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WPLYW DETERGENTOW NA ROZWOJ ROSLIN UPRAWNYCH'

INFLUENCE OF DETERGENTS ON DEVELOPMENT OF DOMESTICATED PLANTS

Abstrakt: W artykule przedstawiamy prace badawcza, ktérej powstanie byto okreslone wymogami stawianymi przez Komitet
Organizacyjny Olimpiady Biologicznej. Pokazujemy, w jaki sposéb zrealizowaé projekt, by uczen liceum poznat metodyke
i wymagania pracy naukowej. Wierzymy, ze najlepsi uczniowie chetniej podejma wyzwania, ktére daja realne odpowiedzi na
nurtujace ich pytania, mimo ich stopnia trudnosci i poziomu skomplikowania. ChcieliSmy przede wszystkim zademonstrowac,
ze rozwigzanie wielu probleméw badawczych lezy w zasiggu mozliwosci licealistow. Pokazujemy przyktad pracy
zaproponowany przez ucznia - projekt zaktadat zbadanie wptywu detergentéw (wybrano popularny proszek do prania) na
rozwdj roslin hodowlanych na przyktadzie kapusty bialej (Brassica oleracea) i rzodkiewki zwyczajnej (Raphanus sativus var.
sativus). W tym celu wykorzystano spektroskopi¢ UV-Vis (do okreslenia ilosci chlorofilu), wysokosprawna chromatografi¢
cieczowa faz odwréconych RP HPLC (by sprawdzi¢, czy jeden, wytypowany zwigzek - Lilial, akumuluje si¢
w lisciach kapusty biatej) oraz miareczkowanie kompleksometryczne (okreslenie st¢zenia niektérych kationdw w soku
komérkowym).

Stowa kluczowe: dydaktyka, ekologia, Olimpiada Biologiczna, proszek do prania

Abstract: In this paper we present the concerning scientific report, which was prepared as first requirement of the Organizing
Committee of the Biology Contest for the high school students. We show how to encourage the best of high school students to
follow the methodology and regime of academic research. We believe that they would take the risk to answer important
question irrespective of effort required to fulfill the objectives. Our main aim was to ensure, that such project could be
conducted by high school student. However it is often, that the easier project is realized instead of interesting one. We
demonstrate the intransigent work. The subject proposed focus on influence of detergents (washing powder) on development of
plants: white cabbage (Brassica oleracea) and radish (Raphanus sativus var. sativus). UV-Vis spectroscopy (determination of
chlorophylls amounts), high pressure liquid chromatography (RP HPLC; investigation of Lilial accumulation in leaves) and
titration (determination of magnesium ions concentration) were used.

Keywords: didactics, ecology, high school students the Biology Contest, washing powder

Wstep

Zasady Olimpiady Biologicznej (OB) dla uczniéw szkot
srednich zobowiazuja uczestnikéw do przeprowadzenia
pracy badawczej oraz opisania wynikéw w formie plakatu,
co stanowi pierwszy etap zmagan konkursowych. Tematyka
projektow dotyczy wielu aspektéw biologii i ekologii. Ze

! Projekt badawczy wykonywany przez ucznia liceum

wzgledu na ograniczenia wynikajace z limitu czasu oraz
dostgpu do aparatury badawczej sa to zazwyczaj prace
stosunkowo proste, czesto sktadajace si¢ jedynie z czesci
literaturowej,  uzupetnionej  prostym  eksperymentem,
przeprowadzonym wedlug utartego schematu. Wielu
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uczniéw, ktérzy wykazywali zainteresowanie biochemia
i biologia molekularng realizowato projekty dotyczace
zupelnie innej tematyki tylko ze wzgledu na ich mniejszy
stopien skomplikowania i poziom trudno$ci. W niniejszym
artykule pokazujemy, ze mozliwa jest realizacja projektu
z zakresu biochemii i biologii molekularnej przez ucznia
liccum na poziomie doréwnujacym wielu pracom
licencjackim. Niemniej wybdr tych dzialéw biologii
powinien by¢ dostepny jedynie dla najzdolniejszych, ktérzy
jednoczesnie wykazuja zainteresowanie proponowanymi
zagadnieniami. Moze si¢ zdarzy¢, ze uczen sam sformutuje
problem, na ktdéry chciatby znalez¢ odpowiedz. W takim
przypadku wazng rol¢ odgrywa nauczyciel prowadzacy,
ktéry ocenia szanse powodzenia projektu oraz mozliwos¢
jego realizacji. Podstawowym warunkiem jest tu silna
motywacja ucznia przy jednoczesnym wsparciu opiekuna
naukowego.

