained results. The
influence of ILs on the content of dry weight in plants and assimilation pigments was
also described. Next, the influence of ILs contained in the soil on the content of basic
oxidative stress biomarkers in spring barley, i.e. MDA, H20 and free proline levels,
was evaluated. Another element of this study was the determination of the effect of the
tested ILs added to the soil on the changes in antioxidant enzymes activity, i.e.
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peroxidase, catalase and superoxide dismutase in spring barley seedlings. All the
chapters, in which the results of own research was discussed, also contain discussion
and references to presentational data in the currently available literature.

Another element of the paper was to ascertain the applicability of the studied
compounds. The chapter describes the research conducted in order to determine the
potential weed killing properties of ILs used. The studied compounds were applied by
the method of spraying on the leaves of gallant soldier and common sorrel. In order to
evaluate the weed killing properties of the studied compounds, changes in the
appearance of plants were observed, inhibition of the length of plants and their roots,
changes in the content of plant dry weight and assimilation pigments were determined.

The obtained results indicate that tetraoctylammonium chloride was a compound
which did not show any effect on plants. On the other hand, 1-methyl-3-
octylimidazolium chloride was the most potent agent affecting the growth and
development of spring barley seedlings and showed the strongest weed-killing
properties that could potentially be used in the future.
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WSTEP

Zboza to rosliny uprawne z rodziny wiechlinowatych, ktére stanowig jedno
z podstawowych zrodet pozywienia dla ludzi i zwierzat na §wiecie. W Polsce ok. 70%
upraw stanowig wtasnie te rosliny. Do podstawowych gatunkow zbdz uprawianych
obecnie na $wiecie naleza kukurydza, ryz, pszenica, jgczmien, sorgo, owies, Zyto
I pszenzyto. Wedlug danych Glownego Urzedu Statystycznego (GUS) w 2016 roku
zbior zbdz na $wiecie wyniost ogotem 2 848 661,914 tys. ton, a ich uprawy zajety
tacznie 718 130,478 tys. ha, w tym w Polsce 7 462,423 tys. ha. W roku 2017 natomiast
uprawa zbo6z na $wiecie zajela tacznie 731 541,283 tys. ha, w tym w Polsce 7 602 tys.
ha, dajac w sumie $wiatowy zbior wielkosci 2 980 174,798 tys. ton. Najwiekszy udziat
w uprawie zboz miaty: Chiny, Indie, Rosja i Stany Zjednoczone. Zbiér zbdz ogodtem
w Polsce wedtug szacunkow GUS wyniost 29,85 min ton. w roku 2016, 28,1 min ton
w 2017 roku, 26 min ton w 2018 i 28,8 min ton w 2019.

Mniejsze zbiory zb6z moga powodowaé kleski glodu na §wiecie 1 wigzaé si¢
Zduzymi podwyzkami cen wielu asortymentoéw codziennego uzytku. Zboza
wykorzystywane sg bowiem, poza celami bezposrednio konsumpcyjnymi, W postaci
maki stuzacej m.in. do wypieku chleba czy kasz oraz produkcji roznego typu produktow
zywnosciowych rowniez jako pasze dla zwierzat. Poza tym sStanowig surowiec
w réznych galeziach przemystu tj. piwowarstwo czy gorzelnictwo. Sa one bogate
w weglowodany (ok. 70% ich sktadu), niewielkie ilosci thuszczu (ok. 2%, z wyjatkiem
kukurydzy — 7% i owsa — 5%), biatka ogdlnego (9-14% w zaleznosci od gatunku).
Ponadto owies zawiera w swym sktadzie witaminy E i B1, natomiast jgczmien zawiera
witaming B3 (kwas nikotynowy) oraz niewielkie ilo$ci witaminy D i karotenu. Ze
wzgledu na olbrzymie gospodarcze znaczenie zbdz niezmiernie wazne jest, aby caly
czas doktadnie monitorowac¢ rynek zbdz na $wiecie i probowac przeciwdziala¢ spadkom
ich produkcji. Niestety nie mamy wplywu na wigkszo$¢ zagrozen, ktdre maja
bezposredni wptyw na wielko§¢ uzyskiwanych plonéw tj. susze, zbyt obfite
I dlugotrwate deszcze, powodzie, zbyt wysokie lub zbyt niskie temperatury czy tornada.
Mozna jednak wptywa¢ w pewnym stopniu na wielkos$¢ 1 jakos¢ zbiorow dbajac, aby
jak najmniej zanieczyszczen docieralo do gleb, co moze przeciwdziata¢ zmniejszaniu
wielkosci zbioru zb6z nadajacych si¢ do konsumpcji.

W ostatnich latach bardzo duza uwagg przyklada si¢ do ograniczenia stopnia
zanieczyszczen antropogenicznych tj. zanieczyszczenia substancjami ropopochodnymi,
ograniczenia emisji spalin, ktore sa przyczyna efektu cieplarnianego i1 kwasnych
deszczy, proby zwiekszenia upraw ekologicznych w stosunku do tradycyjnych w celu
zmniejszenia zuzycia réznego rodzaju srodkéw ochrony roslin oraz ogoélnej chemizacji
rolnictwa. Istotne znaczenie ma tutaj ciagte udoskonalanie systemOéw oczyszczania
scieckow, w celu ograniczenia przedostania si¢ do wody i gleby zanieczyszczen
generowanych przez przemysl, metali cigzkich, lekéw oraz wielu innych substancji
chemicznych.

Waznym jest réwniez, aby oprocz proby minimalizowania niekorzystnego
wptywu dzialalno$ci czlowieka na S$rodowisko nie tworzy¢ nowych zrdédetl czy
substancji, ktore mogtyby jeszcze bardziej to srodowisko zanieczy$ci¢. Nalezy zatem
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dziata¢ zgodnie z zasadg ,,lepiej zapobiegaé niz leczy¢”. Naprzeciw tym wymaganiom
wyszedl Paul Anastas tworzaCc 12 zasad, ktorych stosowanie ma na celu takie
projektowanie 1 prowadzenie procesOw chemicznych, aby ograniczy¢ zuzycie
substratow i1 produkcje substancji szkodliwych. Zaréwno w Polsce, Unii Europejskiej,
jak 1 w innych rejonach $wiata, wladze wprowadzity wiele roznych przepisow
prawnych, ktore maja na celu ochron¢ $rodowiska przed roéznego rodzaju
zanieczyszczeniami. Stosujac si¢ do tych zasad, wielu naukowcoéw na catym $Swiecie
prowadzi badania majace na celu okreslenie wplywu poszczegdlnych zwigzkéw na
rézne elementy $rodowiska naturalnego, aby wykluczy¢, a przynajmniej maksymalnie
zminimalizowaé ryzyko przedostania si¢ do $rodowiska zwigzkow, ktoére mogtyby je
zanieczys$ci¢. Czystsze $rodowisko to rdwnoczes$nie lepsze warunki do zycia, lepsza
jako$¢ powietrza ktorym oddychamy, wody, ktora pijemy oraz pozywienia, ktore
produkujemy i spozywamy.

Jedng ze stosunkowo nowych grup zwiazkéw, ktére moga mie¢ olbrzymie
mozliwosci wykorzystania w réznych gateziach przemystu sa ciecze jonowe (ILS).
Warto w tej grupie zwigzkéw wyrozni¢ herbicydowe ciecze jonowe (HILs) oraz
bioherbicydowe ciecze jonowe (Bio-HILs). Poczatkowo ILs byly traktowane jako
»zielone rozpuszczalniki”, catkowicie bezpieczne dla $rodowiska, przez co miaty
stanowi¢ alternatywe dla tradycyjnie stosowanych rozpuszczalnikéw organicznych.
Jednak bardzo szybko okazalo si¢, ze wiele z tych zwigzkéw wykazuje toksycznosé
w stosunku do rdéznych elementow $rodowiska naturalnego i1 oddzialywanie to
w przypadku niektorych ILs jest wigksze, niz w przypadku tradycyjnie stosowanych
rozpuszczalnikéw organicznych. Jednak ze wzgledu na fakt, Ze zwiazki te mozna tak
projektowac, aby dobierajac odpowiednio kation i anion uzyskaé substancje, ktore beda
posiadaly pozadane wlasciwosci fizyczne, chemiczne i biologiczne, w obrocie
pojawiajg si¢ ciggle nowe ciecze jonowe.

Obecnos¢ w srodowisku ksenobiotykow tj. ciecze jonowe moze powodowaé
u ro$lin nadprodukcje reaktywnych form tlenu (RFT) i tym samym prowadzi¢ do
powstania stresu oksydacyjnego. RFT powstaja w kazdej komorce rowniez w efekcie
normalnie przebiegajacych procesoéw metabolicznych, takich jak np. fotosynteza.
Reaktywne formy tlenu sg usuwane przez system enzymatycznych i nieenzymatycznych
mechanizmoéw antyoksydacyjnych. Stres oksydacyjny to stan, w ktérym nastgpuje
zaburzenie rownowagi pomigdzy produkcja RFT, a szybkoscig ich usuwania. RFT,
ktore nie zostaly zdetoksykowane powoduja uszkodzenia w obrgbie komorki, ktore
moge powodowac ograniczenie wzrostu i rozwoju roslin, a w skrajnych przypadkach
ich $mier¢.

Jednym z wigkszych problemow, z jakim musi zmierzy¢ si¢ obecnie rolnictwo,
jest obecnos$¢ réznych czynnikow stresowych juz na etapie kietkowania nasion
I poczatkowego wzrostu roslin, czyli jednych z najwazniejszych faz wzrostu roslin.
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CEL PRACY

Podstawowym celem niniejszej pracy jest okreslenie w jaki sposob obecno$é

w glebie cieczy jonowych (chlorki amoniowe i imidazoliowe z podstawnikiem
alkilowym o réznej dhugosci tancucha) i dlugos$¢ ekspozycji na te zwiagzki chemiczne

wplywa na wzrost i rozwo6j siewek jeczmienia jarego.
W celu realizacji celu podstawowego poszukiwano odpowiedzi na nastgpujace pytania:

1.

jaki wptyw na kietkowanie nasion, a nastgpnie wzrost i rozwoj roslin ma
obecno$¢ w glebie cieczy jonowych,

w jaki sposob czas kontaktu jeczmienia jarego z badanymi cieczami jonowymi
wprowadzonymi do gleby, przektada si¢ na fitotoksycznos$¢ tych zwigzkow,

w jaki sposob czas kontaktu jeczmienia jarego z badanymi cieczami jonowymi
wplywa na zawarto$¢ barwnikow asymilacyjnych w siewkach tego zboza,

w jaki sposob czas kontaktu jeczmienia jarego z badanymi cieczami jonowymi
wplywa na zawarto$¢ podstawowych biomarkeréw stresu oksydacyjnego tj.
zawarto$¢ H202, dialdehydu malonowego oraz wolnej proliny,

czy obecno$¢ cieczy jonowych w glebie wplywa na zmiany aktywnosSci
podstawowych enzyméw antyoksydacyjnych w siewkach jgczmienia jarego.

Ponadto dokonano proby odpowiedzi na pytanie, czy badane ciecze beda moglyby by¢
traktowane jako zwiazki o potencjalnych wtasciwosciach chwastobdjczych.
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1. Ciecze jonowe
1.1. Definicja, budowa, historia

Ciecze jonowe (ILs, z ang. lonic liquids) to zwigzki chemiczne o budowie
jonowej. Zbudowane sg z organicznego kationu oraz organicznego lub nieorganicznego
anionu. Przyktadowe kationy i aniony, z ktorych zbudowane mogg by¢ ciecze jonowe
zostaly przedstawione na rys. 1 [1-3].

KATION ANION
Nicorganiczne:
[\‘j@ F|l o i@ ‘Oea CI%, Brt, I', NO5™, NOyT, BFy, PF, SbFS, (CF380,)N”
/ \‘ /" \ / \\ / ‘\ Organiczne:
| | ; 0 o -
[l I I (\__I:
amoniowy  fosfoniowy sulfoniowy  cksoniowy H”C\g H3C/ ~G F3C,/C\O' CI3C/ =6

mrowczanowy  octanowy trifluorcoctanowy trichlorooctanowy

O —
i J \ o O o, O
l‘ea o]
A
R | TR N N N OH
R R e R R =R R = R \[)J\O_
tetraalkiloamoniowy  piperydyniowy OH

pirolidyniowy morfoliniowy

/R mleczanowy benzoesanowy salicylanowy
N NH
[y () @ s o on o 1
7 7 7 _ . o}
' ©T I° ’ :
R R R 0" g cl cl

imidazoliowy 1,2 3-triazoliowy pirydyniowy chinoliniowy sacharynianowy 2. 4-dichlorofencksyoctanowy

a—=z=

Rys. 1. Przyktadowe kationy i aniony z jakich moga by¢ zbudowane ciecze jonowe
[2.4].

Charakterystyczna cechg cieczy jonowych jest ich temperatura topnienia, ktora
nie przekracza 100 °C. Mozliwos¢ roznych potgczen kationdw i anionow w celu
uzyskania cieczy jonowych jest wrecz nieograniczona, a ilo$¢ takich kombinacji
szacowana jest na 108 [2,4-8].

Pierwszg w historii zsyntezowang ciecza jonowg byl otrzymany w XIX wieku,
tzw. ,,czerwony olej”. W 1911 roku kolejnej proby syntezy tego typu zwigzkow
dokonali rowniez Ray i Rakshit, jednak otrzymany przez nich zwigzek okazal si¢
nietrwaty. Pierwsza stabilng ciecz jonowg — azotan etyloamoniowy, zsyntezowat
Walden w 1914 roku. W literaturze fachowej okreslenie ciecze jonowe (lonic liquids,
ILs) uzyte zostalo po raz pierwszy 1974 roku, jednak zainteresowanie cieczami
jonowymi pojawito si¢ dopiero po roku 1996, po publikacji Seddona dotyczacej tej
grupy zwigzkow. Trzy lata po tej publikacji w sprzedazy pojawita si¢ pierwsza ciecz
jonowa. Od tamtego czasu zainteresowanie ILs jest olbrzymie i rocznie ukazuje si¢
kilka tysiecy roznego typu publikacji na ich temat [1,2,9,10].

W literaturze naukowej istnieje kilka réznych klasyfikacji cieczy jonowych ze
wzgledu na ich budowe i wilasciwosci. Ze wzglgedu na rodzaj kationu ILs mozemy
podzieli¢ np. na amoniowe, fosfoniowe, sulfoniowe, oksoniowe, imidazoliowe,
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pirydyniowe, piperydyniowe czy pirolidyniowe. Mozna réwniez zastosowac podzial na
ILs z kationem alifatycznym, heterocyklicznym, aromatycznym lub niearomatycznym.

Dostepny jest rowniez podzial cieczy jonowych na protonowe (ang. PILs — protic
ionic liquids) oraz aprotonowe (ang. AlLs — aprotic ionic liquids). Protonowe ciecze
jonowe roznig si¢ od aprotonowych tym, ze w ich budowie wystepuje co najmniej jeden
atomu wodoru potaczony z centralnym atomem siarki, fosforu, tlenu czy azotu.

Ze wzgledu na wlasciwosci cieczy jonowych w 2007 roku dokonano ich podziatu
na trzy generacje:

1) Ciecze jonowe | generacji — to zwigzki organiczne charakteryzujace si¢
okreslonymi wlasciwosciami fizycznymi takimi jak: stabilno$¢ termiczna, dobre
przewodnictwo  elektryczne, temperatura  topnienia, lepko$¢,  gestosc,
hydrofilowos¢.

2) Ciecze jonowe Il generacji — to zwigzki o zatozonych wilasciwosciach fizycznych
i chemicznych tj. chiralno$¢, reaktywnos¢ czy zdolnos¢ do ekstrahowania réznych
substancji.

3) Ciecze jonowe Il generacji — to najnowsza grupa cieczy jonowych, w ktorej dzigki
odpowiedniemu doborowi kationu i1 anionu mozemy sterowa¢ nie tylko
wlasciwosciami fizycznymi i chemicznymi cieczy jonowych, ale takze decydowac
o ich wlasciwosciach biologicznych tj. wiasciwosci bakteriobdjcze, grzybobojcze,
przeciwdrobnoustrojowe czy herbicydowe.

W literaturze naukowej pojawiaja si¢ tez okreslenia i1 podzialy cieczy jonowych ze
wzgledu na ich wyjatkowe wtasciwosci, takie jak: chiralne, stodkie, herbicydowe czy
barwne ciecze jonowe.

Ciecze jonowe ciekle w temperaturze pokojowej okreSlane sa jako
niskotemperaturowe ciecze jonowe (z ang. RILs, room temperature ionic liquids).

Nieograniczone wrgcz mozliwosci syntezy cieczy jonowych w  kierunku
uzyskania zwigzkow o interesujagcych wiasciwosciach powoduja, ze bardzo czgsto
okreslane sg one jako ,,rozpuszczalniki projektowalne” [11-15].

1.2. Wilasciwosci i zastosowanie cieczy jonowych

Olbrzymie zainteresowanie cieczami jonowymi zwigzane jest z ich wieloma

bardzo pozadanymi i doskonatymi wlasciwosciami fizykochemicznymi tj. [5,16-20]:

e Temperatura topnienia ponizej 100 °C

e Stabilnos¢ termiczna

e Stabilnos¢ elektrochemiczna

e Niepalnos¢

e Niska preznosc¢ par

e Nielotno$¢

e Dobre przewodnictwo

e  Wilasciwosci katalityczne

e Aktywnos$¢ powierzchniowa (ciecze jonowe rozpuszczalne w wodzie)

e Wystepowanie w stanie cieklym w szerokim zakresie temperatur
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e Sg dobrymi rozpuszczalnikami zwigzkdéw organicznych i nieorganicznych.

Dzigki tak wielu pozadanym wiasciwosciom, ciecze jonowe znalazly
zastosowanie w wielu gat¢ziach przemystu, a prace nad kolejnymi mozliwos$ciami ich
zastosowan ciagle sa prowadzone. Proby wykorzystania cieczy jonowych zwigzane sa
z koniecznoscia uzywania do produkcji zwigzkoéw, ktore oprocz doskonatych
wlasciwosci beda posiadaty jedng bardzo wazng ceche tzn. beda bezpieczne dla
srodowiska. W 1991 roku Anastas wprowadzit 12 zasad, ktore stanowig podstawe
koncepcji, aby projektowanie i prowadzeniec proceséw chemicznych przebiegato
W sposob, ktory ogranicza uzycie i powstawanie szkodliwych substancji. Wedtug
Anastasa ,,zielona chemia” powinna opiera¢ si¢ na [20]:

1. Zapobieganiu powstawaniu odpadow

2. Maksymalnym oszczedzaniu surowcow (,,ckonomia atomowa’)

3. Ograniczeniu uzycia oraz produkcji substancji niebezpiecznych

4. Projektowaniu bezpiecznych produktéw chemicznych

5. Ograniczeniu wykorzystywania rozpuszczalnikow i substancji pomocniczych

oraz stosowaniu ich bezpieczniejszych rodzajow

6. Efektywnym wykorzystywaniu energii w procesach chemicznych, a jesli to
mozliwe prowadzenie ich w warunkach pokojowych

7.  Wykorzystywaniu surowcoéw ze zrodet odnawialnych

8. Ograniczeniu produkcji pochodnych zwigzkow

9. Wyborze reakcji katalitycznych

10. Projektowaniu produktow ulegajacych degradacji

11. Kontroli procesd6w w czasie rzeczywistym

12. Stosowaniu substancji minimalizujagcych mozliwos¢ wystgpienia wypadkow.

Dzigki mozliwosciom projektowania cieczy jonowych istnieje mozliwosé
uzyskania takich zwiazkow, ktore beda spelniaty zasady ,zielonej chemii”. Jako
pierwsze podjete zostaty proby zastosowania cieczy jonowych w elektrochemii jako
elektrolitbw w ogniwach paliwowych i stonecznych, bateriach litowo-jonowych oraz
kondensatorach elektrochemicznych. W syntezie chemicznej stanowig one alternatywe
dla tradycyjnie stosowanych zwigzkow organicznych. Ciecze jonowe stosowane sg jako
rozpuszczalniki, efektywne katalizatory oraz jako substraty w wielu rdéznego typu
reakcjach syntezy. Wykorzystywane sg réwniez w ekstrakcji, w biotechnologii, czy
w analityce chemicznej (chromatografia, spektrometria masowa) oraz jako smary
i surfaktanty. ILs moga by¢ rowniez wykorzystywane w medycynie do balsamowania
| utrwalania tkanek migkkich (zamiast formaliny). Ciecze jonowe wykorzystywane sa
rowniez z powodzeniem w rolnictwie, jako herbicydy czy regulatory wzrostu.
Podejmowane sg rowniez proby wykorzystania cieczy jonowych w przemysle
farmakologicznym, spozywczym, czy np. do impregnacji drewna oraz w wielu innych
dziedzinach przemystu [4,16, 21-27].
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1.3. Herbicydowe ciecze jonowe oraz regulatory wzrostu roslin

Tak jak juz wspominano powyzej ciecze jonowe moga by¢ z powodzeniem
wykorzystywane jako herbicydy oraz jako regulatory wzrostu. Herbicydowe ciecze
jonowe (z ang. Herbicidal lonic Liquids, HILs) to grupa zwiagzkéw chemicznych, po raz
pierwszy zaprojektowanych i opisanych przez zespot profesora Pernaka w 2011 roku
[28]. HILs sa to zwiazki nalezace do trzeciej generacji cieczy jonowych, w ktorych
jeden z jonow wykazuje wilasciwosci herbicydowe. W literaturze naukowej mozna
znalez¢ zwigzki tego typu zawierajgce w swoim skladzie 2,4-D (kwas 2,4-dichlo-
rofenoksyoctowy), MCPA (kwas 4-chloro-2-metylofenoksyoctowy), = MCPP
(Mekoprop, kwas 4-chloro-2-metylofenoksypropionowy), MCPB (kwas 4-(4-chloro-2-
metylofenoksy)butanowy), dicambe, TBA, glifosat, clopyralid, MSM (metsulfuron
metylu) i inne. Podobnie jak wszystkie ciecze jonowe, HILs charakteryzuja si¢
doskonatymi wiasciwosciami fizykochemicznymi tj.: niska lotno$¢, duza stabilno$¢
termiczna i elektrochemiczna oraz staba rozpuszczalno$¢ w wodzie. Charakteryzuje je
réowniez wysoka aktywnos$¢ biologiczna. Co najwazniejsze, zwiazki te wykazuja
potencjalnie silniejsze dziatanie herbicydowe niz tradycyjnie stosowane $rodki
chwastobojcze, dzieki czemu istnieje mozliwo$§¢ zmniejszenie dawki sktadnika
aktywnego preparatu na hektar, co z kolei zmniejsza ryzyko niekorzystnego
oddziatywania na srodowisko i zdrowie cztowieka [22,26,29-32].

Stawiajac kolejny krok w prowadzonych badaniach stworzono dwufunkcyjne
ciecze jonowe, ktore oprocz doskonatych wtasciwosci herbicydowych wykazuja
réwniez wlasciwosci regulatora wzrostu roslin. W zwiazkach takich anion ma
wlasciwosci herbicydowe np. 2,4-D, MCPA, a kationem jest inhibitor wzrostu np.
chlorek chlorocholiny (CCC). Opierajac si¢ na podobnych zasadach stworzono rowniez
dwufunkcyjne HILs, ktore oprocz wlasciwosci chwastobdjczych wykazuja wiasciwosci
grzybobdjcze, dzigki polaczeniu kationu o dzialaniu chwastobdjczym z anionem
0 dziataniu grzybobdjczym np. tebukonazolem [32].

Najnowsze trendy w syntezie herbicydowych cieczy jonowych skupiajg si¢ na
syntezie tych zwigzkow z substancji wystepujacych naturalnie np. kwas pelargonowy
wystepujacy w kwiatach Pelargonium roseum, oleju kokosowego czy oleju
rzepakowego. Opisane zostaly rowniez HILs oparte na betainie, karnitynie, cholinie czy
D-glukozie. Zwiagzki te charakteryzuja si¢ nizsza toksyczno$cig, niz dotychczas
stosowane HILs oraz biodegradowalnoscig. HILs zsyntezowane z naturalnie
wystepujacych substancji okreslane sag mianem Bio-HILs (z ang. Bioherbicydal ionic
liquids) [22,33-37].

HILs sa wchlaniane przez ro$liny poprzez system korzeniowy lub przez liScie
| transportowane za pomocg systemu przewodzacego roslin (drewno, tyko), powodujgc
hamowanie wzrostu pedow 1 korzeni, prowadzac do $mierci rosliny. Dokladny
mechanizm takiej reakcji nie jest do konca poznany. Uwaza si¢, ze zwigzki te s3
aktywne 1 dziataja w réznych miejscach szlaku metabolicznego powodujac zaktocenia
w rownowadze hormonalnej ro$lin, zaktécenia w biosyntezie kwasow nukleinowych
I biatek czy nadprodukcj¢ kwasu abscynowego [28].
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1.4. Toksycznos¢ cieczy jonowych

Pierwsze publikacje dotyczace cieczy jonowych wskazywaty, ze sg to zwigzki
bezpieczne dla Srodowiska i moga stanowi¢ doskonalg alternatywe¢ dla tradycyjnie
stosowanych rozpuszczalnikow organicznych. Okreslano je nawet mianem ,,zielonych
rozpuszczalnikow”. Bardzo szybko okazato si¢ jednak, ze ILs moga wykazywac
toksyczno$¢ dla réznych elementéw srodowiska naturalnego. Ze wzgledu na swoja
nielotno$¢ zwigzki te nie powinny stanowi¢ wickszego zagrozenia dla powietrza, ale
srodowisko wodne i glebowe mogg by¢ potencjalnie narazone na zanieczyszczenie ILS,
ktore mogg si¢ tam przedosta¢ w postaci odpadow poprodukcyjnych, wraz ze $ciekami,
czy cho¢by w wyniku réznego rodzaju wypadkéw na liniach produkcyjnych, czy
podczas transportu. Obecniec w dostepnej literaturze mozna znalez¢ doniesienia
0 toksycznos$ci cieczy jonowych dla mikroorganizmow, grzybow, glonow, planktonu,
bezkrggowcow, kregowcoOw oraz roslin wyzszych [2,38-44].

Wyniki pierwszych badan dotyczacych toksycznosci ILs pojawity sie
w literaturze naukowej juz w 2001 roku. Dotyczyly one okreslenia toksycznosci wobec
bakterii 1 grzybow. Okazato sig, ze aktywno$¢ ILs wobec mikroorganizméw byla silnie
uzalezniona od rodzaju kationu oraz dlugos$ci tancuchow bocznych w podstawnikach
[45,46].

Obecnie w literaturze naukowej mozna znalez¢ prace traktujace o toksycznym
oddziatywaniu cieczy jonowych na rozwoj réznych szczepoéw bakterii gram-dodatnich,
gram-ujemnych, bakterii morskich czy chorobotworczych oraz grzybow [17,28,42,47-
54]. Docherty i Kulpa [48] oraz Yu i Nie [55], Suchodolski i wsp. [56] okreslajac
toksyczno$¢ imidazoliowych i pirydyniowych ILs dla bakterii Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas fluorences, Bacillus subtilis, grzybéw Candida albicans
oraz drozdzy Saccharomyces cerevisiae stwierdzili, ze zwigkszenie dhugosci tancucha
grupy alkilowej oraz ilosci podstawionych grup alkilowych, prowadzito do wzrostu
aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej badanych zwigzkéw. Busetti i wsp. [57]
oznaczajac warto$¢ minimalnej dawki hamujacej (MIC) alkilo-chinolinowych cieczy
jonowych dla Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella
aerogenes, Escherichia coli, Bacillus cereus, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa 1 Candida tropicalis, stwierdzili, ze najwigksza toksycznoscia
charakteryzowaty si¢ zwiagzki z 14-to weglowym podstawnikiem, podczas gdy tancuchy
alkilowe zawierajace 16 1 18 wegli nie byly juz tak skuteczne.

Bioragc pod uwage fakt, ze cze$¢ cieczy jonowych jest bardzo dobrze
rozpuszczalna w wodzie oraz ze wzglgdu na ich duzg stabilno$¢, pojawito sie
zagrozenie, ze zwigzki te mogg przedosta¢ si¢ do zbiornikow wodnych 1 by¢ tam
akumulowane. Prowadzone byly zatem liczne badania dotyczace toksycznosci ILs m.in.
dla cyjanobakterii Geitlerinema amphibium [58], bakterii Aliivibrio fischeri [50,59]
mikroalg Scenedesmus obliquus [19,43,60-62], Scenedesmus quadricauda [63],
Selenastrum capricornutum [64-66], Botryococcus braunii [63], Euglena gracilis [60],
makroalg Ulva lactuca, zielenic Scenedesmus vacuolatus [50,67,68], Chlamydomonas
reinhardtii [69,70], Chlorella ellipsoidea [61], Oocystis submarina [71], Chlorella
vulgaris [63,71], rzesy wodnej Lemna minor L. [24], okrzemek Bacillaria paxillifer
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[40,71], Skeletonema costatum [72], Phaeodactylum tricornutum [73], Cyclotella
meneghiniana [71,74], skorupiakéw Daphnia magna [66], ryb Danio rerio [66,75],
Cyprinus carpio [76], Carassius auratus [77], oraz zab Rana nigromaculata [78].

Pomimo licznie prowadzonych badan ekotoksykologicznych do tej pory brak jest
ujednoliconej skali, ktora wprowadzataby klasyfikacje toksycznosci ILs. Niektorzy
autorzy porownuja wigc toksycznos¢ ILs ze znanymi i1 powszechnie uzywanymi
rozpuszczalnikami organicznymi. Passino i Smith [79] zaproponowali natomiast skale
toksyczno$ci, ktora w zalezno$ci od wartosci ECso dzieli zwigzki chemiczne na:
praktycznie nieszkodliwe — 100-1000 mg/l, umiarkowanie toksyczne — 10-100 mg/l,
stabo toksyczne — 1-10 mg/l, wysoce toksyczne — 0,1-1 mg/l, bardzo toksyczne — 0,01-
0,1 mg/l i supertoksyczne — mniej niz 0,01 mg/1. Pretti i wsp. [66] wykorzystali tg skale
do oceny toksycznoséci cieczy jonowych dla glonéw Selenastrum capricornutum.
W rozporzadzeniu Unii  Europejskiej [80] dotyczacym toksycznoSci zwigzkow
chemicznych dla organizméw wodnych, w zaleznosci od wyznaczonych wartosci ECso
lub LCsq dzieli si¢ substancje na wykazujace toksyczno$¢ ostra, toksycznos¢ chroniczng
oraz zwiagzki nietoksyczne. Toksyczno$¢ ostra podzielona jest na 3 kategorie,
a toksyczno$¢ chroniczna na 4. W podziale tym wazng rolg odgrywa roéwniez
biodegradacja badanych zwigzkow oraz ich potencjalna lub obecna bioakumulacja.

Wedhug licznie prowadzonych badan toksycznos¢ ILs dla organizméw wodnych
uzalezniona jest w najwigkszym stopniu od rodzaju kationu, dlugosci tancucha
alkilowego w podstawniku, od stezenia badanego zwigzku, a w mniejszym stopniu od
rodzaju anionu. Matzke i wsp. [50] oraz Stolte i wsp. [68] przebadali ponad 40 cieczy
jonowych roznigcych si¢ strukturg kationéw, ze zrdznicowang dlugoscig tancucha
alkilowego w podstawniku oraz z réznym anionem i stwierdzili duzg wrazliwo$¢ alg
Scenedesmus vacuolatus na badane ILs. Autorzy obserwowali m.in. zahamowanie
rozmnazania si¢ alg. Chen i wsp. [60] badajac wplyw mleczandéw imidazoliowych
0 roéznej dhlugosci tancucha alkilowego dla Euglena gracilis i Scenedesmus obliquus
oraz Ma i wsp. [61] okreslajac oddziatywanie bromkow alkiloimidazoliowych na wzrost
i rozwdj Chlorella ellipsoidea i Scenedesmus obliquus zaobserwowali, ze toksyczno$é
cieczy jonowych wzrasta wraz z dtlugoscig tancucha alkilowego w podstawniku oraz
stezeniem badanych zwigzkow. Badane ILs miaty duzy wplyw na produkcje biomasy
alg.

Duze znaczenie dla toksycznosci ILs ma rowniez to, jakie pierwiastki zawarte sg
w anionach tych zwigzkow. Istnieje grupa ILs zawierajagca w swoim skladzie fluor.
W wyniku hydrolizy tych zwigzkéw moze powstawac¢ toksyczny dla srodowiska HF.
Cho i wsp. [64] badajac toksyczno$¢ wybranych imidazoliowych cieczy jonowych dla
Selenastrum capricornutum uszeregowali toksyczno$¢ anionéw wedlug nastepujacego
schematu: SbFe™ > PFs™ > BF4 > CF3SO3™ > CgH170S0O3™ > Br = CI~.

Ventura i wsp. [81] zaobserwowali, ze ILs o budowie aromatycznej sg bardziej
toksyczne dla Aliivibrio fischeri niz ILs o budowie alifatycznej.

Wysoka toksyczno$¢ cieczy jonowych przez wielu autorow taczona jest z ich
hydrofobowym charakterem, gdyz zwigzki takie mogg cechowa¢ si¢ wysoka
lipofilno$cig tzn. zdolno$cig do rozpuszczania si¢ w tluszczach 1 btonach biatkowo-
lipidowych, co moze prowadzi¢ do trwalego uszkadzania blon komodrkowych.
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Umozliwia to z kolei wnikanie ILs do komoérki i negatywne oddziatywanie na rdzne
organella komoérkowe [4,6,38,42,68,81]. Couling i wsp. [82] wskazujg natomiast, ze
wzrost toksyczno$ci cieczy jonowych zwigzany jest takze z iloScig atomdéw azotu
w pierscieniu. Uszeregowali oni toksyczno$¢ kationdow w nastepujacy sposob:
triazoliowy > imidazoliowy > pirydyniowy > amoniowy.

Dong i wsp. [83] badajac toksycznos¢ heksafluorofosforanu 1-oktylo-3-metylo-
imidazoliowego oraz Li i wsp. [77,78] badajac bromek 1-metylo-3-oktylimidazoliowy
doszli do wniosku, ze ILs majg duzy wptyw na ryby Cyprinus carpio, Danio reiro,
Carassius auratus oraz zabe¢ Rana nigromaculata. Badane ILs powodowaty zaréwno
zaburzenia na etapie rozwoju zarodkowego, powodowaty wzrost wad rozwojowych,
zmniejszenie wylggu, jak rowniez byty bardzo toksyczne dla dorostych osobnikow.

