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WYKAZ WAZNIEJSZYCH OZNACZEN:

AFM — mikroskopia sit atomowych (ang. atomic force microscopy)

AgNC — nanoczastki srebra (ang. silver nanoparticles) (nm)

Anty-ABTS — ogo6lna aktywno$¢ antyrodnikowa (ang. general anti-radical activity)
(umol-min™-mg™ biatka)

APX — peroksydaza askorbinianowa (ang. ascorbate peroxidase) (umol-min ~'-mg’!
biatka)

ATR-FTIR — ostabione catkowite odbicie (ATR) - transformacja Fouriera (FTIR) (ang.
attenuated total reflectance - Fourier-transform infrared spectroscopy)

car — karotenoidy (ang. carotenoids) (ug-cm™)

CAT — katalaza (ang. catalase) (umol min™-mg™ biatka)

chla — chlorofil a (ang. chlorophyll a) (ng-cm™)

chl b — chlorofil b (ang. chlorophyll b) (ug-cm™)

CuNC — nanoczastki miedzi (ang. copper nanoparticles)

CuONC - nanoczastki tlenku miedzi (ang. copper oxide nanoparticles)

DHA — aktywnos¢ dehydrogenaz (ang. dehydrogenases activity) (ug TPF-g "' s.m.)

EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)

EDX — spektroskopia rentgenowska (ang. energy-dispersive X-ray spectroscopy)

EPA — kwas eikozapentaenowy (ang. eicosapentaenoic acid) (%)

ERG — ergosterol (ang. ergosterol) (ug-g™")

FFT — szybka transformacja Fouriera (ang. fast Fourier transform)

GPX — peroksydaza gwajakolowa (ang. guaiacol peroxidase) (umol-min™'-mg’
biatka)

GR — reduktaza glutationowa (ang. glutathione reductase) (pmol-min™'-mg’
biatka)

HRTEM - transmisyjna mikroskopia elektronowa o wysokiej rozdzielczo$ci (ang. high-
resolution transmission electron microscopy)

ICDD — Migdzynarodowe Centrum danych dyfrakcji (ang. International Centre for
Diffraction Data)

LK — liczba kwasowa (ang. acid number - AN) (mg KOH-g™)

LN — liczba nadtlenkowa (ang. peroxide number - LOO) (mmole O-kg™)

LPO — peroksydacja lipidow (ang. lipid peroxidation) (nmol-g" §.m.)

MDA — dialdehyd malonowy (ang. malondialdehyde) (nmol-ml™")

MTN — masa tysigca nasion (ang. mass of one thousand seeds) (g)

MUFA — monoenowe kwasy thuszczowe (ang. monounsaturated fatty acids) (%)

(N/N) — nasiona namoczone (ang. seed soaking)

NC — nanoczastki (ang. nanoparticles) (nm)

(N/O)NKAg — nasiona namoczone i rosliny opryskane nanokoloidem srebra (ang. soaked
seeds and plants sprayed with silver nanocolloid)

(N/O)NKCu — nasiona namoczone i rosliny opryskane nanokoloidem miedzi (ang. soaked
seeds and plants sprayed with copper nanocolloid)

(O)NKAg - ro$liny opryskane nanokoloidem srebra (ang. plants sprayed with silver
nanocolloid)
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(O)NKCu - rosliny opryskane nanokoloidem miedzi (ang. plants sprayed with copper
nanocolloid)

NKAg — nanokoloid srebra (ang. silver nanocolloid)

NKCu — nanokoloid miedzi (ang. copper nanocolloid)

Omega3 — suma kwasow C18:3n3(alpha), C20:3n3, C20:5 (ang. sum of acids) (%)

Omega 6 — suma kwasow C18:2n6¢c, C18:3n6(gamma), C20:2, C20:3n6, C20:4, C22:2
(ang. sum of acids) (%)

Omega 9 — suma kwasoéw C18:1n9c, C20:1n9, C22:1n9, C24:1 (ang. sum of acids) (%)

PUFA — polienowe kwasy thuszczowe (ang. polyunsaturated fatty acids) (%)

PVP — poli(winylopirolidon) (ang. PVP - poly (vinylpyrrolidone))

RFT — reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species - ROS)

SFA — nasycone kwasy tluszczowe (ang. saturated fatty acids) (%)

SOD — dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase) (U-mg™ biatka)

STEM-HAARDF - skaningowa transmisyjna mikroskopia elektronowa-obrazowanie
w szerokokatnym ciemnym polu pier§cieniowym (ang. scanning transmission
electron microscopy - high-angle annular dark-field imaging)

TEM — transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. fransmission electron microsco-
py)

WNKT  — wielonienasycone niezbedne kwasy ttuszczowe (ang. polyunsaturated essen-

tial fatty acids) (%)
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1. WSTEP

Rzepak — botanicznie kapusta-rzepak (Brasica napus var. oleifera) to ro$lina jedno-
roczna wystepujaca w dwoch odmianach — rzepaku ozimego (Brasica napus var. arvennis)
oraz rzepaku jarego (Brasica napus var. arvennus). W warunkach agroklimatycznych Pol-
ski stanowi podstawowa rosling oleista. Uprawiana jest gtéwnie jej forma ozima, plonujaca
w warunkach miejscowych lepiej niz forma jara. Rzepak jary zastepuje i uzupetnia rzepak
ozimy, zwlaszcza w latach wigkszych szkod mrozowych lub gdy nie zdotano na czas zasia¢
jego formy ozime;j.

Nasiona rzepaku zawierajg okoto 40-50% ttuszczu, 20-25% biatka, 6-7% wiokna, 4-6%
popiotu oraz 18-22% bezazotowych substancji wyciggowych w suchej masie (Krzymanski
i in., 1986). Rzepak jary ma okoto 4-5% mniej thuszczu i wigcej biatka niz forma ozima
(Musnicki, 1989). Wsrod bezazotowych zwigzkéw wyciagowych przewazaja cukrowce,
a w mniejszych ilosciach fenole (sinapina), garbniki (taniny) oraz fityny i fityniany.
U odmian podwojnie ulepszonych zawarto$¢ kwasu erukowego w oleju nie moze przekra-
czaé 2%, a zawarto$é glukozynolanéw 15 pM-g™' suchej masy bezttuszczowej tych nasion.
Nawozenie rzepaku jarego jest co najmniej o 30% mniejsze niz ozimego, poniewaz ma
mniejsze potrzeby pokarmowe ze wzgledu na mniejsze plony. Spodziewany plon moze
osiggnag¢ 2-2,7 t-ha”. Masa tysigca nasion moze waha¢ si¢ w granicach od 3 do 4,1 g
(Musnicki, 2003).

Rzepak jary i ozimy jest silnie atakowany przez te same szkodniki, ale liczba herbicy-
dow stosowanych w ochronie rzepaku jarego jest nieco mniejsza niz w przypadku ozimego.
Zastosowanie insektycydow i fungicydow rowniez w zaprawach nasiennych jest bardzo
podobne (Musnicki, 2003).

Ochrona rzepaku przed agrofagami polega na wykorzystaniu dostgpnych metod ujgtych
w taki system, aby do minimum ograniczy¢ stosowanie chemicznych $rodkéw ochrony
ro$lin. Proekologiczne zasady i metody ochrony przed agrofagami dotycza: agrotechniki,
hodowli nowych odmian, wykorzystania naturalnych elementéw ekosystemu i racjonalnego
stosowania §rodkow ochrony roslin oraz innych agrochemikaliéw. Ciagle rozwijana kon-
cepcja rolnictwa zréwnowazonego w technologii rolniczej jest gldwnym czynnikiem ksztat-
tujacym nowoczesne rolnictwo. Wérod najnowszych innowacji technologicznych znaczace
miejsce w inzynierii rolniczej, przemysle rolnym oraz produkcji Zywnosci zajmuje nano-
technologia.

Nanotechnologia zapewnia nowe interdyscyplinarne rozwigzania w dziedzinie rolnictwa
i nauk przyrodniczych poprzez wzajemne przenikanie si¢ nauki i inzynierii. Nanotechnolo-
gia reprezentuje obiecujace podejscie przyczyniajace si¢ do poprawy produkeji rolnej po-
przez wykrywanie zanieczyszczen, szkodnikow i patogendw, chorob roslin, kontrolowana
dostawg pestycydow, sktadnikow odzywczych, nawozdw, poprawe materiatu genetycznego
oraz uczestniczenie w formowaniu struktury gleby (Ghormade i in., 2011). Nanoczastki
moga rowniez powodowa¢ modyfikacje ekspresji genow roslinnych i zwigzanych z nimi
szlakow biologicznych, ktore ostatecznie wywieraja wpltyw na wzrost i rozwoj roslin (Nair
i in., 2010). Istnieje wiele publikacji poswigconych trwatemu rozwojowi rolnictwa w ra-
mach stosowanej nanotechnologii oraz jej oddziatywania na $rodowisko naturalne (Anan-
daraj i in., 2011; Chen i Yada, 2011; Sekhon 2014; Ditta i in., 2015; Thul i Sarangi, 2015;
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Patil i in., 2016). Rozw0j i wprowadzenie nanomaterialdw moze otworzy¢ rowniez nowe
zastosowania w biotechnologii roslin, jak i samej ich uprawie (Scrinis i Lyons, 2007). Obec-
nie gtownym przedmiotem badan nad nanotechnologia jest zastosowanie jej w elektronice
(Feiner, 2006), energetyce (Hu i Chen, 2007), medycynie oraz naukach przyrodniczych (Ca-
ruthers i in., 2007). Do$wiadczenia z tych obszaréw ulatwiaja rozwdj zmodyfikowanych
genetycznie roslin, sSrodkow ochrony roslin oraz technik precyzyjnej hodowli. Zastosowa-
nie nanomaterialdw w rolnictwie ma na celu w szczegdlnosci ograniczenie stosowania
srodkow ochrony roslin, minimalizacj¢ strat sktadnikéw odzywczych w nawozeniu oraz
zwigkszenie plonu poprzez optymalne zarzadzanie tymi sktadnikami. Wedhug licznych
doniesien, najczgsciej sa stosowane trzy rodzaje metalicznych nanoczastek, do ktorych
zalicza si¢: srebro, miedz i zloto, wykazujace silng aktywnos¢ przeciwko niektorym mikro-
organizmom (Yruela, 2005; Zelazowska i Pasternak, 2007; Zhan i in., 2011; Masarovi¢ova
i Kralova, 2013; Syu i in., 2014). Wedlug Danga i in. (2010), nanoczasteczki maja silng
aktywnos¢ przeciwgrzybicza wykorzystywana przeciwko réznym patogenom roslinnym,
takim jak: Phytophthora czy Coryicium salmonicolor. Jednakze wigcej uwagi poswigecono
badaniom dotyczacym wiasciwosci przeciwbakteryjnym nanoczastek miedzi, poniewaz sg
one znacznie tansze niz nanoczastki srebra lub zlota. Zaleta ta moze przyczynic¢ si¢ do szer-
szego zastosowanie nanoczgstek miedzi w rolnictwie (Van Du i in., 2014). Obecnie poszu-
kiwanie nowych $rodkow bakterio- 1 grzybobojczych jest wazne ze wzgledu na stopniowe
zwigkszanie si¢ liczby nowych szczepow odpornych na wszelkiego rodzaju $rodki o dziata-
niu przeciwbakteryjnym i przeciwgrzybiczym. Zastosowanie nanotechnologii do przetwo-
rzenia metali przyczynia si¢ do wzmocnienia dziatanie przeciwbakteryjnego oraz aktywno-
$ci miedzi i srebra w odpowiednig form¢ nanoczastek (o wielkosci pomigdzy 1 a 100 nm)
(Sondi i Salopek-Sondi, 2004; Jain i in., 2009; Mapara i in., 2015). Nalezy ktas¢ nacisk na
to, aby potencjalne zastosowania nanotechnologii ocenia¢ w $§wietle zréwnowazonego
rozwoju, biorac pod uwage kwestie gospodarcze (Shapira i Youtie, 2012), spoteczne (Rou-
re, 2016), etyczne (Salamanca-Buentello i Daar, 2016) oraz czynniki §rodowiskowe (Ditta
iin., 2015; Bottero, 2016).
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2. PRZEGLAD LITERATURY

Rzepak nalezy do najwazniejszych roslin oleisto-biatkowych w Polsce. Nasiona rzepaku
sa wykorzystywane do produkcji oleju rzepakowego, zuzywanego na cele spozywcze
i techniczne, a pozostate po ich przerobie makuchy i $ruty poekstrakcyjne, s3 cenng pasza
biatkowa dla zwierzat gospodarskich (Kapusta, 2015). Swiatowa produkcja rzepaku od
2014 roku ulegta ograniczeniu. W sezonie 2015/2016 wynosila 64 mln ton tych nasion.
Taki poziom produkcji umozliwit zaspokojenie globalnego zapotrzebowania, ktére byto
nieznacznie mniejsze (o 0,2%) od produkcji w roku poprzednim. W sezonie 2016/2017
przewidywano dalsze ograniczenie produkcji rzepaku o 6%, czyli do 60,4 min ton (Rynek,
2016). Szacuje sig, ze w Unii Europejskiej na skutek niekorzystnych warunkow pogodo-
wych zbiory rzepaku w 2016 roku wyniosty 20,1 mln ton. Wsréd wiodacych producentow
rzepaku w UE najbardziej zmalaly zbiory w Polsce, Wielkiej Brytanii, we Francji
i w Niemczech. W Polsce zbiory rzepaku w 2016 roku wyniosty 2,2 mln ton i byly o 17%
mnigjsze niz w 2015 roku. W pozostatych wymienionych krajach spadek byt szacowany
odpowiednio na 26%, 12% 1 7% (Rynek, 2016).

Roslina ta ma duze wymagania zaréwno co do warunkow klimatycznych, glebowych,
jak 1 agrotechnicznych. Rzepak nalezy do roslin, ktorym nie sprzyjaja gleby zakwaszone
o zniszczonej strukturze, ubogie w prochnice i zachwaszczone. Waznym czynnikiem dla
ro$lin rzepaku ozimego oraz jarego jest odczyn gleby. Rosliny te sa wrazliwe na kwasny
odczyn gleby (pH < 5,5) oraz silne zakwaszenie strefy korzeniowej. Optymalny dla rzepaku
jest odczyn obojetny (pH 6,5-7,0). Wiasciwe pH gleby wptywa korzystnie na pobieranie
sktadnikéw pokarmowych, sprzyja dobremu ukorzenieniu si¢ ro$lin i zmniejsza presje
czynnikow chorobotworczych (Rudko, 2011).

Rzepak ma réwniez duze potrzeby pokarmowe. Potrzebne sktadniki mozna dostarczy¢
w formie nawozow mineralnych stosowanych doglebowo przedsiewnie i pogtoéwnie oraz
dolistnie (nalistnie). Wazne jest dostarczenie niezbednych makro- i mikrosktadnikéw od-
powiadajacych za prawidtowy rozwdj rosliny. Do makrosktadnikow pobieranych przez te
rosling w najwiekszych ilosciach naleza: azot, potas, wapn, fosfor i siarka. Do mikroele-
mentow naleza mangan, cynk, bor, miedz oraz molibden (Musnicki, 2003).

Roslina ta jest silnie atakowana przez liczne szkodniki i choroby, cho¢ rzepak jary jest
W mniejszym stopniu narazony na choroby, z wyjatkiem zgorzeli siewek. Zgubnych skut-
kéw  tej choroby mozna unikna¢ poprzez odpowiednie zaprawianie nasion (Mus$nicki,
2003). Osiggnigcie wysokiego i jakosciowo dobrego plonu nasion rzepaku jest obarczone
ryzykiem strat wyrzadzanych przez choroby, szkodniki i chwasty. Do prawidlowego prze-
prowadzenia zabiegdéw ochrony roslin jest niezb¢dna znajomos$¢ zasad zawartych w kodek-
sie dobrej praktyki rolniczej (DPR) oraz standardzie dobrej praktyki ochrony roslin
(DPOR) Europejskiej i Srodziemnomorskiej Organizacji Ochrony Roslin (EPPO). W obu
przypadkach dotyczacych ochrony roslin wykonuje si¢ znaczng liczbe zabiegéw chemicz-
nych, wykorzystujac liczne $rodki chwastobdjcze oraz insektycydy (IOR, 2008; Rudko,
2011). Srodki te mogg byé niebezpieczne dla ludzi i innych organizméw niebedacych
przedmiotem zwalczania, w zalezno$ci od ich toksyczno$ci, stopnia zanieczyszczenia oraz
czasu oddziatywania (Kohler i Triebskorn, 2013).
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Alternatywa dla ograniczenia stosowania wszelkich §rodkéw chemicznych majacych
zwalcza¢ choroby rzepaku moze by¢ zastosowanie nanopreparatow zawierajacych miedzy
innymi nanoczgstki srebra i miedzi.

2.1. Charakterystyka i zastosowanie nanomaterialéw w rolnictwie

Nanotechnologia moze by¢ rozumiana w rézny sposéb w zaleznosci od rozpatrywanych
czynnikéw sposrod, ktorych mozna wyrdzni¢ korzysci oraz ryzyko lub tez konsekwencje
zardwno ekonomiczne, jak i spoteczne (Tyshenko, 2014). Wedlug Royal Society i Royal
Academy of Engineering (2004): ,,Nanotechnologia to nauka zajmujgca sie charakterysty-
kaq, projektowaniem, produkcjq i zastosowaniem struktur, urzqdzen i systemow poprzez
kontrolg ksztattu i wielkosci w skali nanometrycznej”. Nanomaterial to naturalny, powstaty
przypadkowo lub wytworzony przez cztowieka material zawierajacy czastki w stanie swo-
bodnym lub w formie agregatu badz aglomeratu, w ktérym co najmniej 50% lub wiecej
czastek w liczbowym rozktadzie wielkosci czastek ma jeden lub wigcej wymiarow w za-
kresie 1 nm — 100 nm (GUS, 2013). Powstajacy nanomateriat jest substancja polikrysta-
liczng, ztozong z ziaren o wielkos$ci nieprzekraczajacej 100 nm. WielkoScig tg moze by¢
Srednica ziarna lub grubo$¢ warstw wytworzonych albo naniesionych na podtozu.

Naturalne nanoczastki wystepujace w Srodowisku powstaja w wyniku naturalnych zja-
wisk, takich jak: burze, erozja, erupcja wulkaniczna oraz pozary lasow (Nowack i Bucheli,
2007). Zaprojektowane nanoczastki (NC) sa celowo produkowane przez czlowieka przy
uzyciu wielu réznych metod oraz materialow, wsréd ktérych mozna wyrézni¢ metale
(w tym: Au, Ag, Zn, Ni, Fe i Cu), tlenki metali (TiO,, Fe,04, SiO,, CeO, i Al,O;) (Fernan-
dez-Garcia i Rodriguez, 2011), niemetale (krzewy krzemionkowe i kwantowe) (Ehrman
i in., 1999), nanostruktury weglowe (grafen i fuleren) (Endo i in., 2013) oraz polimery —
chitozan czy polihydroksyalkanolany (Paques i in., 2014). Cze¢$¢ z nich posiada m.in.
wlasciwosci mechaniczne, elektryczne czy optyczne, ktdre moga znacznie r6znic si¢ od ich
odpowiednikéw — w skali makro.

Dzigki specyficznym wilasciwosciom nanoczastki znalazly swoje miejsce w sektorze
rolnym, spozywczym oraz inzynierii rolniczej. Przemyst spozywczy moze juz zaoferowac
korzysci ptynace z wykorzystania nanotechnologii (w szczegodlnosci w odniesieniu do prze-
tworstwa zywnosci, dystrybucji, opakowan i zywnosci funkcjonalnej), ale jego rzeczywisty
udzial w sektorze rolnictwa jest nadal niepewny (Paris i in., 2015). Perspektywa zastoso-
wania nanomaterialdbw w inzynierii oraz rolnictwie dotyczy wykorzystania ewentualnych
nanosysteméw do kontrolowanego uwalniania §rodkéw w zwalczaniu szkodnikow, jak
rowniez dostarczania sktadnikoéw odzywczych roslinom (Ghormade i in., 2011; Behnassi
i in., 2011). Opracowano systemy nanosensoré6w do monitorowania warunkow $rodowi-
skowych oraz interakcji migdzy patogenami i roslinami (Ghormade i in., 2011; Nair i in.,
2010).

Nanotechnologia ma wiele zastosowan na wszystkich etapach produkcji, przetwarzania,
przechowywania, pakowania i transportu produktow rolnych (Srinivas, 2016). Wigkszos¢
obecnych prac nad zastosowaniem nanotechnologii w rolnictwie pod katem ochrony roslin
sugeruje, ze s3 to badania laboratoryjne i znajduja si¢ na etapie prac lub jeszcze nie zostaty
skomercjalizowane (Zheng i in., 2005; Hassan, 2015).
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Nanoczastkom Ag oraz Cu poswigcono duzo uwagi ze wzgledu na doskonate i szerokie
spektrum aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej, antybakteryjnej oraz antywirusowej. Fox
i Modak (1974), Rai i in. (2009), Dang i in. (2010), Carroll i in. (2011), Chatterjee i in.
(2014), przeprowadzili badania, ktore potwierdzaja fakt, ze nanoczastki metali Ag oraz Cu
posiadaja wysoka aktywnos$¢ antybakteryjng przeciw niektorym bakteriom oraz patogenom
ro$linnym, jak np.: Phytophthora, Corticium salmonicolor i Escherichia cola. Specyficzne
wlasciwosci bakteriobojcze oraz grzybobdjcze nanoczastek sg zwigzane z ich rodzajem,
ksztattem powierzchni i malym rozmiarem (Morones i in., 2005; Pal i in., 2007), iloScig
srebra lub miedzi oraz zdolnoscig uwalniania jonéw do otoczenia (Whitesides, 2005). Ich
aktywnosc¢ zalezng od rozmiaru, potwierdzaja badania przeprowadzone przez Raimondiego
i in. (2005), Moronesa i in. (2005) oraz Lu i in. (2013). Wedtug nich nanoczastki mniejsze
niz 10 nm moga swobodnie przenika¢ przez btony komorkowe bakterii czy grzybow, zabu-
rzajac ich procesy zyciowe.

Zastosowanie w rolnictwie nanoczastek prawdopodobnie utatwi kolejny etap rozwoju
upraw genetycznie zmodyfikowanych, produkcji zwierzecej, biocydow i systemu hodowli
precyzyjnych (Foss i in., 2009; Robert i in., 2009; Musee, 2011; b; Musee i in., 2011; Lombi
iin., 2012). Wykorzystanie nanotechnologii w rolnictwie umozliwi kontrolowanie uwalnia-
nia produktow odzywczych lub agrochemicznych przez aplikacj¢ nawozow, pestycydow
oraz herbicydow w konkretne miejsce docelowe, przyczyniajac si¢ do poprawy efektow
ochrony, wzrostu i plonowania roslin, a takze wydajnosci konwencjonalnych nawozow
(Chhipa, 2017). Uwaza sig, ze zgodnie z kierunkiem zréwnowazonego rozwoju rolnictwa
zastosowanie innowacyjnej nanotechnologii (w tym do nowych rodzajow nawozow) przy-
czyni si¢ do zwigkszenia produkcji roslinnej w celu zaspokojenia szybko rosnacych potrzeb
populacji na catym $wiecie (Lal, 2008). Loomis i Connor (1992) oraz DeRosa i in. (2010)
uznali, ze rosliny uprawne zazwyczaj wykorzystuja mniej niz potowe sktadnikow apliko-
wanych im w nawozach mineralnych, a mala efektywnos¢ (zaledwie 30-50%) stosowania
konwencjonalnych nawozéw oraz niewielka mozliwo§¢ zwigkszenia ich wydajnosci po-
winna przyczyni¢ si¢ do kontynuacji badan i poszerzenia asortymentu nawozow z wyko-
rzystaniem nanotechnologii.

Przeprowadzone badania dotyczace wzrostu siewek roznych roslin nie sg jednoznaczne
i zaleza od rodzaju i stezenia nanoczastek oraz gatunku ro$liny (Nair i in., 2010; Campos
i in., 2014). Badania Lee i in. (2008a), zwigzane z zastosowaniem nanoczastek miedzi -
CuNC na podtozu agarowym w hodowli fasoli i pszenicy wykazaly wigksza wrazliwos$c
fasoli na oddzialywanie nanoczastek miedzi niz pszenicy. Po aplikacji CuNC obserwowano
zahamowanie wzrostu siewek fasoli. Inne badania przeprowadzili Stampoulis i in. (2009).
Dotyczyty one wptywu CuNC na wzrost roslin cukinii i wykazaty zmniejszenie dtugosci jej
korzenia. Natomiast wykorzystanie nanoczastek srebra -AgNC w hodowli hydroponicznej do
oceny zdolnosci kietkowania nasion i dlugosci korzeni cukinii nie wykazato negatywnych skut-
kow. Aplikacja omawianych nanoczastek przyczynita si¢ do wydtuzenia pedu, przy jednocze-
snym zmniejszeniu jego biomasy (Stampoulis i in., 2009).

Ponadto rozlegle wykorzystanie nanoczastek w biologii, naukach medycznych, produk-
tach powszechnego uzytku oraz rolnictwie prowadzi do ich uwalniania i akumulacji nano-
czastek w srodowisku, a zwlaszcza w glebie 1 wodzie (Hajipour i in., 2012). Przenikanie
nanoczastek do srodowiska moze by¢ jednym z najpowazniejszych zagrozen dla korzyst-
nych mikroorganizmow w ekosystemach (Gajjar i in., 2009).
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2.2.Wplyw nanoczastek metali na rosliny

Rosliny ewoluowaly w obecno$ci naturalnych nanomateriatlow. Jednakze prawdopodo-
bienstwo narazenia roslin na ich obecno$¢ wzrosto w wyniku rosngcej masowej produkcji
i powszechnego stosowania wytworzonych nanomateriatdw w procesach inzynieryjnych
oraz umieszczanych w réoznych towarach powszechnego uzytku (Pan i Xing, 2010). Nano-
czastki moga dociera¢ do ros$lin przez bezposrednia aplikacj¢, przypadkowe uwalnianie,
zanieczyszczong glebe czy wodg. W dalszym ciagu niewiele wiadomo na temat wpltywu
nanoczastek -NC na jako$¢ upraw innych roslin spozywczych i mozliwe skutki ich dziata-
nia w lancuchu pokarmowym (Darlington i in., 2009; Pidgeon i in., 2009). Nanoczastki
posiadaja zupetnie nowe lub ulepszone wlasciwosci uzyskane dzigki znacznie mniejszym
rozmiarom, dystrybucji oraz morfologii w poréwnaniu z wiekszymi czastkami materiatlow
masowych, z ktorych je wykonano (Song i Kim, 2009). Nanoczastki metali w warunkach
niskiej koncentracji odgrywaja kluczowa rol¢ w granicach tolerancji dla danej roSliny,
wywierajac wpltyw na jej rozwoj (Stoimenov i in., 2002). Od czasu absorpcji nanoczastek
przez rosling niektore z jonow metali w potgczeniu z anionami mogg dziala¢ toksycznie
w wyniku przekroczenia granicy tolerancji danej rosliny, a efekt toksyczny bedzie obiawiat
si¢ w zahamowaniu wzrostu oraz nieprawidtowosciach podzialu komoérek (Kolmakov
i Moskovits, 2004; Franke i in., 2006; Niederberger, 2007). Po ich pobraniu, sg nastgpnie
przemieszczane i gromadzone w roznych czesciach roslin, tworzac kompleksy z nosnikami
bialek. Jednakze reakcja roslin na metaliczng nanoczastke rozni si¢ w zaleznosci od rodzaju
metalu, gatunku rosliny oraz jej stadium rozwojowego. Nanomaterialy sa zdolne do przeni-
kania przez warstwe liSci do cytoplazmy komorek, dlatego tez wlasnie rosliny stanowia
potencjalny szlak transportu nanomaterialdw do $rodowiska poprzez bioakumulacje
w tancuchu pokarmowym (Zhang i in., 2008; Sharif i in., 2013). Ewentualny mechanizm
translokacji jest inicjowany przez penetracj¢ nanoczastek w $ciany i btony komodrkowe,
komorki macierzyste rosliny oraz otwory szparkowe mieszczace si¢ w zakresie od 3 do
8 nm (Birbaum i in., 2010). Istnieje rowniez podejrzenie, ze nagromadzenie nanoczastek na
powierzchni fotosyntetycznej lisci moze spowodowaé intensywniejsze ich ogrzewanie,
prowadzac do zaktocen w wymianie gazow. Tak powstale zmiany wynikajace z niedrozno-
$ci aparatu szparkowego moga powodowaé zaburzenia w roznych funkcjach fizjologicz-
nych i komorkowych ro$lin (Aslani i in., 2014).

Przeprowadzono badania dotyczace toksycznosci NC dla roslin uprawnych, mi¢dzy in-
nymi takich jak: rzepak (Brassica napus), rzodkiewka (Raphanus sativus), salata (Lactuca
sativa), kukurydza (Zea mays) 1 ogorek (Cucumis sativus) (Lin 1 Xing, 2007; Lee i in.,
2008a; Barrena i in., 2009). Wszystkie najnowsze publikacje dotycza fitotoksycznosci,
absorpcji, translokacji, akumulacji i biotransformacji NC w roslinach spozywczych (Klaine
iin., 2008). Otrzymywane wyniki nie zawsze sg jednoznaczne, a w niektérych przypadkach
nie stwierdzono pozytywnego lub negatywnego wplywu uzycia nanosrebra lub nanomiedzi
na rosliny (Miao i in., 2007; Monica i Cremonini, 2009; Musante i White, 2010). Niektore
wyniki badan wykazaty, ze toksyczno$¢é nanoczastek Ag jest niewielka przy ekspozycji na
niskie stezenie wynoszace 5 mg-dm™, jednoczeénie przy wigkszym ich stezeniu obserwo-
wano hamowanie wzrostu roslin (Wood i in., 1996; Ferguson i Christer, 1998; Mcgeer i in.,
2000). Doswiadczenie przeprowadzone przez Parveen i Rao (2015), z uzyciem AgNC
wykazato zwigkszong zdolno$¢ kietkowania nasion rosplenicy pertowej (Pennisetum
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glaucum). Tymczasem inne badania wykazaty, ze nanoczastki nie miaty wptywu na prze-
bieg procesu kietkowania, ale wptynely na wzrost tych roslin. An i in. (2008), odnotowali
wzrost zawarto$ci askorbinianu i chlorofilu w lisciach szparagdéw spryskanych nanocza-
steczkami srebra. Podobnie soja potraktowana nanozelazem wykazata zwigkszong mase
lisci (Roghayyeh i in., 2010). Badania laboratoryjne przeprowadzone przez Ma i in. (2010)
wykazaly, ze niskie stezenie AgNC (<1 mg-dm™) moze by¢ toksyczne dla sadzonek rzod-
kiewki pospolitej (Arabidopsis thaliana). AgNC o wielkosci w przedziale od 20 nm do
80 nm powodowaly wyrazne zahamowanie wzrostu, a zakres ich fitotoksycznosci to steze-
nie wynoszace 340 pg-dm™ dla czastek o wielkosci 20 nm oraz 40 nm.

Lee i in. (2008a), zbadali pobieranie i translokacje CuNC w fasoli ztotej (Phaseolus ra-
diata) oraz pszenicy (Triticum aestivum) rosnacych na pozywce agarowej. Badanie wyka-
zato, ze CuNC mogly przenika¢ przez btong¢ komorkowa. Wspolczynniki bioakumulacji
(zawarto$¢ Cu w suchej masie roslinnej podzielona przez zawartos¢ Cu w podlozu) dla
roslin zbozowych, w tym pszenicy, narazonych na 1000 mg CuNC-dm™ wynosity odpo-
wiednio 8 i 32. Zastosowanie CuNC w matym st¢zeniu w przypadku rzepaku korzystnie
wptyneto na wzrost roslin, podczas gdy wigksze stezenia spowodowaly reakcje toksyczna
(Zhang i Savage, 2006). Interakcje komorek roslinnych z NC prowadza do modyfikacji
ekspresji gendw roslinnych i zwigzanych z nimi szlakéw biologicznych, ktore w ostatecz-
nym efekcie wplywaja na wzrost i rozwoj roslin (Ghormade i in., 2011; Khiew i in., 2011;
Hassan i in., 2013). Efekty oddzialywania nanaoczastek na rézne gatunki roslin moga
znacznie r6zni¢ si¢ w zaleznosci od fazy rozwojowej, sposobu i czasu trwania ekspozycji
oraz od ksztattu, wielkosci, sktadu chemicznego, stezenia, struktury powierzchniowe;j,
agregacji i rozpuszczalno$ci NC (Khiew iin., 2011). Zhao i in. (2016), zbadali reakcje roslin
ogorka w hodowli hydroponicznej we wczesnym stadium rozwoju na dwa stezenia CuNC
(10 i 20 mg-dm™). Wyniki wykazaty, ze CuNC zaktdca pobieranie wielu makro- i mikroe-
lementéw, takich jak: P, S, Na, Mo, Zn i Fe. Dane metabolometryczne wykazaty rowniez,
ze CuNC w obu tych stezeniach wywolaly znaczne zmiany metaboliczne w liSciach oraz
korzeniach ogorka. Kolejne analizy przeprowadzone przez Trujillo-Reyesg 1 in. (2014)
metodg ICP-OES wykazaly, ze zabiegi, w ktorych uzyto Cu/CuO NC, skutkowatly znacza-
cym nagromadzeniem Cu w korzeniach. Wszystkie zabiegi z obecnosciag Cu w strukturze
korzeni wzmogly aktywnos¢ katalazy — CAT, ale zmniejszaly aktywnos$¢ peroksydazy
askorbinianowej — APX. Ponadto na skutek aplikacji nano-Cu/CuO zmianie ulegla jakos¢
odzywcza sataty. Obserwowano znacznie wigksza zawarto$¢ Cu, Al i S, a mniejszg Mn, P,
Ca i Mg w porownaniu z obiektem kontrolnym. Uogdlniajac, wptyw np.: AgNC i CuNC na
rosliny zalezy od ich gatunku i wieku, wielkoSci stezenia aplikowanego nanopreparatu oraz
warunkoéw doswiadczenia (tj. temperatury, sposobu aplikacji i czasu trwania).

2.3. Oddzialywanie metali i nanometali na proces fotosyntezy

Przyjmuje si¢, ze efektem toksycznego oddziatywania metali na komorke roslinng jest
hamowanie procesu fotosyntezy. Obecnos¢ metali powoduje zmniejszenie zawartosci chlo-
rofilu i karotenoidow w btonie komérkowej licia. Wynika to z hamowania syntezy oby-
dwu rodzajow barwnikow. Podczas syntezy chlorofilu metale, takie jak: Hg, Cd, Cu, Ni, Zn
i Pb, moga by¢ wbudowywane w czasteczke chlorofilu zamiast atomu Mg, co powoduje
p6zniej uposledzenie jego funkcji wychwytywania fotonow. Metale moga réwniez hamo-
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wac synteze karetonoidow, ktore uczestnicza w procesie wytapywania fotonéw oraz chro-
nig czasteczki chlorofilu przed fotooksydacjg. Ograniczenie zawarto$ci tych barwnikéw
oddzialuje rowniez na biatka wchodzace w sklad fotosystemow. Kompleks chlorofilo-
biatkowy, zlokalizowany glownie w tylokoidach gran i wychwytujacy fotony $wiatta, ulega
degradacji, jezeli nie jest zwigzany z chlorofilem b. Ponadto do jego stabilizacji jest takze
wymagana obecno$¢ chlorofilu a i1 karotenoidow. Metale oddziatuja takze na przeplyw
elektronéw przez tancuch fotosyntetyczny, zlokalizowany w btonach tylakoidowych. Za-
wierajg one bowiem w swojej czasteczce atom Cu, ktory jest zastgpowany przez inny metal
powodujacy jego inaktywacje (Wozny i Przybyt, 2004). Niektore sposrod metali cigzkich
sa niezb¢dnymi mikroelementami. W$rod nich mozna wyrdzni¢: miedz (Cu), mangan (Mn)
i cynk (Zn) oraz inne zbedne, a nawet szkodliwe: kadm (Cd) i otéw (Pb). Niezbgdne mikro-
elementy s3 wymagane w niewielkich ilosciach do prawidlowej aktywnosci rosliny, ale
w podwyzszonych st¢zeniach sa toksyczne dla ro$lin (Wuana i Okieimen, 2011).

Miedz (masa atomowa 63,5 g i gesto$¢ 8,96 g-cm™), jest jednym z najwczesniej pozna-
nych metali przejsciowych i zajmuje 25 miejsce wérdd pierwiastkow obecnych w skorupie
ziemskiej pod wzgledem licznosci. Miedz jest uznana za pierwiastek §ladowy wystepujacy
w niskim stezeniu w tkankach biologicznych, ale niezbedny do zycia (Alloway, 1995).
Rozpuszczalno$¢ miedzi w glebie w duzej mierze zalezy migdzy innymi od pH gleby
i zawarto$ci rozpuszczonej materii organicznej (Bravin i in., 2012) i staje si¢ tatwo dostep-
na przy pH ponizej 6 (Adriano, 2001; Brun i in., 2001).

Miedz (Cu) jest niezbednym mikroelementem dla roslin i odgrywa wazng rolg w wielu
procesach metabolicznych obejmujacych poza fotosynteza, oddychanie oraz wzrost i roz-
woj roslin (Fernandes i Henriques, 1991), chociaz w wyzszym stezeniu moze dziataé jak
Htrucizna pokarmowa” (Macsymiec, 1997). Nadmiar Cu hamuje dziatanie duzej liczby
enzymow 1 zaktoca wiele proceséw biochemicznych roslin, w tym fotosynteze i syntezg
pigmentow fotosyntetycznych. By¢ moze najwazniejszym zakldceniem jest zablokowanie
fotosyntetycznego tancucha transportu elektronéw (ETC), prowadzacego do wytwarzania
rodnikéw, ktore rozpoczynajg peroksydacyjne reakcje tancuchowe (Babu i in., 2001).

Wptyw NC na zawarto$¢ pigmentéw fotosyntetycznych w liSciach roslin, wykazany
przez nielicznych badaczy, potwierdza fakt, Zze ich zawarto$¢ zmienia si¢ w zalezno$ci od
rodzaju i odmiany rosliny, zdolnosci roslin do adaptacji srodowiskowych, warunkéw upra-
wy, dostepnosci wody oraz rodzaju i st¢zenia nanoczgstek (Ghafariyan i in., 2013; Falco
iin., 2015; Taran i in., 2017). Badania przeprowadzone przez Taran i in. (2017), dotyczace
wplywu nanokoloidu Zn i Cu na dwie odmiany pszenicy ozimej uprawianej w kulturze
piaskowej, wykazaly zmiany w zawartosci chlorofilu a i b. Po namoczeniu nasion w roz-
tworze nanokoloidéw zauwazono zwigkszenie o 13% zawartosci chlorofilu w lisciach
pszenicy w pordwnaniu z obiektem kontrolnym. Wykazano, ze zawarto$¢ chlorofilu byta
zréznicowana w zaleznosci od ilosci wody dostepnej dla roslin. W warunkach ograniczone;j
dostepnosci wody obserwowano znaczne obnizenie catkowitej zawarto$ci chlorofilu
w lisciach, ktore miescito si¢ w przedziale od 29% do 45% w zaleznosci od uprawianej
odmiany. W nasionach potraktowanych nanokoloidem i umieszczonych w korzystnych
warunkach z optymalng iloscig wody obserwowano wzrost zawartosci chlorofilu a w li-
Sciach pszenicy odmian ‘Stolichna’ o 12% i ‘Acveduc’ o 10%. Zmniejszenie zawarto$ci
chlorofilu @ w lisSciach odmiany ‘Stolichna’ w warunkach obnizonej zawartosci wody
w podiozu wynosito 24% w pordwnaniu z roslinami z obiektu kontrolnego. Stwierdzono
réwniez, ze stosunek chlorofilu a do chlorofilu » w liSciach pszenicy zmienia si¢ w ramach
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wspoldziatania NC oraz warunkow uprawy. Zawarto$¢ karotenoidéw w lisciach pszenicy
po aplikacji NC zmniejszyla si¢ lub zwigkszyta nawet do 31% w zalezno$ci od warunkow
uprawy (Taran i in., 2017).

2.4. Czynniki determinujgce plon nasion rzepaku i jakos¢ oleju

Dazenia producentéw do uzyskania wysokiej jakosci i satysfakcjonujacej wielkosci
plonu nasion rzepaku sa poprzedzone dziataniami zmierzajacymi do osiagnigcia tego celu.
Wybdr stanowiska, klasy gleby, rejonu uprawy, doboru odmian, zdolnosci kietkowania
oraz uszlachetnienia materialu siewnego, agrotechniki, nawozenia i ochrony roélin, jak
i terminu zbioru oraz sposéb przechowywania sg niezwykle istotnymi czynnikami warun-
kujacymi uzyskanie zadawalajacego efektu koncowego. Jednakze istniejg takze czynniki
zewngtrzne — uprawowe i srodowiskowe (w okresie rozwoju roslin oraz podczas procesu
ich dojrzewania), na ktore producent nie ma zadnego wptywu lub ten wplyw jest niewielki,
a ktore w rownie istotny sposob decyduja o wielkosci i jakosci plonu. W zwiazku z zacho-
dzacymi zmianami klimatycznymi, wptyw stresogennych czynnikoéw siedliskowych na
rozwoj nasion i ich dojrzewanie jest zréznicowany i zlozony. Na ogot ich efekt jest szko-
dliwy i objawia si¢ zmniejszeniem liczby i jakosci nasion. W nastgpstwie dziatania szeregu
czynnikoéw siedliskowych zaobserwowano zréznicowanie sktadu chemicznego, wielkosci
i masy nasion oraz zdolnosci ich kietkowania i wigoru. Wérod najwazniejszych czynnikow
modyfikujacych plon i jako$¢ nasion wyrdznia si¢ dostgpnos¢ wody, temperature, nawoze-
nie roslin oraz intensywno$¢ swiatta. Wystepujace wahania i zmiany temperatury w okresie
wegetacji nie sprzyjaja plonowaniu nasion i sa zalezne od gatunku ro$lin. Na przyklad
niska temperatura podczas formowania nasion powoduje zmniejszenie zawartosci biatka
u jednych roslin, a u innych korzystnie wptywa na ich dorodnos¢. Rowniez stabsze naswie-
tlenie roslin macierzystych skutkuje wytwarzaniem matych nasion (Grzesik i in., 2012).
Zgodnie z teorig zrbwnowazonego rolnictwa i globalnym dazeniem do ograniczenia nad-
miernego stosowania zwigzkow chemicznych w produkcji roslinnej oraz zwigkszajacym si¢
areatem ros$lin uprawianych metodami ekologicznymi lub integrowanymi, zwraca si¢
szczegblng uwage na zwigkszona adaptacj¢ nasion i roslin do negatywnych czynnikow
srodowiskowych. Dlatego tez sektor rolny wykorzystuje przyjazne dla srodowiska techno-
logie, w tym rowniez nanotechnologi¢ umozliwiajaca zapewnienie alternatywy dla obecnie
stosowanych agrochemikaliow (Ruban i in., 2009; Sawinska i in., 2014). Przyjazne warunki
do rozwoju ro$lin mozna réwniez osiagna¢ przez wprowadzenie rotacji upraw, wysiewu
w danym regionie nowo wyhodowanych odmian, odpornych na patogeny i szkodniki oraz
optymalne terminy siewu lub sadzenia, jak i uzycie nanoczastek do otoczkowania nasion
w celu ich uszlachetnienia (Tarchevsky, 2001; Ozerkovskaya, 2002; Yina i in., 2010; Vo-
ropaeva i in., 2012). Poczatkowa ochrona nasion rzepaku przez stosowanie nanootoczek
elementarnymi formami Zn, Mn, Pa, Pt, Au, Ag i Cu nie tylko zapewni ochron¢ nasiona,
ale wymaga duzo mniejszych naktadéw niz metody powlekania, stosowane w chwili obec-
nej (Manjunatha i in., 2016). Glowng przyczyng stosowania nawozow w rolnictwie jest
dostarczanie odpowiednich makro- i mikrosktadnikéw, poniewaz zwykle gleby nie zawie-
rajg ich odpowiedniej ilosci. Uwaza sig¢, ze 35-40% wydajnosci plonu zalezy od ilosci
zastosowanego nawozu, majgcego bezposrednio wplyw na wzrost roslin. Aby rozwigzac
w inteligentny sposob rozpatrywane problemy, warto postuzy¢ si¢ wiasnie nanotechnolo-
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gig. Nawozy mozna dostarcza¢ co najmniej na kilka sposobow — bezposrednio do gleby lub
na liscie roslin. Nawozy nano sg w stanie trzykrotnie zwigkszy¢ efektywnos¢ wykorzysta-
nia sktadnikow odzywczych, a takze zapewni¢ odporno$¢ na stres (Manjunatha i in., 2016).
Niezaleznie od rodzaju uprawy nonotechnologia moze sta¢ si¢ dziedzing przyjazna dla
srodowiska naturalnego (Manjunatha i in., 2016).

2.4.1. Kielkowanie nasion i wzrost roslin

Warunki kietkowania nasion rzepaku decyduja w duzej mierze o prawidtowej obsadzie
i pozniejszej kondycji roslin. Kietkowanie to bardzo ztozony i dynamiczny etap w rozwoju
kazdej rosliny. Rzepak zasiany w optymalnym terminie w gleb¢ o odpowiedniej wilgotno-
$ci wschodzi zwykle w ciggu tygodnia, a w bardzo sprzyjajacych warunkach wschody
mozna obserwowa¢ nawet po 3-4 dniach (Musnicki, 2003). W trakcie kietkowania nasion
zachodza zmiany fizjologiczne i biochemiczne, takie jak: wznowienie aktywnosci odde-
chowej (Bewley i in., 2013), aktywacja mechanizméw naprawczych, synteza biatka wedtug
przechowywanego i nowo syntetyzowanego mRNA (Bewley, 1997; Ni i in., 2007). Uak-
tywniaja si¢ enzymy i syntetyzowane sg witaminy (Majewska, 1994). Skrobia, biatka
i thuszcze sg rozktadane na zwigzki stanowigce zrodto energii i substratoéw dla nowo synte-
tyzowanych substancji. Kietki wykazujg bardzo duza aktywno$¢ enzymatyczng, m.in.
enzymow amylolitycznych, proteolitycznych, czy lipolitycznych, a ich ilo$¢ jest od 10 do
100 razy wigksza niz w dorostych roslinach (Piesiewicz i Mielcarz, 2001). Juz w pierwszej
fazie kietkowania zaczynaja dziata¢ enzymy — ksylanaza i glukanaza, rozktadajace hemice-
lulozy (material budulcowy $cian komdrkowych) na cukry proste. Dziatanie tych enzymow
powoduje rozluznienie komorek bielma i warstwy aleuronowej ziarniakow, co otwiera
innym enzymom droge do wnetrza wszystkich komorek. W trakcie kietkowania ziarniakow
wielocukry sa rozktadane przez cata game¢ enzymow do dwucukrow i cukrow prostych.

Na proces kietkowania roslin moze wptywa¢ wiele czynnikéw abiotycznych, ktore
ograniczaja lub hamuja jej rozwdj. W ostatnio opublikowanych badaniach wykazano réw-
niez, ze zaprawianie nasion wyraznie poprawia proces kietkowania w optymalnych i nieko-
rzystnych warunkach $rodowiskowych w zalezno$ci od zastosowanych zwigzkéow (Li i in.,
2010; Pace i in., 2012; Benincasa i in., 2013; Hojjat, 2015). Wielu badaczy ocenialo tez
skutki oddziatywania nanoczastek na kietkowanie i wzrost roslin w celu promocji tych
srodkow 1 ich wykorzystania w rolnictwie (Zheng i in., 2005). W ostatnich latach pojawita
si¢ znaczna liczba publikacji dotyczacych interakcji nanoczastek z ro$linami (Lin i Xing,
2007; Battke i in., 2009; Lin i in., 2009). Wickszo$¢ z prezentowanych w nich badan skupia
si¢ na potencjalnej toksycznosci NC dla ro$lin, jak rowniez pozytywnych, negatywnych lub
nieistotnych skutkach ich oddziatywania. Badania wskazuja, ze nanoczastki w zakresie
stezen 10-40 mg-dm™ s3 w stanie znacznie poprawi¢ zdolnos¢ kietkowanie nasion oraz
wzrost roslin pomidoréw (Khodakovskaya i in., 2012). Podobne badania dotyczace wplywu
nanoczgstek metali (Si, Pd, Au, Cu) na kietkowanie nasion saftaty, ktore przeprowadzili
Shah i Belozerova (2009), wskazuja, ze nanoczasteczki (Pd i Au w matym stezenia; Sii Cu
w wyzszych stezeniach i kombinacji Au i Cu) miaty pozytywny wptyw na kielkowanie
nasion, mierzony stosunkiem masy pedoéw do korzeni oraz wzrostem siewek. Ponadto sre-
bro jest doskonatym stymulatorem wzrostu roslin (Sharon i in., 2010). Badania przeprowa-
dzone przez Pokhrela i Dubeya (2013), dotyczace zastosowanie nanoczastek Ag i Zn do
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oceny zdolnosci kietkowania kapusty i kukurydzy, wykazaty wydtuzenie czasu kietkowania
oraz wydhuzenie korzeni, potwierdzajac przypuszczenia o bardziej toksycznym dziataniu na
ro$liny niz ich odpowiednikow w postaci jonéw wolnych metali.

Zywotno$¢ nasion rzepaku jest waznym zjawiskiem we wspotczesnym rolnictwie, dla-
tego tez zauwazalny postep w dziedzinie nanotechnologii i jej wykorzystania w rolnictwa
prowadzi do wzmozonych badan dotyczacych zrozumienia oddzialywania nanoczasteczek
srebra i miedzi (AgNC, CuNC) na nasiona w fazie ich kietkowania (Hojjat, 2015).

2.4.2. Przechowywanie nasion

Proces przechowywania nasion rzepaku wiaze si¢ nieuchronnie ze zmiang ich sktadu
chemicznego oraz starzeniem (Wiklon i Cox, 1992; Sadowska i in., 1995), co skutkuje
ostabieniem proceséw zyciowych i prowadzi do naturalnego zamierania. Nasiona rzepaku
sa o wiele bardziej narazone na zepsucie niz ziarno zb6z. Ttuszcz, szczegdlnie w nasionach
wilgotnych i1 uszkodzonych, pod wptywem enzymoéw i tlenu z powietrza ulega tatwemu
rozktadowi. Odmienny sktad nasion zb6z i rzepaku jest uwarunkowany przez rdznice
w mozliwo$ci wigzania wody przez zarodek i pozostala cz¢§¢ nasiona. Zalecana wilgotnosé
przechowalnicza nasion rzepaku wynosi 7%, a zbdz 14% (Rudko, 2011).

Proces przechowywania nasion rzepaku wigze si¢ ze statymi zmianami ich jakos$ci, lecz
zakres tych zmian jest uwarunkowany ich jako$cia w momencie zatadunku do siloséw
(odmiang nasion, wilgotnos$cia, zanieczyszczeniami czy poziomem ich uszkodzenia), spo-
sobem obrobki pozbiorowej, warunkami przechowywania (temperaturg i obcigzeniami)
oraz dlugoscia okresu przechowywania (Tys i in., 2002a; b; Kachel-Jakubowska i Szpryn-
giel, 2006; Kachel-Jakubowska, 2008). Sktadowanie nasion o podwyzszonej wilgotnosci
oraz niespetniajacych wyzej opisanych warunkow prowadzi do strat finansowych i wplywa
na jako$¢ wytwarzanych produktéw zywnosciowych, gtdwnie na ich wtasciwosci zdrowot-
ne. Dhugotrwate przechowywanie nasion wilgotnych (powyzej 7%) prowadzi zawsze do
pogorszenia ich jako$ci powodowanej przez rozwoj grzybow (Rusinek i Tys, 2011). Majac
na uwadze stan nasion przed procesem przechowywania, nalezy dobra¢ odpowiednig meto-
de realizacji tego procesu. Stosowane powszechnie techniki przechowywania maja za zada-
nie zapewnienie optymalnych warunkéw fizykochemicznych podczas procesu magazyno-
wania, tj. ograniczajacych procesy zyciowe nasion oraz rozwdj drobnoustrojow. Istnieja
trzy podstawowe sposoby przechowywania nasion: w stanie suchym, ochtodzonym
(w temperaturze 5-12°C) lub bez dostgpu tlenu, ktore w zalezno$ci od potrzeb mozna 13-
czy¢ ze soba (Nellist, 1998; Tys i in., 2011; Rusinek i in., 2012).