Prezentujemy wyniki projektu badawczego
zatytulowanego ,Wpltyw detergentéw na rozwdj roslin
uprawnych”, ktéry byl realizowany w dwdch etapach,
odpowiadajagcym dwém edycjom OB. W 2009 roku, w ciagu
dwéch letnich miesigcy, przebadano wptyw proszku do
prania na dwa gatunki roslin - kapust¢ biata (Brassica
oleracea) i rzodkiewke zwyczajna (Raphanus sativus var.
sativus). Skoncentrowano si¢ jedynie na zbadaniu wptywu
detergentéw na wzrost roslin oraz zawarto$¢ chlorofilu
w lisciach. Raport ztej czes$ci projektu dat przepustke do
dalszych etapéw olimpiady, ktdrej uczen zostat laureatem.

W 2010 roku postanowiliSmy skoncentrowaé si¢ na
potwierdzeniu wczesniejszych wynikéw zwigzanych ze
wzrostem oraz iloscia chlorofilu jedynie na przyktadzie
kapusty biatej (Brassica oleracea). Wybor tej rosliny
zwigzany byt z jej charakterystyka spozywcza - jadalne
licie, ktére potencjalnie mogly akumulowaé toksyny.
Wydtuzono tez czas badan z dwéch do pigciu miesigcy.
Kolejng wazna przyczyng kontynuowania badan bylo
uzyskanie dostgpu do odpowiedniej aparatury, co umozliwito
zbadanie zawartosci toksycznych sktadnikéw w roslinach
poddanych dziataniu proszku do prania. Ponadto
potwierdzono  wczesniejsze  przypuszczenia — dotyczace
znacznej roli zeolitéw w adsorbowaniu zaréwno jonéw, jak
i komponentéw  organicznych. Konieczno$¢ rezygnacji
z badan nad rzodkiewka zwyczajna (Raphanus sativus var.
sativus) wynikata z ograniczenia czasowego dostepu do
przyrzadéw pomiarowych.

Wazng czgscig catego projektu bylo nawigzanie przez
ucznia  kontaktéw  naukowych, ktére  umozliwity
przeprowadzenie  pomiaréw  z wykorzystaniem  trudno
dostgpnej aparatury. Z naszego doswiadczenia wynika, ze
osrodki naukowe sa zazwyczaj otwarte na tego typu
wspotprace. Jest ona niezbedna w projektach z zakresu
biochemii i biologii molekularne;j.

Opis projektu

Detergenty sa stalym elementem naszej egzystencji.
Specyficznym  produktem chemicznym powszechnego
uzytku sa proszki do prania. Sg one rezerwuarem ogromne;j
ilosci  komponentéw  zaréwno  organicznych,  jak

i nieorganicznych. Analizujac sktad [1] uzytego w badaniach
produktu jednej z czotowych marek, mozna wykazac¢
obecnos¢ nastepujacych substanciji:

e soli nieorganicznych - regulujagcych pH, wtym wiele
weglanéw i fosforanéw (ok. 5% masy proszku),

e enzyméw  lipolitycznych,  glikolitycznych  oraz
proteolitycznych,

e glinokrzemianéw - zeolitéw, ktére sa odpowiedzialne za
adsorpcj¢ wielu substancji m.in. kationéw, zwigzkéw
organicznych [2],

e wybielaczy optycznych,

e substancji nadajacych zapach.

Sposréd nich wytypowano 3-(4-tert-butylofenylo)-2-
metylo-propanal (Lilial), nalezacy do grupy substancji
zapachowych, jako zwigzek poszukiwany w lisciach roslin
poddanych dziataniu roztworé6w detergentu. Decyzja
o wyborze Lilialu podyktowana byta kilkoma czynnikami:
opisang, znaczng toksycznoscig [3], mozliwoscig zakupienia
go (Fluka) oraz obecno$cia danych na temat identyfikacji
tego zwigzku w literaturze [4, 5], co znacznie uproscito
dobdr witasciwej procedury. Dzigki dyrektywie [6],
uchwalonej przez Parlament Europejski, istnieje obowigzek
podania informacji dotyczacej zawartosci poszczegdlnych
sktadnikéw zapachowych w produktach kosmetycznych.
Dzi¢cki temu wiadomo, ze zawartos¢ Lilialu w samym
proszku wynosi ponad 0,01% masy catosci. Jest to wartos$¢
duza, zwazajac na LDs, tego zwiazku, ktére wynosi
1,39 mg/kg masy ciala. Duza zawarto$¢ tego sktadnika
w proszku byla decydujaca przy podejmowaniu decyzji
o ustanowieniu Lilialu punktem odniesienia obecnosci
toksycznych zwiazkow.

Kolejng wazng frakcja poddana analizie byty
glinokrzemiany. Ich znane wlasciwosci adsorpcyjne [2]
mogty mie¢ znaczacy wptyw na stezenie jondw i zwigzkéw
chemicznych w ekstraktach roslinnych. Szczegélny wptyw
mogt dotyczy¢ adsorpcji kationdw niezbgdnych roslinom do
prawidlowego  rozwoju  oraz  pewnych  substancji
organicznych naturalnie wystgpujacych w srodowisku zycia
roslin.

