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STRESZCZENIE

Wzrost populacji $wiatowej, zmieniajace si¢ preferencje zywieniowe i potrzeba
zwigkszenia wydajnosci produkcji rolnej stawiaja przed rolnictwem wyzwania zaspokojenia
popytu na wysokiej jakosci zywno$¢. Stosowanie agrochemikaliow do osiggniecia tego celu,
ma swoje korzysci, jednak wigze si¢ rowniez z pewnymi wyzwaniami i negatywnymi
skutkami.

Powszechnie wiadomo, ze pochodne aminofosfonowe wykazuja silne dziatanie
herbicydowe wzglgdem roslin wyzszych. Fosfonowe analogi fenyloglicyny wykazuja
interesujgcg aktywno$¢ chwastobdjczg i sg stosowane, jako regulatory wzrostu roslin lub
fungicydy, w zwigzku z czym, metody ich produkcji sa nadal intensywnie rozwijane.
Rowniez herbicydy, majace w swojej strukturze atom siarki, stanowig skuteczne narzedzie
do walki z popularnymi chwastami. Dlatego celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta
synteza C-tienylo podstawionych pochodnych fosfonoglicyny oraz wybranych C-arylowych
pochodnych N- fosfonometyloglicyny (glifosatu), a takze estrow dialkilowych
i diarylowych, pochodnych kwasow aminofosfonowych, ktore zawieraja w swojej
strukturze heteroaromatyczny uktad tiofenu oraz wstgpna ocena ekotoksykologiczna
wszystkich otrzymanych zwigzkow.

Kierujac si¢ tym zatozeniem, zsyntezowano na drodze reakcji aza—Pudovika grupg
dimetylowych i difenylowych pochodnych tiofeno-2-karboaldehydu zawierajgcych
podstawniki N—(metylofenylowe) lub N—(metoksyfenylowe), w ktérych grupy metylowe
I metoksylowe byty potozone w pozycjach orto—, meta— lub para— pier§cienia benzenowego;
grupe dimetylowych pochodnych tiofeno-2-karboaldehydu, podstawionych grupami:
benzylowa, tert-butylowa i benzhydrylowa (difenylometylowa), a takze dibenzylowa
pochodng z podstawnikiem furfurylowym. Nast¢pnie sprawdzono wplyw tych pochodnych
wraz syntezowanymi juz wczesniej pochodnymi N-fosfonometyloglicynowymi, na
organizmy, stanowigce poszczegolne szczeble drabiny troficznej.

W literaturowej czesci rozprawy przedstawiono istote substancji aminofosfonowych,
wybrane metody otrzymywania aminofosfonianoéw, a takze mozliwosci ich wykorzystania,
jako srodkow ochrony roslin, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem glifosatu. Opisano roéwniez
herbicydy siarkowe, jako skuteczne narz¢dzie do walki z chwastami. Natomiast czg§¢

doswiadczalna zawiera cel i1 koncepcje rozprawy doktorskiej, zestawienie wszystkich
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materialow zastosowanych w pracy badawczej, technik oraz metod stosowanych w trakcie
charakterystyki otrzymanych zwiazkow. Cze$¢ ta, zawiera rOwniez OpIS procesow syntezy
poszczeg6lnych grup aminofosfoniandéw oraz ich charakterystyke, wyniki badan, opisujace
wplyw pochodnych aminofosfonowych na rosliny uprawne w badaniach fitotoksycznosci,
ocen¢ ich wlasciwosci herbicydowych wobec popularnych chwastow oraz oceng
ekotoksykologiczng z uzyciem biotestow na organizmach wodnych, z réznych pozioméw
troficznych - bakterii Allivibrio fischeri (Microtox Test), jako przedstawiciela wod
morskich, oraz skorupiakow Heterocypris incongruens (Ostarcodtoxkit Test), jako
reprezentanta wod stodkich.

Na podstawie wynikow badan wlasnych stwierdzono, ze czg$¢ sposrod
zsyntezowanych pochodnych aminofosfonowych charakteryzuje si¢ niska fitotoksycznos$cia
wobec ro$lin uprawnych (badane w ramach pracy: rzodkiewka i owies), posiadajac
jednoczesnie wilasciwosci chwastobojcze, co wskazuje je, jako potencjalne substancje
czynne w preparatach herbicydowych. Ich selektywne dziatanie, daje potencjalne
mozliwosci zastosowan tego rodzaju zwigzkow, jako herbicydéw przy uprawie roslin
jednolisciennych. Sposréd przebadanych aminofosfonianow, wybrane zwigzki wykazaty
niskg szkodliwo$s¢ wobec testowanych organizméw wodnych, co przy braku ich
fitotoksycznosci 1 skutecznosci dziatania chwastobojczego, stwarza potencjalne mozliwosci

aplikacyjne w obszarze agrochemii.
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SUMMARY

The growth of the world's population, changing food preferences and the need to
increase agricultural productivity are challenging agriculture to meet the demand for quality
food. While the use of agrochemicals to achieve this goal, has its benefits, it also comes with
some challenges and negative impacts.