Przyjmuje si¢, ze gldwna przyczyna zakazenia mikrobiologicznego, pogarszajacego
jakos$¢ przechowywanego surowca jest kurz, ktorego czastki obecne w magazynach oraz
w elewatorach przenosza zaré6wno zarodniki grzybéw mikroskopowych, potocznie nazy-
wanych ple$niami, jak i komorki bakteryjne (Chetkowski, 1999). Silne namnoZzenie si¢
grzyboéw na nasionach stanowi doskonale zrédlo pokarmu dla owaddéw i gryzoni, przeno-
szacych drobnoustroje w rozne partie magazynu, powodujac w konsekwencji zwigkszenie
ich liczebnosci. Ich rodzaj i ilo§¢ zalezy od klimatu, potozenia geograficznego i terenu
uprawy. W nasionach $wiezo zebranych z pola znajduja si¢ gatunki wlasciwe dla konkret-
nego terenu, natomiast po ich zmagazynowaniu sklad mikroorganizméw zmienia sig.
Zgodnie z literaturg na catym $wiecie wystepuja te same grzyby magazynowe (Skriegen,
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1989). Mikroflore zasiedlajaca nasiona mozna podzieli¢ na polowa i wglebng. Pierwsza
z nich to mikroflora powierzchniowa, obejmujaca szereg drobnoustrojow, z ktorych tylko
nieliczne moga wnika¢ w glab zdrowego nasiona i powodowac jego psucie. Do tych grzy-
boéw mozna zaliczy¢ plesnie z rodzaju: Alternaria, Fusarium, Heminthosporium oraz
Cladosporium. Grzyby te wykazuja stosunkowo malg aktywnos¢ enzymatyczng, a dobrze
wysuszone ziarno lub nasiona nie stanowia dla nich dobrej pozywki, co staje si¢ przyczyna
ich wymierania (Trojanowska, 2002). Przyjmuje si¢, ze wymieranie grzybéw polowych
w trakcie przechowywania zalezy od wilgotnosci, temperatury oraz dtugosci przechowy-
wania nasion. Zanikanie grzybow polowych moze by¢ spowodowane aktywnos$cia antago-
nistyczng wigkszosci grzybow przechowalniczych (mikroflora wglebna) oraz bakterii (Tro-
janowska, 2002). ,,Grzyby przechowalnicze” to grzyby rozwijajace si¢ na nieprawidlowo
przechowywanych nasionach przy mniejszym lub wigkszym ich zaple$nieniu. Mozna do
nich zaliczy¢ kilka grup gatunkéw z rodzaju Aspergillus (kropidlaki), Penicillum (pgdzlaki)
czy Rhizopus (plesniakowce), potwierdzonych wynikami badan Trojanowskiej (2002) oraz
Kornitowicz-Kowalskiej i in. (2000). Najbardziej podatne na rozwo6j grzybow sa nasiona
niedojrzale oraz zawierajace znaczne ilo$ci wody, a takze o wysokim stopniu uszkodzenia
(Bielecka i in., 1994).

Zanieczyszczenie nasion grzybami oraz ich toksynami moze nastgpi¢ na kazdym etapie
technologicznym — podczas wegetacji na polu oraz w czasie niewtasciwego sktadowania
nasion w okresie pozniwnym. Z uwagi na to, ze wilgotno$¢ nasion po zbiorze bardzo cze¢sto
przekracza zalecang wilgotno$¢ przechowalnicza, nasiona rzepaku musza by¢ poddane
procesowi suszenia i schtodzenia. Wysuszenie i schtodzenie nasion nie gwarantuja jednak
przechowania bez pogorszenia ich jakosci. Podczas dlugotrwalego przechowywania nasion
w silosie, w wyniku zmian temperatury na zewnatrz oraz ogrzewania potudniowych $cian
magazynu, W przechowywanej masie ziarna moze wystapi¢ roznica temperatur. W nawil-
zonych warstwach ziarna lub nasion nastgpuje uaktywnienie procesow zyciowych, ktore
prowadza do samonagrzewania. Jest to zjawisko negatywne, pogarszajace jako$¢ materiatu,
niestety czesto wystepujace w praktyce przechowalniczej. Sytuacji tej mozna przeciwdzia-
ta¢, przez przewietrzenie masy nasion. W przypadku zaniedbania tego zjawiska w prze-
chowywanej masie nasion — na skutek wzrostu temperatury i wilgotnosci — nastepuje roz-
woj grzybow plesniowych (Pronyk i in., 2006).

Wsrod licznych metabolitow na szczegdlng uwage zashuguje ergosterol (ERG), uwaza-
ny za steroid wystepujacy w grzybach, bakteriach, glonach i roslinach (Axelsson i in.,
1995; Anonymous, 2000) umozliwiajacy oszacowanie biomasy grzybow (Seitz i in., 1979).
Wystepuje on w blonie komoérkowej wigkszo$ci grzybdw plesniowych (Newell i Fell, 1992;
Gourama i Bullerman, 1995; He i in., 2000; Zhao i in., 2005). Analiza zawartosci ERG
wskazuje na poziom nie tylko zywej biomasy grzybowej, ale cze$ciowo tez calkowitej
biomasy grzybowej obecnej w badanej probie. W licznych badaniach stwierdzono znaczna
korelacj¢ pomigdzy zawartosciag ergosterolu a grzybowa sucha masa w systemach glebowo-
wodnych (Newell, 1994), ryzu (Saxena i in., 2001), ziarnach kukurydzy (Moretzsohn de
Castro i in., 2002; Gawrysiak-Witulska i in., 2008; Stuper i in., 2008) czy w oleju z soi
(Xue i in., 2006). Na ich podstawie stwierdzono, ze jest on gtéwnym sterolem wystepuja-
cym w wielu rodzajach grzybow, migdzy innymi w Fusarium, Alternaria, Cladosporium,
Mucor, Rhizopus, Aspergillus, Penicillium i Paecilomyces (Miller i Schwadorf, 1990;
Wisniewska i Busko, 2005). Porazenie nasion przez te gatunki powoduje pogorszenie nie
tylko jakosci materialu siewnego, ale rowniez jego wartosci technologicznej (Veisz i in.,
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1997; Lesnic i in., 2008). Podczas gdy niektore grzyby stanowia naturalng mikroflore jadra
ziarna lub nasion, inne moga powodowa¢ inwazj¢ plesni i toksyczne zanieczyszczenie
nasion. Jest to zwigzane z produkcja mikotoksyn podczas wzrostu roslin i przechowywania
plonéw, a w koncowym rezultacie ich szkodliwe efekty mozna obserwowac zaréwno
u ludzi, jak i u zwierzat (Bottalico, 1999; Srobarovéa i Pavlova, 2001; Chetkowski i in.,
2001; Perkowski i in., 2008). Obecnos¢ ergosterolu w grzybach czyni go dobrym markerem
inwazji grzybow w zywnosci i artykutach rolnych.

2.5. Wlasciwosci oleju z nasion rzepaku

Jako$¢ wytloczonego oleju rzepakowego zalezy przede wszystkim od stanu nasion uzy-
tych do jego produkcji. Mozna to osiggnaé poprzez odpowiednig uprawe z zastosowaniem
srodkow zapewniajacych im dobrg jakos¢ koncowg po zbiorze oraz w czasie procesu prze-
chowywania. Rzepak zbierany w Polsce charakteryzuje si¢ wilgotnoscia w przedziale od
7% do 17%, jednak znaczna jego czes¢ (80-90%) wymaga dodatkowo czyszczenia oraz
dosuszania (Rybacki i in., 2001). Po zbiorze nasiona sg przechowywane w silosach, ktore
zapewniaja pewien staly stan Srodowiska. Podczas dlugoterminowego przechowywania
rzepaku niezbedna jest kontrola odpowiedniej temperatury oraz wilgotnosci, dlatego tez
nalezy stale monitorowac stan przechowywanego surowca (Rusinek i Kobytka, 2014).
Innymi czynnikami wywierajacymi wptyw na jako$¢ koncowa produktu uzywanego do
tloczenia oleju s3: stopien jego zanieczyszczenia, uszkodzenia, wilgotno$¢ oraz dojrzatosé
nasion, ktore to w zasadniczy sposob determinuja jakos¢ koncowego produktu (Matthdus
i Briihl, 2003; 2008). Do wytlaczania oleju rzepakowego na zimno stosuje si¢ prasy o roz-
nej konstrukcji i parametrach wytlaczania (pr¢dko$¢ obrotowa $limaka, srednica dyszy,
temperatura glowic) (Savoire i in., 2013). Otrzymywany w ten sposob olej cechuje si¢
wysoka jakoscig i dobrymi walorami zywieniowymi, a ponadto sama technologia jest pro-
sta, tania i ekologiczna. Mimo niezaprzeczalnych zalet, olej ttoczony na zimno otrzymuje
si¢ przy jednoczesnych duzych stratach tluszczu pozostajacego w wyttokach w porownaniu
z ekstrakcja rozpuszczalnikiem, po ktorej mata ilos¢ tluszczu resztkowego pozostaje
w $rucie poekstrakeyjnej. Wyttoki z wysoka zawartoscia thuszczu moga by¢ jednak wyko-
rzystywany jako pasza dla zwierzat. Olej z rzepaku moze by¢ produkowany metoda tlocze-
nia na zimno, na ciepto bez ekstrakcji oraz na ciepto z ekstrakcja (olej rafinowany). Olej
rafinowany, nazywany powszechnie olejem do gotowania, jest najbardziej popularny na
rynku i uzywany do réznych celéw kulinarnych. Jednak w ostatnich latach obserwuje si¢
rosnace zainteresowanie olejem tloczonym na zimno, charakteryzujacym si¢ naturalnym
smakiem i zawarto$cig cennych witamin (Wroniak i in., 2006).

W technologii tloczenia na zimno, jako metody oczyszczania oleju, dopuszcza sa tylko
filtrowanie lub odwirowanie osadu i ewentualnych resztek wyttoku. Nie mozna wigc usu-
na¢ niektorych niepozadanych sktadnikow, np. produktéw hydrolizy, utlenienia, chlorofili
lub zanieczyszczen chemicznych, takich jak: jony metali, pozostatosci pestycydow, czy tez
wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych, ktérych poziom efektywnie obniza
rafinacja chemiczna (Singh i Bargale, 2000; Rozporzadzenie, 2006; Matthdus, 2012). Oleje
tloczone na zimno zawierajg gtownie triacyloglicerole (ok. 95%) oraz niewielka ilo$¢ dia-
cylogliceroli, monoacylogliceroli i wolnych kwaséw tluszczowych. Wsréd nich mozna
wymieni¢ takie grupy zwiazkow, jak: fosfolipidy, tokoferole i tokotrienole, sterole wolne

21



Magdalena Kachel

i zestryfikowane, weglowodory (skwalen), alkohole triterpenowe, karotenoidy, chlorofile
oraz inne zwiazki nadajace barwe, ktdre sa bardzo cennymi sktadnikami pod wzgledem
zywieniowym (Szajdek i Borowska, 2004; Gunstone, 2005; Kamal-Eldin, 2005). Udziat
tych sktadnikéw w oleju zalezy gtownie od jakosci, rodzaju surowca i jego odmian oraz
warunkow klimatycznych uprawy i zabiegéw agrotechnicznych, ktorym byly poddawane
ro$liny (Berganza i in., 2003).

Obecnos¢ karotenoidéow w diecie cztowicka obniza zawarto$¢ nadtlenkow lipidow
w osoczu krwi (Robak i Zachwieja, 1998), chronigc tym samym przed chorobami wywo-
lywanymi przez reaktywne formy tlenu — RFT (ROS z ang. Reactive Oxygen Species).
Karotenoidy obnizaja ryzyko zawatu serca, udaru mézgu, choroby niedokrwiennej serca,
zaémy, starczego zwyrodnienia plamki ocznej, choroby Alzheimera, choréob nowotworo-
wych i innych degeneracyjnych chorob wieku starczego (Robak i Zachwieja, 1998).

Obecnos¢ wyzej wymienionych przeciwutleniaczy moze zapewni¢ stabilnos$¢ oleju tho-
czonego na zimno przez okres od 6 do 12 miesiecy. Zakres przemian oksydacyjnych
w olejach zalezy od warunkow przechowywania: temperatury, dostepu tlenu i §wiatta oraz
rodzaju opakowania (Prescha i in., 2008). Przy kontakcie tluszczu z tlenem mozliwe jest
zapoczatkowanie wolnorodnikowych reakcji tancuchowych. Swiatto moze zainicjowaé
utlenianie tlenem singletowym o wyjatkowo wysokiej reaktywnos$ci, 1450 razy wickszej
niz tlen tripletowy (Bartosz, 2003; Tanska i Rotkiewicz, 2003). Okres ten zalezy réwniez
od ogoblnej zawartosci wiclonienasyconych kwasoéw thuszczowych (PUFA), zwlaszcza kwa-
su a-linolenowego (Choe i Min, 2006). Duza zawarto$¢ PUFA i innych substancji sprzyja-
jacych rozktadowi oleju w wysokiej temperaturze jest przyczyng ograniczenia stosowania
olejow nierafinowanych w procesie smazenia, bowiem powoduja one zmiany jego smaku
oraz barwy (Warner, 2008).

Wedlug miedzynarodowego zbioru norm dotyczacych zywnosci — Codex (1999) oleje tho-
czone na zimno sg to roslinne oleje i thuszcze jadalne pozyskane w wyniku proceséw me-
chanicznych, takich jak ttoczenie, wykluczajac zastosowanie wysokiej temperatury. Moga
one by¢ oczyszczane tylko przez wyphukiwanie woda, sedymentacje, filtracje lub wirowa-
nie. Przy pozyskiwaniu olejow i tluszczéw typu virgin dopuszczone jest zastosowanie tem-
peratury w celu zwigkszenia wydobycia frakceji thuszczowej (Codex, 1999). Ttoczenie oleju
na zimno jest najstarsza naturalng metoda jego pozyskiwania, zaliczang do ekologicznych,
gdyz do jej przeprowadzenia nie s3 wykorzystywane zadne rozpuszczalniki.

Szczegbdlna wartos¢ olejow ttoczonych na zimno wynika z faktu, ze sa one bogatym
zroédlem jednonienasyconych kwaséw tluszczowych (JKT) oraz wielonienasyconych kwa-
sow tluszczowych (WNKT) (Gunstone, 2005). Kwasy thuszczowe nasycone (SFA) i mo-
noenowe (MUFA) moga by¢ syntetyzowane w organizmie cztowieka, natomiast kwasy
polienowe (PUFA) nie s3 syntetyzowane ze wzgledu na brak uktadow enzymatycznych
zdolnych do wprowadzania wigzan podwdjnych w pozycjach n-6 i n-3 tancucha weglowe-
go 1 musza by¢ dostarczone w spozywanych pokarmach. Do WNKT sg zaliczane tzw. nie-
zbedne nienasycone kwasy tlhuszczowe (NNKT). Sg nimi: kwas a-linolenowy (ALA, 18:3,
n-3), kwas linolowy (LA, 18:2, n-6) oraz kwas y-linolenowy (GLA, C18:3, n-6) (Sionek,
1997; Kartowicz-Bodalska i Bodalski, 2007). Mimo ze zawarto$¢ thuszczu w nasionach
rzepaku jest uwarunkowana genetycznie, to ekspresja tej cechy zalezy w znacznym stopniu
od sposobu uprawy i zbioru, nawozenia, pogody i innych czynnikéw (Hoffmann i in.,
1979). Sktad i proporcje kwasow ttuszczowych w oleju rzepakowym sg bardzo korzystne
dla diety czlowieka ze wzgledu na duza zawartos¢ kwasu oleinowego oraz niezbednych
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nienasyconych kwasoéw tluszczowych (NNKT) — linolowego i linolenowego. Sktad che-
miczny olejow decyduje o ich potencjale prozdrowotnym oraz zastosowaniu w codziennej
praktyce (Junker i in., 2001; Drozdowski, 2007; Obiedzinska i Waszkiewicz-Robak, 2012).
Zwraca si¢ szczego6lng uwage na n-3 (kwas linolenowy) oraz n-6 (kwas linolowy) ze
wzgledu na istotng rolg, jaka odgrywaja w funkcjonowaniu organizmu ludzkiego. Reguluja
m.in. gospodarke lipidami, obnizajac poziom cholesterolu i triacylogliceroli we krwi, oraz
sg szczegolnie istotne dla prawidlowego funkcjonowania uktadow nerwowego i krazenia
(Contreras i Stanley, 2002; Krzymanski, 2009). Dla wartoSci zywieniowej wazna jest nie
tylko ich ilo$¢, ale takze ich proporcja. Nalezy zwroci¢ uwage na bardzo korzystny stosu-
nek kwasow omega-6 (n-6) do omega-3 [n-3; kwas dokozaheksaenowy (DHA, 22:6 n-3)
i kwas eikozapentaenowy (EPA, 20:5 n-3)]. Stosunek ten wynosi okoto 2:1 i jest prawie
idealny biorac pod uwage potrzeby zywieniowe (Kunachowicz i in., 2005; Wathes i in.,
2007; Tanska i in., 2009) oraz zdrowotne (Matthdus i Briihl, 2008).

Obecno$¢ wielonienasyconych kwasow tluszczowych (PUFA) sprawia, ze oleje spo-
zywcze staja sie podatne na utlenianie, pogarszajace jednoczes$nie walory smakowe produk-
tu, a tym samym dlugo$¢ okresu przechowywania produktu. Gléwna zachodzaca reakcja
jest utlenianie lipidow, prowadzace do degradacji nienasyconych kwasow thuszczowych,
ktora wlasnie decyduje o koncowej jakosci produktu. Bioragc pod uwage warto$¢ odzywcza
i stabilno$¢ oksydacyjng, do najwazniejszych czynnikéw determinujgcych jakos$¢ olejow
jadalnych nalezy niewatpliwie sktad kwasoéw thuszczowych 1 obecnos$¢ zwigzkdéw towarzy-
szacych o wlasciwosciach przeciwutleniajacych (m.in. karotenoidow) oraz substancje nie-
pozadane dzialajace proutleniajaco (m.in. chlorofili, metali) (Ziemlanski i Budzynska-
Topolowska, 1991; Wroniak i in., 2006; Cichosz i Czeczot, 2011). Utlenianie nienasyco-
nych kwasow tluszczowych moze wynikaé z kilku podstawowych reakcji dotyczacych
otaczajacego Srodowiska: samoczynnie katalizowanej temperatury utleniania, jonow metali
i wolnych rodnikéw; utleniania zainicjowanego przez enzym lipoksygenazy; fotoutleniania
bedace efektem obecnos$ci promieniowania UV oraz powietrza (Berset i Cuvelier, 1996;
Gutiérrez i in., 2002; Gharby i in., 2011). Wszystkie te zjawiska staja si¢ przyczyna po-
wstania rodziny zwiazkow, wodoronadtlenkow (LOOH) (Judde, 2004). Podczas utleniania
sa wytwarzane produkty bedace przyczyna rozwoju nieprzyjemnego zapachu, pogorszenia
jakosci oleju w wyniku obnizenie wartosci odzywczej, a takze w ostatecznym efekcie tok-
sycznego dziatania na organizm cztowicka (Jacobsen i Nielsen, 2008; Matthdus i in., 2010;
Shahidi i Zhong, 2010).

Codex (1999) przedstawia dopuszczalng wartos¢ parametréw Swiadczacych o stopniu
oksydacji olejow tloczonych na zimno. Liczba kwasowa (LK) okresla ilo¢ mg KOH-g"
potrzebna do zobojetnienia wolnych kwasow thuszczowych w 1 g thuszezu. Shuzy do oceny
stopnia zmian hydrolitycznych tluszczu, a jej maksymalna dopuszczalna warto$¢ wynosi
<4 mg KOH-g". Liczba nadtlenkowa (LN) jest miarg zawartosci nadtlenkow i jest trakto-
wana jako wskaznik stopnia utlenienia (zjetczenia) tluszczow. Maksymalna dopuszczalna
warto$é LN w olejach powinna wynosié¢ < 15 mmola O-kg™.

Jako$¢ oleju ttoczonego na zimno mozna okreslic wicloma metodami, ktore moga wy-
korzystywaé liczne srodki chemiczne, a przygotowanie probek analitycznych wymaga
poswigcenia znacznej ilosci czasu. Obecnie alternatywa stato si¢ wykorzystanie technik
spektroskopowych, w tym podczerwieni Attenuated Total Reflection (ATR) z transforma-
cja Fouriera (FTIR) (Mueller i in., 2013), ktore polegaja na oddziatywaniu promieniowania
elektromagnetycznego na badany material. Analiza ATR-FTIR stala si¢ poteznym narze-
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dziem analitycznym w badaniach olejow jadalnych i tluszczéw (Guillén i Cabo, 2000; Tay
iin., 2002). Silg technik ATR-FTIR jako narzg¢dzia analitycznego jest mozliwos¢ szybkiego
i flatwego przeprowadzania analiz wielosktadnikowych (Van de Voort, 1992), dotyczacych
oceny zaréwno jakosciowej jak 1 iloSciowej analizy substancji statych, ptynnych oraz pro-
bek zeli, tacznie z ich charakterystyka chemiczng (Pinto i in., 2010; Mueller i in., 2013).
Metody spektroskopowe majg te zalete, ze umozliwiajg analiz¢ bardzo matych probek rze-
du kilkudziesigciu mikrometrow sze$ciennych oraz minimalizuja, a nawet calkowicie pomi-
jaja etap przygotowania probki (Li-Chan i in., 2010).

2.6. Stres abiotyczny oraz oksydacyjny i jego wplyw na rosliny

Uprawa roslin rzepaku jarego, szczegdlnie w warunkach polowych, zalezy $cisle od wa-
runkow zewngtrznych, $rodowiskowych i uprawowych. Niekorzystny wplyw jakiegos$
czynnika lub kilku czynnikow jednoczesnie wywotuje stres, czyli zaburzenie homeostazy
organizmu ro$linnego (Capanoglu, 2010). Wynikiem tego jest nieprawidlowy wzrost
i rozwdj roslin, co nieuchronnie prowadzi do obnizenia wielkosci plonu i jego jakosci.
Susza, wysokie temperatury, intensywnos$¢ $wiatta, toksyczno$¢ stosowanych substancji
chemicznych czy tez obecnos¢ metali ciezkich, niedobor lub nadmiar makro- i mikroele-
mentow, nieprawidlowy odczyn gleby oraz zasolenie sa przyczyng wielu stresow dla roslin.
Aby unikna¢ takich sytuacji, niezb¢dne sa dziatania, do ktorych naleza m.in. prawidlowa
agrotechnika (w tym wapnowanie, nawozenie i ochrona) oraz odpowiedni dobor nastepstwa
roslin uprawianych w kolejnych sezonach wegetacyjnych (ptodozmian) (Wang i in., 2003;
Pan i in., 2006; Imahori i in., 2008). Stresy prowadza do szeregu zmian morfologicznych,
fizjologicznych, fizycznych, biochemicznych, molekularnych i metabolicznych, ktére maja
niekorzystny wpltyw na wzrost i produktywno$¢ nasion (Wang i in., 2003; Capanoglu,
2010). W dziedzinie biologii funkcjonuje wiele definicji stresu. Jednak najbardziej uniwer-
salna z nich okresla stres jako stan zaburzenia homeostazy organizmu w wyniku oddziaty-
wania jednego lub kilku czynnikdéw stresujacych (Herrero i in., 2008; Duque i in., 2013).
Podstawa odpornosci roslin na warunki stresowe jest wydajne dziatanie naturalnych me-
chanizmoéw obronnych (Imahori i in., 2008). Liczne badania nad stresami abiotycznymi
wykazuja, ze efekt ich dziatania (ograniczenie wzrostu i prawidlowego funkcjonowania
rosliny) polega w mniejszym lub wigkszym stopniu, w zalezno$ci od czynnikoéw stresuja-
cych, na generowaniu reaktywnych form tlenu (RFT), ktore wywoluja wewnatrzkomorko-
wy stres oksydacyjny (Moller i in., 2007; Mourato i in., 2012). Wsrdéd reaktywnych form
tlenu (RFT) wyr6znia si¢ te o charakterze rodnikowym, do ktoérych sg zaliczane rodniki
hydroksylowy (OH") i anionorodnik ponadtlenkowy O,”, oraz o charakterze nierodniko-
wym, jak nadtlenek wodoru (H,0,) i tlen singletowy (‘O,). Sa one stale generowane we
wszystkich aerobowych systemach biologicznych (Sharma i in., 2012; Bartosz, 2013; Das
i Roychoudhury, 2014). RFT w warunkach niestresowych sa posrednikami wielu reakcji
metabolicznych, jednakze czynniki stresowe, w tym rowniez obecno$¢ metali sladowych
(Cu, Fe, Zn, Cd, Hg itp.), a szczegdlnie ich zbyt duze st¢zenia sg przyczyng generowania
znacznego nadmiaru RFT i prowadza do stresu oksydacyjnego w komorce lub sytuacji,
w ktorej wiecej RFT jest wytwarzane niz metabolizowane. Proces powstawania stresu ok-
sydacyjnego zachodzi w wielu miejscach komorki: fotosyntetycznym i mitochondrialnym
tancuchu przenosnikow elektronéw. Zdolnosé czasteczek RFT do uszkadzania wynika z ich
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duzej reaktywnosci oraz zdolno$ci do inicjowania fancucha reakceji rodnikowych, w ktorych

kazda czasteczka RFT reaguje z czasteczka niebedaca wolnym rodnikiem, powodujac po-

wstawanie kolejnego wolnego rodnika. RFT reaguje z wieloma bioczasteczkami komorko-
wymi biatek, kwasow nukleinowych czy lipidow. Reaktywne formy tlenu sa w stanie utle-
ni¢ prawie kazdy zwigzek w komorce, co moze prowadzi¢ do uszkodzenia wewnetrznego

(Berney iin., 2006) na skutek:

Peroksydacp lipidow przez zaburzenia bton biologicznych, atakujac szczegdlnie niena-

sycone kwasy tluszczowe. Powoduje to ich niestabilno$¢ i rozpad w kolejnych reak-

cjach z wytworzeniem aldehydow i alkoholi. Zatrzymanie tego zjawiska nastgpuje naj-
czgdciej za sprawa obecnosci antyoksydantow o matej masie czasteczkowej, do ktdrych

mozna zaliczy¢ karotenoidy (Herrero i in., 2008).

— Zaburzenia w obrebie kwasow nukleinowych (nukleozydy i reszty cukrowe). Zjawisko
to prowadzi do mutacji (Sairam i Srivastava, 2000; Mourato i in., 2012).

— Peroksydacji biatek, powodujac zmiang ich struktury oraz ich inaktywacj¢ (Herrero
iin., 2008).

— Inaktywacji fotosyntetycznego tancucha przeno$nikéow elektrondw, powodujac zaha-
mowanie wytwarzania cukréw z powodu oksydacyjnego uszkodzenia chlorofilu, karo-
tenoidow, bialek wystepujacych w obrebie fotosystemow oraz przenosnikow elektro-
néw 1 lipidowe;j struktury bton (Wozny i Przybyt, 2004).

Silne uszkodzenie komorki przez RFT moze prowadzi¢ do jej $mierci. Smieré¢ uszko-
dzonej komorki moze by¢ réwniez czgécig strategii obronnej rosliny. W czasie stresu oksy-
dacyjnego nadtlenck wodoru funkcjonuje jako czasteczka sygnalna. Powoduje naplyw
jonow Ca®* do cytoplazmy, czego rezultatem jest niekontrolowane, gwattowne wytworze-
nie duzej ilo$ci RFT — tzw. wybuch oksydacyjny prowadzacy w krotkim czasie do $mierci
komorki. Jest to w tym przypadku $mier¢ pragmatyczna, czyli kontrolowana genetycznie,
ktora mozna okresli¢ jako reakcje nadwrazliwosci HR (ang. hypersensitive reaction).
Smieré pragmatyczna stanowi podstawe reakcji obronnej rosliny polegajacej na strategii
»spalonej ziemi”, czyli wycofaniu wszelkich substancji odzywczych z objetej stresem ko-
morki. Zapobiega to rozprzestrzenianiu si¢ czynnika stresujacego do innych komoérek lub
wystapieniu $mierci niekontrolowanej (nekrozy) (Wozny i Przybyl, 2004). Jednak komorka
roslinna nie jest bezbronna wobec powstajacych RFT. Wyksztalcita ona wiele neutralizuja-
cych je mechanizméw, ktore moga by¢ regulowane w zaleznosci od warunkéw Srodowi-
skowych umozliwiajacych przezycie. Czasteczki H,O, sa rowniez odpowiedzialne za pro-
gramowang $mier¢ komorki, powodujac kaskade odwracalnych fosforylacji biatek, ktorej
wynikiem jest indukcja ekspresji genow zwigzanych z reakcjami obronnymi. Najwazniej-
szymi sktadowymi systemu neutralizacji nadmiaru RFT sa:

— enzymy antyoksydacyjne, do ktorych naleza dysmutazy nadtlenkowe SOD (Cu/Zn-
SOD, Mn-SOD, Fe-SOD neutralizujace rodniki ponadtlenkowe ('O,) z wytworzeniem
H,0,, katalazy CAT oraz duza grupa peroksydaz POX (peroksydaza gwajakolowa,
askorbinianowa) redukujacych H,O, (Miller i in., 2010),

— obecnos¢ drobnoczgstkowych antyoksydantow: karotenoidow, flawonoidéw, tokoferoli,
fenoli itp., wylapujacych reaktywne formy tlenu,

— aktywno$¢ cyklu askorbinianowo-glutationowego, w ktérym biora udziat cztery enzy-
my: peroksydaza askorbinianowa, reduktaza monodehydroaskorbinianu, reduktaza de-
hydroaskorbinianu i reduktaza glutationu.
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Nalezy pamigtac, ze metale, dziatajac bezposrednio oraz powodujac zwigkszenie wy-
tworzenia RFT, prowadza do inaktywacji enzymow antyoksydacyjnych. Cze$¢ z nich jest
kofaktorami wielu enzyméw (Cu, Zn), ktoére wchodza w sktad Cu/Zn-SOD. Dlatego ich
niedobor jak i nadmiar oddziatuje niekorzystnie na enzymy antyoksydacyjne i moze do-
prowadzi¢ do indukcji stresu oksydacyjnego w komoérce. W efekcie uszkadzaja strukture
bton biologicznych, powoduja zaburzenia ich funkcji, objawiajace si¢ gtdwnie zwigksze-
niem przepuszczalnos$ci oraz inaktywacja biatek enzymatycznych wchodzacych w ich
sktad. Staje si¢ to przyczyng zaburzenia wielu proceséw metabolicznych komorki odpo-
wiadajacych za pobieranie substancji ze $rodowiska, fotosyntez¢ czy oddychanie mito-
chondrialne (Wozny i Przybyt, 2004).

Skutkiem obecnosci metali sg aktywowane odmienne szlaki systemu antyoksydacyjne-
g0, co zalezy od rodzaju i organu rosliny. Z jednej strony metale, powodujac zwigkszone
wytwarzanie RFT, stymuluja aktywno$¢ systemu antyoksydacyjnego, a z drugiej strony
szczegblnie w przypadku duzych ich stezen blokuja jego dziatanie na skutek uszkodzenia
enzymoOw, obnizenia aktywno$ci enzymow antyoksydacyjnych, przylaczenia si¢ metali do
ich grup funkcjonalnych zawierajacych atomy: S, O oraz N czy zastgpienia wlasciwych
metali pelnigcych funkcje¢ kofaktorow w czasteczkach enzyméw antyoksydacyjnych przez
inne metale $ladowe, co uniemozliwia przeprowadzenie katalizowanych przez nie reakcji
(Kabata- Pendias i Pendias, 1999).

2.6.1. Mechanizmy obronne roslin

W czasie ewolucji rosliny wyksztalcity wiele efektywnych mechanizméw obronnych
przeciwdziatajacych niekorzystnym warunkom s$rodowiskowym. Jesli mechanizmy kom-
pensujace stres dziataja wydajnie, nastgpuje swoista rownowaga pomi¢dzy powstawaniem
RFT, a aktywnoscig enzymow antyoksydacyjnych, co zapobiega wystepowaniu negatyw-
nych zmian (Capanoglu, 2010; Imahori, 2014). Istniejace systemy mozna podzieli¢ na dwie
podstawowe grupy, czyli enzymatyczne oraz nieenzymatyczne. System ten obejmuje prze-
ciwutleniacze rozpuszczalne w thuszczu (o-tokoferol i karoten) (Parida i Das, 2005), sub-
stancje polepszajace rozpuszczalno§¢ w wodzie (askorbinian i glutation) oraz enzymy, takie
jak: katalaza (CAT), peroksydaza askorbinianowa (APX), dysmutaza ponadtlenkowa
(SOD), peroksydaza gwajakolowa (GPX) i reduktaza glutationowa (GR) (Demiral i Tur-
kan, 2005; Khan i Panda, 2008; Imahori, 2014).

2.6.1.1. Enzymatyczny mechanizm antyoksydacyjny

Najwazniejsze enzymy szlakow antyoksydacyjnych w komorkach roslinnych sg uloko-
wane w réznych kompartmentach i wykazuja wysoka specyficzno$¢ wobec substratu utle-
niajgcego (RFT) (Gill i Tuteja, 2010). Jednym z podstawowych z tej grupy enzymow jest
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD, EC 1.15.1.1). SOD jest istotnym przeciwutleniaczem
wystepujacym praktycznie we wszystkich organizmach oddychajacych tlenem (Meng i in.,
2013). Stanowi ona pierwsza lini¢ obrony przeciwko stresowi oksydacyjnemu w chloropla-
stach (Fridovich, 1975; Holmblad i Séderhéll, 1999; Alscher i in., 2002). Jest tez najbar-
dziej aktywnym wewnatrzkomorkowym antyoksydantem. Jej aktywno$¢ na ogo6t nasila sig¢
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podczas stresu wywolanego metalami cigzkimi (Gill i Tuteja, 2010). Istnieja trzy gldwne
rodziny tej metaloproteiny: mangan SOD (Mn-SOD), zelazo SOD (Fe-SOD) i miedz-cynk
SOD (Cu/Zn-SOD) (Gupta i in., 1993). R6znig si¢ one kofaktorem, ktorym jest jon metalu
przejsciowego oraz miejscem dziatania w komorce. W odniesieniu do lokalizacji subko-
morkowej stwierdzono, ze Mn-SOD wystepuje w mitochondriach i peroksysomie, Fe-SOD
w chloroplascie i Cu/Zn-SOD w cytozolu, chloroplascie i prawdopodobnie w przestrzeni
pozakomorkowej (McKersie i in., 1993; Bueno i in., 1995; Mourato i in., 2012).

Katalaza (CAT, EC 1.11.1.6) jest pierwszym enzymem antyoksydacyjnym, ktory zo-
stat zidentyfikowany i scharakteryzowany. Wystepuje gtownie w peroksysomach i rozktada
nadtlenek wodoru do tlenu i wody (Mhamdi i in., 2010; Mourato i in., 2012). Katalaza jest
tetrametrycznym bialkiem hemowym oraz jednym z najszybciej dzialajacych enzymow
w przyrodzie. W ciggu minuty jedna molekuta katalazy moze przeksztatci¢ ok. 6 mln nad-
tlenkow wodoru (Gill i Tuteja, 2010). Enzym ten moze réwniez reagowac z wodorotlenka-
mi organicznymi (wodorotlenkiem metanu MeOOH) (Ali i Alqurainy, 2006). Aktywno$¢
katalazy waha si¢ w do$¢ duzym zakresie podczas stresu wywolanego przez metale cigzkie.
W zalezno$ci od stezenia H,O, katalaza dziata dwojako. Jesli stezenie jest niskie < 1 uM,
wykazuje aktywnos$¢ jak peroksydaza i moze utlenia¢ rézne niskoczasteczkowe donory
wodoru (etanol Iub kwas askorbinowy). Natomiast gdy koncentracja wodoru jest wysoka,
katalaza wykazuje typowa dla niej szybka, katalityczng redukcje tego zwigzku, w ktorej to
H,0O,; jest donorem i akceptorem protondw i elektronow (Scandalios i in., 1997; Mhamdi
iin., 2010).

Peroksydazy (EC, 1.11.1.) sa to kolejne enzymy powszechnie wystgpujace w komor-
kach ro$linnych, uczestniczace w wielu innych procesach metabolitycznych roslin. Ich
aktywnos¢ antyoksydacyjna polega na usuwaniu nadtlenku wodoru przy udziale chemicz-
nie zréznicowanych reduktoréw (Mourato i in., 2012). Peroksydaza gwajakolowa (GPX,
EC 1.11.1.7) jako reduktor wykorzystuje zwigzki fenolowe. Ma niski stopien specyficzno-
Sci substratowej. Jednym z jej substratow jest IAA (kwas 3-indolilooctowy). Produkty
dziatania GPX maja funkcje fizjologiczne, dlatego tez okresla si¢ jg jako peroksydaze me-
taboliczng wystepujaca gtdéwnie w wakuoli, $cianie komorkowej i przestrzeniach apoplastu
(Asada, 1997). Ponadto uczestniczy w lignifikacji, gojeniu ran i obronie roslin przeciw
stresom biotycznym i abiotycznym (Gill i Tuteja, 2010), biosyntezie etylenu i tgczeniu
glikoprotein bogatych w hydroksyproling uczestniczaca w procesach wzrostowych, jak
i starzenia si¢ roslin (Asada, 1997; Hiraga i in., 2001). Jej aktywno$¢ jest rowniez wykry-
wana w chloroplastach, peroksysomach oraz mitochondrii. Peroksydaza askorbinianowa
(APX, EC 1.11.1.11) usuwa H,0,, wykorzystujac kwas askorbinowy (AA) jako reduktor,
a jej koncentracja w chloroplastach wynosi okoto 70 uM (Asada, 1997). Wykazuje wicksze
powinowactwo do nadtlenku wodoru niz katalaza, co powoduje, ze jest zaangazowana
glownie w stale utrzymywanie niskiego stezenia H,O, (Mittler, 2002; Mourato i in., 2012).
Reduktaza glutationowa (GR, EC, 1.6.4.2) nalezy do grupy waznych enzymow utrzymu-
jacych pule zredukowanego glutationu (GSH) i redukujacych dehydroaskorbinian (DHA).
Wystepuje gtdéwnie w chloroplastach, cho¢ mate ilosci innych izoform tego enzymu znajdu-
ja sie tez w cytozolu i mitochondriach oraz w plastydach korzeni (Gill i Tuteja, 2010; You-
suf i in., 2012). Za 80% aktywno$ci GR w lisciach odpowiada forma wystepujaca w chlo-
roplastach (Yousufi in., 2012).

Wymienione enzymy wystepuja praktycznie we wszystkich komorkach roslin oraz sta-
nowia doskonaly mechanizm ich obrony przed stresem $rodowiskowym, rowniez po apli-
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kacji nanoczastek. Gtownym systemem usuwania nadtlenku wodoru w chloroplastach ro-
$linnych jest cykl, w ktorym peroksydaza askorbinianowa (APX) jest kluczowym enzymem
(Asada, 1992). Znaczny wzrost aktywnosci SOD w ro$linach pomidora i w raczniku pospo-
litym, ktére poddano dziataniu AgNC, potwierdzili Song i in. (2013) oraz Yasur i Rani
(2013). Aktywnosc ta zwigkszata si¢ lub malata w zaleznosci od dawki uzytego nanoprepa-
ratu. Potwierdzaja to liczne publikacje, w ktorych wykazano, ze w odpowiedzi na stres
srodowiskowy i aplikacje nanoczastek aktywno$¢ APX wzrasta wraz z dziataniami innych
enzymoéw, takich jak: reduktaza, CAT, SOD, GPX czy GR (Asada, 1992; Shigeoka i in.,
2002; Ishikawa i Shigeoka, 2008; Servin i in., 2013; Majumdar i in., 2014).

2.6.1.2. Nieenzymatyczne mechanizmy antyoksydacyjne

Nieenzymatyczne przeciwutleniacze stanowia druga grup¢ mechanizmow przeciwutle-
niajacych. Sktadaja si¢ na nie aktywnosci niskoczasteczkowych zwigzkdéw antyoksydacyj-
nych zdolnych do reakcji redoks. Nie tylko chronig rozne sktadniki komorki przed uszko-
dzeniami, ale rowniez odgrywaja istotng rol¢ w rozwoju ro$lin przez potggowanie
procesow komodrkowych, takich jak mitoza, wydtuzanie komorek, starzenie si¢ i $mieré
komorki (De Pinto i De Gara, 2004). Zwiazki te rdznig si¢ stopniem hydrofilowosci.
W grupie substancji hydrofilowych mozna wymieni¢ kwas askorbinowy, glutation czy
flawonoidy, a w grupie substancji hydrofobowych tokoferole i karotenoidy (Gill i Tuteja,
2010). Kwas askorbinowy (AA) wystepuje we wszystkich tkankach roélinnych, cho¢ jego
stezenie jest na ogol wyzsze w tkankach fotosyntetyzujacych, w merystemach oraz w nie-
ktérych owocach. Kwas AA jest uwazany za najpotezniejszy wymiatacz RFT, poniewaz
moze ulega¢ wielu enzymatycznym oraz nieenzymatycznym reakcjom redoks (Barnes i in.,
2002). Glutation (GSH) jest uwazany za jeden z najistotniejszych zwiazkow bronigcych
komérki przed uszkodzeniami oksydacyjnymi. Znajduje si¢ go we wszystkich kompart-
mentach komdrkowych, a takze w apoplascie (Gill i Tuteja, 2010). Glutation efektywnie
usuwa '0,, H,0, oraz HO", chroni tez grupy tiolowe w biatkach przed utlenianiem. Jest on
rowniez prekursorem fitochelatyn, polipeptydow petnigcych wazng rolg w detoksykacji
metali cigzkich w komorkach roslin (Gill i Tuteja, 2010). Tokoferole (witamina E) naleza
do zwiazkow rozpuszcezalnych w thuszezach, posiadajacych zdolno$¢ neutralizacji RFT. Sa
powszechnie uwazane za gtowny antyoksydant bton komoérkowych, poniewaz maja zdol-
no$¢ przerywania procesu reakcji tancuchowej autooksydacji lipidow. Najsilniejsze wia-
sciwosci antyoksydacyjne ma jeden z nich, a-tokoferol (El-Bassiouny i in., 2005; Ali i in.,
2015a; b). Prolina nalezy rowniez do aminokwasow o silnych zdolno$ciach redukcji RFT.
Jest rowniez osmoprotektantem, stabilizuje biatka, chelatuje metale oraz jest inhibitorem
peroksydacji lipidéw (Gill 1 Tuteja, 2010). Jej stezenie w komodrkach roslinnych zwigksza
si¢ w odpowiedzi na oddziatywanie stresow abiotycznych (Verbruggen i Hermans, 2008;
Ptazek 1 in., 2014). Karotenoidy naleza do zwigzkéw izoprenowych, rozpuszczalnych
w tluszczach, jak rowniez do rodziny lipofilowych przeciwutleniaczy, ktoére wystepuja
w plastydach zarowno fotosyntetycznych, jak i niefotosyntetycznych tkanek roslinnych.
Wykazuja aktywno$¢ przeciwutleniajgcg, chronigca mechanizm fotosyntezy na rdzne
sposoby, poprzez reakcy; zZ produktam1 LPO w celu zakonczenia reakcji tancuchowych,
wychwytywame 0, i rozpraszanie nadmiarowej energii fotosyntetycznej w postaci ciepta,
a takze maja zdolno$é neutralizowania RFT, zapobiegania powstawaniu 'O, przez wzbu-
dzenie chlorofilu (Chl®) (Das i Roychoudhury, 2014).
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2.7. Gleba jako Srodowisko zycia mikroorganizmow

Wspoldziatanie mikroorganizmow i roslin wyzszych doprowadza do powstania pewne-
go stanu rownowagi w uktadach biocenotycznych w Srodowiskach glebowych, ktérag zakto-
ca kazdy nowy doptyw substancji chemicznej lub gwattowna zmiana wlasciwosci fizyczno-
chemicznych gleby. Gleba, w odroznieniu od innych tworéw geologicznych, cechuje si¢
tzw. aktywnos$ciag biologiczna, o ktorej decydujg m.in. mikroorganizmy glebowe 1 wydzie-
lane przez nie enzymy (Kieliszewska-Rokicka, 2001). Gleba posiada kilka podstawowych
wlasciwosci, wérod ktorych mozna wyrdzni¢ budowe fazowa, w tym faze stata, umozliwia-
jaca tworzenie si¢ agregatow oraz dostepno$¢ mikro- i makroelementow, ktore stanowia
o tym, ze tworzy ona optymalne $rodowisko do wzrostu i rozwoju wystepujacych obok
siebie zroznicowanych organizmow glebowych (Nannipieri i in., 2003; Chaney i in., 1998).
Gleba stanowi $rodowisko biologicznie niejednorodne (heterogenne), w ktorym wystepuja
znaczne roznice w skladzie i wlasciwosciach, zaleznie od miejsca, z ktorego pochodzi
(Agnelli i in., 2004; Libudzisz i in., 2007; Stepniewski i Stgpniewska, 2009).

2.7.1. Aktywnos$¢ enzymatyczna gleby

Poziom aktywnoS$ci enzymatycznej gleb stanowi czuty wskaznik ich zyznosci i urodzaj-
nos$ci oraz informuje o zmianach ekologicznych zachodzacych w $rodowisku glebowym
(Bielinska i in., 2000). Istnieja czynniki hamujace dziatanie enzymoéw okreslane jako inhi-
bitory reakcji enzymatycznych. Reakcje te moga by¢ nieodwracalne, jak i odwracalne
i zachodza z udzialem matych czasteczek oraz jondw metali ciezkich. Terminem ,,metale
cigzkie” sg okreslane te pierwiastki, ktoérych gestos¢ jest wicksza od umownie przyjetej
granicy 5 g-em™, a liczba atomowa przekracza 20. Wérdd 90 pierwiastkow wystepujacych
naturalnie w przyrodzie, do metali cigzkich zalicza si¢ 53, ale tylko nieliczne z nich maja
znaczenie biologiczne (Schiitzendiibel i Polle, 2002). Metale te moga by¢ pobierane przez
zywe komorki, a przez to wptywaé¢ na metabolizm organizmow oraz funkcjonowanie
ekosystemow. W grupie tej znajduja si¢ metale zaliczane do mikroelementdw, takie jak:
Fe, Mn, Zn, Ni, Cu, Mo, Co i Cr. Zaréwno ich nadmiar, jak i niedobor moze zaktocié
wzrost i rozwo0j organizmu. Inne metale: Hg, Ag, Cd i Pb oraz metaloid As nie naleza do
sktadnikéw niezbegdnych dla roslin, natomiast w mniejszym lub wigkszym stopniu wykazu-
ja dziatanie toksyczne dla ro$lin i mikroorganizmow (Schiitzendiibel i Polle, 2002).

Metale, takie jak: Cu, Pb czy Ag, tatwo wiaza si¢c w sposob nicodwracalny ze wszyst-
kimi biatkami, powodujac rozleglte zmiany ich konformacji, prowadzace do denaturacji,
ktérej towarzyszy wypadanie biatka w postaci osadu. Powszechne zanieczyszczenia gleb
metalami lub pestycydami wigza si¢ ze zmiang aktywnoscig dehydrogenaz, co dowodzi
stuszno$ci uznania tych enzymow za doskonale indykatory skazenia §rodowiska glebowego
(Chaperon i Sauve, 2007).

Aktywnos¢ dehydrogenaz (DHA) w glebie jest zwigzana z czynnoscig wielu enzymow
(dehydrogenaz) lub systemow enzymatycznych, powszechnie wystepujacych w drobnou-
strojach glebowych (Thalmann, 1968; Ross, 1971). Liczni autorzy wskazuja, ze pomiar
aktywnosci dehydrogenaz stanowi wskaznik funkcji oddechowej, zwigzanej z aktywnoscia
metaboliczng catej populacji bakteryjnej (Brzezinska, 2002; Moreno i in., 2007; Koper i in.,
2008; Vogeller i in., 2008). Gianfreda i in. (2005) wykazali, ze udzial dehydrogenaz
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w przemianach materii organicznej gleby prowadzi do wytworzenia energii i produktow,
ktoérymi przede wszystkim sa CO, i H,O. Szereg badan wskazuje rowniez na fakt, ze dehy-
drogenazy glebowe uwolnione z zywych komoérek mikroorganizmow sg nietrwate w $ro-
dowisku glebowym i szybko ulegaja dezaktywacji. Stad tez pomiary aktywnosci tej grupy
enzymow sg utozsamiane z obecnoscig i zywotnoscig catej populacji drobnoustrojow
(Wtodarczyk, 2000; Singh i Kumar, 2008). Mozna zatem stwierdzié, ze aktywnos¢ dehy-
drogenaz — DHA okresla intensywno$¢ i kierunek przemian biochemicznych w procesach
przeksztalcania materii organicznej gleby. Obecnie aktywno$¢ enzyméw glebowych jest
wykorzystywana jako wskaznik ogdlnej aktywnosci biologicznej gleby oraz jej zyznosci,
bardziej niz inne wskazniki biologiczne, takie jak intensywno$¢ oddychania czy tez okre-
$lanie liczebnosci mikroorganizmow (Koper i in., 2004; Roldan i in., 2005; Yang i in.,
2005; Jezierska-Tys i Frac, 2008; Strek i Telesinski, 2015). Istnieje wiele czynnikéw $ro-
dowiskowych wplywajacych aktywujaco na DHA. Aktywno$¢ enzymatyczna moze by¢
zatrzymana lub obnizona przez inne czasteczki — inhibitory. Z kolei aktywatory enzyma-
tyczne to czasteczki zwigkszajace aktywno$¢ enzymoé6w. Mozna tu wyrdzni¢ substancje
niskoczasteczkowe przyépieszajace przebieg reakcji, czyli jony metali (Mn**, Mg, Ca**
lub rzadziej Cu®" albo Co®"). Niektore z aktywatorow enzymatycznych chronig enzymy
przed dziataniem czynnikow chemicznych, inne odczepiaja od nieczynnych proenzymow,
blokujac tym samym te grupy chemiczne (Wolinska, 2010). Role aktywatorow DHA bar-
dzo czesto przejmujg rowniez liczne czynniki srodowiskowe, wérdd ktorych mozna wyrdz-
ni¢ warunki wodno-powietrzne, temperaturg, zawarto$¢ wegla organicznego lub odczyn
gleby (Bielinska i Mocek, 2003; Lee i in., 2008b; Xiang i in., 2008). Jednak wazny jest
rowniez zwigzek miedzy aktywnoscia dehydrogenaz glebowych i poziomem profilu glebo-
wego oraz pora roku. Zakres pH, w ktorym dehydrogenazy wykazuja stosunkowo wysoka
aktywnos¢, miesci si¢ miedzy 5,5 a 7,8. Wiodarczyk i in. (2002) stwierdzili maksimum
aktywnosci DHA przy pH 7,1.

2.7.2.0ddzialywanie nanoczastek na glebe

W ,,systemie glebowo-ro§linnym” gleba i rosliny sg $cisle powigzane. Obecnos¢ nano-
czastek w glebie moze w bezposredni sposdb wplywaé pozytywnie lub negatywnie, szko-
dzi¢ roslinom, zwierz¢tom oraz ludziom (Anjum i in., 2013). Specyficzne wihasciwosci
nanoczgstek okreslaja ich zastosowanie w roéznych galeziach przemystu oraz rolnictwie,
stwarzajac jednoczesnie zagrozenie dla réznych elementéw srodowiska i organizméw zy-
wych (Klaine i in., 2008). Wigkszo$¢ obecnie prowadzonych badan koncentruje si¢ na
toksycznosci nanoczastek dla pojedynczych gatunkow bakterii w warunkach laboratoryj-
nych (Pal i in., 2007; McQuillan i in., 2011; Levard i in., 2012). Przeprowadzono réwniez
wiele doswiadczen, ktére dostarczyly dowoddw na to, ze nanometale sa szkodliwe w natu-
ralnych warunkach glebowych i wptywaja w znacznym stopniu na sktad ich populacji mi-
kroorganizméw (Kumar i in., 2011; 2012; Dinesh i in., 2012; Echavarri-Bravo i in., 2015;
Sillen i in., 2015) czy tez na biomas¢ bakteryjna (Hénsch i Emmerling, 2010) oraz procesy
rozwoju bakterii (Ge i in., 2011). Skala produkcji nanoczastek prowadzi do ich nieuniknio-
nego uwalniania do réznych elementéw srodowiska, w tym rowniez gleb.

Dzigki niewielkim rozmiarom ,,nano” mogg fatwo przenikngé¢ do organizméw, wywoltu-
jac wszelkie zmiany na poziomie DNA (Auffan i in., 2012). Nanoczastki moga przenikac
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do gleby w wyniku nawozenia mineralnego, zastosowania pestycydow (np. TiO, Cu, CuO,
Ag) oraz nawozow organicznych (Gogos i in., 2012; Ma i in., 2014). Zanieczyszczenie
gleby wytworzonymi przez cztowieka nanoczastkami moze mie¢ miejsce takze w wyniku
uzycia produktow zawierajacych w swoim sktadzie NC, jak: fotoogniwa, opony samocho-
dowe lub paliwa. Posrednie zanieczyszczenie gleby NC moze wynika¢ rowniez z ich osa-
dzania si¢ z powietrza lub z wody gruntowej (Pan i Xing, 2012). W ostatnim czasie liczba
prowadzonych badan na obecno$¢ NC w glebie jest coraz wicksza, a ich wigkszo$¢ dotyczy
zardwno losu NC w glebach, jak i ich wptywu na ilo$¢ gatunkéw oraz liczebnosé organi-
zmdéw glebowych (Choi i in., 2008; Du i in., 2011; Ge i in., 2011; Josko i Oleszczuk, 2013;
Antisari i in., 2013). NC obecne w srodowisku wplywaja nie tylko na réznorodno$¢ gatun-
koéw drobnoustrojow glebowych, ale takze na ich funkcje ekologiczne (He i in., 2011).
Szczegdlnie wazne sa badania wplywu NC na drobnoustroje glebowe, a dotychczas prze-
prowadzone w wigkszos$ci dotyczyly wptywu NC na aktywno$¢ enzymatyczng gleb i wyka-
zaly jej zréznicowanie (Du in., 2011; Jin i in., 2013; Peyrot i in., 2014). Chociaz badania te
dostarczyly mnoéstwa cennych informacji, nadal pozostaje wiele niewyjasnionych kwestii
zwigzanych z problematyka wplywu NC na aktywno$¢ enzymatyczng gleb. Wiasciwosci
gleby takze wptywaja na zachowanie NC srebra i miedzi (zawarto$¢ sktadnikéw mineral-
nych, naturalna materia organiczna, czy pH), powodujac rézne efekty ekotoksykologiczne
(Dinesh i in., 2012; Pan i Xing, 2012; Josko i Oleszczuk, 2013; Schlich i Hund-Rinke,
2015).