Najwazniejsza frakcja zwiazkéw chemicznych, pod
wzgledem wptywu na wzrost roslin, byly sole nieorganiczne.
Wystgpowanie ich w duzych ilosciach (wedtug producenta
masa samych fosforanéw stanowi okoto 5% masy proszku)
wskazuje na potencjalnie korzystne oddzialywanie na
ros§liny. Nawet najlepsze nawozy zawieraja w sobie mniej
fosforanéw od przecietnego proszku do prania.

Eutrofizacja jest procesem wzbogacania zbiornikéw
i ciekéw wodnych w substancje odzywcze, co prowadzi do
ich zarastania. Wiadomo, ze proces ten moze by¢
wywolywany zaréwno przenawozeniem, jak i nadmiernym
uzywaniem detergentéw, co skutkuje zaburzeniami
ekosysteméw. Celem badan bylo wykazanie znaczenia
wpltywu nieodpowiedniego odprowadzania $ciekéw oraz
gospodarki komunalnej na uprawiane rosliny. Powszechny
w Polsce problem zwigzany =z rozwojem sieci
kanalizacyjnych (szczegdlnie na terenach wiejskich) byt
podstawa do sprawdzenia, czy te zaniedbania moga miec
konsekwencje. Przyczyna wydostawania si¢ $ciekdw moga
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by¢ awarie lub brak infrastruktury kanalizacyjnej, co
skutkuje pozbywaniem si¢ Sciek6w na przyktad do rowdéw
melioracyjnych czgsto wystgpujacych w poblizu areatéw
uprawnych. Najwigkszym emiterem  tego typu
zanieczyszczen sg jednak wielkie miasta i przemyst.

Cze$¢ eksperymentalna

W roku szkolnym 2009/2010 przeprowadzono pierwszy
etap badan. W okresie letnim zasiano i obserwowano wzrost
dwoch gatunkéw roslin - rzodkiewki zwyczajnej (Raphanus
sativus var. sativus) oraz kapusty biatej (Brassica oleracea).
Szesnastego dnia po wysianiu nasion (jeden producent -
W. Legutko) przepikowano rosliny do szesciu osobnych
skrzynek z ta sama gleba (pH = 6,7+6,9) iidentycznymi

warunkami zewnetrznymi, zapewnionymi przez uzycie
szklarni (wedlug zalecen producenta nasion). Dla kazdego
gatunku  wyodrebniono  trzy  populacje, kazda po

20 osobnikéw: grupa kontrolna, grupa badana 1# oraz grupa
badana 2#. Grupy kontrolne podlewane byly woda
wodociagows, grupy badane 1# zamiast wody otrzymywaty
0,55% roztwér wodny proszku do prania o pH = 10 (stgzenie
podane przez producenta detergentu jako st¢zenie robocze
proszku), natomiast grupy badane 2# otrzymywaty 0,25%
roztwor tego detergentu (pH = 8,3+8,9). Jako rozpuszczalnik
postuzyta woda wodociagowa, ta sama, ktérg podlewano
grupy kontrolne. Analiza wzrostu polegala na mierzeniu
dlugosci cze$ci nadziemnych roslin. Nastegpnym krokiem
bylo uzyskanie ekstraktu acetonowego [6], umozliwiajacego
przeprowadzenie pomiaréw spektrofotometrycznych UV-
-Vis.

W drugim etapie badan (przeprowadzonym w roku
szkolnym  2010/2011)  zmodyfikowano  nieznacznie
procedury eksperymentalne, korzystajac ze zdobytych
doswiadczen oraz uwag recenzenta raportu (Olimpiada
Biologiczna). Wyznaczono cztery populacje kapusty bialej
(Brassica oleracea), jedna kontrolng oraz trzy, ktérym
podawano roztwory proszku do prania o stgzeniach
r6znigcych si¢ od stezenia roboczego (grupa badana 1;
0,55%) o rzad (grupa badana 2; 0,055%) oraz dwa rzedy
wielkosci (grupa badana 3; 0,0055%). Grupie kontrolnej
podawano zwykla wode wodociggowa, ktéra postuzyta
réwniez jako rozpuszczalnik do przygotowania roztwordw,
ktérymi podlewane byty rosliny z grup 1, 2 oraz 3.

Tabela 1. Szczegétowy opis przeprowadzonych analiz
Table 1. Detailed description of performed analyses

Wszystkie grupy roslin byly umieszczone w jednej szklarni,
w tych samych warunkach cieplnych, odizolowane od
opadéw. Zostaly wysiane, a nastepnie przepikowane na tej
samej glebie (Substral, ziemia uniwersalna) po dwadzie$cia
osobnikéw w doniczce, co spetnialo wymogi rozwojowe
podane przez producenta nasion (PlantiCo). Wszystkie grupy
byty podlewane taka sama iloscig roztwordw, ktéra zalezata
od temperatury i potrzeb. We wrzesniu nastapit zbiér lisci
w celu przeprowadzenia analiz. Ekstrakty przygotowywano
wedtug dobrze opisanej procedury [7].