Ciecze jonowe po przedostaniu si¢ do wod moga by¢ adsorbowane w osadach
dennych lub przedostawac si¢ do gleb, w ktorych réwniez moze nastgpowaé proces
sorpcji ILs na koloidach glebowych. Matzke i wsp. [84], Mrozik i wsp. [85],
Stepnowski i wsp. [86] oraz Studzinska i wsp. [87] donosza, ze kationy imidazoliowe
i pirydyniowe moga adsorbowac si¢ na réznych typach osadow morskich i glebach.
Autorzy Ci wykazali, ze dtugotancuchowe hydrofobowe ILs adsorbowane sa znacznie
silniej, niz te z krotkimi tancuchami alkilowymi. W cytowanych pracach wykazano
ponadto, ze sita sorpcji ILs na glebach czy osadach zalezy zar6wno od struktury ILs, ich
wlasciwosci fizykochemicznych, jak i od zawarto$ci substancji organicznej o0raz
materiatow ilastych w glebie, czy w osadzie oraz od pH. ILs, podobnie jak ich
prekursorzy — czwartorzedowe sole jonowe, moga mie¢ wplyw na aktywnosc¢
biochemiczng gleby, powodujac zaburzenia m.in. w aktywno$ci enzymow glebowych tj.
oksydoreduktazy, hydrolazy, izomerazy, ligazy, liazy i transferazy [88-90].

Z gleby ciecze jonowe moga by¢ pobierane przez rosliny i wptywaé na wzrost
I rozw6j tych organizméw. Pierwsze prace donoszace o toksycznosci ILs dla roslin
wyzszych pojawity si¢ w 2007 roku [10]. Obecnie w literaturze naukowej znajdujg si¢
liczne prace traktujagce o toksycznosci cieczy jonowych dla roslin wyzszych m.in.
rzezuchy (Lepidium sativum L.) [41,91], rzodkiewki zwyczajnej (Raphanus sativus L.
subvar. radicula Pers.) [92-94], ryzu (Oryza sativa L.) [95,96], jeczmienia (Hordeum
vulgare L.) [92,97], pszenicy (Triticum aestivum L.) [84,91,98-101], cebuli (Allium
cepa L.) [94], bobu (Vicia faba) [102,103], zycicy trwatej (Lolium perenne) [94] oraz
réznych gatunkow chwastow m.in. z6ltlicy drobnokwiatowej (Galinsoga parviflora
Cav.) [104,105], komosy biatej (Chenopodium album L.) [31,106], szczawiu
zwyczajnego (Rumex acetosa L.) [105,106], chabru btawatka (Centaurea cyanus L.)
[35] oraz stulichy psiej (Descurainia sophia L.) [31]. W celu bezposredniego okreslenia
wptywu ILs na ro$liny 1 jak najwigkszego zminimalizowania wpltywu innych
czynnikow S$rodowiska, czg$¢ badaczy prowadzi swoje badania w postaci upraw
hydroponicznych [95-98]. W literaturze naukowej dostepne sg rowniez prace dotyczace
oddziatywania ILs dodanych do gleby na wzrost oraz rozwdj roslin wyzszych, co
w wigkszym stopniu odzwierciedla warunki naturalne, w jakich rosliny prowadza
wegetacje [21,91,93,94,106-109].

Podobnie jak w przypadku organizméw wodnych badacze uzalezniajg wptyw ILs
na rosliny wyzsze od ich budowy. Studzinska i Buszewski [41], Cvjetko Bubalo i wsp.
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[97] oraz Liu i wsp. [98,102] badajac wplyw roznych imidazoliowych ILs stwierdzili,
ze toksyczno$¢ ILs dla ros§lin wzrasta wraz z dhlugoscig tancucha alkilowego
w podstawniku. Matzke i wsp. [91], Biczak i wsp. [21,106] zaobserwowali jednak, ze
toksyczno$¢ ILs nie zawsze jest liniowo skorelowana z dlugoscig podstawnika. Z badan
tych autoréw wynika, ze najbardziej toksyczne dla roslin sg ILs z krotszymi tancuchami
alkilowymi w podstawniku natomiast w przypadku zwigzkéw z dlugimi tancuchami
alkilowymi fitotoksycznos¢ tych zwigzkéw maleje. Autorzy zaistniala sytuacje
tlhumaczg faktem, ze zwigzki z dlugimi tancuchami alkilowymi sa sorbowane na
koloidach glebowych, przez co staja si¢ mniej dostgpne dla ros$lin. Natomiast
w badaniach prowadzonych w systemie uprawy hydroponicznej efekt wptywu gleby
I wszelkich odzialtywan z nig zwigzanych jest catkowicie pomijany 1 stad
najprawdopodobniej biorg si¢ rozbieznosci w wynikach badan.

Whptyw aniondéw i kationow na fitotoksycznos¢ ILs dla roslin wyzszych jest
rowniez podobny do tego, jaki obserwowano dla organizméw wodnych. Wielu badaczy
dowodzi, ze na toksycznos$¢ ILs znaczny wptyw ma rodzaj kationu [41,91,106]. Istnieja
jednak badania [84,92], ktore wskazuja, ze aniony, szczegdlnie te zawierajace w swojej
budowie fluor (BF4, PFs’, CF3CO2), moga wykazywaé silng toksycznos¢ w stosunku
do roslin wyzszych. Niekorzystny wplyw na rosliny moga wywiera¢ rowniez ILs
zawierajgce aniony chlorkowe, ktére prowadza nie tylko do zasolenia gleby, ale
réwniez moga by¢ pobierane przez rosliny zaburzajac ich gospodarkg wodng [110-112].

Istniejg ponadto badania dowodzace, ze protonowe ILs (PILs) sg mniej toksyczne
dla roslin niz aprotonowe ILs (AILS) [94].

Zaréwno w przypadku badan obejmujacych organizmy wodne, jak i ladowe,
wszyscy badacze sg zgodni, ze toksycznos$¢ cieczy jonowych wzrasta wraz ze wzrostem
stezenia badanych zwigzkoéw. Warto jednak zauwazy¢, ze przy niskich stezeniach ILs
moga dziata¢ wrecz jak regulatory wzrostu, powodujac szybszy wzrost ros$lin
w stosunku do obiektow kontrolnych [21,92,96,98,108,113].

Badacze uzalezniajg rowniez fitotoksycznos¢ ILs od gatunku ro$liny, na ktory
zwigzek dziata [21,35,92,94,107]. Obserwowane réznice w oddziatywaniu ILS, moga
wynika¢ z roéznej budowy roslin zwtaszcza, gdy dotyczy to gatunkow zaliczanych do
ro$lin jedno- lub dwuli$ciennych.

Cvjetko Bubalo i wsp. [97], Liu i wsp. [98], Studzinska i Buszewski [41], Biczak
i wsp. [92] w swoich badaniach wskazuja, ze ILs mogg mie¢ wptyw na site kietkowania
nasion. W niektorych przypadkach nasiona w ogodle nie byly w stanie wykietkowac,
albo wzrost i rozwdj siewek ulegal bardzo silnej inhibicji [21,96,113]. Badane ILs
bardzo czgsto prowadzily rowniez do znacznej inhibicji wzrostu korzeni, co miato
niepodwazalny wplyw na wzrost i rozwo0j catej rosliny, gdyz korzen jest organem, ktory
odpowiada nie tylko za utrzymanie roslin w podtozu, ale przede wszystkim za
pobieranie wody i substancji odzywczych dla catej rosliny. Oddziatywanie ILsS na
ro§liny moze prowadzi¢ takze do powstawania u nich zmian chlorotycznych
I nekrotycznych. Efektem takiego wplywu ILs na rosliny moze by¢ réowniez spadek
plonu roslin oraz zmiany zawartosci suchej masy [21].

Badania prowadzone dla $srodowiska ladowego nie ograniczajg si¢ jedynie do
roslin. W literaturze naukowej dostepne sg badania podejmujgce probe oceny wptywu
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ILs na kregowce tj. myszy, szczury i kroliki. W tym celu okreslono dla kilku ILs
toksyczno$¢ doustng, skorng oraz toksyczno$¢ matczyng. Bailey 1 wsp. [114]
zaobserwowali toksyczne oddziatywanie chlorkow 1-alkilo-3-metyloimidazoliowych
dla myszy. Chlorek 1-decylo-3-metyloimidazoliowy oraz 1-butylo-3-metyloimidazo-
liowy wykazywaty wiasciwos$ci teratogenne, a chlorek 1-butylo-3-metyloimidazoliowy
obnizat ponadto mase ptodu. Knudsen i wsp. [115] badajgc toksyczno$¢ chlorku 1-buty-
lo-3-metylopyrrolidyniowego dla myszy i szczuréw wykazali, ze zwigzek ten jest
wydalany z moczem i nie gromadzi si¢ w wigkszych ilo§ciach w tkankach zwierzat.
Acesulfam didecylodimetyloamoniowy oraz sacharynian didecylodimetyloamoniowy,
podawane doustnie w wysokich dawkach nie wykazywaty natomiast toksycznego
wplywu na szczury [116,117].

Ranke i wsp. [118] wykazali wlasciwosci cytotoksyczne imidazoliowych cieczy
jonowych dla komoérek szczura z hodowli komérkowej C6 oraz IPC-81. Autorzy Ci
dowodza, ze cytotoksycznos¢ ILs wzrasta wraz ze wzrostem dlugosci tancucha
w podstawniku alkilowym w kationie. Stolte i wsp. [119] badali cytotoksycznos$¢ 27
roznych ILs i wykazali, ze 10 sposrod badanych zwigzkow wykazato dziatanie
cytotoksyczne dla linii komorek biataczki szczurzej IPC-81 oraz w tescie WST-1. Wang
I wsp. [120] badali cytotoksycznos¢ ILs w stosunku do komorek ludzkich linii Hela.
Badacze Ci wykazali, ze pochodne choliny oraz sole alkilo-trietyloamoniowe
charakteryzowaty si¢ nizsza toksycznoscia, niz ich analogi pirydyniowe i imidazoliowe.
Kumar i Malhorta [121] badajac cytotoksyczno$¢ i aktywno$¢ przeciwnowotworowsa
fosfoniowych i amoniowych ILs dla linii ludzkich komérek nowotworowych raka in
vitro 60 NCI wykazali, ze dlugos$¢ tancucha alkilowego w kationie odgrywa kluczowa
rolg w aktywnosci przeciwnowotworowej i cytotoksycznosci tych cieczy jonowych,
a badane fosfoniowe ciecze jonowe byty bardziej aktywne i mniej cytotoksyczne
W poréwnaniu do amoniowych ILs.
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2. Stres oksydacyjny u roslin

Rosliny, ktére rosng w warunkach naturalnych bardzo czgsto narazone sg na
réznego rodzaju czynniki stresowe. Stres moze by¢ wywotany przez rézne czynniki
srodowiskowe zaréwno biotyczne, jak i abiotyczne i moze prowadzi¢ do niekorzystnych
dla rosliny zaburzen fizjologicznych. W odpowiedzi na atak stresora roslina przechodzi
przez fazy, ktore stanowig jej odpowiedz na czynniki stresowe. W syndromie reakcji
stresowe] mozemy wyrdzni¢ trzy glowne fazy: faz¢ alarmu, czyli pojawienie si¢
czynnika, ktory zaktoca normalne dzialanie komorki, faze odpornosci oraz faze
wyczerpania. Jesli stresor byt zbyt silny to po pojawieniu si¢ stresora nastepuje ciezkie
uszkodzenie komorek, w wyniku czego roslina nie jest w stanie dalej funkcjonowac.
Natomiast, jesli czynnik stresowy nie byt zbyt silny, a organizm jest wyposazony
W system obronny to nast¢puja kolejne fazy odpowiedzi organizmu, ktére moga
prowadzi¢ do dostosowania si¢ organizmu do warunkow stresowych. Jesli stres jest
zbyt dhugi lub jego intensywno$¢ zwigksza si¢, t0 moze dojs¢ do wyczerpania
organizmu, przez co staje si¢ on podatny m.in. na réznego rodzaju choroby lub
W najgorszym wypadku dochodzi do nieodwracalnych zmian skutkujacych $miercig
organizmu. Jesli stres ustgpi, a w organizmie nie nastgpily nieodwracalne zmiany, to
organizm moze zregenerowaé sie i funkcjonowaé dalej bez przeszkod (Rys.2).
Organizm jest rowniez w stanie tolerowaé stres (kiedy dochodzi do rownowagi
termodynamicznej pomiedzy S$rodowiskiem, a komoérkami roslinnymi). Moze tez
nastgpi¢ adaptacja i aklimatyzacja organizmu do nowych warunkéw, co umozliwia
dalsze funkcjonowanie [122-128].

faza

alarmu faza odpornosci lfaza wyczerpania

/ maksimum
odpornosci
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restytucja
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- N uszkodzenie
ciezkie uszkodzenie chroniczne

» CZas trwania I

Rys. 2. Fazowy przebieg odpowiedzi organizmu na czynniki stresowe [122].

W wyniku dziatania réznego rodzaju czynnikdéw stresowych, w komorkach
ro$linnych moze dochodzi¢ do zaburzenia wytwarzania reaktywnych form tlenu (RFT,
ROS, z ang. reactive oxygen species), czego efektem jest stres oksydacyjny. Reaktywne
formy tlenu, wytwarzane sg naturalnie przez caly okres Zycia ro§liny przez rdzne
organelle komorkowe, w wyniku reakcji inicjacji (reakcja czasteczek nie bedgcych
wolnymi rodnikami, w wyniku ktérej powstaja wolne rodniki) czy propagacji (ilo$¢
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wolnych rodnikéw nie ulega zmianie, zmienia si¢ nosiciel niesparowanych elektrondéw).
Do najwazniejszych reaktywnych form tlenu naleza:

e Anionorodnik ponadtlenkowy O2~

e Tlen singletowy O

e Rodnik hydroksylowy HO

e Rodnik nadtlenkowy ROO’

e Ozon O3
e Nadtlenek wodoru H202 (pomimo, ze nie jest wolnym rodnikiem zaliczany jest
do RFT).

Reaktywne formy tlenu wystepujace w niskich stezeniach sg niezb¢dne do
wlasciwego funkcjonowania komorki, gdyz sg wykorzystywane do regulacji réznych
procesow fizjologicznych tj. kielkowanie nasion, wzrost liSci i kwiatow, reakcje
odporno$ciowe roslin, dziatanie fitohormonoéw, geotropizm, starzenie si¢ roslin oraz
sygnalizacja $mierci komorki. Petnig one rowniez funkcje sygnalizacyjng w komorkach.
Nadprodukcja RFT, albo nieefektywne ich usuwanie moze prowadzi¢ do bardzo
powaznych zaburzen w funkcjonowaniu komorek, peroksydacji lipidow w blonach
komorkowych, uszkodzenia weglowodanow, biatek 1 barwnikow fotosyntetycznych,
kwasow nukleinowych, uszkodzenia DNA, a w konsekwencji do przedwczesnego
starzenia si¢ ro$lin, a nawet do ich $mierci. Nalezy jednak pamigtaé, Ze stres
oksydacyjny pojawia si¢ w komorkach roslinnych rowniez w trakcie naturalnie
zachodzacych w nich procesow tj. lignifikacja, powstawanie brodawek na korzeniach
ro$lin motylkowych czy w trakcie naturalnego starzenia si¢ roslin [129-136].

RFT pomimo, ze bywaja szkodliwe, sa naturalnymi i czgsto potrzebnymi
komoérkom produktami naturalnie zachodzacych reakcji. Pelnia one bardzo wazne
funkcje sygnatowe. Jednak w normalnych warunkach istnieje rOownowaga pomig¢dzy
szybkosciag tworzenia RTF, a ich rozkltadem. Toksyczne oddziatywanie RFT opiera si¢
na ich olbrzymiej reaktywnosci z réznymi skladnikami komorek roslinnych, co
w efekcie moze prowadzi¢c m.in. do peroksydacji lipidow, depolimeryzacji
polisacharydow, uszkodzenia DNA, inaktywacji enzymow 1 biatek transportowych,
utleniania zwigzkéw niskoczasteczkowych czy zaburzenia struktury cytoszkieletu
[134].

2.1. Mechanizm stresu oksydacyjnego u roslin

Reaktywne formy tlenu sa wytwarzane w roznych organellach komorkowych.
Tlen singletowy (*O2) powstaje w chloroplastach, w fotosystemie PSII lub podczas
peroksydacji  nienasyconych  kwaséw  thuszczowych  katalizowanej  przez
lipooksygenaze. Rodnik hydroksylowy (HO) powstaje podobnie jak tlen singletowy
w chloroplastach w fotosystemie PSII, w reakcji Fentona oraz w wyniku inaktywacji
tancucha transportu elektronow w fotouktadzie II. 'HO jest to jedna z najbardziej
nagresywnych” form RFT, poniewaz moze niszczy¢ strukture DNA, moze rowniez
reagowaé z roznymi sktadnikami komorki np. cukrami czy tiolami, w wyniku czego
powstaje szkodliwy dla komorek roslinnych kwas mréwkowy. Nadtlenek wodoru moze
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by¢ wytwarzany w $cianie komorkowej w wyniku redukcji anionorodnika
ponadtlenkowego, w glioksysomach w trakcie B-oksydacji kwasow tluszczowych,
w peroksysomach ~w  trakcie  fotooddychania  (utlenianie  glikolanu)  oraz
w chloroplastach w wyniku inaktywacji tancucha transportu elektronéw. Anionorodnik
ponadtlenkowy moze natomiast powsta¢c w wyniku peroksydacji §ciany komorkowe;j,
w trakcie dziatania oksydazy NADPH w blonie komorkowej, w mitochondriach
w wyniku zaburzen w tancuchu transportu elektronéw, w chloroplastach w reakcji
Mehlera oraz w fotouktadzie I w wyniku inaktywacji transportu elektronow zaistnialej
wskutek nadmiaru energii §wietlnej lub w wyniku dziatania herbicydow. Intensywnosc¢
syntezy RFT uzalezniona jest od stanu fizjologicznego komorki oraz od czynnikéw
srodowiskowych [122,134,136-140].

Gltowny zrodtem RFT w komorkach roslinnych sg chloroplasty. Jest to miejsce,
w ktorym zachodzi jeden z najwazniejszych procesoOw dla roslin tzn. fotosynteza
(Rys.3). Chloroplasty roslin otoczone sg podwojng btong biatkowo-lipidowa wewnatrz
ktorej znajduja si¢ tylakoidy, rybosom, DNA, plastoglanule oraz ziarno skrobi
asymilacyjnej. Przestrzen pomiedzy poszczegdlnymi organellami w chloroplascie
wypetniona jest przez matriks (biatkowa stroma). W btonach tylakoidéw znajdujg si¢
barwniki fotosyntetyczne oraz bialka tworzace aparat fotosyntetyczny. W stromie
zachodzi faza ciemniowa fotosyntezy (cykl Calvina-Bensona) natomiast w tylakoidach
faza $wietlna fotosyntezy (Rys.3).
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Rys. 3. Uproszczony schemat przebiegu fotosyntezy. Faza jasna i ciemna zostaty
oddzielone przerywang kreska [141].
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W sktad aparatu fotosyntetycznego wchodzi fotouktad PSI i PSII. W fazie
swietlnej fotosyntezy w fotouktadzie PSII nastepuje rozszczepienie czasteczek wody na
protony, elektrony i tlen. RFT wytwarzane sa w procesie fotosyntezy przez caly czas,
jednak o ich nadprodukcji moéwimy dopiero wtedy, gdy w wyniku jakich$ zaburzen faza
ciemna ,,nie nadgza” za fazg jasng cyklu. W trakcie przechodzenia wzbudzonego stanu
tripletowego czasteczki chlorofilu (3Chl”) do stanu singletowego (*Chl®) powstaje tlen
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singletowy. Anionorodnik ponadtlenkowy powstaje w fotouktadzie PSII oraz w reakcji,
w ktorej elektrony przenoszone sa bezposrednio z fotouktadu PSI na tlen (reakcja
Mehlera) [122,142].

Poza chloroplastami, w liciach wolne rodniki produkowane sg roOwniez przez
peroksysomy. W wyniku przebiegajagcych w peroksysomach reakcjach cyklu
fotooddechowego, w trakcie ktoérego nastepuje utlenianie glikolanu do glioksalanu,
wytwarzany jest nadtlenek wodoru. W blonie peroksysoméw wytwarzany jest natomiast
anionorodnik ponadtlenkowy. W organellach tych wytwarzane sa rowniez tlenki azotu.
RFT wytwarzane sg ponadto w peroksysomach (glioksysomach) w trakcie -oksydacji
kwasow thuszczowych. Anionorodnik ponadtlenkowy wytwarzany jest takze
w mitochondriach, co jest zwigzane z transportem elektronéw w trakcie oddychania.
Anionorodnik ponadtlenkowy ulega tam dysmutacji do nadtlenku wodoru. W wyniku
zaistnialego stresu, RFT sg produkowane rowniez w blonie komoérkowej, co jest
zwigzane z reakcjg roslin na obecno$¢ patogenéw. Nadtlenek wodoru nalezy do jednych
z najbardziej stabilnych form RFT. Posiada on zdolno$¢ swobodnego przemieszczania
si¢ przez blony biologiczne, przez co moze oddziatywaé¢ z roéznymi sktadnikami
komorki 1 stanowi bardzo wazng czasteczke sygnatowa komorek roslinnych
[133,135,137,143,144].

W celu ochrony komorek, w roslinach funkcjonuje system antyoksydacyjny, ktory
odpowiada za usuwanie RFT i zapobieganie powstawania stresu oksydacyjnego.
W sklad systemu antyoksydacyjnego wchodza niskoczasteczkowe zwigzki (system
nieenzymatyczny), ktore tatwo reaguja z wolnymi rodnikami oraz enzymy (system
enzymatyczny) odpowiedzialne za rozktad RFT. Systemy te funkcjonuja we wszystkich
organellach komorkowych [144].

Do drobnoczasteczkowych antyutleniaczy zaliczy¢ mozna [134]:

e Glutation

e Chromanole: Tokoferole (gtownie a-tokoferol — witamina E), tokotrienole,
plastochromanol

e Karotenoidy

e Flawonoidy

e Ubichinol

e Plastochinol

e Askorbinian (ASA, witamina C).

Glutation (y-Glu-Cys-Gly) wystepuje w komodrkach w formie zredukowanej
(GSH) oraz utlenionej (GSSG). W normalnych warunkach 90% glutationu
wystepujacego w roslinach to forma zredukowana. Wystepuje on w chloroplastach,
mitochondriach, cytozolu, peroksysomach, wakuolach i apoplascie. Reaguje on z takimi
utleniaczami jak ponadtlenki, nadtlenek wodoru, tlen singletowy czy rodniki
hydroksylowe. Utlenianie cysteiny w glutationie prowadzi do powstania rodnika
tiolowego, ktory reagujac z druga utleniong czasteczka glutationu daje GSSG. Glutation
usuwa nadtlenki kwaséw ttuszczowych, powstajace W wyniku peroksydacji lipidow,
stabilizuje strukture bton komorkowych. Umozliwia on rowniez recyklizacje¢ formy
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utlenionej kwasu askorbinowego do formy zredukowanej. Odpowiedni stosunek
GSH/GSSG odpowiada za komorkowa homeostazg sygnatu redoks [122,134,135].

Sposrod chromanoli najczgéciej wystepujacym w lisciach jest a-tokoferol
(witamina E). Sg to lipofilowe zwigzki wystepujace w blonach. Chromanole (y-toko-
ferol, tokotrienole) wystepuja w nasionach oleistych. Tokoferole stabilizujg strukture
bton m.in. chloroplastoéw, usuwajagc RFT m.in. tlen singletowy i rodniki nadtlenkowe
lipidow [134].

Karotenoidy to barwniki wystepujace w plastydach komorek zaréwno
fotosyntetyzujacych, jak i niesyntetyzujacych. Poza tym, ze pomagaja one w zbieraniu
swiatta w fotosystemach, to odpowiadaja one réwniez za wygaszanie tlenu
singletowego w antenach fotosyntetycznych. Reaguja one takze z rodnikowymi
produktami peroksydacji lipidow, konczac reakcje tancuchows. f-karoten odpowiada za
wygaszenie tripletowego chlorofilu i rozproszenie energii w postaci ciepta, co nie
dopuszcza do powstawania tlenu singletowego. Bardzo wazng rolg ochronng przed
stresem oksydacyjnym jest udziat tych zwigzkow w cyklu ksantofilowym. W cyklu tym
wiolaksantyna przeksztalcana jest w zeaksantyne, ktéra moze przejmowal energi¢
z wzbudzonego chlorofilu w stanie tripletowym i rozprasza ja w postaci ciepta, CO
ochrania fotouktad przed uszkodzeniem z powodu nadmiernego o$wietlenia oraz
zapobiega nadmiernemu wytwarzaniu tlenu singletowego [134,135].

Flawonoidy to barwniki wystepujace w chloroplastach i w wakuoli. Biorg one
udzial w usuwaniu m.in. H20,, 102, OH". Moga one réowniez chelatowaé jony metali
przejsciowych, ktore biorg udziat w reakcjach prowadzacych do wytwarzaniu RFT
[134].

Ubichinol wystepujacy w  mitochondriach i plastochinol wystepujacy
W plastydach odpowiadaja za zmiatanie i wygaszanie 'O, oraz usuwanie wolnych
rodnikéw lipidowych O2".

Askorbinian (Asc, witamina C) wystepuje w komorce w chloroplastach,
mitochondriach, cytozolu, peroksysomach, wakuolach i apoplascie. Bierze on udziat
w cyklu Halliwella-Asady oraz w cyklu ksantofilowym. Ubichinol petni role kofaktora
enzymow detoksykujacych RFT oraz regeneruje rodnik tokoferoksylowy. Pomaga on
rowniez W usuwaniu rodnikow nadtlenkowych, OH’, 'Oz, O, oraz ONOOH
[137,138,145,146].

W celu zapobiegania nadprodukcji RFT rosliny wyksztatcity rowniez
enzymatyczny system antyoksydacyjny, ktorego celem jest usuwanie wolnych
rodnikow. Do enzymatycznego systemu antyoksydacyjnego naleza enzymy
bezposrednio usuwajgce RFT oraz enzymy cyklu Halliwella-Asady (cykl glutationowo-
askorbinianowy) (Rys.4).
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ponadtlenkowa askorbinianowa askorbinianu askorbiniznu glutationowa
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Rys. 4. Cykl Halliwella-Asady [146].

Enzymy antyoksydacyjne wystepujace w roslinach to:
e Dysmutazy ponadtlenkowe (SOD)
o Peroksydaza glutationowa (GPX)
e Peroksydaza askorbinianowa (APX)
e Katalaza (CAT)
e Reduktaza glutationowa (GR)
e Reduktaza dehydroksyaskorbinianu (DHAR)
¢ Reduktaza monodehydroksyaskorbinianu (MDHAR) (Rys. 5).

Dysmutaza miedziowo-cynkowa
Katalaza

Reduktaza
monohydroksyaskorbinianowa
Reduktaza dehydroaskorbinianowa
Reduktaza glutationowa
Peroksydaza glutationowa

Superoksydaza miedziowo-cynkowa

Superoksydaza zelazowa

Enzymy cyklu Halliwella-Asady Superoksydaza manganowa
(superoksydaza ponadtlenkowa, Katalaza -
peroksydaza askorbinianowa, Reduktaza glutationowa
reduktaza monohydroaskorbinianowa, /

reduktaza dehydroaskorbinianowa,
reduktaza glutationowa)

Rys. 5. Lokalizacja enzyméw antyoksydacyjnych w komorce [147].

Pierwsza lini¢ obrony ochrony przed toksycznym dzialaniem O2" stanowia
dysmutazy ponadtlenkowe. Dysmutazy ponadtlenkowe (SOD, E.C. 1.15.1.1) to
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metaloproteiny, ktore ze wzgledu na rodzaj metalu wystepujacego w centrum
aktywnym mozna podzieli¢ na: dysmutazy zelazowe (FeSOD), dysmutazy manganowe
(MnSOD) oraz dysmutazy miedziowo-cynkowe (Cu,ZnSOD). Izoformy te
charakteryzuje r6zna wrazliwo$¢ na nadtlenek wodoru (H202) i cyjanki (HCN). Za
najbardziej aktywng izoforme¢ SOD uznaje si¢ Cu,ZnSOD. Enzymy te wystepuja
w cytozolu (Cu,ZnSOD), chloroplastach (Cu,ZnSOD i FeSOD) i mitochondriach,
glioksysomach i peroksysomach (MnSOD). Katalizuja one reakcje dysmutacji
anionorodnika ponadtlenkowego, co prowadzi do powstania nadtlenku wodoru i tlenu
czasteczkowego [134,136,137]:

202" + 2H" — H202 + Oz

Kolejnym enzymem szlaku antyoksydacyjnego jest katalaza (CAT, EC 1.11.1.6).
Enzym ten odpowiada za dysmutacje¢ nadtlenku wodoru:

2H,02, — 2H,0 + Oy

Katalaza posiada rowniez wlasciwosci peroksydazowe tzn. moze utleniaé¢ np. etanol,
metanol, formaldehyd, chinony i azotyny. Enzym ten wyst¢puje w najwickszych
ilosciach w peroksysomach, a ponadto w mitochondriach i glioksysomach. Znanych jest
kilka izoform CAT. Enzym ten nalezy do metaloenzymow, a doktadnie do hemoprotein
(w centrum aktywnym zawiera zelazo). Katalazy moga rowniez wystgpowac¢ w formie,
w ktorej w centrum aktywnym zamiast zelaza wystepuje mangan [134,137,148,149].

W usuwaniu nadtlenku wodoru z komorek, z katalazg wspotdziatajg peroksydazy
(POX). Enzymy te katalizujg rozktad nadtlenku wodoru przy jednoczesnym utlenianiu
réznych substancji organicznych i nieorganicznych. Peroksydazy to hemoproteiny.
Enzymy te, ze wzgledu na funkcje ktore pelnig mozna podzieli¢ na dwie grupy:
peroksydazy biorace czynny udzial w typowych procesach fizjologicznych tj. opadanie
lisci, kietkowanie czy dojrzewanie owocow oraz takie, ktore odpowiadaja za usuwanie
RFT (peroksydaza gwajakolowa, peroksydaza askorbinianowa oraz peroksydaza
glutationowa). Peroksydaza glutationowa (GPX, EC 1.11.1.9) to enzym wystepujacy
gléwnie u zwierzat, ale w komorkach roslinnych réwniez jest spotykany. Enzym ten
katalizuje redukcje H2O2 oraz hydroksynadtlenkow lipidow [137]:

2GSH+ H202 -GSSG+2H:20
2GSH + R-OOH — GSSG + R-OH + 2H20

Peroksydaza gwajakolowa (POD, EC 1.11.1.7) to glikopropteina znajdujaca si¢
W $cianie komodrkowej, cytozolu, wakuoli oraz w przestrzeni migdzykomorkowe;.
Wykazuje ona wlasciwosci antyoksydacyjne, a ponadto bierze udzial w procesach
obrony przed patogenami, lignifikacji oraz biosyntezie etylenu. Pomimo, Ze informacje
o tym enzymie sg nieliczne, to Noctor 1 Foyer uznali peroksydaze gwajakolowg za
najwazniejszy enzym antyoksydacyjny w komoérkach roslinnych [150,151].
Peroksydaza askorbinianowa (APX, EC 1.11.1.11) wystepuje gléwnie w chloroplastach,
a ponadto w cytozolu, wakuoli 1 apoplascie. Enzym ten jest wrazliwy na zwigzki
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inaktywujace grupy tiolowe. APX jako donora elektronéw wykorzystuje askorbinian
[135,138]:

Asc + H.O2 — DHA + 2H»0
Asc + ROOH — ROH + H20+ DHA

Kolejnym enzymem w cyklu Halliwella-Asady bezposrednio wspdtpracujacym
z APX jest reduktaza dehydroaskorbinianowa (DHAR, EC.1.8.5.1), ktora regeneruje
askorbinian [135]:

2GSH + DHA — GSSG + Asc

Za regeneracj¢ GSH kosztem NADPH odpowiada reduktaza glutationowa (GR,
EC. 1.6.4.2) [135]:

NADPH + GSSG — NADP* + 2GSH

Z  peroksydazag  askorbinianowa  wspodlpracuje  réwniez  reduktaza
monodehydroaskorbinianowa (MDHAR, EC. 1.6.5.4), ktora podobnie jak DHAR
uczestniczy w regeneracji askorbinianu [122]:

NADH + 2MDHA — NAD™" + 2Asc

Za reakcje redukcji tlenu do wody, z ograniczeniem drogi cytochromowej (np.
w wyniku hamowania jej przez NO) w mitochondriach, odpowiada alternatywna
oksydaza (AOX). Oksydaza alternatywna przenosi elektrony z ubichinolu na tlen
pomijajac kompleks III i IV natomiast energia uwolniona w wyniku tej reakcji zostaje
rozproszona w postaci ciepta. Enzym ten jest niewrazliwy na inhibitory drogi
cytochromowej tj. cyjanek, antymycyng czy siarkowodor [137,152,154].

2.2. Przyczyny stresu oksydacyjnego u roslin

Stres oksydacyjny w komorkach moze by¢ powodowany przez wiele réznych
czynnikow. Podzial czynnikoéw stresowych, ktore moga mie¢ wplyw na wzrost i rozwoj
roslin zostal przedstawiony w tabeli 1.
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Tabela 1. Stresowe czynniki srodowiska [122].

CZYNNIKI STRESOWE

Czynniki abiotyczne Czynniki biotyczne

Promieniowanie niedobor Rosliny zageszezenie
nadmiar alelopatia
uv rosliny pasozytnicze

Temperatura wysoka Mikroorganizmy wirusy
chtoéd bakterie
mroz grzyby

Woda susza Zwierzeta zgryzanie,

zerowanie

nadmiar wody deptanie

Gazy niedobor O2 Anropogeniczne pasozytnictwo
gazy wulkaniczne pozary

Mineraty niedobor pestycydy
nadmiar ubicie gleby
zachwianie zanieczyszczenia
rownowagi przemystowe
zasolenie pole magnetyczne
metale ci¢zkie promieniowanie
zakwaszenie jonizujace
alkalizacja

Mechaniczne wiatr
zasypanie
pokrywa $niezna
powloka lodowa

Wplyw stresowych na odwracalny lub
nieodwracalny, w zalezno$ci od czasu dzialania danego czynnika oraz od jego
intensywnos$ci. Czynniki te moga mie¢ duzy wplyw na wzrost i rozwdj roslin,
powodujac zaburzenia w ich funkcjonowaniu, co w konsekwencji prowadzi do
mniejszego plonowania, a w najgorszych przypadkach moze powodowaé $mier¢ roslin.
Czynniki stresowe dla roslin moga oddziatywaé jednocze$nie migdzy soba, co moze
powodowac ich jeszcze silniejsze oddzialywanie na rosliny [122,154].