Zastosowanie nanomiedzi oraz nanosrebra jest glownym tematem badan dotyczacych
toksycznosci biologicznej prowadzonych przez wielu naukowcow (Murata i in., 2005;
Throback i in., 2007; Navarro i in., 2008; Aruoja i in., 2009; Chang i in., 2012; Xu i in.,
2012; Dimkpa i in., 2012a; 2012b; 2012¢; 2013; Bondarenko i in., 2013; Hu i in., 2014).
Doniesienia na temat potencjalnych skutkow zwigkszonej zawartosci AgNC, CuNC lub
CuONC w glebie i ich oddziatywania na mikroorganizmy glebowe sa sprzeczne (Senjen,
2007; Anjum i in., 2015). Toksyczne oddzialywanie nanosrebra i nanomiedzi na drobnou-
stroje glebowe zostato szeroko opisane w wielu pracach (Murata i in., 2005; Throback i in.,
2007; Mahapatra i in., 2008; Wang i in., 2010; Baek i An, 2011). W wiekszosci z nich
powstajace jony Cu' i Ag” byly przyczyna $mierci patogenéw oraz bakterii przyjaznych
otoczeniu (Morones i in., 2005; Min i in., 2009; Dimkpa i in., 2012a). Poziom toksycznoS$ci
zalezy jednak od kilku czynnikow, do ktorych mozna zaliczy¢: czas oddzialywania, rodzaj
gleby, stan utleniania metalu oraz ilosci uwolnionych jonow Cu i Ag (Ben-Moshe i in.,
2010). Brakuje jednak informacji dotyczacych wptywu nieszkodliwego poziomu nanomie-
dzi na wtorny metabolizm, kondycje oraz przezywalnos¢ bakterii w srodowisku glebowym
(Dimkpa i in., 2012a; 2012b). Zaktada sie¢, ze zakldcenie metabolizmu oraz przezywalnos¢
bakterii zalezy od dawki nanomiedzi. Wedltug Mahapatry i in. (2008), zastosowane nano-
czasteczki Cu, wielkosci 80-160 nm, wykazaty dziatanie antybakteryjne, powodujac ogra-
niczenie liczebnosci kolonii Klebsiella pneumoniae, Pseudokirchneriella aeruginosa oraz
szczepow Salmonella paratyphi i Shigella. A zdaniem Gajjara i in. (2009), hamowanie
wzrostu moze réwniez wystgpowaé w kolonii Pseudomonas putida. Badania przeprowa-
dzone przez Senjen (2007) wykazaly toksyczny wplyw nanosrebra na obecne w glebie
bakterie heterotroficzne i bakterie chemolitotroficzne. Te organizmy dostarczaja wielu
istotnych sktadnikow odzywczych, istotnych w tworzeniu struktur gleby. To one moga
odgrywac¢ kluczowa rol¢ w dostepnosci azotu i rozkladzie materii organicznej. Bakterie te
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rowniez tworza zwiazki symbiotyczne z roslinami stanowigc gtéwne zroédlo azotu dla tych
roslin oraz ro$lin nastepczych (Senjen, 2007).

Badania Oliveiry i Pampulhy (2006) dowodza, ze dehydrogenazy naleza do najbardziej
wrazliwych sposrod badanych enzymdéw na zanieczyszczenie metalami. Badania przepro-
wadzone przez Samarajeews 1 in. (2017), wykazaly znaczne interakcje pomigdzy zastoso-
wanymi AgNC a czasem ich dzialania na aktywno$¢ enzyméw dehydrogenaz, wykazujac
najwickszg ich wrazliwo$¢ w 14 dniu doswiadczenia po zastosowaniu dawki wynoszacej
19,9 mg Ag-kg™.
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3.CHARAKTERYSTYKA PROBLEMU BADAWCZEGO

W Polsce nasiona rzepaku sg wykorzystywane gltéwnie do produkcji olejow przezna-
czonych na cele spozywcze. W ostatnich latach, zarowno w Polsce, jak i na Swiecie, obok
przerobu na oleje, potsurowce spozywcze i chemiczne, zwigksza si¢ wykorzystanie nasion
rzepaku w produkcji paliwa roslinnego do napedu silnikow wysokopreznych.

Rzepak ozimy jest rosling bardzo wrazliwa na wymarzanie, co czyni go zawodnym
w uprawie. Rzepak jary stanowi pewne zabezpieczenie surowcowe dla przemystu zar6wno
olejarskiego, jak i paliwowego.

Czynniki majace wptyw na jako$¢ roslin, nasion i oleju pozyskiwanego z rzepaku to
przede wszystkim: wlasciwa klasa gleby i rejon uprawy, odmiana, prawidtowa agrotechni-
ka, poprawne nawozenie i ochrona roslin, zbior, przechowywanie i przetwarzanie nasion
(odpowiednia metoda ttoczenia).

Rzepak nalezy do roslin bardzo wrazliwych na wszelkie choroby grzybowe. Grzyby
atakujace tkanki roslinne prowadza do obnizenia plonow, a w skrajnych przypadkach do-
prowadzaja do zamierania poszczegdlnych organdéw lub catych roslin. Ochrona ro$lin
i nasion wymaga od plantatorow uzycia duzej ilosci srodkow ochrony, ktore maja zahamo-
wac rozwoj patogenow chorobotwodrczych. Na skutek dziatania srodkow ochrony roslin, jak
i patogenow, rosliny sg narazone na stres. Powoduje to zmian¢ funkcji tkanek roslinnych
w odpowiedzi na czynnik stresowy (stresor). Intensywnos¢ stresu zalezy od czasu trwania
i natgzenia bodzca. Zbyt diugie narazenie na oddziatywanie stresora moze sta¢ si¢ przyczy-
na uszkodzenia bton, biatek oraz DNA roéliny.

Zabiegi, ktorym sa poddawane rosliny w czasie wegetacji, maja zasadniczy wptyw na
wielko$¢ plonu (mase tysigca nasion — MTN) oraz jako$¢ zebranego surowca (wilgotno$é,
zawarto$¢ tluszczu, profil kwasow tluszczowych, zawartos¢ biatka, zawarto$¢ makro-
i mikroelementow), jak i jako§¢ produktu koncowego otrzymanych z przetworzenia nasion,
czyli oleju (zawartos¢ barwnikow, barwe oleju, liczbg kwasowa — LK, liczbe nadtlenkowa
— LN, stabilno$¢ oksydacyjnag).

Jak wynika z licznych publikacji zastosowanie preparatow zawierajacych réozne formy
metali w czasie uprawy, wptywa w zréznicowany sposob na rozwdj rosliny (np.: utrudnie-
nia we wzroscie, przyswajalnosci makro- i mikroelementow) (Bernal i in., 2012; Cambrollé
iin., 2013; Mateos-Naranjo i in., 2013; Wang i in., 2015), a w pdzniejszym czasie na jakos¢
otrzymywanego plonu w postaci nasion (MTN, zawarto$¢ thuszczu i biatka) (Kotecki i in.,
1999; Murawa i in., 2000; Wenda-Piesik i in., 2017) oraz wyttoczonego oleju spozywczego
(kolor, zawarto$¢ barwnikow, stabilnos¢ oksydacyjna) (Ziemlanski i in., 1991; Murawa
iin., 2000).

Alternatywa dla obecnie stosowanych srodkéw ochronnych roslin jest wykorzystanie
nanoczastek (Chowdappa i Gowda, 2013; JRC, 2014). Znane sa tez przyklady uzycia nano-
nawozéw, ktore w poroéwnaniu z nawozami tradycyjnymi minimalizujg straty sktadnikéw
odzywczych (Nair i in., 2010). Zastosowanie nanoczgstek w nawozach ulatwia absorpcje
sktadnikow mineralnych przez rosliny, przyspiesza wzrost roslin oraz zwigksza plon
(Zheng 1 in., 2005; Gao i in., 2006).

Jednak nie zbadano kompleksowo wptywu nanoczastek na enzymatyczne mechanizmy
antyoksydacyjne oraz nie dokonano oceny ich wptywu na jako$¢ zebranego surowca i pro-
duktow uzyskanych po jego przetworzeniu.
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Niedostatek informacji w tej dziedzinie stanowil podstawe do sformutowania problemu

naukowego oraz okreslenia celu i zakresu pracy. Postawiono nastgpujace hipotezy:

1.
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Zastosowanie nanokoloidow srebra oraz miedzi w formie zaprawy nasion rzepaku jare-
go, aplikowanej przez namoczenie, przyczynia si¢ do poprawy parametrow energii
i zdolnosci kietkowania.

Aplikacja nanokoloidéw srebra oraz miedzi na nasiona w formie zaprawy oraz na rosli-
ny rzepaku jarego, jako nanonawozu podawanego nalistnie, wptywa pozytywnie na wy-
brane parametry jakosciowe zebranych nasion (MTN, zawarto$¢ thuszczu i biatka).

. Nasiona rzepaku jarego zebrane z uprawy polowej, w ktorej wykorzystano nanokoloidy

srebra oraz miedzi i przechowywane w silosie, charakteryzuja si¢ wigksza odpornoscia
1 mniejsza iloscig biomasy grzybowej (mierzong ilo$cig ergosterolu).

Aplikacja nanokioloidéw srebra oraz miedzi na rosliny rzepaku jarego w fazie poczatku
kwitnienia (61-66 BBCH) przyczynia si¢ do poprawy stabilnosci oksydacyjnej oleju
tloczonego metoda na zimno.

Nanokoloidy srebra i miedzi niezaleznie od stosowanej dawki nie maja wpltywu na
wzrost roslin rzepaku oraz nie powoduja zaktocen w réwnowadze miedzy utleniaczami
a przeciwutleniaczami i nie wywotuja stresu oksydacyjnego.

Wysiew nasion zaprawionych nanokoloidami srebra oraz miedzi do gleby, a nastepnie
oprysk ro$lin nanokoloidami zwigksza liczb¢ nanoczastek w glebie, powodujac obnize-
nie aktywnosci dehydrogenaz.
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4. CEL I ZAKRES PRACY

Zagadnieniem nabierajacym coraz wigkszego znaczenia jest wykorzystanie w rolnictwie

nanokoloidow metali jako samodzielnego nanonawozu lub dodatku do nawozéw mineral-
nych, srodkow stymulujacych wzrost roslin, lub zaprawy materiatu siewnego. Konieczno-
$cig staje si¢ okreslenie wptywu nanokoloidow metali na material pochodzenia roslinnego
oraz powstajacych z niego produktow, ktére mogg wywiera¢ wpltyw zaréwno na zdrowie
ludzi, jak i srodowisko naturalne.

1.

2.

Glowne cele pracy byty skoncentrowane na:

potwierdzeniu autentycznosci nanokoloidow oraz zbadaniu liczby i rozmiaru nanoczastek
w zakupionych preparatach nanokoloidu miedzi oraz nanokoloidu srebra;

okresleniu wplywu nanometali nieorganicznych w postaci nanokoloidu srebra (NKAg)
i nanokoloidu miedzi (NKCu) na wybrane wlasciwosci rzepaku jarego (uprawa laboratoryj-
na;

okresleniu parametrow jakosci nasion pochodzacych z uprawy rzepaku po aplikacji nanoko-
loidow srebra i miedzi oraz oleju tloczonego na zimno z nasion rzepaku jarego (uprawa po-
lowa);

zbadaniu wptywu nanokoloidow srebra i miedzi na mechanizmy obronne ro$liny (stres
oksydacyjny) oraz parametry wzrostu rzepaku jarego (uprawa laboratoryjna).

Cele szczegdtowe dotyczyly:

a. zbadania wptywu réznych dawek nanokoloidow srebra i miedzi (NKAg, NKCu — 50,
100 i 150 cm’ dm™) na energig i zdolnoé¢ kietkowania nasion rzepaku;

b. zbadania wptywu réznych dawek nanokoloidow srebra i miedzi (NKAg, NKCu — 50,
100 i 150 cm’-dm™) na wzrost siewek oraz zawarto$¢ §wiezej i suchej masy, na podsta-
wowe parametry takie jak: zawarto$¢ biatka, aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych
(SOD, CAT, APX, GR oraz GPX), stopien stresu oksydacyjnego (LPO) mierzony meto-
da oznaczania zawarto$ci dialdehydu malonowego (MDA), ogdlng aktywnos¢ antyrod-
nikowg (anty-ABTS), zawarto$¢ Ag i Cu oraz makro pierwiastkow (Ca, K, Mg, Na, P,
S), zawartos¢ chlorofilu a i b oraz karotenoidéw w tkankach roslinnych;

c. zbadania wptywu réznych dawek nanokoloidéw srebra oraz miedzi (NKAg i NKCu —
50,100 i 150 cm®+dm™) na pH oraz aktywnos¢ dehydrogenaz w naturalnej glebie;

d. zbadania wplywu nanokoloidow srebra oraz miedzi zastosowanych w dawce 50 cm®-dm’
3 na jako$é nasion rzepaku na podstawie masy tysiaca nasion (MTN), zawartosci thusz-
czu, kwasow thuszczowych i bialka, zawartosci Ag i Cu oraz makro pierwiastkéw
(Ca, K, Mg, Na, P, S).

e. zbadania wptywy nanokoloidéw srebra i miedzi, zastosowanych w dawce 50 cm’-dm™
w uprawie poletkowej, na parametry fizyczne i chemiczne oleju wytluczonego metoda
na zimno, takie jak: barwa, zawarto$¢ chlorofilu a i b oraz karotenoidéow, wartosci LK
i LN, stabilno$¢ oksydacyjng oraz wyniki analizy ATR-FTIR;

f. zbadania wplywu nanokoloidow srebra oraz miedzi zastosowanych w dawkce
50 cm’-dm™ na zawartosé ergosterolu w nasionach rzepaku poddanych procesowi prze-
chowywania w silosie laboratoryjnym.

Zakres badan zostat przedstawiony na rysunku 1.
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Sformutowanie problemu badawczego i celu pracy

Etap [
Hodowla rzepaku w warunkach laboratoryjnych

P Analiza mikroskopowa

TEM (EDX, FTT), AFM

Sterylizacja
powierzchniowa nasion

15 s 70% EtOH, 15 min 1,5% NaClO, 5x
destylowana H,0O

Kietkowanie nasion

Namoczenie nasion w 50, 100 i 150

Ocena energii i
zdolnosci kietkowania

em’-dm™ NKAg i NKCu, 7 dni,
wilgotno$¢ wzgledna 60%, temperatura
20/18°C, fotoperiod 16/8h dzien/noc, 120
umol'm™?-s”’ PAR

naliza stresu ro$lin

Kielkowanie nasion

7 dni, wilgotnos¢ wzgledna 60%,
temperatura 20/18°C, w ciemnosci

Aplikacja (oprysk) nanokoloidéw na siewki w stezeniu: 50, 100 i 150
cm’-dm”

Etap 11
Analiza nasion i oleju uzyskanych

z uprawy polowe;j

Oznaczenia w 22 129

zawarto$¢  biatka, LPO, aktywnos¢
antyoksydacyjna (SOD, CAT, APX, GR,
GPX, anty-ABTS), swieza i sucha masa
pedéw, zawartosé chlorofili @ i b oraz

—

dniu wzrostu karotenoidéw, oznaczenie zawartosci:
Ag, Ca, Cu, K, Mg, Na, P i S w lisciach
rzepaku po aplikacji (O)NKAg i
(O)NKCu

Analiza gleby | pH gleby, aktywnos¢ dehydrogenaz

Analiza wlasciwosci fizycznych i chemicznych nasion

Nasiona po zbiorze

wilgotnos¢, zawartos¢ biatka i thuszezu,
profil kwasow tluszczowych, MTN,
oznaczenie zawartosci: Ag, Ca, Cu, K,
Mg, Na, PiS w nasionach rzepaku po
aplikacji (O)NKAg, (NJO)NKAg i
(O)NKCu, (N/O)NKCu

Przechowywanie nasion

oznaczenie wilgotnosci nasion,
oznaczenie zawartosci ergosterolu

Analiza fizyczna i chemiczna oleju

Analiza oleju ttoczonego

zawartos¢ chlorofilu @ i b oraz
karotenoidow, barwa oleju, LK, LN,

A

na zimno stabilno$¢ oksydacyjna, ATR-FTIR
powierzchnia poletka 30 m?, aplikacja
(namoczenie, oprysk) nanokoloidow o
Uprawa rzepaku w stezeniu 50 cm*-dm™ dla:

latach 2016-2017

— Ii Il wariantu: tylko oprysk roslin,
— Il i 1V wariantu: namoczenie nasion
i oprysk roslin.

Rys. 1. Schemat zakresu badan
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5. MATERIAL I METODY BADAN

Obiektem badan byly nasiona i rosliny uprawiane w warunkach laboratoryjnych (upra-
wa hydroponiczna i na szalkach Petriego). Doswiadczenia laboratoryjne daja mozliwosé
lepszej kontroli warunkéw wzrostu roslin (np. dzigki zastosowaniu jednorodnej pozywki)
niz uprawa w warunkach polowych czy w doswiadczeniach wazonowych. Oceniano na-
stepnie nasiona uzyskane z uprawy polowej oraz olej wyttoczony z tych nasion. Poddano
rowniez ocenie probki gleby, oznaczajac jej pH oraz aktywnos$¢ dehydrogenaz gleby
(uprawa in vitro). W celu potwierdzenia obecnosci nanoczastek w zakupionych preparatach
nanokoloidow (ITP-2KAg PO i ITP-1KCu PO) przeprowadzono analiz¢ mikroskopowa
(AFM i TEM).

5.1. Material do doswiadczen

W doswiadczeniach uzyto nieotoczkowane nasiona rzepaku jarego (Brassica napus L.
var. arvensis f. annua) odmiany *Markus’ pochodzace z Hodowli Roslin Strzelce Sp. z o.0.
Grupa IHAR. Jest to odmiana populacyjna zarejestrowana w 2010 roku, ktéra zostata oce-
niona przez PDO COBORU (Porejestrowe Doswiadczalnictwo Odmianowe — Centralny
Osrodek Badania Odmian Ros$lin Uprawnych) jako najwyzej plonujaca odmiana w Polsce
w 2011 r. Plonuje ona lepiej niz odmiany mieszancowe. Badania PDO COBORU (COBORU,
2011) wykazaty, ze charakteryzuja si¢ ona wysoka zawarto$cig tluszczu i niskg zawartoscia
glukozynolanow, jak i wezesnym terminem kwitnienia oraz dojrzewania.

Nanomateriaty do badan laboratoryjnych i polowych stanowily dwa s$rodki dostepne
w handlu, w butelkach o pojemnosci 1 dm’, reprezentowane przez koloidy nanosrebra oraz
nanomiedzi o st¢zeniu odpowiednio: >0,2% srebra (ITP-2KAg PO) i >0,1% miedzi (ITP-
1KCu PO), wyprodukowane przez ITP-SYSTEM Sp. z 0.0. w Dabrowie Goérniczej. Mia-
nem koloidu, rozumiany w tym przypadku jako zawiesing koloidalna, ktorg okresla si¢
niejednorodng mieszaning, zwykle dwufazowa, tworzaca uktad dwoch substancji, w ktorym
jedna z nich jest rozproszona w drugiej. Zakupione koloidy nanoczastek nie maja otoczek,
sa stabilizowane migdzy innymi solami kwaséw organicznych. Stezenia koloidow zostaty
dobrane tak, aby finalny uzytkownik nie miat problemu z wykonaniem aplikacji w przy-
padku rolniczego zastosowania.

Probki gleby z dos§wiadczenia polowego pochodzity z gruntu ornego gospodarstwa rol-
nego w Czestawicach, wschodnia Polska, wojewodztwo lubelskie. Probki gleby pobrano
z warstwy powierzchniowej (0-20 cm) 15 poletek, a nastepnie wymieszano w celu uzyska-
nia probek reprezentatywnych.

5.2. Metody badan z wykorzystaniem mikroskopii
Zgodnie z podanym wczesniej schematem (rys. 1), wykonano badania liczby i wielko$ci

nanoczgstek w stosowanych nanokoloidach, wykorzystujac mikroskop sit atomowych oraz
transmisyjny mikroskop elektronowy (AFM i TEM).
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5.2.1. Analiza metoda mikroskopii sit atomowych AFM

Analiza polegala na potwierdzeniu zawarto$ci nanoczastek w preparatach. Wykonano ja
w Centralnym Laboratorium Mikroskopii Elektronowej UMCS w Lublinie. Wykorzystano
mikroskop sit atomowych AFM firmy Veeco (USA) NanoScope V umozliwiajacy odwzoro-
wanie powierzchni ciat statych w powigkszeniu i w trzech wymiarach w zakresie powigk-
szenia od 2000 do 500 000 razy. Wiarygodno$¢ pomiarow jest zgodna z normg PN-EN
ISO/IEC 17025. Preparaty do mikroskopii AFM uzyskano przez naniesienie kropli roztwo-
ru na ptytke miki przyklejong do metalowego krazka i odparowanie roztworu. Pomiary
prowadzono w temperaturze pokojowej. Zdjecia uzyskane przy uzycie AFM zostaly prze-
tworzone w programie Nanoscope Analysis (Bruker).

5.2.2. Analiza metoda mikroskopii elektronowej TEM

Podstawowg analiz¢ polegajaca na potwierdzeniu zawarto$ci nanoczastek w preparatach
przeprowadzono w Centralnym Laboratorium Mikroskopii Elektronowej UMCS w Lubli-
nie. Do analizy nanoczasteczek srebra i miedzi uzyto wysokorozdzielczego elektronowego
mikroskopu transmisyjnego Titan G2 60-300 firmy FEI.

Preparaty do mikroskopii transmisyjnej uzyskano przez naniesienie kropli roztworu na
miedziang siatk¢ mikroskopowa pokryta blona weglowa. Mikrografie zostaly wykonane
w trybie ciemnego pola mikroskopu elektronowego TEM. Sredni rozmiar nanoczastek
NKAg i NKCu oraz rozktad statystyczny ich wielko$ci w funkcji $rednicy krotkiej (A)
i dhugiej (B) osi elipsy zostal obliczony przy uzyciu licencjonowanego oprogramowania
(NIS-Elements 3.10) przez 5-punktowe dopasowanie ksztattu elipsy.

5.3. Uprawa rzepaku w warunkach laboratoryjnych

Uprawa rzepaku w warunkach laboratoryjnych polegata na przygotowaniu preparatow
nanokoloidow srebra oraz miedzi w stezeniach: 50, 100 i 150 cm’-dm™, a nastgpnie namo-
czenia nasion (N/N) w roztworach o tych st¢zeniach oraz przeprowadzeniu badan ich ener-
gii 1 zdolnosci kietkowania zgodnie z polska norma PNR-65950:1994. Oceng toksycznos$ci
nanokoloidow na rosliny przeprowadzono w uprawie hydroponicznej, a ocene ich wplywu
na aktywnos$¢ dehydrogenaz w glebie — w uprawie in vitro.

5.3.1. Przygotowanie preparatow nanokoloidow
Nanopreparat (nanokoloidu srebra NKAg i nanokoloidu miedzi NKCu) do namoczenia

oraz oprysku przygotowano w trzech stezeniach: 50, 100 oraz 150 cm®-dm™, rozcienczajac
odpowiednie ilosci preparatu do objetosci 1 dm® wodg destylowana.

38



Wplyw nanokoloidow metali...

5.3.2. Przygotowanie nasion i warunki ich kietkowania

Kietkowanie nasion przeprowadzono w dwdch niezaleznych wariantach.

Pierwszy wariant — doswiadczenie majace na celu analize energii oraz zdolnosci kiet-
kowania: nasiona rzepaku umieszczono w 70% roztworze etanolu na 15 s w celu steryliza-
cji powierzchniowej, nastepnie przeniesiono je do 1,5% roztworu chloranu(l) sodu (NaClO)
na czas 15 min, po uptywnie tego czasu nasiona wyplukano pieciokrotnie w wodzie desty-
lowanej. Tak przygotowane nasiona zanurzono na 1 godzing w przygotowanych nanokoloi-
dach srebra i miedzi o stezeniu 50, 100 i 150 cm’-dm™ w szalkach Petriego, stosujac
po 1,5 cm® roztworu na 100 nasion. Obiekt kontrolny stanowity nasiona nienamoczone
w rozpatrywanych nanokoloidach, ale przez 1 h moczone w wodzie destylowanej. Kietko-
wanie prowadzono na szalkach Petriego wylozonych trzema warstwami bibuty filtracyjnej,
uwilgoconych woda destylowana po 1,5 cm’ na kazdg szalke. Nastepnie szalki umieszczo-
no w fitotronie (model FD 711 DD INOX) z ustawionym podzialem temperatury
20°C/18°C dzief/noc. Poziom wilgoci bibuly regulowano co drugi dzien. Kazdy obiekt
doswiadczenia liczyt po 100 nasion i obejmowat pie¢ powtorzen. Po 5 dniach od wysiewu
nasion rozpoczegto liczenie normalnie rozwinigtych siewek. Obserwacje prowadzono do
siodmego dnia kietkowania. Na podstawie tych obliczen okreslono energi¢ i zdolnos¢ kiet-
kowania nasion.

Drugi wariant - do§wiadczenie majace na celu okreslenie stresu abiotycznego dla rosli-
ny: nasiona rzepaku umieszczono w 70% roztworze etanolu na 15 s w celu sterylizacji
powierzchniowej, nastepnie przeniesiono je do 1,5% roztworu chloranu (I) sodu (NaClO)
na czas 15 min, po uptywnie tego czasu nasiona wyptukano pigciokrotnie w wodzie desty-
lowanej, po czym wylozono na okragte, plastikowe tacki o $rednicy 30 cm, wyscielone
papierowym re¢cznikiem. Na kazdej tacce umieszczono okoto 500 nasion. Uwilgocano je,
dolewajac po okoto 100 cm® wody destylowanej na kazdg tacke, po czym przykryto folig
aluminiowg 1 wstawiono do fitotronu model FD 711 DD INOX w celu skietkowania w na-
stepujacych warunkach: w ciemnosci, przy wilgotnosci wzglednej 60%, w temperaturze
20/18°C dzien/noc. Nasiona codziennie wietrzono. Proces kietkowania trwat 7 dni.

5.3.3. Warunki wzrostu roslin

Siewek o podobnej wielkosci i dobrze rozwinigtych korzeniach zarodkowych i o okoto
1,5 cm dhlugosci przeniesiono do zmodyfikowanej, napowietrzonej pozywki Hoaglanda
o optymalnym pH = 6,5 (tab. 1).

Tabela 1.
Receptura roztworu Hoaglanda zastosowanego w doswiadczeniu (Sharma, 2013)
Zwiazek Stezenie Zwiazek Stezenie
KNO; 1 mM FeSO,-7H,0 9 M
Ca(NO;), 0,8 mM MnCL-4H,0 2 uM
MgSO, 7H,0 0,4 mM ZnS0,-7H,0 0,2 tM
NH4H2PO4 0,05 mM CU.SO45H20 0,06 HM
H3B04 9 ]J.M (NH4)6MO7024 0,02 ]J.M
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Rosliny wzrastaty w fitotronie przez nastgpne 21 dni w nastepujacych warunkach: wil-
gotno$¢ wzgledna 60%, temperatura 20/18°C dziefi/noc, fotoperiod 18/6h dziefi/noc, natg-
zenie promieniowania aktywnego fotosyntetycznie 120 pmol-m?-s”. Kazdy obiekt obej-
mowal trzy powtdrzenia. Pojemniki o pojemnosci 1,5 dm’ z pozywka i roglinami
w fitotronie poczatkowo ustawiono w sposob losowy, zmieniany co 2 dni. Pozywke wy-
mieniano i kontrolowano jej pH co 2 dni (regulowano pH przez dodatek roztworu 35% HCl
lub 2 M NaOH do pH = 6,5). Po uptywie 21 dni siewki spryskano przygotowanymi roztwo-
rami nanokoloidow w ilosci okoto 4 cm’ kazdy (NKAg oraz NKCu o stezeniach:
50 cm’-dm™, 100 cm®-dm™ oraz 150 cm’-dm™). Po spryskaniu roslin ustawiono je w gru-
pach poszczegdlnych wariantow w celu unikni¢cia ewentualnego kontaktu z ro$linami
spryskanymi roztworem o innym stezeniu.

5.3.4. Przygotowanie materialu do analiz i okreslenie stresu abiotycznego

Materiat analityczny pobierano w 22 dniu (pierwszym po aplikacji nanokoloidu na
siewki — wczesny stres) i 29 dniu wzrostu rosliny (p6zniejszy stres). W 22 i 29 dniu z kaz-
dego wariantu pobrano po 30 roslin w celu oznaczenia $wiezej i suchej masy. Pedy pozba-
wione korzeni poddano analizom zawartosci Ag i Cu oraz makro pierwiastkow (Ca, K, Mg,
Na, P, S). Do analizy biochemicznej odseparowano pierwsze liscie z kazdej z 30 roslin,
nastgpnie wydzielono ich $rodkowe czgéci, odwazajac 0,5 g probki, po czym zamrozono
w temperaturze -60°C.

Materiat ten wykorzystano do przygotowania homogenatéw roslinnych. Gotowe 0,5 g
nawazki wyjeto z zamrazalnika i umieszczono w lodzie. Nastgpnie probki roztarto w moz-
dzierzu na tazni wodnej z dodatkiem 4,5 cm® schtodzonego (4°C ) 50 mM buforu sodowo-
potasowo fosforanowego (pH 7,5) zawierajacego 0,1 mM EDTA (kwas etylenodiaminote-
traoctowy) oraz 2% PVP [poli(winylopirolidon)]. Homogenat przesaczono przez tkaning
nylonowa, uzyskujac w ten sposob ,,surowy homogenat” uzyty bezposrednio do oznaczenia
stopnia peroksydacji lipidow (LPO). Pozostala cze$¢ odwirowano przy 11 000 RPM przez
20 min w 4°C . Uzyskany supernatant homogenatu uzyto do pozostatych analiz bioche-
micznych (Balakhnina i in., 2015).

5.3.4.1. Zawartos¢ biatka rozpuszczalnego wg Bradforda

Odczynnik przygotowano, rozpuszczajac 100 mg biekitu kumasyny G-250 (Coomassie
Brilliant Blue G-150) w 50 cm® 95% etanolu. Nastepnie dodano 100 cm® 85% (w/v) H;PO,,
a gdy barwnik rozpuscit si¢ catkowicie, rozcieficzono do obojetnoéci 1 dm® woda destylo-
wang i przefiltrowano przez saczek laboratoryjny (o gestosci 65 g-cm™). Bezposrednio
przed uzyciem odczynnik rozcieficzono pigciokrotnie woda destylowang. Do 0,25 cm’
homogenatu dodawano 5 ¢cm’ odczynnika i inkubowano przez 10 min w ciemnosci. Absor-
bancj¢ mierzono przy dtugosci fali 595 nm. Krzywa wzorcowa sporzadzono, wykorzystujac
albuming bydleca z serum (BSA, Bovine Serum Albumin) (Bradford, 1976).
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5.3.4.2. Peroksydacja lipidéw (LPO)

Poziom stresu oksydacyjnego (LPO) okreslono po oznaczeniu zawartosci dialdehydu
malonowego (MDA) metodg zwigzkow reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS).
Mieszanina reakcyjna sktadata si¢ z 3 ml 1% H3PO,, 1 ml 0,6% kwasu tiobarbiturowego,
0,1 ml 0,28% FeSO, oraz 0,3 ml ,,surowego” homogenatu. Przygotowane probki wstawio-
no do tazni wodnej w temperaturze 100°C na 45 min. Po tym czasie natychmiast schtodzo-
no na lodzie i ekstrahowano 4 cm’ n-butanolu, zebrano przy uzyciu pipety gorna frakcje
i po odwirowaniu (3000 rpm przez 5 min) wykonano pomiary spektrofotometryczne przy
dhugos$ciach fali 532 oraz 600 nm. Ilo$¢ dialdehydu malonowego wyrazono w nMg MDA g
$wiezej masy™'. Do obliczen postuzyt molowy wspotczynnik ekstynkcji rowny 1,56:107
mol-cm™ (Uchiyama i Mihara, 1978).

5.3.4.3. Ogolna aktywno$¢ antyrodnikowa (anty-ABTS)

Oznaczenie przeprowadzono metoda redukcji (inhibicji) kationorodnika ABTS™ (kwasu
2’2-azynobis-3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowego) przez probke homogenatu. 192 mg
ABTS rozpuszczono w 25 cm® wody destylowanej. 33 mg nadsiarczanu potasu (K,S,05)
rozpuszczono w 25 cm® wody destylowanej i oba roztwory potaczono w celu wygenerowa-
nia rodnikow ABTS™, pozostawiajagc w ciemnos$ci na 24 h (Re i in., 1999). Bezposrednio
przed uzyciem roztwor kationorodnika rozcienczono woda destylowang do absorbancji 0,7.
Do 80 pm’ homogenatu dodano 5 cm’ roztworu ABTS™ i mierzono warto$é absorbancji
przy dhugosci fali 734 nm przez 5 min. Procent inhibicji wyliczono ze wzoru:

I1(%)=100x (Ayg—Ay) / Ag €))
gdzie:
Ay — absorbancja wyjsciowa roztworu ABTS™ (0,7 Abs);
Ay — absorbancja wtasciwa roztworu ABTS™ po 5 min inkubacji z homogenatem.

5.3.4.4. Aktywnos¢ peroksydazy askorbinianowej (APX)

Do 2,7 cm’ buforu fosforanowego dodano 0,1 ¢cm® homogenatu oraz 0,1 cm® 0,5 mM
kwasu askorbinowego i wykonano pierwszy pomiar absorbancji (300 nm). Drugi pomiar
wykonano po 30 s od momentu dodania do mieszaniny reakcyjnej 0,1 cm® 3 mM H,0,.
Spadek stezenia kwasu askorbionowego wyrazono w pmol-mg biatka-min™'. Do obliczef
wykorzystano molowy wspotczynnik ekstynkcji réowny 2,8 mM”' -dm>-cm” (Nakano
i Asada, 1981).

5.3.4.5. Aktywno$¢ peroksydazy (GPX)

Do 2,7 ecm® buforu fosforanowego dodano 0,1 cm® homogenatu, a bezposrednio przed
pomiarem réwniez 0,1 ml 0,15% roztworu H,0O,. Natychmiast zmierzono absorbancj¢ tak
przygotowanego roztworu (470 nm), po czym dodano 0,1 cm® 60 uM gwajakolu i po 20 s
ponownie zmierzono absorbancj¢. Wynik wyrazono w umol tetrahydrogwajakolu-mg biat-
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ka™-min”. Uzyto molowego wspotczynnika ekstynkcji rownego 26,6 mM™-dm™-cm™ (Pol-
le iin., 1990).

5.3.4.6. Aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)

Przygotowana mieszanina reakcyjna skladata si¢ z 2,1 cm’ buforu fosforanowego,
0,1 cm’® 13 mM metioniny, 0,1 ml 75 pM chlorku blekitu tetrazoliowego (NBT), 0,1 cm®
homogenatu, 0,2 cm® Zelatyny (5 mg-cm™) oraz 0,2 cm® 2 pM ryboflawiny. Pierwszy po-
miar wykonano w ciemno$ci, po czym mieszanina reakcyjna zostata naswietlona przez
10 min za pomocg $wietlowki fluoroscencyjnej (30W 1 odlegtoéci 30 cm) jako jedynego
zrodla $wiatla. Jedna jednostka aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej zostata zdefiniowa-
na jako ilo$¢ enzymu powodujacego 50% inhibicji fotoredukcji NBT (Giannopolitis i Ries,
1977). Wyniki wyrazono w U-mg biatka™'. W czasie analizy unikano zbednego naswietla-
nia probek.

5.3.4.7. Aktywnos¢ reduktazy glutationowej (GR)

Przygotowana mieszanina reakcyjna skladata si¢ z 2,6 cm’ buforu fosforanowego,
0,1 cm® 0,15 mM NADPH, 0,1 cm®, 3 mM MgCl,, 0,1 cm® 0,5 mM GSSG. Probki miesza-
no w seriach po 5. Dodanie 0,1 ml homogenatu do mieszaniny reakcyjnej zapoczatkowato
reakcje — wykonano pierwszy pomiar absorbancji (340 nm). Po kolejnej minucie homoge-
nat byt dodawany do kolejnej probki. Po 5 min wykonywano drugi pomiar absorbancji,
rozpoczynajac od pierwszej probki. Wzieto pod uwage takze odpowiednig poprawke na
oksydacje NSDPH. Wyniki wyrazano w pmol substratu'mg biatka’-min”". Do obliczen
uzyto molowego wspotczynnika ekstynkcji rownego 6,22 mM™-dm>-cm™ (Foyer i Halli-
wel, 1976).

5.3.4.8. Aktywnosé (CAT)

Mieszanina reakcyjna o koncowej objetosci 3 cm’ zwierata 2,95 cm® 0,036% roztworu
H,0, w 50 mM buforze fosforanowym oraz 50 um’ homogenatu. Pomiar wykonano przy
240 nm co 30 s przez 3 min. Wyniki wyrazano w pmol substratu:mgbiatka™-min™'. Do
obliczen wykorzystano molowy wspotczynnik ekstynkcji rowny 39,4 mM™-dm™-cm’
(Aebi, 1984).

5.3.4.9. Plon $wiezej i suchej masy pedow

Parametry te badano w 22 i 29 dniu do$wiadczenia. Swieza mase pedow okreslano, wa-
zac ja po doktadnym osuszeniu recznikami papierowymi. W celu okreslenia zawartosci
suchej masy pedow probki umieszczono w cieplarce w temperaturze 60°C na 48 h, po
CZym wazono.
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5.3.4.10. Ekstrakcja barwnikow z lisci rzepaku i oznaczenie ich zawartosci

Liscie siewek rzepaku (2 g) rozdrobniono, a nastepnie zalewano 15 cm’ roztworu chlo-
roformu i alkoholu metylowego (w stosunku 2:1; temperatura otoczenia 20°C; bez dostepu
$wiatta). Nastepnie probke wytrzasano przez 2 h w termo-wytrzasarce Mix Smart-100
w celu ekstrakcji barwnikow chlorofilowych i karotenoidowych, po czym poddano odwi-
rowaniu przez (9000 obr.-min™") w celu pozbycia sie resztek rozdrobnionych lisci.

Oznaczenie stgzenia chlorofili @ 1 b oraz karotenoidow w siewkach (zielonych lisciach)
rzepaku przeprowadzono metoda spektrofotometryczng przy uzyciu dwuwiagzkowego spek-
trofotometru firmy Jaco V-630 z wiazka promieniowania UV-VIS. Metoda badania zawar-
tosci barwnikow polegala na analizie ich widm absorpcji w zakresie dlugosci fali 350-700
nm. Probki ekstraktow z lisci siewek rozcienczono 6 krotnie w acetonie. Wyniki oszacowa-
no jako $rednia z trzech powtdrzen zgodnie z procedurg Lichtenthaler i Buschmann (2001)
i wyrazono w pg-cm”™.

5.4. Uprawa rzepaku w doswiadczeniu wazonowym

Materiat roslinny w do$wiadczeniu stanowily nieotoczkowane nasiona rzepaku jarego
odmiany ‘Markus’. Czg$¢ z tych nasion namoczono w nanokoloidach NKAg i NKCu
o stezeniu 50, 100 i 150 cm’-dm™ (patrz: rozdziat 5.3.2.). Tak przygotowane nasiona po-
dzielono na dwie grupy doswiadczen po trzy warianty kazdy. W pierwszym doswiadczeniu
wydzielono nastepujace warianty:

— pierwszy wariant stanowity nasiona niezaprawiane nanokoloidami — obiekt kontrolny,
— drugi wariant stanowity nasiona zaprawione nanokoloidem Ag,
— trzeci wariant to nasiona zaprawiane nanokoloidem Cu.

Wyro$nigte siewki w pierwszym doswiadczeniu po uptywie 21 dniu nie zostaty podda-
ne dodatkowemu opryskowi roztworami nanokoloidow.

Drugie doswiadczenie stanowily te same warianty jak wyzej. W tym do§wiadczeniu na-
siona zaprawione nanokoloidami, z ktorych wyrosty rosliny poddano w 21 dniu wzrostu
dodatkowo opryskowi przygotowanymi roztworami nanokoloidow, na kazda doniczke
NKAg oraz NKCu o 3 stezeniach: 50, 100 oraz 150 cm’-dm™ w ilosci ok. 1 cm’®, z pomi-
ni¢ciem obiektu kontrolnego.

Nasiona namoczone w roztworach nanokoloidow wysiano w doniczkach rozsadowych
o wymiarach 8x8 cm i objetosci 512 cm’ (6 sztuk w 3 powtdrzeniach dla kazdego stezenia)
po 8 nasion w kazdej. Doniczki wraz z wysianymi nasionami umieszczono w fitotronie
z ustawionym podziatem w temperaturze 20°C/18°C dzief/noc. Przez okres 31 dni utrzy-
mywano stalg wilgotno$¢ gleby na poziomi 60% wilgotnosci wzglednej (RH). Rosliny
podlewano co 3 dni woda destylowana, symulujac warunki naturalnych opadow deszczu.

Probki gleby zostaty pobrane z kazdej powyzszej wersji do§wiadczenia. Kazdg probke
poddano przesianiu w warunkach sterylnych na sitach o wielkos$ci oczek 1 mm, a nastepnie
przechowywano z zachowaniem catkowitej sterylnoéci w temperaturze 4°C. W probach
glebowych oznaczono warto§¢ pH oraz wykonano testy biochemiczne pozwalajace na
oznaczenie aktywnosci enzymu dehydrogenazy.
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5.4.1. Oznaczenie pH gleby

Wartos¢ pH gleby oznaczono metoda potencjometryczng w temperaturze pokojowe;j
z uzyciem pehametru Beckman ¢32 pH-Meter w zawiesinach gleby po intensywnym mie-
szaniu (50 rpm przez godzing) z H,O oraz 1 M roztworem KCl, sporzadzonych w proporcji
1:2,5 (m/v). Za warto$¢ pH przyjmowano $rednig z 3 pomiaréow wykonywanych przez
15 min.

5.4.2. Oznaczenie aktywnos$ci dehydrogenazy

Aktywno$¢ dehydrogenazy oznaczano metoda Alefa (1995) na podstawie redukcji
chlorku 2-,3-,5-tréjfenylotetrazolu (TTC) do czerwono zabarwionego formazanu (TPF).
Nawazono po 3 g probki gleby do gilz wiréwkowych o pojemnosci 10 cm®, nastepnie do-
dawano 0,5 cm® 3% TTC, 1 cm® 3% CaCOj; (zawiesina CaCO; w H,0) i 1 cm® wody desty-
lowanej. Calos¢ dokladnie wymieszano szklang bagietka, tak by nad powierzchnig gleby
pozostawata warstwa ptynu (stworzenie warunkow mikroaerofilnych). Probki inkubowano
w temperaturze 28°C przez okres 24 godzin. Po tym czasie formazan ekstrahowano 5 cm’
porcjami metanolu, doktadnie wytrzasajac przez 1-2 minuty do uzyskania 25 cm® ekstraktu.
Mieszaning odwirowywano przy 10000 rpm-min” i oddzielano supernatant od osadu.
Absorbancje mierzono przy dlugosci fali A = 485 nm. Wyniki przeliczono na podstawie
krzywej kalibracyjnej wykonanej dla roztworéw wzorcowych formazanu (10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100 pg-cm™ metanolu). Aktywno$¢ dehydrogenazy wyrazono w pg
powstatego formazanu w przeliczeniu na 1 g suchej masy gleby pg TPE-g"' s.m. Przeliczen
dokonano w programie Microsoft Excel 2007 dla 3 supernatantow ckstraktow metanolo-
wych kazdego wariantu doswiadczenia w 3 powtorzeniach.

5.5. Uprawa rzepaku w doswiadczeniu polowym

5.5.1. Przygotowanie i przebieg do§wiadczenia

Doswiadczenie polowe zatozono w cyklu dwuletnim 2016-2017 na glebie $redniej
o uziarnieniu pyhu piaszczystego. Do doswiadczenia uzyto nieotoczkowanych nasion rze-
paku jarego odmiany ‘Markus’. W do$wiadczeniu polowym przed wysiewem nasiona po-
dzielono na trzy grupy: nienamoczone w przygotowanych roztworach nanokoloidéw, na-
moczone w roztworze nanokoloidu srebra oraz namoczone w roztworze nanokoloidu
miedzi. Dwie grupy nasion rzepaku poddano procesowi namaczania (zaprawieniu) przez
1 h w przygotowanym roztworze nanokoloidéw srebra oraz miedzi (ITP-2KAg PO i ITP-
IKCu PO), a nastepnie podsuszono (w warunkach naturalnych mieszajac co 3 godziny)
w cienkiej warstwie 1 cm w plastikowych pudetkach o pojemnosci 20 dm® w celu przygo-
towania do wysiewu. Obiekt kontrolny stanowity nasiona niezaprawiane. Tak przygotowa-
ne nasiona podzielono na pig¢ wariantoéw doswiadczenia, w ktorych to przyjeto za:

I wariant - nasiona nieotoczkowane, ktore wysiano do gleby, a nastgpnie w okresie
kwitnienia (61-66 BBCH) opryskano nanokoloidem srebra (O)NKAg o stezeniu
50 cm®-dm’ ;
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II wariant - nasiona nieotoczkowane, ktére wysiano do gleby, a nastepnie w okresie
kwitnienia (61-66 BBCH) opryskano nanokoloidem miedzi (O)NKCu o st¢zeniu
50 cm®-dm’;

IIT wariant - w ktorym wysiano nasiona nieotoczkowane, namoczone w nanokoloidzie
srebra o stezeniu 50 cm’-dm™ (NKAg), a nastepnie w okresie kwitnienia (61-66 BBCH)
opryskano nanokoloidem (N/O)NKAg o stezeniu 50 cm®-dm™;

IV wariant — w ktdrym wysiano nasiona nicotoczkowane namoczone w nanokoloidzie
miedzi o stezeniu 50 cm®-dm™ (NKCu), a nastepnie w okresie kwitnienia (61-66 BBCH)
opryskano nanokoloidem (N/O)NKCu o stezeniu 50 cm®-dm™;

V wariant — obiekt kontrolny, ktory stanowity wysiane nasiona nieotoczkowane, nie-
namoczone w roztworze nanokoloidéw, a rosliny nie zostalty poddane aplikacji w postaci
oprysku nanokoloidami srebra oraz miedzi.

W eksperymencie polowym przyjeto najnizsze stgzenie nanokoloidow (50 cm’-dm™)
z wezesniej badanych w doswiadczeniu np.: upraw hydroponicznych i na szalkach Petriego.
Wyboru takiego stezenia nanokoloidow (50 cm’-dm™) dokonano w celu minimalizacji
ewentualnych, niekorzystnych efektow $rodowiskowych. Przygotowane nasiona wysiano
na poletkach o powierzchni 30 m? w trzech powtorzeniach. Wysiew nasion na polu prze-
prowadzono wykorzystujac siewnik rzgdowy firmy KUHN KN253APL E, w rozstawie
waskiej wynoszacej 12 cm. Po wschodach utrzymano obsade dla kazdego wariantu do-
$wiadczenie dla 60 roslin na m”. Pozostale zabiegi agrotechniczne przeprowadzano zgodnie
z zaleceniami dla rzepaku jarego. Do nawozenia mineralnego przedsiewnie zastosowano
nawéz wieloskladnikowy NPK, dawka nawozu wynosita 18 kg-ha' N, 60 kg P,Os,
90 kg-ha K,0 oraz nawozenie azotem w dawce 92 kg-ha”. Ochrona herbicydowa byla
wykonana z uzyciem $rodka Command 480EC w ilosci 0,2 1'ha”. W trakcie wegetacji
w fazie 31 zastosowano rowniez nawozenie nawozem dolistnym BORMAX w ilosci 1 1-ha™.

W ostatnim tygodniu sierpnia rzepak zebrano metoda jednoetapowa przy wykorzystaniu
kombajnu poletkowego Wintersteiger typu KM-ELITE. Zebrane nasiona oczyszczono,
wykorzystujac wialni¢ laboratoryjng modelu SLN. Po oczyszczeniu nasiona przechowywa-
no w workach jutowych przez dwa tygodnie w warunkach laboratoryjnych w temperaturze
20°C, mieszajac kazdego dnia w celu wyréwnania poziomu wilgoci w calej masie nasion,
a nastgpnie poddano analizom. W obu latach zbioru s$redni plon dla obiektu kontrolnego
wynosit 1,5 t-ha”, a dla obiektow, ktére poddano namoczeniu i opryskowi roztworem na-
nokoloidéw $rednio 1,4 t-ha™.

W oparciu o dane pogodowe z okresu od marca do sierpnia w latach 2016-2017, pocho-
dzace z Instytutu Meteorologii i Gospodarki Wodnej Panstwowego Instytutu Badawczego
IMGW-PIB ze stacji Lublin-Radawiec okreslono warunki meteorologiczne.

Badania jako$ci nasion po zbiorze rzepaku jarego oparto na wyznaczeniu: wilgotnosci
nasion, masy tysigca nasion (MTN), zawartosci tluszczu, profilu kwasow thuszczowych,
zawartosci biatka, Ag i Cu oraz makro pierwiastkow (Ca, K, Mg, Na, P, S). Zawarto$¢
ergosterolu w nasionach rzepaku badano po zakonczeniu kazdego tygodnia z pigciu tygodni
przechowywania nasion w silosie laboratoryjnym.

Badania jakosci oleju ttoczonego na zimno z nasion i ro$lin uprawianych w warunkach
polowych (wariant I i II: aplikacja na rosliny z nasion niezaprawianych nanokoloidami
miedzi oraz srebra; wariant 11l i IV: aplikacja na rosliny z nasion namoczonych nanokoloi-
dami miedzi oraz srebra; wariant V: obiekt kontrolny-bez namoczenia nasion i oprysku
ros$lin roztworem nanokoloidow), polegaly na wyznaczeniu nastgpujacych parametrow
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jakosciowych: zawarto$ci barwnikoéw (chlorofilu a i b oraz karotenoiddéw), barwy oleju,
zawartosci liczby kwasowej (LK), liczby nadtlenkowej (LN), stabilnosci oksydacyjnej oraz
analizy widm metoda spektroskopowa ATR-FTIR.

Probki gleby poddano analizie, ktorg wykonano w Okrggowej Stacji Chemiczno-
Rolniczej w Lublinie. Sktad granulometryczny przeprowadzono zgodnie z KQ/PB-75 wer-
sja 03 dn. 07.10.11. Warto$¢ pH w KCI (PN-ISO 10390-1997) oraz zawarto$¢ makroele-
mentow przyswajalnych: P,Os (KO/PB-07-wew. 06 z dn. 01.03.2013), K,O (KQ/PB-07-
wew. 06 z dn. 01.03.2013) i Mg zgodnie z PN-R-04020-1994+Az1:2004.

5.5.2. Oznaczenie wilgotnoS$ci nasion

Wilgotnos$¢ nasion okre$lono przy uzycie przenosnego wilgotnosciomierza Draminski
z miynkiem/rozdrabniaczem Grain Mastera (GMS). Uzyskane wyniki przedstawiono
z doktadnosciag btedu wskazan wynoszacym +1,0% w zakresie do 10% wilgotnos$ci, powy-
zej 10% + 1,2%.

5.5.3. Oznaczenie masy 1000 nasion (MTN)

Metoda polega na wyznaczeniu masy 1000 nasion w stanie naturalnym. Wydzielono lo-
sowo nasiona z probki i zwazono z doktadnoscig do 0,01 g na wadze elektronicznej Rad-
wag AS 110. R2. Oznaczenia wykonano w trzech powtdrzeniach dla kazdego wariantu
doswiadczenia, z ktorych wyliczono warto$¢ $rednig arytmetyczng. Mase 1000 nasion
o wilgotnosci naturalnej przeliczono na suchg substancj¢ wedlug wzoru:

b
X=a-(1- =) (9) @)
gdzie:
X —masa 1000 nasion suchych (g);
a —masa 1000 nasion w stanie naturalnym (g);
b — wilgotno$¢ nasion (%).

5.5.4. Oznaczenie zawartoSci tluszczu w nasionach

Zawartos$¢ thuszczu oznaczono przy uzyciu aparatu Soxtec 8000 (aplikacje ASN 310).
Metoda Soxhleta polega na wielokrotnej ciaglej ekstrakcji substancji tluszczowej z roz-
drobnionego i uprzednio wysuszonego produktu stosujac rozpuszczalnik organiczny, usu-
nigciu rozpuszczalnika i oznaczeniu substancji thuszczowej metodg wagows. Wyniki wyra-
zono w % 1 oszacowano dla $redniej z trzech powtorzen. Analiza zostata wykonana zgodnie
z PN-EN ISO 659:2010.

5.5.5. Analiza zawartoSci bialka

Zawarto$¢ biatka oznaczono metoda Kjeldahla, zgodnie z norma PN-A-04018/A
z 3:2002. Metoda ta polega na przeprowadzeniu organicznych zwigzkéw azotu w siarczan
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amonowy w wyniku mineralizacji stgzonym kwasem siarkowym w obecnosci katalizatora,
zalkalizowaniu roztworu, destylacji NH; i miareczkowaniu kwasem solnym amoniaku
zwigzanego z kwasem borowym. Wyniki wyrazono w % i oszacowano dla $redniej z trzech
powtbrzen.