Szczegdtowe dane dotyczace analiz ekstraktéw z lisci
obu gatunkéw roslin zebrano w tabeli 1.

Do okreslenia ilosci chlorofilu w lisciach uzyto zaréwno
klasycznego wzoru Arnona [9]:

Cettorofit aso = (20,2 - A** + 8,02 - A%?) - V- (1000W) "
gdzie W - masa prébki (lisci) [g], A - absorbancja [-],
V - catkowita objetos¢ ekstraktu [cm’], C - stezenie
wyrazone w mg przypadajacych na 1 g lisci uzytych do
przygotowania ekstraktu; jak i jego uaktualnionej wersji
[10]:

Cottorofitasp = (17,76 - A% +7,34 - A°%) . 20

gdzie C - stezenie chlorofilu [pg/g lisci].

W czasie realizacji projektu wykorzystano aparatur¢ RP
HPLC firmy Lumex z zestawem detektoréw Perkin Elmer
i kolumnami C-18 firmy Cosmosil. Pomiary absorbancji
UV-Vis wykonano z uzyciem aparatu Shimadzu 2450.
W  pomiarach HPLC wykorzystano rozpuszczalniki
o odpowiedniej czystosci. W innych badaniach uzyto
odczynnikéw o jakosci cz.d.a.

Wyniki

ETAP I (2009/2010); kapusta biata (Brassica
oleracea) i rzodkiewka zwyczajna (Raphanus sativus
var. sativus)

Roztwér detergentu o stezeniu bazowym (réwnym
optymalnemu w procesie prania, ktére wedlug producenta
wynosi  0,55%) okazat si¢ zabdjczy dla rzodkiewki
zwyczajnej (Raphanus sativus var savitus), ktérej badana
populacja 1# zostata zniszczona. Hodowla zostata przerwana,
poniewaz ponad 60% osobnikéw obumarto, a rdéznice
wzrostu w stosunku do grupy kontrolnej byty bardzo duze.

ETAP | |

ETAP2

Spektrofotometria UV-Vis

HPLC Kompleksometria

1 g materiatu roslinnego, stezony

Preparacja 5 g rozdrobnionych lisci,
p . kwas azotowy(V), piyta elektryczna,
prébek aceton lub acetonitryl (MeCN), saczek 20 um [6] perhydrol, woda destylowana [8]
1. Rozcienczenie L. EE::;;E;ZS“]C 1. Zainstalowanie 1. Mianowanie roztworu EDTA
ekstraktéw o kolumny w aparaturze (stezenie 0,005 mol/dm?)
. rozpuszczalnikiem . . L.
rozpuszczalnikiem W stosunku 1:1 oraz konfiguracja 2. Przygotowanie wskaznika -
Przebieg w stosunku 1:9 3 ; warunkéw analizy [4] czerni eriochromowej T
. 3 (1,5 cm” ekstraktu . f - . .
analizy (1 cm’ ekstraktu (1.5 em? 2. Umieszczenie 3. Pigciokrotne miareczkowanie
i9 cm® acetonu) ’ . klarownych kazdej prébki 0,005 molowym
. o rozpuszczalnika) p ‘o
2. Rejestracja widm 2 Reiestracia widm roztworéw roztworem EDTA w obecnosci
kolejnych prébek i«)l ernych Jp 6bek w autosamplerze wskaznika
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Rys. 1. Wzrost pedéw: a) kapusty biatej i b) rzodkiewki zwyczajnej
w funkcji czasu i stezenia roztworéw proszku do prania, ktérymi
podlewano badane grupy roslin. W przypadku kapusty biatej wyniki
uzyskane w obu etapach badan sa jako$ciowo identyczne (pokazano
wyniki z etapu drugiego)

Fig. 1. The growth of sprouts: a) Brassica oleracea and b) Raphanus
sativus as a function of time and concentration of detergent solutions
used. In case of Brassica oleracea the results of two series of
experiments were qualitatively identical (only results for second
phase of the presented studies are shown)

Grupa badana 2# wykazata natomiast nieznacznie wicksze
dtugosci pedu niz grupa kontrolna (rys. 1).