Wrazliwo$¢ rosliny na czynniki stresowe i reakcja na nie, jest w duzym stopniu
uzalezniona od tego, w jakiej fazie rozwojowej znajduje si¢ roslina w momencie kiedy
dany czynnik zaczyna na nig oddziatywaé. Fazy rozwojowe zboz w oparciu
0 obowigzujaca w Unii Europejskiej skale BBCH (Biologische Bundesantalt,
Bundessortenamt and Chemische Industrie) zostaly przedstawione na rysunku 6.

czynnikow rosliny moze by¢
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Rys. 6. Fazy rozwojowe zbdz wedhug skali BBCH [155].

Jednym z powoddw pojawiania si¢ stresu oksydacyjnego jest zbyt silne
promieniowanie — stres $wietlny. Rosliny otrzymuja wtedy wigcej $wiatla niz sg
w stanie wykorzysta¢ w procesie fotosyntezy. Powoduje to fotoinhibicj¢ procesu
fotosyntezy tzn. zaburzenie w fotosyntetycznym transporcie elektronow oraz
zniszczeniem fotosystemu PSIl. W przypadku dlugotrwalej fotoinhibicji nadmiar
wytworzonych RFT moze prowadzi¢ do zniszczenia barwnikow fotosyntetycznych oraz
lipidowych sktadnikéw blon, a co za tym idzie do obnizenia intensywnosci fotosyntezy
oraz uszkodzenia tkanek, czego widocznym objawem sg bezbarwne plamy pojawiajgce
si¢ na liSciach wystawionych na zbyt silne promieniowanie. Rosliny staraja sie¢
funkcjonowa¢ pomimo nadmiernego o$wietlenia, m.in. poprzez rozproszenie nadmiaru
energii w cyklu ksantofilowym, co umozliwia dostosowanie aparatu fotosyntetycznego
do najbardziej optymalnego poziomu jego aktywnosci pomimo nadmiernego
o$wietlenia. W wyniku tego dziatania nastgpuje jednak zwigkszona synteza m.in. f3-ka-
rotenu, zeaksantyny, luteiny, neoksantyny, co odbywa si¢ kosztem syntezy chlorofili a
i b oraz powoduje wzrost aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych. Rosliny posiadaja
rowniez specyficzne mechanizmy, ktére jesli to tylko mozliwe, w wyniku procesu
restytucji moga czgsciowo lub w pelni przywroci¢ sprawnos$é procesu fotosyntezy
[122,156,157].

Stres oksydacyjny u roslin moze by¢ rdwniez wywotany zbyt wysoka lub zbyt
niskg temperaturag. Moéwimy wtedy o stresie termicznym. Stres termiczny i to jakie
skutki wywota, zwigzane jest $ciSle z wysokoscig temperatury i okresem jej dziatania.
Nalezy jednak pamigtaé, ze to, czy w roslinach wystapi stres spowodowany dang
temperaturg, Czy nie, bedzie zwigzane rowniez z gatunkiem ro$liny, jej
przystosowaniem do §rodowiska, w ktorym zyje oraz etapem rozwoju rosliny. Rosliny
C4 wystepuja w strefach klimatycznych o wyzszych temperaturach 1 wiekszym
nastonecznieniu, s3 lepiej przystosowane do tych warunkow. Rosliny CAM
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(zasiedlajace rejony pustynne) przystosowane sg do dtugich okreséw suszy oraz duzych
wahan temperaturowych w cyklu dzien-noc.

W wyniku zbyt wysokiej temperatury zwigksza si¢ ptynno$¢ bton komoérkowych,
nastepuje zakldcenie w funkcjonowaniu kanaléw jonowych i wodnych, czy zaktocenie
aktywnos$ci PSII w Dblonach tylakoidéw, co powoduje zaburzenie w procesie
fotosyntezy. Nastepuja rowniez zaburzenia w wielu innych procesach odpowiadajacych
za prawidtowe funkcjonowanie rosliny. W zbyt wysokiej temperaturze moze rowniez
dojs¢ do denaturacji enzymow znajdujacych si¢ w stromie chloroplastow, co prowadzi
do nadprodukcji RFT. Roéwniez zbyt niska temperatura powoduje w pierwszej
kolejnosci uszkodzenie bton tylakoidow, a przede wszystkim fotouktadu PSII. Wplyw
temperatury na natezenie procesu fotosyntezy zostal przedstawiony na rysunku 7.
Zaburzeniu ulegajg rowniez rozne procesy metaboliczne [122,158]. Stres spowodowany
zbyt niska temperatura mozna podzieli¢ na stres spowodowany chlodem oraz stres
zwigzany z zamarzaniem. W ro$linach w wyniku zamarzania i rozmarzania
obserwujemy zjawisko chemoluminescencji spowodowanej wytwarzaniem RFT.
Wzrost aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych powoduje usuwanie RFT i wzrost
odpornosci komorek na stres zwigzany ze zbyt niska temperaturg [147].
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Rys. 7. Wplyw temperatury na natezenie fotosyntezy u roslin rosngcych w niskiej
i wysokiej temperaturze (A) oraz dla roslin C3, C4 i CAM (B) [158].

Bardzo waznym czynnikiem majagcym wplyw na wzrost i rozwo6j roslin, jest
dostepnos¢ do wody. Woda w roslinach ma wptyw na rozpuszczalnos¢ sktadnikow
pokarmowych oraz ich transport, regulacj¢ temperatury, bierze rowniez udziat
w procesie oddychania i fotosyntezy oraz réznorodnych procesach biochemicznych, co
w bezposredni sposob przektada si¢ na wielkos¢ i1 jakos¢ uzyskanych plonéw. Niedobor,
jak i nadmiar wody, w skrajnych przypadkach moga prowadzi¢ do $mierci ro$liny.
Zapotrzebowanie roslin w wodg jest $cisle powigzane z gatunkiem i fazg rozwojowa,
w jakiej w danym momencie znajduja si¢ rosliny. Istnieja rosliny bardzo odporne na
niedobor wody np. kserofity, jak rowniez takie, ktore moga zy¢ na glebach
nasigkni¢tych woda np. rosliny bagienne, ryz, wierzba, olcha czy namorzyny. Okres
najwigkszego zapotrzebowania na wod¢ przypada zazwyczaj na czas intensywnego
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wzrostu 1 rozwoju wegetatywnego roslin. Dla zb6z okresem krytycznym — Kiedy
zapotrzebowanie roslin w wodg¢ jest najwigksze jest faza kloszenia, wyksztatcania
ziaren i ich nalewania. Wedlug Ostrowskiego i wsp. [158] zapotrzebowanie roéznych
zb6z na opady w okresie wiosenno-letniej wegetacji waha si¢ w granicach od 250 do
370 mm. Wymagania te wuzaleznione sg od gatunku roslin, warunkoéw
meteorologicznych i glebowych. Zaréwno niedobor, jak i nadmiar wody moze
wywotywac niekorzystne zmiany u roslin. W wyniku stresu wodnego wywotanego
niedoborem wody nastepuje zahamowanie wzrostu ro$lin, wzrost masy korzeni
w stosunku do masy ro$lin, zahamowanie intensywnosci fotosyntezy oraz stymulacjg
syntezy kwasu abscysynowego (ABA) z karotenoidow w korzeniach, ktory
transportowany do réznych organdw roslin powoduje m.in. ograniczenie wzrostu pedu
I lisSci oraz zamykanie aparatow szparkowych. Dlugotrwaly niedobor wody
w srodowisku moze prowadzi¢ do przedwczesnego starzenia si¢ roslin, a nawet ich
$mierci [122,160]. Rownie grozny jak niedobor wody dla roslin moze by¢ réwniez jej
nadmiar. Nadmiar wody w glebie moze powodowa¢ wymywanie sktadnikow
pokarmowych z gleby przez co staja si¢ one mnie dostepne dla roslin. Degradacja
powierzchniowej warstwy gleby oraz podniesienie si¢ poziomu wod gruntowych moze
prowadzi¢ do uszkodzenia systemu korzeniowego roslin. Zbyt intensywne opady moga
prowadzi¢ rowniez do wytworzenia warstwy nieprzepuszczalnej lub namulenia warstwy
gleby, czego efektem moze by¢ zaburzenie stosunkow wodno-powietrznych
i niedotlenienie systemu korzeniowego.

Niedoboér tlenu w glebie prowadzi do stresu tlenowego u ro$lin. Podobnie jak
w przypadku niedoboru wody, rowniez w warunkach niedoboru tlenu w podtozu,
nastepuje wzmozona synteza kwasu abscysynowego i etylenu, co prowadzi do
zamykania aparatow szparkowych. Spadek zawartosci tlenu ponizej 2% (anoksja)
powoduje, ze oksydaza cytochromowa przestaje funkcjonowac, a metabolizm rosliny
przestawia si¢ z oddychania tlenowego na szlak anaerobowy utleniania glukozy tzn.
fermentacje. Charakterystycznym objawem stresu tlenowego jest wzrost zawarto$ci
etanolu. W roslinach wrazliwych na deficyt tlenu w glebie spowodowany zatopieniem,
zakwaszenie cytoplazmy nastgpujace w tych warunkach prowadzi do degradacji
mitochondridw, zahamowania syntezy biatek, zahamowania podziatow i wydtuzania si¢
komorek oraz zakltocenia transportu jonéw przez btony. Stres ten moze objawiaé sie
chloroza, epinastig obumieraniem lisci, zrzucaniem lisci oraz zahamowaniem wzrostu
roslin. W wyniku niedoboru tlenu w podtozu, w ro$linie moze doj$s¢ rowniez do
zaburzenia homeostazy. Zbyt duze opady powigzane ze zbyt wysokg temperaturg moga
prowadzi¢ réwniez do rozwijania si¢ wielu chorob grzybowych. Nagle zwigkszenie
dostepnosci tlenu rowniez moze spowodowac stres u roslin (stres poanaksacyjny), ktory
wywotany jest nadmiernym powstawaniem reaktywnych form tlenu [122,161].

Jednym z najwazniejszych abiotycznych czynnikéw ograniczajacych wzrost
I rozw0j roslin na calym $wiecie i wywotujacym u nich stres oksydacyjny jest zasolenie.
Stres solny ma miejsce w momencie, gdy w glebie nastgpuje nadmierne nagromadzenie
si¢ soli rozpuszczalnych. Ryzyko to zwigksza si¢ wraz ze zmniejszaniem si¢ zasobow
stodkiej wody, co moze prowadzi¢ do zasolenia gleby, a w efekcie do zmniejszenia si¢
plonu ro$lin rosngcych na takich terenach. Nazar i wsp. [162] podaja, ze zasolenie
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wplywa negatywnie na zyzno$¢ gleby i jest jednym z najpowazniejszych czynnikow
wplywajacych na wzrost i wydajno$¢ roslin oraz jakos¢ gleby. Manchanda 1 Garg [163]
uwazaja, ze nadmierne zasolenie moze by¢ powodem utraty nawet 50% zyznych
gruntéw do potowy XXI wieku. Roséliny, ktore naturalnie rosng na terenach zasolonych
to halofity. Rosliny te dzigki wysokiemu ci$nieniu osmotycznemu soku komorkowego,
zdolnosci wydalania nadmiaru soli poprzez gruczoly wydzielnicze na lisciach
i fodygach oraz gromadzeniu wody w migsistych organach dostosowaly si¢ do rozwoju
w $rodowisku o duzym zasoleniu. Stres solny moze powodowac zaburzenia homeostazy
wodnej (stres osmotyczny) oraz homeostazy jonowej u roslin, co z kolei prowadzi do
uszkodzenia struktury komorek oraz zaburzenia wzrostu i rozwoju roslin. Zmianie
ulegaja wilasciwosci bton komoérkowych oraz pojawiajg si¢ zakldcenia w transporcie
jonow 1 metabolitow. Zamknigcie aparatéw szparkowych oraz negatywny wplyw jonow
na chloroplasty powoduje zaburzenie w procesie fotosyntezy. Transport elektronow,
fosforylacja oraz metabolizm fotosyntetyczny wegla ulegaja zaktoceniu. Podobnie jak
inne stresy abiotyczne, stres solny prowadzi do stresu oksydacyjnego w komorkach
ro$lin. Nadprodukcja reaktywnych form tlenu moze prowadzi¢ do peroksydacji lipidow,
inaktywacji enzymoéw, degradacji bialek czy denaturacji czasteczek DNA [122,164-
171]. Czynnikiem, majacym duze znaczenie W mechanizmie tolerancji soli przez
ro$liny jest zdolno$¢ ich komorek do osmoregulacji. W odpowiedzi na zaburzenie
rownowagi wodnej, komorka przeciwdziata utracie wody zwigkszajac st¢zenie
substancji osmotycznie czynnych tj. prolina, polialkohole: sorbitol, gricerol, mannitol,
cukry czy betaina glicynowa [170,172,173].

Rosliny, podobnie jak i inne organizmy s3 narazone réwniez na rdznego rodzaju
zanieczyszczenia §rodowiska. Zanieczyszczenia te moga by¢ pochodzenia naturalnego
np. wydzielanie siarkowodoru na terenach bagiennych, wulkaniczna emisja SO2, czy
powstawanie tlenkow azotu podczas wyladowan atmosferycznych oraz zwigzane
z dziatalnoscig cztowieka np. srodki ochrony roslin, metale cigzkie, nawozy mineralne,
zanieczyszczenie substancjami  ropopochodnymi, w tym wielopierscieniowymi
weglowodorami  aromatycznymi  (WWA) oraz szereg przerdoznych substancji
przedostajacych si¢ do srodowiska w wyniku procesow przemystowych. Substancje te
moga znajdowaé si¢ zarowno w powietrzu, w wodzie, jak i w glebie. W wyniku
dziatania r6znych polutantow moze dochodzi¢ do akumulacji ich oraz ich pochodnych
w tkankach roé$lin, zmniejszenia lub zwigkszenia aktywnos$ci niektérych enzymow,
zaburzenia fotosyntezy, zaburzen w otwieraniu i zamykaniu aparatow szparkowych,
zmniejszenia przemieszczania produktow fotosyntezy do korzeni oraz nadprodukcji
RFT. Intensywne 1 lokalne wystgpowanie polutantow moze powodowaé zmiany
chlorotyczne i nekrotyczne, odbarwianie lisci, a w skrajnych przypadkach obumieranie
catej rosliny. W wyniku dziatania polutantow moze dochodzi¢ réwniez do uszkodzen
chronicznych, ktorych efektem jest zmniejszona rozrodczos¢ i produktywnos¢ roslin.
Np. kwasne deszcze powoduja wymywanie z lisci Mg?*, K*, Ca®*" i Na'. Brak
mikroelementéw powoduje chlorozg, a zbyt niskie pH powoduje zanik aktywnos$ci
enzymoéw fotosyntetycznych. Zahamowanie fotosyntezy skutkuje spowolnieniem
wzrostu roslin oraz ostabieniem organizmu, ktory staje si¢ bardziej podatny na choroby,
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ataki pasozytow oraz zmniejszeniem odpornosci na rozne stresy abiotyczne [122,174-
179].

W wyniku szybkiego rozwoju przemystu i transportu coraz wigkszym problemem
staje si¢ zanieczyszczenie metalami ciezkimi takimi jak kadm, chrom, mangan, zelazo,
arsen, fluor, rte¢, otow, nikiel i cynk. Zbyt wysokie stezenie metali cigzkich moze
prowadzi¢ do inaktywacji centrum reakcji  fotosystemu I, zaburzenia
w funkcjonowaniu bton komérkowych, transporcie elektronow oraz transporcie wody,
czy inaktywacje enzymoéw biorgcych udziat w regulacji metabolizmu komorek.
Skutkuje to zmniejszeniem bilansu energetycznego komorek, zaburzeniami w zywieniu
mineralnym, zaburzeniami w procesie fotosyntezy oraz redukcja wzrostu. W wyniku
dziatania metali cigzkich nastepuje nadprodukcja RFT. Metale przejsciowe, takie jak
zelazo czy miedz moga uczestniczyé w produkcji RFT w reakcji Fentona i Habera-
Weissa, czy inicjowa¢ niespecyficzng peroksydacje lipidow. Zbyt duza ilos¢ RFT,
takich jak anionorodnik ponadtlenkowy czy nadtlenoazotyn moze prowadzi¢ do
uszkodzenia enzymoéw antyoksydacyjnych tj. CAT czy Mn-SOD. Nadmiar otowiu
w roslinach prowadzi do nadprodukcji H2O> w peroksysomach i mitochondriach
[122,138,180-185].

Obecnie, do powszechnie wystepujacych zanieczyszczen, ktore moga stanowic
zagrozenie dla srodowiska, w tym réwniez dla roslin, nalezy zaliczy¢ $rodki ochrony
roslin (pestycydy) stosowane w rolnictwie, ogrodnictwie czy lesnictwie. Pestycydy to
skuteczny 1 szybki sposdb na pozbycie si¢ niepozadanych organizmdéw. Stosowanie
srodkow ochrony roslin doprowadzito do znacznego i szybkiego rozwoju rolnictwa
i zwigkszenia upraw oraz plonéw, jednak nalezy pamigtaé, ze preparaty te moga miec
rowniez niekorzystny wptyw na rosliny. Do pestycydow zaliczamy m.in. herbicydy,
fungicydy, bakteriocydy czy regulatory wzrostu roslin. Herbicydy moga wnikaé¢ do
roslin poprzez korzenie i/lub przez liscie. Istnieje rowniez mozliwo$¢ przedostania si¢
herbicydow przez pedy, a nawet obserwowane jest pobieranie ich przez peczniejace
nasiona. Herbicydy mozemy podzieli¢ na selektywne oraz totalne. Mechanizm dziatania
herbicydow polega na =zaklocaniu reakcji biofizycznych lub biochemicznych
zachodzacych w roélinie, zwigzanych z przemiang materii oraz ré6znymi procesami
zyciowymi zachodzacymi w komorkach roslin. Rozrézni¢ mozna inhibitory procesu
fotosyntezy (a w $rod nich inhibitory: transportu elektronow, potaczen i fosforylacji
fotosyntetycznej, akceptacji elektronéw oraz procesu oddychania) oraz inhibitory
procesOw biosyntezy (w$rdd nich inhibitory: biosyntezy barwnikow, biosyntezy
kwasow thuszczowych 1 lipidow, biosyntezy aminokwasow 1 biatek oraz podziatu
komorek i wzrostu merystemow). Dziatanie herbicydow moze prowadzi¢ do stresu
oksydacyjnego u roslin. Dla przykiadu, dzialanie herbicydéw fenoksyoctowych np.
MCPA prowadzi do uszkodzenia chloroplaséw, uszkodzenia membran i integralno$ci
uktadu naczyniowego, przedwczesnego starzenia si¢ roslin, a w konsekwencji ich
$mierci. Nalezy pamigtaé, Zze oprocz substancji aktywnej w sklad tych zwigzkéw
wchodza substancje pomocnicze, emulgatory czy stabilizatory, ktore rowniez moga
mie¢ wptyw na §rodowisko. Pomimo przepisow Polskich, jak i Unijnych, majacych na
celu minimalizacje ryzyka wynikajagcego ze stosowania tego typu zwigzkéw,
zanieczyszczenie Srodowiska $rodkami ochrony roslin stanowi jednak ciggle realny
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problem. Wtasciwy dobor dawki herbicydu i wlasciwe przeprowadzenie zabiegu
pozwala na osiggnigcie pozadanego skutku. Niestety selektywnos¢ herbicydoéw nie jest
do konca catkowita i moga one zniszczy¢ rowniez ro$liny uprawne. Waznym
parametrem jest trwato$¢ herbicydow w $rodowisku. Rozrézni¢ tutaj mozemy
herbicydy trwate (ulegajg rozktadowi w ciggu 2-3-lat w 75-100%), umiarkowanie
trwale (ulegaja rozktadowi w ciggu 1-18 miesigcy) 1 nietrwale (ulegaja rozktadowi do
12 tygodni). Istniejg jednak zwiazki, ktorych trwatos¢ siega wielu dziesigtek lat. Nalezy
jednak pamigtaé, ze na trwato$¢ herbicydéw w $rodowisku duzy wplyw maja m.in.
warunki Kklimatyczne oraz rodzaj gleby, na ktorej preparat zostal zastosowany.
Pozostatosci substancji aktywnych w glebie moga powodowaé uszkodzenia wrazliwych
ro$lin nastepczych lub zosta¢ wymyte do wod gruntowych i zanieczys$ci¢ je. Trwatos¢
herbicydow, ich roznokierunkowe, trudne do kontrolowania przemiany w $rodowisku,
Czy migracja, mogg stanowi¢ duze zagrozenie zarowno dla ro$lin, jak i dla zwierzat
i ludzi. Istnieje rOwniez ryzyko wystgpowania pozostatosci herbicydéw w roslinach
uprawnych, co moze mie¢ bezposredni wptyw na zdrowie zwierzat i ludzi. Istotnym
problemem w stosowaniu herbicydow jest rowniez uodparnianie si¢ chwastow, CO
wymusza konieczno$¢ zastosowania wigkszych dawek preparatow lub poszukiwania
kolejnych zwigzkoéw aktywnych, wykazujacych wpltyw na dane gatunki chwastow [186-
189].

Negatywny wplyw na rosliny wywotujg rowniez inne zwigzki chemiczne, takie
jak np. ciecze jonowe, wprowadzone przez cztowieka do srodowiska. Ciecze jonowe
dzigki swoim doskonatym wlasciwosciom znalazly juz zastosowanie w wielu
dziedzinach przemystu, a ich kolejne mozliwosci zastosowan sg caly czas badane.
Istnieje wiele prac mowiacych o fitotoksycznos$ci ILs, ktorych oddziatywanie na rosliny
prowadzito do nadprodukcji RFT i zaburzen w dziataniu systemu antyoksydacyjnego
[97,99,108,190-192].
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1. Material i metody badan
1.1. Charakterystyka materialu roslinnego

Do przeprowadzenia badan, dotyczacych okreslenia wplywu cieczy jonowych na
wzrost 1 rozwoj roslin, wybrany zostal jeczmien jary.

Jeczmien (Hordeum L.) to jedno z najstarszych i najwazniejszych zbdz na
swiecie. Zboze to jest wykorzystywane przez ludzi od okoto 15000 lat, a uprawiane od
10000 lat. Pierwsze uprawy jeczmienia pojawity si¢ w dorzeczu Tygrysu i Eufratu oraz
na Bliskim Wschodzie juz w okresie neolitu. Jeczmien nalezy do rodziny
wiechlinowatych (Poaceae). Rodzina ta obejmuje ok. 40 gatunkow traw jednorocznych
i trwalych. Ze wszystkich dostgpnych gatunkéw jeczmienia najbardziej
rozpowszechnionym 1 najczg¢sciej wykorzystywanym jest jeczmien zwycCzajny
(Hordeum vulgare L.) [193,194].

Jeczmien ze wzgledu na czas wysiewu dzielimy na ozimy — wysiewany jesienig
oraz jeczmien jary — wysiewany wiosng. Ziarno jeczmienia, w zaleznosci od odmiany
moze by¢ wykorzystywane do celow browarniczych (produkcja piwa, szkockiej
I irlandzkiej whisky), paszowych oraz spozywczych (kasze, ptatki, otrgby, maka,
zielony jeczmien). Jeczmien pastewny od browarnego rézni si¢ przede wszystkim
zawarto$cig biatka, ktora jest o okoto 10% mniejsza w ziarnach jeczmienia typu
browarnego od tej w ziarnach jeczmienia typu pastewnego. Sktad chemiczny ziarna
roézni si¢ znacznie w zaleznos$ci od tego, czy jest to ziarno oplewione czy nie, zalezy
rowniez od cech dziedzicznych oraz warunkow §rodowiska. W sktad ziarna jeczmienia
wchodzi biatko, thuszcz, weglowodany (przyswajalne i nieprzyswajalne), sktadniki
mineralne (makroelementy, mikroelementy i ultraelementy), witaminy (tiamina,
ryboflawina, witamina Be, niacyna, kwas D-pantotenowy, kwas foliowy, witamina C,
witamina E (jeczmien, jako jedyne zboze zawiera wszystkie natywne formy witaminy
E)) oraz zwigzki fenolowe. W ostatnim czasie duzg popularno$cig cieszy si¢ zielony
jeczmien. Dzigki zbiorowi mtodych roslin we wczesnym etapie rozwoju uzyskiwany
jest produkt o wysokiej zawartosci witamin oraz innych substancji biologicznie
czynnych [194-196].

Jeczmien uprawiany jest w wielu krajach na §wiecie, w tym rowniez w Polsce. Do
glownych producentéw jeczmienia zalicza si¢ Niemcy, Francje, Hiszpani¢, Kanade,
USA oraz kraje bylego Zwigzku Radzieckiego. Wedlug danych GUS [197], jeczmien
jary nalezy do najcze$ciej uprawianych zboz jarych w Polsce. W 2016 roku ogodlna
powierzchnia upraw tego zboza w naszym kraju wyniosta 778 tys. ha. Jest on réwniez
czesto stosowany do wysiewu w mieszankach zbozowych. Okoto 2/3 produkowanego
w Polsce jeczmienia przeznaczone jest na pasze.

Jeczmien jary jest zbozem o stabo rozwinigtym systemie korzeniowym (jego
korzenie rozwijaja si¢ najptycej ze wszystkich zb6z), a ponadto charakteryzuje sie
krotkim okresem wegetacji, co powoduje, ze ma do$¢ duze wymagania glebowe.
Optymalna gesto$¢ wysiewu dla jeczmienia jarego wynosi 280 — 400 nasion na m?.
Jeczmien toleruje zasolenie gleby 1 jej zasadowy odczyn, natomiast zle znosi
zakwaszenie gleby i zbyt duzg wilgotnos¢ gleb, na ktorych jest uprawiany. Ponadto
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warunki, w ktorych jest uprawiany jeczmien maja duzy wpltyw na sktad chemiczny
ziarna i jego wartosci odzywcze. Optymalny zakres temperatur kietkowania wynosi 19-
27 °C.

Do badan wybrano jeczmien jary odmiany Suweren. Nasiona zostaty zakupione
w Zaktadzie Hodowlano-Produkcyjnym w Nieznanicach, wchodzacym w sktad spotki:
Matopolska Hodowla Roslin — HBP Sp. z 0.0. Ta odmiana jeczmienia jarego nalezy do
odmian typu paszowego, polecanych do uprawy na terenie naszego kraju. W 2014 roku
odmiana ta zostal uhonorowana zlotym medalem Polagra. Odmiana Suweren
charakteryzuje si¢ stosunkowo wczesnym terminem kloszenia i dojrzewania. Wedtug
danych prezentowanych przez Hodowle Roslin Strzelce Sp. z 0.0. Grupa IHAR, jest to
odmiana stosunkowo odporna na suszg, wykazujaca Srednig tolerancje na zakwaszenie
gleby oraz §rednig odporno$¢ na wyleganie.

1.2. Metodyka badan
1.2.1. Ciecze jonowe

Do badan wybrano ciecze jonowe: chlorek tetractyloamoniowy ([TEA][CI])
(czystos¢ > 98%), chlorek tetrabutyloamoniowy ([TBA][CI]) (czysto$¢ > 97%), chlorek
tetraoktyloamoniowy ([TOA][CI]) (czystos¢ > 97%), chlorek 1-etylo-3-metylo-
imidazoliowy (EMIM][CI]) (czystos¢ > 95%), chlorek 1-butylo-3-metyloimidazoliowy
([BMIM][CI]) (czystos¢ > 98%) zakupione w firmie Sigma-Aldrich Chemical Co oraz
chlorek 1-metylo-3-oktyloimidazoliowy ([OMIM][CI]) (czysto$¢ > 97%) zakupiony
w firmie Fluorochem. Podstawowe informacje na temat badanych zwigzkéw zostaty
przedstawione w tabeli 2.

Tabela 2. Wybrane informacje na temat zwigzkow wykorzystanych w badaniach
[opracowanie wtasne na bazie kart charakterystyki].

. . Temperatura Stan
Nazwa zwigzku wzOr - i
topnienia | skupienia
Chlorek HC CHs 360 °C Ciato
tetraetyloamoniowy HaC—" “—CHg state
Chlorek MONA T o 47-s0cc | Ciato
tetrabutyloamoniowy HsC—”" ™ \-CHs state
CHa(CHg)sCHg ,
f?r'orﬂt(l i | GHGHaECH, i -CHa(CHalsOHs CI” | 50-54 °C Ct‘afo
etraoktyloamoniowy CHA(CHa)CHa state
+ ,CH3
N - .
Chlorek 1-etylo-3- [ Yy a o Ciato
o . 77-79 °C
metyloimidazoliowy L state
CHg
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CHo
N
Chlorek 1-butylo-3- (LK? ’ 70 °C Ciato
metyloimidazoliowy o CHs stale
cl
,CH2(CH2)eCH3
Chlorek 1-metylo-3- /A : - i .
oktyloimidazoliowy (N) Cl Clecz
CHs

Chlorek tetraetyloamoniowy jest zwigzkiem wykorzystywanym w badaniach
neuronaukowych oraz nowotworow (heptoblastoma) u ludzi. Zwiagzek ten
wykorzystywany jest rowniez w syntezie chemicznej oraz elektroforezie kapilarnej
[198-200].

Chlorek tetrabutyloamoniowy wykorzystywany jest w syntezie chemicznej m.in.
w reakcji elektropolimeryzacji [201].

Chlorek tetraoktyloamoniowy moze by¢ wykorzystywany do otrzymywania
naproksenowej elektrody selektywnej [202].

Chlorek  1-etylo-3-metyloimidazoliowy moze by¢ wykorzystywany do
wytwarzania stopionych soli, ktore sg uzyteczne w badaniach nad elektroosadzaniem
[203-205]. Podjeto rowniez probe wykorzystania [EMIM][CI] jako no$nika dla zywic
I polimerow wykorzystywanych do impregnacji drewna [206].

Chlorek 1-butylo-3-metyloimidazoliowy moze by¢ wykorzystany w syntezie
chemicznej oraz w elektrochemii [207-209].

Chlorek 1-metylo-3-oktyloimidazoliowy, moze by¢ natomiast wykorzystywany
do réznego rodzaju syntez chemicznych [210,211].

1.2.2. Warunki prowadzenia eksperymentu wazonowego

Badania dotyczace okreslenia oddzialywania cieczy jonowych — chlorkow
alkiloimidazoliowych i alkiloamoniowych na zmiany fizjologiczno-biochemiczne,
W tym stres oksydacyjny, w siewkach jeczmienia jarego zostaly przeprowadzone
w Katedrze  Biochemii,  Biotechnologii i  Ekotoksykologii,  Uniwersytetu
Humanistyczno-Przyrodniczego im. Jana Dlugosza w Czestochowie. Badania zostaly
oparte 0 wytyczne zawarte w przewodniku OECD/OCDE 208/2006 [212] oraz normie
PN-EN 1SO 11269-2 [213]. W ecksperymencie wazonowym wykorzystano rosling
jednoli$cienng — jeczmien jary (Hordeum vulgare L.). Doniczki o $rednicy 90 mm
napetniono gleba kontrolng (bez dodatku ILs) lub gleba z dodatkiem badanych ILs.
Badane ciecze jonowe zostaly zastosowane w stezeniach 1, 10, 100, 400, 700, 1000
mg-kg? s.m. gleby. Glebg wykorzystang w eksperymencie byt piasek gliniasty.
Najwazniejsze parametry gleby zostaty przedstawione w tabeli 3.
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Tabela 3. Parametry fizykochemiczne gleby.

Wskazane wartosci dla gleb

Parametr Jednostka Wynik uprawnych
Dolny zakres | Goérny zakres
anr;kCJa <0,002 % 5 20,0 40,0
Frakcja 0,002- 0
0,05 mm & 231
pH (H20) 6,8 6,40 7,70
pH (KCI) 6,7 4,90 6,40
Zdolnos¢
wymiany mmol+/kg 189,1 75,0 200,0
kationow
?r’gfrlﬁizny o/kg 37,8 17,0 50,0
Azot ogotem g/kg 3,2 1,0 2,0
E;fg;l y glkg 0,6 0,20 0,60
(F&Sgr?{iche,) mg/kg 149,1 20,0 40,0
Potas
calkowity g/kg 8,6 11,0 23,0
(Pv(\)/?r; enny) mmol+/kg 27 1,50 3,00
Siarka
> owita g/kg 03 0,30 0,50
Miedz
catkowita ma/kg N/A
Miedz
(Mehich3) mg/kg N/A
fg'ggr'g'”m g/kg 16,2 70,0 112,0
@\'I‘;m'ig:\”nrg) mmol-+/kg 08 10,0 40,0
Zelazo ogdtem g/kg 5,6 31,0 81,0
(':’;%2;2 o/kg 0,4 1,30 6,30
Wapn ogdtem g/kg 10,6 2,40 14,0
: mmol+ , , ,
gv?%enny) I+/kg 181,6 15,0 25,0
maé’ﬁ‘“cm) mg/kg 34312 880,0 3800,0
S6d catkowity mg/kg 5.1 3,10 13,0
(':gi?g;” mg/kg 303 610,0 2300,0
Cynk
(Mehlich3) mg/kg N/A
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Badane ciecze jonowe dodano do gleby w postaci roztworéw wodnych
0 okreslonych stezeniach i mieszano mechanicznie w celu otrzymanie jednorodnego
podtoza, do ktorego wysiano ziarno jeczmienia. Do wazondéw wypetionych 250 ¢
gleby wysiano po 20 jednakowych nasion jeczmienia jarego. Przez caly okres
prowadzenia badan utrzymywano stalg wilgotno$¢ podtoza (70% ppw), stalg
temperature 20 + 2 °C i state o$wietlenie na poziomie 170 pmol-m?-s* w systemie 16h
dzien/8h noc.

Wszystkie badania prowadzone byly w trzech powtorzeniach, a material ro§linny
do dalszych oznaczen pobierany byt w trzech terminach, tzn. w 7., 14. i 21. dniu od
wysiania nasion do gleby.