5.5.6. Oznaczenie skladu kwasow tluszczowych

Oznaczenie sktadu kwasow tluszczowych przeprowadzono z zastosowaniem chromato-
grafii gazowej, zgodnie z obowigzujaca normg PN-EN ISO 5508:1996. Rozdziat i oznacza-
nie kwaséw tluszczowych prowadzono w chromatografie gazowym Varian 450-GC. Do
sterowania chromatografem, zbierania, integrowania i przeliczania wynikow uzyto opro-
gramowania Galaxie™ Chromatography Data System, z wykorzystaniem detektora pto-
mieniowo-jonizacyjnego (FID), kolumny kapilarnej o dtugosci 30 m ($rednica wewnetrzna
0,32 mm, faza ciekla supelcowax 10, grubos¢ filmu 0,25 pm) i dozownika (1177
Split/Splitless) przy temperaturze dozownika 250°C i temperaturze detektora 300°C,
kolumny kapilarnej Select™ Biodiesel for FAME (Agilent Technologies) o wymiarach
L-ID-OD odpowiednio 30 m-'0,32 mm-0,45 mm. Gazem no$nym byl hel (przeptyw
1,0 cm’ min™).

5.5.7. Zawartos$¢ pierwiastkéw w lisciach i nasionach

Do mineralizacji uzyto 0,2 g probek nasion (uprawa polowa) oraz suchej masy lisci
i korzeni (uprawa laboratoryjna). Probki poddano mineralizacji w mineralizatorze Berghoff
Speedwave Four w naczyniach teflonowych DAP 100% przy uzyciu 65% kwasu HNO;,
Po mineralizacji uzyskane roztwory wykorzystano do oznaczenia zawartosci srebra (Ag),
wapnia (Ca), miedzi (Cu), potasu (K), magnezu (Mg), sodu (Na), fosforu (P), siarki (S).
Analizy przeprowadzono technikg atomowej spektometrii emisyjnej ze wzbudzeniem
w plazmie indukowanej (ICP-OES; Thermo Scientific Icap Series 6500). Krzywa wzorco-
wa zostala przygotowana z wzorcow dedykowanych do ICP-OES zakupionych w Inorganic
Ventures (US, Virginia). Mineralizacj¢ i pomiary ICP-OES przeprowadzono wedtlug stan-
dardowej metodyki dostarczonej przez producentow urzadzen.

5.5.8. Ocena jakoSci oleju rzepakowego

Oceng jakosci oleju wytloczonego z nasion rzepaku jarego zebranych z uprawy polowej
oparto na oznaczeniu: liczby kwasowej LK, liczby nadtlenkowek LN, oznaczeniu stabilno-
$ci oksydacyjnej, zawartosci barwnikow w oleju (chlorofilu a i chlorofilu ) pomiarze bar-
wy oraz widm ATR-FTIR oleju.

5.5.8.1. Ttoczenie oleju
Olej zostal wytloczony przy uzyciu prasy slimakowej ze zmienng dysza o S$rednicy

8 mm wraz z zestawem sit firmy Farmet DUO o dziataniu ciagtym. Przed uruchomieniem
prasy nagrzano ja do temperatury 50°C. Pras¢ tloczacg uruchomiono i po ustabilizowaniu
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temperatury tloczenia rozpoczgto wlasciwy proces. Stabilizacje osiggni¢to po wytloczeniu
oleju z masy okoto 1 kg nasion, wowczas temperatura wynosita okoto 60°C. Temperaturg
tloczenia zmierzono termometrem cyfrowym AD 20TH Firmy Amarell-ama-digit. Olej po
wytloczeniu przechowywano w szklanych butelkach z ciemnego szkla o pojemnosci
200 cm® w temperaturze 5°C w celu naturalnego rozdzielenia w ciggu 6 dni, a nastepnie
zdekantowano i poddano dalszym analizom.

5.5.8.2. Oznaczenie liczby kwasowej (LK)

Oznaczenie liczby kwasowej (LK) wykonano zgodnie z normg PN-EN ISO 660:2005.
Metoda ta polegata na zobojetnieniu roztworem KOH wolnych kwasoéw tluszczowych
w badanej probce. Wyniki wyrazono w mg KOH-g" i oszacowano dla $redniej z trzech
powtbrzen.

5.5.8.3. Oznaczenie liczby nadtlenkowej (LN)

Oznaczenie liczby nadtlenkowej (LN) wykonano zgodnie z obowigzujaca norma
PN-EN ISO 3960:2012. Polegato ono na ilo$ciowym oznaczeniu jodu wydzielonego
z jodku potasu w wyniku dziatania nadtlenkow znajdujacych si¢ w badanym tluszczu.
Wyniki wyrazono w mmol O-kg™ i oszacowano dla $redniej z trzech powtorzen.

5.5.8.4. Oznaczenie stabilno$ci oksydacyjnej

Stabilno$¢ oksydacyjna zmierzono przy uzyciu aparatu Rancimat 670 (Metrohm AG,
Herisau, Szwajcaria). Probki oleju (2,5 g) odwazono do naczyn reakcyjnych i ogrzewano
w temperaturze 120°C w strumieniu suchego powietrza wynoszacym 20 dm’-h™, zgodnie
z obowigzujaca normg PN-EN ISO 6886:2009. Czas potrzebny na dotarcie do punktu prze-
giecia przewodnictwa rejestrowano jako okres indukcji (IT), wyrazony w godzinach. Czas
normalny oceniono na podstawie czasu indukcji wykorzystujac wspotczynnik walidacji
wyznaczony w zaleznosci czasu indukcji od temperatury probki. Zwykly czas obliczano
w oprogramowaniu StabNet, ktory steruje urzadzeniem Rancimat. Wszystkie oznaczenia
przeprowadzono w trzech powtorzeniach.

5.5.8.5. Oznaczenie zawarto$ci barwnikow w oleju

Oznaczenie stezenia chlorofili a 1 b oraz karotenoidow w wyttoczonych probkach oleju
przeprowadzono metoda spektrofotometryczng przy uzyciu dwuwigzkowego spektrofoto-
metru firmy Jaco V-630 z wigzka promieniowania UV-VIS. Metoda badania ilo$ci barwnikow
polegata na 20 krotnym rozcieficzeniu probek olei w acetonie, a nastepnie poddaniu ich analizie
widm absorpcji w zakresie 350-700 nm. Wyniki wyrazono w pg-cm™ i oszacowano dla redniej
z trzech powtorzen zgodnie z procedurg Lichtenthalera i Buschmanna (2001).

5.5.8.6. Pomiar barwy oleju

Pomiary kolorymetryczne wykonano przy uzyciu analizatora barwy Minolta CR-221
(Minolta, Osaka, Japonia) z o$wietleniem obwodowym o kacie 45° i pomiarem geometrii
kata widzenia 0°. Jako zrodto §wiatla uzyto impulsowg lampe ksenonowa. Rozmiar otworu
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wynosit 3 mm. Zastosowano skale barw CIE Lab (CIE L* a* b*) okreslong przez Commis-
sion Internationale de I'Eclairage, CIE. Trzy wspbtrzedne systemu oceny barwy CIE Lab
reprezentujg odpowiednio: jasnos¢ L* (0 dla czerni i 100 dla bieli), chromatycznos¢ a*
czerwien — zielen (wartosci ujemne — barwa zielona, warto$ci dodatnie — barwa magenta),
chromatyczno$¢ b* niebieski — zotty (barwa niebieska — wartosci ujemne, barwa zotta
— wartosci dodatnie na osi). Przyrzad byl kalibrowany do biatej ptytki ceramicznej (CIE L*
= 99,25, a* = 0,60, b* = 1,87) zgodnie z zaleceniami producenta. Przed analizg wszystkie
probki pozostawiono na 2 godziny w celu uzyskania rownowagi w temperaturze pokojo-
wej. Kuwety polipropylenowe o drodze optycznej 10 mm napetiono 4 cm® probek. Kuwe-
ty byly pokryte kartonem z trzech stron (biato$¢ *****) z wyjatkiem tej, ktora byla skie-
rowana ku glowicy pomiarowej do pomiaru barwy, aby zapewni¢ biate tlo. Pomiary
przeprowadzano w zaciemnionym pomieszczeniu, aby wykluczy¢ zaktdcenia z zewnetrz-
nych zrédel swiatlta. Analizator barwy automatycznie generuje 3 pomiary, na podstawie
ktérych zostaja obliczone $rednie parametry barwy. Aby zapewni¢ powtarzalno§¢ pomiaru
przyrzadu, wspotrzedne kolorow rejestrowano trzy razy dla kazdej probki i liczono $rednie
wartosci: L* a* b*. Kolorymetryczne pomiary tta zostaly wykonane w identycznych wa-
runkach, przy uzyciu kuwety napetnionej woda destylowana. Z otrzymanych wspotrzed-
nych CIE Lab obliczono nast¢gpujace parametry barwy:

*

a

1. Kat barwy: h= arctan[b j 3)
2. Chromatycznos¢ C*, ktora informuje o nasyceniu koloru, czyli proporcjach, w jakich domi-
nujacy kolor jest pomieszany z barwg biatg, czarng lub szarg (Brainard, 2003).

C* = a*z +b*2 (4)

3. Rdéznica migdzy dwoma kolorami w przestrzeni L* a* b* jest odlegloscia euklidesowa mig-
dzy dwoma punktami w przestrzeni trojwymiarowej, w tym przypadku byta mierzona wzgle-
dem tla:

AE, =L - L, +(a; —a) + (b7 -5; ) (5)

5.5.8.7. Pomiary widm ATR-FTIR

Pomiary widm w podczerwieni dla badanych olei wykonano z uzyciem spektrometru
Vertex 70 FTIR (firmy Bruker). Zastosowana w nim przystawka ATR (ang. Attenuated
Total Reflection) w postaci monokrysztalu ZnSe o odpowiedniej geometrii (kat $cigcia
45°), ktéra zapewnia dwudziestokrotne odbicie wewngtrzne wiazki absorbowanej. W trak-
cie pomiaru rejestrowano 16 skanow pomiarowych i nastgpnie program dokonywat usred-
nienia wszystkich widm. Krysztal ZnSe przed pomiarem czyszczono ultra czystymi roz-
puszczalnikami firmy Sigma-Aldrich. Komor¢ pomiarowa przed (1 h) i w trakcie calej
analizy utrzymywano w atmosferze gazu obojetnego N,. Pomiar widm wykonywano
w obszarze 500-4000 cm™ z rozdzielczoscig 2 cm™. Analizy i opracowania widm wykona-
no z wykorzystaniem oprogramowania Grams/Al firmy ThermoGalactic Industries (USA).
Wszystkie widma zmierzono w temperaturze 23°C.
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5.5.6. Przygotowanie surowca do przechowywania

Nasiona przeznaczone do przechowywania pochodzily z uprawy poletkowej, z kazdego
wariantu uprawy rzepaku jarego.

Nasiona rzepaku podzielono na trzy grupy. Przed rozpoczeciem analiz zbadano wilgot-
nos$¢ nasion, oraz doprowadzono do poziomu wilgotnosci 6% — grupa pierwsza. Nastepnie
nasiona rzepaku nawilzono do wilgotnosci 9% - grupa druga i 12% — grupa trzecia. Probki
o wymagane]j wilgotnosci uzyskano, zraszajac nasiona o znanej wilgotnosci W, woda de-
stylowanag, ktorej ilos¢ 4,,,, okreslono zgodnie z zaleznoscia:

W1 -Wo

Amw= My * 1w, (6)
gdzie:
i - — masa dodanej wody,
my — masa materiatu o wilgotnosci poczatkowej W,
W, — wilgotno$¢ oczekiwana.

Po nawilzeniu nasiona pakowano w woreczki polietylowe 1 pozostawiono w pomiesz-
czeniu o temperaturze 5°C na okres 24 h. Wilgotnos¢ materiatu przed i po nawilzaniu okre-
$lono metoda wagowo-suszarkowa, przy uzyciu wagosuszarki firmy Radwag typu: MAX
50/1/WH. Tak przygotowane nasiona umieszczono w komorze termo-higrostatycznej pet-
nigcej rolg silosu przemystowego, umozliwiajacej przechowywanie nasion rzepaku na nie-
zmiennym poczatkowym poziomie wilgotno$ci. Probki nasion przechowywano w silosie
w temperaturze 30°C przez pigé¢ tygodni. W kazdym tygodniu pobierano probke nasion
w stalych interwatach czasu (7, 14, 21, 28 i 35 dni po umieszczeniu w silosie nasion). Kaz-
da pobrang probke przeznaczono do dalszej analizy zawartosci ergosterolu, ktoérg wykony-
wano w trzech powtorzeniach.

Elementy budowy silosu:
5 Hr 2 3 1 — korpus-zbiornik silosu na nasiona,
FE . 2 — mechanizm opuszczania pokrywy,
1 3 — pokrywa,
. 4 — uszczelka pokrywy,

5 —kanat z przewodem,
6 — mechanizm docisku pokrywy,

| 7 — okna wgladowe,
| T j 7 8 — dno silosu bez nasion,
. % g 9 — kota silosu.
1
Parametry techniczne:
: |' — najwyzsze dopuszczalne ci$nienie —
' Po < 4 bary;
Ny — temperatura maksymalna/minimalna —
| N . o< 60°C/7°C;
9 \\‘ / — pojemno$é rzeczywista — V = 0,25 m’;
— masa zbiornika —m =215 kg.

Rys. 2. Schemat silosu laboratoryjnego
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5.5.6.1. Oznaczenie zawartos$ci ergosterolu

W celu oznaczenia ergosterolu odwazono po 100 mg nasion rzepaku i umieszczono
w probowce o pojemnosci 40 cm®, w ktorej przeprowadzono ekstrakcje ergosterolu z jed-
noczesnym zmydlaniem, dodajac 5 cm® metanolu oraz 0,7 cm® wodnego roztworu wodoro-
tlenku sodu o stezeniu 2 M (Wisniewska i Busko, 2005; Perkowski 1 in., 2008). Szczelnie
zamknieta probowke umieszczono w tazni wodnej o temperaturze 95°C na 2 min, nastgpnie
schtodzono 1 powtdrnie umieszczono w tazni na 2 min. Schtodzone do temperatury poko-
jowej probki neutralizowano, dodajac 2 cm® wodnego roztworu kwasu solnego o stezeniu
0,5 M oraz 3 cm® metanolu. Nastepnie przeprowadzono ekstrakcje pentanem (3 razy po
4 cm®). Polgczone ekstrakty pentanowe odparowano do sucha w strumieniu azotu. Przed
przystapieniem do analizy probe rozpuszczano w 3 cm® metanolu, przefiltrowano (Restek
Filter 0,45 um, PTFE, 13 mm), wysuszono w strumieniu azotu i ponownie rozpuszczono
w 1 ecm’ metanolu o czystosci HPLC. Analiz¢ przeprowadzono metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (Acella, Thermo Scientific, USA) z detektorem DAD. Rozdziat
chromatograficzny odbywat si¢ na kolumnie Hypersil Gold (50 x 2,1 mm, 1,9 um, Thermo
Scientific), a faze ruchomg stanowita mieszanina metanolu i1 acetonitrylu (90:10, v/v).
Predkos¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 450 cm’ min™'. Pomiar stezenia ERG wyko-
nano stosujac wzorzec zewngtrzny przy dhugosci fali A = 282 nm. Identyfikacja zwigzku
odbywata si¢ na podstawie porownania czaséw retencji wzorca z czasem retencji probki,
a stezenie wyliczono przez poréwnanie z krzywa wzorcowa. Wyniki wyrazono w pg-cm™
jako $rednia z trzech powtorzen.

5.6. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej. Dla wszystkich zmiennych wyzna-
czono wartosci $rednie, odchylenia standardowe oraz zastosowano test post hoc Tukeya
(HSD) i macierze korelacji. Analiz¢ przeprowadzono na poziomie istotnosci p<0,05.

Analizy czynnikow dotyczacych stresu abiotycznego nie wykazywaly cech rozkladu
normalnego (test Shapiro-Wilka, p<0,05). Do opracowania statystycznego wykorzystano
nieparametryczny test Kruskala-Wallisa (p<0,05). Wyniki przedstawiono jako $rednie n=9,
+SD. Obliczenia wykonano z wykorzystaniem programu Statistica 10 firmy Statsoft.
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6. WYNIKI BADAN

6.1. Ocena potwierdzajaca obecnos¢ nanoczgstek w nanokoloidach
(NKAg i NKCu)

W celu potwierdzenia obecnos$ci nanoczastek i przeprowadzenia oceny wiasciwosci
powierzchni oraz jej zobrazowania z rozdzielczo$cia rzedu nanometrow, analizowane
probki nanokoloidow NKCu i NKAg poddano analizie morfologii z wykorzystaniem mi-
kroskopii sit atomowych (AFM). Wykonano zdjgcia w formacie dwu- i trojwymiarowe;j
topografii obydwoch nanokoloidow, ktére przedstawiono na rysunkach 3 i 4. Otrzymany
$redni analizowany obszar dla NKCu wyniést 33,955 nm®. Uzyskane parametry w czasie
analizy umozliwity wyodrebnienie minimalnej oraz maksymalnej wysoko$ci nanoczastek
NKCu, ktore wynosity odpowiednio 6,088 nm i 38,933 nm. Dla NKAg s$redni analizowany
obszar wynosit 4355,113 nm®. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzié, ze
gesto§é¢ rozmieszezenia nanoczastek NKAg w analizowanym obszarze wynosi 0,240 pm?,
a ich minimalna oraz maksymalna wysoko$¢ wynosi odpowiednio 48,825 nm i 56,575 nm.

REE PP i ST

1
8438nm

-BE6mV

a) b)
2 Particle Height Histogram
|
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Rys. 3. Wyniki analizy metodq mikroskopii sit atomowych AFM dla NKCu. a) zdjecie
w formacie 2D wedtug wysokosci czgstek oraz dystrybucji nanoczgstek na 100 obiek-
tach; b) zdjecie w formacie 3D, c) histogram wysokosci nanoczgstek
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Rys. 4. Wyniki analizy metodg mikroskopii sit atomowych AFM dla NKAg: a) zdjecie
w formacie 2D wedlug wysokosci czgstek oraz dystrybucji nanoczgstek na 100 obiek-
tach; b) zdjecie w formacie 3D, c) histogram wysokosci nanoczgstek

Identyfikacj¢ jakosciowa nanoczastek NKAg wykonano metodg mikroanalizy fluore-
scencji rentgenowskiej EDX (Energy Dispersive X-ray Spectroscopy). W trybie skanuja-
cym STEM-HAADF wykonano profil liniowy linii Agl potwierdzajacy zawarto$¢ srebra
w nanoczastkach. Na rysunku 5 po lewej stronie mozna zauwazy¢, ze analiza dotyczyla
przekroju przez 3 nanoczastki (obraz w ciemnym polu). Po prawej stronie znajduja si¢
2 profile: gorny ilustruje rozmiary tych nanoczastek, a dolny ich widmo. W przypadku
dolnego panelu widmo linii L-NKAg doktadnie pokrywa si¢ z tymi samymi czastkami, co
dowodzi, ze jest to srebro (PDF4).

Rysunek 6 przedstawia obecnos¢ miedzi w analizowanych nanokoloidach, ktére okre-
$lono na podstawie statych sieciowych zmierzonych na obrazach transformaty Fouriera,
FFT wysokorozdzielczych mikrografii TEM oraz z wykorzystaniem bazy danych krystalo-
graficznych ICDD. Na podstawie analizy pomiaru statych sieciowych w obrazie dyfrakcyj-
nym od 2 réznych plaszczyzn i porownaniu tych parametrow sieci z baza danych dyfrak-
cyjnych ICCD potwierdzilo, ze w badanej probce znajduja si¢ nanoczgstki NKCu (PDF4).
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Rys. 5. Wyniki analizy nanoczgstek - panel lewy — zdjecie mikroskopowe nanoczgstek
NKAg w ciemnym polu tryb STEM-HAADF, panel prawy — profil liniowy ilustrujgcy
rozmiary nano-Ag i widmo linii L-NKAg
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Rys. 6. Wyniki analizy czgstek NKCu: A — obraz TEM nanoczgstek NKCu, B — transforma-
ta Fouriera FFT

6.2. Ocena rzepaku z uprawy w warunkach laboratoryjnych

Nasiona rzepaku przeznaczone do uprawy laboratoryjnej poddano analizom w celu
okreslenia ich energii i zdolnosci kietkowania na szalkach Petriego oraz w celu okreslenia
stresu abiotycznego siewek rzepaku w 22 oraz 29 dniu wzrostu ro$lin w uprawie hydropo-
nicznej. Jako wyznacznik stresu przyjeto mechanizmy enzymatyczne i nieenzymatyczne
wsrod ktorych wyrdzniamy: SOD, CAT, APX, GR, GPX, anty-ABTS oraz zawarto$¢ chlorofi-
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li a 1 b oraz karotenoidéw w analizowanych prébkach. Ponadto oznaczono zawarto$¢ Ag i Cu
oraz makro pierwiastkéw Ca, K, Mg, Na, P i S w siewkach ro$lin.

6.2.1.0cena energii i zdolno$ci kietkowania nasion

W tabeli 2 przedstawiono wyniki oceny energii oraz zdolnos$ci kietkowania przeprowa-
dzonych w warunkach laboratoryjnych. Energia kietkowania w obiekcie kontrolnym wyno-
sita 96,7%. Po zastosowaniu nanokoloidu srebra we wszystkich stezeniach (50, 100 oraz
150 cm*-dm™) energia kietkowania byta wicksza niz w obiekcie kontrolnym, lecz staty-
stycznie istotnie tylko w przypadku stezen 50 oraz 150 cm®-dm™ i wynosita ona odpowied-
nio 99,3% 1 98,8%, co w koncowym rezultacie oznacza, ze zastosowanie nanokoloidu sre-
bra przyczynilo si¢ do pobudzenia energii kietkowania kolejno o 2,75; 0,68 i 2,16%.
W przypadku namoczenia nasion w nanokoloidzie miedzi energia kietkowania byta wigk-
sza, 1 na pograniczu statystycznie istotna w odniesieniu do obiektu kontrolnego i stanowita
warto$é wigksza o 1,03% dla stezen 50 i 100 cm’-dm™. Jedynie stezenie 150 cm’-dm”
okazalo si¢ stezeniem nieznacznie obnizajagcym o 1,03% energi¢ kietkowania, ktora wyno-
sita 95,7%.

Zdolnos$¢ kietkowania nasion w obiekcie kontrolnym wynosita 99,3%. Wyniki po zasto-
sowaniu nanokoloidu srebra w badanym obiekcie, we wszystkich stezeniach okazaty si¢
porownywalne do uzyskanego w obiekcie kontrolnym, a zwigkszenie zdolnosci kietkowa-
nia 0 0,6% odnotowano tylko po zastosowaniu stezenia 50 cm’-dm™. W przypadku zasto-
sowania nanokoloidu miedzi w obiekcie (N/N)NKCu w stezeniach 50 i 100 cm®-dm™ zdol-
no$¢ kietkowania réwniez byla porownywalna z obiektem kontrolnym i wynosita
odpowiednio 99,33% i 99,67%. W przypadku aplikacji stezenia 150 cm’-dm™ obserwowa-
no niewielki spadek w zdolnos$ci kietkowania nasion wynoszacy 0,66% (98,7%).

Tabela 2.
Wptyw stezenia nanokoloidow na energie oraz zdolnos¢ kietkowania nasion rzepaku
Stezenie nanokoloidu

Cecha (N/N)NKAg (N/N)NKCu

(%) Obiekt 50 [ 100 | 150 50 [ 100 [ 150
kontrolny cm’-dm”

Energia 96,7+1,15 | 99,3+1,15ab | 97,3+1,53 | 98,8+1,53ab [97,7+0,58a|97,7+0,58a |95,7+1,15ac

kietkowania

Zdolnos¢ 99,3+1,5 100,0 | 99,3+0,58 | 99,3+1,15 | 993%1,15 | 99,7+1,15 | 98,7+0,58b

kietkowania

Wartosci $rednie + SD (n=9); a — statystycznie istotng réznicg w stosunku do obiektu kontrolnego; b, ¢ — $rednie ozna-
czone tymi samymi literami w wierszach nie r6znia si¢ istotnie w stosunku do obiektu kontrolnego przy p<0,05

6.2.2.0cena dlugosci pedow i korzonkow siewek

W tabeli 3 przedstawiono $rednie dlugosci pedu i korzonkow siewek w sid6dmym dniu
do$wiadczenia, dotyczacego okreslenia zdolnosci kietkowania nasion. Srednia warto$é
dtugosci pedu siewek z obiektu kontrolnego wynosita 36 mm. W obiektach, w ktorych
zastosowano namoczenie nasion w roztworach NKAg o stezeniach 50, 100 i 150 cm®-dm™
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obserwowano wzrost dtugosci pedu w odniesieniu do siewek z obiektu kontrolnego, wyno-
szacy odpowiednio: 28%, 42% 1 23%. Po zastosowaniu nanokoloidu miedzi (N/N)NKCu
obserwowano réwniez wzrost dtugosci pedu o 24% dla stezenia 50 i 100 cm®-dm™ oraz
0 28% dla stezenia 150 cm®-dm™. Aplikowane stezenie nanoczastek miedzi byty dodatnio
(R?=0,72) skorelowane na poziomie istotnosci p<0,05 z dhugoscia pedow analizowanych
siewek.

Srednie dlugosci korzonkéw roslin z obiektu kontrolnego, wynosity 48 mm. W przy-
padku nasion namoczonych w roztworach NKAg [(N/N)NKAg], we wszystkich stezeniach
obserwowano wzrost jego dtugos$ci w porownaniu z siewkami kontrolnymi wraz z dawka
nanosrebra. Wynosily one kolejno: 38%; 48% i 82%. Po zastosowaniu roztworu NKCu
[(N/N)NKCu] rowniez obserwowano statystycznie istotny wzrost dlugosci korzenia po
aplikacji preparatu o stezeniu 100 i 150 cm’-dm™. Najkrotsze korzonki wytworzyly siewki
po zastosowaniu najnizszego stgzenia nanokoloidu miedzi (3%). Wzrost dtugosci korzon-
kéw pozostatych dawkach preparatu wynosit odpowiednio 14% oraz 35% (rys. 7).

Tabela 3.
Wptyw réznego stezenia nanokoloidow na dlugos¢ pedu oraz korzonkow rzepaku
Stezenie nanokoloidu
Cecha (N/N)NKAg (N/N)NKCu
(mm) Obiekt 50 | 100 | 150 50 | 100 | 150
kontrolny cm’-dm™
Dlugo$¢ pedu 36+0,32 | 47+0,28ab | 52+1,04ab | 45+0,05ab | 45+0,50ab | 45+0,50ab | 4740,28ab
Dlugo$¢ korzonka | 48+0,76 | 67+1,52ab | 72+1,26ab | 88+0,50ac | 50+0,57c | 5840,50ab | 65+1,50ab

Wartoscei $rednie + SD (n=9); a — statystycznie istotna réznic¢ w stosunku do obiektu kontrolnego. b, ¢ — $rednie ozna-
czone tymi samymi literami w wierszach oznacza, ze wyniki nie r6znig si¢ istotnie w stosunku do obiektu kontrolnego
przy p<0,05

Kontrola 50 em3-dm™3 100 cm3-gm3 150 em?am3
Control

A

Kontrola 50 em3.dm-3 100 cm3.dm-3 150 cm3.dm-3
Control

Rys. 7. Wzrost siewek rzepaku po zastosowaniu namaczania nasion w NKAg (4)
i NKCu (B)
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6.2.3. Ocena stresu abiotycznego

Zawartos¢ biatka rozpuszczalnego (rys. 8) w siewkach z obiektu kontrolnego w seriach
(O)NKAg i (O)NKCu w 22 dniu wzrostu roslin wynosita 7,14 oraz 3,50 mg-g’ §.m.
W przypadku roslin (O)NKAg we wszystkich trzech wariantach stezen (50, 100 oraz
150 cm®+dm™) zaobserwowano zwigkszenie syntezy biatka w zakresie od 5,91 do 12,61%,
lecz statystycznie istotnie tylko dla dwoch wyzszych dawek. Po aplikacji nanokoloidu mie-
dzi w obickcie (O)NKCu na rosliny nastgpito statystycznie istotne zwigkszenie syntezy
biatka w stosunku do siewek z obiektu kontrolnego we wszystkich wariantach do$wiadcze-
nia. Zawartosci biatka w siewkach roztwor o stezeniu 50, 100 i 150 cm’-dm™ zwickszyta
si¢ odpowiednio o 23,55%; 22,52% 1 46,54%. W 29 dniu wzrostu roslin zawarto$¢ biatka
w obiekcie kontrolnym wynosita 3,50 oraz 4,41 mg-g” é.m. W serii z nanokoloidem srebra
obserwowano podobng tendencje jak w 22 dniu wzrostu roslin. W przypadku dwéch wyz-
szych zastosowanych stgzen odnotowano statystycznie istotne zwigkszenie syntezy biatka
wynoszace odpowiednio 3,7 i 7,7%. W przypadku nanokoloidu miedzi odnotowano zmia-
ne. Tu we wszystkich przypadkach zastosowanych stezen 50, 100 i 150 cm’-dm™ obser-

wowano zmniejszenie syntezy bialka kolejno o: 4,2%; 1,1% oraz 6,6%.
| II
29

8,0
7,0

a
60 b
5,0
4,0
3,0
2,0
1,0
0,0
22

Kontrola m50 cm3®dm™ m100 cm3dm™ E150 cm3dm™3

mg-gls.m.

a
I
a
a
| II
29 22

(O)NKAg (O)NKCu
Dzien wzrostu

Rys. 8. Zawartosé biatka rozpuszczalnego w lisciach rzepaku jarego, wartosci srednie + SD
(n=9), a — istotne roznice w stosunku do odpowiedniego obiektu kontrolnego (p<0,05)

Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w lisciach rzepaku przedstawiono na
rysunku 9. Na jej podstawie mozna stwierdzi¢, ze aktywno$¢ SOD w probach kontrolnych
w 22 dniu wzrostu po aplikacji nanokoloidow w obiektach (O)NKAg i (O)NKCu wynosita
kolejno 27,30 oraz 37,52 U-mg biatka. Po zastosowaniu nanokoloidu srebra (O)NKAg we
wszystkich badanych stezeniach obserwowano obnizenie aktywnoS$ci tego enzymu w sto-
sunku do obiektu kontrolnego. Najwicksze roznice wystapity w wariancie ze st¢zeniem
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100 cm*-dm™, w ktorym odnotowano spadek aktywnosci o 4,0% oraz statystycznie istotny
dla stezenia 150 cm®-dm™ o 22%. W przypadku uzycia nanokoloidu miedzi NKCu odnoto-
wano statystycznie istotne obnizenie aktywnosci SOD dla stezen 50 i 150 cm’-dm™.
Aktywnos$¢ SOD byta nizsza od otrzymanej w probkach z obiektu kontrolnego kolejno
020,6% 123,4%.

W 29 dniu wzrostu ro$lin aktywno$¢ SOD w probach roslin kontrolnych w serii
(O)NKAg wynosita 21,99 a w serii (O)NKCu 30,68 U-mg biatka. W przypadku zastoso-
wania nanokoloidu srebra odnotowano zmniejszenie aktywnosci dysmutazy pod wptywem
wszystkich rozpatrywanych stezen. Statystycznie istotng rdéznicg¢ obserwowano tylko
w przypadku zastosowania nanokoloidu w stezeniu 150 cm’-dm>, a aktywno$é SOD byta
nizsza o 24,2% niz w probie roslin kontrolnych. Odmienng reakcj¢ zaobserwowano
w przypadku aplikacji nanokoloidu miedzi na ro$liny. Nastapito tu statystycznie istotne
zwiekszenie aktywnosci tego enzymu w roslinie w stosunku do stwierdzonego w obiekcie
kontrolnym we wszystkich zastosowanych dawkach odpowiednio o 15,2; 10,5% oraz
23,7%.
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(O)NKAg (O)NKCu

Dzien wzrostu

Kontrola m50 cm3®*dm™ m 100 cm3-dm™ E150 cm3-dm™3

Rys. 9. Aktywnos¢ SOD w lisciach rzepaku jarego,; wartosci srednie + SD (n=9); a — istot-
ne roznice w stosunku do odpowiedniego obiektu kontrolnego (p < 0,05)

Aktywnos¢ katalazy CAT w liSciach rzepaku jarego (rys. 10) w probach kontrolnych po
zastosowaniu oprysku roslin w seriach (O)NKAg i (O)NKCu w 22 dniu wzrostu ros$lin
wynosita odpowiednio 11,35 oraz 1,37 pmol-min"'-mg™' biatka. W pierwszym dniu (22 dniu
wzrostu) po oprysku roslin nanokoloidem srebra zaobserwowano statystycznie istotne
i do$¢ znaczne zwickszenie aktywnosci tego enzymu w obiektach z najnizszym oraz naj-
wyzszym stezeniem. Aktywno$¢ CAT byla wyzsza kolejno o 38,2% 1 31,7% od aktywnosci
odnotowanej w roslinach kontrolnych. Po zastosowaniu nanokoloidu w stezeniu
100 cm®-dm™ obserwowano spadek aktywnosci enzymu o 7,6%. Aktywno$é katalazy po
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aplikacji nanokoloidu miedzi w serii (O)NKCu na ro$liny byta duzo mniejsza, cho¢ zmiany
wykazywaly podobng tendencje jak po zastosowaniu nanokoloidu srebra w serii (O)NKAg.
Mozna zaobserwowaé wzrost aktywnosci po zastosowaniu dawkek 50 i 150 cm’-dm”
0 39,2% oraz 25,0% w stosunku do obiektu kontrolnego. Dla stezenia 100 cm®-dm™ odno-
towano zmniejszenie aktywnosci rozpatrywanego enzymu o 7,3%. Pobrane probki z obiek-
tu kontrolnego dla 29 dnia wzrostu ro$lin po aplikacji obydwéch nanokoloidow charaktery-
zowaly si¢ aktywnoscia CAT wynoszaca 1,10 oraz 0,90 pmol'min'-mg™’ bialka.
W przypadku zastosowanego nanokoloidu w serii (O)NKAg obserwowano niewielki
wzrost aktywnosci CAT wynoszacy dla kolejnych stezen odpowiednio 16,2%; 7,5% oraz
9,7%. Natomiast po aplikacji nanokoloidu miedzi we wszystkich rozpatrywanych steze-
niach odnotowano tendencj¢ spadkowa w stosunku do obiektu kontrolnego. Otrzymane
wyniki byty nizsze odpowiednio o 17,7%; 46% oraz statystycznie istotnie o 61,9%.
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Rys. 10. Aktywnos¢ CAT w lisciach rzepaku jarego, wartosci Srednie = SD (n=9);
a — istotne roznice w stosunku do odpowiedniego obiektu kontrolnego (p<0,05)

Aktywno$¢ enzymu peroksydazy askorbinianowej (APX) w 22 dniu wzrostu ro$lin
w obiektach kontrolnych w zaleznos$ci od zastosowanych preparatow NKAg oraz NKCu
wynosita odpowiednio 0,28 1 0,56 pmol-min"-mg™ biatka (rys. 11). Po aplikacji nanokoloi-
du srebra w serii (O)NKAg aktywnos¢ enzymu peroksydazy askorbinianowej zwigkszyta
si¢ w porownaniu z roslinami z obiektu kontrolnego. Po aplikacji nanokoloidu srebra ak-
tywnos¢ enzymu wzroslha statystycznie istotnie o 65,2% w przypadku stezenia 150 cm®-dm™
i wynosita 0,46 umol-min™'-mg™ biatka. W pozostatych przypadkach aktywno$é¢ byta row-
niez wyzsza od zaobserwowanej w roslinach z obiektu kontrolnego o 18,56% dla stezenia
50 cm’-dm™ oraz 1,82% dla stezenia 100 cm’®-dm™. W przypadku aplikacji nanokoloidu
miedzi w serii (O)NKCu w stezeniu 50 cm’-dm™ aktywnos¢ APX wzrosta o 5,6%,
a w pozostatych zaobserwowano obnizenie aktywno$ci peroksydazy askorbinianowe;j

59



Magdalena Kachel

wynoszace kolejno: 7,2% 1 9,01%. Aktywno$¢ APX w roslinach kontrolnych w 29
dniu wzrostu ro$lin dla nanokoloidéw srebra i miedzi wynosita kolejno 0,23 i 0,47
pmol min™‘mg™ biatka. Po aplikacji nanokoloidu srebra we wszystkich wariantach stezen
aktywnos$¢ enzymu byta statystycznie istotnie wyzsza niz w roslinach kontrolnych, odpo-
wiednio o 29,6%; 58,2% oraz 52,7%. W przypadku aplikacji nanokoloidu miedzi w serii
(O)NKCu rowniez obserwowano wzrost aktywnosci enzymu APX we wszystkich rozpa-
trywanych przypadkach, odpowiednio o0 9,4%; 5,5% i statystycznie istotnie 22,5%.
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Rys. 11. Aktywnos¢ APX w lisciach rzepaku jarego, wartosci Srednie = SD (n=9);
a — istotne roznice w stosunku do odpowiedniego obiektu kontrolnego (p<0,05)

Aktywnosci reduktazy glutationowej (GR) w wariantach kontrolnych w 22 dniu wzro-
stu roslin (rys. 12) wynosity: 0,07 i 0,06 umol-min"-mg™ biatka. Po aplikacji preparatu
nanokoloidu srebra obserwowano inhibicje aktywnosci GR wynoszaca kolejno: 27,1%;
32,5% i 47,2% i statystycznie istotng dla stezen 100 i 150 cm®-dm™. W przypadku aplikacji
nanokoloidu miedzi w stezeniu 50 i 100 cm®-dm™ obserwowano zmniejszenie aktywnosci
reduktazy glutationowej, wynoszace odpowiednio 4,8% oraz 12,4%. Wyjatkiem okazato si¢
stezenie 150 cm’-dm™ po zastosowaniu, ktorego nastapilo zwickszenie aktywnosci enzymu
GR 0 6,4%. W 29 dniu wzrostu roslin aktywnos¢ GR w obiektach kontrolnych dla nanoko-
loidow srebra i miedzi wynosita 0,028 i 0,04 pmol-min™'-mg” biatka. Po zastosowaniu
nanokoloidu srebra obserwowano inhibicj¢ aktywno$ci rozpatrywanego enzymu przy stg-
zeniu 50 cm’-dm™ wynoszaca 20,2%. Nanosrebro zastosowane w stezeniach 100 i 150
em’-dm™ spowodowato wzrost aktywno$ci GR wynoszacy kolejno 38% i 3%. W wyniku
aplikacji nanokoloidu miedzi na rosliny w serii (O)NKCu obserwowano inhibicj¢ aktywno-
$ci tego enzymu przy stezeniu 100 cm’-dm™ wynoszaca 36%, za$ przy stezeniu 50 cm’-dm’
? nastgpilo statystycznie istotne pobudzienie aktywnosci o 53,2%, a najwyzsza dawka
NKCu zwigkszyta aktywnos¢ GR o 27,7% w poréwnaniu z roslinami obiektu kontrolnego.
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Rys. 12. Aktywnos¢ GR w lisciach rzepaku jarego, wartosci srednie = SD (n=9); a — istot-
ne roznice w stosunku do odpowiedniego obiektu kontrolnego (p<0,05)

Aktywnos¢ peroksydazy gwajakolowej (GPX) przedstawiono na rysunku 13. Aktyw-
no$¢ GPX w ro$linach kontrolach w 22 dniu wzrostu roslin wynosita dla nanokoloidéw
srebra i miedzi odpowiednio 0,06 oraz 0,03 pmol-min"'-mg™' biatka. Najwyzsza, statystycz-
nie istotnie aktywno$¢ obserwowano po aplikacji nanokoloidu srebra w st¢zeniu
50 cm’-dm”, wynoszaca az 232% w pordwnaniu z obiektem kontrolnym. W przypadku
obydwu wyzszych stezen nastgpito ostabienie aktywnosci enzymu GPX odpowiednio
0 43,5% (statystycznie istotnie) oraz o 19,8%. Podobna reakcj¢ obserwowano po zastoso-
waniu nanokoloidu miedzi w serii (O)NKCu. Niewielki wzrost aktywnosci obserwowano
po aplikacji roztworu o stezeniu 50 cm’-dm™ wynoszacy 13,2% oraz inhibicje aktywnosci
przy stezeniu 100 i 150 ecm’-dm™ odpowiednio o 52% oraz 17,5%. W 29 dniu wzrostu
ro$lin aktywnos$¢ peroksydazy gwajakolowej w roslinach z obiektéw kontrolnych po apli-
kacji nanokoloidow srebra i miedzi wynosita kolejno 0,01 oraz 0,19 pmol-min™'-mg™ bial-
ka. W wariancie z uzyciem NKAg w stezeniu 50 i 100 cm’-dm™ obserwowano niewielki
wzrost aktywnosci analizowanego enzymu wynoszacy odpowiednio 36% oraz 35,8%,
a zastosowany w najwyzszym st¢zeniu obnizal aktywno$¢ GPX o 12,7%. W przypadku
nanokoloidu miedzi zastosowanego we wszystkich stg¢zeniach odnotowano statystycznie
istotng inhibicj¢ aktywnosci wynoszaca kolejno: 39,8%; 52% oraz 17,5%.
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Rys. 13. Aktywnos¢ GPX w lisciach rzepaku jarego; wartosci srednie + SD (n=9);
a — oznacza istotng roznice w stosunku do odpowiedniego obiektu kontrolnego
(p<0,05)

W prébach z obiektow kontrolnych (rys. 14) peroksydacja lipidow (LPO) w 22 dniu
wzrostu roélin wynosita odpowiednio 201 oraz 191 nmol-g™ §.m. Po zastosowaniu nanoko-
loidu srebra w serii (O)NKAg o stezeniu 50 cm’-dm™ zaobserwowano niewielki spadek
peroksydacji lipidow wynoszacy 0,5% oraz po zastosowaniu nanokoloidu miedzi w serii
(O)NKCu o stezeniu 100 cm’-dm>. Statystycznie istotny wzrost o 6,3% w stosunku do
roélin kontrolnych obserwowano przy stezeniu NKAg 100 cm®-dm™. Po aplikacji NKCu
zwigkszenie peroksydacji wynosito odpowiednio 3,2% 1 3,7% dla stezenia 50 i 150
cm’-dm>. W 29 dniu wzrostu LPO w obiektach kontrolnych wynosity 192 nmol-g”" §.m.
w [(O)NKAg] oraz 194,6 nmol g™ é.m. w serii [(O)NKCu]. Po aplikacji NKAg obserwo-
wano podobna zaleznos$¢ jak w 22 dniu wzrostu roslin. Obserwowano nieznaczng inhibicje¢
LPO po zastosowaniu NKAg w stezeniu 50 cm®-dm™ wynoszaca 0,52% oraz niewielki, ale
statystycznie istotny wzrost jej aktywno$ci po aplikacji nanokoloidu w stezeniu 100
em’-dm? (6,5%) i 150 cm’-dm™ (2,5%). W przypadku roslin opryskanych nanokoloidem
miedzi (O)NKCu wzrost LPO obserwowano tylko przy stezeniu 50 cm®-dm™ wynoszacy
5,5%, a w przypadku pozostatych dawek — inhibicj¢ wynoszaca kolejno 4,3% oraz 0,7%.
Roznice te nie byly statystycznie istotne.

Og6lng aktywnos¢ antyrodnikowa (anty-ABTS) przedstawiono na rysunku 15.
W 22 dniu wzrostu ro$lin jego aktywno$¢ w probach kontrolnych serii (O)NKAg
i (O)NKCu wynosita 35,45 oraz 18 pmol-min™'-mg™ biatka. Jego aktywno$¢ w roslinach po
aplikacji NKAg wzrosta o 4,7% i 20,4% dla stezenia 50 i 150 cm’-dm™. Natomiast po za-
stosowaniu stezenia 100 cm’-dm™ odnotowano obnizenie tej aktywnosci wynoszace 7,3%
w odniesieniu do roslin z obiektu kontrolnego. Po aplikacji NKCu reakcja byta podobna.
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Rys. 14. Peroksydacja lipidow LPO w lisciach rzepaku jarego; wartosci Srednie + SD
(m=9); a — istotne roznice w stosunku do odpowiedniego obiektu kontrolnego (p<0,05)
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Rys. 15. Aktywnos¢ anty-ABTS w lisciach rzepaku jarego; wartosci srednie £ SD (n=9);
a — istotne roznice w stosunku do odpowiedniego obiektu kontrolnego (p<0,05)

Odnotowano wzrost anty-ABTS wynoszacy 0,41% i 30,3% kolejno dla stezen 50 i 150
cm’-dm” aplikowanego preparatu, a niewielki spadek w przypadku stezenia 100 cm’-dm™
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wynoszacy 4,1%. W 29 dnia wzrostu ro$lin warto$¢ rozpatrywanej aktywno$ci enzymu
w probkach obiektow kontrolnych wynosita kolejno 22,54 i 19,90 pmol-min™-mg™ biatka.
W przypadku zastosowania nanokoloidu srebra w stezeniu 50 cm®-dm™ obserwowano sta-
tystycznie istotny spadek aktywnos$ci anty-ABTS o 10,9%. Nanosrebro zastosowane
w pozostatych stezeniach spowodowato wzrost tego enzymu o 8,1% 1 0,32% dla stezenia
100 i 150 cm’-dm™, a po aplikacji NKCu w stezeniach 50 i 150 cm’-dm™ odpowiednio
0 13,6% oraz 5,0% w poroéwnaniu z ro$linami kontrolnymi. W stezeniu posrednim (100
cm’-dm™) odnotowano zmniejszenie o 14,7% aktywnosci anty-ABTS.

Na rysunkach 16 i 17 przedstawiono plon $wiezej i suchej masy roslin poddanych opry-
skowi nanokoloidéw srebra i miedzi. Plon $§wiezej masy roslin w obiektach kontrolnych
w serii (O)NKAg w 22 i 29 dniu wzrostu roslin wynosit kolejno 3,04 g oraz 3,16 g (rys.
16). Oprysk roslin (O)NKAg w stezeniu 50 cm’-dm™ w 22 dniu wzrostu wplynat staty-
stycznie istotnie na przyrost ich masy, zwickszajac ja o 11,6% w porownaniu z obiektem
kontrolnym. Nieznaczny wzrost wynoszacy 3,2% obserwowano po zastosowaniu NKAg
w stezeniu 100 cm’-dm™. Kontakt rosliny z nanokoloidem srebra o stezeniu 150 ¢cm®-dm™
skutkowat ograniczeniem plonu §wiezej masy o 2,9%. W 29 dniu wzrostu roslin obserwo-
wano znaczny statystycznie istotny wzrost masy roslin przy aplikacji roztworu o st¢zeniu
50 i 150 cm’-dm™, wynoszacy odpowiednio 15,1% oraz 17,0%. Okazalo sie, ze aplikacja
stezenia 100 cm’-dm™ wptyneta nieznaczaco wstrzymujac wzrost roslin o 0,5% w stosunku
do obiektu kontrolnego.

Plony suchej masy roslin w kolejnych dniach wzrostu wynosity 0,14 g oraz 0,17 g.
W obu analizowanych terminach nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic.
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Rys. 16. Plon Swiezej i suchej masy korzeni i pedow rzepaku jarego po aplikacji NKAg;

wartosci Srednie = SD (n=9); a — istotne roznice w stosunku do odpowiedniego obiektu
kontrolnego (p<0,05)
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Na rysunku 17 przedstawiono plony $wiezej i suchej masy roslin opryskanych nanoko-
loidem miedzi w serii (O)NKCu. Plon $wiezej masy roslin w obiektach kontrolnych w 22
i 29 dniu wzrostu wynosit 2,79 g oraz 3,19 g. W 22 dniu wzrostu roslin obserwowano nie-
wielkie zwickszenie przyrostu masy przy stezeniu 50 cm’-dm™, wynoszace 7,4%. Nato-
miast w przypadku zastosowania roztworéw o stezeniu 100 i 150 cm®-dm™ odnotowano
ograniczenie wzrostu ro$lin, wynoszace kolejno 7,8% oraz 10,8%. W 29 dniu wzrostu ro-
$lin zastosowanie nanokoloidu w stezeniach 150 cm’-dm™ spowodowato statystycznie
istotne zahamowanie ich wzrostu w odniesieniu do obiektu kontrolnego, wynoszace 39,4%.
Dla nizszych stezen ograniczenie wzrostu wynosito kolejno 24,3% i 24,0%. Plony suche;j
masy w poroéwnaniu z otrzymanymi w obiektach kontrolnych w obydwu terminach wynosi-
ty 0,08 g oraz 0,07 g.
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Rys. 17. Plon swiezej i suchej masy korzeni i pedow rzepaku jarego po aplikacji NKCu;
wartosci Srednie £ SD (n=9); a — istotne roznice w stosunku do odpowiedniego obiektu
kontrolnego (p<0,05)

6.2.4. Ocena zawartoSci pierwiastkéw w liSciach

Zawartos¢ srebra oraz miedzi w liSciach nasion rzepaku po zastosowaniu oprysku nano-
koloidem srebra w obiekcie (O)NKAg przedstawiono na rysunku 18.

W probie roslin z obiektu kontrolnego nie stwierdzono zawartosci tego pierwiastka. Na-
tomiast w 22 dniu wzrostu po aplikacji nanokoloidu srebra jego zawarto$¢ zwigkszyla sie
statystycznie istotnie w miar¢ wzrostu stgzenia tego preparatu. Dla stezen 50, 100 1 150
cm’-dm™ zawarto$é srebra wzrosta i wynosita odpowiednio 12,64; 12,81 i 13,50 mg-kg ™.
W 29 dniu wzrostu roslin obserwowano statystycznie istotne zwigkszenie jego zawartosci
w poréwnaniu z dniem 22, kolejno dla zastosowanych stezen o 43%; 30% oraz 20%. Inte-
resujace rezultaty obserwowano w przypadku zawartosci Cu w lisciach rzepaku. W rosli-
nach z obiektu kontrolnego zawarto§¢ miedzi w liSciach wynosita w 22 1 29 dniu wzrostu
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4,70 mg-kg" oraz 4,87 mg-kg". Po zastosowaniu nanokoloidu srebra obserwowano staty-
stycznie istotne zwigkszenie przyswajania tego sktadnika przez rosliny. W 22 dniu wzrostu
ro$lin zawarto§¢ miedzi wzrosta kolejno o 136%; 458% oraz 542% w odniesieniu do roslin
z obiektu kontrolnego. W 29 dnia zycia roslin obserwowano podobna tendencje, a zawarto-
$ci miedzi byly wyzsze kolejno o 164%; 438% oraz 436% w porownaniu z roslinami kon-
trolnymi.
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Rys. 18. Zawartos¢ srebra w lisciach rzepaku jarego oraz miedzi po aplikacji NKAg, war-
tosci srednie + SD (n=9); a — istotne roznice w stosunku do odpowiedniego obiektu
kontrolnego (p<0,05)

Zawarto$¢ miedzi w lisciach rzepaku po zastosowaniu oprysku nanokoloidem miedzi
przedstawiono na rysunku 19. W dnu 22 oraz 29 wzrostu roslin zawarto$¢ miedzi w rosli-
nach z obiektu kontrolnego wynosita kolejno 4,14 oraz 3,38 mg-kg'. Zawarto$¢ w rosli-
nach kontrolnych pomiedzy 22 a 29 dniem wzrostu ro$lin r6znig si¢ statystycznie istotnie.
Ilo$¢ przyswojonej miedzi przez rosling w 29 dniu zmniejszyla si¢ o 18,4%. W 22 dniu
wzrostu siewek rzepaku po zastosowaniu NKCu w stezeniach 50 i 100 cm®-dm™ obserwo-
wano niewielkie obnizenie zawartosci miedzi w lisciach wynoszace odpowiednio 6,3%
oraz 4,3%. W przypadku stezenia 150 cm’-dm™ zawarto$é miedzi nieznacznie wzrosta o 2%
i wynosita 4,22 pg-em™. W 29 dniu wzrostu roslin stwierdzono statystycznie istotne rozni-
ce zawartosci tego pierwiastka w roslinach po zastosowaniu roztwordw w stezeniach 50
i 100 cm’dm™ w poréwnaniu z ro$linami kontrolnymi i wynosity kolejno 4,26 oraz
4,04 mg-kg”, co stanowi wzrost 0 26% i 19,5% w stosunku do zawarto$ci w ro$linach
kontrolnych. Dla stezenia 150 cm®-dm™ zawartoéci Cu wzrosta o 18,3%.

W tabeli 4 podano zawarto$¢ pozostatych pierwiastkow w lisciach rzepaku poddanych
aplikacji nanokoloidu srebra w obiekcie (O)NKAg. Omdwiono sktadniki uwazane za naj-
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wazniejsze oraz o najwigkszej zawarto$ci ilo§ciowej w analizowanym materiale, do ktorych
naleza: Ca, K, Mg, P, S oraz Na.
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Stezenie NKCu

Rys. 19. Zawartos¢ Cu w lisciach nasion rzepaku po oprysku NKCu, wartosci Srednie + SD
(n=9); a — istotne réznice w stosunku do odpowiedniego obiektu kontrolnego (p<0,05).

b — istotne roznice w stosunku do kontroli we wczesniejszym dniu wzrostu roslin
(p<0,05)

Zawarto$¢ wapnia (Ca) w roslinach kontrolnych w 22 i 29 dniu wzrostu wynosita kolej-
no 54 817 oraz 18 240 mg-kg”'. W wigkszosci rozpatrywanych wariantéw zastosowania
nanokoloidu srebra w 22 dniu wzrostu zaobserwowano znaczne obnizenie jego zawartosci
w poréwnaniu z obiektem kontrolnym. Dla poszczegolnych st¢zen wynosito ono kolejno:
76,6%; 76,4% oraz 76,3%. W pdzniejszym okresie, czyli w 29 dniu wzrostu roslin obser-
wowano podobna tendencje z wyjatkiem stezenia 50 cm’-dm”, dla ktérego odnotowano
tylko nieznaczacy wzrost wynoszacy 0,2%. Po zastosowaniu pozostatych stgzefi obserwo-
wano obnizenie zawartosci miedzi wynoszace odpowiednio 2,5% oraz 8%.