W badanym zakresie st¢zen kapusta biata (Brassica
oleracea) wykazuje prawie liniowe Kkorelacje miedzy
stezeniem detergentu 1 szybkoscia wzrostu roslin.
W przypadku najwickszej ilo$ci dostarczanego proszku
(0,55%) liscie zmienity kolor na fioletowy, a jednoczesnie
zaobserwowano szybszy wzrost niz w grupie kontrolne;j.
Prawdopodobnie wigksze st¢zenie roztworéw detergentu
spowodowatoby zmniejszenie szybkosci wzrostu (jak
w przypadku rzodkiewki zwyczajnej). Proszek do prania
spowodowatl szybszy wzrost roslin, poniewaz zawiera duze
ilosci fosforanéw i azotandéw (zawarto$¢ na jednostke masy
wigksza niz w przypadku nawozéw rolniczych). Jednak po
przekroczeniu pewnego granicznego st¢zenia, zaleznego od
badanego gatunku, zaczyna dominowaé toksycznosé¢
pozostatych zwiazkéw chemicznych zawartych w proszku
i nastepuje zmniejszenie szybkosci wzrostu roslin.

Wplyw roztwordw proszku do prania na stezenie

chlorofilu zalezy od gatunku. Bez wzgledu na st¢zenie
detergentu populacje rzodkiewki negatywnie reagowaty na
podawane roztwory; stezenie 0,25% powodowato tylko
nieznaczne zmiany w stosunku do grupy kontrolnej (tab. 2),
a wplywalo pozytywnie na wczesniej opisane dtugosci
pedéw. Stezenie bazowe (0,55%) powodowato zmniejszenie
zawarto$ci chlorofilu o potowe w poréwnaniu do grupy
kontrolne;j.
W przypadku kapusty roztwory detergentu miaty pozytywny
wptyw na zawartos¢ chlorofilu a i b w lisciach. Obserwuje
si¢ wyrazne maksimum ilosci chlorofilu w funkcji stgzenia
proszku. Co interesujace, wzrost dtugosci pedéw nie jest
skorelowany ze zmianami ilosci chlorofilu (rys. 2).
Maksimum ilosci chlorofilu obserwowane jest przy
mniejszym st¢zeniu niz maksimum szybkosci wzrostu pedéw
(dla kapusty poza obszarem badanych st¢zen). W przypadku
kapusty bialej maksimum wystgpuje przy stezeniu okoto
0,25% (za mato punktéw pomiarowych, by jednoznacznie
okresli¢, czy zawiera si¢ w przedziale 0,055+0,25% czy
0,25+0,55%), mimo ze maksimum wzrostu pgdu wystepuje
przy stgzeniu 0,55% proszku. W przypadku rzodkiewki
zwyczajnej  maksimum  prawdopodobnie  wystepuje
w przedziale stezen od 0 do 0,25%, a pierwszy punkt
pomiarowy (0,25%) odpowiada juz spadkowi ilo$ci
chlorofilu, co zgadza si¢ z danymi dotyczacymi tempa
wzrostu (rys. 1).

Tabela 2. Poréwnanie zawartosci chlorofilu (oznaczone za pomoca spektroskopii UV-Vis) w grupach kontrolnych oraz podlewanych roztworami detergentu
o réznych stezeniach. Wyniki uzyskane z wykorzystaniem klasycznego wzoru Arnona i jego uaktualnionej wersji r6znia si¢ bardzo nieznacznie

Table 2. The comparison of the contents of chlorophylls (according to UV-Vis measurements) in control group and in groups watered with detergent solutions
of different concentrations. The results obtained with use of the Arnon equation and its improved version do not differ significantly

Procentowa Rzodkiewka (etap I) Kapusta (etap I) Kapusta (etap II)
Zawa@éé grupa 1# 2# grupa 1# 2# grupa 1 2 3
chlorofilu kontrolna 0,55% | 025% | kontrolna | 0,55% | 0,25% | kontrolna | 0,55% | 0,055% | 0,0055%
Wz6r Amona 100 56,9 93,35 100 153,19 | 279,52 100 17127 | 171,84 | 102,07
Uaktualniony 100 55,65 93,26 100 151,8 | 2789 100 171,29 | 171,86 | 102,05
wzOr Arnona
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Rys. 2. Zmiany ilosci chlorofilu w zaleznosci od stgzenia roztworu proszku,
ktérym podlewano badane rosliny

Fig. 2. Dependence of chlorophylls contents on concentration of detergent
solution used

ETAP II (2010/2011); kapusta biata (Brassica
oleracea)

W etapie drugim powtérzono badania opisane powyzej,
a ich wyniki s3 jakosciowo identyczne. Dlatego
w tej czeSci opiszemy jedynie wyniki eksperymentow,
ktérych nie mozna bylo przeprowadzi¢ w etapie 1.