1.2.3. Oznaczanie podstawowych parametrow fitotoksycznosci

1.2.3.1. Potencjal kielkowania nasion oraz zdolno$¢ kielkowania nasion
Potencjal kietkowania nasion (PK) oraz zdolno$¢ kietkowania nasion (ZK)
obliczono z wykorzystaniem nastepujacych wzorow [98]:
_ Liczba kietkujacych nasion w 3 dniu od ich wysiania

K = , ; - x 100%
liczba wysianych nasion

Liczba kietkujacych nasion w 7 dniu od ich wysiania
ZK = - - - x 100%
liczba wysianych nasion

Za kietkujace uwazane byly te nasiona, dla ktérych zarodek byt wigkszy niz 2 mm.

1.2.3.2. Inhibicja dlugosci korzeni i czesci nadziemnych roslin
Dhugos¢ czesci nadziemnych 1 korzeni byla mierzona w sposob opisany przez
Wang i wsp. [173]. Wspodtczynnik inhibicji obliczano jako:

dtugos$¢ pedéw/korzeni w grupie kontrolnej - dtugo$¢ pedéw /korzeni w grupie traktowanej ILs

dtugosc pedéw /korzeni w grupie kontrolnej x 100%

Wyniki wyrazono jako % inhibicji dlugosci czgéci nadziemnych i dtugosci korzeni
W poréwnaniu do kontroli.

1.2.3.3. Inhibicja plonu §wiezej masy siewek jeczmienia jarego
Inhibicje plonu §wiezej masy roslin obliczono zgodnie ze wzorem:

masa roslin grupie kontrolnej - masa roslinw grupie traktowanej ILs

masa roslinw grupie kontrolnej x 100%

Wyniki wyrazono jako % inhibicji plonu $wiezej masy w poréwnaniu do kontroli [173].

1.2.3.4. Wyznaczanie wartosci ECso
Skuteczne stezenia (ECsp) oszacowano za pomoca analizy regresji nieliniowej,

korzystajac z oprogramowania GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,
USA).
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1.2.4. OKreslenie poziomu suchej masy

Zawartos¢ suchej] masy oznaczono metoda suszarkowo — wagowa, zgodnie
z metodyka opisang przez Kowalska [214]. Okoto 1 g $wiezej masy ro$lin suszono
w temp. 105 °C do uzyskania statej masy. Zawarto$¢ suchej masy podano w g-g* §w.m.

1.2.5. Oznaczenie zawartoS$ci barwnikow asymilacyjnych

Zawarto$¢ barwnikéw asymilacyjnych oznaczano metoda spektroskopowa
zgodnie z metodyka opisang przez Oren i wsp. [215]. W tym celu nawazke — 200 mg
swiezej masy lisci homogenizowano z dodatkiem 80% roztworu acetonu schtodzonego
do temp. 4 °C, nastgpnie odwirowano, a przesacz uzupetiono do objetosci 25 cm®.
Zawarto$¢ chlorofilu a (chla), chlorofilu b (chlb) i karotenoidow (car), oznaczono
poprzez pomiar absorbancji przy dlugosci fali 470 nm, 647 nm i 664 nm. Zawarto$¢
barwnikéw asymilacyjnych, wyrazong w mg-g' $wiezej masy ($w.m.), obliczono
Z nastepujacych wzoroéw:

a= 11,78 ' A664 - 2,29 ) A647
b = 20,05 - A647 - 4,77 ' A664

¢ =1000- A0 — 3,27 -a—104-b

25-a
chla =

25:b

chlb = ——

m

_ 25-¢c

‘=229 m

gdzie:

m — 1lo$¢ mg Swiezej masy materiatu ro§linnego

Zawarto$¢ barwnikéw asymilacyjnych przeliczono nastepnie na suchg mase (mg-g?
s.m.)

1.2.6. Oznaczenie zawartoSci dialdenydu malonowego

0,5 g $wiezej masy lici homogenizowano z dodatkiem schtodzonego (4 °C) 0,1%
roztworu kwasu trichlorooctowego. Uzyskany po odwirowaniu supernatant postuzyt do
oznaczenia zawartosci MDA 1 H20,. Zawarto$¢ dialdehydu malonowego okre§lono
zgodnie z metoda opisang przez Hodges i wsp. [216]. Jako substrat wykorzystano kwas
tiobarbiturowy. Zawartos¢ MDA oznaczono poprzez pomiar absorbancji przy dtugosci
fali 532 nm 1 600 nm, a nast¢gpnie obliczono wykorzystujac wspotczynnik ekstynkcji
rowny 155 nm™-cm™ i wyrazono w umol-g? §w.m.
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1.2.7. Oznaczanie zawartosci H>.O»

Do oznaczenia zawartosci nadtlenku wodoru wykorzystano supernatant
przygotowany wedlug sposobu opisanego w metodyce dotyczacej oznaczania
zawartoSci MDA. W celu okreslenia zawartosci H202 przygotowano mieszaning
reakcyjng zawierajacg supernatant, bufor fosforanowy o pH — 7,0 i jodek potasu
zgodnie z metodyka opisang przez Singh i wsp. [217]. Nastgpnie zmierzono jej
absorbancje¢ przy dlugosci fali 390 nm. Zawartos¢ H>O, obliczono wykorzystujac
wspotczynnik ekstynkeji rowny 155 nm™-cm™ i wyrazono w pmol-g™* §w.m.

1.2.8. Oznaczanie zawartosci wolnej proliny

0,5 g S$wiezej probki roélin homogenizowano z 5 cm® 3% kwasu

sulfosalicylowego, a nastepnie odwirowano. Do 2 cm® supernatantu dodano mieszaning
2 cm® lodowatego kwasu octowego i 2 cm® 2,5% (wag./obj.) kwasnej ninhydryny.
Probki ogrzewano przez 1 h w 100 °C, a nastepnie reakcje przerwano na tazni lodowe;.
Do roztworu dodano 5 cm? toluenu i ekstrahowano. Absorbancje mierzono przy
dhugosci fali 520 nm i obliczono zawarto$¢ proliny (mg-g? $w.m.). Oznaczenie
wykonano zgodnie z metodyka opisang przez Bates'a i wsp. [218].

1.2.9. Oznaczenie aktywnoS$ci enzyméw antyoksydacyjnych

0,5 g swiezej masy lisci zhomogenizowano z dodatkiem schiodzonej (4 °C)
mieszaniny ekstrakcyjnej zawierajacej bufor fosforanowy o pH = 7,4 + 1 mM roztwor
EDTA + 0,1% roztwor poliwinylopirolidonu (PVP). Otrzymany po odwirowaniu
supernatant postuzyl do oznaczenia aktywnosci badanych enzymow i zawartosci biatka.

Zawarto$¢ biatka ogotem, niezbednego do przeliczenia aktywnosci enzymatycznej
SOD, CAT i POD okreslono metoda Bradforda [219] z wykorzystaniem barwnika
Coomasine Blue.

1.2.9.1. Katalaza (CAT)

Aktywnos$¢ katalazy (CAT) [EC 1.11.1.6] zostata oznaczona poprzez rozktad
nadtlenku wodoru w czasie 15 minut. Oznaczenie wykonano zgodnie z metodyka
opisang przez Kar i Mishra [220]. Pozostaty po reakcji H2O. odmiareczkowano 0,01 N
roztworem manganianu (VII) potasu. Aktywnoé¢ katalazy wyrazono U-mg™ biatka

‘minL.

1.2.9.2. Peroksydaza (POD)

Aktywno$¢ peroksydazy (POD) [EC 1.11.1.7] oznaczono zgodnie z metodyka
opisang przez Abassiego 1 wsp. [222], poprzez spektrofotometryczne okreslenie
szybkosci utleniania gwajakolu w obecnosci H202 w czasie 1 minuty przy dtugosci fali
470 nm. Aktywno$¢ peroksydazy wyrazono jako U-mg™ biatka-min™,
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1.2.9.3. Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)

Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) [EC 1.15.1.1] oznaczono
spektrofotometrycznie, zgodnie z metodg opisang przez Giannopolitis i Ries [222],
poprzez pomiar stopnia redukcji biekitu nitrotetrazoliowego (NBT). Absorbancje
mieszaniny reakcyjnej mierzono przy diugosci fali 560 nm. Aktywnos$¢ dysmutazy
ponadtlenkowej wyrazono w jednostkach aktywnoéci — U-mg? biatka. U — jedna
jednostka aktywnosci SOD, odpowiada ilo$ci enzymu powodujacej 50% zahamowanie
szybkosci reakcji redukcji NBT.

1.2.10. Analiza statystyczna

Wszystkie wyniki eksperymentalne zostaty poddane analizie statystycznej za
pomocg programu STATISTICA 12.5. Dane z trzech pomiaréow (n = 3) analizowano
przy uzyciu dwuczynnikowe]j analizy wariancji ANOVA, a nastgpnie testu post-hoc
Tukeya, co pozwolito na wyznaczenie grup jednorodnych. Rozwazono réznice znaczace
na poziomie p < 0,05. Wyniki wyrazono jako $rednig arytmetyczng + odchylenie
standardowe. Ponadto, na wykresach odchylenia standardowe zostaly naniesione
w postaci pionowych linii. Przy pomocy analizy wariancji okreslono site efektu #?,
ktory wskazuje na procentowy udziat zmiennych jakosciowych (termin, st¢zenie, rodzaj
ILs) w uzyskaniu wielko$ci plonu $wiezej masy i1 suchej masy, zawarto$ci barwnikoéw
asymilacyjnych, H.0,, MDA, wolnej proliny oraz aktywnosci SOD, CAT i POD.
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2. Wyniki badan i dyskusja
2.1. Fitotoksycznosé cieczy jonowych
2.1.1. Potencjal kietlkowania nasion i zdolnos¢ kietkowania nasion

Kietkowanie jest to faza rozwoju ro$liny, na ktorg sktadajg si¢ procesy
fizjologiczne, zachodzace wewnatrz nasiona, podczas ktorych nastepuje wznowienie
aktywnos$ci metaboliczne] nasienia prowadzace do zainicjowania wzrostu siewki.
Zachodzace w nasionie zmiany prowadza do jego przejscia od stanu spoczynku do
aktywacji zarodka. Kietkowanie nastepuje w momencie, gdy zapewni si¢ nasionom
odpowiednie warunki do wzrostu tj. odpowiednia temperatura, wilgotno$¢ czy dostgp
powietrza. Istnieja roOwniez nasiona wrazliwe na S$wiatlo. Sg to tzw. nasiona
fotoblastyczne 1 zaliczamy do nich np. nasiona salaty. Jedynie okoto 4% ro$lin
wytwarza nasiona niewrazliwe na §wiatto. Do tego typu roslin zaliczamy wiele roslin
uprawnych m.in. zboza i ro$liny motylkowe. Kietkowanie wielu roslin zalezne jest
rowniez od dostepu tlenu. Zmniejszenie zawarto$ci tlenu w atmosferze powoduje
inhibicje¢ kietkowania nasion sataty i marchewki. Sg roéwniez nasiona jak np. patki
szerokolistnej, ktore lepiej kietkuja przy nizszej zawartos$ci tlenu. Istniejg tez nasiona,
dla ktérych zawarto$¢ tlenu w atmosferze nie ma wigkszego znaczenia i kietkujg rownie
dobrze przy zawartosci tlenu 2%, 21% jak i 90%. Zwigkszenie natomiast zawarto$ci
CO2 w atmosferze powyzej 15%, w przypadku wigkszosci roslin prowadzi do
catkowitego zahamowania kietkowania nasion. Réwniez obecno$¢ azotanow w glebie
powoduje stymulacje kietkowania nasion. Natomiast mniejszy wplyw na proces
kietkowania nasion ma zawarto$¢ zwigzkéw mineralnych w glebie, gdyz na tym etapie
rozwijajaca si¢ roslina korzysta z substancji zapasowych zgromadzonych w ziarnie.

Istotny wpltyw na proces kietkowania ma réwniez obecno$¢ substancji
wzrostowych w glebie tj. gibereliny i cytokininy, ktore sa stymulatorami kietkowania
oraz kwasu abscynowego powodujacego hamowanie kietkowania nasion. Oprocz
warunkow Srodowiskowych na proces kietkowania nasion majag wplyw czynniki
endogenne czyli wewngtrzne. Do czynnikdw wewnetrznych zaliczamy hormony
(tj. etylen, gibereliny, kwas abscynowy), regulatory wzrostu czy reaktywne formy tlenu.

W procesie kietkowania nasion wyrdzni¢ mozemy trzy fazy: imbibicji
(pgcznienia), kataboliczng oraz anaboliczng. W trakcie fazy imibicji nastgpuje wzrost
oddychania oraz intensywne pochlanianie wody przez nasiona. W fazie kataboliczne;j
nastepuje uruchomienie substancji zapasowych w wyniku hydrolizy zwiazkow
wielkoczasteczkowych (polisacharydy, biatka, ttuszcze) do matoczasteczkowych. Cukry
proste, ktore powstaja w wyniku rozktadu polisacharydéw stuzaca jako substraty
w reakcji glikolizy i innych szlakow katabolicznych stuzacych do wytwarzania energii
| substratow do syntez. Produktami hydrolizy biatek zapasowych zgormadzonych
W ziarnie s3 aminokwasy, ktore wykorzystywane sa do syntezy nowych biatek
w anabolicznej fazie kietkowania. Kwasy tluszczowe ulegaja B-oksydacji, a uzyskane
W ten sposob produkty w procesie glukogenezy przetwarzane sg w cukry, ktore tworzg
dodatkowa pule substancji zapasowych wykorzystywanych w procesie kietkowania
nasion. Zmiany zachodzace w trakcie kietkowania wymagaja szeregu aktywnosci

47



Wyniki badan i dyskusja

enzymatycznych, ktére umozliwiaja przebieg wielu reakcji. Faza anaboliczna polega na
syntezie nowych skladnikow komorkowych. Po pegknigciu tupiny nasiennej
u ziarniakow zb6z pojawia si¢ najpierw korzonek. RoOwnoczesnie ze wzrostem
kolejnych korzeni rozwija si¢ koleoptyl, czyli pochewka liSciowa, ktora ostania
pierwszy li$¢. Po wydostaniu si¢ z koleoptyla w lisciu rozpoczyna si¢ fotosynteza [122].
Nasiona, dla ktorych zarodek jest wiekszy niz 2 mm sg uwazane za kietkujace [98].

Na proces kietkowania nasion duzy wptyw moga mie¢ zanieczyszczenia, ktore
znajduja sie¢ w $rodowisku ich wystepowania. Obecno$¢ czynnikow stresowych we
wczesnych etapach rozwoju roslin stanowi obecnie jeden z istotnych problemow
wspotczesnego rolnictwa. Na podstawie wynikéw uzyskanych w prezentowanych
badaniach mozna stwierdzi¢, ze wszystkie zastosowane ciecze jonowe nie miaty
wigkszego wplywu na potencjal kietkowania nasion. Jedynie [TBA][CI], zastosowany
w stezeniach najwickszych, 700 i 1000 mg-kg? s.m. gleby, spowodowatl niewielkie
obnizenie potencjatu kietkowania ziarna jgczmienia jarego. Nie zaobserwowano
natomiast wptywu badanych ILs na zdolno$¢ kietkowania nasion (Tabela 4).
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Tabela 4. Wplyw ILs na potencjat kietkowania (PK) i zdolno$¢ kietkowania (ZK) nasion jeczmienia jarego (Srednia + odch. stand., n = 3).
Warto$ci oznaczone tymi samymi literami dla poszczegdlnych ILs nie r6znig si¢ miedzy sobg statystycznie na poziomie p < 0,05.

Stezenie ILs
[mg-kg?s.m. ILs PK [%] ZK [%] ILs PK [%] ZK [%]
gleby]
0 92,50 + 5,242 98,33 + 2,582 94,17 + 8,012 97,50 + 6,122
1 92,50 + 5,242 99,17 + 2,042 96,67 + 6,06 98,33 + 4,082
10 90,00 + 5,482 96,67 + 4,082 97,50 + 4,182 98,33 + 2,582
100 [TEA][CI] 95,00 + 4,472 98,33 + 2,582 [EMIM][CI] 99,17 + 2,042 100,00?
400 95,00 + 4,472 98,33 + 2,582 98,33 + 2,582 100,00?
700 88,33 +9,312 99,17 + 2,042 98,33 + 2,582 98,33 + 2,582
1000 84,17 +9,172 98,33 + 2,582 93,33 + 5,162 96,67 + 2,582
0 91,67 + 2,89 95,002 97,50 + 4,182 98,33 +2,58%
1 98,33 + 2,892 100,002 96,67 + 4,082 96,67 + 2,58%
10 95,00 + 5,00% 95,00 + 5,00? 100,002 100,002
100 [TBA][CI] 98,33 + 2,892 1002 [BMIM][CI] 96,67 + 2,582 100,002
400 91,67 + 2,89 95,002 94,17 + 3,762 95,50 + 2,74%
700 86,67 + 5,77% 95,00 + 5,00° 93,33 + 6,832 94,17 + 4,92°
1000 85,00 + 5,00¢ 95,00 + 5,00° 93,33 + 4,082 98,33 +2,58%
0 97,50 + 2,742 99,17 + 2,042 95,00 + 4,42% 98,33 + 2,582
1 95,83 + 3,762 96,67 + 4,082 95,83 + 5,85% 95,83 + 3,762
10 98,33 + 2,582 98,33 + 2,582 95,83 + 3,76 95,83 + 3,862
100 [TOA][CI] 97,50 + 2,742 100,002 [OMIM][CI 99,17 + 2,042 99,17 + 2,042
400 96,67 + 4,082 96,67 + 4,082 95,83 + 3,76 98,33 + 4,082
700 98,33 + 2,582 99,17 + 2,042 96,67 + 4,082 99,17 + 2,042
1000 95,00 + 6,322 95,00 + 6,322 87,50 + 6,89P 98,33 + 4,082
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Podobny brak wptywu cieczy jonowych: heksafluorofosforanu 1-butylo-3-
metyloimidazoliowego i heksafluorofosforanu 1-butylo-2,3-dimetyolimidazoliowego na
proces kietkowania nasion rzodkiewki zwyczajnej zaobserwowali Biczak i wsp. [108].
Badane heksafluorofosforany mialy natomiast istotny wptyw na potencjal kietkowania
i zdolno$¢ kietkowania nasion jeczmienia jarego. O inhibitujgcym wplywie cieczy
jonowych na kietkowanie nasion jeczmienia donoszg rowniez Liu i wsp. [98] po
zastosowaniu heksafluorofosforanu 1-oktylo-3-metyloimidazoliowego dla pszenicy oraz
Cvjetko Bubalo i wsp. [97] po =zastosowaniu tetrafluoroboranu 1-butylo-3-
metyloimidazoliowego, octanu 1-n-butylo-3-metyolimidazoliowego oraz bromkow 1-n-
butylo-3-metyloimidazoliowego, 1-n-heptylo-3-metyloimidazoliowego i 1-n-decylo-3-
metyloimidazoliowego. Tot i wsp. [223] badajac wptyw réznych imidazoliowych cieczy
jonowych na siewki jeczmienia i pszenicy zaobserwowali oddziatywanie badanych
zwigzkow na potencjat kietkowania nasion, a inhibitujgcy wptyw badanych zwiazkow
na kietkowanie nasion pszenicy stworzyt nastepujacy szereg: [Im][Cl] < [Bmim][CI] <
[C1O0C2mim][CI] < [C20C2mim][CI] < [C30HmIm][CI] < [C30Heim][CI] <
[C20Hmim][CI]. Autorzy Ci podkreslaja, ze protonowe ciecze jonowe, takie jak
chlorek imidazoliowy i chlorek 1-butylo-3-metyloimidazoliowy wykazuja wicksza
fitotoksyczno$¢ w stosunku do siewek pszenicy i jeczmienia, natomiast przylaczenie
fancucha alkilowego do pierscienia imidazoliowego oraz wprowadzenie tlenu do
fancucha alkilowego zmniejsza toksyczne oddziatywanie ILs. Na podstawie badan
wlasnych oraz cytowanych autorow mozna stwierdzi¢, ze wplyw ILs na potencjat
i zdolno$¢ kietkowania nasion jest uzalezniony od zastosowanego zwigzku oraz jego
stezenia, jak rowniez od gatunku rosliny na ktorg badany zwigzek dziata.

2.1.2. Inhibicja dlugosci korzeni i czesci nadziemnych roslin

Jednym z wazniejszych organow kazdej rosliny sa korzenie. W przypadku zboz
kietkujacy ziarniak wytwarza korzenie zarodkowe, ktérych liczba uzalezniona jest od
gatunku zboza. Jeczmien wytwarza 5-8 korzeni zarodkowych. Korzenie przybyszowe
wchodzace w sktad systemu korzeniowego zboz wyrastajg z dolnych weztéw glownego
pedu. Korzenie odpowiadaja przede wszystkim za utrzymanie rosliny w podtozu oraz
dostarczenie roslinie wody 1 substancji odzywczych. Istnieja roéwniez korzenie
wyspecjalizowane do pelnienia dodatkowo rdznych specjalistycznych funkcji tj.
korzenie oddechowe, czepne, spichrzowe, powietrzne czy asymilacyjne. W korzeniu
zachodzi réwniez wiele reakcji istotnych dla wilasciwego metabolizmu rosliny.
Rozrézniamy dwa rodzaje systemoéw korzeniowych: palowy — charakterystyczny dla
roslin dwulisciennych oraz wigzkowy — typowy dla roslin jednolisciennych. Ze wzgledu
na sposob pobierania wody zboza posiadajg systemem korzeniowy intensywny.
Korzenie tego typu charakteryzuja si¢ licznymi 1 silnie rozgatezionymi korzeniami
przybyszowymi. Sg one stosunkowo krotkie, jednak dzigki ich duzej liczbie catkowita
ich dlugos¢ moze sigga¢ wielu kilometréw. Jegczmien, podobnie jak pszenica
charakteryzuje si¢ stosunkowo stabo rozwinietym systemem korzeniowym [224,225].

W przeciwienstwie do zwierzat rosliny nie sg w stanie przemieszczac si¢ unikajac
réznego typu zagrozen, dlatego wplyw $rodowiska w ktérym egzystuja na ich wzrost
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I rozw6] jest bardzo duzy. Rowniez rozwoj systemu korzeniowego jest silnie
uzalezniony od warunkoéw $rodowiskowych. Duze znaczenie ma obecno$¢ innych roslin
czy grzybow w bezposrednim sagsiedztwie. Poza konkurowaniem o dostep do wody,
substancji odzywczych czy §wiatla, organizmy te mogg wydziela¢ do gleby substancje
chemiczne, ktoére mogg mie¢ istotny (zaréwno korzystny, jak i szkodliwy) wplyw na
kietkowanie oraz wzrost i rozwdj ro$lin. Zjawisko takie nazywamy allelopatig [226].
Obecno$¢ substancji toksycznych w $rodowisku moze prowadzi¢ do ograniczenia
wzrostu korzeni zaré6wno zarodkowych, jak 1 przybyszowych, a w skrajnych
przypadkach do catkowitej inhibicji ich wzrostu.

W wyniku przeprowadzonego eksperymentu wazonowego zaobserwowano
inhibicj¢ wzrostu korzeni przy zastosowaniu badanych ILs w st¢zeniach 400, 700 1 1000
mg-kg? s.m. gleby. W przypadku [TBA][CI], [EMIM][CI], [OMIM][C]] wartosci te
wynosity ok. 90%. Dla [TEA][CI] oraz [BMIM][CI]] réwniez obserwowano inhibicj¢
wzrostu korzeni wynoszaca ok. 80-90% dla stezen 700 i 1000 mg-kg? s.m. gleby oraz
okoto 46-60% dla [TEA][CI] i 35-70% dla [BMIM][CI] po zastosowaniu ILs w stezeniu
400 mg-kg! s.m. gleby. Najwiekszy wplyw na wzrost i rozwdj korzeni siewek
jeczmienia jarego wykazat chlorek 1-metylo-3-oktyloimidazoliowy, po zastosowaniu
ktorego obserwowano inhibicje wzrostu korzeni nawet przy nizszych stgzeniach
zwigzku (100 mg-kg? s.m. gleby). Obecnos¢ w glebie chlorku tetraoktykoamoniowego
nie powodowata natomiast inhibicji dhugosci korzeni siewek jeczmienia nawet po
zastosowaniu najwyzszych stezen tego zwigzku (Rys. 8). Przy zastosowaniu wyzszych
stezen ILs (poza [TOA][CI]) oprécz inhibicji dlugosci korzeni obserwowana byta
rowniez redukcja ilo$ci korzeni przybyszowych, a nawet catkowity ich brak. Nie
stwierdzono natomiast wigkszych réznic w wielko$ci inhibicji dlugosci korzeni
jeczmienia jarego w poszczegdlnych terminach badan.
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Rys. 8. Inhibicja dtugosci korzeni ($rednia + odch. stand., n = 3). Warto$ci oznaczone
tymi samymi literami dla poszczegélnych ILs nie rdéznig si¢ miedzy sobg
statystycznie na poziomie p < 0,05.

Wartosci inhibicji dlugos$ci korzeni znajdujg potwierdzenie w wygladzie tych organow
(Rys. 9-14).
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9. Reakcja korzeni jeczmienia jarego na obecno$¢ w glebie chlorku

tetraetyloamoniowego.
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Rys. 10. Reakcja korzeni jeczmienia jarego na obecno$¢ w glebie chlorku
tetrabutyloamoniowego.
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Rys. 11. Reakcja korzeni jgczmienia jarego na obecno$¢ w glebie chlorku
tetraoktyloamoniowego.
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Rys. 12. Reakcja korzeni jeczmienia jarego na obecno$¢ w glebie chlorku 1-etylo-3-
metyloimidazoliowego.
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Rys. 13. Reakcja korzeni jeczmienia jarego na obecno$¢ w glebie chlorku 1-butylo-3-
metyloimidazoliowego.
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Rys. 14. Reakcja korzeni jeczmienia jarego na obecnos¢ w glebie chlorku 1-metylo-3-
oktyloimidazoliowego.

Ze wzgledu na istotno$¢ funkcji jakie pelnig korzenie, ich wzrost i rozwdj
pozostaje w Scistym zwiazku ze wzrostem czgsci nadziemnych roslin. W toku
prowadzonych badan obserwowano inhibicj¢ wzrostu cze$ci nadziemnych roslin,
podobnie jak w przypadku korzeni, po zastosowaniu cieczy jonowych w stezeniu 400,
700 i 1000 mg-kg? s.m. gleby. Wartoéci inhibicji wzrostu czesci nadziemnych roslin
byty jednak nizsze, niz w przypadku inhibicji korzeni i wynosity $rednio ok. 50-60%.
W przypadku tego parametru, najwigksza toksycznoscig rowniez charakteryzowat sig
[OMIM][CI] (52-73% inhibicji), natomiast brak oddzialywania na wzrost czesci
nadziemnych siewek jgczmienia jarego obserwowano po zastosowaniu [TOA][CI]
(Rys. 15). Podobnie jak to miato miejsce w przypadku inhibicji dtugosci korzeni, nie
stwierdzono réwniez zasadniczych réznic w wielkoSci inhibicji dlugosci czedci
nadziemnych jgczmienia jarego w poszczegdlnych terminach badan.
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Rys. 15. Inhibicja dtugosci czgsci nadziemnych roslin (Srednia + odch. stand., n = 3).
Warto$ci oznaczone tymi samymi literami dla poszczegdlnych ILs nie rdéznig
si¢ migedzy sobg statystycznie na poziomie p < 0,05.

Wartosci inhibicji dtugosci czg$ci nadziemnych roslin znajduja potwierdzenie
w wygladzie roslin. Wprowadzenie do gleby ILs nie powodowalo natomiast zadnych
zmian chlorotycznych czy nekrotycznych u siewek jeczmienia jarego (Rys.16-21).
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Rys. 16. Zdjecia cyfrowe siewek jeczmienia jarego rosngcych na glebie z dodatkiem
[TEA][CI]w 7., 14. i 21. dniu od wysiania nasion do gleby.
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Rys. 17. Zdjgcia cyfrowe siewek jeczmienia jarego rosngcych na glebie z dodatkiem

[TBA][CI] w 7., 14. i1 21. dniu od wysiania nasion do gleby.

61



Wyniki badan i dyskusja

(TOA][C]
7 dzien

Omg-kg' Imz-kg' 10mg-kz' 100mg-kg' 400mg-kg' 700mg-kg' 1000 mz-kg’
s.m. gleby s.m. gleby s.m. gleby s.m. gleby s.m. gleby sm. gleby sm. gleby

10mg-kg' 100msz- ke’ ke 1000 mg - ke’
s.m. gleby s.m. gleby .m. s.m. gleby

21 dzien

Omg-kg' 1 mg-kg' 10mg-kg' 100mg-kg' 400mg-kg' 700mg-kg' 1000mg-ke'
s.m. gleby s.m. gleby s.m. gleby s.m. gleby s.m. gleby s.m. gleby s.m. gleby

Rys. 18. Zdjecia cyfrowe siewek jeczmienia jarego rosngcych na glebie z dodatkiem
[TOA][CI]w 7., 14.i 21. dniu od wysiania nasion do gleby.
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Rys. 19. Zdjecia cyfrowe siewek jeczmienia jarego rosngcych na glebie z dodatkiem
[EMIM][CI] w 7., 14. i 21. dniu od wysiania nasion do gleby.
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Rys. 20. Zdjecia cyfrowe siewek jeczmienia jarego rosngcych na glebie z dodatkiem
[BMIM][CI] w 7., 14. i 21. dniu od wysiania nasion do gleby.
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Rys. 21. Zdjecia cyfrowe siewek jeczmienia jarego rosngcych na glebie z dodatkiem
[OMIM][CI] w 7., 14. i 21. dniu od wysiania nasion do gleby.

Uzyskane w omawianym eksperymencie wyniki badan znajdujg potwierdzenie
w dostepnej literaturze [95,97,100,101,223,227]. Wedlug doniesien literaturowych
inhibicja dlugosci korzeni oraz cze$ci nadziemnych roslin nalezag do jednych
Z najbardziej oczywistych symptomoéw fitotoksyczno$ci oraz objawdw stresu zar6wno
abiotycznego, jak i biotycznego u roslin. Wedtug cytowanych autoréw niskie stezenia
ILs mogg dziala¢ jak hormony wzrostu powodujac szybszy wzrost roslin. Wysokie
stezenia ILs prowadza natomiast do inhibicji dlugosci czgsci nadziemnych roslin 1 ich
korzeni, a zmiany te sg z reguly wrecz liniowo skorelowane ze wzrostem stezenia
badanych zwigzkow w glebie. Ponadto Biczak i wsp. [21], Matzke i wsp. [91] oraz Tot
i wsp. [227] zwracajg uwage na wigkszg odpornos¢ roslin dwulisciennych na ILs,
w stosunku do roslin jednolisciennych. Pawtowska 1 Biczak [228] porownujac wplyw
chlorku tetractyloamoniowego i bromku teraetyloamoniowego dla jeczmienia jarego
i rzodkiewki zwyczajnej zaobserwowali, ze rzodkiewka zwyczajna jest bardziej odporna
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na badane zwigzki niz jeczmien jary. W przypadku rzodkiewki zwyczajnej
zaobserwowano rowniez zmiany chlorotyczne po zastosowaniu badanych zwigzkow.
Autorzy Ci uzasadniaja roznice w oddzialywaniu ILs na rosliny jednoliscienne
i dwuli$cienne m.in. réznicami w budowie ich korzeni.

Telesinski 1 wsp. [88,89,229] wskazuja natomiast na istotno$¢ zmian
enzymatycznych zachodzacych w glebie pod wplywem m.in. cieczy jonowych.
Aktywno$¢ fosfataz czy oksydazy fenolowej ma istotny wplyw na jakos¢ gleby.
Oksydazy polifenolowe, katalizuja  niespecyficzne  reakcje  polimeryzacji,
depolimeryzacji 1 transformowania zwigzkéw fenolowych oraz mogg rozkladaé
aromatyczne zanieczyszczenia gleby. Fosfatazy natomiast s3 uwazane za doskonale
wskazniki potencjalu mineralizacji fosforu organicznego, a ich aktywno$¢
odzwierciedla aktywno$¢ enzymow zwigzanych z prochnica i koloidami glebowymi
oraz ogollnie rozumiang aktywno$¢ biologiczng gleby. W zwiazku z powyzszym,
poniewaz gleba stanowi zrddlo zycia roslin wyzszych to wszelkie zmiany w niej
zachodzace maja bezposredni wplyw na ich wzrost 1 rozwo;.

2.1.3. Inhibicja plonu Swiezej masy siewek jeczmienia jarego

Dhlugo$¢ czgsci nadziemnych ro$lin znajduje bezposrednie odzwierciedlenie
W plonie §wiezej masy roslin. W wyniku przeprowadzonych badan obserwowano
inhibicj¢ plonu $wiezej masy roslin po zastosowaniu badanych ILs, zastosowanych
W stezeniach 100-1000 mg-kg™? s.m. gleby. Mozna stwierdzi¢, ze wraz ze wzrostem
stezenia badanych ILs w glebie obserwujemy wrecz liniowy wzrost inhibicji plonu
$wiezej masy siewek jeczmienia jarego. NizZsze stezenia badanych ILs: 1 i 10 mg-kg*
s.m. gleby nie powodowaty inhibicji plonu $wiezej masy roslin, a wrgcz przeciwnie,
w wielu przypadkach dzialaly pobudzajaco na wzrost roslin. Stwierdzony natomiast
brak oddziatywania [TOA][CI] na wzrost cze$ci nadziemnych jeczmienia jarego
przetozyt si¢ réwniez na brak inhibicji plonu $wiezej masy siewek tej rosliny.
Analizujac wielkoS$ci inhibicji plonu $wiezej masy jeczmienia jarego w poszczegdlnych
terminach badan, nie stwierdzono zadnych istotnych rdznic, podobnie jak to miato
miejsce w przypadku inhibicji dlugosci korzeni i1 czes$ci nadziemnych (Tabela 5).
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Tabela 5. Inhibicja plonu $wiezej masy roslin po ekspozycji na ILs ($rednia + odch.
stand., n = 3). Warto$ci oznaczone tymi samymi literami dla poszczeg6lnych
ILs nie r6znig si¢ miedzy sobg statystycznie na poziomie p < 0,05.