Zawartos$¢ potasu (K) w roslinach z obiektu kontrolnego w 22 i 29 dniu wzrostu ro$lin
wynosita kolejno 29 780 oraz 39 043 mg-kg™'. Po zastosowaniu nanokoloidu srebra obser-
wowano w stezeniach 50 i 100 cm®-dm™ w 22 dniu obnizenie zawartoéci potasu w lisciach.
W przypadku stezenia 50 cm®-dm™ byto to statystycznie istotne obnizenie zawartoci potasu
w odniesieniu do roslin kontrolnych o 11,5%. Po aplikacji roztworéw w st¢zeniu
100 cm’-dm™ obnizenie zawartosci wynosilo 3%. Statystycznie istotny wzrost zawartoéci K
obserwowano po zaaplikowaniu roztworu o stezeniu 150 cm’-dm™ (10%). Otrzymane wy-
niki w 29 dniu wzrostu roslin po zastosowaniu nanokoloidu srebra we wszystkich st¢ze-
niach zawarto$¢ byla statystycznie istotnie nizsza w odniesieniu do obiektu kontrolnego
kolejno o 3,0%; 11,% oraz 5,7%.
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Zawartos$¢ fosfor (P) w roslinach z obiektu kontrolnego wynosita 12 853 oraz 11 740
mg-kg'. W trakcie wzrostu roslin nastgpil spadek zawartosci fosforu po zastosowaniu na-
nosrebra we wszystkich stgzeniach. W 22 dniu obserwowano zawarto$¢, ktora byla staty-
stycznie istotnie nizsza tylko dla stezenia 150 cm®-dm™ 0 7,26%. Natomiast dla pozostatych
dawek preparatu obserwowano obnizenie o 2,5% oraz 2,0%. Po 29 dniu zycia ro$lin obser-
wowano obnizenie zawarto$ci fosforu we wszystkich aplikowanych st¢zeniach odpowied-
nio o 7%; 2% oraz 3,5%.

Zawartos$c¢ siarki (S) w liSciach rzepaku w kolejnych dniach z obiektu kontrolnego wy-
nosita 14 913 mg-kg™" oraz 18 957 mg-kg". W 22 dniu wzrostu roslin obserwowano staty-
stycznie istotny spadek jej zawartosci po aplikacji nanokoloidu srebra w stezeniu
50 cm®-dm>, ktére wynosito 8,5%. W przypadku stezenia 100 cm*-dm™ obserwowane
nieznaczne obnizenie zawartoéci siarki 0 0,5%, a stezenie 150 cm’-dm™ spowodowato jej
niewielki wzrost wynoszacy 5%. W 29 dniu wzrostu roslin obserwowano nieznaczny spadek
zawarto$ci S po zastosowaniu nanokoloidu Ag w stezeniach 50 i 150 cm®+dm™, 0 0,1% oraz 5%
W poréwnaniu z zawartoscig tego pierwiastka w obiekcie kontrolnym. Natomiast po aplikacji
roztworu o stezeniu 100 cm’-dm” zaobserwowano niewielki wzrosty wynoszacy 1%.

Zawarto$¢ magnezu (Mg) w lisciach z obiektu kontrolnego wynosita w kolejnych
dniach 7 111 oraz 7 717 mg-kg™. Jego zawarto$é w 22 dniu wzrostu rolin byta nizsza niz
w ro$linach kontrolnych dla kazdego zastosowanego st¢zenia. Po aplikowaniu roztworu
o stezeniach 50, 100 oraz 150 cm’-dm™ zawarto$¢ magnezu byla nizsza o 2%; 0,5% i 5%.
W 29 dniu wzrostu roslin nastapit statystycznie istotny spadek jego zawartosci kolejno
0 2%; 0,5% oraz 4% po aplikacji nanokoloidu.

Zawarto$¢ sodu (Na) w rzepaku z obiektu kontrolnego w kolejnych dniach wzrostu wy-
nosita 905 oraz 1 898 mg-kg"'. W 22 dniu wzrostu ro$lin po aplikacji nanokoloidu srebra
w serii (O)NKAg obserwowano statystycznie istotny wzrost jego zawartosci o 27%; 63%
oraz 49%. Odwrotng sytuacje zaobserwowano w 29 dniu wzrostu roslin. Wartosci te sta-
nowily statystycznie istotne roznice obnizenia ilosci omawianego pierwiastka. Otrzymane
wartosci dla rozpatrywanych stezen wynosity kolejno: 5%; 19% oraz 29%.

W tabeli 5 przedstawiono zawarto$¢ pierwiastkow w lisciach rzepaku po aplikacji
NKCu w trzech stgzeniach w obiekcie (O)KNCu. Zawartos¢ wapnia (Ca) w rzepaku
w kolejnych dniach wzrostu wynosita 8 222 mg-kg” oraz 9 557 mg-kg'. W pierwszym
terminie wzrostu ro$lin po zastosowaniu nanokoloidu miedzi we wszystkich stezeniach
obserwowano statystycznie istotny spadek zawartosci wapnia, kolejno o 15,5%; 32,5% oraz
10% w pordéwnaniu z ro§linami w obiekcie kontrolnym. Podobna tendencja zaobserwowano
w 29 dniu. W odniesieniu do zawartosci Ca w probach z obiektu kontrolnego nastapito
statystycznie istotne obnizenie zawartosci Ca po zastosowaniu NKCu w stezeniach 50 i 100
cm’-dm™, ktére wynosily kolejno 4% oraz 11,3%. Po uzyciu nanokoloidu o stezeniu 150 cm’-dm™
obserwowano statystycznie istotny wzrost zawarto$ci tego pierwiastka wynoszacy 33%.

Zawarto$¢ potasu (K) w probach lisci dla kolejnych dni z obiektu kontrolnego wynosita
odpowiednio 1 571 oraz 20 143 mg-kg"'. W 22 dniu wzrostu rolin obserwowano staty-
stycznie istotny spadek jego zawartosci po zastosowaniu NKCu w stgzeniach 50, 100 i 150
em’dm™, w poréwnaniu z obiektem kontrolnym o 20%; 45% oraz 23,6%. W 29 dniu na-
stapit statystycznie istotny spadek o 10% zawartos$ci potasu w lisciach rzepaku, na ktore
zastosowano nanokoloid miedzi w stezeniach 50 i 100 cm®-dm™, w odniesieniu do roslin
z obiektu kontrolnego. Statystycznie istotny wzrost zawarto$ci potasu obserwowano po
zastosolwaniu NKCu w najwyzszym stezeniu (150 cm’-dm™), wynoszacy az 53% (30 906
mg-kg™).
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Zawarto$¢ fosforu (P) w analizowanych probkach lisci w kolejnych dniach wynosita
13 760 oraz 12 943 mg-kg. Jego zawarto$¢ po zastosowaniu NKCu w stezeniach 50, 100
i 150 cm®-dm™ w 22 dniu wzrostu wykazata statystycznie istotng obnizke, kolejno o 5%;
10% 1 5%. W 29 dniu obserwowano rowniez statystycznie istotne obnizenia zawarto$ci
fosforu w roslinach, kolejno o 8% (11 959 mg-kg'); 3% (12 610 mg-kg") oraz 24%
(9 832,67 mg-kg™).

Zawarto$¢ siarki (S) w probach lisci z obiektu kontrolnego w kolejnych dniach wynosi-
ta 10 380 oraz 14 530 mg-kg"'. Zaréwno w 22, jak i 29 dniu zycia roélin obserwowano
spadek zawartosci siarki po zastosowaniu roztworéw o stezeniach 50 i 100 cm’-dm>, ale
byt on statystycznie istotny tylko dla stezenia 100 cm’-dm™ w 22 dniu oraz 50 cm’-dm”
w 29 dniu. Zawartos$¢ siarki w roslinach rzepaku z wariantow byta nizszg o 17%; 31% w 22
dniu, oraz 0 22% i 16% w 29 dniu. Zastosowanie NKCu w najwyzszym st¢zeniu obnizyto
zawarto$¢ siarki w lisciach w 22 dniu o0 16,3%, a w 29 dniu zwigkszylo jej zawarto$¢ o 3%.

Zawarto$¢ magnezu (Mg) w analizowanych probach lisci rzepaku z obiektu kontrolnego
wynosita 6 846 oraz 6 918 mg-kg'. W 22 dnia wzrostu roslin zastosowanie wszystkich
rozpatrywanych stezen spowodowato statystycznie istotne obnizenie zawarto$ci magnezu
kolejno o 9%; 15% oraz 2,5%. W 29 dniu wzrostu roslin obserwowano analogiczng tenden-
cj¢ spadkowa, ktora byta statystycznie istotna dla kazdego zastosowanego stezeniu NKCu.
Zawarto$¢ magnezu byta o 8,5%; 5% oraz 11% nizsza niz w probkach lisci z obiektu kon-
trolnego.

Zawarto$¢ sodu (Na) w kolejnych dniach w lisciach z obiektu kontrolnego wynosita
1 195 oraz 909,23 mg-kg"'. W 22 dniu wzrostu roslin obserwowano zwickszona jego za-
warto$ci po aplikacji roztworu NKCu o stezeniu 50 oraz 150 cm®-dm™. Po aplikacji roz-
tworu o stezeniu 50 cm’-dm™ zawarto$¢ sodu byla wyzsza o 4% niz w probkach kontrol-
nych, a dla stezenia 150 cm’-dm™ zawarto$¢ (Na) byla statystycznie istotna i wynosita 59%.
Aplikacja roztworu o stezeniu 100 cm®-dm™ spowodowata niewielkie obnizenie zawartoci
sodu o 3% w poréwnaniu do jego zawarto$ci w probkach lisci kontrolnych. W 29 dniu
wzrostu roslin zawarto$¢ sodu byla statystycznie istotnie wyzsza po zastosowaniu NKCu
we wszystkich stezeniach w odniesieniu do obiektu kontrolnego i kolejno wyzsza o 111%
(1921 mg-kg™); 52% (1 381 mg-kg™) oraz 117% (1 975 mg-kg™).

6.2.5. Zawartos¢ barwnikow w lisciach

Zawartos¢ barwnikow roslinnych w lisciach rzepaku z obiektu kontrolnego w 22 dniu
wzrostu po aplikacji nanokoloidu srebra w serii (O)NKAg wynosita: dla chlorofilu a 32,40
pg-cm™, chlorofilu b 14,91 pg-cm™ oraz karotenoidéw 5,06 pg-em™. W 29 dniu wzrostu
wynosity odpowiednio: 21,39; 9,08 oraz 2,11 pg-em™ (tab. 6). W 22 dniu wzrostu obser-
wowano statystycznie istotny spadek zawartosci chlorofilu @ i b w stosunku do lisci
z obiektu kontrolnego, ktory byt proporcjonalny do wielkosci ste¢zenia NKAg zadanego na
rosliny. Zawartos$¢ chlorofilu a po aplikacji nanokoloidu srebra we wszystkich rozpatrywa-
nych stezeniach wynosita kolejno: 30,43; 29,24 oraz 24,98 pg cm™, czyli mniej o 6,1%;
9,7% oraz 0 22,9%. Zawarto$¢ chlorofilu b byta nizsza 0 6,1% (14,0 pg-cm™), 14,7% (12,7
pg-em™) oraz 32,7% (10,0 pg-em™). Zawarto$é karotenoidow po aplikacji NKAg w po-
rownaniu z probkami z obiektu kontrolnego wykazata rowniez tendencje spadkows, ale
statystycznie istotnia tylko dla stezen 100 i 150 cm’-dm?®. Wynosita ona kolejno:
4,08 pg-em™1 3,90 pg-em™, co stanowito obnizenie zawartoéci karotenoidow w pordéwna-
niu z obiektem kontrolnym o 19,4% i 22,9%.
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W 29 dniu wzrostu roslin obserwowano statystycznie istotne zwigkszenie zawartosci
analizowanych barwnikéw w odniesieniu do probek z obiektu kontrolnego. Aplikacja
NKAg w stezeniach 50, 100 i 150 cm®-dm™ przyczynita si¢ do wzrostu zawartosci chlorofi-
lu a, ktéry wynosit kolejno: 9,1%, 43,2% oraz 68,4%. Zawarto$¢ chlorofilu b byta wyzsza
0 32,1%; 47% oraz 62,3%, i1 karotenoidow wyzsza odpowiednio o 66,8%; 81,9% oraz
129,8%.

Zawarto$¢ barwnikow roslinnych w lisciach rzepaku w probach lisci kontrolnych po
aplikacji nanokoloidu miedzi w serii (O)NKCu w 22 dniu wzrostu wynosita w chlorofilu
a 33,70 pg-em™, chlorofilu b 14,42 pg-cm™ oraz karotenoidow 5,50 pg-em™. W 29 dniu
wzrostu w tej samej kolejnosci wynosita odpowiednio: 21,49 pug-cm™; 11,08 pg-cm™ oraz
3,11 pg-em™. Po aplikacji NKCu na roéliny obserwowano nizsza zawarto$é barwnikow
w poréwnaniu z probkami liSci z obiektu kontrolnego, ktore byty statystycznie istotne
i proporcjonalne do zadanego stezenia nanokoloidu miedzi. W 22 dniu wzrostu roslin za-
warto$¢ chlorofilu @ byta nizsza odpowiednio o 60,6% (13,27 pg-cm™); 45% (18,55 pg-cm™)
oraz 34,8% (21,96 pg-cm™), a chlorofilu b o 54,6% (6,55 pg-cm™); 45,5% (7,57 pg-cm™)
oraz 32,3% (9,77 pg-cm™). Zawarto$¢ karotenoidow w lisciach rzepaku rowniez byta staty-
stycznie istotnie nizszg w odniesieniu do probek z obiektu kontrolnego, proporcjonalnie do
zadanej dawki nanokoloidu. Zawarto$¢ karotenoidéw byta nizsza odpowiednio o 74,2%
(1,42 pgrem™); 59.5% (2,23 pg-em™) oraz 53,8% (2,54 pg-em™) po aplikacjii NKCu
w stezeniu 50, 100 i 150 cm®-dm™.

W 29 dniu wzrostu roslin po aplikacji NKCu obserwowano podobny rozktad zawartosci
barwnikow, jak w 22 dniu i w wigkszosci przypadkoéw roznice byly statystycznie istotnie
w odniesieniu do obiektu kontrolnego. Zawartosci chlorofilu a po aplikacji NKCu w po-
szczegdlnych stezeniach byly wyzsze o 0,7% (50 cm’-dm™); 44% (100 cm’-dm™) oraz
44,7% (150 cm’-dm™). Zawarto$é chlorofilu b byta odpowiednio mniejsza o 11,7%; oraz
23,8% 1 35,8% wigksza, a dla karotenoidow o 53,4% mniejsze oraz o 10% i 67,2% wigksze
niz w liSciach z obiektu kontrolnego.

6.3. Ocena czynnikow srodowiskowych

Ocena czynnikéw srodowiskowych polegata na przeanalizowaniu warunkéw meteoro-
logicznych panujacych w okresie uprawy rzepaku jarego, a nast¢pnie poddaniu analizom
laboratoryjnym probek gleby w celu okreslenia jej sktadu granulometrycznego, pH gleby
oraz jej zasobnosci w sktadniki pokarmowe.

Pobrane probki gleby z pola przeznaczono na do§wiadczenie laboratoryjne. W glebie
umieszczonej w doniczkach rozsadowych wysiano nasiona namoczone w przygotowanych
roztworach nanokoloidow o trzech stgzeniach (50, 100 i 150 cm’-dm™), a nastgpnie po
wykietkowaniu siewek dodatkowo spryskano roztworami tych nanokoloidéw. Po zakon-
czeniu do$wiadczenia w 31 dniu wzrostu ro$lin doswiadczenia w warunkach laboratoryj-
nych (in vitro) pobrane probki gleby zostaly poddane analizie pH gleby oraz okresleniu
aktywnosci enzymatycznej dehydrogenaz.
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6.3.1. Ocena warunkow agrometeorologicznych

W tabeli 7 przedstawiono warunki pogodowe: parametry ci$nienia atmosferycznego,
temperatury powietrza oraz iloSci opadow w okresie wegetacji rzepaku 2016-2017. Dane
uwzglednialy okres zgodny z terminem siewu oraz zbioru nasion od marca do sierpnia.
Srednia temperatury miesieczne w okresie wzrostu rzepaku w 2016 roku wahata si¢ od
3,46°C w marcu do 18,91°C w lipcu, a $rednie miesieczne opady wynosity od 1,09 mm
H,0 w maju do 4,49 mm H,0 w lipcu. Na uwage zashuguje fakt, ze $rednia temperatur
w 2016 roku tego nie wykazuje, ale okres od czerwca do sierpnia byt okresem wysokich
temperatur powodujacych ,,upatdéw”. W analogicznym okresie w 2017 roku zakres tempe-
ratur wahat si¢ od 5,39°C do 19,14°C, a ilo$¢ opadow miescila si¢ w przedziale od 1,06 do
2,83 mm H,0. Rok ten byt tagodniejszy pod wzgledem temperatur, a bardziej obfity pod
wzgledem ilosci wody dostgpnej dla roslin. Tak wiec zakres temperatur w 2016 roku
w czasie wzrostu rzepaku okazat si¢ szerszy, a $rednia opadéw w poszczegoélnych miesia-
cach w znacznej cze$ci przewyzszata te w 2017 roku z wyjatkiem miesiecy kwiecien i maj.
Na podstawie otrzymanych wynikoéw mozna stwierdzi¢ statystycznie istotne rdznice
w $redniej temperaturze powietrza migdzy rozpatrywanymi latami w miesigcach marzec,
kwiecien oraz sierpien. Istotne réznice obserwowano roéwniez w ilo$ci opadéw w miesigcu
lipcu.

Tabela 7.
Warunki pogodowe w latach 2016-2017
Rok 2016 Rok 2017

Miesigc Ci$nienie Temperatura Opady Cisnienie Temperatura Opady

(hPa) ©C) (mmH,0)|  (hPa) ©C) (mm H,0)
Marzec 985,26£6,56a|  3,46+2,44a 2,0442,0a [987,61£7,49a| 5,39+2,67b 1,19+2,08a
Kwiccien  |983,69+5,34a| 89143352 | 1,2043,46a|986,96:5,48a] 7.2443,69b | 1,9443,76a
Maj 985,82+5,25a| 14,4444,12a | 1,0943,14a |988,02+5,39a| 13,55+4,24a 1,35£3.21a
Czerwiec |986,30+5,14a| 18,3443,44a |1,7842,15a|984,57+5,25a| 17,96+3,65a 1,06+2,30a
Lipiec 987,12+4,56a| 1891+234a |4,49+4,98a|985,41+4,95a| 18,09+2,59a 2,83+5,05b
Sierpien 990,73+4,34a| 18,0742,35a | 1,52+3,02a| 989,5+2,97a | 19,14+4,14b 1,78+4,96a

Wartosci $rednie + SD dla (n=60); a, b — oznacza statystycznie istotng réznicg¢ w stosunku do wyniku z poprzedniego
roku, ta sama litera w rozpatrywanym czynniku oznacza brak istotnych roznic (p<0,05)

6.3.2. Ocena skladu granulometrycznego gleby

W tabelach 8 i1 9 przedstawiono sktad granulometryczny gleby oraz zawartosci sktadni-
kéw przyswajalnych. Kategori¢ agronomiczng gleby okreslono jako mineralna $rednia
z grupy pytu (pyl piaszczysty). Udziat frakcji granulometrycznej gleby <0,02 mm wynosit
32,77% (tab. 8). We frakcji piaskowe] najwigkszy udziat miata frakcja piasku bardzo drob-
nego w przedziale 0,10-0,05 mm, ktory wynosit 20,89%, we frakcji pytowej dominowat pyt
gruby w przedziale 0,05-0,02 mm stanowiacy 39,45%.
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Na podstawie uzyskanych wynikéw (tab. 9.) stwierdzono, ze wartosci pH analizowanej
gleby mieszcza si¢ w przedziale 7,31-7,40 czyli w zakresie odczynu zasadowego, optymal-
nego dla rozwoju nasion i roslin rzepaku. Ponadto gleba ta charakteryzuje si¢ bardzo do-
brymi parametrami dotyczacymi zawartosci sktadnikow przyswajalnych dla roslin.

Tabela 8.
Skiad granulometryczny analizowanej gleby

Sklad granulometryczny zawartosci frakcji w (%)

Frakcja Piasek Pyt It

Srednia (mm) | 2,0-1.0 | 1,005 | 0,5025 [0.25-0,10{0,10-0,05| 0,05-0,02 | 0,020,005 [0,005-0,002 | < 0,002
: B 234 | 163 | 096 | 279 | 2089 | 3945 2183 774 | 446

Udzial frakeji (0)| (754 | L1109 | 2034 | 2083 | <098 | =088 +1.88 £095 | 026

Zawarto$¢ frakceji

20 (01 32,7740.89

Wartosci $rednie + SD dla (n=9) - Mean values + SD for (n=9)

Tabela 9.
Zawartos¢ sktadnikow przyswajalnych w analizowanej glebie
Kategoria L, .. o, . -1
A0TONO- Kwasowos¢ Potrzeby |Zawarto$é skladnikéw przyswajalnych (mg-100g™ gleby)
Rok rrglirczna wapnowa-
pHw nia Zasob- Zasob- Zasob-
gleby | ke | odean POs | Tose | KO | hese | M| hose
mineralna zasado- 69,07 | b.wyso-| 71,33 |b.wyso-| 11,47 |b.wyso-
20161 " nia | ! wy zbedne |, 077 ka 40,65 ka 40,55 ka
mineralna zasado- 70,20 | b.wyso-| 72,00 |b.wyso-| 12,00 |b.wyso-
20171 grednia | 74 hedne | 545 | ka | 2056 | ka | 4023 | ka

wy
Wartosci $rednie + SD dla (n=9) - Mean values + SD for (n=9)

6.4. Ocena parametrow gleby po uprawie wazonowej

Oceng parametrow gleby z niniejszego doswiadczenia przeprowadzono na podstawie
okreslenia dwoch parametréw skupiajac si¢ na: wartosci pH gleby oraz aktywnos$ci dehy-
drogenaz w glebie.

6.4.1. Ocena wartosci pH gleby

Na rysunku 20 przedstawiono warto$ci pH gleby, w ktdrej wysiano nasiona namoczone
w roztworach nanokoloidow oraz gleby, w ktorej wysiano nasiona namoczone, a W poz-
niejszym terminie siewki (rosliny) dodatkowo opryskano nanokoloidami srebra i miedzi.
Warto$¢ pH gleby w obiekcie kontrolnym wynosito 7,22. Aplikacja nanokoloidu srebra
tylko do namoczenia nasion (N/N) spowodowata statystycznie istotne obnizeni wartosci pH
gleby po zastosowaniu NKAg w stezeniu 50 cm’-dm™ o 6,2% w odniesieniu do obiektu
kontrolnego. Dla wyzszych st¢zen nanokoloidow pH gleby statystycznie istotnie wzrosto
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odpowiednio o 8,4% i 1,5%. Po namoczeniu nasion w nanokoloidzie miedzi w serii
(N/N)NKCu i wysianiu ich w glebie obserwowano statystycznie istotny spadek wartosci pH
0 8,3%; 2,9% oraz 2,2% w stosunku do gleby obiektu kontrolnego. Po podwojnej aplikacji
nanokoloidow (namoczenia i oprysk) z uzyciem NKAg nastapito statystycznie istotne obni-
zenie wartosci pH 0 2,2% (50 cm’-dm™) i 5,4% (100 cm®-dm™) w stosunku do obiektu
kontrolnego oraz statystycznie istotny wzrost wartosci pH o 3,7% dla stezenia 150 cm®+dm™. Po
podwadjnej aplikacji NKCu we wszystkich trzech stezeniach obserwowano obnizenie warto-
sci pH 0 5,9%; 2,8% 1 3%.

8 a
a
7,5 a B
= a a a a a
= a =
- 7 a . T a T
g =
Q T
a0 6,5
T
Q.
6
5,5
Ag50 Agl00 Agl50 Cu50 CulOOKCul50 Ag50 Agl00 Agl50 Cu50 Cul00 Cul50
K (N/N) NKAg i NKCu (N/O) NKAg i NKCu

Stezenie nanoczastek cm3-dm-3

Rys. 20. Wartos¢ pH gleby po wysianiu nasion namoczonych (N/N) oraz namoczonych
nasion i opryskanych roslin (N/O) NKAg i (N/O)NKCu, wartosci Srednie + SD dla
(n=9); a — statystycznie istotne roznice w stosunku do odpowiedniego obiektu kontrol-
nego (p<0,05)

6.4.2. Ocena aktywnoS$ci dehydrogenaz w glebie

Aktywnos¢ dehydrogenaz w glebie z obiektu kontrolnego wynosita 0,39 pg TPF-g”
s.m. (rys. 21). Kontakt gleby z nanokoloidami srebra i miedzi na nasionach oraz w wyniku
dodatkowego oprysku roslin spowodowat zmiany aktywnosci tych enzymow w wigkszosci
zastosowanych stezen. Po wprowadzeniu do gleby nasion namocznonych w nanokoloidzie
srebra we wszystkich rozpatrywanych stezeniach w serii (N/N)NKAg obserwowano staty-
stycznie istotne obnizenie aktywnosci DHA w poroéwnaniu z gleba z obiektu kontrolnego
042,2%; 31,5% oraz 37,5%.

Po wysiewie nasion namoczonych w nanokoloidzie miedzi z serii (N/N)NKCu w glebie
istotne obnizenie aktywno$ci dehydrogenaz obserwowano w przypadku stgzenia
50 cm’-dm™, wynoszace 31,8%. W przypadku pozostalych dawek nanokoloidu (100 i 150
cm’-dm™) aktywnos¢ DHA utrzymywala si¢ na poziomie podobnym jak w glebie kontrol-
nej, a jej wartosci byly wyzsze tylko o 0,5% oraz 1,7%. W przypadku wariantu namoczenia
nasion i opryskania roslin w nanokoloidzie srebra w serii (N/O)NKAg aktywnos¢ dehydro-
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genaz statystycznie istotnie obnizyta si¢ odpowiednio o 6,4%; 38,4% oraz 43% w stosunku
do aktywnos$ci w glebie obiektu kontrolnego. Po zastosowaniu nanokoloidu miedzi w serii
(N/O)NKCu statystycznie istotne obnizenie aktywno$ci obserwowano po jego aplikacji
w stezeniach 100 i 150 cm®-dm™ o 58,5% oraz 62,7% w odniesieniu do gleby z obiektu
kontrolnego. Aktywnos¢ enzymatyczna gleby byta silnie ujemnie (R?=0,74) skorelowana
na poziomie istotnosci p<0,05 ze stezeniem nanokoloidéw zastosowanych na nasiona oraz
rosliny w serii (N/O)NKAg i (N/O)NKCu.
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o

o

0,40
0,3
0,2

a a a
| I i ‘ |
I ' I a
| i
0,00 I

0,1

ug TPF- g “1s.m. gleby
o

Ag50 Ag100Ag150 Cu50 Cu100 Cul50 Ag50 Ag100Ag150 Cu50 Cul00 Cul50
K (N/N) NKAg i NKCu (N/O) NKAg i NKCu
Stezenie nanoczastek cm3-dm

Rys. 21. Zmiany aktywnoSci dehydrogenaz w glebie po wysianiu namoczonych nasion
i opryskaniu roslin nanokoloidami; wartosci srednie £ SD dla (n=9); a — statystycznie
istotng réznice w stosunku do odpowiedniego obiektu kontrolnego (p<0,05)

6.5. Ocena nasion i oleju uzyskanych z uprawy polowej

Nasiona zebrane w uprawie polowej poddano analizom w celu okreslenia ich jakosci
oraz jakosci oleju wyttoczonego metoda na zimno z nasion pochodzacych z tej uprawy. Za
wyznacznik jakos$ci nasion rzepaku przyjeto okreslenie: masy tysigca nasion (MTN), za-
wartosci wilgotnoscei i thuszezu, profil kwasoéw thuszczowych, zawartosci biatka, pierwiast-
kow $ladowych oraz okresleniu zawarto$ci biomasy grzybowej przez okreslenie zawartosci
ergosterolu w nasionach poddanych procesowi przechowywania w silosie laboratoryjnym.

Jako wyznacznik jako$ci oleju przyjeto zawarto$é barwnikow (chlorofilu a i b oraz ka-
rotenoidoéw), barwe oleju, warto$¢ liczby kwasowej (LK) i liczby nadtlenkowej (LN), sta-
bilnos¢ oksydacyjna oraz analiz¢ widm przez wykorzystanie spektroskopii ATR-FTIR.

77



Magdalena Kachel

6.5.1. Ocena fizyczna i chemiczna nasion rzepaku

W tabeli 10 przedstawiono zawartos$ci wilgotnosci, thuszczu, biatka i MTN w nasionach
rzepaku z uprawy poletkowej. Wilgotno$§¢ nasion zebranych w 2016 roku z obiektu kon-
trolnego wynosita 7,53%. Wilgotno$¢ nasion z pozostatych wariantow doswiadczenia wa-
hata si¢ w przedziale od 6,78 do 9,48%. Najnizsza warto$¢ wilgotnos$ci obserwowano
w nasionach zebranych z roslin wyrostych z nasion namoczonych i z roslin, na ktére apli-
kowano nanokoloid srebra w serii (N/O)NKAg, ktora byla nizsza niz nasiona z obiektu
kontrolnego o 10%. Najwyzsza wilgotnos$cig charakteryzowaly si¢ nasiona w serii
(N/O)NKClu, czyli ktore po podwojnej aplikacji NKCu. Otrzymana wartos¢ byta staty-
stycznie istotnie wyzsza o 26% w pordwnaniu z nasionami z obiektu kontrolnego.

Srednia zawartos¢ thiszczu w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita 39,88%. W po-
zostatych wariantach wahata si¢ w przedziale od 39,45% do 40,70%. Najnizsza zawarto$¢
obserwowano w nasionach uzyskanych z roslin poddanych tylko opryskowi nanokoloidem
srebra w serii (O)NKAg, ktora byla nizsza od zawartosci thuszczu w nasionach z obiektu
kontrolnego o 1,1%. Nasiona zebrane z ro$lin potraktowanych podwojnie NKAg w serii
(N/O)NKAg charakteryzowatly si¢ zawartoscia tluszczu tylko o 0,4% wyzsza niz obiekt
kontrolny. Najwyzsza $rednig zawartos¢ thuszczu obserwowano w surowcu pochodzacym
z uprawy w serii (N/O)NKCu, w ktorej zastosowano NKCu do namoczenia nasion oraz do
oprysku roslin o 2,1% wyzsza. W przypadku zastosowania nanokoloidu miedzi tylko do
oprysku ro$lin zawarto§¢ thuszczu w nasionach byla nieznacznie nizsza niz w obiekcie
kontrolnym i wynosita 0,5%.

Zawarto$¢ ttuszczu w nasionach rzepaku i stezenie aplikowanych nanoczastek byta sta-
bo dodatnio (R*=0,55) skorelowana na poziomie istotnosci p<0,05.

Srednia zawarto$¢ biatka w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita 22,95%. W roz-
patrywanych wariantach zastosowanych nanokoloidow jego zawarto§¢ wahata si¢ w zakre-
sie od 23,65% do 24,45%. Zawartos¢ biatka w nasionach w pozostatych wariantow do-
swiadczenia byla wieksza. Najnizszg statystycznie istotng jego zawarto$¢ w nasionach
obserwowano w wariancie z zastosowaniem oprysku roslin w serii (O)NKAg i byta ona
wyzsza 0 3% od oznaczonej] w nasionach z obiektu kontrolnego. Nasiona z wariantu
(N/O)NKAg, w ktorym nanokoloidu uzyto do namoczenia nasion i oprysku roslin, byta
wyzsza 0 5% niz ta w obiekcie kontrolnym. Najwyzszg zawarto$¢ biatka obserwowano
w analizowanym surowcu po zastosowaniu nanokoloidu miedzi do namoczenia nasion oraz
oprysku roslin i byta ona wigksza o 6,5% i statystycznie istotna. W przypadku zastosowania
oprysku tym nanokoloidem zawarto$¢ biatka byla wyzsza o 4,4% niz w obiekcie kontrol-
nym.

Zawartos¢ biatka w nasionach rzepaku i stezenie aplikowanych nanokoloidow na rosli-
ny byta bardzo silnie dodatnio (R*=0,92) skorelowane na poziomie istotnosci p<0,05.

Okreslenie MTN pozwala oceni¢ dorodnos¢ zebranego surowca w danym okresie. Na
podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze masa tysigca nasion z obiektu kon-
trolnego wynosita 3,08 g. W poszczegolnych wariantach MTN wahata si¢ w granicach od
2,65 do 2,97 g. Nalezy zwroci¢ uwage na fakt, ze nasiona z obiektu kontrolnego charakte-
ryzowala si¢ najwyzsza MTN sposrod wszystkich wariantoéw do$wiadczenia. Najnizszg
mas¢ mialy nasiona, ktére uzyskano z roslin poddanych opryskowi nanokoloidem miedzi
w serii (O)NKCu i mniejsza niz w obiekcie kontrolnym o 14%. Nasiona z roslin poddanych
podwojnej aplikacji z NKCu w serii (N/O)NKCu, charakteryzowaly si¢ MTN nizszg
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0 3,7% od tej uzyskanej w obiekcie kontrolnym. Masa nasion zebranych z roslin poddanych
tylko opryskowi nanokoloidem srebra w serii (O)NKAg byta nizsza o 8%, a nasion z su-
rowca namoczonego i roslin opryskanych w serii (N/O)NKAg o 12% nizsza.

Nasiona zebrane w 2017 roku z obiektu kontrolnego miaty wilgotno$¢ wynoszaca
6,80% (tab. 10.). W pozostatych wariantach doswiadczenia wilgotno$¢ wahata si¢ w prze-
dziale od 6,83% do 7,33%. Analiza statystyczna wykazala istotne réznice w wilgotnosci
nasion tylko w surowcu zebranym po aplikacji nanokoloidow srebra w seriach (O)NKAg,
(O)NKCu oraz (N/O)NKAg kolejno o 24,7%; 26,4% oraz 17,8%.

Srednia zawartos¢ thiszczu w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita 45,17%. W po-
zostalych wariantach wahata si¢ w zakresie od 42,53% do 45,80%. Statystycznie istotng
roéznicg¢ w jego zawartosci obserwowano w nasionach otrzymanych po podwojnej aplikacji
nanokoloidu miedzi w serii (N/O)NKCu, ktore zawieraty o 5,8% mniej tluszczu niz nasiona
z obiektu kontrolnego.

Srednia zawarto$é biatka w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita 22,37%. W na-
sionach ze wszystkich wariantow do§wiadczenia wahata si¢ ona w granicach od 22,37% do
24,5%. Statystycznie istotne roznice w zawartosci biatka obserwowano po dwukrotnej
aplikacji obu nanokoloidow. Zawarto$¢ bialka byta wyzsza o 8% w serii (N/O)NKAg oraz
0 9,5% w serii (N/O)NKCu w poréwnaniu do nasion z obiektu kontrolnego.

Zawarto$¢ biatka w nasionach rzepaku i stezenie aplikowanych nanokoloidow byto sil-
nie dodatnio (R* =0,84) skorelowane na poziomie istotnoéci p<0,05.

Na podstawie uzyskanych wartosci MTN mozna stwierdzi¢, ze masa nasion z obiektu
kontrolnego w 2017 roku wynosita 4,13 g. W pozostalych wariantach do§wiadczenia waha-
ta si¢ w przedziale od 3,31 g do 3,94 g. MTN z pozostatych wariantow do§wiadczenia byla
nizsza w odniesieniu do nasion z obiektu kontrolnego. Statystycznie istotne réznice obser-
wowano w przypadku podwojnej aplikacji obydwoch nanokoloidéw, a ich wartosci byly
nizsze odpowiednio o 19,7% w serii (N/O)NKAg oraz o 13,1% w serii (N/O)NKCu.

Masa tysigca nasion w analizowanych nasionach rzepaku i stezenie aplikowanych nano-
czastek byta dodatnio (R?=0,62) skorelowane na poziomie istotnosci p<0,05.

Tabela 10.
Wilgotnos¢ nasion, zawartos¢ biatka, ttuszczu oraz MTN rzepaku
Obiekt

Roke -} Parametry ) Jednostka 1=y | (ONKAg | (ONKCu |(NO)NKAg| (NONKCu
Wilgotnosé (%) 7,53403% | 7,80+0,1b" | 6,88+0,1b" | 6,78+0,1b" 9,48+0,2a"
Thuszez (%) 39,88+0,2" | 39,45+0,7b% | 39,65+0,6b" | 40,05£0,9b" | 40,70+0,8b"
2016 Biatko (%) 22,954+0,1* | 23,65+0,2ab™ | 23,97+0,2ab™ |24,05+0,2ab"| 24,45+0,3ab™
MTN (2) 3,08402% | 2,83+0,1b" | 2,65+0,3b" | 2,71+0,1b* 2,9740,1b*
Wilgotnosé (%) 6,80£0,3% | 7,23+0,1ac® | 7,33+0,15ac” | 6,83+0,2ac™ |  6,80+0,28b"
2017 Thuszez (%) 4517+0,9° | 43,93+1,1b° | 45,8040,20c" | 44,43+1,16°% | 42,53+1,1ad®
Biatko (%) 2237403 | 22,37£0,2¢® | 22,60+£0,36c® [24,17+0,2ab™| 24,50+0,3ab™
MTN (8 4,130,1% | 3,80£02b°% | 3,94+0,17b° | 3,31+0,1ba™ | 3,59+0,1ab”

Wartoéci $rednie + SD (n=9); a — istotne réznice w stosunku do odpowiedniego obiektu kontrolnego (p<0,05); b, ¢ —
istotne roznice pomiedzy wariantami stgzen dla wybranych nanokoloidow w wierszu, ta sama litera w wierszu oznacza
brak istotnosci (p<0,05). A, B — statystycznie istotne roznice pomi¢dzy parametrami w wierszu a rokiem zbioru nasion, ta
sama litera oznacza brak istotnosci (p<0,05)
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Zaobserwowano statystycznie istotne réznice w zawarto$ci thuszczu oraz masie tysigca
nasion zebranych w obydwoéch latach doswiadczenia w obiekcie kontrolnym. Zauwazono
takze istotne roznice w zawartosci ttuszczu, biatka oraz MTN po aplikacji nanokoloidow
w seriach (O)NKAg oraz (O)NKCu. W przypadku podwdjnej aplikacji obu nanokoloidow
zaobserwowano istotne roznice tylko w zawartosci thuszczu.

W tabeli 11 przedstawiono wyniki analiz profilu kwasow tluszczowych w nasionach

rzepaku jarego w 2016 roku.

Tabela 11.

Profil kwasow tluszczowych w nasionach rzepaku jarego w 2016 roku

Profil kwaséw thuszczowych

Obickt Kontrolny | (O)NKAg | (OINKCu | (NJONKAg | (NO)NKCu
Kwasy tluszczowe (%)

C14:0 0,09+0,02 | 0,09+0,02b | 0,09+0,02b | 0,10+0,02b 0,09+0,02b
C16:0 4,74+0,67 | 4,85+0,69b | 5,02+0,71b | 5.23+0,74b 5,06+0,72b
Cl6:1 0,37£0,03 | 0,37£0,03b | 0,39+£0,03b | 0,42+0,04b 0,39+0,03b
C17:0 0,05£0,01 | 0,05£0,01b | 0,05£0,01b | 0,05£0,01b 0,05+0,01b
C17:1 0,12+0,02 | 0,15£0,02b | 0,15£0,02b | 0,14+0,02b 0,15+0,02b
C18:0 1,96+0,13 | 221+0,14b | 221+0,14b | 2,10+0,14b 3,30+0,15¢
C18:1n9¢ + C18:1n9¢ 59,23+3,40 | 59,3243.41b | 59,0343,39b | 57,824332c | 59,18+3,40b
C18:2n6¢ + C18:2n6t 22,06+2,98 | 20,94+2,83ab | 21,54+2,91b | 22,58+3,05¢ | 21,22+2.87ab
C18:3n6 (gamma) 0,05£0,01 | 0,05£0,01b | 0,05£0,01b | 0,05£0,01b 0,05+0,01b
C18:3n3 (alpha) 8,44+0,61 | 8,52+0,62b | 828+0,60b | 8.23+0,60b 8,24+0,60b
C20:0 0,69+0,13 | 0,77+0,14b | 0,77£0,14b | 0,77+0,14b | 0,80+0,15ab
C20:1n9 124+0,30 | 1,51+0,37b | 1,35+0,33b | 1,35+0,33b 1,38+0,33b
C20:2 0,08£0,01 | 0,08£0,01b | 0,08£0,01b | 0,09+£0,02b 0,08+0,01b
C22:0 0,39+0,06 | 0,41£0,06b | 041+£0,06b | 0,44+0,07b 0,42+0,07b
C22:1n9 0,05£0,01 | 0,2240,05ab | 0,11+0,02ac | 0,10+0,02¢ 0,12+0,03ac
C24:0 0,22+0,04 | 023+0,05b | 023+0,05b | 0,26+0,05b 0,24+0,05b
C24:1 0,18+0,04 | 0,18+0,04b | 0,18+0,04b | 0,22+0,05b 0,18+0,04b
SFA 8,12* 8,59b* 8,78b" 8,94p* 8,94b"
MUFA 61,13* 61,73b* 61,20b* 60,03ac® 61,39b*
PUFA 30,58* 29,54ab™ 29,90b* 30,90b* 29,53ab”
OMEGA 3 8,44% 8,52b* 8,28b" 8,23b* 8,24b*
OMEGA 6 22,144 21,02ab® 21,62ab” 22,67ac® 21,30ab”
OMEGA 9 60,65 61,22ac* 60,67c* 59,48ab" 60,85¢*

Wartoéci $rednie + SD (n=6); a — istotng rdéznicg w stosunku do odpowiedniego obiektu kontrolnego (p<0,05); b, ¢ —
istotne roznice pomiedzy wariantami st¢zen dla wybranych nanokoloidow w wierszu, ta sama litera w wierszu oznacza
brak istotnosci (p<0,05). A, B — istotne roznice w latach zbioru nasion a rodzajem aplikacji nanokoloidow w kolumnie na
wybrane parametry w wierszu, ta sama litera oznacza brak istotnosci (p<0,05)

Zawarto$¢ nasyconych kwasow tluszczowych (SFA — saturated fatty acids) w nasio-
nach z obiektu kontrolnego z 2016 roku wynosita 8,12% sumy kwasow i byta najnizsza
wartoscia, stwierdzona w badaniach i najnizsza od najwyzszej o 8%. We wszystkich rozpa-
trywanych wariantach zastosowania nanokoloidéow srebra i miedzi udziat SFA miescit si¢
w przedziale od 8,59 do 8,94% sumy kwasoéw i nie odnotowano statystycznie istotnych
r6znic pomiedzy sumg tych kwasow.
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Zawartos¢ nasyconych kwasoéw thuszczowych w poszczegdlnych wariantach uprawy
rzepaku i stezeniem aplikowanych nanoczastek byto silnie dodatnio (R*=0,85) skorelowana
na poziomie istotno$ci p<0,05.

Zawartos$¢ jednonienasyconych kwasow ttuszczowych (MUFA — monounsaturated fatty
acids) w nasionach obiektu kontrolnego wynosita 61,13% sumy kwasoéw. Udziat tych kwa-
sOW w rozpatrywanych wariantach stosowania nanokoloidow miescit si¢ w przedziale od
60,03 do 61,73% sumy kwasoéw. Najnizszg warto$¢ tego kwasu obserwowano w przypadku
serii (N/O)NKAg, czyli po namoczeniu nasion oraz oprysku roslin nanokoloidem srebra.
Byla ona nieznacznie nizsza o 1,8% od otrzymanej wartosci w obiekcie kontrolnym, ale
statystycznie istotng. Najwigksza ilo§¢ MUFA obserwowano po zastosowaniu tylko opry-
sku roslin w serii (O)NKAg, wyzsza o 1% niz w obiekcie kontrolnym.

Zawartos¢ polienowych kwasow ttuszczowych (PUFA —polyunsaturated fatty acids)
w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita 30,58% sumy kwasow. Ich ilo§¢ w wariantach
uprawy z zastosowaniem nanokoloidow wahata si¢ w przedziale od 29,53% do 30,90%
sumy kwasow. Statystycznie istotne rdéznice obserwowano w przypadku nasion z roslin po
aplikacji nanokoloidow w serii (O)NKAg oraz (N/O)NKCu, w ktorych ilo§¢ PUFA zmalata
kolejno o 3,4% oraz 4,4% w stosunku do obiektu kontrolnego.

W analizowanych nasionach stwierdzono obecno$¢ kwasoéw thuszczowych z grupy
Omega 3, 6 oraz 9. Zawarto$¢ kwasow Omega 3 w nasionach z obiektu kontrolnego wyno-
sifa 8,44% sumy kwaséw, a w pozostalych za$ wariantach wahata si¢ w przedziale od
8,23% do 8,52% sumy kwasow. Najnizsza ich zawarto$¢ miaty nasiona z roslin z serii
(N/O)NKAg, czyli po zastosowaniu namoczenia i oprysku ros§lin NKAg i byta ona nizsza
0 2,5% od wartosci w obiekcie kontrolnym, lecz nie stanowita statystycznie istotnej rozni-
cy. Najwyzsza obserwowana zawartos¢ kwasow Omega 3 odnotowano w przypadku zasto-
sowania oprysku roslin w serii (O)NKAg i byta ona o 1% wyzsza niz w nasionach z obiek-
tu kontrolnego. Zawarto$¢ kwaséw Omega 3 w poszczegdlnych wariantach uprawy rzepaku
i stezenie aplikowanych nanokoloidow byto dodatnio (R*=0,69) skorelowane na poziomie
istotnosci p<0,05.

Analiza zawartosci kwasow tluszczowych z grupy Omega 6 wykazata, ze w obiekcie
kontrolnym ich ilo$¢ wynosita 22,14% sumy kwasow. W pozostatych wariantach ich ilosé¢
wahala si¢ w przedziale od 21,02 do 22,67% sumy kwasoéw. Zawarto$¢ najnizszg odnoto-
wano w przypadku aplikacji nanosrebra na rosliny w serii (O)NKAg, i statystycznie istotnie
mniejsza o 5% w odniesieniu do obiektu kontrolnego.

Zawartos¢ kwaséw Omega 9 w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita 60,65% su-
my kwasow. Ich ilo§¢ w nasionach z rozpatrywanych wariantéw wahata si¢ w przedziale od
59,48% do 61,22% sumy kwasow. Najmniejsza ich zawartos¢ obserwowano w przypadku
aplikacji nanokoloidu srebra na nasiona oraz rosliny w serii (N/O)NKAg i byta statystycz-
nie istotnie nizsza niz w nasionach z obiektu kontrolnego o 2%. Najwyzsza zawarto$¢ tych
kwaséw obserwowano w serii (O)NKAg w przypadku aplikacji NKAg na rosliny, ktora
wynosita 61,22% sumy kwasow i byla wyzsza o 1% od jej zawartosci w obiekcie kontrol-
nym.

W tabeli 12 przedstawiono profil kwasow tluszczowych w nasionach rzepaku z uprawy
w 2017 roku. Zawarto$¢ nasyconych kwasow thuszczowych (SFA) w nasionach z obiektu
kontrolnego wynosita 8,52% sumy kwasow i byta najnizszg jaka stwierdzono w analizowa-
nych probkach nasion. We wszystkich wariantach zastosowania nanokoloidow zawartos$¢
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SFA wahata si¢ w przedziale od 8,70% w srerii (O)NKCu do 8,85% w serii (N/O)NKCu
sumy kwasow.

Zawarto$¢ nasyconych kwasow thuszczowych w poszczegdlnych wariantach uprawy
rzepaku i stezenie aplikowanych nanokoloidow byta silnie dodatnio (R?=0,83) skorelowane

na poziomie istotno$ci p<0,05.

Tabela 12.

Profil kwasow tluszczowych w nasionach rzepaku jarego w 2017 roku

Profil kwasoéw thuszczowych

Obickt Kontrolny | (ONKAg | (ONKCu | (NJONKAg | (NJONKCu
Kwasy tluszczowe (%)

C14:0 0,09+0,02 | 0,09+0,02b | 0,08+0,01b | 0,09+0,02b 0,09+0,02b
C16:0 4,93+0,70 | 5,16+0,73b | 4,97+0,71b | 5,03+0,72b 5,06+0,72b
Cl6:1 0,37£0,03 | 0,39+0,03ac | 0,35£0,03b | 0,35+0,03b 0,36+0,03b
C17:0 0,05£0,01 | 0,05£0,01b | 0,05£0,01b | 0,05£0,01b 0,05+£0,01b
C17:1 0,12+0,02 | 0,14+0,02b | 0,13+£0,02b | 0,12+0,02b 0,14+0,02b
C18:0 22140,14 | 2,14+0,14b | 225+0,15b | 2.29+0,15b 2,27+0,15b
C18:1n9¢ + C18:1n9¢ 59,52+0,42 | 58,27+0,35b | 59,63+0,43b | 59,41+041b | 58,90+0,38b
C18:2n6¢ + C18:2n6t 21,55+0,92 | 22,57+0,55b | 20,66+0,79b | 20,72+0,80b | 20,95+0,83b
C18:3n6 (gamma) 0,05£0,01 | 0,05£0,01b | 0,05£0,01b | 0,05£0,01b 0,05£0,01b
C18:3n3 (alpha) 8,16+0,59 | 832+0,60b | 821+0,59b | 8,05+0,58b 8,50+0,61b
C20:0 0,73+0,14 | 0,72+0,13b | 0,76+0,14b | 0,78+0,15b 0,77+0,14b
C20:1n9 1,23+0,30 | 1,18+0,29b | 1,60+0,39b | 1,70+0,41b 1,6120,39b
C20:2 0,07£0,01 | 0,07£0,01b | 0,08£0,01b | 0,08+0,01b 0,08£0,01b
C22:0 0,37£0,06 | 0,37£0,06b | 038+0,06b | 0,40+0,06b 0,38+0,06b
C22:1n9 0,13+0,03 | 0,07+0,02ab | 0,38+0,08ac | 0,43+0,09ab | 0,35+0,08ab
C24:0 0,20+0,04 | 020+0,04b | 021+0,04b | 0,22+0,04b 0,22+0,04b
C24:1 0,16+0,03 | 0,18+0,04b | 0,17+£0,04b | 0,18+0,04b 0,18+0,04b
SFA 8,52* 8,71ab” 8,70ab™ 8,85ab” 8,83ab”
MUFA 61,524 60,22ac® 62,24ab” 62,17ab® 61,52d*
PUFA 29,78% 30,95ab® 28,94ac® 28,85ac” 29,53d*
OMEGA 3 8,16* 8,32b* 8,21b* 8,05¢* 8,50ad”
OMEGA 6 21,624 22,64ab® 20,74ac® 20,80ac” 21,03ab*
OMEGA 9 61,04" 59,69ac® 61,76b° 61,70b" 61,03b*

Wartoéci $rednie + SD (n=6); a — istotne réznice w stosunku do odpowiedniego obiektu kontrolnego (p<0,05);
b, ¢ — istotne roéznice pomigdzy wariantami stezen dla wybranych nanokoloidow w wierszu, ta sama litera w wierszu
oznacza brak istotnosei (p<0,05). A, B — istotne réznice w latach zbioru nasion w obiektach aplikacji nanokoloidow
w kolumnie i zawarto$¢ kwaséw w wierszu, ta sama litera w wierszu oznacza brak istotnosci (p<0,05)

Zawarto$¢ jednonienasyconych kwasow ttuszczowych (MUFA) w nasionach z obiektu
kontrolnego wynosita 61,52% sumy kwasow, a w pozostatych wariantach miescita si¢
w przedziale od 60,22% do 62,24% sumy kwasow. Statystycznie istotnie mniejsza zawar-
tos¢ MUFA obserwowano w nasionach z roslin w serii (O)NKAg i (N/O)NKCu opryska-
nych nanokoloidem srebra o 2,1% oraz po dwukrotnej aplikacji nanokoloidow w seriach
(N/O)NKAg, z ktorych nasiona zawieraty odpowiednio 1,1% oraz 1,2% wigksza od zawar-
tosci MUFA w obiekcie kontrolnym.
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Zawarto$¢ kwasow PUFA w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita 29,78% sumy
kwasow, a w pozostalych wariantach doswiadczenia wahata si¢ w przedziale od 28,85% do
30,95% sumy kwasow. Statystycznie istotne rdznice obserwowano po aplikacji nanokoloi-
du srebra na rosliny w serii (O)NKAg, z ktorej nasiona zawieraty o 3,9% wiecej PUFA
w poréownaniu z iloScia kwasow w obiekcie kontrolnym oraz w serii (O)NKCu
i (N/O)NKAg, z ktorej nasiona zawieraty mniej 0 6,5% 1 3,1% tych kwasow.

Suma kwaséw Omega 3 w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita 8,16% sumy kwa-
sow, a w nasionach z pozostalych wariantow wahata si¢ od 8,05% do 8,50% sumy kwasow.
Statystycznie istotne wigcej tych kwasow obserwowano w nasionach, ktére poddano po-
dwodjnej aplikacji nanokoloidu miedzi w serii (N/O)KNCu, o 4,2% w poréwnaniu z obiek-
tem kontrolnym.