W  pomiarach S$rednich wzrostéw ro$lin (rys. 1)
pomijano  martwa czg$¢ populacji. Z  obserwacji
wywnioskowano, ze detergent jest niebezpieczny dla
rozwoju kapusty, poniewaz moze wywolywacé anomalie.
Niewielka czgs¢ roslin, przede wszystkim osobniki
ulokowane w zaglebieniach gleby, wykazywata defekty
rozwojowe. Na pozostate osobniki proszek wptywat jak
najlepszy nawdz. W trakcie analizy morfologii roslin
w grupach od 1 do 3 zaobserwowano nasilenie wad wzrostu
proporcjonalne do stgzenia detergentu. Najczesciej pojawiaty
si¢ fioletowe przebarwienia blaszek lisciowych, zwinigte
i skurczone blaszki oraz kartowatos¢ czesci populacji. Zadne;j
z tych cech nie zaobserwowano w grupie kontrolnej.
Przyczyna fioletowych odbarwien jest drastyczna zmiana pH
gleby (pH = 6,7+6,9) na zasadowe (pH > 8,5; pomiar
papierkiem lakmusowym). Odwracalne przebarwienia cze$ci
nadziemnych ro$lin byly najprawdopodobniej zwigzane
z charakterem antocyjanéw, ktére przy duzym pH
(wywotanym wiekszym stezeniem proszku do prania)
przybieraja fioletowe zabarwienie. Wysokie pH soku
komérkowego bez watpienia mialo wptyw na metabolizm
organizmu.

Czgste chlorozy, zamieniajace si¢ w nekrozy,
towarzyszyly nieustannie populacjom poddanym dziataniu
roztwordw proszku do prania. Te objawy mogty sugerowac,
iz ro§liny zmagaly si¢ z niedoborami Zzelaza i magnezu.
Przyczyng mogly by¢ zeolity [2, 8] - glinokrzemiany
odpowiedzialne za zmigkczanie wody i jej uzdatnianie, czyli
wigzanie jonéw  dodatnich, by nie powstawatly
nierozpuszczalne  sole  surfaktantéw. Potwierdzeniem
przypuszczen sa wyniki przeprowadzonych miareczkowan
kompleksometrycznych [11]. Miareczkowanie przepro-
wadzono pod katem jonéw wigzanych przez kwas

etylenodiaminotetraoctowy (EDTA), ktére w wigkszosSci

pokrywaja si¢ z tymi absorbowanymi przez zeolity.
W tabeli3 pokazano usrednione  wyniki  pigciu
miareczkowan. Ilo$¢ zuzytego, mianowanego roztworu

EDTA w grupie kontrolnej przewyzsza znacznie objetosci
dodane w grupach podlewanych roztworami proszku.
Oznacza to, ze ilos¢ kationéw (m.in. wapnia i magnezu)
maleje wraz ze wzrostem st¢zenia detergentu. Nie
przeliczalisSmy uzyskanych wynikéw bezposrednio na
zawarto$¢ jonéw, poniewaz EDTA moze wigza¢ wiele jonéw
obecnych w soku komérkowym, a uzyty wskaznik (czern
eriochromowa T) nie jest w pelni jonoselektywny.

Tabela 3. Kompleksometryczne miareczkowanie ekstraktow z lisci
jednoznacznie $wiadczy o zmniejszeniu ilosci jonéw dodatnich wraz ze
wzrostem stezenia roztworéw detergentéw

Table 3. Results of complexometric titration of extracts of leaves indicate
the decrease of the cations content with the increase of the concentration of
detergent used for plants watering

Usredniona objetos¢ zuzytego titranta
(0,005 molowego EDTA) w cm’
Grupa kontrolna 22,325 cm®
1-0,55% 15,291 cm®
2-0,055% 18,631 cm’
3-0,0055% 19,714 cm®
Pomimo sporadycznego wystgpowania opisanych

powyzej defektow, odnotowano ogdlnie pozytywny wplyw
na wzrost i znacznie zwigkszong zawarto$¢ chlorofilu
w grupach poddanych dziataniu roztworéw proszku do
prania w poréwnaniu do populacji kontrolnej. Osoby
postronne, proszone o wskazanie grupy kontrolnej, czgsto
wskazywaty grupy 1 i 2 jako potencjalnie zdrowe i dobrze
si¢ rozwijajace.

Tabela 4. Zawartos¢ chlorofilu (suma chlorofilu a i b) [pg przypadajacych
na jeden gram blaszki liSciowej]. Dane odpowiadaja wartosciom pokazanym
w tabeli 2

Table 4. Chlorophylls content (chlorophyll a + b) [pug per one gram of the
lamina]. Data correspond to Table 2

Zawartos¢ chlorofilu a i b wyrazona
w [ug/g blaszki lisciowej]
316,94 (100%)

Grupa kontrolna

1-0,55% 542,9 (171,29%)
2-0,055% 544.6 (171,86%)
3-0,0055% 323,4 (102,05%)