Stezenie ILs
ILs [mg-kg* 7. dzien 14. dzien 21. dzien
s.m. gleby]
1 0,373 + 1,481f -1,257 + 1,874f -4,005 + 3,321f
10 3,180 + 2,689¢f 5,740 + 2,198%f -3,743 + 1,533f
[TEAJ[CI] 100 11,848 + 5,879¢de 15,704 +2,524° | 14,912 + 1,085
400 57,425+ 3,496° 55,426 +0,211° 55,120 + 2,058"
700 63,639 + 1,548 68,043 + 2,3412 68,843 + 3,1512
1000 67,484 + 1,0322 69,390 + 0,0842 67,587 + 0,4512
1 5,309 +3,091¢ 2,831 +2,076% 2,792 +1,410¢f
10 -6,654 + 3,593f -0,413 + 1,789 3,092 + 2,933¢f
[TBAI[CI] 100 17,184 + 3,374¢ 17,085+ 0,397¢ | 22,117 + 4,494¢
400 68,368 + 1,384 57,385 + 0,087° 59,295 + 0,936°
700 80,878 + 0,304 78,918 + 1,079 | 77,710 + 4,507%°
1000 80,975 + 3,0222 83,176 +1,064* | 79,156 + 2,638
1 1,603 £ 0,628 | 2,828 +0,025% | 2,752 +0,9492d
10 7,176 + 4,450 1,181 £2,158%¢d | 5395+ 3,968%¢
[TOAJ[CI] 100 5,988 + 1,042% 3,651 +3,434%¢ | 6155+ 2,416
400 3,921 £0,519%¢ | -6,045 + 3,5420¢4 | 2,271 + 3,3343cd
700 4,643 £1,716%¢ | -2,584 +3,716% | -6,348 +4,531%
1000 -7,113£0,487% | -4,852+5,061%% | -3,024 +2,010%
1 -0,978 + 3,888 -1,612 £2,571 2,307 £1,618'
10 -5,323 + 2,664 -4,930 + 2,483 -6,460 +0,995
[EMIMI[CI] 100 19,767 + 4,2459 9,238 + 4,244h 8,412+ 0,076
400 51,355 + 3,270« 42.860 + 1,790%f 36,511 + 0,992f
700 60,942 + 0,751 57,489 + 2,592 | 48,905+ 0,117%
1000 68,047 + 1,720? 60,356 +2,680* | 59,081 + 0,233b°
1 3,207 £ 2,451 -2.265 + 1,603 -6,909 + 4,443
10 -1,924 + 2,164 -1,508 + 2,398l 2,330 + 0,068"
(BMIM][CI] 100 15,703 + 0,6119 9,265 + 3,8619" 3,099 + 3,33 1"
400 47410+ 1,680¢" | 49,261 +0,899% | 40,858 + 1,142
700 60,748 + 0,324%¢ | 60,123 + 2,904 | 53,688 + 1,260°%
1000 68,395 + 1,5312 63,419+ 0,637 | 56,152+ 0,911
1 8,598 + 1,953l 4,881 + 4,331k 1,297 + 1,190
10 9,350 + 1,471 0,139 + 5,3081 4337+ 1,182k
[OMIMI[CI] 100 32,465 + 8,268f 21,307 £2,9679 | 17,821 + 0,444%
400 65,370 £ 2,015% 57,718 £1,502¢ | 63,708 +0,627%
700 78,635+ 0,020® | 68,231+ 0,992 | 76,087 + 0,104
1000 85,160 + 0,779 79,091 + 1,179 | 84,984 + 1,032%

Uzyskane wyniki
[10,21,27,96,98,102,106,107,223].

badan znajdujg potwierdzenie w dostepnej
Wedlug cytowanych autoréw ciecze jonowe

literaturze

zastosowane w nizszych stezeniach dziataja stymulujgco na wzrost 1 rozwdj roslin,
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natomiast zastosowanie wyzszych stezen zwigzkéw powoduje inhibicj¢ wzrostu roslin,
a co za tym idzie réwniez plonu §wiezej masy. Zjawisko takie zwane jest hormeza.

W literaturze naukowej wielokrotnie udowadniano, Ze istotnym czynnikiem
wptywajacym na toksycznos$¢ ILs jest dtugos¢ tancucha alkilowego w podstawniku.
Studzinska i Buszewski [41] oraz Cvjetko Bubalo i wsp. [97] dowodza, ze toksycznosé
ILs wzrasta wraz z dtugos$cig tancucha alkilowego w podstawniku. W opozycji do tych
badan stojg badania Matzke i wsp. [91] oraz Biczak i wsp. [21,230], ktorzy twierdza, ze
toksyczno$¢ ILs dla roslin wyzszych jest najwyzsza dla zwigzkéw z 3-6 atomami wegla
w tancuchu alkilowym. Dalsze wydluzanie fancucha zmniejsza toksycznos¢ tych
zwigzkow dla roslin. Wedlug autorow takie roznice wynikdw uzyskanych
w prowadzonych badaniach moga wynika¢ z rodzaju $rodowiska w jakim prowadzone
sa eksperymenty. W S$rodowisku wodnym lub w przypadku prowadzenia badan
w uprawach hydroponicznych toksycznos$¢ zwiagzku wzrasta wraz z dlugoscig tancucha
alkilowego w podstawniku. Zwiazki posiadajace podstawniki z wigksza ilo§cig atomow
wegla wykazuja wieksze powinowactwo do bton biologicznych dzigki czemu moga
powodowac ich rozszczelnienia i wnika¢ do wnetrza komorek. W przypadku dodawania
zwigzkow chemicznych, takich jak ILs, do gleby pojawiaja si¢ ich interakcje ze
srodowiskiem glebowym. ILs z dtugimi tancuchami alkilowymi sg sorbowane w glebie
1 trwale wigzane przez koloidy glebowe, co zmniejsza ich ruchliwo$¢ i w znacznym
stopniu ogranicza ich przenikanie do komorek roslinnych. Zalezno$¢ ta jest bardzo
dobrze widoczna w niniejszym eksperymencie w przypadku zastosowania amoniowych
cieczy jonowych, gdzie [TOA][CI] czyli zwiagzek z 8 atomami wegla w podstawniku
wykazuje najmniejsza toksyczno$¢ ze wszystkich zastosowanych zwiazkéw. Nie
obserwujemy natomiast tego typu prawidlowosci w przypadku imidazoliowych cieczy
jonowych, z ktérych to [OMIM][CI] wykazuje najwyzsza fitotoksycznos¢. Moze to
swiadczy¢ o fakcie, ze w przypadku badanych imidazoliowych ILs ich toksycznos¢
uzalezniona od dlugosci tancucha jest przesuni¢ta w stosunku do amoniowych ILs
I spadek toksycznosci mozna by bylo obserwowaé dopiero przy zwigzkach
z kilkunastoma weglami w podstawniku. Trzeba roéwniez pamigtaé, ze zgodnie
z danymi literaturowymi, ILs z kationami aromatycznymi (kation imidazoliowy) sa
bardziej toksyczne od soli alifatycznych, a ponadto o toksycznosci decyduje tez ilos¢
atomow azotu w pierScieniu. Zastosowane w badaniach sole amoniowe zawierajg jeden,
centralnie potozony atom azotu, wykazujac tym samym symetri¢, podczas gdy sole
imidazoliowe charakteryzujg si¢ kationem niesymetrycznym, zawierajacym dwa atomy
azotu [81,82]. Stwierdzony =za$ brak roznic w toksycznym oddziatywaniu
wykorzystanych w eksperymencie wazonowych ILs w poszczegdlnych terminach
analiz, wynika najprawdopodobniej z krotkiego, tygodniowego, odstepu pomigdzy
kolejnymi badaniami. W tak krotkim czasie rosliny nie zdazyly uruchomi¢ wszystkich
mechanizméw obronnych, badz nie byly w stanie takiej obrony podjaé, a koloidy
glebowe nie zdotaty calkowicie zaabsorbowac¢ zwigzkéw wprowadzonych do tego
srodowiska.

Toksyczny wptyw badanych ILs moze by¢ zwigzany rowniez z faktem, ze badane
zwigzki sa solami chlorkowymi. Wprowadzenie jonéw chlorkowych do gleby moze
powodowac jej zasolenie co rdwniez moze mie¢ negatywny wpltyw na wzrost i rozwoj
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ros$lin powodujac stres oksydacyjny. Jony chlorkowe moga by¢ akumulowane przez
ro$liny wplywajac tym samym negatywnie na ich gospodarke wodng [111,130,192].

2.1.4. Analiza wyliczonych warto$ci ECso

W celu uzyskania mozliwosci okres§lenia toksycznosci badanych zwigzkow
I porbwnania warto$ci uzyskanych z roéznych badan nalezy poda¢ jakies$
charakterystyczne wartosci, ktore bedzie mozna wykorzysta¢ w takich szacunkach.
W przypadku substancji chemicznych taka wartoscig bedzie stezenie toksyczne
wyrazane za pomoca wartoSci ECsp, I1Cso lub wartosci NOEC/LOEC. ECso (z ang.
Effective Concentration) to stgzenie, ktore powoduje wystgpienie 50% reakcji
toksycznej. NOEC (z ang. No Observed Effect Concentration) to najwyzsze stezenie nie
powodujace powstania efektow toksycznych, natomiast LOEC (z ang. Lowest Observed
Effect Concentration) to najnizsze st¢zenie substancji powodujace powstannie efektow
toksycznych. Innym stosowanym wskaznikiem w ocenie toksycznosci jest ICso (z ang.
Inhibition Concentration), ktore okresla stezenie powodujace ostabienie lub
zahamowanie o potowe danego procesu (np. wzrostu). Zalezno$¢ pomiedzy dawka
danej substancji, a odpowiedzig organizmu na jej zastosowanie jest bardzo istotna
W celu okreslenia poziomu ryzyka, czyli takiego doboru dawki i czasu ekspozycji na
nig, dla ktorych mozliwo$¢ wystapienia efektow toksycznych jest odpowiednio niska.
W celu wyznaczenia, ktorejkolwiek z tych wartosci nalezy wykona¢ szereg rozcienczen
substancji badanej i przeprowadzi¢ badania [212,213].

Na podstawie warto$ci inhibicji dtugosci korzeni, czg¢sci nadziemnych roslin oraz
inhibicji plonu wyliczono wartosci ECso (Tabela 6). Czym wyzsze uzyskano wartosci
ECso dla poszczegdlnych zwigzkow, tym dany zwigzek wykazuje mniejsza toksycznosé
w stosunku do siewek jeczmienia jarego. Dla [TOA][CI] nie udato wyznaczy¢ si¢
wartosci ECso ze wzgledu na brak inhibitujagcego oddziatywania tego zwiazku na
analizowane parametry fitotoksycznosci.
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Tabela 6. Wartoéci ECso (mg-kg™ s.m. gleby) wyliczone na podstawie inhibicji plonu,
dhugosci korzeni i czgéci nadziemnych roslin oszacowane w 7., 14. i 21. dniu
od wysiania nasion do gleby z dodatkiem ILs. W nawiasach zamieszczono

pOtprzedziaty ufnosci.
| 7. dzien | 14. dzieh | 21. dzien
[TEA][CI]
Inhibicja plonu 303,8+4,7 225,7+6,6 195,3 +£4,6
(189,8 — 486,3) (316,0 — 452,5) (189,8 — 486,3)
Inhibicja dlugosci 305,1 £6,7 3782 +5,6 382,8£4,0
korzeni (178,0 — 521,6) (316,0 — 452,5) (313,3 — 467,6)
Inhibicja dhugosci 2239+44 635,0+ 72,8 658,0 £49,2
czesci nadziemnych (92,91 —539,5) (9,923 — 9799) (3,992 — 10847)
[TBA][CI]
Inhibicja plonu 193,7 £ 8,7 285,5+ 11,0 261,8 £ 15,3
(63,40 —591,9) (109,1 — 749,0) (63,47 — 1080)
Inhibicja dhugosci 203,1+2,1 230,1+1,0 260,7£2,1
korzeni (138,4 —297,9) (163,3 — 324,2) (208,2 — 326,3)
Inhibicja dlugosci 438,4+ 42 434,5+ 6,7 419,0+ 1,2
czesci nadziemnych (341,4 -562,9) (272,5-692,8) (370,3—-474,0)
[TOA]ICI]
Inhibicja plonu - - -
Inhibicja dlugosci - - -
korzeni
Inhibicja dlugosci - - -
czesci nadziemnych
[EMIM][CI]
Inhibicja plonu 217,2+11,0 273,88+ 6,1 352,3+12.9
(61,36 — 768,9) (136,6 — 548,6) (88,23 — 1407)
Inhibicja dlugosci 215,7+2,6 297,0+2,6 305,4+2,1
korzeni (89,08 —522,3) (127,1 — 258,2) (63,89 — 428,9)
Inhibicja dlugosci 617,7 £28,6 592,1 + 30,3 563,3 £ 8,0
czg$ci nadziemnych (67,14 — 5682) (41,11 — 8529) (343,7-923,1)
[BMIM][CI]
Inhibicja plonu 250,2+ 8,9 249.0 £ 0,6 2776 £7.1
(84,31 —742,6) (232,6 — 266,5) (109,1 — 706,6)
Inhibicja dlugosci 266,9 + 1,5 427,84+ 3,6 434,0+ 8,5
korzeni (288,4 — 312,0) (352,4 —519,3) (296,2 — 630,0)
Inhibicja dlugosci 613,9 £23,7 372,5+6,7 438,1 + 8.8
czeéci nadziemnych (45,05 — 8366) (200,9 — 690,9) (161,6 —1188)
[OMIM][CI]
Inhibicja plonu 273,0£5,1 331,1+£17,7 2449+92
(163,9 — 454,8) (67,24 — 1931) (104,2 — 573,2)
Inhibicja dlugosci 132,7+4,9 185,5+2,1 180.4 £1,3
korzeni (69,88 — 251,9) (135,6 — 253,8) (147,6 — 220,5)
Inhibicja dtugosci 692,2 +£32,0 613,9£20,2 568,1 £ 6,0
czesci nadziemnych (74,88 — 6399) (24,42 — 4126) (390,0 — 827,7)

Z analizy obliczonych wartosci ECso wynika, Ze organem najbardziej wrazliwym
na obecnos¢ w glebie ILs sg korzenie roslin, a wartosci ECso wyliczone na podstawie
inhibicji dlugo$ci czeSci nadziemnych ros$lin  wskazuja, ze ten biomarker
fitotoksyczno$ci jest najmniej wrazliwy na zastosowane ILs. Tak, jak juz wcze$niej
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wspominano, korzen to organ majacy jako pierwszy kontakt z zanieczyszczeniami
znajdujacymi si¢ w glebie, wiec jako pierwszy na nie reaguje, a ponadto jest caty czas
narazony na wszelkie substancje szkodliwe znajdujace si¢ w glebie. Taki ciagly kontakt
z substancjami szkodliwymi moze prowadzi¢ do uszkodzenia blony komorkowe;j
korzeni, czego efektem jest wnikanie toksyn w glab korzeni i ich dalszy transport do
pozostatych organéw rosliny [230].

2.2. Zmiany poziomu suchej masy w siewkach jeczmienia jarego

Jednym z istotniejszych biomarkerow toksycznosci zwigzkoéw chemicznych sa
zmiany poziomu suchej masy roslin eksperymentalnych. W prowadzonych badaniach
zaobserwowano wzrost zawarto$ci suchej masy po zastosowaniu ILs w st¢zeniach 400,
700 i 1000 mg-kg* s.m. gleby. Wzrost zawartosci suchej masy byt tym wigkszy, im
wyzsze stezenie badanych ILs zastosowano. Zaobserwowano rowniez, ze zawarto$¢
suchej masy w siewkach jeczmienia jarego z reguty wzrastala w kolejnych terminach
prowadzenia badan, czyli mozna stwierdzi¢, ze im roslina byla starsza, tym zawarto$¢
suchej masy byla wieksza. Najwiekszy wplyw na zawarto$¢ suchej masy miat
[OMIM][CI], ktéory w przypadku zastosowania najwyzszego stezenia zwigzku w 14.
i 21. dniu prowadzenia badan, prowadzit do ok. 100% wzrostu poziomu suchej masy
w stosunku do obiektow kontrolnych. Jedynie zastosowanie [TOA][CI] nie

powodowato wigkszych zmian w zawartosci suchej masy u roslin eksperymentalnych
(Rys. 22).
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Rys. 22. Zmiany suchej masy (g-g* $w.m.) siewek jeczmienia jarego po wprowadzeniu
do gleby okreslonych ilosci ILs (w mg-kg™ s.m. gleby) ($rednia + odch. stand.;
n = 3). Wartosci oznaczone tymi samymi literami dla poszczegdlnych ILs nie
roéznig si¢ miedzy sobg statystycznie na poziomie p < 0,05.

Obserwacje dokonane w omawianym eksperymencie znalazly potwierdzenie
w dostepnej literaturze. Batczewski 1 wsp. [10], Biczak i wsp. [21,106-108], Pawtowska
i wsp. [101] obserwowali wrecz liniowy wzrost poziomu suchej masy roslin, dodatnio
skorelowany ze wzrostem st¢zenia badanych zwigzkow w glebie. Takie zmiany
zawarto$ci suchej masy moga by¢ zwigzane z faktem, ze zastosowanie wigkszych ilosci
badanych zwigzkéw powoduje zasolenie gleby, co z kolei prowadzi do utrudnienia
W pobieraniu wody, a takze utrudnia jej dostepnos¢. W konsekwencji nastgpuje
obnizenie turgoru komorek roslinnych czego efektem jest obserwowana akumulacja
suchej masy. W opozycji do omawianych badan stoja wyniki uzyskane przez Liu i wsp.
[96], ktorzy analizujac zawarto$¢ suchej masy w roslinach bobu pod wptywem chlorku
1-butylo-3-metyloimidazoilowego, zaobserwowali spadek zawartosci suchej masy.
W badaniach majacych na celu okreSlenie wplywu tetrafluoroboranu amonu
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I heksafluorofosforanu amonu dla chwastow [231] takze zaobserwowano rozny wplyw
tych substancji na zawarto$¢ suchej masy. Kierunek zmian poziomu suchej masy
uzalezniony byl zarowno od zastosowanego zwigzku, ale takze od gatunku rosliny na
ktora dany zwigzek dzialal. Oprysk roslin zoéitlicy drobnokwiatowe] roztworami
tetrafluoroboranu amonu spowodowat spadek zawartosci suchej masy roslin w stosunku
do kontroli. Spadek ten byl tym wigkszy, im wyzsze stezenie badanego zwigzku
zastosowano. Zastosowanie tego samego zwigzku w postaci oprysku na rosliny komosy
bialej 1 szczawiu zwyczajnego powodowalo natomiast wzrost zawartos$ci suchej masy
u tych roslin. Wynika z tego, ze kierunek zmian zawartosci suchej masy jest zalezny od
gatunku ros$liny, od rodzaju zastosowanego zwigzku, od sposobu zastosowania tej
substancji oraz od tego w jakich warunkach prowadzone byty badania tzn. czy byta to
uprawa hydroponiczna czy eksperyment prowadzony byt w warunkach jak najbardziej
zblizonych do naturalnych, a rosliny rosty w glebie.

2.3. Wplyw badanych cieczy jonowych na zawarto$s¢ barwnikow
asymilacyjnych w siewkach jeczmienia jarego

Fotosynteza to jeden z podstawowych i najwazniejszych biochemicznych
proceséw przebiegajacych na Ziemi. Proces ten polega na wytwarzaniu zwigzkow
organicznych (glukoza) z materii nieorganicznej (dwutlenku wegla i wody), zachodzacy
przy udziale $wiatta w komodrkach zawierajacych chlorofil lub bakteriochlorofil.
W komorkach eukariotycznych proces fotosyntezy przebiega w chloroplastach czyli
wyspecjalizowanych organellach zawierajacych barwniki asymilacyjne. Barwnikami
asymilacyjnymi wystepujacymi u roslin sg chlorofile i karotenoidy. Znajduja si¢ one
w tylakoidach 1 sg potaczone z biatkami. ,,Hydrofobowy ogon” jest wbudowany
w btone tylakoidu natomiast pierscien porfirynowy absorbuje $wiatto. Barwniki te
réznig si¢ budowa, wilasciwosciami, zakresem adsorbowanego Swiatta, ktore moga
pochlania¢ oraz petnionymi funkcjami. Chlorofil a wchodzi w sktad fotosystemu PSI
i PSII, a chlorofil b jedynie w sktad fotosystemu PSII. Jedynym barwnikiem
wykazujacym mozliwo$¢ przeprowadzenia reakcji fotochemicznej jest chlorofil a.
Chlorofil b i karotenoidy (karoteny i ksantofile), okre$lane czesto mianem barwnikoéw
antenowych, odpowiadajg za wychwytywanie energii i przekazywanie jej do centrum
reakcji. Karotenoidy petnig ponadto funkcje ochronng, polegajaca na rozpraszaniu
nadmiaru energii, ktéra dostarczona zostata do centrow fotouktadow [112,140,142,232].

Ze wzgledu na duze ilosci energii pochtanianej przez barwniki asymilacyjne,
chloroplasty sa organellami bardzo podatnymi na nadprodukcje RFT. Zbyt niska
wydajno$¢ mechanizméw fotoochronnych w stosunku do wytwarzanego RFT powoduje
reakcje wzbudzonego chlorofilu m.in. z tlenem, w wyniku czego powstaja wolne
rodniki tj. tlen singletowy. Powstajace w nadmiernych ilo$ciach RFT uszkadzaja biatka
wchodzace w sktad fotosystemu PSII prowadzac do zaburzen w jego funkcjonowaniu,
czego efektem jest obnizenie wydajnosci fotosyntezy, a co za tym idzie wzrostu
I rozwoju roslin [130,132,232].

Ze wzgledu na olbrzymie znaczenie procesu fotosyntezy zawarto$¢ barwnikow
asymilacyjnych jest jednym z podstawowych parametrow, ktory jest okreslany w celu
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oceny wplywu roznych czynnikow na rosliny. W wyniku przeprowadzonych badan
dokonano oceny wptywu badanych ILs na zawartos¢ chlorofilu a i b, karotenoidow oraz
okreslono catkowitg zawarto$¢ chlorofili (Tabela 7-10).
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Tabela 7. Zawarto$é chlorofilu a (mg-g™* s.m.) w siewkach jeczmienia jarego w 7., 14. i 21. dniu od wysiania nasion do gleby z dodatkiem ILs
(Srednia £+ odch. stand., n = 3). Warto$ci oznaczone tymi samymi literami dla poszczegdlnych ILs nie r6éznig si¢ miedzy soba
statystycznie na poziomie p < 0,05.

Stezenie ILs 7. dzien 14. dzien 21. dzien 7. dzien 14. dzien 21. dzien
[mg-kg™ s.m. gleby]
[TEA][CI] [EMIM][CI]
0 (Kontrola) 13,486 + 0,096 | 13,411 + 0,028 | 11,223 +0,0219" | 14,709+ 0,116% | 12,101 +£0,124* | 9,850 + 0,0699
1 12,886 + 0,026% | 15,241+ 0,170* | 12,258 + 0,0507 | 12,364 +0,037° | 11,711 +0,1119 | 9,353 +0,092"
10 12,485 + 0,060°" | 15,377 +0,118% | 13,289 +0,042% | 12,037 +0,141° | 10,948 £ 0,135 | 8,580+ 0,057
100 12,344+ 0,041 | 13,870+ 0,191° | 12,841+ 0,037% | 11,966 + 0,023% | 9,863 + 0,105¢ 8,279 + 0,08 11
400 10,809 +0,017" | 11,535+ 0,0889 | 9,301 +0,4421 | 10,248 +0,012F | 7,729+ 0,033 | 5,521+ 0,030"
700 11,009 + 0,0139" | 9,392+ 0,112 8,901 + 0,264 8,188+0,111 7,363 + 0,069 4,495 +0,132°
1000 9,484 +0,024" | 9,276 +0,0971 | 8,402+ 0,340% | 7,569 + 0,044 | 6,731 £0,077™ | 4,040+ 0,054°
[TBA][CI] [BMIM][CI]
0 (Kontrola) 13,289+ 0,079% | 13,930 + 0,002% | 12,548 +0,078° | 13,316+ 0,133° | 14,441 +0,177% | 12,472 +0,122°
1 14,057 + 0,500% | 14,270 + 0,007% | 13,129 + 0,093% | 13,710+ 0,133 | 13,748 +£0,162° | 12,307 + 0,155¢f

10 13,614 + 0,040 | 13,068 = 0,0279 | 12,819 + 0,065% | 12,846 + 0,124% | 13,239+ 0,109° | 11,638 + 0,0249
100 11,870+ 0,078 | 12,561 +0,043¢ | 11,272 +0,047% | 12,480+ 0,216°" | 12,976+ 0,128 | 11,151 +0,100"
400 8,050+ 0,025 | 8,907 +0,320" | 8,912+0,305" | 11,246+0,070" | 11,088 +0,136" | 10,441 + 0,093
700 6,874 + 0,057 | 6,434+0,188% | 4,881+0,070' | 10,565+0,115" | 8,085+ 0,072% | 7,655+ 0,124'
1000 6,305+ 0,085% | 6,330+0,015% | 4,996+0,069" | 10,042+0,062) | 7,929 +0,0924 | 6,851 +0,027™
[TOA][CI] [OMIM][CI]
0 (Kontrola) 12,505+ 0,2519 | 12,548 + 0,075% | 10,079 + 0,053%" | 12,900 + 0,123% | 14,264 + 0,007% | 12,191 + 0,031
1 13,032+ 0,353 | 14,108 +0,452° | 11,184+ 0,411 | 12,600 + 0,468%" | 13,641 + 0,104 | 12,626 + 0,062%f
10 14,299 + 0,222% | 12,742+ 0,115 | 10,733 +£0,221% | 12,558 +0,122¢" | 13,783 + 0,066 | 11,358 + 0,093"
100 14,114+ 0,265° | 14,168 = 0,029% | 11,690+ 0,362¢ | 11,448 +0,111" | 13,113 +0,541% | 11,778 + 0,114
400 14,372 +£ 0,287% | 14,965+ 0,126% | 11,310 + 0,269¢" | 8,609 + 0,017’ 7318 +£0,0297 | 6,268 +0,022'™
700 13,685 + 0,052 | 14,191 £ 0,303% | 9,394+ 0,310" | 6,849 + 0,020% | 6,468 +0,067¢ | 5,748 +0,198™
1000 13,066 + 0,164 | 12,904 + 0,302% | 8,907 +0,180' | 6,008 + 0,005"™ | 6,963 + 0,049 | 5837 +0,079™
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Tabela 8. Zawarto$é chlorofilu b (mg-g™* s.m.) w siewkach jeczmienia jarego w 7., 14. i 21. dniu od wysiania nasion do gleby z dodatkiem ILs
(Srednia + odch. stand., n = 3). Wartoéci oznaczone tymi samymi literami dla poszczegdlnych ILs nie ro6znig si¢ miedzy soba
statystycznie na poziomie p < 0,05.

Stezenie ILs

[mg-kg?s.m. gleby]

7. dzieh

14, dzien

21. dzien

7. dzien

14, dzien

21. dzien

[TEA]

Cl]

[EMIM][CI]

0 (Kontrola)

3,630 + 0,025

3,492 + 0,009

2,925 +0,055"

3,600 + 0,075°

3,076 + 0,029

2,549 £ 0,040°

1

3,359 £ 0,037%f

3,941 £ 0,029*

3,142 £ 0,037%

3,090 + 0,031°

2,975 + 0,005¢

2,507 £ 0,015

10 3,322 +0,034%" | 3,837+0,118%® | 3,360 + 0,048%" | 2,999 + 0,049°¢ | 2,759 + 0,015¢ | 2,206 + 0,0289

100 3,172+ 0,030°% | 3,387+ 0,071% | 3,310+ 0,053%" | 2,969 + 0,032¢ | 2,493 +0,002" | 2,225 + 0,0059

400 2,969+ 0,014% | 2,965+ 0,0457 | 2,395+ 0,109% | 2,560 £ 0,029" | 1,808 % 0,035 | 1,405 £ 0,016~

700 3,008 £ 0,007% | 2,478+ 0,044% | 2,320+ 0,074% | 2,039 0,026" | 1,756+ 0,043 | 1,064+ 0,072

1000 2,657 £ 0,006' 2,346 + 0,027 | 2,167 + 0,036X 1,827+ 0,018 1,584+ 0,026' | 0,964 + 0,001
[TBA][CI] [BMIM][CI]

0 (Kontrola) 3,382 +0,052% | 3,401 =0,018% | 3,180 = 0,002% | 3,069 = 0,039 | 3,503  0,052° | 3,048 = 0,028

1 3,600 +0,133% | 3,328+ 0,043 | 3,174+ 0,022% | 3,213 40,043 | 3,419+ 0,045% | 2,964 + 0,010%
10 3,543+ 0,030 | 3,058+0,081°" | 3,091+0,037¢" | 2,931 +0,048° | 3,225+ 0,040 | 2,752+ 0,010%
100 2,985+ 0,034 | 3,065+ 0,089¢" | 2,844 +0,0259 | 2,859+ 0,045 | 3,131+ 0,037 | 2,703 + 0,0429
400 2,106+ 0,010" | 2,129+ 0,093" | 2,225+0,123" | 2,672+ 0,007 | 2,746 + 0,0259 | 2,578 + 0,017"
700 1,830 + 0,025 1,501+ 0,037 | 1,084 +0,021% | 2,467 +0,0287 | 1,919+ 0,050 | 1,817 +0,037¥
1000 1,686 + 0,027 1,449+ 0,011 | 1,117+0,021% | 2,374+ 0,038 | 1,908 + 0,040% | 1,624+ 0,018'
[TOA][CI] [OMIM][CI]
0 (Kontrola) 3,264 +0,0339 | 3,350+ 0,056 | 2,538+ 0,029 | 3,502+0,017% | 3,574+ 0,033% | 2,757+ 0,0169
1 3,361 + 0,055%% | 3,862+ 0,131% | 2,794+ 0,029" | 3,256+ 0,130% | 3,314 + 0,026 | 3,047 + 0,006°"
10 3,574 +0,077°% | 3,507 +0,044%" | 2,700 + 0,046" | 3,377 +0,015° | 3,513 +0,022% | 2,600 + 0,045"
100 3,581 +0,004% | 3,737+0,012% | 2,831+0,097" | 2,983 +0,053" | 3,142+0,011% | 2,538 +0,012"
400 3,574+ 0,069 | 3,488 +0,101%M | 2,896+ 0,104" | 2,229+0,014" | 1,841 +0,017 | 1,259+ 0,003™
700 3,501+ 0,033%" | 4,015+0,075* | 2,403+0,090 | 1,863 +0,005 | 1,536+0,032' | 1,173 +0,017™
1000 3,311 +£0,0420 | 3,769 +0,129° | 2,326+ 0,0821 | 1,606+0,019¢ | 1,715+0,032% | 1,176 = 0,027™
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Tabela 9. Zawarto$¢ karotenoidéw (mg-g* s.m.) w siewkach jeczmienia jarego w 7., 14. i 21. dniu od wysiania nasion do gleby z dodatkiem ILs
($rednia £ odch. stand., n = 3). Wartosci oznaczone tymi samymi literami dla poszczegélnych ILs nie rdznig si¢ migdzy sobg
statystycznie na poziomie p < 0,05.

Stezenie ILs

[mg-kg? s.m. gleby] 14, dzien

7. dzien 21. dzien 7. dzief 14. dzien 21. dzien

[TEA][CI]

[EMIM][CI]

0 (Kontrola)

3,193 £0,034°

3,395+ 0,015°

2,731 £0,003°

3,193 +£0,032°

3,170 + 0,022°

2,510+ 0,010°

1 3,027+ 0,017 | 3,771 = 0,040° | 2,992 + 0,003 | 2,647+ 0,014° | 3,073+ 0,042° | 2,403 + 0,031°

10 2,974 0,019 | 3,859+ 0,056* | 3,170 £ 0,016 | 2,570+ 0,028° | 2,821 % 0,025° | 2,260 + 0,023

100 2,938+ 0,0187 | 3,438 £ 0,048° | 3,059 £ 0,017% | 2,465+ 0,012% | 2,671 +0,019° | 2,135+ 0,036

400 2,324+ 0,007" | 2,632+0,019° | 2,196+ 0,099 | 2,011+0,0121 | 1,866 + 0,022F | 1,493 % 0,009"

700 2,333+ 0,010" | 2,121 +0,0170 | 2,052+ 0,055 | 1,594+ 0,020™ | 1,654+ 0,018' | 1,171+ 0,041°

1000 2,098 = 0,0057 | 2,131+ 0,018 | 1,860 = 0,075 | 1,454 £ 0,009" | 1,527 £ 0,025™ | 1,056 + 0,023
[TBA][CI] [BMIM][CI]

0 (Kontrola)

3,155 +0,068%

3,404 + 0,022%

3,066 + 0,033°

3,380 + 0,036"

3,568 + 0,040°

3,200 + 0,020¢

1 3,211 +£0,112% | 3.485+0,011% | 3,390 + 0,010%® | 3,460 + 0,029%® | 3,507 +0,051% | 2,913 + 0,027¢

10 3,165+ 0,014% | 3,127 + 0,026% | 3,344 + 0,034 | 3,251+ 0,028% | 3,391 +0,023° | 2,874 + 0,075¢

100 2,741 +£0,0227 | 3,143 £ 0,057% | 3,044 +0,048° | 3,221 +0,057¢ | 3,351 +£0,031% | 2,745+ 0,071f

400 1,739 £ 0,005" | 2,005 +0,077" | 2,212+ 0,0799 | 2,676 + 0,019 | 2,628 +0,0299" | 2,542 + 0,016"

700 1,420 + 0,006/ | 1,410+ 0,043% | 1,269+ 0,031' | 2,451+ 0,027 1,941 +£0,011% | 1,965+ 0,034

1000 1,319+ 0,016 | 1,419+0,009 | 1,278+ 0,018 | 2,274 + 0,009 1,948 + 0,022% | 1,740 + 0,007'
[TOAJ[CI] [OMIM][CI]

0 (Kontrola) 3,651 +£0,0699 | 2,991 +0,024" | 2,648 + 0,032} | 2,863 +0,047" | 3,492 +0,009% | 3,253 + 0,023
1 3,760 + 0,096 | 3,396+ 0,112¢" | 2,927+ 0,078" | 2,888 + 0,105¢" | 3,245+ 0,040 | 3,212+ 0,173"
10 4,145+ 0,035 | 3,084 + 0,030 | 2,803 + 0,070 | 2,881 +0,051¢" | 3,352+ 0,016% | 3,034 + 0,022%
100 4,022 +0,072% | 3,410 + 0,002¢" | 3,008 +0,100%" | 2,641+ 0,0229 | 3,138 +0,026% | 3,123 + 0,037
400 4,071 +0,083% | 3.441+0,036° | 2,909+ 0,073" | 1,800+ 0,003" | 1,654 + 0,006" | 1,685+ 0,005"
700 3,924 + 0,023 | 3,208 + 0,050 | 2,343 +0,082% | 1,375+ 0,007% | 1,423 +0,014% | 1,467 + 0,028!
1000 3,741 +0,052%¢ | 2,982+ 0,077" | 2,220 + 0,032% | 1,293 + 0,006 | 1,494 +0,011 | 1,529 + 0,018
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Tabela 10. Zawarto$¢ chlorofilu catkowitego (chlorofil a + chlorofil b) (mg-g? s.m.) w siewkach jeczmienia jarego w 7., 14. i 21. dniu od
wysiania nasion do gleby z dodatkiem ILs ($rednia + odch. stand., n = 3). Warto$ci oznaczone tymi samymi literami dla

poszczegolnych ILs nie rdznig si¢ migdzy sobg statystycznie na poziomie p < 0,05.