Suma kwasow Omega 6 w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita 21,62% sumy
kwasow, a w nasionach pozostatych wariantow uprawy wahala si¢ w przedziale od 20,74%
do 22,65% sumy kwasow. Statystycznie istotne réznice w ich zawarto$ci obserwowano
w nasionach poddanych aplikacji nanokoloidem srebra w serii (O)NKAg, ktore zawieraty
0 4,7% wigcej kwasow niz nasiona w obiekcie kontrolnym. W pozostatych obiektach:
(O)NKCu, (N/O)NKAg oraz (N/O)NKCu zawarto$¢ kwasow Omega 6 byla mniejsza od-
powiednio o 4,1%; 3,8% 12,7%.

Zawarto$¢ sumy kwaséow Omega 9 w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita
61,04%, a w pozostatych wariantach ich ilos¢ wahata si¢ w przedziale od 59,69% do
61,76% sumy kwasow. Statystycznie istotnie mniej tych kwaséw o 2,2% obserwowano po
aplikacji nanokoloidu srebra w serii (O)NKAg w poréwnaniu z zawarto$cig w obickcie
kontrolnym. Niewielka réznice, statystycznie nieistotng, obserwowano réwniez po aplikacji
nanokoloidow w seriach (O)NKCu oraz (N/O)NKAg, z ktorych nasiona zawieraty odpo-
wiednio 0 3,5% i 1,1% wigcej tych kwasow niz nasiona w obiekcie kontrolnym.

Statystycznie istotne réznice w zawartosci poszczegolnych sum kwasow w obydwu la-
tach doswiadczenia dotyczyly zawartosci jednonienasyconych kwasow thuszczowych
(MUFA) po aplikacji nanokoloidu srebra oraz miedzi do namoczenia nasion i oprysku
ro$lin (N/O)NKAg. Taka tendencje zaobserwowano rowniez w zawartosci kwasow polie-
nowych PUFA i Omega 6.

W tabeli 13 przedstawiono zawarto$¢ pierwiastkOw w nasionach rzepaku jarego otrzy-
manych z uprawy w 2016 roku. Szczegdlng uwage skupiono na zawarto$ci metali srebra
oraz miedzi a nastgpnie na zawarto$¢ pozostatych waznych dla roslin pierwiastkéw o naj-
wigkszej zawarto$ci w nasionach rzepaku.

Nie wykazano zawartos$ci srebra w nasionach rzepaku z obiektu kontrolnego. Staty-
stycznie istotnie wigcej srebra zawieraly nasiona po aplikacji nanokoloidu na nasiona
i rosliny w serii (N/O)NKAg oraz tylko na rosliny w serii (O)NKAg, odpowiednio
8,61 mg-kg'i8,34 mgkg”.

W przypadku namoczenia nasion oraz zastosowania oprysku na rosliny jego zawarto$¢
w nasionach byla wyzsza o 3% niz w przypadku zastosowania wytacznie oprysku na rosli-
ny, lecz réznica byla nieistotna statystycznie.

W nasionach z obiektu kontrolnego zawarto$¢é Cu wynosita 2,18 mg-kg'. W pozosta-
tych wariantach z aplikacja nanokoloidow zawarajacych Cu wahata si¢ w przedziale od
2,29 do 3,36 mg kg

W przypadku aplikacji nanokoloidu srebra w serii (O)NKAg w postaci oprysku na
ro$liny zawarto$¢ miedzi byla o 5% wyzsza od tej w nasionach z obiektu kontrolnego.
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Najwyzszg i statystycznie istotnie wigksza zawartos¢ Cu w nasionach obserwowano po
aplikacji nanokoloidu miedzi na nasiona i rosliny w serii (N/O)NKCu. Zawarto$¢ ta byta
wyzsza o 54% od zaobserwowanej w obiekcie kontrolnym. Wyzsza zawarto$§¢ Cu odnoto-
wano rowniez po zastosowania oprysku w serii (O)NKCu, stanowiacg wartos¢ o 21,5%
wyzsza niz w nasionach z obiektu kontrolnego.

Do pierwiastkd6w o znacznej zawartosci w nasionach rzepaku, nalezaly mi¢dzy innymi:
Ca, K, Mg, Na, P i S. Zawarto$¢ wapnia (Ca) w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita
4 027 mg-kg". Po aplikacji nanokoloidéow Ag lub Cu w postaci namoczenia nasion oraz
pozniejszego oprysku roslin w serii (N/O)NKAg zawartos¢ Ca byla nieznacznie nizsza
0 0,6%, a po serii (N/O)NKCu zauwazono statystycznie istotny wzrost zawartosci wapnia
w nasionach o 3,6% w poréwnaniu z tym uzyskanym w obiekcie kontrolnym. W przypadku
zastosowania tylko oprysku na rosliny nanokoloidu w serii (O)NKAg, wykazano staty-
stycznie istotnia o 8% wigksza zawartos¢ wapnia w nasionach. Po aplikacji nanokoloidu
miedzi w serii (O)NKCu wzrost zawarto$ci Ca byt niewielki, na pograniczu statystycznej
istotnosci 1 wynosit 1,5%.

Zawarto$é potas (K), w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita 8 746 mg-kg"'. Na-
siona uzyskane zaro6wno po oprysku roslin (O)NKAg oraz po namoczeniu i opryskaniu
roslin (N/O)NKAg zawieraly statystycznie istotnie wigcej wapnia, w odniesieniu do nasion
z obiektu kontrolnego o 7,5% oraz 7,1%. Po zastosowaniu tylko namoczenia nasion
w NKCu obserwowano spadek zawartosci potasu, ktory wynosit 2%. Po dwukrotnej apli-
kacji nanokoloidu miedzi w serii (N/O)NKCu zawarto$¢ K wzrosta o 17,3%.

Zawarto$é fosforu (P) w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita 7 998 mg-kg™.
Aplikacja NKAg w obu wariantach (O)NKAg i (N/O)NKAg skutkowata podwyzszeniem
zawartos$ci fosforu w nasionach, odpowiednio statystycznie istotnym o 3,8% w stosunku do
obiektu kontrolnego oraz niewielkim wynoszacym 0,5%. W przypadku aplikacji NKCu
tylko w formie oprysku obserwowano niewielkie, ale statystycznie istotne obnizenie zawar-
tosci fosforu, wynoszace 3,7%, a w wariancie z podwdjng aplikacja tego nanokoloidu za-
warto$¢ P statystycznie istotnie wzrosta o 12%.

Srednia zawarto$¢ siarki (S) w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita 4 058 mg-kg™.
W wigkszosci wariantéw aplikacji nanokoloidow zaobserwowano statystycznie istotne
zwigkszenie zawarto$ci siarki w nasionach rzepaku w poréwnaniu do obiektu kontrolnego,
odpowiednio o 7% w serii (O)NKAg, o 11% w serii (N/O)NKAg oraz o 16% w serii
(N/O)NKCu. Wyjatkiem byla seria (O)NKCu z uzyciem preparatu NKCu do oprysku ro-
$lin, w ktorej zaobserwowano statystycznie istotne obnizenie zawartosci siarki w porowna-
niu z obiektem kontrolnym wynoszace 5,5%.

Zawartos¢ magnezu (Mg) w nasionach z obiektu kontrolnego wykazata jego zawartos¢
na poziomie 2 741 mg-kg". Podobnie jak w przypadku siarki po aplikacji nanokoloidu
srebra w serii (O)NKAg wzrost zawartosci Mg wynosit 3%, 1 w serii (N/O)NKAg o 4,5%,
a po dwukrotnej aplikacji nanokoloidu miedzi w serii (N/O)NKCu o 10,5%. Statystycznie
istotne obnizenie zawarto$ci magnezu zaobserwowano w nasionach z serii (O)NKCu
w stosunku do obiektu kontrolnego, ktdre wynosito 4,5%.

Srednia zawarto$¢ sodu (Na) w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita 65,2 mg-kg™.
Wzrost jego zawarto$ci w nasionach obserwowano w przypadku aplikacji obu nanokoloi-
dow tylko do oprysku roslin, ktérych w wariancie (O)NKAg wynosit 1,2%, a w wariancie
(O)NKCu 4,1%. Po dwukrotnej aplikacji nanopreparatow zawarto§¢ sodu w nasionach
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nieznacznie obnizyta si¢ kolejno o 1,7% w wariancie (N/O)NKAg oraz o 1,5% w wariancie

(N/O)NKCu.
Tabela 13.
Zawartos¢ makro pierwiastkow w nasionach rzepaku jarego w 2016 roku

Zawartos¢ pierwiastkow
Obiekt Kontolny | (O)NKAg | (ONKCu | (NJONKAg | (NJO)NKCu
Pierwiastki (mg-kg")
Ag 0,00/  834+0,66a" 0,00  8,61+1,05a" 0,00
Ca 4027+6,55%|  4338+0,15ab™|  4073+0,15¢"|  4001£0,22d*|  4172+0,28a¢”
Cu 2,18+:0214  229+0,11b"|  2,65£0,11b%  2,60+0,11b" 3,36:+0,09ab™
K 8746+50,84%| 9405+49,03ab”|  8584+0,39¢*| 9364+0,34ab®|  10260:+0,46ad"
Mg 2741413,908| 2819+10,49ab”| 2618+0,10ac®| 2864+0,12ad®|  3030+0,13ac”
Na 65,24+4,038  66,03+4,14b"|  67,9242,19b"|  64,13+3,84b" 64,23+0,35b
P 7998+6,005| 8299+11,43ab®| 7698+6,86ac’|  8037+0,19d"|  8961+0,30ac”
S 4058+11,07%| 4345+7,35ab”| 3834+7,10ac®| 4508+9,17ad®|  4699+0,18ad"

Wartosci $rednie = SD (n=9); a — istotne roznice w stosunku do odpowiedniego obiektu kontrolnego (p<0,05); b, ¢, d, e —
istotne réznice pomig¢dzy wariantami obiektow dla wybranych nanokoloidéw w wierszu, ta sama litera w wierszu oznacza
brak istotnosci (p<0,05). A, B — istotne réznice pomigdzy latami zbioru nasion w zastosowanych stezeniach nanokoloi-
déw w kolumnie i pierwiastkami w wierszu, ta sama litera w wierszu oznacza brak istotnosci (p<0,05)

W tabeli 14 przedstawiono zawartos¢ makro pierwiastkéw w nasionach rzepaku zebra-
nych w 2017 roku. W nasionach z obiektu kontrolnego nie odnotowano zawartosci srebra.
Statystycznie istotne roznice jego zawartosci zaobserwowano po aplikacji nanokoloidu Ag
na rodliny, jego zawarto$¢ w serii (O)NKAg wynosita 7,67 mgkg', a w wariancie
(N/O)NKAg — 8,44 mg-kg™.

Tabela 14.
ZawartoS¢ makro pierwiastkow w nasionach rzepaku jarego w 2017 roku

Zawartosc pierwiastkow
Obiekt Kontrolny | (O)NKAg | (O)NKCu | (NJONKAg | (N/O)NKCu
Pierwiastki (mg'kg™)
Ag 0,00 7,67+0,2ab™ 0,00 8,44+0,9ac” 0,00
Ca 4260+5,7Y  4308+243b" 4386+1,4b°|  3306+14,4ac”|  5107+14,2ad®
Cu 2,72+0,3% 3,1240,1ac® 2,5240,2ab™ 2,53+0,1ab™ 2,59+0,1b%
K 8465+7,5%|  7490+382ab®|  8999+14.8¢%| 7368+18,5ab®|  7535+33,6ab°
Mg 2585+6,3%]  2749+12,7ab™|  2767+3,8ab% 242046 8ac® 2606+7,8d"
Na 81,68+0,7%|  65,88+3,3ab”|  68,08+3,lab" 66,5+1,8ab"|  118,8+1,7ac”
P 77804567  8032+30,9b°|  8391+1,52b°|  6881+21,1ac”|  7885+13,3b°
S 392642128 4678+21,4ab®|  4347+13ac®| 3511+11.2acB| 4652+11,9ad®

Wartosci $rednie = SD (n=9); a — istotne roznice w stosunku do odpowiedniego obiektu kontrolnego (p<0,05); b, ¢, d, e —
istotne roznice pomigdzy rozpatrywanymi stgzeniami dla wybranych nanokoloidow w wierszu, ta sama litera w wierszu
oznacza brak istotnosci (p<0,05). A, B — istotne roznice pomig¢dzy latami zbioru nasion w zastosowanych st¢zeniach
nanokoloidow w kolumnie i pierwiastkami w wierszu, ta sama litera w wierszu oznacza brak istotnosci (p<0,05)
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Zawarto$¢ miedzi w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita 2,72 mg-kg™. Po aplika-
cji nanokoloidu srebra w serii (O)NKAg nastapito niewielkie, ale statystycznie istotne
podwyzszenie zawartosci Cu wynoszace 14,9% w stosunku do zawartosci w nasionach
z obiektu kontrolnego. Po zastosowaniu dwukrotnej aplikacji tego preparatu obserwowano
statystycznie istotne obnizenie w nasionach wynoszace 6,8%. Po aplikacji nanokoloidu
tylko w postaci oprysku zawarto$¢ miedzi w nasionach rzepaku byta statystycznie istotnie
nizsza od zawarto$ci w nasionach z obiektu kontrolnego o 7,2%. W wariancie (N/O)NKCu
srednia zawarto$¢ miedzi w nasionach byla nieco wyzsza niz po wykonaniu oprysku na
ro$liny, ale w dalszym ciagu byta nizsza o 5% niz w obiekcie kontrolnym.

Srednia zawarto$¢é wapnia (Ca) w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita 4 260
mg-kg”'. Po aplikacji obydwoch nanokoloidow w formie oprysku obserwowano niewielki
wzrost jego zawartosci, wynoszacy 1,1% w obiekcie (O)NKAg oraz 3% w wariancie
(O)NKCu. Statystycznie istotne podwyzszenie zawartosci wapnia obserwowano po dwu-
krotnej aplikacji nanokoloidu miedzi w obiekcie (N/O)NKCu wynoszace 20% oraz obnize-
nie zawartosci Ca o 22,3% po aplikacji nanokoloidu srebra w obiekcie (N/O)NKAg.

Srednia zawarto$é potasu (K) w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita 8 465
mg-kg'. Statystycznie istotne obnizenie zawartosci tego pierwiastka obserwowano po apli-
kacji nanokoloidu srebra w obickcie (O)NKAg o 11,5% i (N/O)NKAg o 12,9% oraz po
aplikacji nanokoloidu miedzi w obiekcie (N/O)NKCu o 11%. Niewielki wzrost o 6,3%,
obserwowano po aplikacji nanokoloidu miedzi w obiekcie (O)NKCu. Zawarto$¢ potasu
i zadane stezenie nanoczastek srebra bylo bardzo silnie ujemnie (R*=0,83) skorelowane na
poziomie istotnosci p<0,05.

Srednia zawarto$é fosforu (P) w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita 7 780
mg-kg', a w pozostatych wariantach do$wiadczenia wahala si¢ w przedziale od 6 881
mg-kg™ do 8 391 mg-kg™. Statystycznie istotne obnizenie zawartoéci potasu obserwowano
po zastosowaniu nanokoloidu srebra do namoczenia nasion oraz oprysku roslin. Zawartos¢
ta byla nizsza o 11,5% od tej w obiekcie kontrolnym. Zawarto$¢ fosforu w nasionach
i zadane stezenie nanoczastek srebra bylo ujemnie (R*=0,55) skorelowane na poziomie
istotnosci p<0,05.

Srednia zawarto$¢ siarki (S) w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita
3 926 mg-kg', a w pozostalych wariantach doéwiadczenia wahata sie od 3 511 mg-kg”
do 4 678 mg-kg"'. Aplikacja nanokoloidu srebra do oprysku roslin spowodowata staty-
stycznie istotne zwigkszenie zawartosci siarki w nasionach o 19,2%, a po namoczeniu na-
sion 1 oprysku roslin obnizenie o 10,6% w odniesieniu do obiektu kontrolnego. W obu
wariantach aplikacji nanokoloidu miedzi nastapito mate, ale statystycznie istotne podwyz-
szenie zawartosci siarki w nasionach, odpowiednio o 11% w obiekcie (O)NKCu oraz
0 18,5% w obiekcie (N/O)NKCu.

Zawarto$¢ magnezu (Mg) w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita 2 585 mg-kg™.
Statystycznie istotny wzrost zawartosci magnezu w nasionach rzepaku obserwowano po
oprysku roslin obydwoma nanokoloidami, odpowiednio o 6,3% w obiekcie (O)NKAg oraz
0 7,1% w obiekcie (O)NKCu. Najnizsza statystycznie istotng zawartos¢ Mg obserwowano
po dwukrotnej aplikacji nanokoloidu srebra (N/O)NKAg o 6,4% w odniesieniu do obiektu
kontrolnego.

Srednia zawarto$¢ sodu (Na) w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita 81,68 mg-kg™.
W pozostatych wariantach doswiadczenia wahata si¢ w przedziale od 65,88 mg-kg' do
118,8 mg-kg'. Statystycznie istotne obnizenie zawartosci sodu obserwowano w obu
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wariantach zastosowania nanokoloidéw, odpowiednio o 19,3% w wariancie (O)NKAg,
0 16,6% w wariancie (O)NKCu oraz w serii (N/O)NKAg o 18,5%. Statystycznie istotny
wzrost zawartosci Na obserwowano po aplikacji nanokoloidu miedzi w wariancie
(N/O)NKCu, o 45,5%. Zawarto$¢ sodu w nasionach i zadane st¢zenie nanoczastek srebra
bylo znacznie ujemnie (R’=0,72) skorelowane na poziomie istotnosci p<0,05. Natomiast
zawarto$¢ sodu w nasionach i zadane stezenie nanoczastek miedzi byto dodatnio (R?=0,50)
skorelowane na poziomie istotno$ci p<0,05.

Przeprowadzona analiza statystyczna zaleznosci $rednich zawarto$ci makro pierwiast-
kow wykazata w wigkszosci przypadkow istotne roéznice. Istotnosci wystapily zaréwno
pomiedzy latami zbioru nasion, jak i w zastosowanych wariantach uprawy nasion w po-
réwnaniu do obiektow kontrolnych. Analiza korelacji zadanego st¢zenia nanokoloidéw na
nasiona (50 cm-dm™) i roéliny (50 cm-dm™) w latach zbioru wykazata, ze w wigkszosci
przypadkéw sg one silnie dodatnio lub ujemnie skorelowane na poziomie istotnosci p<0,05
(tab. 15) z otrzymana wilgotno$cia zebranych nasion.

Tabela 15.
Wartos¢ wspolczynnika korelacji (r) miedzy zadanym stezeniem nanokoloidow w poszcze-
golnych wariantach doswiadczenia i zawartosci wilgoci w nasionach rzepaku w roku zbioru

Wspotezynniki korelacji Wilgotno$¢ nasion w 2016 Wilgotno$¢ nasion w 2017
(O)NKAg -0,915* 0,663*
(O)NKCu -0,595 0,872*
(N/O)NKAg -0,999* 0,707*
(N/O)NKCu 0,108 0,998*

*— oznacza istotng réznicg p<0,05

6.5.2. Zawarto$¢ ergosterolu w przechowywanych nasionach

W tabeli 16 przedstawiono zawarto$¢ ergosterolu ERG w nasionach rzepaku zebranego
z uprawy polowej w latach 2016-2017, a nastgpnie przechowywano w silosie przez pigé
tygodni. Zawarto$¢ ergosterolu w nasionach z 2016 roku w pierwszym tygodniu analiz
w zaleznosci od wilgotnosci poczatkowej w obiekcie kontrolnym wynosita: 0,45 pg-g”
(6%), 0,32 pg-g" (9%) oraz 0,33 pg-g™' (12%). Analiza statystyczna wykazata, ze zawar-
to$é ergosterolu w nasionach rzepaku byla ujemnie (R’=0,64) skorelowana na poziomie
istotnosci p<0,05 z zawartos$cig wilgoci w nasionach obiektu kontrolnego.

W rozpatrywanych wariantach zastosowania nanokoloidow zawarto$¢ ergosterolu w na-
sionach w wigkszos$ci przypadkow statystycznie istotnie zmniejszyta si¢ w porownaniu
z jego zawarto$cia w obiekcie kontrolnym. W obiekcie (O)NKAg przy wilgotno$ci nasion
6% oraz 9% jego zawartos¢ obnizyta si¢ kolejno o 34% oraz 13%, a przy wilgotnosci na-
sion 12% ilo$¢ ergosterolu wzrosta o 7% w poréwnaniu z zawarto$cia w obiekcie kontrol-
nym. Zawarto$é ergosterolu w nasionach rzepaku byta stabo dodatnio (R*=0,59) skorelo-
wana na poziomie istotnosci p<0,05 z zawartoscig wilgoci w nasionach po aplikacji
nanokoloidu srebra do oprysku.

Po aplikacji nanokoloidu miedzi w obiekcie (O)NKCu przy kolejnych poziomach wil-
gotno$ci nasion obserwowano statystycznie istotne obnizenie zawartosci ERG odpowiednio
0 42%; 42,5% oraz o 43,2%. Zawartos¢ ergosterolu w nasionach rzepaku byta dodatnio
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(R?=0,65) skorelowana na poziomie istotnosci p<0,05 z zawarto$cia wilgoci w nasionach
po aplikacji nanokoloidu miedzi do oprysku.

Po aplikacji nanokoloidu srebra w obiekcie (N/O)NKAg zawarto$¢ ergosterolu w nasio-
nach o wilgotnos$ci 6%, 9% oraz 12% statystycznie istotnie obnizyta si¢, kolejno o 36%,
27% oraz o 27%. Zawarto$¢ ergosterolu w nasionach rzepaku byta bardzo stabo ujemnie
(R?=0,54) skorelowana na poziomie istotno$ci p<0,05 z zawartoscig wilgoci w nasionach.

Po aplikacji nanokoloidu miedzi w obiekcie (N/O)NKCu we wszystkich poziomach
wilgotno$ci obserwowano istotne obnizenie zawarto$ci ergosterolu, odpowiednio o 35%
oraz na granicy statystycznej istotnosci o 20% dla wilgotnosci 9% i 12%.

Po dwoch tygodniach zawartos¢ ERG w nasionach rzepaku z obiektu kontrolnego
wynosita kolejno: 0,32 pg-g™; 0,22 pg-g™'; oraz 0,35 ug-g” przy wilgotnosci 6, 9 i 12%.
Po aplikacji nanokoloidu srebra w obiekcie (O)NKAg zawarto$¢ ergosterolu statystycznie
istotnie zmalata przy wszystkich poziomach wilgotnosci w odniesieniu do obiektu kontrol-
nego kolejno o 60,6%; 39,7% oraz o 28,1%. Zawarto$¢ ergosterolu w nasionach rzepaku
byta bardzo silnie dodatnio (R?=0,83) skorelowana na poziomie istotnosci p<0,05 z zawar-
toscig wilgoci w nasionach.

Po zastosowaniu nanokoloidu miedzi w obiekcie (O)NKCu zawartos¢ ERG statystycz-
nie istotnie zmalala o 53% przy wilgotno$ci nasion 6%. Przy pozostatych wilgotnosciach
obserwowano obnizenie ERG w nasionach o 4% (9%) oraz o 11% (12%). Zawartos$¢ ergo-
sterolu w nasionach rzepaku byta bardzo silnie dodatnio (R*=0,99) skorelowana na pozio-
mie istotnosci p<0,05 z zawarto$cig wilgoci w nasionach poddanych procesowi oprysku
nanokoloidem miedzi.

W przypadku zastosowania nanokoloidu srebra (N/O)NKAg rowniez obserwowano
zmniejszenie zawartosci ERG we wszystkich rozpatrywanych wilgotnosciach, ale staty-
stycznie istotnie tylko dla wilgotnosci 6% (47%) oraz 12% (o 50%). W obiekcie
(N/O)NKCu takze odnotowano statystycznie istotne obnizenie zawarto$ci ergosterolu
w nasionach dla wszystkich wariantow wilgotnosci, odpowiednio o 35%; 55% oraz o 43%.

Po trzech tygodniach zawarto$¢ ERG w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita ko-
lejno: 0,22 pg-g” (6%), 0,13 pg-g”' (9%) oraz 0,33 pg-g” (12%). Po aplikacji NKAg na
rosliny w postaci oprysku [(O)NKAg] przy najnizszej wilgotnosci przechowywanych na-
sion (6%) obserwowano statystycznie istotny wzrost zawartosci ergosterolu o 17%. Przy
wilgotnosci 9% oraz 12% odnotowano statystycznie istotie mniej ERG w nasionach, wyno-
szacy odpowiednio o 40,2% oraz 48,2%. Po aplikacji NKCu w formie oprysku roslin staty-
stycznie istotnie wigcej ERG obserwowano przy wilgotnosci 9% (o 146%), a statystycznie
istotnie mniej przy wilgotnosci 6% przechowywanych nasion (o 71%) oraz 12% (o 55%).
Zawarto$¢ ergosterolu w nasionach rzepaku byta bardzo silnie dodatnio (R*=0,99) skorelo-
wana na poziomie istotno$ci p<0,05 z zawartoscia wilgoci w nasionach poddanych proce-
sowi oprysku nanokoloidem miedzi.

Statystycznie istotny wzrost zawarto§ci ERG obserwowano réwniez w nasionach po-
traktowanych dwukrotnie nanokoloidem srebra w obiekcie (N/O)NKAg przy wilgotnosci
nasion 9%, wynoszacy 99%. Wiecej ERG obserwowano réwniez przy wilgotnosci nasion
6% o0 28%, a w nasionach o wilgotnosci 12% zawarto$¢ ERG zmniejszyta si¢ o 20% i byta
nizsza od tej w obiekcie kontrolnym. Ilos¢ analizowanego metabolitu po aplikacji nanoko-
loidu miedzi w obiekcie (N/O)NKCu przy wilgotno$ci najnizszej oraz najwyzszej obnizyla
si¢ odpowiednio o 13% oraz o 9,7%, a przy wilgotnosci 9% przechowywanych nasion
obserwowano wzrost o 33%.
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Po czterech tygodniach zawartos¢ ERG w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita
odpowiednio: 0,22 pg-g’ (6%), 0,15 pg-g" (9%) oraz 0,27 ug-g"' (12%). W nasionach
o wilgotnosci 9% z roslin, ktore poddano opryskowi NKAg, obserwowano statystycznie
istotny wzrost jego poziomu o 66%. Przy wilgotnosci nasion réwnej 6% oraz 12% ilo$¢
tego metabolitu zmalata i byta nizsza kolejno o 23% oraz 11%. Po aplikacji nanokoloidu
srebra w formie oprysku roslin analiza statystyczna wykazata, ze zawarto$¢ ergosterolu
w nasionach rzepaku byta silnie dodatnio (R*=0,79) skorelowana na poziomie istotnosci
p<0,05 z zawartoscig wilgoci w nasionach.

Po aplikacji nanokoloidu miedzi w obiekcie (O)NKCu przy wilgotnosci 9% obserwo-
wano podwyzszenie zawartosci ERG o 19%, a przy wilgotnosci 6% oraz 12% zmniejszenie
kolejno o 42% oraz 23,7%. Zawarto$¢ ergosterolu w nasionach rzepaku byta silnie dodatnio
(R?=0,79) skorelowana na poziomie istotnosci p<0,05 z zawartoécia wilgoci w nasionach.

Nasiona zebrane z roslin poddanych dwukrotnej aplikacji w obiekcie (N/O)NKAg przy
dwoch wyzszych wilgotnosciach (9% 1 12%) zawieraly wigcej ergosterolu, odpowiednio
0 14% oraz statystycznie istotnie o 62%. Zawarto$¢ ergosterolu w nasionach rzepaku byta
silnie dodatnio (R?=0,81) skorelowana na poziomie istotnosci p<0,05 z zawartoscig wilgoci
w nasionach.

Po aplikacji nanokoloidu miedzi w obiekcie (N/O)NKCu wzrost ERG obserwowano
tylko przy najnizszej wilgotnosci (6%) nasion wynoszacym 10%. Natomiast obnizenie
w przypadku wilgotnosci 9% i 12%, wynoszacym kolejno 4% oraz 27%.

Po pieciu tygodniach zawarto§¢ ERG w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita
odpowiednio: 0,19 pg-g” (6%), 0,08 pg-g" (9%) oraz 0,19 ug-g" (12%).

W obiekcie (O)NKAg przy 9% wilgotnosci nasion obserwowano statystycznie istotny
wzrost zawartosci ergosterolu w przechowywanych nasionach o 56,4% w pordéwnaniu
z jego zawartosciag w obiekcie kontrolnym. Przy wilgotnosci 6% oraz 12% jego zawartos$¢
zmalata odpowiednio o 28% oraz 15%. Podobng tendencje obserwowano w przypadku
aplikacji nanokoloidu miedzi w obiekcie (O)NKCu. Przy wilgotnosci nasion 6% 1 12%
odnotowano statystycznie istotnie mniejsza zawartos$ci ergosterolu o 51% 1 44%, a wigksza
0 9% zawartosci ERG przy wilgotnosci nasion 9%. Po dwukrotnej aplikacji nanokoloidow
w obiektach (N/O)NKAg i (N/O)NKCu obserwowano statystycznie istotny wzrost zawarto-
sci ERG w nasionach przy wilgotno$ci nasion 9% oraz 12%, po aplikacji nanokoloidow
odpowiednio o 40% i statystycznie istotnie o 56% wigksza. Przy 6% wilgotnosci nasion
w obickcie (N/O)NKAg zawartos¢ ERG obnizyta si¢ o 26%, a w obiekcie (N/O)NKCu
zaobserwowano istotny wzrost zawartosci metabolitu o 52%. Statystycznie istotng obnizo-
na zawarto$¢ ERG obserwowano dla wilgotnosci nasion 6% wynoszace 52% w poréwnaniu
do obiektu kontrolnego.

Przeprowadzona analiza statystyczna dla aplikacji nanokoloidu srebra w postaci namo-
czenia nasion i oprysku roslin wykazata, ze zawarto$¢ ergosterolu w nasionach rzepaku
byta stabo dodatnio (R?=0,56) skorelowana na poziomie istotnosci p<0,05 z zawarto$cia
wilgoci w nasionach. Po aplikacji miedzi analiza wykazata, ze zawarto$¢ ergosterolu
w nasionach rzepaku byta silnie dodatnio (R*=0,85) skorelowana na poziomie istotnosci
p<0,05 z zawartoscig wilgoci w nasionach.

Srednia zawartos$¢ ergosterolu w nasionach rzepaku przechowywanych w silosie labora-
toryjnym w 2017 roku po pierwszym tygodniu przechowywania w obiekcie kontrolnym
wynosita odpowiednio 0,31 ug-g™; 0,13 pg-g” oraz 0,28 pg-g” dla wilgotnosci nasion 6, 9
i 12%. Po aplikacji NKAg na rosliny zawarto$¢ ERG przy wszystkich poziomach wilgotno-
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$ci byta nizsza niz w nasionach z obiektu kontrolnego. Statystycznie istotne zmiany obser-
wowano przy wilgotno$ci nasion 6 i 12%, przy ktorych nasiona zawieraty mniej tego meta-
bolitu kolejno o 45%, 15% oraz 82%. Po aplikacji nanokoloidu srebra analiza statystyczna
wykazata, ze zawartos¢ ergosterolu w nasionach rzepaku byla bardzo silnie ujemnie
(R?=0,98) skorelowana na poziomie istotnosci p<0,05 z zawarto$cia wilgoci w nasionach.

Po aplikacji NKCu w formie oprysku roslin obserwowano spadek zawartosci ERG przy
najnizszej oraz najwyzszej wilgotno$ci nasion, odpowiednio o 48% i 36%. Po aplikacji
nanokoloidu miedzi analiza statystyczna wykazata, ze zawarto$¢ ergosterolu w nasionach
rzepaku byta bardzo silnie ujemnie (R*=0,84) skorelowana na poziomie istotnoéci p<0,05
z zawarto$cia wilgoci w nasionach.

Zawartos$¢ ergosterolu w probkach nasion otrzymanych z uprawy, w ktorej zastosowano
podwojna aplikacje nanokoloidu srebra w obiekcie (N/O)NKAg, byla statystycznie istotnie
nizsza przy najnizszym i najwyzszym (6% i 12%) poziomie wilgotnos$ci nasion niz zawar-
to§¢ ERG w obiekcie kontrolnym o 13% 1 43%. Przy 9% wilgotnosci nasion obserwowano
wzrost zawartosci ERG o 100%. Po podwdjnej aplikacji dawki nanokoloidu srebra na na-
siona i rosliny, wykazano, ze zawarto$¢ ergosterolu w nasionach rzepaku byta bardzo silnie
ujemnie (R?=0,81) skorelowana na poziomie istotnosci p<0,05 z zawartoscig wilgoci
w nasionach.

W obiekcie (N/O)NKCu poziom ERG w nasionach byl statystycznie istotnie wyzszy
w poréwnaniu z zawartoscig w obiekcie kontrolnym i wynosit kolejno 25%; 77% oraz 71%
przy wilgotnosci 6, 91 12%.

Po dwoch tygodniach zawarto§¢ ERG w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita ko-
lejno: 0,33 pg-g™; 0,14 pg-g’ oraz 0,29 pg-g”' przy wilgotnosciach 6, 9 i 12%. Statystycz-
nie istotne roznice w zawarto$ci tego metabolitu obserwowano po zastosowaniu nanokoloi-
du srebra w obiekcie (O)NKAg przy wilgotno$ci nasion 6%, ktore zawieraty o 69% mniej
ERG w odniesieniu do obiektu kontrolnego. Analiza statystyczna wykazata po aplikacji
pojedynczej dawki srebra na rosliny, ze zawartos¢ ergosterolu w nasionach rzepaku byta
silnie dodatnio (R*=0,84) skorelowana na poziomie istotnosci p<0,05 z zawarto$cia wilgoci
w nasionach. Aplikacja nanokoloidu miedzi w obiekcie (O)NKCu spowodowata staty-
stycznie istotne obnizenie zawarto§ci ERG w nasionach o wilgotnosci 6% oraz 12%, odpo-
wiednio 36% 1 59%. Analiza statystyczna wykazata, ze po aplikacji pojedynczej dawki
miedzi na rosliny zawarto$¢ ergosterolu w nasionach rzepaku byta silnie ujemnie (R*=0,91)
skorelowana na poziomie istotno$ci p<0,05 z zawarto$cia wilgoci w nasionach.

W obiekcie (N/O)NKAg nastgpito obnizenie zawartosci ERG w nasionach rzepaku przy
wilgotnosci 6% 1 12%, odpowiednio o 45% oraz 10%, ale statystycznie istotne obnizenie
zawartos$ci tego metabolitu nastapito tylko przy najnizszej wilgotnosci (6%). Statystycznie
istotny wzrost ergosterolu o 50%, obserwowano przy 9% wilgotnos$ci nasion. Analiza staty-
styczna wykazata, ze po aplikacji podwojnej dawki srebra na rosliny zawarto$¢ ergosterolu
w nasionach rzepaku byta silnie dodatnio (R’=0,97) skorelowana na poziomie istotnosci
p<0,05 z zawarto$cig wilgoci w nasionach. Po aplikacji nanokoloidu miedzi w obiekcie
(N/O)NKCu obserwowano zmniejszenie zawarto$ci ergosterolu przy wilgotnosci nasion
6% oraz 12%, wynoszace odpowiednio 24 i 31%, natomiast przy wilgotnosci 9% nasiona
zawieraly o 21% wigcej ERG.

Po trzech tygodniach zawarto§¢ ERG w nasionach z obiektu kontrolnego przy wilgotno-
Sciach 6, 9 i 12% wynosita odpowiednio: 0,62 pg-g™; 0,22 pg-g” oraz 0,68 pg-g”'. Po apli-
kacji nanokoloidow w rozpatrywanych wariantach obserwowano spadek jego zawartosci,
z wyjatkiem obiektu (N/O)NKCu, przy wilgotnosci nasion 9%, w ktorym nasiona zawieraty
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wigcej] ERG w poréwnaniu z obiektem kontrolnym o 36%. Po aplikacji NKAg w formie
oprysku obserwowano statystycznie istotnie mniej ERG kolejno o 51%; 41% i 84%, a po
aplikacji nanokoloidu miedzi w formie oprysku (O)NKCu odnotowano statystycznie istot-
nie mniej ERG w nasionach, odpowiednio o 90%; 82% oraz 91%. W obiekcie (N/O)NKAg
wykazano statystycznie istotne obnizenie zawartosci ERG w nasionach 87%; 55% oraz
84%. Stwierdzono, ze po aplikacji nanokoloidu srebra w obiekcie (N/O)NKAg zawartosé
ergosterolu w nasionach rzepaku byta bardzo silnie dodatnio (R2=0,96) skorelowana na
poziomie istotnosci p<0,05 z zawarto$ciag wilgoci w nasionach, natomiast w obiekcie
(O)NKAg obserwowano zawarto$¢ ergosterolu w nasionach rzepaku byla silnie ujemnie
(R2=0,82) skorelowana na poziomie istotnosci p<0,05 z zawartos$cig wilgoci w nasionach.

Po czterech tygodniach zawartosci ERG w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita
odpowiednio: 0,72 pg-ml™; 0,22 ug-ml” oraz 0,32 pg-ml”' przy wilgotnos’ci 6,91 12%.
Stwierdzono, ze zawarto$¢ ergosterolu w nasionach rzepaku byta ujemnie (R2=0,57) skore-
lowana na poziomie istotnosci p<0,05 z zawartoscig wilgoci w surowcu w obiekcie kon-
trolnym. Po aplikacji nanokoloidu srebra w obiekcie (O)NKAg obserwowano statystycznie
istotne obnizenie zawarto$ci ERG przy wilgotnosci nasion 6% i 12%, odpowiednio o 79%
oraz o0 41%.

Po aplikacji nanokoloidu miedzi w obiekcie (O)NKCu obserwowano przy wszystkich
trzech poziomach wilgotnosci nasion obnizke zawartosci ERG, kolejno o 82%; 36% oraz
31%, statystycznie istotne tylko dla 6% oraz 12% wilgotnosci nasion rzepaku. W obiekcie
(O)NKCu stwierdzono, ze zawarto$¢ ergosterolu w nasionach rzepaku byta silnie dodatnio
(R2=0,83) skorelowana na poziomie istotno$ci p<0,05 z zawartosciag wilgoci w nasionach.
Po zastosowaniu nanokoloidu srebra (N/O)NKAg obserwowano statystycznie istotny spa-
dek zawarto$ci ergosterolu przy wilgotnosci nasion 6% i 12%, kolejno o 81% i 31%.
W analizowanych prébach, w ktérych zastosowano aplikacj¢ nanokoloidu na nasiona oraz
rosliny, stwierdzono, ze zawarto$¢ ergosterolu w nasionach rzepaku byla bardzo silnie
dodatnio (R2=0,97) skorelowana na poziomie istotnosci p<0,05 z zawartoscia wilgoci
w nasionach.

Po aplikacji nanokoloidu miedzi w obiekcie (N/O)NKCu zawarto§¢ ERG statystycznie
istotnie obnizyla si¢ o 78% (6%) oraz 34% (12%). Dla tego wariantu do§wiadczenia réw-
niez stwierdzono, ze zawarto$¢ ergosterolu w nasionach rzepaku byta dodatnio (R2=0,60)
skorelowana na poziomie istotnosci p<0,05 z zawarto$cig wilgoci w nasionach.

Po pigciu tygodniach zawartos¢ ERG w nasionach z obiektu kontrolnego wynosita od-
powiednio: 0,39 pg-ml”, 0,16 pg-ml™ oraz 0,24 pg-ml™ przy wilgotnosci 6, 9 i 12%. Dla
wariantu (O)NKAg z aplikacja nanokoloidu srebra obserwowano statystycznie istotne ob-
nizenie metabolitu przy wszystkich poziomach wilgotnosci nasion, odpowiednio o 69%;
50% oraz 42% w odniesieniu do obiektu kontrolnego. Po aplikacji nanokoloidu miedzi
w obiekcie (O)NKCu statystycznie istotne obnizenie zawartosci ERG obserwowano przy
wszystkich trzech poziomach wilgotno$ci nasion, odpowiednio o 72%; 44% i 83%. W tym
przypadku stwierdzono, ze zawarto$¢ ergosterolu w nasionach rzepaku byta bardzo silnie
dodatnio (R2=0,94) skorelowana na poziomie istotnosci p<0,05 z zawartosciag wilgoci
w nasionach.

Po dwukrotnej aplikacji nanokoloidu srebra w obiekcie (N/O)NKAg obserwowano niz-
szg zawarto$¢ ERG przy wszystkich poziomach wilgotnosci nasion, odpowiednio o 69%;
69% 1 4%. Statystycznie istotne obnizenie zawartosci ERG obserwowano réwniez po apli-
kacji nanokoiloidu miedzi w obiekcie (N/O)NKCu przy najnizszej wilgotnosci nasion sta-
nowigce warto$¢ o 52% nizsza. W pozostatych wariantach nasiona zawieraty mniej ERG
odpowiednio o 31% oraz o 21%.
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Wiyniki analizy statystycznej zalezno$ci miedzy zawarto$cia ergosterolu w nasionach od
roku ich zbioru oraz czasu przechowywania przedstawiono w tabeli 16. Wykazano staty-
stycznie istotne réznice w zawartosci ERG, wystepujace w wigkszosci przypadkow miedzy
nasionami z obiektu kontrolnego i z obiektéw po aplikacji nanokoloidéw zaré6wno na na-
siona, jak i na rosliny, w poszczegdlnych tygodniach, a takze przy przyjetych poziomach
wilgotnos$ci nasion.

6.5.3. Parametry jako$ciowe oleju tloczonego na zimno

W tabeli 17 przedstawiono zawarto$¢ karotenoidow oraz chlorofilu a i b w oleju wytlto-
czonym z nasion rzepaku uprawianego po namoczeniu nasion przed wysiewem oraz opry-
sku ro$lin z uzyciem NKAg oraz NKCu. Zawarto$¢ barwnikow w analizowanych probkach
w obydwoch latach uprawy 2016-2017 charakteryzowala si¢ wysokim ich poziomem.

W 2016 roku zawarto$¢ chlorofilu @ w oleju z obiektu kontrolnego wynosita 7,28
pg-cm™, chlorufilu b 2,78 pg-cm™ oraz karotenoidow 70,74 pg-cm™. Po namoczeniu na-
sion i oprysku nanokoloidem srebra (N/O)NKAg suma chlorofilu a i b w oleju wynosita
15,86 pg-cm™, statystycznie istotnie wiecej w odniesieniu do obiektu kontrolnego odpo-
wiednio dla chl a o 43,8% oraz dla chl b o0 93,8%. Zawarto$¢ karotenoidow w analizowa-
nym oleju byta nizsza o 0,35% w poréwnaniu z obiektem kontrolnym. Podobng zaleznos¢
odnotowano w przypadku aplikacji nanokoloidu miedzi w obiekcie (N/O)NKCu. Suma
chlorofili w oleju z tego obiektu wynosita 17,25 pg-cm™. Po aplikacji nanokoloidéw ob-
serwowano wickszg zawarto$¢ obu chlorofili niz w obiekcie kontrolnym. Statystycznie
istotnie wigksze o 63,4% (chl a) 1 92% (chl b). Zadane stezenie nanoczastek byto dodatnio
(R?>=0,62) i (R?=0,53) skorelowany na poziomie istotnosci (p<0,05) z zawartoscia chlorofi-
lu a oraz z zawartos$cig chlorofilu » w analizowanych probach oleju. Obserwowano rowniez
istotny statystycznie wzrost zawartosci karotenoidow w oleju o 27,4% w obickcie
(N/O)NKCu, w porownaniu z jego zawartoscia w oleju z obiektu kontrolnego.

Olej uzyskany z ro$lin, na ktore zastosowano tylko oprysk nanokoloidami w obiektach
(O)NKAg i (O)NKCu, wykazywat statystycznie istotny wzrost zawartosci sumy chlorofili,
ktéra wynosita odpowiednio 16,19 pg-cm™ i 16,2 ug-cm™, co oznacza wzrost zawartosci
0 51% (chl @) i 0 87% (chl b) w obiekcie (O)NKAg. Obserwowano tez statystycznie istotny
wzrost zawarto$ci karotenoidéw w analizowanym oleju w pordwnaniu z obiektem kontrol-
nym o 27,4% w obiekcie (O)NKAg, a w obiekcie (O)NKCu o0 48% (chl a) i 0 95% (chl b),
a niewielki spadek karotenoidow o 0,9% w obiekcie (O)NKCu.

W 2017 roku zawarto$¢ barwnikow byta wysoka i wynosita w obiekcie kontrolnym ko-
lejno 7,72 pg-em™ (chl a); 3,36 pg-cm™ (chl b) oraz 80,45 pg-cm™ (car). Po zastosowaniu
namoczenia nasion i oprysku roslin w obiekcie (N/O)NKAg suma chlorofili wynosita 15,36
pg-cm™. Obserwowany wzrost zawartosci chlorofili byt statystycznie istotny w odniesieniu
do obicktu kontrolnego odpowiednio o 37% (chl a) oraz o 42% (chl b), a wzrost zawartosci
karotenoidéw byt niewielki wynoszacy 1,4%. W oleju z obiektu (N/O)NKCu suma zawar-
toéci chlorofili wynosita 17,1 pg-cm™. Zawartosé chlorofilu a i b zwickszyla sie statystycz-
nie istotnie w odniesieniu do obiektu kontrolnego odpowiednio o 47% (chl @) oraz 71%
(chl b). Obserwowano rowniez wzrost zawartosci karotenoidéw o 13%.

Aplikacja nanokoloidéw srebra tylko w postaci oprysku na rosliny w obiekcie
(O)NKAg wykazata rowniez statystycznie istotny wzrost zawarto$ci chlorofili w poréwna-
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niu z ich zawarto$cig w oleju z obiektu kontrolnego o 39% (chl @) oraz 44% (chl b), a suma
ich zawartosci wynosita 15,56 pg-cm™. Zawarto$¢ karotenoidéw nieznacznie, ale staty-
stycznie istotnie zmniejszylta si¢ o0 6,1%. Suma zawartosci chlorofili po aplikacji nanokolo-
idu miedzi w obiekcie (O)NKCu wynosita 17,9 pg-cm™, byta statystycznie istotnie wyzsza
w przypadkach obydwoch chlorofili niz w obiekcie kontrolnym kolejno o 47% (chl a) oraz
97% (chl ). W tym obiekcie rowniez obserwowano zmniejszenie zawartosci karotenoidow
0 10% w odniesieniu do ich zawarto$ci w oleju z obiektu kontrolnego.

Wyniki analizy statystycznej zalezno$ci zawarto$ci barwnikow w obydwu latach tho-
czenia oleju wykazaly statystycznie istotne roznice tylko dla zawarto$cia karotenoidow
w obiektach (O)NKAg, (O)NKCu oraz (N/O)NKAg.

522164112;; chlorofili i karotenoidow w oleju tfoczonym na zimno z nasion rzepaku
Obiekt
Rok Barwniki Kontrolny | (ONKAZ | (ONKCu | (NONKAg | (NIONKCu
(ug-em®)
Chlorofil ¢ | 7,28+0,66* | 10,98+0,59ab™ | 10,77+£0,56ab™ | 10,47+0,11ab™ | 11,90+0,15ac*
2016 Chlorofil b | 2,78+0,41* | 521+0,54ab® | 5,43+0,66ab™ | 5,39+0,20ab™ | 5,35+0,40ab™
Karotenoidy |70,74+1,23*|90,11+1,63ab™ | 70,08+2,61c* | 70,49+3,80c* | 90,10:1,29ab™
Chlorofila | 7,72+1,9* | 10,73£0,7ab* | 11,3620,78ac™* | 10,58+0,8ab™ | 11,350,4ab™
2017 Chlorofil b | 3,36+0,15% | 4,83+0,9ab* | 6,63+0,44ac® | 4,78+04ab™ | 5,75+0,4ab™
Karotenoidy | 80,45+7,54™| 75,58+7,5ac® | 72,74+5,8ac® | 89,6+5,8b° | 90,76+52b%

Wartoscei $rednie += SD (n=9); a — istotne roéznice w stosunku do odpowiedniego obiektu kontrolnego (p<0,05); b, ¢ —
istotne roznice pomiedzy zadanymi st¢zeniami wybranych nanokoloidow w wierszu, ta sama litera w wierszu oznacza
brak istotnosci (p<0,05). A, B — istotne r6znice w latach barwnikow w tloczonym oleju a zadanym stgzeniem aplikacji
nanokoloidow w kolumnie na wybrane parametry, ta sama litera w wierszu oznacza brak istotnosci (p<0,05)

Tabela 18 przedstawia parametry barwy mierzonej w skali CIE dla uproszczenia zapisu
oznaczone jako L" a" oraz b dla oleju wyttoczonego z nasion rzepaku uprawianego w la-
tach 2016-2017. Parametr L™ 0znacza wzgledng jasnos¢ probki. Analiza barwy oleju z roku
2016 wykazala, ze wszystkie badane oleje sa relatywnie ciemne L™ w przedziale od 5,27
w oleju z nasion z obiektu (N/O)NKAg do 7,95 w oleju z obiektu kontrolnego. We wszyst-
kich wariantach aplikacji nanokoloidéw barwa oleju statystycznie istotnie rézni si¢ od
barwy oleju z obiektu kontrolnego. Réznice w otrzymanych wartosciach L* wynosza od-
powiednio: 6%; 9,3% i dla obiektow (O)NKAg i (O)NKCu 33,7% i 8,2% dla oleju z nasion
z obiektow (N/O)NKAg i (N/O)NKCu. Nalezy pamigtaé, ze parametr ten jest wzgledny
i w praktyce oznacza zmleszame barwy podstawowej z barwa czarng (mskle L) lub bialg
(wysokie L). Parametry a” i b~ okreslaja kolor probki. Ujemne wartosci a’ oznaczaja udziat
barwy zielonej w ogdlnym kolorze, a dodatnie udziat barwy czerwonej. W przypadku pa-
rametru b’ ujemne wartoéci oznaczaja udziat barwy niebieskiej, a dodatnie barwy Zottej.
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Tabela 18.
Analiza barwy oleju tloczonego z nasion rzepaku na zimno
Parametry barwy oleju
Rok Obickt
L a’ b h Chrome AH

Kontrolny 7,9540,16% | 4,66+0,12* | 11,06£0,30* | 1,17£0,01* | 12,01+0,28" | 14,87+1,24*
(O)NKAg | 7,48+0,22ab™ | 4,5140,20b* | 9,21+0,29ab™ | 1,1+0,01ab™ |10,25+0,34ab™ | 13,81+0,37b"

2016 | (O)NKCu | 7,21+0,19ab* | 4,67+0,20b" | 9,55+0,37ab" | 1,12+0,02ab" | 10,64+0,37ab™ | 13,58+1,17b*
(NJO)NKAg | 5,27+0,20ac” | 3,96+0,15ac™ | 6,44+0,31ac” | 1,02+0,01ac™ | 7,56+0,32ac* | 11,57+1,37ac*
(NJO)NKCu | 7,3040,09ab™ | 4,10+0,22ac™ | 9,62+0,30ab" | 1,17+0,01d* | 10,46+0,34ab™ | 11,54+1,40ac"
Kontrolny 8,83+0,56" | 4,72+0,26" 12,44+1° 1,2120,03* | 13,3120,97° | 16,02+1,62°
(O)NKAg | 7,92+0,30b" | 4,83+0,17b* | 10,39+£0,52ab™ | 1,14+£0,01b" |11,45+0,54ab® | 14,86:£0,55ab"

2017 | (O)NKCu | 8,08+£0,33b° | 3,92+0,14b* | 8,32+0,36ac® | 0,13£0,02b° | 9,20+0,33ac® | 11,83+1,03ac”
(NJO)NKAg | 6,28+0,15a° | 4,01+0,19b" | 8,04+0,25ac® | 1,11£0,01b* | 8,98+0,28ac”® | 8,04+1,86ad®
(N/JO)NKCu | 7,87+0,14ab" | 4,55+0,13b* | 10,66+0,28ab® | 1,17+£0,01b" |11,59+0,30ab® | 12,10+0,35ac*

Wartosci $rednie = SD (n=9); a — istotne r6znice w stosunku do odpowiedniego obiektu kontrolnego (p<0,05); b, ¢, d —
istotne roznice pomigdzy rozpatrywanymi stgzeniami dla wybranych nanokoloidow w kolumnie, ta sama litera w wierszu
oznacza brak istotnosci (p<0,05). A, B —istotne rdznice w latach tloczenia oleju a rodzajem zadanego stezenia nanokoloi-
déw w wierszu na wybrane parametry, ta sama litera w wierszu oznacza brak istotnosci (p<0,05)

Dodatnia warto$¢ parametru a” pomiedzy 3,96 w oleju z nasion poddanych aplikacji na-
nokoloidu srebra w obiekcie (N/O)NKAg a 4,67 w oleju z nasion ro$lin poddanych opry-
skowi z obiektu (O)NKCu wskazuje na domieszk¢ barwy czerwonej w ogolnej barwie
olejow, ktorg jest barwa zola (dodatnie warto$ci parametru b’, pomiedzy 6,44 a 11,06).
Statystycznie istotne obnizenie wartoéci parametru a” obserwowano w olejach po dwukrot-
nej aplikacji obu nanokoloidéw, o 15% oraz o 12%. W przypadku parametru b obserwo-
wano statystycznie istotne obnizenie wartosci we wszystkich przypadkach aplikacji nano-
koloidow w odniesieniu do obiektu kontrolnego. Najbardziej obnizyla si¢ jego wartosé
w olejach z nasion po zastosowaniu nanokoloidu srebra w obiekcie (O)NKAg, o 17% oraz
w obiekcie (N/O)NKAg o 41,7%. Parametr h oznacza odcien barwy, ktory zostaje wyzna-
czony po konwersji barw w systemie L* a* b* na system kartezjanski. Wartos$¢ tego para-
metru oznacza odcien zottosci. Parametr Chroma w teorii koloru oznacza saturacj¢ lub na-
sycenie barwy. Jest to subiektywna intensywno$¢ barwy. Im barwa jest bardziej nasycona,
tym jest odbierana jako bardziej zywa. Za to barwy mniej nasycone zdaja si¢ by¢ przyttu-
mione i blizsze szaro$ci. Relatywnie wysoka warto$¢ tego parametru oznacza do$¢ nasyco-
ng barweg probki oleju, a statystycznie istotne rdznice obserwowano po wszystkich aplika-
cjach nanokoloidow w odniesieniu do oleju z obiektu kontrolnego. Najwigksze obnizenie
tego parametru zaobserwowano w obiektach (N/O)NKAg, o 37,0% oraz (O)NKAg,
0 14,6%. Odleglos¢ energetyczna probki AH od tla (ktorym byt biaty karton) wskazuje na
kolor probki mierzony wzgledem tta. Jak wynika z danych, olej z obiektu kontrolnego ma
najbardziej intensywna barwe, ktdra statystycznie istotnie r6zni si¢ od barwy olei otrzyma-
nych z nasion z obiektu z dwukrotna aplikacja nanokoloidami. Wartos¢ ta dla oleju otrzyma-
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nego z nasion z obiektu (N/O)NKAg byta mniejsza od wartosci otrzymanej w obiekcie kon-
trolnym 0 22,2% (11,57), a w przypadku obiektu (N/O)NKCu byta mniejsza 0 22,4% (11,54).