Wszystkie widma absorbancji oraz czasy retencji (R¢)
[12] poszczegblnych grup roslin, podlewanych roztworami
proszku do prania, pordwnywano z wynikami uzyskanymi
dla ekstraktéw z lisci grupy kontrolnej oraz czystego Lilialu,
rozpuszczonego zaréwno w acetonitrylu  (MeCN), jak
i acetonie. Waznym, nierozwigzanym, problemem byt brak
pasm w chromatogramie (HPLC) czystego Lilialu
rozpuszczonego w acetonie. Dane analityczne dla tego
zwiazku pochodza wytacznie z wynikéw uzyskanych dla
ekstraktéw acetonitrylowych. Pomijajac jednak problemy
z oznaczaniem Lilialu, wyniki otrzymane w badanich
ekstraktéw acetonowych i acetonitrylowych sa spdjne, co
wynika z podobnych wtasciowosci fizykochemicznych obu
rozpuszczalnikéw.
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W przypadku acetonitrylu nie udato si¢ przeprowadzic¢
pomiar6w HPLC dla ekstraktéw grupy 1. Moze to by¢
spowodowane, statystycznie najczgstsza, degradacja roslin
podlewanych 0,55% roztworem detergentu. Uszkodzone
ro$liny maja zaburzony metabolizm, a zatem stabiej
asymilujg zwiazki chemiczne z gleby. Potwierdzeniem tego
przypuszczenia sa  wyniki  pomiaréw  spektrofoto-
metrycznych, poniewaz prébka 1 wykazuje jedynie niewielki
wzrost absorbancji w stosunku do kontroli. Ekstrakty
z ro$lin grupy 2 i 3 charakteryzuja si¢ znacznym wzrostem
absorbancji w zakresie dtugosci fali 4 = 220+-320 nm. Mogto
si¢ zdarzy¢, ze przez przypadek do sporzadzenia ekstraktu
grupy 1 uzyto lisci roslin zdegenerowanych, jednak bez
widocznych wyraznych objawdw zewnetrznych.
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Rys. 3. Wykresy zostaty sporzadzone jako funkcja % powierzchni pikéw od
czasu retencji (Rr). Proby naktadania nieznormalizowanych danych
byty niesatysfakcjonujace ze wzgledu na liczb¢ pasm. Procedura
ekstrakcji przeprowadzana byta zawsze w $cisle okreslony sposéb,
jednak bezposrednio poréwnywaé mozna wyniki otrzymane jedynie
dla tej samej prébki (byty powtarzalne)

Fig. 3. Percentage of area of bands as a function of retention time (Rr) is
shown. Attempts to present the data without normalization were
unsatisfying due to large number of bands. The extraction procedure
were identical for all of the samples, however only results obtained
for single sample were comparable

Na rysunku 3 przedstawiono jedynie piki o powierzchni
przekraczajacej 0,2%, by nie analizowaé¢ danych na granicy
rozdzielczosci metody. Jest to réwniez powodem absencji
niektérych pikéw w grupach 1, 2 i 3, a szczegdlnie tych
o matlej intensywnosci, ktére byly zauwazalne w grupie
kontrolnej. W przypadku ro$lin poddanych dziataniu

roztworéw detergentu w chromatogramach wystgpuje wigcej
zwiazkOw i pasm, przez co procentowy udzial powierzchni
pikéw odpowiadajacych naturalnym sktadnikom zmniejsza
si¢. Najbardziej zaskakujace jest zanikanie, w wyniku
dodania proszku, wyraznego, szerokiego pasma, ktére
eluowalo po czasie réwnym okoto 31 minut. Mozna
wnioskowac, ze nastapita agregacja zwiazkéw chemicznych,
o stosunkowo niewielkiej polarnosci, z czynnikami
dostarczonymi w proszku. Podejrzenia padaja na zeolity,
ktérych zawarto$¢ jest bardzo duza, a charakteryzuja si¢
bardzo rozwinigta powierzchnig przypadajaca na jednostke
masy. Aktywnos¢ i obecnos$¢ zeolitéw zostata potwierdzona
miareczkowaniem  kompleksometrycznym  (tab.  3).
Wystepuje  duze  prawdopodobienstwo  fizykosorpcji
zwigzkéw na zeolitach. W takim przypadku zwigzki te nie s3
ekstrahowane w przeprowadzanej procedurze i pasmo
w chromatogramach zanika. Wniosek taki wymaga
uwzglednienia akumulacji zeolitéw nie tylko w glebie, ale
i w liSciach roslin. Wydaje si¢ to mato prawdopodobne, brak
jednak innego wyjasnienia zanikania omawianego pasma.

Najwazniejszym wynikiem jest zaobserwowanie dwdch
nowych pasm (przy czasach retencji okoto 7 i 26 minut),
ktére nie sg obecne w prébie kontrolnej, a pojawiaja si¢ po
podlewaniu roslin proszkiem. Nie ma watpliwosci, ze pasma
te odpowiadaja zwigzkom dostarczonym wraz z detergentem.
Wydaje si¢ jednak mato prawdopodobne, by byl to Lilial,
ktérego czas retencji w identycznych warunkach wynosi
okoto 31 minut. Mozliwe jest jednak, ze jest to produkt
metabolizmu Lilialu. Mozliwe réwniez, ze absorbuje on na
zeolitach, przez co jego aktywnos¢ biologiczna w proszku
jest mniejsza niz w przypadku czystego zwiazku.