Stezenie ILs

1 7. dzien 14. dzien 21. dzien 7. dzien 14. dzien 21. dzien
[mg-kg™ s.m. gleby]
[TEA][CI] [EMIM][CI]
0 (Kontrola) 17,116 £0,1169" | 16,903 +0,0359 | 14,148 £ 0,076%" | 18,309 +0,192? | 15,178 + 0,125 | 12,399 + 0,1039
1 16,246 + 0,055 | 19,182+ 0,163" | 15,400+ 0,078 | 15,454+ 0,011° | 14,686+ 0,112% | 11,860 + 0,105"
10 15,807 + 0,073% | 19,214 + 0,140 | 16,649 + 0,086% | 15,037 +0,174¢ | 13,708 +0,149¢ | 10,786 + 0,082
100 15,517 + 0,065% | 17,257 + 0,263% | 16,152 + 0,086% | 14,935+ 0,027 | 12,356 +0,1079 | 10,504 + 0,087
400 13,778 £0,031% | 14,500+ 0,1319 | 11,695+ 0,5519 | 12,808 +0,037" | 9,537 £ 0,065% | 6,926 + 0,045"
700 14,017 +0,020' | 11,870+ 0,154 | 11,221 +0,338 | 10,227+0,136! | 9,119+ 0,056' | 5,559 +0,203°
1000 12,141+ 0,025 | 11,623 +0,119% | 10,569 + 0,373k | 9,395+ 0,026X | 8,315+0,053™ | 5,004 + 0,056°
[TBA][CI] [BMIM][CI]
0 (Kontrola) 16,671 + 0,042 | 17,331 +0,016* | 15,638 +0,080° | 16,385+ 0,158° | 17,944 +0,212% | 15,519 + 0,124°f

1

17,657 + 00,6328

17,598 + 0,046?

16,303 + 0,115

16,922 +0,176°

17,166 + 0,133°

15,270 + 0,163f

10 17,158 £ 0,063% | 16,127 + 0,056°% | 15,910 + 0,080% | 15,777 + 0,169% | 16,465 + 0,148° | 14,390 + 0,0149
100 14,855+ 0,105 | 15,627 +0,132¢ | 14,116 +0,034% | 15,339+ 0,261¢" | 16,107 £ 0,125 | 13,854 +0,141"
400 10,156 +0,015" | 11,036+ 0,412" | 11,137 +0,429" | 13,918 +0,075" | 13,834+ 0,155" | 13,019+ 0,107
700 8,705 + 0,080! 7,935+ 0,221 5,965+ 0,084 | 13,031 +0,143" | 10,004 +0,036% | 9,471 +0,158'

1000 7,991 + 0,107% 7,779 + 0,024% 6,113 +£0,069" | 12,416+ 0,099 | 9,837 +0,1304 | 8,475+ 0,028

[TOA][CI] [OMIM][CI]

0 (Kontrola) 15,769 + 0,283 | 15,898 +0,127¢ | 12,617 + 0,072%9" | 16,402 + 0,106%° | 17,846 + 0,039% | 14,948 + 0,030
1 16,394 + 0,404 | 17,971 +0,583% | 13,978 + 0,389¢" | 15,856 + 0,597% | 16,954 + 0,123 | 15,673 + 0,067¢

10 17,873 £ 0,298% | 16,250 0,156 | 13,433 + 0,267 | 15,936 £0,121% | 17,296 + 0,086®° | 13,957 + 0,133¢
100 17,695 £ 0,263% | 17,905 £0,017% | 14,522 +0,459° | 14,431 +0,161% | 16,255+ 0,532% | 14,316 +0,122°
400 17,946 + 0,355% | 18,453 + 0,226 | 14,205 +0,373° | 10,838 +0,030" | 9,158 +0,044' | 7,545 + 0,024
700 17,186 + 0,072 | 18,206 +0,377% | 11,797 +0,399" | 8,685+ 0,021 8,004 £ 0,095 6,921 +0,188'

1000 16,377 +0,204% | 16,673 £0,427% | 11,233 +0,258' | 7,614+0,019% | 8,678 +0,075' | 7,014 +0,103"
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W wyniku przeprowadzonych badan zaobserwowano spadek zawartos$ci zarowno
chlorofilu a, b, karotenoidow jak i chlorofilu catkowitego, a zmiany te byly dodatnio
skorelowane ze wzrostem st¢zenia badanych ILs w glebie. Jedynie zastosowanie niskich
stezen zwigzkow, takich jak 1 mgkg? s.m. gleby spowodowato niewielki wzrost
zawartosci badanych barwnikéw w stosunku do kontroli. Obserwowano rowniez wptyw
czasu prowadzenia badan na zawarto$¢ barwnikow asymilacyjnych u siewek jeczmienia
jarego. W przypadku 7. i 14. dnia od wysiania nasion do gleby, zmiany zawarto$ci
chlorofili i karotenoidow byty niewielkie i czgsto obserwowany byl nieznaczny wzrost
zawartosci tych barwnikow w siewkach jeczmienia jarego, glownie na obiektach, na
ktérych zastosowano nizsze st¢zenia zwlaszcza soli amoniowych. Analizujac natomiast
zawarto§¢ barwnikdow w 21. dniu prowadzenia badan, w przypadku wszystkich
zastosowanych zwigzkow obserwowano spadek zawarto$ci tych barwnikow,
w stosunku do ich poziomu stwierdzonego we wcze$niejszych terminach badan.
Podobnie, jak w przypadku wczesniej omawianych parametrow fitotoksycznosci, nie
obserwowano réwniez wptywu [TOA][CI] na zawarto§¢ barwnikow asymilacyjnych
w siewkach jeczmienia jarego, nawet przy zastosowaniu najwyzszych stezen badanego
zwigzku. Najwickszy wplyw na zawarto$¢ barwnikow asymilacyjnych w siewkach
jeczmienia jarego wykazaty natomiast [TBA][CI] oraz wszystkie sole imidazoliowe. Po
zastosowaniu wymienionych ILs w stezeniach 700-1000 mgkg? s.m. gleby
obserwowano okoto 50% spadek zawartosci barwnikow asymilacyjnych w stosunku do
kontroli.

Potwierdzeniem uzyskanych wynikow badan wlasnych jest szereg doniesien
literaturowych, w ktéorych réwniez obserwowano spadek zawarto$ci barwnikow
asymilacyjnych w ro$linach, pod wplywem réznych substancji chemicznych.
Analizujac oddzialywanie ILs, czy czwartorzedowych soli amoniowych (CSA),
stwierdzono obnizenie si¢ poziomu barwnikow fotosyntetycznych w pszenicy [98,113],
kukurydzy [3], liSciach bobu [102], jeczmieniu [101,192,233], rzodkiewce zwyczajnej
[21,232] 1 rzesie drobnej [234]. Badacze obserwujacy inhibitujacy wptyw badanych
zwigzkoéw na zawarto$¢ barwnikow asymilacyjnych, ttumacza te zmiany degradacja
czasteczek chlorofilu wywotang przez ILs oraz zahamowaniem syntezy chlorofili.
Wplyw badanych zwigzkow na zawarto§¢ barwnikoéw asymilacyjnych uzalezniony jest
ponadto od rodzaju zwigzku i zastosowanego st¢zenia oraz gatunku rosliny na ktorg on
oddziatuje, dlatego Tot i wsp. [227] nie obserwowali istotnego wptywu réznych ILs na
zawartos¢ barwnikow asymilacyjnych w lisciach ogorka.

Korzystajac z uzyskanych danych dotyczacych zawartosci barwnikéw
asymilacyjnych obliczono réwniez stosunek zawartosci chlorofilu a do b (Tabela 11).
Wartosci te stanowig istotny wskaznik zmian fizjologicznych zachodzacych
w roslinach. Wzrost warto$ci stosunku chlorofilu a do b stanowi niezawodny wskaznik
stresu oksydacyjnego u roslin. Zmiana taka moze réwniez wynika¢ z niedoboru zelaza,
spowodowanego zaburzeniem w pobieraniu i gromadzeniu substancji mineralnych
przez silnie zredukowany system korzeniowy. Natomiast spadek tego parametru moze
by¢ spowodowany przez roézne czynniki. Moze on wynika¢ ze spadku zawarto$ci
chlorofilu a co $wiadczy o duzym uszkodzeniu fotosysteméw i zwigzang z tym
fotoinhibicja. Powodem obnizenia tego parametru moze by¢ takze wzrost zawarto$ci
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chlorofilu b, ktéry $wiadczy o korzystnych zmianach zachodzacych w roslinie
I 0 odpowiednim poziomie wychwytywania §wiatta. W normalnych warunkach
stosunek zawarto$ci chlorofilu a do b wynosi ok. 3,5 [60,93,235-237].

W przypadku przeprowadzonych badan nie obserwowano wigkszych zmian
wartosci stosunku chlorofilu a do chlorofilu b. Jedynie po zastosowaniu [TBA][CI] oraz
[OMIM][CI] w trzecim terminie badan obserwujemy niewielki wzrost tego parametru,
co moze $wiadczy¢ o zaistniatym stresie oksydacyjnym u roslin.

Kolejnym, istotnym wskaznikiem $wiadczagcym o zmianach fizjologicznych
zachodzacych u ro$lin, jest stosunek zawartosci chlorofilu catkowitego do karotenoidéw
(Tabela 12). Spadek tego wskaznika wskazuje na stres oksydacyjny u ro$lin oraz na
zwigkszong produkcje karotenoidéw, ktorych zadaniem jest obrona komorki przed RFT
[132,165,234].

W omawianych badaniach obserwowano niewielki wzrost tego parametru jedynie
po zastosowaniu najwyzszych stezen badanych zwigzkow.

Brak wptywu badanych ILs na warto$ci stosunku chlorofilu a do chlorofilu b oraz
chlorofilu catkowitego do karotenoidéw, w przypadku omawianych badan moze
wynika¢ z faktu, ze obserwowano spadek zawartoSci wszystkich barwnikow
asymilacyjnych, a zmiany zachodzace zaréwno dla chlorofilu a, chlorofilu b
I karotenoidow byly procentowo podobne.
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Tabela 11. Stosunek chlorofilu a/chlorofil b w siewkach jeczmienia jarego w 7., 14. i 21. dniu od wysiania nasion do gleby z dodatkiem ILs

(Srednia + odch. stand., n = 3). Warto$ci oznaczone tymi samymi literami dla poszczegdlnych ILs nie r6znig si¢ miedzy soba
statystycznie na poziomie p < 0,05.

Stezenie ILs

[mg-kg? s.m. gleby]

7. dzien

14. dzief

21. dzien

7. dzief

14. dzien

21. dzien

[TEA]

Cl]

[EMIM][CI]

0 (Kontrola)

3,715+ 0,017

3,841 + 0,007°%

3,838 + 0,065

4,087 £ 0,054

3,934 £ 0,058%f

3,865 £ 0,043

1 3,836+ 0,038 | 3,867 + 0,058 | 3,902+ 0,038%4 | 4,002 + 0,052°%f | 3.937+0,036%0 | 3,731 +0,0219"
10 3,759 + 0,039 | 4,008 + 0,015 | 3,956+ 0,048 | 4,014 + 0,053%%f | 3968+ 0,028%" | 3,890 + 0,031¢f"
100 3,891+ 0,031° | 4,096+ 0,031* | 3,808 + 0,054 | 4,031 + 0,049°%f | 3,956+ 0,038%" | 3,721+ 0,028"
400 3,641 £0,0129" | 3,891 +0,031° | 3,884 +0,016°¢ | 4,003 + 0,044%€" | 4277 +0,068* | 3,930 + 0,026°"
700 3,660 + 0,0049" | 3,790 + 0,026%" | 3,837 + 0,010 | 4,016 + 0,024%" | 4,195+ 0,128%¢ | 4,231+0,171%®
1000 3,569+ 0,012" | 3,954+ 0,031° | 3,876+ 0,103 | 4,134+ 0,065 | 4249+ 0,117 | 4,189+ 0,051%¢
[TBA][CI] [BMIM][CI]
0 (Kontrola) 3,930 + 0,081M | 4,096 + 0,023%"" | 3,918 + 0,023"K | 4339+ 0,048 | 4,123+ 0,051 | 4,093 + 0,057¢
1 3,904 + 0,0065% | 4,288 + 0,055 | 4,136 + 0,002%% | 4267 + 0,018 | 4,022 +0,0929 | 4,153 + 0,0420%f0
10 3,842 + 0,026 | 4275+0,124%€ | 4,148 + 0,050%% | 4,383 +0,037% | 4,105+ 0,020%% | 4229 + (,0232bcde
100 3,976 + 0,0339 | 4,100 + 0,105%f" | 3 964 + 0,048 | 4,365+ 0,010 | 4,144 + 0,070 | 4,125 + 0,027
400 3,822 4+ 0,0300% | 4,185+ 0,032°%" | 4,008 + 0,087 | 4,208 + 0,020 | 4,037 + 0,0339 4,050 + 0,022
700 3,756 + 0,029% | 4,286+ 0,062 | 4,504 +0,069° | 4,283 +0,007%¢ | 4216+ 0,145 | 4214 + (,035bcde
1000 3,739+ 0,038% | 4,370+ 0,029%¢ | 4,475+ 0,114%® | 4,230 + 0,042 | 4 156 + 0,047°%1 | 4,220 + 0,0532bcde
[TOA][CI] [OMIM][CI]
0 (Kontrola) 3,831+ 0,043%% | 3 746 + 0,044 | 3,971 + 0,040 | 3,684 + 0,053 | 3,993 +0,035%" | 4,423+ 0,031
1 3,877 £ 0,054%%f | 3,653 +0,0079" | 4,004 +0,181°¢ | 3,870+ 0,021" | 4,117+ 0,027°% | 4,144 + 0,014
10 4,001 + 0,026 | 3,633 +0,021" | 3,975+0,018¢ | 3,718 + 0,041 3,923+ 0,0129" | 4,369 + 0,049
100 3,942 + 0,076 | 3,791 + 0,020%9" | 4,129+ 0,016 | 3,838 +0,037" | 4,174 +0,184%" | 4,640+ 0,035°
400 4,021 + 0,004 | 4,292+0,091 | 3,907 + 0,048 | 3,862+ 0,017" | 3,975+0,026°" | 4,995+ 0,0172
700 3,909 + 0,034%%f | 3534+ 0,0157 | 3,910+ 0,030 | 3,729+ 0,0157 | 4,211+0,057°% | 4,903+ 0,218
1000 3,947 +£0,015%€ | 3424+ 0,046' | 3,830+0,071%9 | 3741+ 0,0447 | 4,060+ 0,058%™" | 4,963 + 0,0682
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Tabela 12. Stosunek chlorofilu catkowitego do karotenoidéw w siewkach jeczmienia jarego w 7., 14. i 21. dniu od wysiania nasion do gleby
z dodatkiem ILs (Srednia + odch. stand., n = 3). Wartosci oznaczone tymi samymi literami dla poszczegolnych ILs nie réznig si¢
mi¢dzy sobg statystycznie na poziomie p < 0,05.

Stezenie ILs 7. dzien 14. dzien 21. dzien 7. dzien 14. dzien 21. dzien
[mg-kg™ s.m. gleby]
[TEA][CI] [EMIM][CI]
0 (Kontrola) 5,361 £0,0309 | 4,978 £0,013™ | 5,180+ 0,034" | 5,734 +0,045% | 4,788 =0,007" | 4,940 + 0,0259
1 5,368 + 0,011 | 5,088 + 0,024 | 5,146 + 0,030 | 5,837 +0,030% | 4,779 + 0,032" | 4,937 + 0,021°
10 5,315+ 0,013% | 4,980 + 0,044™ | 5,252+ 0,050" | 5,850 + 0,020° | 4,859 + 0,021%" | 4,773 + 0,013"
100 5,282+ 0,013% | 5,019+ 0,014™ | 5,280 + 0,045% | 6,058+ 0,038" | 4,626 + 0,021X | 4,921 + 0,053¢
400 5,929+ 0,016° | 5,509 + 0,019% | 5,326 + 0,029%" | 6,369+ 0,051% | 5,111 +0,036' | 4,640 + 0,004*
700 6,009 + 0,025° | 5,596 + 0,0409 | 5,458 +0,017° | 6,416+ 0,036 | 5,515+ 0,025° | 4,748+ 0,010
1000 5,787+ 0,021° | 5,454 + 0,023 | 5,683 £0,047° | 6,460+ 0,021° | 5,447 +0,069° | 4,739 + 0,0507
[TBAJ[CI] [BMIM][CI]

0 (Kontrola)

5,286 + 0,106

5,091 + 0,0329"

5,101 + 0,0309"

4,848 £0,018°

5,029 + 0,009%

4,849 + 0,0359

1 5,499 + 0,024% | 5,050 + 0,024%" | 4,810+ 0,020' | 4,890 + 0,012°% | 4,895 + 0,042¢% | 5242 + 0,018
10 5,422 +0,010% | 5,157 +0,032% | 4,758 +0,0341 | 4,854+0,0109 | 4,855+ 0,0249 | 5,010 + 0,129%f
100 5,420 £ 0,009% | 4,972 +0,055" | 4,638+ 0,065 | 4,762+ 0,0039 | 4,806+ 0,010° | 5,049 +0,143¢
400 5,839+ 0,011° | 5,505+ 0,024% | 5,035+ 0,0219" | 5,201 = 0,011 | 5,265+ 0,009 | 5,121 + 0,047
700 6,130 + 0,056 | 5,628 +0,037° | 4,700 + 0,0641 | 5,316+ 0,005® | 5,153 + 0,040 | 4,821 + 0,0329
1000 6,060 £ 0,048 | 5,483 +0,042% | 4,784 +0,034' | 5,459+ 0,027% | 5,050+ 0,027¢ | 4,871 + 0,007%
[TOA][CI] [OMIM][CI]
0 (Kontrola) 4319+ 0,005¢ | 5,315+ 0,034° | 4,765+ 0,034% | 5,730+ 0,072 | 5,111 +0,011% | 4,596 + 0,031
1 4360+ 0,016° | 5291 +0,016° | 4,781 +0,254% | 5,489+ 0,017% | 5225+ 0,028 | 4,888 + 0,252¢"
10 4312+0,38° | 5,270+ 0,002° | 4,793 +0,025% | 5,532+ 0,059¢ | 5,161 +0,0157 | 4,600+ 0,015
100 4,400+ 0,013 | 5,250+ 0,008 | 4,828 +0,010% | 5,464 +0,022% | 5,180+ 0,155 | 4,585+ 0,030
400 4,408 + 0,003 | 5,363 +0,012° | 4,883 +0,018° | 6,021 +0,007° | 5,537 + 0,034 | 4,477 + 0,005
700 4,379 +0,025¢ | 5,675+ 0,030% | 5,036+ 0,034° | 6,318+ 0,039% | 5,626+ 0,037¢¢ | 4,720 + 0,212"
1000 4378 +0,014¢ | 5,590+ 0,002% | 5,060+ 0,061¢ | 5,889 + 0,039 | 5,809 + 0,061 | 4,586+ 0,016
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2.4. Oddzialywanie badanych cieczy jonowych na zawartos¢
podstawowych biomarkerow stresu oksydacyjnego w jeczmieniu
jarym

2.4.1. Zmiany zawartosci dialdehydu malonowego

Peroksydacja lipidéw to wolnorodnikowy proces utleniania lipidow, a gtownie
nienasyconych kwasoéw tluszczowych, w wyniku ktoérego powstajg nadtlenki tych
zwigzkow. Koncowymi produktami peroksydacji lipidow s3a m.in. aldehydy
I hydroksyaldehydy tj. dialdehyd malonowy (MDA) czy trans-4-hydroksynonenal (4-
HNE). Produkty te moga zmienia¢ wtasciwosci fizyczne bton komoérkowych prowadzac
do zaburzenia ich integralnosci, a co za tym idzie zniszczenia funkcji ochronnej
komorki. Nastepuje réwniez rozpad organelli, utlenianie i zaburzenia w strukturze
bialek, DNA 1 RNA. Szybko$¢ utleniania lipidéw w komorkach uzalezniona jest od
czynnikow fizycznych, takich jak temperatura, $wiatlo, dostepnos¢ tlenu oraz wody, jak
rowniez od czynnikow, takich jak np. obecno$¢ innych sktadnikéw nie lipidowych czy
metali cigzkich. W celu okre$lenia stopnia peroksydacji lipidow w roslinach, okresla si¢
zawarto$¢ nadtlenkow lipidow (LOOH) Iub lotnego dialdehydu malonowego (MDA).
Wzrost zawarto§ci MDA w komorkach jest wskaznikiem stresu oksydacyjnego u roslin
i zaburzen w dziataniu obrony antyoksydacyjnej, co §wiadczy o uszkodzeniu komoérek
[96,129,136,238,239]. W zwigzku z powyzszym, w niniejszej pracy dokonano oceny
zawarto$ci dialdehydu malonowego w siewkach jeczmienia jarego rosngcego na glebie
z dodatkiem badanych ILs (Rys. 23).
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Rys. 23. Wplyw ILs na zawarto$¢ dialdehydu malonowego (pumol-g? $w.m.)
w siewkach jeczmienia jarego W 7., 14. i 21. dniu od wysiania nasion do gleby
z dodatkiem ILs ($rednia = odch. stand., n = 3). Wartos$ci oznaczone tymi
samymi literami dla poszczegdlnych ILs nie roznig si¢ miedzy soba
statystycznie na poziomie p < 0,05.

W  wyniku przeprowadzonych badan zaobserwowano niewielkie zmiany
zawarto$ci MDA w siewkach jeczmienia jarego. W 7. dniu od wysiania nasion do gleby
poczatkowy spadek, a nastgpnie wzrost zawartoSci MDA w stosunku do roslin
kontrolnych, zaobserwowano jedynie po zastosowaniu [TEA][CI] w st¢zeniach 400-
1000 mg-kg? s.m. gleby. Wzrost zawartosci MDA w drugim i trzecim terminie badan
obserwowano natomiast po zastosowaniu stezen 400-1000 mg-kgl s.m. gleby,
w przypadku roslin rosngcych na glebie zawierajacej [TBA]CI], [EMIM][CI]
i [BMIM][C]]. W przypadku [OMIM][CI] wzrost zawartosci MDA obserwujemy
jedynie w 14. dniu od wysiania nasion do gleby po zastosowaniu najwyzszego st¢zenia
badanej cieczy jonowej oraz w 21. dniu prowadzenia badan po zastosowaniu stezen
powyzej 400 mg-kgt s.m. gleby. W przypadku zastosowania [TOA][CI], w 7. dniu od
wysiania nasion obserwowano spadek zawartosci MDA, w 14. dniu prowadzenia badan
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przy zastosowaniu nizszych stezen zwiazku, rowniez stwierdzono spadek poziomu
MDA w stosunku do ros$lin kontrolnych, a nastgpnie wzrost po zastosowaniu stezen
100-700 mg-kg? s.m. gleby do poziomu zblizonego do obiektéw kontrolnych W 21.
dniu prowadzenia badan nie obserwowano wigkszych zmian zawartosci MDA
w siewkach jeczmienia jarego, rosngcego na glebie zawierajacej [TOA][CI].
W przypadku wszystkich zastosowanych ILs obserwowano spadek akumulacji MDA
w siewkach jeczmienia jarego w kolejnych terminach prowadzenia badan.
Obserwowane zmiany zawartosci MDA w siewkach jeczmienia jarego rosngcych na
glebie z dodatkiem ILs mogg $wiadczy¢ o fakcie, ze system antyoksydacyjny
w roslinach dziata prawidlowo i jego dzialanie ukierunkowane jest na zapobieganie
negatywnemu oddziatywaniu ILs na ro$liny. Spadek zawartosci MDA w czasie trwania
badan, jak donosza Moieni-Korbekandi i wsp. [240] moze roéwniez $wiadczyc
0 zwigkszeniu si¢ tolerancji roslin na czynniki stresowe.

W dostepnej literaturze naukowej dominuje poglad, ze kontakt roslin z r6znego
typu czynnikami stresowymi m.in. z ILs powoduje wzrost zawartosci MDA, ktory jest
dodatnio skorelowany z zastosowanym stezeniem polutanta [97-99]. Liu i wsp. [96]
wskazuja ponadto, ze poziom akumulacji MDA byl wigkszy w korzeniach, niz
w lisciach roslin narazonych na kontakt z ILs. Dostgpne sa réwniez badania
uzalezniajace poziom akumulacji MDA w ro$linach majacych kontakt z réznymi
ksenobiotykami od cech gatunkowych roslin [92,233]. Autorzy Ci zaobserwowali, ze te
same czwartorzedowe sole amoniowe i ciecze jonowe powoduja zmiany zawarto$ci
MDA w siewkach jgczmienia jarego, natomiast akumulacji tego aldehydu nie
obserwowano w lisciach rzodkiewki zwyczajnej. Rombel-Bryzek i Pisarek [239]
w swoich badaniach réwniez stwierdzili, Ze nie wszystkie czynniki stresowe prowadza
do wzrostu MDA. Autorzy badajac wplyw suszy na wzrost i rozwdj buraka cukrowego
nie obserwowali zmian zawarto§ci MDA w roslinach rosngcych w takich warunkach,
natomiast wzrost zawartosci MDA w pedach buraka cukrowego obserwowany byl przez
nich woéwczas, gdy rosliny te rosngc w warunkach suszy byty dodatkowo spryskiwane
kwasami huminowymi.

2.4.2. Zmiany zawarto$ci H2O:

Nadtlenek wodoru to jedna z najbardziej stabilnych czasteczek zaliczanych do
RFT. Ze wzgledu na jego elektryczng obojetno$¢ moze on dyfundowaé przez blony
biologiczne, co zwigksza jego zasig¢g dziatania. H20: wystepuje w normalnych
warunkach w kazdej roslinie jest to bowiem bardzo wazna czasteczka sygnatowa, ktora
pomaga chroni¢ ro$ling m.in. przed atakami patogenoéw. Czasteczka ta powstaje
w wyniku wielu naturalnych procesow zachodzacych w organizmie (np. w wyniku
dziatania dysmutazy ponadtlenkowej), natomiast za jej usuwanie odpowiedzialne sg
enzymy — katalaza i peroksydazy. Uwaza si¢ tez, ze H2O> pelni istotng role w tzw.
procesie nabytej aklimatyzacji systemowej, czyli aklimatyzacji roslin do niekorzystnych
warunkow $rodowiskowych. Ponadto, np. podczas réznicowania si¢ komorek, H20>
zwigksza usieciowanie tworzacych si¢ polimerow zwigkszajac tym usztywnienie Sciany
komorkowej. Nadtlenek ten petni rowniez istotng rolg w procesie kietkowania nasion.
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H202 moze reagowa¢ z grupami imidazoliowymi, tiolowymi, metionylowymi,
fenolowymi, indolowymi czy tioestrowymi. Toksyczne oddziatywanie H2O2 na ros$ling
wynika z utleniania przez ten zwigzek grup tiolowych oraz utleniania jonow metali
przejsciowych, czego efektem jest m.in. powstawanie wysoce reaktywnego rodnika
hydroksylowego [134-136,140,241].

Ze wzgledu na istotno$¢ tej czgsteczki dla metabolizmu ro$linnego,
w prezentowanych badaniach dokonano oceny zawartosci tej RFT w siewkach
jeczmienia jarego rosnacych na glebie z dodatkiem amoniowych i imidazoliowych ILs
(Rys. 24).
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Rys. 24. Wptyw ILs na zawarto$é H202 (umol-g™ §w.m.) w siewkach jeczmienia jarego
w 7., 14. i 21. dniu od wysiania nasion do gleby z dodatkiem ILs ($rednia +

odch. stand., n = 3). Wartosci oznaczone tymi samymi literami dla
poszczegolnych ILs nie rdznig si¢ miedzy sobg statystycznie na poziomie
p <0,05.

W wyniku przeprowadzonych badafh zaobserwowano z reguty wzrost zawartosci
nadtlenku wodoru wraz ze wzrostem st¢zenia badanych ILs w glebie. W przypadku
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zastosowania [TEA][CI] oraz [OMIM][CI] obserwowano poczatkowo niewielki spadek
zawartosci H202 w siewkach jgczmienia przy zastosowaniu najnizszych stezen,
nastgpnie wzrost zawartosci tego nadtlenku i ponownie niewielki spadek, jednak do
poziomu i tak wyzszego, niz stwierdzony w przypadku roslin kontrolnych. Po
zastosowaniu [TOA][CI], w pierwszym terminie badan zmiany zawartosci H20>
rowniez nie byty liniowo skorelowane ze wzrostem stezenia zwigzku. Zaobserwowano
ponadto, ze zawarto$¢ H.O, w siewkach zarowno kontrolnych, jak i tych rosngcych na
glebie zanieczyszczonej cieczami jonowymi obnizala si¢ z uptywem czasu.

Uzyskane wyniki badan znajdujg potwierdzenie w dostgpnej literaturze. Cvjetko
Bubalo i wsp. [97] dla jeczmienia, Zhang i wsp. [234] dla rzgsy wodnej oraz Biczak
iwsp. [92] dla rzodkiewki zwyczajnej zaobserwowali wzrost zawartosci H20>
w roslinach majacych kontakt z cieczami jonowymi, ktéry byt takze dodatnio
skorelowany ze stezeniem badanych zwigzkow. Pawlowska i wsp. [101] badajac wptyw
ILs na siewki pszenicy oraz Biczak i wsp. [242] dla jeczmienia jarego, zaobserwowali
natomiast spadek zawartosci tego nadtlenku wraz ze wzrostem stezenia badanych ILs
w glebie. Réznice w kierunku zmian zawartosci nadtlenku wodoru zalezne sg zatem od
gatunku ro$liny na ktorg dane zwigzki dzialaja, ale rowniez od rodzaju zwigzku oraz
zastosowanego st¢zenia.

2.4.3. Zmiany zawartosci wolnej proliny

Reaktywne formy tlenu powoduja stres oksydacyjny u ro$lin, a to z kolei
prowadzi do nadprodukcji RFT. W celu ochrony komorek przed RFT poza enzymami
antyoksydacyjnymi roslina wytwarza kompatybilne substancje rozpuszczone, ktérych
zadaniem jest przerwanie autokatalitycznego procesu wytwarzania nadmiernych ilo$ci
RFT. Prolina to aminokwas, ktorego akumulacja w roslinach poddanych réznym
czynnikom stresowym chroni komorki ro$linne przed uszkodzeniami przez RFT.
Stanowi ona nie tylko uboczny skutek stresu, ale jest to zwiagzek zaangazowany
w obrong¢ komorki przed stresem. Prolina reaguje z tlenem singletowym oraz rodnikiem
hydroksylowym powodujac wygaszenie ich reaktywnosci, gdyz w wyniku reakcji
powstajag mniej reaktywne produkty [140,243]. Ze wzgledu na istotny udziat proliny
W ochronie ro$lin przed stresem oksydacyjnym i RFT, w niniejszej pracy dokonano
rowniez oceny wplywu ILs na zawarto$¢ tego aminokwasu w siewkach jeczmienia
jarego (Rys. 25).
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Rys. 22. Wptyw ILs na zawarto$é wolnej proliny (mg-g? $w.m.) w siewkach jeczmienia
jarego w 7., 14. i 21. dniu od wysiania nasion do gleby z dodatkiem ILs
($rednia + odch. stand., n = 3). Wartos$ci oznaczone tymi samymi literami dla
poszczegbdlnych ILs nie rdznig si¢ miedzy soba statystycznie na poziomie
p <0,05.

W wyniku przeprowadzonych badan zaobserwowano duzy wzrost zawarto$ci
proliny w siewkach jeczmienia jarego rosnacych na glebie z dodatkiem ILs, ktory byt
dodatnio skorelowany ze stezeniem badanych zwigzkow w glebie. Obserwowano
réwniez wzrost zawartosci proliny w siewkach jeczmienia wraz z czasem prowadzenia
badan. Jedynie w przypadku zastosowania [TOA][CI] nie obserwowano wptywu tej IL
na zawarto$¢ wolnej proliny. Uzyskane wyniki badan znajduja potwierdzenie
w dostepnej literaturze. Liu 1 wsp. [98,244] oraz Pawlowska i wsp. [101] réwniez
zaobserwowali wzrost zawartosci proliny, odpowiednio w roslinach bobu oraz siewkach
pszenicy pod wptywem ILs, ktory byt takze dodatnio skorelowany ze wzrostem stezenia
badanych zwigzkow. Anjaneyulu i wsp. [130] oraz Liu i wsp. [98] uzasadniajg wzrost
zawartosci proliny tym, ze reguluje ona potencjal osmotyczny komorek roslinnych,
obnizony w warunkach stresu oksydacyjnego, co czyni ja waznym biomarkerem
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okreslajacym wpltyw zwigzkéw chemicznych na rosliny. Sanchez-Rodriguez i wsp.
[245] uwazaja jednak, Zze wzrost zawarto$ci proliny jest jedynie objawem stresu
oksydacyjnego w roslinach i nie ma znaczenia antyoksydacyjnego.