W 2017 roku warto§é¢ parametru L wskazuje, ze wszystkie oleje charakteryzujg si¢ ciemng
barwg, w przedziale od 6,28 dla oleju z nasion po dwukrotnej aplikacji nanokoloidu miedzi
w obiekcie (N/O)NKCu do 8,83 w oleju z obicktu kontrolnego. Statystycznie istotne roznice
barwy obserwowano dla oleju otrzymanego z nasion po dwukrotnej aplikacji nanokoloidow
srebra i miedzi (na nasiona oraz ro$liny) w odniesieniu do wartosci barwy oleju z obiektu kon-
trolnego. Wartoéci L™ byly mniejsze o 28,8% dla oleju z nasion z obicktu (N/O)NKAg oraz
0 10,9% z obiektu (N/O)NKCu. Otrzymane dodatnie wartoéci parametru a’, miedzy 3,92 dla
oleju z nasion z obiektu (O)NKCu a 4,83 dla obiektu (O)NKAg, wskazuje rowniez na domiesz-
ke barwy czerwonej w ogdlnej zottej barwie oleju, (dodatnie wartosci b* miedzy 8,04 a 12,44).
Obserwowano statystycznie istotne obnizenia warto$ci parametru b’ we wszystkich wariantach
zastosowania nanokoloidow. Po aplikacji (O)NKAg jego warto$¢ zmalata o 16,5%, a po zasto-
sowaniu nanokoloidu miedzi w obiekcie (O)NKCu o 33,1%. Po dwukrotnej aplikacji nanokolo-
idu srebra w obiekcie (N/O)NKAg parametr b byt mniejszy o 35,4%, a w obickcie (N/O)NKCu
0 14,3%. Wyniki parametru Chrome wykazaly statystycznie istotne obnizenie jego wartosci we
wszystkich wariantach aplikacji nanokoloidow: dla (O)NKAg o 14%, dla (O)NKCu o 30,9%;
dla (N/O)NKAg o 32,5% oraz dla (N/O)NKCu o 13%. Odleglos¢ energetyczna probki AH od
tta, podobnie jak w 2016 roku wskazuje, ze olej w obickcie kontrolnym ma najbardziej inten-
sywny kolor oraz statystycznie istotnie r6zni si¢ barwg od olei otrzymanych z nasion z kazdego
wariantu aplikacji. Warto$ci te miaty warto$¢ mniejsza o 7,2%; 26%; 49,8% oraz 24,5% odpo-
wiednio dla obiektow (O)NKAg, (N/O)NKAg, (O)NKCu i (N/O)NKCu.

Wyniki analizy statystycznej zalezno$ci barwy oleju tloczonego na zimno w obydwu latach
wykazala, ze wystepuje statystycznie istotna roéznica pomiedzy wartoscia parametru L oleju
z obiektu (O)NKCu oraz (N/O)NKAg, a w 2017 roku warto$¢ tego parametru byly wyzsze niz
w roku poprzednim. Stwierdzono tez statystycznie istotne rdznice warto$ci w obydwu latach
tloczenia oleju, dla wskaznika b’, Chrome oraz AH, i podobnej jak wartosé L™ w 2017 roku
w wickszosci przypadkow aplikacji nanokoloidow ich wartosci byty wyzsze od tych w 2016 roku.

Podsumowujac, oleje ze wszystkich obiektéw majg nasycong barwe z6tta jako podstawowa,
z domieszka barwy czerwonej. Moze to oznaczaé, ze wszystkie oleje byly tloczone w fazie
petnej dojrzatosci. Dodatkowo obecno$é barwy czerwonej moze Swiadczy¢ o lekkim stopniu
utlenienia olejow zawierajacych duza ilos¢ chlorofili (przejscie chlorofili w forme feofityny,
ktora ma barwe czerwong).

W tabeli 19 przedstawiono podstawowe czynniki opisujace stabilno$¢ olei wyrazane
mie¢dzy innymi wartos$cig liczby kwasowej (LK), liczby nadtlenkowej (LN) oraz stabilnos$ci
oksydacyjnej. Otrzymane w 2016 roku wartosci stabilnosci oksydacyjnej w obiekcie kon-
trolnym dla czasu indukcji wynosily 4,6 h, a dla czasu normalnego 25,68 h. Analiza wytto-
czonego oleju z surowca uzyskanego po stosowaniu namoczenia nasion oraz opryskaniu
roslin z obiektu (N/O)NKAg wykazata statystycznie istotne wigksza stabilno$¢ oleju niz
stabilnos$¢ oleju w obiekcie kontrolnym, a ktéra wynosita dla czasu indukcji 5,68 h oraz
30,46 h dla czasu normalnego, czyli byly wyzsze kolejno o0 22,9% i 23,49% w poréwnaniu
z obicktem kontrolnym. Po zastosowaniu nanokoloidu miedzi w obiekcie (N/O)NKCu czas
indukcji wynosit 5,7 h, a czas normalny 30,43 h, co stanowito wzrost kolejno o 23,4% oraz
23,37%. W przypadku oleju otrzymanego z nasion, rzepaku z obiektu, w ktorym zastoso-
wano tylko oprysk roslin nanokoloidami, w obiekcie (O)NKAg czas indukcji wzrést do
4,8 h, przyczyniajac si¢ do wzrostu jego stabilnosci o 4,3%, za§ warto$¢ czasu normalnego
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wzrosta do 25,76 h, czyli o 4,43%. Po uzyciu nanokoloidu w obiekcie (O)NKCu wzrdst
czas indukcji oleju 0 9,3% w poréwnaniu z otrzymanym wynikiem w obiekcie kontrolnym.
Statystycznie istotnie zwigkszyla si¢ warto$¢ czasu normalnego stabilnosci oleju o 23,37%.
Zadane stezenia nanoczastek byto stabo dodatnio (R?=0,58) oraz bardzo silnie (R*=0,92)
skorelowany na poziomie istotnosci p<0,05 z czasem indukcji oraz z czasem normalnym w
analizowanych probach oleju.

Warto$¢ LK oleju z obiektu kontrolnego wynosita 1,95 mg KOH-h™', a po aplikacji na-
nokoloidéw wartosci te miescily si¢ w przedziale od 1,92 do 2,79 mg KOH-h™' (tab. 19).
Wystepuja niewielkie roznice wartosci LK z obiektow, w ktorych stosowano NKAg
i NKCu w poréwnaniu z obiektem kontrolnym. Najnizsza warto$§¢ obserwowano w oleju
otrzymanym w obiekcie, w ktorym nasiona i rosliny potraktowano nanokoloidem z obiektu
(N/O)NKCu (mniejsza o 1,6%), a najwyzsza w oleju z nasion z obiektu, w ktoérym rosliny
opryskano (O)NKAg (wigcej o 43,0%). Zadane st¢zenie nanoczastek bylo dodatnio
(R?=0,64) skorelowane na poziomie istotnosci p<0,05 z zawartoscia LK w nasionach rze-
paku.

Otrzymane warto$ci LN w olejach z nasion rzepaku z obiektow z aplikacja nanokoloi-
dow byly zblizone, cho¢ wyzsze niz jej warto$¢ w obiekcie kontrolnym, ktdra wynosita
3,17 mmol O-kg"'. W pozostatych olejach wartos¢ LN byla wyzsza i wynosita w oleju
z ro$lin z obiektu, w ktérym zastosowano tylko oprysk nanokoloidem srebra (O)NKAg
4,72 mmol O-kg”, czyli statystycznie wigcej w odniesieniu do obiektu kontrolnego
0 48,9%. Po aplikacji nanokoloidu miedzi w obiekcie (O)NKCu po oprysku roslin wartos¢
LN wynosita 4,36 mmol O-kg', co stanowilo wartoé¢ statystycznie istotnie wicksza
0 37,5%. Nizsze warto$ci LN obserwowano po dwukrotnej aplikacji obu nanokoloidow do
namoczenia nasion oraz oprysku roslin (N/O). Wykazano réwniez, ze stanowily one warto-
$ci statystycznie istotnie wyzsze dla oleju z obiektu (N/O)NKAg o 35,3% oraz wzrost sta-
tystycznie nieistotny w obiekcie (N/O)NKCu o 3,5%.

W 2017 roku czas indukcji dla obiektu kontrolnego wynosit 5,06 h, a czas normaln
26,90 h. Analiza oleju wytloczonego z nasion po aplikacji nanokoloidow nie wykazata
statystycznie istotnych roznic czasu indukcji olejow, cho¢ obserwowano wzrost ich warto-
$ci w porownaniu z obiektem kontrolnym. Wartosci czasu indukcji byly wyzsze o 3% dla
obiektu (O)NKAg, 0,8% dla obiektu (O)NKCu, o 0,7% dla obiektu (N/O)NKAg oraz o 7%
dla obiektu (N/O)NKCu. Wartosci czasu normalnego we wszystkich wariantach roznity si¢
w niewielkim, i w statystycznie istotnym stopniu od wartosci otrzymanych dla oleju
z obiektu kontrolnego. Nastgpito wydtuzenie czasu ich stabilnosci odpowiednio o 3,3%;
1%; 1,2% oraz o 1%. Zadane stgzenie aplikowanych nanoczastek byly bardzo silnie dodat-
nio (R*=0,93) oraz stabo dodatnio (R’=0,57) skorelowane na poziomie istotnosci p<0,05
z czasem indukcji jak i z czasem normalnym w analizowanych probach oleju.

Warto$é LK dla oleju z obiektu kontrolnego wynosita 1,98 mg KOH-g"', a w olejach
otrzymanych z nasion roslin poddanych zabiegom z uzyciem obu nanokoloidow wartosci
LK byly wicksze i miescily si¢ w przedziale od 2,16 do 2,64 mg KOH-g™.

Warto$¢ LN w oleju z obiektu kontrolnego wynosita 4,01 mmol O-kg™', a w pozostatych
wariantach do$wiadczenia miescila si¢ w przedziale od 3,10 mmol O-kg” do 5,10 mmol
O-kg'. Najwyzsze statycznie istotne zwigkszenie wartosci LN obserwowano po aplikacji
nanokoloidu srebra w postaci oprysku i byta to warto§¢ wyzsza niz w obiekcie kontrolnym
0 48%. W oleju z obiektu (O)NKCu LN byta wyzsza o 37,3%, a z obiektu (N/O)NKAg
wyzsza o0 35,2% niz w obiekcie kontrolnym.
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Analiza statystyczna czynnikoéw poréwnujaca stabilno$¢ oleju z obydwach lat ich wy-
tloczenia w wigkszosci przypadkéw nie wykazata statystycznie istotnych réznic.

Stabilno$¢ oksydacyjna olejow wytloczonych w latach 2016-2017 byla dodatnio
(R?=0,58 oraz R?=0,59) skorelowana na poziomie istotnosci (p<0,05) z zawartoscia sumy
kwasow thuszczowych (SFA, MUFA, PUFA, Omega 3, Omega 6 i Omega 9) w nasionach
rzepaku.

Tabela 19.
Liczba kwasowa, liczba nadtlenkowa oraz czas indukcji olejow
Parametry stabilnosci oleju
Rok Obiekt Stabilno$¢ oksydacyjna LK LN
(h) (mgKOH-g") | (mmol O'kg")
Kontrolny gzz ;”Oi;‘r]]‘gr‘;y 245’,662;)6?3]9AA 1,95+0,01 3,17+0,014
(O)NKAg gzz L‘;ﬂ‘;ﬁy ;5?72:6?255'* 2,560,016 | 4,7240,01ab®
2016 (O)NKCu gzzz ;‘ﬁ‘nk:f;y 257’?35;)6?59? 2,46£0,01b" |  4,36+0,02ab
(NJO)NKAg gzz L‘Lﬂ‘:ﬂ‘w ; 66,22’12,5322 2,7940,01b* | 4,29:0,01ab
(N/O)NKCu SZZ E:)‘i‘r‘nk:frlly g 67,2?2’12,;‘23/: 1,9240,01a" 3,28+0,02¢"
" = A
Kontrola EZZ g‘oﬂ‘:ﬂ‘w 25 é?ggi%gilg 1,98+0,01 4,0440,014
N i ey R
2017 (O)NKCu gzzz ;‘ﬁ‘nk:f;y 2? ;gigz ;22;\ 2,16£0,02b" | 5,10+0,03b°
(N/O)NKAg gzz L‘;ﬂ‘;ﬁy 259’,231%5112; 2,64£0,02b | 4,63+0,02b"
(N/O)NKCu gzz E:)‘i‘r‘nk:frlly ;ég;fé?;:z: 24150016 | 3,10+0,01ac”

Wartoéci $rednie + SD (n=9); a — istotne réznice w stosunku do odpowiedniego obiektu kontrolnego (p<0,05); b, ¢ —
istotne roznice pomiedzy zadanymi stezeniami aplikacji nanokoloidow w kolumnie, ta sama litera w wierszu oznacza
brak istotnosci (p<0,05). A, B —istotne réznice w latach tloczenia oleju a rodzajem zadanego st¢zenia nanokoloidow
W wierszu na wybrane parametry, ta sama litera w wierszu oznacza brak istotno$ci (p<0,05)

Na rysunku 22 zaprezentowano widma ATR-FTIR obiektow - olei wytloczonych z na-
sion rzepaku jarego zebranych z uprawy w 2016 roku (linia czarna ciagla) oraz z uprawy
w 2017 roku (linia szara przerywana).

W panelu A przedstawiono widma dla obiektu kontrolnego (bez aplikacji nanokoloi-
dow), w panelu B — widma dla oleju wytloczonego z nasion roslin, ktére poddano opry-
skowi nanokoloidem srebra (O)NKAg, w panelu C widma dla oleju uzyskanego z nasion
ro$lin, ktore poddano aplikacji opryskowi nanokoloidem miedzi (O)NKCu, w panelu D
z widma dla oleju uzyskane z nasion rzepaku, ktore przed wysiewem namoczono w nano-
koloidzie srebra, a rosliny opryskano nim (N/O)NKAg. W ostatnim panelu E umieszczono
widma dla oleju wytloczonego z nasion rzepaku, ktoére poddano dwukrotnej aplikacji nano-
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koloidu miedzi z obiektu (N/O)NKCu. W tabelach 20 i 21 przedstawiono wszystkie charak-
terystyczne pasma wystgpujace w obiektach oleju wyttoczonego w 2016 roku (tab. 20) oraz
oleju wyttoczonego w 2017 roku (tab. 21) oraz przypisano odpowiednim pasmom drgania
konkretnych grup funkcyjnych.

W tabelach 20 i 21 przedstawiono réwniez w indeksach dolnych natezenie obserwowa-
nych pasm w typowych widmach w rejonie podczerwieni IR. Przyporzadkowanie w tym
przypadku widm odpowiadajacych drganiom rozciggajacym w widmach w podczerwieni
tego rodzaju probek jest zazwyczaj tatwiejsze niz przyporzadkowanie pasm odpowiadaja-
cych drganiom deformacyjnym. Jest to czgsto spowodowane pokrywaniem si¢ pasm odpo-
wiedzialnych za drgania tego typu. W przedstawionych widmach absorpcji wybranych do
badan probek oleju obserwuje si¢ drgania grupy metylenowej, potozone w zakresie spek-
tralnym od 1350 do 1150 cm™. Sa to w tym przypadku drgania rozciagajace, pochodzace
z drgan grupy -C-H zwiazanej z grupa -CH; (zazwyczaj okoto 1350-1360 cm™, w analizo-
wanych probkach okoto 1350-1353 cm™) oraz drgan deformacyjnych w tej grupie
(~1160 cm™, w analizowanych probach 1159-1161 cm™). Rozciagajace drgania wigzania
estrowego v(C-0O) skladajg si¢ z dwoch potaczonych drgan asymetrycznych, sg to drgania
grupy C-C(=0)-0 oraz O-C-C. Pasma te wystepuja w regionie pomi¢dzy 1300 C-C(=0)-O,
w analizowanych probach okoto 1280 cm™, jako podbudowanie pasma z maksimum przy
1236-1238 cm™ oraz okoto 1000 cm™ (w niniejszych badaniach 1029 do 1031 cm™ dla tej
kombinacji grup). Pasma zwigzane z estrami nasyconymi C-C(=0)-O wystepuja mi¢dzy
1240 a 1160 cm™ (w tym przypadku oleju z nasion rzepaku jarego okoto 1236-1238 cm™).
Nastepne kolejne dwa pasma zaprezentowane w tabelach 20 i 21 oraz na rysunku 22 moga
sprawia¢ niewielkie trudnosci w ich odpowiednim rozpoznaniu: jedno — to pasmo z mak-
simum przy okoto 1416-1418 ¢cm’, a drugie z maksimum przy okoto 1320 cm™ (raczej
poszerzenie pasma — rys. 22, zarowno dla oleju wyttoczonego w 2016, jak i 2017 roku).
Pierwsza grupa drgan z maksimum okoto 1416-1418 cm™ (w zaleznosci od probki oleju,
rys. 22) moze zosta¢ przypisana do drgan grup metylowych w alifatycznych tancuchach
wybranych do badan oleiu. Druga grupa pasm (tzn. poszerzenie pasma) z maksimum okoto
1320 em™ (w przypadku wszystkich probek) jest obserwowana jednocze$nie z pasmami
z maksimum okoto 966-968 i 912-914 ¢cm™'. Zauwazono, ze pasmo okoto 912-914 cm’
(w zalezno$ci od analizowanych probek), ktore pojawia si¢ we wszystkich probkach oleju,
jest zwigzane z drganiami rozciggajacymi cis-podstawionych grup olefinowych oraz moze
by¢ powiazane z drganiami grupy winylowe;.

Wybrane do badan prébki oleju maja dos¢ podobne widma w obszarze podczerwieni,
jednakze na uwagg zastuguje fakt, ze w zaleznoéci od sposobu wybranej zadanego stezenia
nanokoloidow wykazuja jednak znaczne roéznice w nat¢zeniu odpowiednich pasm oraz
w ich dokladnej czestotliwosci (cho¢ nie sa to duze przesunigcia), w ktdrej obserwuje si¢
maksymalng absorbancje w kazdym z poszczegélnych przypadkéw. Ma to wyrazny zwia-
zek z odmiennym sposobem aplikacji NKAg lub NKCu. Zdecydowanie rézng intensyw-
no$¢ pasm obserwuje si¢ w przypadku olejow z nasion rzepaku ze zbioru w 2016 roku,
nieco wigkszg intensywno$¢ pasm praktycznie dla kazdego sposobu aplikacji. Ponadto,
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w celu latwiejszej interpretacji widm oraz lepszej ich prezentacji, wszystkie widma zostaty
przedstawione w osobnych panelach oraz nie zostaty tez unormowane w celu uwydatnienia
réznic w ich intensywnosciach.

Obok pasma charakterystycznego dla drgan grupy karbonylowej (z maksimum przy
okoto 1744-1743 cm™) w estrach wystepuje po stronie mniejszych liczb falowych podbu-
dowanie z maksimum okoto 1710-1712 cm’, odpowiadajace rowniez drganiom grupy
karbonylowej, lecz wystgpujacej w grupach kwasowych badanych prébkach oleju. Bardzo
charakterystyczny obszar obejmuje réwniez drgania z maksimum przy 1461-1463 cm’
pochodzace od drgan deformacyjnych grup -C-H w grupach -CH, i -CHj; (drgania zginaja-
ce). Warto rowniez wspomnieé o drganiach z obszaru od 900 do 650 cm™, ktore reprezen-
tuja charakterystyczne drgania deformacyjne nalezace do grup -HC=CH- (konformacja cis-,
poza ptaszczyzng) oraz drgania kotyszace tych grup (8(-(CH,)n- i -HC=CH- (cis -)).

Przechodzac do drgan z zakresu wigkszych liczb falowych, nalezy wymieni¢ bardzo
znaczace drgania rozciagajace =C-H (transformacji frans-) z maksimum przy okoto 3063-
3064 cm™' (tab. 20) (na rys. 22 o bardzo malej intensywnosci). Z kolei dla drgan rozciagaja-
cych =C-H konfiguracji cis-bardzo charakterystyczne, a zarazem intensywne drgania
z maksimum przy okoto 3007/8 cm™ (rys. 22 oraz tab. 20 i 21). Drgania z maksimum przy
okoto 2952/5, 2922/4 oraz 2852/3 cm™ pochodza kolejno od drgan rozciggajacych —C-H
w grupach -CHj;, -CH, nalezacych do alifatycznych grup w trigricerydach.

W widmach badanych probek olei wyttoczonych z nasion rzepaku w latach uprawy
2016-2017 z obiektow z aplikacja nanokoloidow (rys. 22) zaznaczaja si¢ wyrazne roznice
w ksztalcie pasm z obszaru 1780 — 1670 cm™. W wickszosci badanych probek wyraznie
mozna zaobserwowac¢ lekkie podbudowanie pasma przy 1743/4 cm™ (odpowiedzialnego za
drgania grupy C=0, co opisano powyzej) po stronie nizszych liczb falowych, z wyraznym
maksimum przy okoto 1710-1712 cm™ (Bendini i in., 2007), ktére mozna przypisa¢ row-
niez tworzeniu si¢ wigzania wodorowego migdzy grupami C=OH-O-H (w badanych prob-
kach). Jednoczesnie z pojawieniem si¢ pasma przy 1710-1712 cm™ widaé wyrazny wzrost
intensywnosci pasm przy okolo 1350-1353, 721-723 cm (Yang i Irudayaraj, 2001;
Guilléni, in., 2003), ktore mozna réwniez przypisa¢ drganiom rozciagajacym w grupach C-
O oraz C-C (opisywanych powyzej). Ponadto obszar pomiedzy 1100-1300 cm™ odpowiada
rowniez drganiom rozciggajacym grupy C-O, lecz wykazuje on niewielkie zmiany
w badanych probkach olei niezaleznie od sposobu aplikacji. Zmiany w widmach bardzo
dobrze koreluja ze zmianami w profilu kwasow tluszczowych zaprezentowanymi w tabe-
lach 11 1 12. Warto ponadto zwrdci¢ uwage na bardzo wazny fakt — pomimo iz nie mozna
dostrzec znaczacych réznic w przesuni¢ciach pasm w widmach ATR-FTIR analizowanych
obicktow - oleji, to obserwuje si¢ zmiany w ich intensywnos$ciach, w przypadku obydwu
latach tloczenia dotyczace sposobu aplikacji, jak réwniez pomigdzy uzyskanymi w obiek-
tach latach.
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Rys. 22. Widma ATR-FTIR dla wybranych probek olei wytloczonych z nasion rzepaku jare-

go z uprawy w 2016 roku (linia czarna ciggta) oraz 2017 (linia szara przerywana). Pa-
nel A — kontrola, panel B — z zastosowaniem oprysku (O)NKAg, panel C — z zastosowa-

niem oprysku (O)NKCu, panel D — z zastosowaniem dwukrotnej aplikacji (N/O)NKAg,
panel E — z zastosowaniem dwukrotnej aplikacji (N/O)NKCu. Widma w zakresie spek-

tralnym od 590 do 4000 cm’™.
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Tabela 20.

Polozenie maksiméw pasm absorpcyjnych w zakresie spektralnym od 4000 do 590 cm™
wraz z przyporzqgdkowaniem odpowiednich drgan dla oleju wytloczonego z nasion rzepaku
zuprawy w 2016 roku poddanych aplikacji nanokoloidow srebra oraz miedzi

ATR-FTIR
Potozenie maksimum (cm l) Rodzaje i pochodzenie drgan
Kontrola | (O)NKAg | (O)NKCu | (NJO)NKAg | (NO)NKCu
3477 3472 3476 3479 3476 -C=0,, (overtone)
3063 3063 3065 3063 3064 and v(=C-H,,, trans-)
3007 3007 3008 3008 3008 v(=C-H,, cis-)
2952 2954 2952 2954 2955 Vas(-C-Hyg, -CH,)
2924 2922 2922 2922 2923 i
vy(-C-H,g, -CH,) (alifatyczne
2853 2852 2853 2853 2853 orupy w trigricerydach)
2731 2730 2729 2731 2734 -C=0,,, (rezonans Fermiego)
2679 2680 2680 2680 2681 w
1743 1744 1744 1743 1743 v(-C=0,4) W esterach
1712 1710 1710 1710 1710 v(-C=0,,,) w kwasach
1655 1653 1655 1654 1654 Vyw(-C=C-, cis-)
1462 1462 1461 1462 1463 Byu(-C-H) w -CH, i w grupach -
CHj;, deformacyjne (nozycowe)
1417 1416 1418 1417 1418 Vou(-C-H, cis-) deformacyjne
(wahadtowe)
1400 1401 1400 1400 1400
1377 1378 1377 1377 1377 Var.m, vl -C-H, -CHy)
oraz deformacyjne
1350 1352 1353 1352 1351
1320 1320 1320 1320 1320 dm(-C-H, -CHz)
1238 1237 1237 1236 1237 Vin(-C-0O) lub 3,,,(-CH,-)
1159 1160 1160 1161 1161 Vg(-C-0) or 84(-CH,-)
1119 1120 1120 1121 1120 Vin(-C-0)
1096 1097 1097 1097 1096
1029 1030 1030 1030 1031 Vmn(-C-0)
966 968 966 964 966 Ow(-HC=CH-, trans-)
914 913 914 912 912 deformacyjne poza ptaszczyzng
368 368 868 868 866 Bw(-HC=CH-, cis-)
deformacyjne poza plaszczyzng
852 856 852 850 850 8(-(CH,),- i ~HC=CH- (cis-)
722 721 722 723 721 deformacyjne (wahadtowe)

v —rozciagajace, § — deformacyjne, s — symetryczne, as — asymetryczne, st — silne, vst —bardzo silne, w — stabe
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Tabela 21.

Polozenie maksiméw pasm absorpcyjnych w zakresie spektralnym od 4000 do 590 cm™
wraz z przyporzqgdkowaniem odpowiednich drgan dla oleju wytloczonego z nasion rzepaku
w roku uprawy 2017 poddanych aplikacji nanokoloidow srebra oraz miedzi

ATR-FTIR
Potozenie maksimum (cm‘l) Rodzaje i pochodzenie drgan
Kontrola | (O)NKAg | (O)NKCu | (N/O)NKAg (N/O)NKCu
3477 3472 3476 3479 3476 -C=0,, (overtone)
3063 3063 3065 3063 3064 and v(=C-H,,, trans-)
3007 3007 3008 3008 3008 v(=C-H, cis-)
2952 2954 2952 2954 2955 Vas(-C-Hyg, -CH,)
2924 2922 2922 2922 2923 i
vy(-C-Hyg, -CHy,) (alifatyczne
2853 2852 2853 2853 2853 grupy w trigricerydach)
2731 2730 2729 2731 2734 -C=0, (rezonans Fermiego)
2679 2680 2680 2680 2681 s
1743 1743 1744 1743 1743 v(-C=0,4) W esterach
1712 1710 1710 1710 1710 v(-C=0,,,) W kwasach
1655 1655 1654 1655 1654 Vyw(-C=C-, cis-)
Syw(-C-H) w -CH, i w gru-
1462 1461 1460 1462 1463 pach -CHj;, deformacyjne
(nozycowe)
Vow(-C-H, cis-) deformacyjne
1417 1416 1418 1417 1418 ( (waha)(ﬂowe) M
1400 1401 1400 1400 1400
1377 1375 1377 1377 1377 Vas.m, v -C-H, -CHy) oraz
deformacyjne
1350 1352 1353 1352 1351
1320 1320 1320 1320 1320 Sm(-C-H, -CH3)
1238 1237 1237 1236 1237 Vin(-C-0O) lub ,,(-CH,-)
1159 1160 1160 1161 1161 vg(-C-0) or 8y(-CH,-)
1119 1120 1120 1121 1120 Vin(-C-O)
1096 1097 1097 1097 1096
1029 1030 1030 1030 1031 Vmaw(-C-0)
966 968 966 964 966 3, (-HC=CH-, trans-) defor-
914 913 914 912 912 macyjne poza plaszczyzng
868 868 868 868 866 Syn(-HC=CH, cis-) deforma-
cyjne poza plaszczyzng
852 856 852 850 850 8(-(CH,),- i ~HC=CH- (cis-)
722 721 722 723 721 deformacyjne (wahadlowe)

v —rozciagajace, § — deformacyjne, s — symetryczne, as — asymetryczne, st — silne, vst —bardzo silne, w — stabe
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7. DYSKUSJA

W przedstawionej pracy podj¢to probg oceny migdzy innymi przydatno$ci nanokoloi-
dow metali srebra oraz miedzi do uszlachetniania (zaprawiania) nasion rzepaku jarego.
Proces kietkowania nasion i analizy dtugosci korzeni jest szybkim i powszechnie stosowa-
nym testem fitotoksycznosci dzigki czultosci, prostocie, niskim kosztom i przydatnosci
oceny zastosowanych substancji chemicznych (Abdel-Azeem i Elsayed, 2013).

Poddanie nasion rzepaku jarego aplikacji nanokoloidu srebra (N/N)NKAg skutkowato
poprawa energii i zdolnos$ci kietkowania nasion. Po aplikacji nanokoloidu miedzi
(N/N)NKCu tylko dwa nizsze stezenia (50 i 100 cm®-dm™) spowodowaly poprawe energii
oraz zdolnosci kietkowania nasion rzepaku jarego. Przy stezeniu 150 cm®-dm™ odnotowano
niewielkie ostabienie o 0,66% zdolnosci kietkowania nasion oraz o 1,03% energii kietko-
wania. Przyczyna ograniczenia energii i zdolno$ci kietkowania nasion mogto by¢ zaktoce-
nie rbwnowagi enzymatycznej roslin na skutek wywotania stresu oksydacyjnego przy wy-
sokim stezeniu nanokoloidu miedzi.

Doswiadczenia wielu autorow dowodza, ze efekty przedsiewnej stymulacji (zaprawia-
nia) nasion nanoczastkami zaleza od rodzaju ro$liny, zastosowanych nanoczastek, ilosci
(stgzenia), warunkoéw eksperymentu (np.: temperatury) oraz czasu trwania doswiadczenia
(Coutris i in., 2012; Joshi in., 2012; Singha i Kumara, 2015; Taran i in., 2016). Otrzymane
wyniki po aplikacji nanoczastek srebra i miedzi na nasiona w wielu publikacjach sa
sprzeczne. Badania wplywu nanoczastek metali (Au, Cu) na kietkowanie nasion sataty
(Shah i Belozerova, 2009) wskazuja, ze nanoczastki (Cu w wyzszych st¢zeniach i kombi-
nacji Au i Cu) mialy pozytywny wplyw na kietkowanie tych nasion, mierzony jako stosu-
nek dlugosci pedow do korzeni oraz ogdlnego wzrostu siewki. Wyniki uzyskane w bada-
niach wlasnych sga porownywalne z otrzymanymi przez Tomacheska i in. (2017), ktorzy po
aplikacji nanoczastek srebra na nasiona owsa i rzodkiewki obserwowali rowniez zwigksze-
nie zdolnosci kietkowania nasion. Natomiast wyniki badania zdolnosci kietkowania nasion
przeprowadzone przez Krishnaraja i in. (2012) wyraznie ujawnily, ze nanosrebro AgNC
w roznych stezeniach (0,01; 0,1; 10; 100 mg-kg™) nie spowodowaly polepszenia zdolnosci
kielkowania nasion kasztanowca (Bacopa monnieri). Natomiast Hruby i in. (2002) uznali, ze
aplikacja AgNC w stezeniu od 500 do 5000 mg-kg™ okazata sie toksyczna dla nasion po-
midoréw. Badania przeprowadzone przez Singha i Kumara (2015) wykazaty, ze uzyte
nanoczastki srebra charakteryzowaly si¢ mniejsza toksycznoscig dla roslin niz ich jony Ag".

W niniejszej pracy zastosowanie nanokoloidow srebra lub miedzi jako zaprawy do na-
sion, przyczynito si¢ do wzrostu dlugosci pedow, jak i dtugosci korzonkow u siewek rzepa-
ku jarego. W obu wariantach uzytych nanokoloidéw wzrost ten nastgpit przy kazdym roz-
patrywanym stezeniu. Po aplikacji nanokoloidu srebra w serii (N/N)NKAg najwigkszy
1 statystycznie istotny wzrost dlugosci pedu i korzeni odnotowano po zastosowaniu stezeniu
150 cm’-dm™. Podobna zaleznoé¢ obserwowano po aplikacji nanokoloidu miedzi w obiek-
cie (N/N)NKCu, jednak przyrost ten nie byt tak znaczacy jak w przypadku aplikacji NKAg.

Zastosowanie nanoczastek srebra, jak i miedzi ma zar6wno pozytywny, jak i negatywny
wplyw na wydtuzenie korzeni w zaleznosci od gatunkow roslin (Gruyer i in., 2013).

Judy i in. (2015) oraz Mustafe i in. (2015), w przeprowadzonych analizach wykazali
poprawe wzrostu masy w roéznych rozpatrywanych gatunkach roslin. Aplikacja AgNC
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wptynela korzystnie na wzrost soi uprawianej na terenach powodziowych (Mustafa i in.,
2015). Uzyskane wyniki wykazaly zwigkszenie masy rosliny po aplikacji nanoczastek
o rozmiarze 15 nm i stgzeniu 2 ppm. W swoich badaniach Syu i in. (2014) wykazali, ze
aplikacja AgNC moze spowodowa¢ tworzenia RFT, lecz to nie przeszkadza w dalszym
wzroscie hodowanych roslin. Aplikacja tych nanoczastek stymuluje wzrost masy korzeni
oraz prowadzi do zwigkszenia akumulacji bialek zwigzanych z cyklem komoérkowym, bio-
genezg chloroplastu i metabolizmem weglowodanéw. Wedlug Almutairi i Alharbi (2015)
aplikacja AgNC na nasiona arbuza i cukinii wptyneta pozytywnie na dtugos¢ ich korzeni.
Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzili, ze znaczne wydtuzenie korzeni u arbuza
miato miejsce przy wickszym stezeniu AgNC wynoszacym 2 mg-ml” (11,4 cm), a u cukinii
po aplikacji dawki 0,5 mg-ml™" (14,48 cm). Natomiast do$wiadczenie Farghaly i Nafady
(2015), polegajace na moczeniu ziaren pszenicy w roztworze AgNC o stezeniu 100 mg-dm’

i pozostawieniu ich do wzrostu przez 35 dni (stadium wegetatywne) spowodowato
zmniejszenie dlugosci pedéw i korzeni w poréwnaniu z obiektem kontrolnym. Salama
(2012) poinformowal, ze aplikacja AgNC w stezeniu: 20, 40 i 60 ppm przyczynita si¢ do
statystycznie istotnego wydluzenia pedow i korzeni badanych ro$lin (fasoli zwyczajnej
i kukurydzy), ale stezenie 80 1 100 ppm spowodowato statystycznie istotne hamowanie ich
dlugosci. Doswiadczenie przeprowadzone przez Pradhang i in. (2015) udowodnito, Ze
zastosowanie nanoczgstek miedzi CuNC w roznych stezeniach (0,05; 0,1; 0,5; 1 oraz
2 mg-dm™) na nasiona fasoli spowodowato wzrost dtugosci korzenia i pedow rolin.

Analiza aktywnos$ci enzymoéw antyoksydacyjnych wykazala u ro$lin rzepaku jarego
poddanych dziataniu nanoczastek metali (srebra i miedzi) powstanie zaktdcen réwnowagi
pomiedzy utleniaczami a przeciwutleniaczami, powodujac reakcje utlenienia, czyli stres
oksydacyjny majacy zwigzek ze zwickszeniem zawartosci biatka rozpuszczalnego w 22
i 29 dniu wzrostu roslin po aplikacji NKAg oraz NKCu. Farghaly i Nafady (2015) stwier-
dzity, ze aplikacja AgNC powodowata znaczng akumulacje rozpuszczalnych biatek w li-
$ciach pomidora oraz spowodowata nieistotne zahamowanie wzrostu lisci pszenicy. Salama
(2012) zaobserwowal, ze aplikacja AgNC w stezeniu: 20, 40 i 60 ppm powodowala zwigk-
szenie zawartosci biatka w badanych roslinach uprawnych. Stwierdzili, ze zwigkszenie
zawartosci biatka po aplikacji AgNC w pewnym stezeniu sugeruje optymalng dawke
wspomagajaca wzrost roslin kukurydzy. Zmniejszenie zawartosci biatka poza tym stgze-
niem sugeruje toksyczny wptyw AgNC na rosliny. Wedlug Rena i in. (2011), wzrost zawar-
tosci biatka rozpuszczalnego w lisciach jest silnie skorelowany z zawartoscia chlorofilu
w lisciach roslin. Wraz ze zwickszeniem zawarto$ci chlorofilu nastepuje wzrost intensyw-
nosci fotosyntezy roslin, co powoduje gromadzenie si¢ rozpuszczalnego biatka. Badania
Ghanatiego i Bakhtiariana (2013) wykazaty, ze aplikacja nanoczastek srebra na rosliny
powoduje uszkodzenie membran roslin oraz znaczny wzrost poziomu nadtlenkowania lipi-
dow membranowych wraz ze wzrostem stezenia aplikowanych roztworow AgNC.

Aktywno$¢ SOD po aplikacji obu nanokoloidow ulegta zmniejszeniu w 22 i 29 dniu
wzrostu w wariancie (O)NKAg oraz tylko w 22 dniu wzrostu roslin w wariancie (O)NKCu.
W 29 dniu wzrostu roslin nastgpito wzmocnienie aktywno$ci dysmutazy nadtlenkowe;.
Obnizenie aktywnosci SOD w tkankach fotosyntetyzujacych roslin po aplikacji nanokoloi-
du srebra i miedzi we wczesnym etapie wzrostu rzepaku hamuje aktywnos¢ SOD. Jest to
zjawisko bardzo niekorzystne, gdyz swiadczy o mniejszej zdolnosci roslin do neutralizacji
anionorodnikéw ponadtlenkowych, ktére powoduja wystapienie stresu oksydacyjnego.
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Bardziej podatne na stres stajg si¢ takze chloroplasty, co przeklada si¢ na zmiane syntezy
weglowodanoéw, a wiec i na wzrost roslin. Pradhan i in. (2015) w swoich badaniach nie
stwierdzili znacznych roéznic w aktywnos$ci enzymatycznej SOD w odniesieniu do obiektow
kontrolnych po aplikacji CuNC.

Aktywnos¢ APX wzrosta w 22 i 29 dniu wzrostu roslin we wszystkich rozpatrywanych
stezeniach w wariancie (O)NKAg, natomiast w wariancie (O)NKCu nastgpito zwigkszenie
jej aktywnosci tylko w 22 dniu wzrostu ro$lin przy stezeniu 50 cm’-dm™ oraz w 29 dniu
wzrostu we wszystkich trzech zastosowanych st¢zeniach. Mozna zatem przypuszczaé, ze
aktywnos¢ APX w roélinach z obiektu kontrolnego w miar¢ wzrostu roslin nieznacznie
maleje, co moze by¢ zwigzane z rozwojem ich lisci, natomiast u roslin poddanych stresowi
powodowanemu przez metale srebra przyczynia si¢ do silnej stymulacji enzymu. Aplikacja
nanokoloidu miedzi w wyzszych stezeniach we wczesnym stadium wzrostu roslin powodu-
je inhibicje APX, po czym w dalszej fazie rozwoju powoduje jej stymulacje. Jest bardzo
prawdopodobne, ze enzym ten odgrywa wazng role we wezesnym stadium wzrostu zalezne
od czynnika stresujacego rosling. Natomiast gdy dziatanie stresora nie ustaje, ich udziat
w reakcji obronnej wzrasta.

Aktywnos¢ CAT zwigkszyta si¢ tylko w 22 dniu wzrostu roslin po aplikacji nanokoloi-
déw w wariantach (O)NKAg i (O)NKCu w stezeniu 50 i 150 cm’-dm™. Po czym w przy-
padku aplikacji NKAg w 29 dniu wzrostu roslin aktywnos¢ CAT zmalala do poziomu
w obickcie kontrolnym. Moze to $wiadczy¢ o znacznym udziale CAT w obronie roslin
przed nadmiarem H,0, we wczesnym etapie odpowiedzi rzepaku na znaczne ilosci srebra
lub miedzi. Przyjmuje sig, ze jesli dziatanie czynnika stresujacego nie ustaje, mechanizm
obronny determinowany przez CAT stopniowo zatamuje sie.

Aktywno$¢ GR w liSciach rzepaku wzrosta w 29 dniu zycia roslin po dolistnej aplikacji
NKAg w stezeniu 100 i 150 cm’-dm™ oraz w 22 dniu po aplikacji NKCu w stezeniu 150
em’-dm™ oraz w 29 dniu wzrostu roslin po aplikacji NKCu w stezeniu 50 i 150 cm®-dm™.
Reduktaza glutationowa jest enzymem uczestniczgcym w reakcji redoks komorki 1 utrzy-
mujagcym pule zredukowanego glutationu w stosunku do jego utlenionej formy
(GSH/GSSG) na bezpiecznym poziomie. Zaktdcenia i stres wywolany aplikacja nanocza-
stek metali przez obnizenie aktywnosci GR moze wplywaé na stan redoks, przesuwajac
rownowage w strong warunkéw bardziej utleniajacych. Zjawisko to z kolei wigze si¢
z zakloceniem rownowagi i wystapieniem stresu oksydacyjnego. Aktywnos¢ GR wzrosta
po zastosowaniu niektorych stezen w 29 dniu zycia roslin, co moze wskazywac na rol¢ tego
enzymu w utrzymaniu rownowagi na pozniejszym etapie i w zaleznosci od aplikowanego
metalu czy tez stgzenia nanokoloidu.

Aktywnos$¢ GPX wzrosta w 22 dniu zycia rosli po dolistnej aplikacji NKAg w stezeniu
50 cm’-dm” oraz nieznacznie w 29 dniu wzrostu roslin rzepaku przy stezeniu 50 i 100
cm’-dm™. Po aplikacji NKCu w stezeniu 50 cm’-dm™ w 22 dniu obserwowano nieznaczne
pobudzenie tej aktywno$ci. GPX jest enzymem dziatajacym w $cianie komorkowej i prze-
strzeniach apoplastu roslin (Asada, 1997). Silna jego aktywacja lub inhibicja w li§ciach
moze $wiadczy¢ o zwigkszeniu ilosci nadtlenku wodoru w apoplascie na skutek dziatania
duzej dawki metali. Ze zwigkszeniem aktywnosci GPX, nasileniu ulegaja procesy lignifika-
cji w pedach (Gill i Tuteja, 2010), co mogtoby tlumaczy¢ zwigkszenie si¢ plonu §wiezej
i suchej masy roélin po aplikacji NKAg w stezeniu 50 cm’-dm™.

Rosliny rzepaku poddane opryskowi NKAg i NKCu wykazaty niewielka aktywnos¢ pe-
roksydacji lipidéw (LPO), cho¢ obserwowano statystycznie istotny wzrost w 22 dniu zycia
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roslin po zastosowaniu NKAg w stezeniu 100 cm®-dm™ i w 29 dniu wzrostu przy stezeniu
100 i 150 cm’-dm™. Po aplikacji nalistnej NKCu w stezeniu 50 i 150 cm’-dm™ nieznaczny
wzrost aktywnosci LPO obserwowano w 22 dniu wzrostu roslin oraz w 29 dniu, gdy st¢ze-
nie wynosito 50 cm®-dm™.

Aktywnos¢ anty-ABTS wzrosta po nalistnej aplikacji NKAg w 22 dniu, gdy stezenie
wynosito 50 1 150 cm®-dm>. W wyniku zastosowania oprysku NKCu zwickszenie aktyw-
nosci obserwowano w 22 dniu wzrostu roslin przy stezeniu 150 cm’-dm™ oraz w 29 dniu
zycia roslin przy stezeniu 50 cm’-dm>. Obnizenie lub podwyzszenie aktywnosci anty-
ABTS w czasie trwania zaklocen réwnowagi czy stresu moze by¢ bezposrednio zwigzane
ze wzrastajaca lub malejaca w tym samym czasie aktywnoscia GPX. To GPX usuwajac
nadmiar H,O, przyczynia si¢ do zmiany réwnowagi roznych elementow aparatu antyoksy-
dacyjnego, gdyz moze wykorzystywac jako substraty rézne niskoczasteczkowe zwiazki
fenolowe, ktorych obecno$¢ w komorce sklada si¢ na ogélng odpowiedz antyoksydacyjna
i antyrodnikowa (Gill i Tuteja, 2010).

Oprysk roslin NKAg przyczynit si¢ do wzrostu masy roslin w 22 dniu ich wzrostu po
jego aplikacji w stezeniu 50 oraz 100 cm’-dm™. Plon suchej masy utrzymat si¢ na rownym
poziomie z uzyskanym w obiekcie kontrolnym. W 29 dniu Zycia roslin aplikacja nanokolo-
idu w stezeniu 50 i 150 cm®-dm™ przyczynita si¢ do wzrostu ich masy. Oprysk NKCu przy-
czynit si¢ do wzrostu plonu $wiezej masy roélin w stezeniu 50 cm®-dm™. Zawartoé suchej
masy zmienita si¢ analogicznie jak plon §wiezej masy, czyli najwyzsza jej wartos¢ odnoto-
wano po aplikacji na rosliny nanokoloidu miedzi w stezeniu 50 cm®-dm™. W 29 dniu wege-
tacji nastapilo zahamowanie wzrostu roslin po aplikacji nanokoloidow we wszystkich ste-
zeniach.

W wielu badaniach wykazano fitotoksyczno$¢ nanoczastek (NC) spowodowang wytwa-
rzaniem reaktywnych form tlenu (RFT), ktére powoduja zaktdcenia, a w rezultacie stres
oksydacyjny, reakcje nadtlenkowe lipidow, biatka i uszkodzenia DNA w ros$linach (Arruda
iin., 2015; Ma i in., 2015). Poniewaz rosliny pobierajg nanoczastki o réznych rozmiarach,
przemieszczaja je 1 gromadza w réznych czeéciach ro$liny, ich obecnos¢ w ekosystemie
zwigkszyta si¢ (Monica i Cremonini, 2009).

Dostepne sg liczne badania, ktére wykazuja bezposredni wptyw NC na enzymatyczne
oddzialywanie zwiazkéw antyoksydacyjnych (Mohammadi i in., 2014; Rico i in., 2015;
Tripathi i in., 2016). W rzeczywisto$ci badania te wskazujg na nierownomierne i nieko-
rzystne oddziatywanie nanoczastek na aktywno$¢ enzymatycznych mechanizméw obron-
nych. Badania przeprowadzone przez Taran i in. (2016), z wykorzystaniem migdzy innymi
nanokoloidéw Ag i Cu o stezeniu 120 i 240 mg-dm™ wykazaly, ze namoczenie nasion
przed wysiewem w nanokoloidach o stezeniu 120 mg-dm™ przyczynito si¢ do zwickszenia
o 12% zawartosci TBARS/LPO w tkankach fotosyntetycznych roslin, za$ stgzenie 240
mg-dm™ spowodowato zmniejszenie TBARS/LPO o 19%. Aktywno$¢ CAT zmalata pod
wpltywem obu stezen. Aktywno$é SOD wzrosta po aplikacji nanoczastek w stezeniu 120
mg-dm™, a zmniejszyta si¢ przy stezeniu 240 mg-dm™.

Lei i in. (2008) wykazali, ze nanoczastki tlenku tytanu (TiO,-A-NC) poprawily aktyw-
no$¢ SOD, CAT, APX i GPX w szpinaku. Podobnie Song i in. (2012) donoszg o zwigkszo-
nej aktywnosci GPX, SOD i1 CAT w rzgsie drobnej (Lemna minor). W przeciwienstwie do
tego, Foltete 1 in. (2011) wykazali, ograniczona aktywnos¢ GR i APX w bobie (Vicia faba
L). Dlatego trudno jest wykaza¢ pozytywny lub negatywny wpltyw NC na aktywnos$¢ roz-
nych enzymow.
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Mechanizmy obronne roslin (APX i SOD), pomagaja zlagodzi¢ stres oksydacyjny
wywotywany przez aplikacje nono tlenkéw miedzi CuONC. SOD i APX s3g kluczowymi
enzymami zaangazowanymi w metabolizowanie reaktywnych form tlenu (RFT) (Caverzan
iin., 2012). Obserwowany wzrost aktywnosci SOD i APX w przeprowadzonym doswiad-
czeniu (Da Costa i Sharma, 2016) moze w pewnym stopniu ztagodzi¢ efekt oksydacyjny.
Doswiadczenie przeprowadzone przez Shawa i Hossaina (2013) wykazalo wzmozone dzia-
fanie APX i glutationu (GR) w sadzonkach ryzu w wyniku aplikacji CuONC na nasiona.
Inni autorzy wykazali, ze zadane st¢zenie CuNC przyczynia si¢ do zwickszenia ekspresji
APX, SOD i innych enzymatycznych przeciwutleniaczy w roslinach (Inz¢é i van Montagu,
1995; Yoshimura i in., 2000). Doswiadczenie przeprowadzone przez Da Cost¢ i Sharme
(2016) wykazato rowniez, ze po aplikacji CuONC na nasionach ryzu nast¢puje ekspresja
gendéw enzymatycznych przeciwutleniaczy, takich jak peroksydazy askorbinianowej (APX)
i dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), ktora ro$nie wraz ze wzrostem stgzenia CuONC. Ak-
tywnos¢ APX uwidocznita trzykrotny wzrost ekspresji przy stezeniu 10 mg-dm™. Przy
stezeniu CuONC 1000 mg-dm™ poziom ekspresji genéw APX byt podobny do notowanego
w obiekcie kontrolnym. Poziom ekspresji SOD wzrost 1,5-krotnie przy stezeniu CutONC 50
mg-dm™ i podwoit si¢ przy stezeniu 100 mg-dm™> w poréwnaniu z obiektem kontrolnym.
Aplikacja CuONC w stezeniu 1000 mg-dm™ wykazata znaczaco nizszy poziom ekspresji
SOD w poréwnaniu z obiektem kontrolnym.

Analiza eksperymentu przeprowadzonego przez Farghaly i Nafady (2015), uwzglednia-
jaca aplikacje nanosrebra (AgNC) na rosliny pomidora, wykazala nieznaczne zwigkszenie
aktywnosci katalazy (CAT) w jego lisciach, ktora odgrywa glowna role w zapewnieniu
ochrony przed uszkodzeniami utleniajagcymi w roslinach narazonych na dziatanie nanoczg-
stek srebra. Trujillo-Reyes i in. (2014) stwierdzili, ze w korzeniu sataty wystawionej na
dziatanie Cu/CuONC wzrasta aktywno$¢ katalazy (CAT), podczas gdy aktywnos¢ peroksy-
dazy askorbinianowej (APX) zmniejszyta si¢, natomiast w lisciach pszenicy odnotowano
odwrotng tendencje, zmniejszenie aktywnosci CAT a zwigckszenie APX. Krishnaraj i in.
(2012) uwazaja, ze CAT to jeden z enzymow nalezacy do grupy zapewniajacych ochrong
roslinom przed uszkodzeniem oksydacyjnym. W swoich badaniach Krishnaraj i in. (2012)
stwierdzili, ze duza aktywno$é CAT (okoto 160 pmol min™-mg™ biatka) w lisciach Bacopa
monnieri L. poddanych opryskowi nanosrebrem wystapita do 10 dnia dos$wiadczenia.
Po uptywie 10 dni, ekspansja AgNC w liSciach rosliny na aktywno$¢ katalazy ostabta
i w ostatnim 30 dniu do$wiadczenia jej warto§¢ zmalala do okoto 60 pumol-min”-mg”
biatka.