Analiza wynikéw UV-Vis jest zdecydowanie utrudniona
przez fakt, ze w ultrafiolecie absorbuje wiele zwigzkow.
Skutkuje to wysokimi wartosciami absorbancji w zakresie od
200 do 300 nm, pomimo znacznego rozcienczania probek.
Uniemozliwia to jednoznaczna detekcje¢ Lilialu, ktéry ma
maksimum absorpcji przy dlugosci fali 4 = 218 i 225 nm
(w acetonitrylu). Dalsze zmniejszanie st¢zenia ekstraktow
uniemozliwiato okreslenie ilosci chlorofilu w lisciach
(istotne pasma przy dtugosci fali A = 645 i 663 nm).

Wyraznym efektem dodania proszku jest przesunigcie
maksymalnych wartosci absorbancji w kierunku fal
dtuzszych, w poréwnaniu do kontroli: od okoto 220 do
320 nm; jest to bezposredni dowdd na dzialanie wybielaczy
optycznych (absorbujacych w tych dtugosciach fal), ktére sa
obecne w duzych ilosciach w kazdym proszku.

Podsumowanie badan

e  Zauwazono zdecydowanie negatywny wplyw
wysokiego stgzenia roztworéw proszku do prania na
wzrost i morfologi¢ rzodkiewki zwyczajnej (Raphanus
sativus var. sativus) oraz na zawarto$¢ chlorofilu w jej
lisciach.

e  Zaskakujaca jest pozytywna zalezno$¢ wptywu stezenia
roztwordw proszku do prania na wzrost i zawarto$é
chlorofilu w li§ciach kapusty biatej (Brassica oleracea),
potwierdzona w obu seriach badan.
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e Potwierdzono obecnos¢ toksycznych komponentéw
w tkankach jadalnych Brassica oleracea, co eliminuje
skazone rosliny jako pokarm. Brak jednoznacznos$ci co
do obecnosci Lilialu.

e  Wydaje si¢, ze zawarte w proszku zeolity sa waznym
czynnikiem utrudniajagcym prawidtowy rozwdj roslin -
adsorbowane jony powoduja chlorozy, nekrozy,
skurczenie lisci oraz inne ich niedorozwoje, ktére nie
wystgpowaty w grupie kontrolnej.

Whnioski

Dobrze sformutowany temat projektu badawczego jest
bardzo waznym czynnikiem motywacyjnym. W opisywanym
przypadku uczen (Wiktor Paskal) sam zasugerowal, jaki
problem jest dla niego interesujacy. Dzigki temu pracowat
efektywnie. ~ Samodzielnie  okreslat cel  pomiar6w
i poszukiwat metod eksperymentalnych pozwalajacych na
jego osiagnigcie. Nie pomingt préby oznaczania stopnia
akumulacji  w  liSciach  zwigzkéw  dostarczanych
z detergentem, mimo poziomu skomplikowania tego
zagadnienia i koniecznosci wykorzystania trudno dostepne;j
aparatury (RP HPLC). Wszystkie eksperymenty wykonywat
samodzielnie, réwniez pomiary  aparaturowe  (po
przeszkoleniu przez specjalistéw), jedynie pod opieka 0séb
doswiadczonych (zgodnie z zasadami BHP). Dzieki temu
zapoznal si¢ z metodyka pracy badawczej (konieczno$é¢
wykonania serii pomiarowej, préb kontrolnych, zachowania
identycznych warunkéw przeprowadzania eksperymentow,
rzetelnosci naukowej itd.) oraz zaawansowanymi technikami
laboratoryjnymi (UV-Vis oraz HPLC). Duzym zaskoczeniem
dla mtodego naukowca byta ogromna ilo$¢ danych
literaturowych, z ktérych nalezato wybra¢ jedynie te
najwazniejsze z punktu widzenia realizowanego projektu.
Uczen zapoznat si¢ z angielskojezycznymi bazami danych,
takimi jak Scopus oraz ISI Web of Knowledge. Sam
nawigzal wspdtprace z osrodkami akademickimi. Waznym
elementem dydaktycznym bylo réwniez przygotowanie
raportéw i prac konkursowych tak, by byly jak najbardziej
klarowne i przystgpne dla odbiorcéw. Opinie otrzymane od
recenzentéw, wyznaczonych przez organizatoréw Olimpiady

Biologicznej, byty bardzo dobre zaréwno w 2009, jak i 2010
roku. Ponadto jego praca zostala zakwalifikowana do
finatéw eliminacji mig¢dzynarodowego konkursu European
Union Contest for Young Scientists (EUCYS) w 2011 roku.
Jest jedna z trzynastu prac, ktére zostaly wybrane przez
recenzentéw jako najlepsze w Polsce.
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