2.5. Wplyw badanych cieczy jonowych na zmiany aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych w siewkach jeczmienia jarego
2.5.1. Zmiany aktywnoS$ci dysmutazy ponadtlenkowej

Pierwsza lini¢ obrony przed RFT stanowia dysmutazy ponadtlenkowe (SOD),
ktore katalizujg reakcje dysmutacji anionorodnika ponadtlenowego (O27), w wyniku
ktorej powstaje H2Oz i O,. Eliminujagc O~ enzym ten zapobiega peroksydacji lipidow
[241,246]. W zawiazku z powyzszym w niniejszych badaniach dokonano oceny
aktywnosci SOD w roslinach majacych kontakt z ILs (Rys. 26).
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Rys. 26. Zmiany aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej (U-mg™ biatka) w siewkach
jeczmienia jarego W 7., 14. i 21. dniu od wysiania nasion do gleby z dodatkiem
ILs ($rednia £ odch. stand., n = 3). Warto$ci oznaczone tymi samymi literami
dla poszczeg6lnych ILs nie r6znig si¢ migdzy sobg statystycznie na poziomie
p <0,05.
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Uzyskane wyniki badan wskazuja na brak wigkszych zmian aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej w siewkach jeczmienia jarego rosngcego na glebie
zawierajacej badane ciecze jonowe, w poréwnaniu do aktywno$ci tego enzymu
stwierdzonej u obiektow kontrolnych. Analizujgc zmiany aktywnosci SOD w kolejnych
terminach badan, mozna jedynic zaobserwowaé niewielkg tendencje spadkowag
aktywnosci tego enzymu, zwtaszcza w 21. dniu po wysianiu ziarna jeczmienia do gleby.
Taki trend zmian aktywnosci SOD stwierdzono w przypadku wigkszosci zwigzkoéw
zastosowanych w eksperymencie.

Podobne wyniki w swoich badaniach otrzymali rowniez Liu i wsp. [43,244],
Cvjetko Bubalo i wsp. [97] i Fan i wsp. [62], ktorzy nie obserwowali korelacji
pomiedzy aktywnoscia SOD, a stgzeniem zastosowanych ILs. Cytowani autorzy
w swoich badaniach obserwowali poczatkowy wzrost aktywnosci tego enzymu,
anastegpnie jej spadek. Liu 1 wsp. [95] zaobserwowali spadek aktywnosci SOD
W korzeniach ryzu. Natomiast w siewkach ryzu zmiany te nie byly juz tak liniowo
skorelowane ze st¢zeniem badanych zwigzkéw. Autorzy Ci stwierdzili réwniez
najwigksza aktywno$¢ SOD w chloroplastach, mniejszag w mitochondriach, natomiast
najmniejszg w cytozolu. Roéznice te zwigzane sa z aktywnoscig izoform SOD
wystepujacych w tych organellach i ich wrazliwoscig na H202 i HCN. Aktywnos¢
Cu,ZnSOD jest hamowana przez oba zwigzki, FeSOD tylko przez H>O2, natomiast
MnSOD jest niewrazliwy na oba inhibitory [246]. Ponadto Fan i wsp. [62] wskazuja, ze
zahamowanie aktywno$ci SOD moze by¢ zwigzane ze zbyt duza iloScia RFT. Stres
oksydacyjny wywotany przez wysokie stezenie ILs, przekraczajace potencjal
przeciwutleniajacy glondw, moze prowadzi¢ do nieodwracalnych uszkodzen. Do
podobnych wnioskéw doszli réwniez Zhang i wsp. [75], ktérzy wskazuja, ze nadmiar
RFT moze hamowa¢ aktywno$¢ SOD. Ponadto RFT moga uszkadza¢ biatko powodujac
utrate jego funkcji i aktywnosci enzymatyczne;.

2.5.2. Zmiany aktywnoSci peroksydazy

Nadmiar H202 powstajacy m.in. w wyniku dziatania dysmutazy ponadtlenkowej
jest usuwany prze dwie grupy enzymow: katalazy i peroksydazy. W przeciwienstwie do
katalaz peroksydazy sa enzymami, ktore katalizujg reakcje usuwania nadtlenku wodoru,
do ktorych przebiegu niezbedny jest donor elektronow w postaci zwigzkéw fenolowych
tj. pirogalol, benzydyna, gwajakol lub antyoksydantow tj. kwas askorbinowy [60,108].
W dostepnej literaturze [95,113,130,233] przewaza poglad, ze wzrost aktywnosci
peroksydazy nastepuje zawsze, gdy pojawiaja si¢ czynniki stresowe 1 nastgpuje
nadprodukcja RFT w roslinach, dlatego tez w niniejszej pracy réwniez dokonano oceny
zmian aktywnosci peroksydazy w siewkach jeczmienia jarego rosngcego na glebie
z dodatkiem ILs (Rys. 27).
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Rys. 27. Zmiany aktywno$ci peroksydazy (U-mg™ biatka-min™) w siewkach jeczmienia
jarego w 7., 14. i 21. dniu od wysiania nasion do gleby z dodatkiem ILs
(Srednia + odch. stand., n = 3). Wartosci oznaczone tymi samymi literami dla
poszczegolnych ILs nie réznig si¢ miedzy sobg statystycznie na poziomie
p <0,05.

Analiza uzyskanych wynikow wskazuje na wzrost aktywnosci peroksydazy
(POD) w siewkach jeczmienia jarego rosngcych na glebie z dodatkiem ILs. Jedynie
zastosowanie [TOA][CIl], nawet w najwyzszym stezeniu, nie powodowato wzrostu
aktywnosci tego enzymu. W przypadku wszystkich pozostatych zwigzkow, po
zastosowaniu nizszych stezen nie obserwowano wigkszych zmian w aktywnosci POD,
natomiast przy zastosowaniu wyzszych stezen zwiazkow (powyzej 400 mg-kg™t s.m.
gleby) obserwowano wzrost aktywnosci POD. Ponadto w pierwszym terminie badan
zmiany aktywnos$ci tego enzymu byty niewielkie, albo w ogdle nie wystgpowaly,
natomiast wraz z uplywem czasu aktywnos$¢ peroksydazy rosta. Najwigksze zmiany

aktywno$ci peroksydazy obserwowano w 14. i 21. dniu badan po zastosowaniu
[TBA][CI] oraz [OMIM][CI].
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Uzyskane wyniki badan znalazty potwierdzenie w dostepnej literaturze. Cvjetko
Bubalo i wsp. [97] badajac wptyw ILs z réznymi anionami i r6zng dtugoscia tancucha
alkilowego w podstawniku réwniez obserwowali, ze wplyw ILs na aktywno$¢
peroksydazy byt uzalezniony od zastosowanego zwigzku. Liu i wsp. [96,102], Biczak
i wsp. [21] oraz Pawlowska i Biczak [228] takze stwierdzili wzrost aktywnosci
peroksydazy w siewkach ryzu, bobu, jeczmienia jarego oraz rzodkiewki zwyczajnej
spowodowany kontaktem ro$lin z ILs. W badaniach tych, poziom aktywno$ci POD
uzalezniony byl od zwigzku, ktory oddzialywal na ro§liny oraz od zastosowanego
stezenia. Liu i wsp. [98] rowniez obserwowali wzrost aktywnosci POD w siewkach
pszenicy pod wptywem heksafluorofosforanu 1-octylo-3-metyloimidazoliowego, ktory
byt dodatnio skorelowany z zastosowanym stezeniem zwigzku oraz z czasem trwania
eksperymentu. Kumar et al. [170] wskazuje, ze wysoka aktywnos$¢ peroksydazy
sugeruje aktywne zaangazowanie tego enzymu W detoksykacje H.O i zapobieganie
tym samym niszczeniu btony lipidowej. Liu i wsp. [95] w swoich badaniach wskazuja
ponadto na roznice w aktywnosci POD i kierunku zmian aktywno$ci tego enzymu
w zalezno$ci od organu rosliny. Badacze Ci oceniajac wplyw chlorku 1-octylo-3-
metyloimidazoliowego na rozwdj siewek ryzu zaobserwowali spadek aktywnosci
peroksydazy w korzeniach badanych ro$lin, ktory byl liniowo skorelowany ze wzrostem
stezenia. Jednoczesnie w siewkach ryzu (w chloroplastach i w mitochondrium)
obserwowany byt wzrost aktywnosci POD, takze skorelowany dodatnio ze wzrostem
stezenia IL. Deng i wsp. [73] badajac wptyw tetrafluoroboranéw 1-butylo-3-
metyolimidazoliowego i 1-oktylo-3-metyloimidazoliowego dla Phaeodactylum
tricornutum oraz Zhang i wsp. [95] badajac wptyw bromku 1-oktylo-3-
metyolimidazoliowego na rzgs¢ drobng zaobserwowali, ze aktywno$¢ peroksydazy
rosnie tylko do pewnego stezenia badanych ILs, a nastgpnie nastgpuje spadek
aktywnos$ci tego enzymu. Autorzy tlumacza takie zachowanie enzymu faktem, iz
w momencie, gdy poziom RFT przekracza mozliwosci usuwania ich przez POD
nastepuje zahamowanie aktywno$ci tego enzymu. Zbyt duzy poziom RFT
przekraczajacy mozliwosci detoksykacyjne enzymoéw antyoksydacyjnych moze
prowadzi¢ do uszkodzenia komorek oraz struktury biatek prowadzac do
nieodwracalnych zmian, czego widocznym efektem jest zahamowanie wzrostu ro$lin,
a nawet ich $mier¢.

2.5.3. Zmiany aktywnosSci katalazy

Katalazy, podobnie jak peroksydazy, to przedstawiciele oksydoreduktaz. Enzymy
te s3 odpowiedzialne za detoksykacj¢ nadtlenku wodoru. W przeciwiefistwie do innych
enzymoOw nie wymagaja one reduktora, ale maja stosunkowo niskie powinowactwo do
H20.. W najwigkszych iloSciach wystepuja one w peroksysomach [247,248]. Katalaza
jest enzymem charakteryzujacym si¢ wysoka efektywno$cia, w ciggu jednej minuty
moze roztozyé okoto 6 min czasteczek H202 (stata szybkosci tej reakcji = 1,7-10” mol™
-s1) [249]. Enzym ten moze wykazywaé podwdjna aktywnosé. Przy duzym stezeniu
nadtlenku wodoru katalaza wykazuje gltoéwnie aktywno$¢ katalazowa czyli rozklada
H20. do wody i tlenu. Przy matym stezeniu H»O. katalaza wykazuje aktywnos¢
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peroksydazowa, w wyniku ktorej nastgpuje utlenianie m.in. metanolu, etanolu,
azotané6w (III), mroéwczanu, chinonow. Aktywnos$¢ katalazy moze by¢ jednak
hamowana przez wiele zwigzkéw chemicznych [149]. Aktywnos¢ katalazy jest jednym
z podstawowych wskaznikow okreslanych w celu oceny stresu oksydacyjnego u roslin,
dlatego tez w niniejszym badaniu dokonano oceny aktywnos$ci katalazy w siewkach
jeczmienia jarego rosnagcych na glebie zawierajacej rozne ILs (Rys. 28).
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Rys. 28. Zmiany aktywnos$ci katalazy (U-mg? biatka-min™) w siewkach jeczmienia
jarego w 7., 14. i 21. dniu od wysiania nasion do gleby z dodatkiem ILs
(Srednia + odch. stand., n = 3). Warto$ci oznaczone tymi samymi literami dla
poszczegolnych ILs nie réznig si¢ miedzy sobg statystycznie na poziomie
p <0,05.

Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze kierunek zmian aktywnosci katalazy nie jest
jednoznaczny. Jedynie po zastosowaniu [OMIM][Cl] w pierwszym terminie badan
obserwowano nieznaczny wzrost aktywno$ci katalazy. W przypadku zastosowania
[TEA][CI] i [TBA][CI] w pierwszym terminie badan zaobserwowano niewielki spadek
aktywno$ci katalazy. Zastosowanie pozostatych zwigzkéw nie spowodowato
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statystycznie istotnych zmian aktywno$ci katalazy w pierwszym terminie badan.
W drugim terminie badan wzrost aktywno$ci katalazy obserwowano w przypadku
wszystkich imidazoliowych ILs oraz soli amoniowej [TBA][CI]. W 21. dniu od
wysiania nasion wzrost aktywnosci katalazy obserwowano po zastosowaniu wszystkich
ILs, z wyjatkiem [TOA][CI], dla tego zwigzku stwierdzono, ze aktywnosc katalazy
obnizata si¢ sukcesywnie w kazdym terminie badan. W osatnim terminie badan,
najwickszy wzrost aktywnosci katalazy stwierdzono w siewkach jeczmienia jarego,
rosngcego na glebie z dodatkiem [TBA][CI] i [OMIM][CI]. Jedynie na obiektach, dla
ktérych oznaczono istotny wzrost aktywnosci CAT, mozna zaobserwowac jednoczes$nie
korelacje wzrostu aktywnosci tego enzymu, wraz z zastosowanym st¢zeniem zwigzku.
Obserwujac zmiany aktywnosci katalazy w roélinach kontrolnych 1 ro$linach
uprawianych przy najnizszych stezeniach badanych ILs, mozna stwierdzié, ze
aktywnos$¢ tego enzymu maleje wraz z czasem prowadzenia badan.

Liu i wsp. [95,96,102,248], Pawlowska i wsp. [192] i Cvjetko Bubalo i wsp. [97]
rowniez donoszag o braku jednoznacznego kierunku zmian aktywno$ci katalazy
w roslinach pod wptywem ILs. Liu i wsp. [244] badajac wptyw bromku 1-decylo-
pyridiniowego na algi Scenedesmus obliquus zaobserwowali wrgez liniowy wzrost
aktywnosci tego enzymu do stgzenia 0,03 mg/l, a nastepnie spadek jego aktywnosci do
poziomu zblizonego do aktywnosci CAT w obiektach kontrolnych. Liu i wsp. [95]
badajac  wptyw chlorku 1-octylo-3-metyloimidazoliowego na siewki ryzu,
zaobserwowali réznice w aktywno$ci katalazy w wyniku kontaktu z ILs, ktore
uzaleznione byly od organu rosliny, w ktérym okre$lono aktywnos$¢ enzymdw. Autorzy
zaobserwowali wrecz liniowy spadek aktywno$ci katalazy w korzeniach badanych
ro$lin, natomiast w cze$ciach nadziemnych roslin stwierdzono wzrost aktywnosci tego
enzymu, jednak brak bylo liniowej korelacji pomigdzy aktywnoscia katalazy,
a stezeniem zwiazku. Cvjetko Bubalo i wsp. [97] w swoich badaniach pokazali, ze
wptyw ILs na aktywno$¢ katalazy zalezy glownie od zastosowanego zwigzku.
W przypadku wszystkich zastosowanych ILs autorzy obserwowali wzrost aktywnosci
katalazy, jednak jedynie dla octanu  1-n-butylo-3-metyloimidazoliowego
([C4mim][CH3CO2]) oraz bromku 1-n-heptylo-3-metyloimidazoliowego
([C7mim][Br]) obserwowano liniowg korelacj¢ pomigdzy aktywnoscig Kkatalazy,
a zastosowanym stezeniem zwigzku. W przypadku bromkow 1-n-butylo-3-metylo-
imidazoliowego ([C4mim][Br]) oraz 1-n-decylo-3-metyloimidazoliowego
([C10mim][Br]) zaobserwowano poczatkowy wzrost aktywnosci tego enzymu,
a nastgpnie spadek, jednak nawet pomimo spadku, aktywno$¢ katalazy byta 1 tak
wigksza, niz w obiektach kontrolnych. Jedynie po zastosowaniu tetrafluoroboranu 1-bu-
tylo-3-metyloimidazoliowego ([C4mim][BF4]) zmiany aktywno$ci katalazy byly
niewielkie, w odniesieniu do obserwowanych dla pozostatych zwiazkow. Scibor
I Czeczot [249] wskazuja, ze rézne Kierunki zmiany aktywnosci CAT mogg wynikac ze
struktury tego enzymu. Do centrum aktywnego katalazy prowadzi waski hydrofobowy
kanal, do ktorego moga wejs¢ tylko czasteczki takie jak H20.. Inaktywacja katalazy
nastepuje po przytaczeniu substancji chemicznych do centrum aktywnego enzymu.
Duze czastki niektorych ILs nie sg w stanie przenikng¢ przez ten kanal, dlatego tez
katalaza jest uwazana za enzym do$¢ odporny na ten typ soli [250]. Chen i wsp. [8]
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wskazuja, ze aktywnos¢ CAT poczatkowo wzrasta w roslinach majacych kontakt z ILs,
poniewaz roslina broni si¢ w ten sposob przed nadmierng produkcjga H20-, a gdy ilos¢
H20- jest zbyt wysoka, zdolno$¢ oczyszczania katalazy jest przekroczona i aktywnos$¢
tego enzymu spada.

2.6. Interakcje pomiedzy badanymi parametrami

W celu okreslenia istotno$ci wptywu poszczegdlnych parametréw na oznaczane
wskazniki fitotoksycznosci oraz wystepowania stresu oksydacyjnego u roslin, dokonano
analizy statystycznej uzyskanych wynikow eksperymentalnych. Na podstawie analizy
miary wptywu #? wyznaczonej z uzyciem analizy wariancji, okre§lono procentowy
udziat wszystkich czynnikow wplywajacych na zmiany badanych parametrow
fitotoksycznosci 1 stresu oksydacyjnego w siewkach jeczmienia jarego rosngcych na
glebie zawierajacej ILs. Procentowy udzial wszystkich czynnikow wpltywajacych na
zmiany badanych parametrow fitotoksycznos$ci i1 stresu oksydacyjnego u jeczmienia
jarego, pod wptywem badanych ILs przedstawiono w tabelach 13 i 14.
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Tabela 13. Procentowy udzial wszystkich czynnikéw wpltywajacych na zmiany
badanych parametrow fitotoksyczno$ci 1 stresu oksydacyjnego
U jeczmienia jarego, pod wplywem amoniowych ILs.

Parametr | Termin(A) | StezenieILs (B) | InterakcjaAxB |  Blad
[TEA]ICI]
POD 14,488 78,414 6,308 0,790
CAT 51,942 2,491 n.i. 29,219 16,348
SOD 57,132 12,246 15,194 15,429
MDA 37,805 56,059 3,744 2,393
H20, 2,879 91,039 5,638 0,443
Prolina 30,749 64,850 2,701 1,701
Chlorofil a 11,768 76,766 11,068 0,398
Chlorofil b 13,154 72,280 14,002 0,563
Chlorofil a+b 11,817 76,143 11,646 0,395
Chl a/Chl b 46,470 27,497 19,379 6,654
Car 11,894 80,156 7,668 0,282
Chlorofil a+b/Car 24,585 61,340 12,735 1,735
Sucha masa 1,379 96,120 1,608 0,894
Plon §wiezej masy 23,546 70,386 5,339 0,730
[TBA]ICI]
POD 15,782 59,038 24,649 0,531
CAT 0,163 n.i. 49,765 46,524 3,548
SOD 24,712 21,583 16,148 n.i. 37,557
MDA 61,131 28,368 8,795 1,706
H20, 35,708 60,524 2,945 0,823
Prolina 12,574 81,346 5,378 0,702
Chlorofil a 1,766 96,776 1,297 0,161
Chlorofil b 2,926 94,453 2,300 0,322
Chlorofil a+b 1,803 96,580 1,445 0,172
Chl a/Chl b 52,971 12,452 29,731 4,845
Car 0,770 97,465 1,575 0,190
Chlorofil a+b/Car 64,853 19,231 15,186 0,730
Sucha masa 2,394 96,803 0,413 0,390
Plon §wiezej masy 30,145 61,717 7,669 0,469
[TOA][CI]
POD 68,767 10,430 11,639 9,164
CAT 86,701 2,363 n.i. 3,125 n.i 7,810
SOD 78,461 4,984 4,489 n.i. 12,065
MDA 83,236 3,055 11,363 2,346
H20, 9,839 46,869 42,048 1,244
Prolina 83,745 4,255 7,545 4,455
Chlorofil a 70,168 13,731 11,052 5,048
Chlorofil b 83,612 5,218 9,676 1,495
Chlorofil a+b 78,010 12,966 7,650 1,374
Chl a/Chl b 28,155 27,375 38,900 5,570
Car 82,693 10,872 5,478 0,957
Chlorofil a+b/Car 91,838 4,710 2,054 1,398
Sucha masa 37,466 20,995 20,184 21,955
Plon $wiezej masy 96,751 1,325 0,824 1,100

n.i. — nieistotne statystycznie na poziomie p < 0,05
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Tabela 14. Procentowy udzial wszystkich czynnikow wpltywajacych na zmiany
badanych parametrow fitotoksycznosci 1 stresu oksydacyjnego
U jeczmienia jarego, pod wplywem imidazoliowych ILs.

Parametr | Termin(A) | StezenieILs (B) | InterakcjaAxB |  Blad
EMIM][CI]

POD 10,086 84,413 4,854 0,674

CAT 28,625 36,067 24,006 11,302

SOD 70,090 8,060 11,793 10,057

MDA 56,049 28,383 12,918 2,651

H20, 32,230 62,140 4772 0,859

Prolina 49,070 39,296 10,549 1,085

Chlorofil a 34,055 64,109 1,766 0,070

Chlorofil b 26,706 71,041 2,090 0,163

Chlorofil a+b 32,467 65,690 1,771 0,072

Chl a/Chl b 13,128 47,406 27,845 11,621

Car 12,797 85,310 1,611 0,100

Chlorofil a+b/Car 82,785 7,292 9,723 0,200

Sucha masa 13,919 79,367 6,294 0,420

Plon $wiezej masy 49,295 46,768 3,504 0,432
BMIM][CI]

POD 5,376 77,998 15,383 1,242

CAT 15,618 43,669 32,892 7,821

SOD 23,159 12,689 n.i. 22,883 n.i. 41,269

MDA 57,077 34,737 3,305 4,881

H20: 19,940 75,912 3,917 0,230

Prolina 56,329 38,321 3,830 1,520

Chlorofil a 11,100 82,108 6,580 0,211

Chlorofil b 8,457 82,169 9,035 0,339

Chlorofil a+b 10,597 82,185 7,013 0,205

Chla/Chl b 50,950 18,626 14,960 15,465

Car 9,098 85,898 4,734 0,270

Chlorofil a+b/Car 1,321 35,328 59,307 4,045

Sucha masa 3,052 92,073 3,627 1,348

Plon $wiezej masy 50,945 43,615 5,166 0,274
[OMIM][CI]

POD 19,043 62,418 18,118 0,421

CAT 4,860 69,918 20,113 5,109

SOD 12,478 57,903 14,373 15,246

MDA 68,728 16,106 12,688 2,478

H20: 13,279 76,289 9,465 0,967

Prolina 8,459 84,612 5,769 1,160

Chlorofil a 3,392 94,017 2,389 0,201

Chlorofil b 11,347 86,192 2,327 0,133

Chlorofil a+b 4,414 93,131 2,286 0,169

Chla/Chl b 74,081 8,802 14,602 2,515

Car 2,431 95,290 2,019 0,259

Chlorofil a+b/Car 78,756 9,991 9,527 1,726

Sucha masa 0,243 97,447 2,105 0,205

Plon $wiezej masy 19,911 73,243 6,414 0,432

n.i. — nieistotne statystycznie na poziomie p < 0,05
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Uzyskane wyniki wskazuja, ze stezenie badanych zwigzkéw mialo najwigkszy
wpltyw na wickszo§¢ badanych parametrow. Zaobserwowano, ze za wyjatkiem
[TOA][CI], stezenie badanych zwigzkow mialo najwickszy wplyw na zmiany
aktywnosci POD, zawartos¢ H20z, suchej masy, z reguty plonu $wiezej masy, oraz
zawarto$¢ chlorofili oraz karotenoidow. Czas narazenia ro$lin na badany zwigzek
(termin prowadzenia badan) miat natomiast najwigkszy wpltyw na zawarto§¢ MDA oraz
wzajemny stosunek zawartosci poszczegdlnych barwnikéw asymilacyjnych. Wielkos¢
zmian poziomu wolnej proliny zalezna byta i od terminu badan i od zastosowanego
stezenia. W przypadku zmian aktywno$ci dysmutazy ponadtlenkowej i1 katalazy, ze
wzgledu na wyznaczony bardzo duzy btad, nie mozna dokona¢ powyzszych analiz.

W toku prowadzonych badan dokonano rdéwniez analizy miary wplywu #?
wszystkich parametrow tacznie dla amoniowych ILs (Tabela 15) oraz imidazoliowych
ILs (Tabela 16).
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Tabela 15. Procentowy udzial wszystkich czynnikdw wptywajacych na zmiany badanych parametrow fitotoksycznos$ci i stresu oksydacyjnego
U jeczmienia jarego, pod wplywem soli amoniowych.

interakcja

interakcja

interakcja

interakcja

Parametr termin (A) | zwiazek (B) AxB stezenie (C) AxC BxC AxB xXC blad
POD 12,810 10,785 4,905 28,553 7,245 23,692 11,251 0,758

CAT 10,794 37,397 12,175 5,001 7,605 12,027 10,554 4,447

SOD 23,075 55,561 3,957 2,661 2,078 2,485 2,981 7,200
MDA 47,150 18,473 2,066 17,349 3,064 6,530 3,585 1,783

H20: 8,105 35,189 2,055 37,843 3,665 6,350 6,248 0,546
Prolina 18,164 21,912 1,269 31,191 1,867 22,856 1,688 1,053
Chlorofil a 9,693 18,665 3,240 40,749 1,157 22,415 3,227 0,853
Chlorofil b 12,039 23,427 4,720 32,248 1,430 22,273 3,416 0,448
Chlorofil a+b 10,746 19,298 3,807 38,663 1,129 23,262 2,801 0,294
Chl a/Chl b 10,900 22,451 21,023 2,529 7,415 14,217 17,968 3,389
Car 5,811 23,995 11,707 38,276 1,023 17,058 1,880 0,252
Chlorofil a+b/Car 7,018 23,577 45,812 13,544 2,656 2,068 4,719 0,606
Sucha masa 1,249 29,597 0,411 39,524 0,096 27,938 0,629 0,555
Plon $wiezej masy 30,718 14,855 1,789 28,432 2,829 18,912 1,934 0,531
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Tabela 16. Procentowy udzial wszystkich czynnikéw wptywajacych na zmiany badanych parametréw fitotoksycznosci i stresu oksydacyjnego
U jeczmienia jarego, pod wplywem soli imidazoliowych.

interakcja

interakcja

interakcja

interakcja

Parametr termin (A) | zwiazek (B) AxB stezenie (C) AxC BxC AxB xXC blad
POD 11,753 13,896 5,636 46,684 7,639 8,899 5,042 0,450

CAT 4,119 19,714 4,806 36,017 13,796 11,930 4,407 5,211

SOD 11,505 42,637 7,070 7,830 2,807 14,103 5,816 8,224
MDA 47,745 11,440 6,884 17,825 5,515 1,933 3,585 2,917

H20: 16,555 27,700 0,904 38,381 0,845 11,053 4,104 0,458
Prolina 24,294 13,890 2,566 42,450 4,219 9,752 1,761 1,067
Chlorofil a 10,870 9,668 3,929 68,067 0,847 4,375 2,128 0,116
Chlorofil b 14,300 5,727 2,552 68,956 1,121 5,172 2,033 0,139
Chlorofil a+b 11,653 8,829 3,224 68,677 0,908 4,544 2,062 0,104
Chl a/Chl b 12,962 6,381 54,796 5,048 5,199 6,424 5,067 4,122
Car 2,838 13,298 2,858 75,060 1,167 3,629 1,049 0,102
Chlorofil a+b/Car 49,595 6,820 23,871 8,506 6,503 0,913 3,081 0,711
Sucha masa 4,010 2,279 1,909 82,671 2,693 4,787 1,253 0,397
Plon §wiezej masy 31,073 14,679 4,159 44 481 3,794 0,931 0,599 0,285
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Przeprowadzona analiza wplywu wszystkich badanych parametrow dla 2 grup
zwigzkow rowniez wskazuje, ze termin prowadzenia badan miat najwigkszy wptyw na
zawarto§¢ MDA w siewkach jgczmienia jarego oraz duzy wpltyw na wielko$¢ plonu
swiezej masy roslin. Rodzaj zastosowanego zwigzku mial natomiast duzy wptyw na
zawarto$¢ H202. Podobnie, jak to miato miejsce w przypadku analiz dwuczynnikowych,
przeprowadzonych osobno dla kazdego zwigzku, rowniez analizy tréjczynnikowe
niezbicie dowiodly, ze najwazniejszym czynnikiem wpltywajacym na wielkos$¢
wigkszos$ci parametrow fitotoksycznos$ci i objawdw stresu oksydacyjnego jest stezenie
cieczy jonowych. Zastosowane st¢zenie ILs miato najwickszy wplyw na aktywno$¢
POD, zawarto$§¢ H202, wolnej proliny, barwnikow asymilacyjnych, suchej masy oraz
wielko$¢ plonu $wiezej masy ro$lin. W przypadku zmian aktywnosci dysmutazy
ponadtlenkowe;j i katalazy, ze wzglgdu na wyznaczony bardzo duzy btad, rowniez nie
mozna dokona¢ analizy otrzymanych wynikow. Zalezno$ci zaobserwowane
i uwidocznione w zaprezentowanej analizie statystycznej, potwierdzaja wczesniejsze
obserwacje dotyczace wplywu czasu badania, stezenia i1 zastosowanego zwigzku,
dokonane 1 analizowane zarowno w omawianych tutaj badaniach, jak i tych uzyskanych
przez wcezesniej cytowanych badaczy oceniajacych wptyw ILs na ro$liny.
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3. Mozliwosci wykorzystania uzyskanych wynikow badan
w praktyce

W 2018 roku ludno$¢ $wiata liczyta ponad 7,6 mld, a coroczny jej wzrost szacuje
si¢ na 76 mln osob. Niesie to za sobg olbrzymie wyzwanie dla rolnictwa i przemystu
zwigzane z zapewnieniem pozywienia dla tak olbrzymiej liczby oséb. Sprosta¢ takiemu
wyzwaniu moze jedynie preznie dziatajace rolnictwo wykorzystujace najnowsze
technologie wspierane przez zakrojone na szeroka skale badania interdyscyplinarno-
rozwojowe. Badania takie i idgcy za tym rozwoj dotycza agronomii, hodowli zwierzat,
ogrodnictwa, inzynierii rolniczej, agrofizyki oraz potaczenia tych dyscyplin z szeroko
rozumiang ochrong §rodowiska. Rozw¢j rolnictwa 1 zwigzanych z nim badan, dotyczy
Z jednej strony zwigkszenia wydajnosci produkcji rolnej, w przypadku roslin stworzenie
czy dobor takich odmian roélin, ktére beda jak najlepiej dostosowane do zmieniajacych
si¢ warunkow klimatycznych, bedacych odpornymi na rézne choroby i dajacych
jednoczes$nie wysokie plony o jak najlepszych parametrach oraz cechach pozwalajacych
na ich przechowywanie.

Uzyskanie oczekiwanych plondw zwigzane jest jednoczes$nie z konieczno$cig
odpowiedniego nawozenia ro$lin oraz ochrony upraw przed czynnikami niekorzystnie
na nie wplywajacymi tj. wszelkiego typu zanieczyszczenia, choroby grzybowe czy
chwasty. Chwasty to wszystkie niepozadane w danej uprawie rosliny, ktore beda
konkurowaty z wlasciwym plonem o $wiatlo, wode 1 skladniki pokarmowe.
Jednoczesnie szybki wzrost 1 rozwoj tego typu roslin moze prowadzi¢ do zagluszania
upraw, a co za tym idzie zmniejszenia plonu i pogorszenie si¢ jego jakosci. Chwasty
moga réwniez powodowac opodznienie zbioru oraz generowa¢ dodatkowe koszty
zwigzane z koniecznoscig oczyszczania zbiordw z pozostatosci chwastow.

Od wielu lat z pomoca rolnikom przychodza naukowcy i1 preznie dziatajgca
branza, ktora dostarcza chemiczne $rodki ochrony roslin zwane herbicydami. Herbicydy
naleza do najczesciej stosowanych srodkow ochrony roslin na swiecie. Do najczesciej
stosowanych zwigzkow w ochronie ro$lin nalezg glifosat, 2,4-D (kwas 2,4-dichloro-
fenoksyoctowy), dikamba (kwas 3,6-dichloro-2-metoksybenzoesowy) i MCPA (kwas
(4-chloro-2-metylofenoksy)-octowy). Corocznie obserwujemy wzrost produkcji
réznego typu preparatow chwastobdjczych. Jednoczes$nie z obrotu ze wzgledu np. na
odkryte wtasciwosci toksyczne wycofywane sg kolejne zwigzki. Obserwujemy rowniez
zjawisko uodparniania si¢ chwastow na niektore herbicydy. Konieczne jest zatem
syntezowanie 1 produkowanie nowych zwigzkow, ktore bedg wykazywaly selektywne
lub totalne witasciwosci herbicydowe, bedg mogty by¢ stosowane w jak najmniejszych
dawkach, a jednoczesnie beda bezpieczne dla $rodowiska naturalnego. Interesujaca
alternatywa dla tradycyjnie stosowanych $rodkow chwastobojczych wydaja sie by¢
herbicydowe ciecze jonowe (HILs), czyli ciecze jonowe w ktérych jeden z jonow
wykazuje udowodniong juz i1 przebadang aktywnos$¢ herbicydowa. Warto jednak
réwnoczesnie zwroci¢ uwage na inne ciecze jonowe, ktore jak si¢ okazato wykazuja
toksyczno$¢ w stosunku do roéznych gatunkow roslin 1 oceni¢, czy nie da si¢
wykorzysta¢ ich wlasciwosci w celu zwalczania roslin niepozadanych.
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3.1. Wlasciwosci chwastobdjcze badanych ILs
Metodyka badan

Eksperyment wazonowy dotyczacy oznaczenia potencjalnych wiasciwosci
fitotoksycznych [TEA][CI], [TBA][CI], [TOA][CI], [EMIM][CI], [BMIM][CI] oraz
[OMIM][CI] dla chwastow, zostal przeprowadzony w hali wegetacyjnej Zaktadu
Biochemii, Biotechnologii i Ekotoksykologii, Uniwersytetu Humanistyczno-
Przyrodniczego im. Jana Dtugosza w Czestochowie.

Do doniczek plastikowych o $rednicy 90 mm zawierajacych 250 g gleby, wysiano
jednakowsa ilo$¢ (okreslona w sposob wagowy) nasion zottlicy drobnokwiatowej
(Galinsoga parviflora Cav.), i szczawiu zwyczajnego (Rumex acetosa L.). Gleba uzyta
w doswiadczeniu oraz wszystkie parametry prowadzenia badan byty identyczne, jak
w przypadku omawianych wcze$niej badan prowadzonych dla jeczmienia jarego. Po
3 tygodniach od wschodow, rosliny zostaty opryskane roztworami badanych zwigzkow.
Ciecze jonowe do opryskow zostaly uzyte w postaci roztwordw wodnych w stezeniach
1,0% 1 2,0%. W analogiczny sposob przygotowano réwniez kontrole, ktore opryskano
woda destylowang bez dodatku zwigzkéw. Badania prowadzone byly przez 14 dni od
momentu oprysku.