ZawartoSci barwnikéw w roslinach niniejszej pracy wykazata, ze w liSciach rzepaku
pochodzacych z uprawy hydroponicznej po aplikacji roztworéow nanokoloidow (srebra
i miedzi) w 22 dniu zawarto$¢ analizowanych barwnikdéw zmniejszyta si¢ we wszystkich
wariantach do§wiadczenia. Obserwowane obnizenie zawarto$ci barwnikdéw ponizej stwier-
dzonej w obiekcie kontrolnym po nalistnej aplikacji NKAg we wszystkich rozpatrywanych
stezeniach. Ich zawarto§¢ malata wraz ze wzrostem st¢zenia zadawanego roztworu (np.:
w przypadku chl @ — 30,43 pg-cm” dla stezenia 50 cm’-dm™ do 24,98 pg-cm™ dla stezenia
150 ecm’-dm™). W przypadku nalistnej aplikacji NKCu reakcja roélin byla odwrotna — im
wyzsze stezenie aplikowanego roztworu, tym wicksza zawartos¢ barwnikow (np.: w przy-
padku chl a — 13,27 pg-em™ dla stezenia 50 cm’-dm™ do 21,96 pg-cm™ dla stezenia
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150 cm®-dm™). Swiadczy to o tym, ze aplikacja nanoczastek na rosliny we wczesnym eta-
pie wzrostu rzepaku hamowala produkcje¢ chlorofili i karotenoidoéw, lecz w trakcie dalszego
wzrostu mechanizmy obronne rzepaku radza sobie z zakloceniami (stresem) wywotanymi
ich aplikacja. Potwierdza to wysoka zawarto$¢ chrolofilu a i b oraz karotenoidéw w li-
Sciach rzepaku jarego w 29 dniu wzrostu ro$lin (np.: w przypadku chl a — 25,47 pg-cm™ dla
stezenia 50 cm’-dm” do 36,02 pg-em” dla stezenia 150 cm’-dm™) po nalistnej aplikacji
NKAg. Uzyskane wyniki miaty podobny charakter, jak te, ktore uzyskali Pradhan i in.
(2015). Przeprowadzone przez nich doswiadczenie potwierdzito, ze zawarto$¢ karotenoi-
dow chroni uktad fotosyntezy przed stresem abiotycznym. W roslinach poddanych oddzia-
tywaniu CuNC stwierdzono, ze zawarto$¢ karotenoidow zwickszyla si¢ w odniesieniu do
roslin z obiektu kontrolnego.

Karotenoidy, jak i chlorofile wystepuja w tylakoidach stanowigcych lipidowo-biatkowe
struktury wewnetrznej btony chloroplastow (Kaczkowski, 1987). Barwniki te uczestnicza
w transporcie energii $wietlnej do centrow reakcyjnych proceséw fotosyntezy. Karotenoidy
chronig jednoczesnie komorki i tkanki roslinne przed uszkodzeniami §wietlnymi, zamienia-
jac nadmiar energii $wietlnej w ciepto (Shaw i Hossain, 2013). Karotenoidy sa znane jako
silne wygaszacze RFT, zwlaszcza tlenu singletowego ('O,) (Young, 1991). Badania prze-
prowadzone przez Shawa i Hossaina (2013) wykazaty, ze w znacznej ilosci sadzonek ryzu
(Oryza sativa L.), ktore poddano oddziatywaniu CuONC byta ubozsze o 1,2 razy w zawar-
to$¢ karotenoidow w lisciach w odniesieniu do obiektu kontrolnego (Shaw i Hossain,
2013). Wedtug Foyery i in. (1994), roéwniez chlorofil jest jednym z najwazniejszych pig-
mentow, ktdry umozliwia wychwytywanie kwantéw $wiatla i przekazywanie energii wzbu-
dzenia do centrum reakcji foto-uktadu skad wybijane sg elektrony, spozytkowane nastgpnie
w dalszych etapach fotosyntezy. W istocie obnizenie zawartosci chlorofilu wptywa na foto-
syntez¢ i powoduje, ze nadmiar elektronow taczy si¢ z czasteczkami tlen, tworzac szkodli-
we RFT, ktore moga nieodwracalnie uszkodzi¢ strukture chloroplastow w roslinie (Foyer
iin., 1994). Wedlug Salamy (2012), aplikacja nanoczastek srebra na nasiona fasoli i kuku-
rydzy w stezeniu 60 ppm powodowata znaczny wzrost zawartosci chlorofilu a i b oraz
karotenoidéw w poréwnaniu z obiektem kontrolnym. Zawarto$¢ analizowanych barwnikéw
zmniejszyta si¢ w obu gatunkach roélin przy wyzszym stezeniu nanopreparatu. Wedtug
Taran i1 in. (2016), aplikacja nanokoloidéw srebra i miedzi na ro$liny w stezeniu
120 mg-dm™ spowodowata wzrost zawartosci chl a, chl b oraz karetonoidow. Farghaly
i Nafady (2015) uwazaja, ze zabiegi polegajace na aplikacji AgNC, powodowaty znaczna
stymulacje zawartosci barwnikow (chl b oraz karotenoidéw) w pomidorach, z wyjatkiem
chl a, w przypadku ktérego obserwowano nieistotny wzrost. Zawartos¢ barwnikow w psze-
nicy nie ulegla znacznej zmianie po aplikacji AgNC w stosunku do obiektu kontrolnego. To
jest zgodne z doswiadczeniem Pandeya i in. (2014), ktorzy zauwazyli, ze zawartos¢ chloro-
filu zwigksza si¢ wraz ze wzrostem st¢zenia AgNC. Zauwazyli rowniez, ze AgNC moga
znaczaco promowac fotosyntezg, a ich obecno$¢ jest Scisle zwigzana ze zmiang metaboli-
zmu azotu.

Wedhig Pradhany i in. (2015), rosliny poddane aplikacji CuNC nawet w dawce
1 mg-dm™ reaguja pozytywnie, wytwarzajac wickszg ilos¢ chlorofilu. Jest to wynik pozy-
tywny, bo $wiadczy o tym, ze CuNC majg istotny wplyw na fotosynteze, poniewaz chl a
jest kluczowym elementem zaleznym od $wietlnego szlaku fotosyntetycznego (Pradhan
iin., 2015). Po aplikacji CuNC zauwazono zmiany w strukturze chloroplastu i kompozycji
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membranowe;j thylakoidu w lisciach szpinaku, ryzu, pszenicy i fasoli w warunkach wzrostu
roslin (Fernandes i Henriques, 1991).

Analiza zawarto$ci pierwiastkow w suchej masie roslin wykazata, ze w roslinach
poddanych nalistnej aplikacji NKAg nastgpito podwyzszenie zawartosci srebra, zardwno
w 22, jak 1 29 dniu zycia roslin. Na skutek jego oddzialtywania obserwowano zwickszenie
przyswajalno$ci miedzi (Cu) przez rosliny rzepaku jarego, zwigkszajace si¢ proporcjonalnie
do dawki nanokoloidu srebra. Po aplikacji nalistnej nanokoloidu miedzi [(O)NKCu] rosliny
reagowaly obnizonym przyswajaniem miedzi zalezne od zadanego stezenia NC w 22 dniu
wzrostu roslin, w odniesieniu do obiektu kontrolnego. Wzrost zawarto$ci miedzi w 29 dniu
zycia rzepaku jarego, proporcjonalnie do aplikowanego st¢zenia. Zarowno po aplikacji
NKAg, jak i NKCu w formie oprysku w wiekszo$ci przypadkow zawartos¢ pierwiastkow
w lisciach rzepaku (np. Ca, K, Mg, S) obnizyta sig.

Ostatnio wiele badan wykazalo dziatanie $wiadczace o toksycznym wplywie CuNC na
przyswajanie sktadnikow odzywczych. Na przyktad aplikacja CuNC (100-500 mg kg
przez 7 dni) spowodowata zmniejszenie si¢ zawarto$¢ Fe, Ca i Mg w lisciach roélin fasoli
(Dimkpa i in., 2015). Podobnie aplikacja CuNC (20 mg-dm™ przez 15 dni) obnizyla steze-
nie P, Ca i Mg w satacie (Trujillo-Reyes i in., 2014), a u sataty oraz lucerny CuNC zmniej-
szaty zawarto$¢ P i Fe w pedach i korzeniach tych roslin (Hong i in., 2015). Wptyw Cu na
pobieranie sktadnikow mineralnych przez rosliny i ich kumulacja zalezy od gatunku rosli-
ny, stezenia Cu w strefie korzeniowej, czasu trwania ekspozycji, dawki i warunkow wzro-
stu ro$lin (Adrees i in., 2015).

Analiza aktywno$¢é enzymatycznej gleby w niniejszej pracy skupiono si¢ na aktywno-
Sci enzymatycznej dehydrogenaz po zastosowaniu nanokoloidu srebra i wykazata bardzo
silng reakcje. Aplikacja NKAg na nasiona oraz ich wysianie w glebie, a w pdzniejszym
terminie dodatkowo przeprowadzenie oprysku roslin, powodowato statystycznie istotne
obnizenia aktywnosci dehydrogenaz. Statystycznie istotne ostabienie aktywno$ci dehedro-
genaz obserwowano roéwniez po wysiewie nasion namoczonych w NKCu o stezeniu
50 cm’-dm™. Przeprowadzony dodatkowo oprysk na rosliny (N/O)NKCu zwickszyt zawar-
to$¢ nanoczastek w glebie jednoczesnie obnizajac ich aktywnos$¢ enzymatyczng statystycz-
nie istotnie przy stezeniu 100 i 150 cm®-dm™. AgNC i CuNC hamuja aktywnosci dehydro-
genazy w glebie, powodujgc obnizenie ich aktywnosci w przypadku czastek Cu nawet
piecdziesigciokrotnie, a czastek Ag az stukrotnie (Murata i in., 2005).

Aktywnos¢ enzymatyczna jest wysoce czulym wskaznikiem enzymatycznym gleby,
a moze mie¢ na nig wpltyw wiele czynnikdw (Aon i Colaneri, 2001; Dinesh i in., 2012;
Burns i in., 2013; Huang i in., 2005). Dehydrogenazy jako jedne z licznych enzyméw sa
bardzo wrazliwe na obecnos$¢ zanieczyszczen, dlatego tez sa waznym wskaznikiem zanie-
czyszczen gleby metalami ciezkimi oraz pestycydami (Rogers i Li, 1985; Brookes, 1995;
Dick, 1997; Pascual i in., 2000; Aon i Colaneri, 2001). Do tej pory jednak odnotowano
stosunkowo niewiele badan dotyczacych skutkéw zastosowania NC na aktywnosci dehy-
drogenaz, a te dostepne sa sprzeczne. Najwigcej przeprowadzonych dotychczas badan do-
tyczy aktywnosci enzymatycznej obejmujacej zastosowania ZnONC, CuONC oraz NiNC
(Duiin., 2011; Kim i in., 2000; 2011; 2013; Josko i in., 2014; Heinlaan i in., 2008). Bada-
nia przeprowadzone przez Kima i in. (2013), obejmujace porownanie wrazliwosci réznych
enzymow na NC, wykazaly, ze dehydrogenazy byly bardziej wrazliwe na CuONC niz na
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ZnONC. Analizy wykonane przez Joske i in. (2014), w ktoérych wykorzystano ZnONC,
Cr,0sNC, CuONC oraz NiNC (w dawkach 10, 100 i 1000 pg-g" gleby), wykazaly pozy-
tywny wplyw na aktywno$¢ dehydrogenaz w glebie. R6znice migdzy otrzymanymi wyni-
kami moga wynika¢ z uzycia innej gleby do badan [gleby bielicowej -SL1(Haplic Podzol)
oraz gleby ptowej -SL2 (Haplic Luvisol)] oraz zawartosci sktadnikow przyswajalnych:
K odpowiednio (1,5 oraz 2,6 mg K,0-kg™), Mg (0,3 oraz 1,1 mg-kg™) oraz P (0,7 oraz 5,5
mg P,Os-kg™), jak i stezenia samych nanoczastek.

Analiza fizyczna i chemiczna nasion rzepaku w niniejszych badaniach obejmowata
m. in. mas¢ 1000 nasion (MTN) rzepaku jarego, ktora byla zréznicowana i wahata si¢
w 2016 roku od 2,65 g [obiekt (O)NKCu] do 3,08 g (obiekt kontrolny), a w 2017 roku od
3,31 g [obiekt (N/O)NKAg] do 4,13 g (obiekt kontrolny). Otrzymana masa byta nizsza od
masy prezentowanej przez innych badaczy oraz Grupe IHAR-Hodowla Roslin Strzelce Sp.
z 0.0. Duzy wpltyw na mas¢ 1000 nasion zwlaszcza w obiekcie kontrolnym w tym doswiad-
czeniu nalezy wigza¢ nie tylko z aplikacjg nanokoloidow metali lub jej brakiem, ale row-
niez z panujacymi warunkami pogodowymi. R6zne warunki agrometeorologiczne panujace
w latach 2016 1 2017 spowodowaty zrdéznicowanie MTN a otrzymane wyniki moga $miato
zosta¢ im przypisane.

Wedlug Grupy IHAR i opisu dostarczonych nasion (na opakowaniu), masa 1000 nasion
dla odmiany *Markus’ zarowno w roku 2016, jak i w 2017 wynosita 5,0 g. Wyniki otrzy-
mane przez Murawe i Warminskiego (2004), dotyczyly innych odmian rzepaku jarego
(’Star’ 1 ’Margo’), a autorzy w swoich badaniach zastosowali zréznicowane srodki ochron-
ne. Wedlug nich masa tysigca nasion (MTN) badanych odmian rzepaku jarego nie ulegata
zmianom w poszczegdlnych latach badan, a wahata si¢ w przedziale od 4,05 g (po zastoso-
waniu desykacji i zwalczania szkodnikow) do 4,53 g (po zastosowaniu Butisanu+Ronilanu)
w zaleznosci od zastosowanej kombinacji srodkow (Murawa i Warminski, 2004). Na przy-
datno$¢ nasion rzepaku do przetworstwa spozywczego wpltywaja cechy fizyczne, a sposrod
nich wazne miejsce zajmuje wielko$¢ nasion (Rotkiewicz i in., 2002), ktéra jak podaja
Fornal i in. (1991), w znacznym stopniu zalezy od czynnikow genetycznych. Wielkosé
nasion jest wazna cechg w przetworstwie, poniewaz mate wymiary nasion sg przyczyng
zwiekszonej ogolnej zawartosci fosforu w oleju oraz jego form niehydratowalnych, szcze-
golnie trudnych do usunigcia.

Zasadniczymi kryteriami w ocenie jako$ci nasion rzepaku jarego przeznaczonych do
produkcji olejow spozywczych sa miedzy innymi: zawarto$¢ ttuszczu, sktad kwasow ttusz-
czowych oraz zawarto$¢ biatka, ktore zalezag w réznym stopniu od czynnikéw agrotech-
nicznych, klimatycznych oraz od odmiany (Przezdziecki i Murawa, 1988). Plony tluszczu
i biatka, bedace funkcja zawartosci tych sktadnikoéw w nasionach i plonie nasion, w duzym
stopniu zaleza od przebiegu pogody, a zwtaszcza ilosci opadow (Musnicki, 2003; Bobrzec-
ka i Salamonik, 1997). Zawarto$¢ thuszczu w nasionach rzepaku jarego ma znaczenie tech-
nologiczne i ekonomiczne, za$ sktad chemiczny otrzymanego oleju jest czynnikiem wpty-
wajacym na jego stabilno$¢ oraz wartos¢ odzywceza i zdrowotng (Ziemlanski i Budrynska-
Topolowska, 1991). Zawarto$¢ tluszczu w nasionach rzepaku jarego odmiany 'Markus’
w badaniach wlasnych wahata si¢ w 2016 roku od 39,45% [obiekt (O)NKAg] do 40,40%
s.m. [obiekt (N/O)NKCu], zas w 2017 roku od 42,53% [obiekt (N/O)NKCu] do 45,80%
s.m. [obiekt (O)NKAg]. W doswiadczeniu przeprowadzonym przez Murawe i in. (2000),
polegajacym na zastosowaniu réoznych herbicydow w ochronie rzepaku jarego, przecigtna
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zawarto$¢ thuszczu w nasionach ksztaltowala si¢ w zaleznosci od odmiany na poziomie
47,9% s.m. (’Star’) do 50,0% s.m. ("Lisonne’). Zawarto$¢ biatka w nasionach w 2017 roku
byta porownywalna z zawarto$cig podang przez COBORU, (2016) dla odmiany *Markus’
(44,7% s.m.).

Suma kwasow thuszczowych w nasionach rzepaku w niniejszej pracy charakteryzowata
si¢ ich wysoka zawartoscia zarowno w 2016, jak i 2017 roku suma kwasow. Ich udziat
wahatl si¢ w zalezno$ci od wariantu do§wiadczenia [(O)NKAg, (N/O)NKAg czy (O)NKCu,
(N/O)NKCu] i wynosit odpowiednio w roku 2016 1 2017: SFA od 8,12% do 8,94% oraz od
8,51% do 8,85% sumy kwasow, PUFA od 29,53% do 30,90% oraz od 28,85% do 30,95%
sumy kwaséw, MUFA od 60,03% do 61,73% oraz 60,22% do 62,24% sumy kwasow,
Omega 3 - od 8,23% do 8,52% oraz od 8,05% do 8,50% sumy kwasow, Omega 6 - 21,02%
do 22,67% oraz od 20,74% do 22,64% sumy kwaséw oraz Omega 9 - od 59,48% do
61,22% oraz od 59,69% do 61,70% sumy kwasow. Suma ta rdzni si¢ zawartoscig pomig¢dzy
poszczegdlnymi grupami kwaséw wystepujacych w rzepaku jarym oraz w rzepaku ozimym
(Kachel-Jakubowska i Sujak, 2016; Tys i in., 2006), jednak ich ilos¢ jest poréwnywalna
7 tg przedstawiang w Codex (1999) i zalezy od wybranej odmiany.

Przechowywanie nasion. Wérdéd metabolitow pierwszorzgdnych w nasionach rzepaku
na szczegdlng uwage zastuguje ergosterol (ERG). Analiza zawartosci ergosterolu wskazuje
na stopien zanieczyszczenia nasion masg zarowno zywej, jak i martwej mikroflory. Otrzy-
mane wyniki porownano z aktualnymi danymi, biorac pod uwagg fakt, ze nie ma do tej
pory uregulowan prawnych dotyczacych tej kwestii (Stuper i in., 2010). Pierwotnie jako
bezpieczna liczbe¢ mikoflory w zdrowym ziarnie czy nasionach przyjeto st¢zenie ERG wy-
noszace 3 mg-kg' (Maupetit i in., 1993). Wedtug Schniirera i Johnsona (1992) stezenie
tego metabolitu dla nasion zboz powinno wahaé si¢ w zakresie od 1 do 9 mg-kg™ stanowiac
jednoczesnie warto$¢ bezpieczng i graniczng dla ziarna konsumpcyjnego.

Oznaczone st¢zenia ERG w nasionach ze wszystkich badanych wariantow stosowania
obydwoch nanokoloidow (srebra i miedzi) nie przekroczyta wskazanej w literaturze warto-
ci granicznej. Wystgpowaly istotne rdznice w zawartos$ci ergosterolu w nasionach po-
szczegblnych wariantow doswiadczenia. Najwyzszy poziom ergosterolu w nasionach rze-
paku jarego zebranych w 2016 roku stwierdzono w 35 dniu doswiadczenia, ktory wynosit
0,96 ug-g" w nasionach zebranych z roslin opryskanych nanokoloidem miedzi (O)NKCu,
gdy wilgotnos$¢ przechowywanych nasion wynosita 6%. Najwyzszym poziomem ERG
w 2017 roku charakteryzowaly si¢ nasiona rzepaku z obiektu kontrolnego przy wilgotnosci
6%. Srednia zawartos¢ ERG dla tego obiektu wynosita 0,39 pg-g”'. Obserwowana $rednia
zawarto$¢ tego metabolitu byla znacznie nizsza niz w badaniach laboratoryjnych przepro-
wadzonych przez Gancarza i in. (2017). Przeprowadzone przez nich do$wiadczenie doty-
czace przechowywania nasion rzepaku wykazato najwyzsze $rednie stezenie ERG w 30
i 31 dniu w granicy okoto 30 pg-g™i 34 pg-g”’. Tak wiec aplikacja nanokoloidéw, zaréwno
jako s$rodka zaprawiajacego, jak i nanonawozu podawanego roslinom nalistniec zapewnia
ograniczenie rozwoju grzyboéw mikroskopowych, bedacych przyczyng strat gospodarczych
na catym $wiecie (Tekauz, 2002).

Analiza parametrow jako$ciowych oleju tloczonego na zimno. Barwniki karotenoi-

dowe i chlorofilowe wystepuja we wszystkich olejach roslinnych, w ilosciach zaleznych od
gatunku i dojrzatosci surowcoéHw oraz od technologii wydobywania i rafinacji oleju (Rot-
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kiewicz i in., 2002). Wedhug Ciecierskej i Obiedzinskiego (2006), oleje ttoczone na zimno,
bez udziatu chemicznych proceséw rafinacji, moga by¢ warto§ciowymi olejami jadalnymi
pod warunkiem, ze nie zawieraja niebezpiecznych dla czlowieka zanieczyszczen chemicz-
nych i mikrobiologicznych w tym mikotoksyn oraz przyspieszajacych procesy utleniania
oleju metali (zelaza, miedzi) i barwnikéw chlorofilowych, ktore sa zwykle usuwane
w procesie chemicznej rafinacji olejow. Wedhlug licznych autorow, zbyt duza zawarto$é
chlorofilu wptywa ujemnie na jako$¢ (zapach) oraz stabilno$¢ oksydacyjna oleju (Krygier
iin., 1996; 2000), dziala bowiem prooksydacyjnie i powoduje przyciemnienie jego barwy
(Koztowska i in., 1988). Na barwe oleju wptywa rowniez ujemnie ilo§¢ nasion uszkodzo-
nych (Krygier i in., 2000). Oprécz barwnikéw chlorofilowych w nasionach rzepaku wyste-
puja i to w znacznej ilosci, barwniki z grupy karotenoidow. Obecnos¢ karotenoidow
w oleju jest wazna z powodu ich dzialania przeciwutleniajacego i prowitaminowego (Sio-
nek, 1997; Sujak i in., 2000).

Analiza otrzymanych wynikéw zawartosci barwnikéw (chl a, chl b oraz karotenoidéw)
w oleju ttoczonym na zimno z nasion zebranych w uprawie polowej zard6wno w 2016 roku,
jak i w 2017, wykazata w wigkszosci przypadkdéw statystycznie istotnie wyzsza ich zawar-
tosci w poréwnaniu z olejem z obiektu kontrolnego. Zawartos¢ tych barwnikéw w odnie-
sieniu do olei wytloczonych z nasion zebranych z tradycyjnej uprawy (z zastosowaniem
tradycyjnych srodkow ochrony) byta znacznie wyzsza. W olejach wyttoczonych metoda na
zimno, np.: z nasion rzepaku ozimego otrzymanych z tradycyjnej uprawy, zawarto$¢ chlo-
rofilu @ i b oraz karotenoidow byla znacznie nizsza i wynosita 1,23 pg-cm” (chl a),
2,02 ug-cm™ (chl b) oraz 8,41ug-cm™ (karotenoidow) (Kachel-Jakubowska i Sujak, 2016).

W 2016 roku wyjatek w zawartosci karotenoidéw stanowity oleje wytloczone z nasion,
ktore otrzymano z roslin rzepaku jarego poddanych opryskowi nanokoloidem miedzi
(O)NKCu (70,08 pg-em™) oraz po dwukrotnej aplikacji nanokoloidu srebra (N/O)NKAg
(70,49 pg-em™). Zmiany te byly jednak niewielkie w odniesieniu do obiektu kontrolnego
(70,74 pg-cm™) i nieistotne statystycznie.

W 2017 roku wyjatek stanowity oleje wyttoczone z nasion rosliny, ktdre poddano apli-
kacji nanokoloidow (O)NKAg (75,58 pg-em™) oraz (O)NKCu (72,74 pg-ecm™). Zawartosé
karotenoidéw byta w nich statystycznie istotnie nizsza niz w oleju wytloczonym z obiektu
kontrolnego (80,54 pg-cm™).

Stabilno$¢ oksydacyjna jest bardzo waznym wskaznikiem jakosci olejow, szczegdlnie
olejow ttoczonych na zimno, ktore zawieraja naturalne przeciwutleniacze (m.in. karotenoi-
dy), a jednoczesnie substancje niepozadane dziatajace proutleniajaco (m.in.: chlorofile
i metale) usuwane w procesie rafinacji (Koski i in., 2002; Sionek, 1997). Oleje tloczone na
zimno charakteryzuja si¢ ciemniejszg barwag w poréwnaniu z olejami rafinowanymi (Wro-
niak i in., 2006). Analizy przeprowadzone przez Wroniak i in. (2006) wykazaty, ze szyb-
kos$¢ utleniania ttuszczow byta uwarunkowana w duzej mierze sktadem kwasow ttuszczo-
wych. Test Rancimat wykazat, Ze olej rzepakowy tloczony na zimno charakteryzowat si¢
czasem indukcji w zakresie od 4,05 do 4,5 h (Wroniak i in., 2006; Kachel-Jakubowska
i Sujak, 2016).

Przeprowadzone doswiadczenie wykazato, ze oleje wyttoczone z nasion rzepaku jarego
z obiektow, w ktorych zastosowano nanokoloidy charakteryzowaly si¢ wigksza stabilnoscia
oksydacyjna niz olej z obiektu kontrolnego (4,62 h). Aplikacja nanokoloidéw na nasiona,
a nastgpnie na rosliny w czasie ich wzrostu przyczynita si¢ do zwigkszenia stabilno$ci
oksydacyjnej oleju tloczonego na zimno w obu latach badan. Najwicksza stabilnoscia
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charakteryzowat si¢ olej z nasion z uprawy po dwukrotnej aplikacji nanokoloidu miedzi
w 2016 roku (N/O)NKCu wynoszaca 5,70 h, a w 2017 roku — 5,60 h.

Czynnikami wptywajacymi negatywnie na trwalo$¢ oleju moga by¢, poza wysoka za-
wartoscig chlorofilu, obecno$¢ wolnych kwasow tluszczowych okreslona liczbg kwasowa
(LK) oraz obecno$¢ nadtlenkow, ktora traktowana jest jako wskaznik stopnia utlenienia
(zjelczenia) tluszczu, okreslana liczba nadtlenkowa (LN). Sa to wartosci wskazujace na
rozpoczete procesy hydrolizy triglicerydow oraz utleniania zaré6wno w nasionach, jak
i w oleju. W wytloczonych w doswiadczeniu olejach warto$¢ tych liczb byla wyzsza niz
w obiekcie kontrolnym, ale nie przekraczala wymaganych dopuszczalnych wartosci
(Codex, 1999). Najwyzsza wartoscig LK charakteryzowat si¢ olej pozyskany z nasion ro-
§lin dwukrotnie poddanych dziataniu nanokoloidu srebra [(N/O)NKAg] 2,79 mg KOH-g
w 2016 roku oraz 2,64 mg KOH-g"' w 2017 roku. Najwyzsza wartosci LN obserwowano
w olejach z nasion roslin, krore poddano aplikacji nanokoloidem srebra [(O)NKAg] 4,72
mmol O-kg" oraz nanokoloidem miedzi [(O)NKCu] 5,10 mmol O-kg" w 2017 roku.
Otrzymane warto$ci byly wyzsze niz te, ktory otrzymano w innych badaniach dla oleju
tloczonego na zimno (Cichosz i Czeczot, 2011; Wroniak i in., 2013; Maniak i in., 2012;
Kachel-Jakubowska i Sujak, 2016).

Na uwage zastuguje to, ze wszystkie widma w podczerwieni (ATR-FTIR) dla obiektow
olei, zar6wno wyttoczonych z nasion zebranych w 2016 roku, jaki w 2017 roku, maja bar-
dzo intensywne 1 wyrazne pasma, ktére mozna przypisa¢ konkretnym drganiom odpowied-
nich grup funkcyjnych, zarowno sktadnikéw typowych dla zywnosci, jak rowniez poten-
cjalnych materiatow charakterystycznych dla produkcji biodiesla. Wigkszo§¢ zarowno
jadalnych tluszczéw roslinnych, jak i potencjalnych materiatow oleistych to substancje,
ktore sktadaja si¢ zasadniczo z réznych frakceji grup triglicerydoéw, ktérych gtowna rdznice
stanowi stopien i forma nienasycenia w nich grup acylowych zawartych, jak réwniez dhu-
gosci ich tancuchow (Guillén i Cabo, 1997a; b). W wielu pracach autorzy dokonali odpo-
wiednich dopasowan konkretnym pasmom w widmach thuszczy zar6wno pochodzenia
roslinnego, jak i zwierzecego konkretnych drgan w czasteczkach lub ich ugrupowaniach,
wiele pasm jest trudnych do odpowiedniego przypisania konkretnej grupie funkcyjnej
(Ismail i in., 1993; Lai i in., 1994; Dupuy i in., 1996; Guillén i Cabo, 1997b; 2003;
Mehrotra, 2000; Tay i in., 2002; Yang i in., 2005; Vlachos i in., 2006; Lerma-Garcia i in.,
2010; Rohman i in., 2009; Rohman i Che Man, 2010).
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8. WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen oraz otrzymanych wynikoéw mozna

sformutowac nast¢pujace wnioski:

1.

Analiza morfologii potwierdzita zawarto$¢ nanoczastek srebra oraz miedzi w zakupio-
nych nanokoloidach. Otrzymane wyniki umozliwily wykorzystanie ich w zaplanowa-
nym do$wiadczeniu.

Namoczenie nasion w nanokoloidach srebra lub miedzi w wickszosci przypadkdéw przy-
czynito si¢ do poprawy ich energii oraz zdolnosci kietkowania.

Badania, przeprowadzone w hodowli hydroponicznej rzepaku jarego w 22 i 29 dniu
zycia roslin, czyli w 1 i 7 dniu po aplikacji nanokoloidow miedzi i srebra wykazaty, ze
rodzaj, dawka i czas oddzialywania nanokoloidow na rosliny miaty wptyw na wielkos¢
plonu $wiezej masy oraz powstawanie zaktocen w relacjach miedzy zwiazkami utlenia-
jacymi a przeciwutleniajacymi, w kierunku reakcji utlenienia i tworzenia reaktywnych
form tlenu (RFT — stres oksydacyjny). Najwyzsza aktywnos$¢ swiadczaca o uruchomie-
niu mechanizméw obronnych obserwowano w przypadku stymulacji enzymu CAT oraz
APX czy LPO po zadaniu wyzszych stezen nanokoloidow w obiekcie (O)NKAg na ro-
sliny w 22 dniu oraz APX 1 LPO w 29 dniu ich wzrostu. Po aplikacji nanokoloidu mie-
dzi w obiekcie (O)NKCu, obserwowano znaczace zaktocenia jedynie w aktywnos$ci
SOD w 29 dniu wzrostu roslin. Podwyzszenie aktywnosci oraz obecno$¢ tego enzymu
w chloroplastach, mogta spowodowac znaczace obnizenie zawartosci barwnikow w li-
$ciach rzepaku. Po aplikacji nanokoloidow w obiektach (O)NKAg i (O)NKCu na rosli-
ny w 22 dniu wzrostu, nastgpito obnizenie zawartosci chlorofili a i b oraz karotenoidow
w liSciach rzepaku jarego. Ich zawarto$¢ byta $cisle zwigzana ze st¢zeniem aplikowane-
go nanokoloidu i malata wraz z jego zwigkszeniem. W 29 dniu wzrostu roslin zawarto$¢
barwnikow wzrosta powyzej poziomu obiektu kontrolnego we wszystkich wariantach
proporcjonalnie do stezenia aplikowanego nanokoloidu. Na tej podstawie mozna
stwierdzi¢, ze w pierwszym dniu po aplikacji nanokoloidow na rosliny mechanizm nie-
enzymatyczny odpornosci rzepaku malal proporcjonalnie do zwigckszajacej si¢ dawki.
W 7 dniu po aplikacji nanokoloidéw (w 29 dniu wzrostu) roslina zdotata pobudzi¢ me-
chanizmy obronne (zwalczajac RFT), co odpowiada wigkszej zawartosci chlorofilu oraz
karetonoidow w badanych liSciach rzepaku.

Wykonany oprysk nanokoloidem srebra lub miedzi spowodowatl w wigckszosci przy-
padkéw obnizenie zawarto$ci pierwiastkow miedzy innymi: Ca, K, Mg i S w 22 oraz
w 29 dniu wzrostu roslin. W lisciach rzepaku zawarto$¢ Na po oprysku (O)NKAg w 22
dniu zycia roslin byla wyzsza i rosta wraz ze zwigkszajaca si¢ dawka aplikowanych na-
noczastek. Podobng sytuacje odnotowano rowniez dla zawartosci Na po aplikacji
(O)NKCu w 29 dniu wzrostu roslin.

Aktywnos$¢ enzymatyczna dehydrogenaz w glebie statystycznie istotnie zmalata po
wysianiu w niej nasion namoczonych w NKAg. Stezenie 100 i 150 cm’-dm™ NKCu
przyczynilo si¢ do zachowania aktywnosci DHA na poziomie rownym obiektowi kon-
trolnemu. Aplikacja nanokoloidow srebra oraz miedzi na nasiona i w pozniejszym ter-
minie na rosliny spowodowala obnizenie aktywnos$ci DHA.
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6. Badania poszczeg6lnych parametréw jakosciowych nasion zebranych z uprawy polowe;j
wykazaly, ze aplikacja nanokoloidow w nielicznych przypadkach statystycznie istotnie
zroznicowata ich warto$ci.

a.

Po aplikacji nanokoloidow w 2016 roku nie wystapito statystycznie istotne zréznicowa-
nie zawartosci thuszczu w nasionach. Nasiona zebrane w 2017 roku charakteryzowaty sie
statystycznie istotnie wyzsza zawarto$cig thuszczu niz zebrane w roku poprzednim, co
czynito je cenniejszym surowcem dla przemyshu thuszczowego. Rdznice te okazaly si¢
widoczne w zawartosci thuszczu w nasionach otrzymanych z roslin po aplikacji nanoko-
loidu srebra w oprysku (O)NKAg. Namoczenie nasion i przeprowadzenie oprysku roslin
nanokoloidami (N/O)NKAg oraz (N/O)NKCu spowodowalo istotne obnizenie zawarto-
$ci thuszczu w poréwnaniu z nasionami z obiektu kontrolnego.

Nasiona zebrane w roku 2016 charakteryzowaly si¢ wysoka zawartoscia biatka, a we
wszystkich wariantach zastosowania nanokoloidow, jego zawarto$¢ byta istotnie wyzsza
niz w obiekcie kontrolnym. Nasiona pochodzace z uprawy po zastosowaniu oprysku
nanokoloidami w obiektach (O)NKAg i (O)NKCu w 2017 roku charakteryzowaty si¢
porownywalng zawartoscig biatka z obiektem kontrolnym. Statystycznie istotnie wyzsza
zawarto$¢ biatka obserwowano w nasionach pochodzacych z uprawy o podwojnej apli-
kacji preparatu w obicktach (N/O)NKAg i (N/O)NKCu.

Warunki pogodowe panujace w czasie kietkowania nasion i wzrostu roslin rzepaku w
obydwoch latach roznily si¢. Faktem jest, ze w poczatkowym okresie wzrostu ro$lin, wa-
runki te nie byly korzystne dla prawidtowego ich rozwoju. Jednak w obydwoch latach
zbioru obserwowano obnizenie MTN po aplikacji nanokoloidow we wszystkich warian-
tach

doswiadczenia w odniesieniu do obiektu kontrolnego.

Badanie zawartosci kwasow tluszczowych w nasionach rzepaku wykazato, ze niezalez-
nie od roku zbioru, suma kwasow nasyconych SFA, monoenowych kwasow tluszczo-
wych MUFA, polienowych kwaséw tluszczowych PUFA, Omega 3, Omega 6 oraz
Omega 9 byta wysoka. Jednak nie stwierdzono wyraznego wptywu aplikacji nanokoloi-
dow na ich zawartos¢.

. Aplikacja nanokoloidow zardéwno na nasiona, jak i na rosliny spowodowata w wiekszo-

sci przypadkow podwyzszenie przyswajalnosci pierwiastkow przez rosliny, przyczynia-
jac si¢ do zwigkszenia ich zawarto$ci w zebranych nasionach.

Wystepowaly istotne roznice w $redniej zawartosci ergosterolu w nasionach z poszcze-
g6lnych wariantéw doswiadczenia. W wigkszosci przypadkow zawartos$¢ tego metaboli-
tu byla nizsza niz w obiekcie kontrolnym w obydwoch latach doswiadczenia. Srednie
stezenie ERG dla wszystkich badanych obiektéw poddanych oddziatywaniu obydwoch
nanokoloidéow srebra i miedzi nie przekroczyto wskazanej w literaturze wartosci gra-
nicznej.

7. Analiza parametrow jakosciowych oleju tloczonego na zimno z nasion zebranych z uprawy
polowej wykazala, ze:

a.
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Zawarto$¢ barwnikow w oleju z obu lat zbioru byla bardzo wysoka. Ilos¢ chlorofilu a i b
oraz karotenoidéw w oleju w wigkszosci przypadkow, niezaleznie od roku zbioru oraz
sposobu 1 stezenia aplikowanych nanokoloidow, okazata si¢ statystycznie istotnic wyz-
sza w poréwnaniu z ich zawarto$cig w obiektach kontrolnych.

Najwyzsza stabilnoscig oksydacyjng charakteryzowaly si¢ oleje tloczone z nasion zebra-
nych w obu latach zbioru surowca z obiektu z zastosowaniem namoczenia nasion oraz
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z opryskiem ro$lin (N/O)NK. Najgorszymi parametrami stabilnosci oksydacyjnej cha-
rakteryzowaly si¢ oleje z obiektu kontrolnego zaréwno pod katem czasu indukcji, jak
i czasu normalnego.

8. Postawione w pracy hipotezy zostaly zweryfikowane, a otrzymane wyniki badan potwier-
dzaja je w wigkszosci przypadkow w catosci lub czesciowo w zaleznosci od analizowanego
parametru lub tez zaprzeczajac ich stusznosci.

9. Stosowanie nanokoloidow metali srebra i miedzi w uprawie roslin na przykfadzie rzepaku
jarego wplywa zardwno na przebieg procesoéw zachodzacych w $rodowisku naturalnym
(glebie), jak i na zachowanie nasion i ro$lin w czasie ich wzrostu oraz koncowa jakosc¢
otrzymanych nasion podczas przechowywania i stabilno$¢ oksydacyjna ttoczonego oleju.
Stezenia zastosowane w niniejszych do§wiadczeniach wptynely niekorzystnie na aktywnos¢
dehydrogenaz w glebie ale zastosowanie mniejszego stezenia moze przyczynic si¢ do pod-
wyzszenia aktywnosci DHA. Widoczne korzysci jakie mozna uzyska¢ pod katem jakosci
koncowej otrzymanych surowcoéw (nasion) i produktéw (oleju) sg zachgcajace do ich propa-
gowania w uprawie polowe;j.
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STRESZCZENIE

Zabiegi, ktorym jest poddawany rzepak jary w czasie wegetacji, maja znaczacy wplyw na plon
oraz jakos¢ zebranego surowca, a takze na jakos$¢ produktow koncowych z przetworzenia nasion.
Alternatywa dla tradycyjnych pestycydow jest wykorzystanie w rolnictwie nanokoloidow metali
jako samodzielnego nanonawozu lub dodatku do nawozéw mineralnych, srodkow stymulujacych
wzrost roslin badz zaprawy materiatu siewnego. Koniecznoscig staje si¢ okreslenie wplywu nano-
koloidéw metali na rosliny oraz produkty z nich wytworzone. Nanokoloidy moga wywiera¢ wpltyw
zardwno na zdrowie ludzi, jak i srodowisko naturalne. Dlatego tez zostaty wytyczone gtéwne cele
pracy:

1. Okreslenie wpltywu nanometali nieorganicznych w postaci nanokoloidu srebra (NKAg) oraz
nanokoloidu miedzi (NKCu) na energi¢ i zdolno$¢ kietkowania nasion rzepaku.

2. Okreslenie parametréw jakosci nasion pochodzacych z uprawy rzepaku po aplikacji nanokolo-
idéw srebra oraz miedzi i oleju tloczonego na zimno z nasion rzepaku jarego. Wyznacznikiem
jakosci nasion byly: masa tysigca nasion (MTN), zawarto$¢ thuszczu, profil kwasow thuszczo-
wych, zawarto$¢ biatka i pierwiastkow. Ponadto poddano ocenie zawarto$¢ ergosterolu w na-
sionach rzepaku po procesie przechowywania w silosie laboratoryjnym. Wyznacznikiem jako-
$ci oleju tloczonego na zimno z nasion rzepaku jarego pochodzacego z uprawy
z zastosowaniem nanokoloidéw byly: barwa, zawarto$¢ chlorofili a i b, karotenoidow, liczba
kwasowa — LK, liczba nadtlenkowa - LN, stabilno$¢ oksydacyjna oraz analiza chemiczna wy-
korzystujaca spektroskopi¢ ATR-FTIR.

3. Okreslenie wptywu nanokoloidéw na mechanizmy obronne rosliny (stres oksydacyjny) i pa-
rametry wzrostu rzepaku jarego. Ocena wpltywu réznych dawek nanokoloidu na wzrost §wiezej
i suchej masy siewek oraz podstawowych parametrow, takich jak: zawarto$¢ biatka, aktywnos¢
enzymow antyoksydacyjnych (dysmutazy ponadtlenkowej - SOD, katalazy -CAT, peroksyda-
zy askorbinianowej — APX, reduktazy glutationowej - GR oraz peroksydazy gwajakolowej -
GPX), stopien stresu oksydacyjnego (LPO) mierzony metoda oznaczania zawartosci dialdehy-
du malonowego (MDA), ogdlna aktywnos¢ antyrodnikowa (anty-ABTS), zawarto$¢ Ag i Cu
oraz makroelementdw, chlorofilu a i b oraz karotenoidow w tkankach roslinnych.

4. Zbadanie wptywu réznych dawek nanokoloidéw na pH gleby oraz aktywno$¢ dehydrogenaz
w glebie. Na podstawie otrzymanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze namoczenie nasion przed
wysiewem w nanokoloidach w wigkszosci przypadkow przyczynito si¢ do poprawy ich energii
oraz zdolnosci kietkowania w poréwnaniu z obiektem kontrolnym. Aplikacja nanokoloidu sre-
bra oraz miedzi na nasiona spowodowata wydtuzenie pedoéw i korzeni w rozwijajacych si¢
siewkach. Siewki z nasion namoczonych w nanokoloidzie srebra charakteryzowaty si¢ znacz-
nie dtuzszymi korzeniami niz siewki z nasion namoczonych w nanokoloidzie miedzi. Badania
zawartosci thuszezu 1 bialka w nasionach zebranych w uprawie polowej wykazaty, ze aplikacja
nanokoloidow w nielicznych przypadkach statystycznie istotnie zréznicowata ich zawarto$ci.
Wyzsza zawarto$¢ thuszczu obserwowano w 2017 roku po aplikacji nanokoloidu miedzi —
obiekt (N/O)NKCu. W 2016 roku zawarto$¢ biatka byta wyzsza w kazdym wariancie stosowa-
nia nanokoloidow oraz w roku 2017 po podwojnej aplikacji obu nanokoloidow w odniesieniu
do obiektu kontrolnego. W obu latach zbioru obserwowano obniZenie masy tysigca nasion -
MTN po aplikacji nanokoloidow we wszystkich wariantach do$wiadczenia w odniesieniu do
obiektu kontrolnego. Wyzsza masg tysiaca nasion, choc statystycznie na granicy istotnosci od-
notowano w 2017 roku dla nasion z obiektu kontrolnego oraz w nasionach z roslin poddanych
aplikacji (O)NKAg lub (O)NKCu. W wigkszosci przypadkéw zawartosé ergosterolu w nasio-
nach rzepaku przechowywanych w silosie laboratoryjnym byta istotnie nizsza niz w obiekcie
kontrolnym. Wartosci st¢zenia ERG dla wszystkich wariantow do$wiadczenia poddanych od-
dziatywaniu dwoch nanokoloidow nie przekroczyly wartosci uwazanych za szkodliwe. Zawar-
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to$¢ barwnikow w oleju z obydwu lat zbioru byta bardzo wysoka. Ilos¢ chlorofilu a i b oraz ka-
rotenoidow w oleju w wigkszos$ci przypadkow, niezaleznie od roku zbioru oraz ilosci apliko-
wanych nanokoloidéw, okazaly si¢ statystycznie istotnie wyzsze w porownaniu z ich zawarto-
$cia w probkach kontrolnych. Statystycznie istotny wzrost zawartosci karetonoidéw
obserwowano po aplikacji nanokoloidow w obiektach (O)NKAg, (O)NKCu oraz (N/O)NKAg.
Wszelkie wartosci LK oraz LN miescily si¢ w granicach dopuszczalnych w przyjetych nor-
mach. Za$ najwyzsza stabilno$cia oksydacyjng charakteryzowaty si¢ oleje tloczone z nasion
zebranych w obydwu latach w do$wiadczeniu z zastosowaniem namoczenia nasion oraz opry-
sku roslin nanokoloidami w obiektach (N/O)NKAg oraz (N/O)NKCu. Rosliny rzepaku jarego
poddano oddzialywaniu nanoczastek metali (srebra i miedzi) w postaci oprysku w 22 (wczesny
stres) 1 29 (pdzniejszy stres) dniu ich wzrostu. Przeprowadzona analiza wykazata, ze rodzaj,
dawka i czas oddziatywania nanokoloidéw na rosliny mialy wptyw na wielko$¢ plonu swiezej
masy oraz powstawanie zaktocen w relacjach migdzy zwigzkami utleniajagcymi a przeciwutle-
niajacymi, powodujac zachwianie tej rownowagi w kierunku reakcji utlenienia i tworzac reak-
tywne formy tlenu (RFT — stres oksydacyjny).

Wysiew nasion namoczonych w nanokoloidzie srebra (w kazdym wariancie do§wiadczenia) i mie-

dzi do gleby oraz przeprowadzenie dodatkowo oprysku roslin spowodowato statystycznie istotne

obnizenie aktywnosci enzymatycznej dehydrogenaz. Uzyskane wyniki badan pozwolity zweryfi-
kowa¢ hipotezy badawcze, potwierdzajac je w wigkszosci przypadkéw w catosci lub czg§ciowo

w zaleznosci od analizowanego parametru lub tez zaprzeczajac ich stusznosci. Do hipotez potwier-

dzonych lub potwierdzonych czgéciowo niniejszymi wynikami naleza:

— Zastosowanie nanokoloidow srebra oraz miedzi w formie zaprawy nasion rzepaku jarego, apli-
kowanej przez namoczenie, przyczynia si¢ do poprawy parametrow energii i zdolnosci kietko-
wania.

— Nasiona rzepaku jarego zebrane z uprawy polowej, w ktorej wykorzystano nanokoloidy srebra
oraz miedzi i przechowywane w silosie, charakteryzuja si¢ wyzsza odpornoscia i mniejsza bio-
masa grzybowg (iloscig ergosterolu).

— Aplikacja nanokoloidéw srebra oraz miedzi na rosliny rzepaku jarego w czasie poczatku kwit-
nienia (61-66 BBCH) przyczynia si¢ do poprawy stabilnosci oksydacyjnej oleju ttoczonego me-
toda na zimno.

— Wysiew nasion zaprawionych nanokoloidami srebra oraz miedzi do gleby, a nastgpnie oprysk ro-
$lin zwigksza liczbg nanoczastek w glebie, powodujac obnizenie aktywnosci dehydrogenaz.

Zaprzeczono stusznosci hipotezy:

— Nanokoloidy srebra i miedzi niezaleznie od stosowanej dawki nie maja wplywu na wzrost roslin
rzepaku oraz nie powodujg zaktocen w rownowadze migdzy utleniaczami a przeciwutleniaczami
i niw wywotluja stresu oksydacyjnego.

— Aplikacja nanokoloidéw srebra oraz miedzi na nasiona w formie zaprawy oraz na rosliny rzepa-
ku jarego, jako nanonawozu podawanego nalistnie, wplywa pozytywnie na wybrane parametry
jako$ciowe zebranych nasion (MTN, zawartos$¢ thuszczu i biatka).

Stowa kluczowe: nanokoloidy, jakos$¢ nasion rzepaku, jakos¢ oleju, przechowywanie
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Influence of metal nanocolloids on selected quality parameters of spring
rape seeds, plants and oil

Abstract
Treatments to which spring rapeseed is subjected during vegetation have a considerable im-
pact on the yield and quality of the harvested raw material, as well as on the quality of final
products from seed processing. The use of metal nanocolloids in agriculture as an independent
nanofertilizer or an additive to mineral fertilizers, substances that stimulate the plant growth
or seed dressing is an alternative for traditional pesticides. Determination of the impact of
metal nanocolloids on plants and products made thereof has become a necessity. Nanocolloids
may affect the people's health and natural environment. Therefore, main objectives of the pa-
per has been set out:

1. Determination of the impact of non-organic nanometals in the form of silver nanocolloid
(NKAg) and copper nanocolloid (NKCu) on the rape seeds germination energy and abil-
1ty.

2. Determination of the quality parameters of seeds from rapeseed cultivation after applica-
tion of silver and copper nanocolloids and cold -pressed oil of spring rapeseed. The fol-
lowing indicated the seed quality: thousand seeds mass, fat content, fat acids profile, pro-
tein and minerals content. Moreover, the content of ergosterol in rape seeds after the
storage in the laboratory silo was assessed. The quality indicators of the cold-pressed oil
from rape seeds from the cultivation which used nanocolloids were: colour, a and b chlo-
rophyll content, acid value, peroxide value, oxidation stability and chemical analysis
which uses ATR-FTIR spectroscopy.

3. Determination of the impact of nanocolloids on the protective mechanisms of plants (oxi-
dative stress) and growth parameters of spring rapeseed. Assessment of the impact of var-
ious doses of nanocolloids on the growth of fresh and dry mass of seedlings and basic pa-
rameters such as: protein content, activity of antioxidation enzymes (superoxide
dismutase - SOD, catalase - CAT, ascorbinian peroxidase - APX, glutathione reductase -
GR and guaiacol peroxidase - GPX), oxidative stress level measured with the method of
determination of the malone dialdehyde (MDA), general antiradical activity (anty-ABTS),
Ag and CU content as well as macroelements, a and b chlorofile and carotenoids in plant
tissues.

4. Checking the impact of various nanocolloids doses on the soil pH and activity of dehy-
drogenases in soil.

Based on the obtained results it can be stated that soaking seeds in nanocolloids before sow-
ing in majority of cases caused the improvement of the germination energy and ability in
comparison to the test object. Application of silver and copper nanocolloids resulted in elon-
gation of sprouts and roots in maturing seedlings. Seedlings of seeds soaked in silver nanocol-
loids characterized with a considerably longer roots than seedlings from seeds soaked in cop-
per nanocolloids.

Tests on the fat and protein content in seeds collected in the field crop showed that application

of nanocolloids in a low number of cases, statistically significantly differentiated their con-

tent. A higher content of fat was observed in 2017 after application of copper nanocolloids -
object (N/O)NKCu. In 2016, the protein content in each variant of using nanocolloids and in
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2017 after double application of both nanocolloids, the protein content was higher in compari-
son to the test object.
In both years of harvesting, a thousand seeds mass was reduced after application of nanocol-
loids in all variants of the experiment in comparison to the test object. A higher thousand
seeds mass, although statistically at the limit of significance, was reported in 2017 for seeds
from the test object and in seeds from plants subjected to application of (O)NKAg or
(O)NKCu.
In majority of cases, the content of ergoestrol in rape seeds stored in the laboratory silo was
significantly higher than in the test object. The ERG concentration value for all variants of the
experiment subjected to the impact of two nanocolloids did not exceed the values considered
as harmful.
The content of dye in oil from both years of harvesting was very high. The amount of chloro-
phyll a and b and carotenoids in oil in majority of cases, regardless the harvesting year and the
amount of applied nanocolloids, proved to be statistically significantly higher in comparison
to their content in test samples. A statistically significant growth of carotenoids was reported
after application of nanocolloids in objects (O)NKAg, (O)NKCu and (N/O)NKAg.
Any values of LK and LN were within the limits admissible in accepted standards. While, the
highest oxidation stability was in case of oils pressed from seeds harvested in both years in
the experiment with soaking of seeds and plant spraying with nanocolloids in objects
(N/O)NKAg and (N/O)NKCu.
Rapeseed plants were subjected to the influence of metal (silver and copper nanoparticles in
the form of spraying on the 22 (early stress) and on the 29th (later stress) day of growth. The
analysis that was carried out proved that the type, dose and time of the nanocolloids impact on
plants affected the size of the fresh mass yield and formation of disturbances in relations be-
tween oxidizing and antioxidant compounds resulting in upsetting the balance towards oxidiz-
ing reaction and forming reactive oxygen forms (FRT - oxidative stress). Sowing of seeds
soaked in silver nanocolloid (in each variant of the experiment) and copper to soil and addi-
tional spraying of plants caused statistically significant reduction of the enzymatic activity of
dehydrogenases.

The obtained results of the study enabled verification of scientific hypotheses confirming

them in majority of cases in full or partially depending on the analysed parameter or denying

their rightness. Hypotheses confirmed or partially confirmed with this results include:

- application of silver and copper nanocolloids in the form of spring rapeseed dressing, by
soaking, causes improvement of germination energy and ability.

- Rape seeds harvested from the field crop that used silver and copper nanocolloids and stored
in the silo have a higher resistance and lower fungi biomass (amount of ergosterol).

- Application of nanocolloids of silver and copper on spring rapeseed at the beginning of flow-
ering (61-66 BBCH) causes improvement of the oxidization stability of cold-pressed oil.

Sowing of seeds dressed with silver and copper to soil and then spraying of plants in-

creases the number of nanoparticles in soil and causes reduction of dehydrogenases
activity.

The rightness of the hypothesis was denied.

- Silver and copper nanocolloids, regardless the applied dose, do not affect the growth of
rapeseed plants and do not cause disturbances between oxidizers and anti-oxdisers and do
not cause the oxidative stress.

- Application of silver and copper nanocolloids on seeds in the form of dressing and on the
spring rapeseed plants as nanofertilizer sprayed on leaves positively affects the selected
quality parameters of harvested seeds (thousand seeds mass, fat and protein content).
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