Jako wskaznik toksyczno$ci badanych zwigzkow postuzyla ocena wizualna
zahamowania wzrostu, powstatych uszkodzen czy usychania badanych gatunkéw
chwastéw, co zostalo udokumentowane w postaci zdje¢ cyfrowych przedstawionych
W niniejszej pracy. Oznaczono rowniez zawarto$¢ chlorofili i karotenoidoéw w badanych
ro$linach oraz inhibicj¢ wzrostu roslin i ich korzeni. Oznaczenia te wykonano zgodnie
z metodykami przedstawionymi w rozdziale Metodyka badan.

Rezultaty i dyskusja

Uzyskane w omawianym eksperymencie wyniki badan, dotyczacych wptywu
amoniowych i imidazoliowych ILs z podstawnikami o r6znej dlugosci, zastosowanych
w postaci oprysku na liScie zottlicy drobnokwiatowej 1 szczawiu zwyczajnego
wskazuja, ze wigkszo$¢ z zastosowanych zwigzkéw wykazuje wihasciwosci
chwastobdjcze. Na obserwowang toksyczno$¢ duzy wplyw miat rodzaj zastosowanego
zwigzku, jego stezenie oraz gatunek chwastu, na ktory dany zwigzek dzialal.
Najsilniejsze wlasciwosci chwastobdjcze wykazal [OMIM][CI], ktory powodowat
usychanie obu ro$lin nawet przy zastosowaniu stezenia 1%. Ze zwigzkdw amoniowych
najwigksze wlasciwos$ci chwastobojcze wykazal [TBA][CI]. Jedynym zwigzkiem ktory
praktycznie nie wykazal Zadnego wplywu na zoéltlice drobnokwiatowa 1 szczaw
zwyczajny byt [TOA][CI]. Toksyczno$¢ amoniowych ILs mozna uszeregowac:
[TBA][CI] > [TEA][CI] > [TOA][CI] natomiast imidazoliowych ILs [OMIM][CI] >
[BMIM][CI] > [EMIM][CI]. Ros$ling wykazujaca wigksza wrazliwo$¢ na zastosowane
zwigzki byt szczaw zwyczajny. Poza [TOA][CIl], wszystkie pozostale zwigzki
powodowaty zmiany w wygladzie roslin juz po jednym dniu od zastosowanego
oprysku, a w kolejnych dniach czg¢$¢ roslin lub wszystkie usychaty. W przypadku roslin,
ktore ,,przetrwaly” obserwowano inhibicje wzrostu ich czesci nadziemnych i korzeni.
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Zmiany te nastgpowaly tym szybciej, im wyzsze stezenie zwigzku zostalo zastosowane
(Rys. 30-35).

Zéltlica drobnokwiatowa Szczaw zwyczajny
Kontrola 1,0% 2,0% Kontrola 1.0%

Termin
2,0%

Dzien 0

Dzien 1

Dzien 2

Dzien 4

Dzien 7

s
\ B

Dzien 14

Rys. 30. Reakcja chwastow na oprysk roztworami [TEA][CI].
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Zéttlica drobnokwiatowa Szczaw zwyczajny
Kontrola 1.0% 2,0% Kontrola 1.0%

Termin
2,0%

Dzien 0

Dzien 1

Dzien 2

Dzien 4

Dzien 7

Dzien 14

Rys. 31. Reakcja chwastow na oprysk roztworami [TBA][CI].
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Zéitlica drobnokwiatowa Szczaw zwyczajny
Kontrola 1,0% 2,0% Kontrola 1.0%

Termin
2,0%

Dzien 0

Dzien 1

Dzien 2

Dzien 4

Dzien 7

Dzien 14

Rys. 32. Reakcja chwastéw na oprysk roztworami [TOA][CI].
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Figaes Zéltlica drobnokwiatowa Szczaw zwyczajny
Kontrola 1,0% 2,0% Kontrola 1,0% 2,0%

o . . . . . .
- . . . . . .
- . . . . . .
- . . . . . .
- . . . .

- . . . . . .

Rys. 33. Reakcja chwastéw na oprysk roztworami [EMIM][CI].
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Termin Zéitlica drobnokwiatowa Szczaw zwyczajny
i

Kontrola 1.0% 2,0% Kontrola 1,0% 2,0%
- . . . . . .
- . . . . . .
o . . . . .
- . I . . .
o . ¢ . .
- . .

Rys. 34. Reakcja chwastow na oprysk roztworami [BMIM][CI].
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Zéitlica drobnokwiatowa Szczaw zwyczajny

Termin
Kontrola g . Kontrola

Dzien 0

Dzien 1

Dzien 2

Dzien 4

Dzien 7

Dzien 14

Rys. 35. Reakcja chwastéw na oprysk roztworami [OMIM][CI].

Obserwacje dokonane na podstawie wygladu ro$lin znalazly odzwierciedlenie
w wartosciach inhibicji dtugo$ci czgsci nadziemnych roslin (Tabela 17) oraz dtugos$ci
korzeni (Tabela 18). W przypadku pigciu zastosowanych ILs obserwowano inhibicje
dhugos$ci czgsci nadziemnych roslin. Zgodnie z tym co zaobserwowano na podstawie
wygladu ro$lin, najwicksze warto$ci inhibicji dlugo$ci cze$ci nadziemnych roslin
zoltlicy drobnokwiatowej oraz szczawiu zwyczajnego stwierdzono po zastosowaniu
oprysku zwigzkami [OMIM][CI], [BMIM][CI] i [TBA][CI] i wynosily one okoto 50%
w odniesieniu do kontroli. W przypadku wptywu badanych ILs zastosowanych
W postaci opryskow na dlugos¢ korzeni szczawiu zwyczajnego, jedynie po
zastosowaniu oprysku roztworami [TOA][CI] nie obserwowano wigkszych zmian
w dhugosci korzeni opryskanych roslin. Opryskanie li§ci z6ttlicy drobnokwiatowej
roztworami badanych ILs nie powodowato tak duzych wartosci inhibicji dtugosci
korzeni tej ro$liny, jak miato to miejsce po ich zastosowaniu na liScie szczawiu
zwyczajnego. Jedynie zastosowanie oprysku 2% roztworem [TBA][CI] w obu
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terminach badan oraz roztworami [OMIM][CI] w 14 dniu badan powodowato widoczna
inhibicje¢ dtugosci korzeni z6itlicy drobnokwiatowe;.

Tabela 17. Dlugosci cze$ci nadziemnych roslin (cm) przed i po oprysku chwastow
roztworami ILs o stezeniu 0, 1,0 i 2,0% ($rednia + odch. stand., n = 3).
Warto$ci oznaczone tymi samymi literami dla poszczegoélnych roslin
W kolejnych terminach badan nie r6znig si¢ miedzy sobg statystycznie na
poziomie p < 0,05.

Dzien 0 Dzien 7 Dzien 14
Zoltlica drobnokwiatowa
Kontrola 8,34+0,73° 11,27+1,46° 12,76+1,922
1% [TEA][CI] 8,04+1,61° 8,95+0,96%
2% [TEA][CI] 7,48+1,530¢ 8,32+0,97°
1% [TBA][CI] 5,67+0,94 8,38+1,64¢
2% [TBA][CI] 4,90+0,78¢ 5,43+0,92%
1% [TOA][CI] 9,63+1,33% 11,09+1,24%®
2% [TOA][CI] 8,45+1,91° 11,21+0,0101%®
1% [EMIM][CI] 7,48+1,64° 7,38+1,73¢%
2% [EMIM][CI] 4,31+0,31¢ 8,38+1,60¢
1% [BMIM][CI] 4,47+0,31¢ 6,73+1,58%%
2% [BMIM][CI] 4,92+1,08¢ 5,55+1,56%
1% [OMIM][CI] 4,89+1,15¢ 4,07+1,20¢
2% [OMIM][CI] 4,700,801 4,56+1,48°
Szczaw zwyczajny

Kontrola 4,32+0,49% 5,22+0,51° 7,031,372
1% [TEA][CI] 2,6440,59° 3,29+1,00°
2% [TEA][CI] 2,9140,63¢ 2,2340,62
1% [TBA][CI] 2,76+0,84° 2,80+0,81%
2% [TBA][CI] 2,69+0,56° 2,20+0,37°
1% [TOA][CI] 4,77+0,522 5,81+0,932
2% [TOA][CI] 4,34+0,88%® 5,65+1,232
1% [EMIM][CI] 3,41+1,06% 3,40+0,75P
2% [EMIM][CI] 3,03+0,71°¢ 2,3440,56"
1% [BMIM][CI] 3,32+0,92% 2,26+0,55%
2% [BMIM][CI] 2,87+0,79° 2,5540,69"
1% [OMIM][CI] 3,01+0,68° 2,1340,24%
2% [OMIM][CI] 2,60+0,43¢ 1,62+0,34¢
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Tabela 18. Dlugosci korzeni roslin (cm) przed i po oprysku chwastow roztworami ILs
o0 stezeniu 0, 1,0 1 2,0% ($rednia + odch. stand., n = 3). Wartosci oznaczone
tymi samymi literami dla poszczegélnych roslin w kolejnych terminach
badan nie r6znig si¢ miedzy sobg statystycznie na poziomie p < 0,05.

Dzien 0 Dzien 7 Dzien 14
Zoltlica drobnokwiatowa
Kontrola 4,74+1,96™ 6,85+2,24% 7,79+3,67%
1% [TEA][CI] 6,38+1,542¢ 7,09+1,88%
2% [TEA][CI] 7,97+1,142 6,15+1,75%
1% [TBA][CI] 6,46+2,022° 7,20+1,69%
2% [TBA][CI] 3,67+1,51¢ 3,13+1,61¢
1% [TOA][CI] 5,56+2,47%¢ 8,05+2,672
2% [TOA][CI] 5,85+1,082¢ 8,13+1,49°
1% [EMIM][CI] 6,82+1,99% 5,3342,29b¢
2% [EMIM][CI] 4,09+2,68" 7,31+2,15%
1% [BMIM][CI] 4,10+2,74% 5,81+1,67%
2% [BMIM][CI] 5,14+2,20%¢ 6,05+1,85%
1% [OMIM][CI] 4,08+2,50° 2,28+0,97¢
2% [OMIM][CI] 5,77+2,84%¢ 2,65+1,33¢
Szczaw zwyczajny
Kontrola 4,86+1,46° 6,07+0,472 7,51+0,872
1% [TEA][CI] 3,05+1,74bcd 4,72+2,19%¢
2% [TEA][CI] 1,42+0,81¢ 2,59+0,97%f
1% [TBA][CI] 2,33+1,215d 4,232 0Ped
2% [TBA][CI] 2,421,730 1,7140,45¢f
1% [TOA][CI] 4,73+1,53%® 6,85+1,882
2% [TOA][CI] 4,61£1,94%¢ 7,14+1,46°
1% [EMIM][CI] 4,35+1,77%° 5,8442,46%
2% [EMIM][CI] 3,31+1,520 2,39+2,234f
1% [BMIM][CI] 3,36+1,75° 3,35+0,80°%
2% [BMIM][CI] 2,74+1,60° 1,81+1,34¢
1% [OMIM][CI] 3,09+1,550d 1,96+0,82¢f
2% [OMIM][CI] 1,97+0,95 1,11+0,54

W wyniku przeprowadzonych badan okreslono réwniez wptyw badanych ILs na
zawarto$¢ suchej masy w ro$linach szczawiu zwyczajnego oraz zottlicy
drobnokwiatowej (Tabela 19). W tabeli zaprezentowano wytacznie wyniki, ktore udato
si¢ uzyska¢. W przypadku pozostatych roslin, ktére uschty po oprysku, brak bylo
mozliwosci okreslenia zawartosci suchej masy.
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Tabela 19. Zawarto$é¢ suchej masy (g-g* $w.m.) w roslinach zottlicy drobnokwiatowej
I szczawiu zwyczajnego przed i po oprysku roztworami badanych ILs
(Srednia + odch. stand., n = 3). Warto$ci oznaczone tymi samymi literami
dla poszczegdlnych roslin w kolejnych terminach badan nie rdéznig si¢

mi¢dzy sobg statystycznie na poziomie p < 0,05.

Dzien 0 Dzien 7 Dzien 14
Zoltlica drobnokwiatowa
Kontrola 0,0565+0,0023¢ 0,0653+0,0057¢ 0,1125+0,0097b
1% [TEA][CI] 0,0818+0,0050" 0,1088+0,00520de
2% [TEA][CI] 0,1059+0,0021f 0,1064::0,0058bede
1% [TBA][CI] 0,1378+0,0400° 0,1187+0,0167°¢
2% [TBA][CI] 0,2119+0,0007" 0,1999+0,0010°
1% [TOA][CI] 0,0780+0,0037 0,1394+0,0101°
2% [TOA][CI] 0,0677+0,00419 0,134240,0101%
1% [EMIM][CI] 0,105440,0281F 0,0971+0,0362°%
2% [EMIM][CI] 0,1985¢ 0,1108+0,0096"¢
1% [BMIM][CI] 0,1980¢ 0,0844+0,0155%
2% [BMIM][CI] 0,1780+0,0015¢ 0,0995+0,0013%
1% [OMIM][CI] 0,2399+0,0022° 0,0718+0,0009¢
2% [OMIM][CI] 0,3632+0,0019° 0,0909+0,0020%
Szczaw zwyczajny
Kontrola 0,0721+0,0075% 0,0655+0,0038? 0,0700+0,0023¢
1% [TEA][CI] - 0,1808+0,0024"
1% [TBA][CI] - 0,2660+0,0016°
1% [TOA][CI] 0,0689+0,00242 0,0715+0,0021¢
2% [TOA][CI] 0,0776+0,0087° 0,0734+0,0025¢
1% [EMIM][CI] - 0,11510,0009°

Zastosowanie wszystkich badanych ILs w postaci opryskéw powodowato wzrost
zawarto$ci suchej masy w roslinach zottlicy drobnokwiatowej. W przypadku
zastosowania imidazoliowych ILs zawarto$¢ suchej masy wzrastata wraz z dlugo$cia
fancucha alkilowego zastosowanego zwigzku oraz wraz ze st¢zeniem zwigzku.
Z amoniowych ILs najsilniejszy wptyw na zawarto$¢ suchej masy w liSciach zottlicy
drobnokwiatowej wykazal [TBA][CI]. Zastosowanie opryskow badanymi ILs na rosliny
szczawiu zwyczajnego spowodowato, ze wiekszo$¢ opryskanych roslin uschta, co nie
pozwolito na przeprowadzenie badan zawartosci suchej masy czy barwnikow
asymilacyjnych. Zwigzkiem, ktéry nie mial wigkszego wptywu na zawarto$¢ suchej
masy w ro$linach szczawiu zwyczajnego byl [TOA][CI]. Ro$liny szczawiu, ktore nie
uschly po zastosowaniu oprysku roztworami 1% [TEA][CI], 1% [TBA][Cl] oraz
1% [EMIM][CI] i urosty, co pozwolito w 14 dniu na zebranie materialu w ilosci
umozliwiajacej przeprowadzenie badan, réwniez charakteryzowaly si¢ zwigkszong
zawartoscig suchej masy w stosunku do roslin kontrolnych.
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W celu okreslenia wptywu ILs na zo6ttlice drobnokwiatowg i szczaw zwyczajny
dokonano rowniez oceny zawartosci barwnikow asymilacyjnych w lisciach tych roslin
(Tabela 20-23). W tabelach zaprezentowano wylacznie wyniki, ktore udato si¢ uzyskac.
W przypadku pozostatych roslin, ktére uschty po oprysku, brak bylo mozliwosci
okreslenia zawartosci barwnikéw asymilacyjnych.

Tabela 20. Zawarto$¢ chlorofilu a (mg-g? s.m.) w lisciach zottlicy drobnokwiatowe;
I Szczawiu zwyczajnego opryskanych roztworami ILs o st¢zeniach 0, 1,0 1 2,0%
($rednia £+ odch. stand., n = 3). Warto$ci oznaczone tymi samymi literami dla
poszczegolnych roslin w kolejnych terminach badan nie r6znig si¢ migdzy sobg
statystycznie na poziomie p < 0,05.

Dzien 0 Dzien 7 Dzien 14
Z6ltlica drobnokwiatowa
Kontrola 14,656+0,1032 14,586+0,0952 8,250+0,153¢

1% [TEA][CI]

11,404+0,010°

8,838+0,140¢

2% [TEA][CI]

7,676+0,044

9,327+0,058°

1% [TBA][CI]

6,580+0,0539

7,557+0,075%

29 [TBA][CI]

3,771+0,016!

4,0010,043

1% [TOA][CI]

10,72040,164°

6,080+0,006"

296 [TOA][CI]

13,345+0,385°

6,103+0,048"

1% [EMIM][CI]

8,765+0,115°

8,479+0,110°

2% [EMIM][CI] 3,267+0,056! 9,026+0,146¢

1% [BMIM][CI] 3,376+0,040! 10,202+0,068°

2% [BMIM][CI] 4,214+0,040" 8,094+0,23 1¢f

1% [OMIM][CI] 2,616+0,015% 11,030+0,3172

2% [OMIM][CI] 1,766+0,005' 7,726+0,1259
Szczaw zwyczajny

Kontrola

10,750+0,103°

11,726+0,129

13,589+0,229%

1% [TEA][CI]

4,694+0,037¢

1% [TBA][CI]

2,958+0,029°

1% [TOA][CI]

10,426+0,217

13,104+0,019°

206 [TOA][CI]

8,397+0,395°¢

11,375+0,066°

1% [EMIM][CI]

7,503+0,677°¢
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Tabela 21. Zawarto$¢ chlorofilu b (mg-g? s.m.) w lisciach zottlicy drobnokwiatowe;
I szczawiu zwyczajnego opryskanych roztworami ILs o stezeniach 0, 1,0
12,0% ($rednia £ odch. stand., n = 3). Wartosci oznaczone tymi samymi
literami dla poszczegdlnych roslin w kolejnych terminach badan nie rdznig
si¢ miedzy sobg statystycznie na poziomie p < 0,05.

Dzien 0 Dzien 7 Dzien 14
Zoltlica drobnokwiatowa
Kontrola 4,140+0,095° 4,333+0,036° 2,558+0,068%
1% [TEA][CI] 3,252+0,004° 2,478+0,045%
2% [TEA][CI] 2,445+0,026° 2,735+0,046°
1% [TBA][CI] 2,002+0,028" 2,640+0,059
2% [TBA][CI] 1,346+0,0129 1,195+0,020'
1% [TOA][CI] 3,392+0,077° 1,788+0,009"
2% [TOA][CI] 4,068+0,142° 1,989+0,0219
1% [EMIM][CI] 2,716+0,026¢ 2,25240,034
2% [EMIM][CI] 1,03240,020" 2,556+0,074%
1% [BMIM][CI] 1,017+0,005" 2,932+0,0252
2% [BMIM][CI] 1,24240,0149 2,335+0,085¢
1% [OMIM][CI] 0,867+0,002' 2,997+0,0342
2% [OMIM][CI] 0,586+0,005/ 2,245+0,074F
Szczaw zwyczajny
Kontrola 2,701+0,145° 3,434+0,0,42° 3,618+0,080?

1% [TEA][CI]

1,234+0,0159

1% [TBA][CI]

0,749+0,018°

1% [TOA][CI]

3,544+0,136%

3,31240,031°

206 [TOA][CI]

2,501+0,133P

3,357+0,013°

1% [EMIM][CI]

1,915+0,316°
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Tabela 22. Zawarto$¢ chlorofilu catkowitego (chlorofil a+b) (mg-g? s.m.) w lisciach
z6ltlicy drobnokwiatowej i szczawiu zwyczajnego opryskanych roztworami
ILs o stgzeniach 0, 1,0 i 2,0% ($rednia + odch. stand., n = 3). Wartosci
oznaczone tymi samymi literami dla poszczegoélnych roslin w kolejnych
terminach nie r6znig si¢ migdzy sobg statystycznie na poziomie p < 0,05.

Dzien 0

Dzien 7

Dzien 14

Z6ltlica drobnokwiatowa

Kontrola

18,796+0,1962

18,919+0,131°

10,808+0,152°

1% [TEA][CI]

14,657+0,006¢

11,315+0,183¢

29 [TEA][CI]

10,120+0,060"

12,063+0,136°

1% [TBA][CI]

8,581+0,071°

10,197+0,123

296 [TBA][CI]

5,117+0,026"

5,196+0,062

1% [TOA][CI]

14,112+0,240°

7,869+0,011"

2% [TOA][CI]

17,403+0,525°

8,092+0,069"

1% [EMIM][CI]

11,482+0,140¢

10,731+0,144¢

2% [EMIM][CI] 4,299+0,076' 11,582+0,216°

1% [BMIM][CI] 4,393+0,044 13,13440,066°

2% [BMIM][CI] 5,456+0,034" 10,429+0,165%

1% [OMIM][CI] 3,483+0,014) 14,028+0,289?

2% [OMIM][CI] 2,352+0,010% 9,971+0,0539
Szczaw zwyczajny

Kontrola 13,452+0,239° 15,159+0,170% 17,206+0,3012

1% [TEA][CI]

5,927+0,048¢

1% [TBA][CI]

3,707+0,047¢

1% [TOA][CI] 13,970+0,353° 16,416+0,0392
2% [TOA][CI] 10,899+0,526° 14,73340,075°
1% [EMIM][CI] - 9,419+0,361°¢
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Tabela 23. Zawarto$¢ karotenoidow (mg-g* s.m.) w lisciach zottlicy drobnokwiatowe;
I szczawiu zwyczajnego opryskanych roztworami ILs o st¢zeniach 0, 1,0
1 2,0% (Srednia + odch. stand., n = 3). WartoSci oznaczone tymi samymi
literami dla poszczegélnych roslin w kolejnych terminach nie roznig si¢

migdzy sobg statystycznie na poziomie p < 0,05.

Dzien 0 Dzien 7 Dzien 14
Zéltlica drobnokwiatowa
Kontrola 3,723+0,031% 3,594+0,018? 2,2214+0,028°¢
1% [TEA][CI] 2,773+0,003¢ 2.203+0,024°
2% [TEA][CI] 1,892+0,012¢ 2.24720,012°
1% [TBA][CI] 1,58120,009" 1.81940,020°
2% [TBA][CI] 0,9140,153¢ 0.993+0,008"

1% [TOA][CI]

2,881+0,046°

1,748+0,004°

2% [TOA][CI]

3,310+0,090°

1,788+0,008°

1% [EMIM][CI] 2,095+0,021¢ 2,035+0,017¢
2% [EMIM][CI] 0,764+0,014" 2,230+0,028°
1% [BMIM][CI] 0,785+0,012" 2,448+0,024°
2% [BMIM][CI] 1,026+0,0089 1,959+0,047¢
1% [OMIM][CI] 0,619+0,004' 2,773+0,045°
2% [OMIM][CI] 0,380+0,001) 1,938+0,092¢

Szczaw zwyczajny

Kontrola

2,774+0,021%

2,864+0,037%

3,332+0,041?2

1% [TEA][CI]

1,185+0,008¢

1% [TBA][CI]

0,772+0,005°

1% [TOA][CI]

2,671+0,036°

3,364+0,002%

2% [TOA][CI]

2,266+0,107¢

3,013+0,075°

1% [EMIM][CI]

1,869+0,361°¢

Na podstawie uzyskanych wartosci

poziomu barwnikéw asymilacyjnych

w lisciach zottlicy drobnokwiatowe] 1 szczawiu zwyczajnego obliczono réwniez
stosunek warto$ci chlorofilu a do chlorofilu b (Tabela 24) oraz chlorofilu catkowitego
do karotenoidow (Tabela 25).
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Tabela 24. Warto$ci liczbowe prezentujgce stosunek zawartosci chlorofil a/chlorofil b

w lisciach zo6ttlicy drobnokwiatowej i szczawiu zwyczajnego przed i po
oprysku roztworami ILs ($rednia + odch. stand., n = 3). Warto$ci oznaczone
tymi samymi literami dla poszczegdlnych roslin w kolejnych terminach nie
r6znig si¢ miedzy sobg statystycznie na poziomie p < 0,05.

Dzien 0

Dzien 7

Dzien 14

Z6ltlica drobnokwiatowa

Kontrola

3,541+0,059%

3,367+0,006"

3,226+0,114°%

1% [TEA][CI]

3,507+0,008%

3,567+0,021¢

29 [TEA][CI]

3,140+0,040°

3,410+0,027°

1% [TBA][CI]

3,288+0,040

2,863+0,047

296 [TBA][CI]

2,802+0,0209

3,350+0,021¢

1% [TOA][CI]

3,160+0,027¢

3,400+0,018

2% [TOA][CI]

3,289+0,029«

3,069+0,010°

1% [EMIM][CI]

3,227+0,013¢%

3,765+0,0112

2% [EMIM][CI]

3,165+0,010°

3,53240,052%

1% [BMIM][CI]

3,320+0,030°

3,480+0,042°

296 [BMIM][CI]

3,393+0,064°

3,472+0,213b

1% [OMIM][CI]

3,015+0,021°

3,6810,144%

29 [OMIM][CI]

3,013+0,020"

3,445+0,166

Szczaw

zwyczajny

Kontrola

3,986+0,187%

3,415+0,005°

3,757+0,016%

1% [TEA][CI]

3,804+0,0312

1% [TBA][CI]

3,95240,059%

1% [TOA][CI]

2,983+0,052°¢

3,957+0,0372

2% [TOA][CI]

3,358+0,036"

3,388+0,016"

1% [EMIM][CI]

3,915+0,0772
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Tabela 25. Wartosci liczbowe prezentujgce stosunek zawartosci chlorofil catkowity/
karotenoidy w lisciach zéttlicy drobnokwiatowej i szczawiu zwyczajnego
przed i po oprysku roztworami ILs ($rednia + odch. stand., n = 3). Wartos$ci
oznaczone tymi samymi literami dla poszczegdlnych roslin w kolejnych
terminach nie r6znig si¢ migdzy sobg statystycznie na poziomie p < 0,05.

Dzien 0 Dzien 7

Z6ltlica drobnokwiatowa

Dzien 14

Kontrola

5,048+0,014

5,265+0,013

4,866+0,035°

1% [TEA][CI]

5,28440,007"

5,137+0,028

29 [TEA][CI]

5,349+0,050

5,367+0,035°

1% [TBA][CI]

5,42740,050

5,607+0,005%

296 [TBA][CI]

5,69040,041%

5,23340,020°

1% [TOA][CI]

4,899+0,036°

4,502+0,006

2% [TOA][CI]

5,257+0,043

4,527+0,031F

1% [EMIM][CI]

5,481+0,061"

5,272+0,036"

2% [EMIM][CI]

5,628+0,030%

5,193+0,033P

1% [BMIM][CI]

5,600+0,034%

5,366+0,058"

296 [BMIM][CI]

5,31840,020

5,325+0,065"

1% [OMIM][CI]

5,624+0,014%

5,059+0,022%

29 [OMIM][CI]

6,186+0,035%

5,153+0,225%

Szczaw

zwyczajny

Kontrola

4,850+0,113°

5,292+0,019°

5,163+0,036°

1% [TEA][CI]

5,004+0,031°

1% [TBA][CI]

4,802+0,033°¢

1% [TOA][CI]

5,23040,0972

4,881+0,011%¢

2% [TOA][CI]

4,810+0,030°

4,890+0,029¢

1% [EMIM][CI] - 4,935+0,096°

Opryskanie ro$lin zottlicy drobnokwiatowej oraz szczawiu zwyczajnego
roztworami [TEA][CI], [TBA][CI], [EMIM][CI], [BMIM][CI] oraz [OMIM][CI]
powodowato spadek zawartosci chlorofilu a, chlorofilu b, chlorofilu catkowitego oraz
karotenoidéw. W przypadku zastosowania imidazoliowych ILs obnizenie si¢ zawartosci
barwnikéw asymilacyjnych w liciach zottlicy drobnokwiatowej w 7 dniu po oprysku
byto stosunkowo wigksze, niz to, ktore stwierdzono w 14. dniu od przeprowadzenia
oprysku. Bardziej widoczne zmiany zawartosci barwnikow asymilacyjnych
obserwowano w liSciach szczawiu zwyczajnego. W roslinach, ktore nie uschty po
zastosowaniu opryskow badanymi ILs, obserwowano spadek zawartosci barwnikow
asymilacyjnych nawet po zastosowaniu oprysku roztworami [TOA][CI]. W przypadku
obu roslin nie obserwowano natomiast wigkszych zmian w warto$ciach liczbowych
stosunku zawartosci chlorofilu a do chlorofilu b oraz chlorofilu catkowitego do
karotenoidow.
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Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze badane zwigzki zastosowane w postaci
opryskow na rosliny zoltlicy drobnokwiatowej i szczawiu zwyczajnego, z wyjatkiem
[TOA][CI], maja fitotoksyczny wpltyw na te chwasty. Moze to wskazywaé na fakt, ze
zwiazki te mogg by¢ pobierane przez rosliny w podobny sposob jak herbicydy dolistne,
przez powierzchni¢ blaszki liscia lub przez aparaty szparkowe [251]. Ros$ling bardziej
odporng na zastosowane ILs byta z6ttlica drobnokwiatowa. Uzyskane wyniki badan sg
zgodne z rezultatami wcze$niej prowadzonych badan wilasnych. Badajac wplyw
alkiloimidazoliowych tetrafluoroboranéw na rosliny zottlicy drobnokwiatowej,
szczawiu zwyczajnego oraz komosy bialej rowniez wskazano na wigksza odpornosc
z6Mtlicy drobnokwiatowej na zastosowane ILs [21]. Obserwowane w przypadku obu
chwastow zmiany zawarto$ci barwnikdéw asymilacyjnych moga wskazywac na fakt, ze
ILs powoduja stres oksydacyjny i zaburzenia fizjologiczne w funkcjonowaniu tych
roslin, podobnie jak to bytlo obserwowane i omawiane po zastosowaniu badanych ILs
w uprawie jeczmienia jarego. Podobne zmiany zawarto$ci barwnikow asymilacyjnych
pod wpltywem réznych substancji chemicznych obserwowali réwniez Stupnicka-
Rodzynkiewicz 1 wsp. [252] badajac wptyw réznych kwasow fenolowych na rosliny
wloénicy zielonej, chwastnicy jednostronnej, zo6ttlicy drobnokwiatowej oraz komosy
biatej oraz Yao i wsp [253] badajac wptyw chlorkéw sodu 1 potasu na komose biata.
Klem i1 wsp. [254] obserwowali takze spadek fluorescencji chlorofilu w ro$linach
maruny nadmorskiej, miotly zbozowej oraz gorczycy bialej pod wptywem roztworow
wodnych isoproturonu.

Uzyskane w prezentowanych badaniach wyniki wskazuja na wyrazng
fitotoksyczno$¢ [TEA][CI], [TBA][Cl], [EMIM]CI], [BMIM][C] oraz [OMIM][CI]
w stosunku do chwastow — z6ltlicy drobnokwiatowej 1 szczawiu zwyczajnego. Dane te
moga zosta¢ w przysztosci wykorzystane podczas projektowania nowych zwigzkow
0 wlasciwosciach chwastobojczych lub zwigzki te moga by¢ w przysztosci (po
przeprowadzeniu szczegdtowych badan) wykorzystane jako srodki chwastobdjcze.
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Whioski

WNIOSKI

Omowione w niniejszej pracy wyniki badan pozwolity na wyciagnigcie

nastgpujacych wnioskow:

1.

Badane ciecze jonowe — chlorki tetraetyloamoniowy, tetrabutyloamoniowy, 1-ety-
lo-3-metyloimidazoliowy, 1-butylo-3-metyloimidazoliowy oraz 1-metylo-3-oktylo-
imidazoliowy wykazuja fitotoksyczno$¢ oraz prowadza do stresu oksydacyjnego
u siewek jeczmienia jarego. Chlorek tetraoktyloamoniowy byt jedynym zwigzkiem,
ktory nie wykazywat toksycznosci dla siewek jeczmienia jarego.

Imidazoliowe ciecze jonowe wykazywaly wyzsza toksycznos¢ w stosunku do
siewek jeczmienia jarego, niz amoniowe ciecze jonowe.

Zaobserwowano nastepujacy wptyw czynnikéw na toksyczno$¢ ILs: zastosowane
stezenie zwigzku > rodzaj zwigzku > czasu prowadzenia badan.

Obecnos¢ w glebie [TEA][CI], [TBA][CI], [EMIM][CI], [BMIM][CI] oraz
[OMIM][CI] powodowata spadek =zawartosci barwnikdw asymilacyjnych
w siewkach jeczmienia, ktory byt dodatnio skorelowany ze stezeniem zwigzkow.
Wprowadzenie do gleby [TEA][CI], [TBA][CI], [EMIM][CI], [BMIM][CI] oraz
[OMIM][CI] spowodowato wzrost zawarto$ci proliny oraz nadtlenku wodoru
w siewkach jeczmienia jarego, natomiast nie prowadzito do jednoznacznych zmian
zawarto$ci dialdehydu malonowego. Jednocze$nie obserwowano spadek zawarto$ci
proliny, H,O2 oraz MDA w siewkach jeczmienia jarego w trakcie prowadzenia
eksperymentu.

Stres oksydacyjny wywotany obecnoscia w podiozu [TEA][CI], [TBA][CI],
[EMIM][CI], [BMIM][CI] oraz [OMIM][CI] prowadzil do wzrostu aktywnos$ci
peroksydazy w jeczmieniu jarym. Nie stwierdzono natomiast jednoznacznych
zmian aktywno$ci katalazy 1 dysmutazy ponadtlenkowej w siewkach tego zboza.
Chlorki tetraetyloamoniowy, tetrabutyloamoniowy, 1-etylo-3-metyloimidazoliowy,
1-butylo-3-metyloimidazoliowy oraz 1-metylo-3-oktyloimidazoliowy zastosowane
w postaci opryskow, wykazuja toksyczno$¢ w stosunku do dwodch gatunkow
chwastow — zo6ltlicy drobnokwiatowej 1 szczawiu zwyczajnego, co wskazuje na
fakt, ze moga one by¢ wykorzystane przy projektowaniu nowych S$rodkoéw
chwastobdjczych.
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