It is well known that aminophosphonic derivatives exhibit strong herbicidal activity
against higher plants. Phosphonate analogues of phenylglycine show interesting herbicidal
activity and are used, either as plant growth regulators or fungicides, and therefore, methods
for their production are still being intensively developed. Also herbicides, which have
a sulphur atom in their structure, are an effective tool against common weeds. Therefore,
the aim of this dissertation was to synthesise C-thienyl substituted derivatives of
phosphonoglycine and selected C-aryl derivatives of N-phosphonomethylglycine
(glyphosate), as well as dialkyl and diaryl esters, derivatives of aminophosphonic acids,
which contain in their structure a heteroaromatic thiophene system, and a preliminary
ecotoxicological assessment of all compounds obtained.

Following  this approach, a group of dimethyl and diphenyl
thiophene- 2- carboaldehyde derivatives containing various N-methyl or methoxyphenyl
substituents, in which the methyl and methoxy groups were substituted to the benzene ring
in the ortho-, meta- or para- position. Group of dimethyl thiophene-2-carboaldehyde
derivatives substituted with: benzyl, tert-butyl and benzhydryl (diphenylmethyl), as well as
a dibenzyl derivative with a furfuryl substituent. Their ecotoxicological impact and already
synthesised N-phosphonomethylglycine aminofosfonates on organisms from various levels
of trophic chain was evaluated.

The literature part of the dissertation demonstrated the most important biology an
environmental aspects the essence of aminophosphonic substances, methods of their
synthesis, application possibilities, as plant protection agents. Sulphur based herbicides are
also described as an effective substances for weed control.

Experimental part, contains the aim, scope and concept of the dissertation, as well as
description of all materials and chemicals used in the research work, methods of synthesis
and techniques used for the characterisation of the obtained compounds.

Further experimental part descript effects of aminophosphonate derivatives on crop

plants using phytotoxicity tests, an evaluation of their herbicidal properties against common
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weeds, and an ecotoxicological asessment on aquatic organisms from different trophic levels
using bioassays test. The bacterium Allivibrio fischeri was choosed representative of marine
waters, and the crustacean Heterocypris incongruens, as a representative of fresh waters.

On the basis of obtained, it was found that some of the synthesised
aminophosphonium derivatives demonstrate low phytotoxicity against crop plants (radish
and oat), with simultaneously effective herbicidal properties, pointing out them as potential
active agents in herbicidal formulations. Their selective activity, gives potential for the use
of such compounds as herbicides in the cultivation of monocotyledonous crops. Among the
tested aminophosphonates, some of them demonstrated low harmfulness on aquatic
organisms and plants, keeping at the same time relatively high efficiency, create them for
the potential application possibilities in the field of agrochemistry.
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WPROWADZENIE

—
—



Wspolczesna agrochemia, to dziedzina nauki zajmujaca si¢ ,,stosowaniem chemii
W rolnictwie”. Obejmuje ona zastosowanie chemicznych §rodkéw ochrony roslin, nawozow
i innych produktow chemicznych w celu zwigkszenia wydajnosci i jakosci produkcji rolnej,
koncentrujac si¢ na opracowywaniu bezpiecznych i skutecznych produktow, ktore
minimalizujg negatywny wptyw na $rodowisko i zdrowie ludzi. Wykorzystujac wyniki
zaawansowanych badan z dziedziny chemii i biotechnologii, oferuje szeroka game
nowoczesnych i efektywnych rozwigzan dla rolnictwa [1].

Aktualnie stosowane, chemiczne $rodki ochrony roslin to produkty chemiczne,
uzywane w celu ochrony upraw przed chorobami, szkodnikami i innymi czynnikami
negatywnie wplywajacymi na ich plony. Srodki te, dostepne sa w roznych formach, takich
jak np. opryski, granulki i proszki, obejmujac szerokg game substancji aktywnych, takich
jak insektycydy, fungicydy czy herbicydy. Niewlasciwe stosowanie tych substancji,
polegajace np. na ich nadmiernej aplikacji, moze prowadzi¢ do wystgpienia powaznych
konsekwencji. Jedna z nich jest sptyw z p61 uprawnych do wod powierzchniowych poprzez
erozje gleby lub wode opadowa, powodujac zakwit sinic, utrate réznorodnosci biologiczne;,
poprzez toksycznos¢ wobec organizméw wodnych, wptyw na ich procesy fizjologiczne,

wzrost, rozmnazanie i przezycie (Rys. 1).

Fotodegradacja
‘ Wyptukiwanie przez deszcz

Znoszenie kropel i pary
Znoszenie pary po w trakcie stosowania
zastosowaniu

Osadzanie suche

Erozja wietrzna
spryskanej gleby

Degradacja chemiczna
i mikrobiologiczna w wodzie A

Metabolizm w roélinach
uprawnych

Rysunek 1. Wptyw $rodkow ochrony roslin na srodowisko [2].

Stosowanie herbicydéw, w sposob nieodpowiedni, moze prowadzi¢ do
nieselektywnego wyniszczania ro$lin, a naduzywanie lub stosowanie tych samych
herbicydow bez rotacji, moze prowadzi¢ do rozwoju opornosci u chwastéw, co utrudni ich

kontrole w przyszlosci. ROwniez niewlasciwie przechowywanie i stosowanie herbicydow
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moze mie¢ potencjalne skutki zdrowotne dla ludzi, na skutek bezposredniego kontaktu
z herbicydami lub spozycie zywnosci nimi zanieczyszczonej. Ich stosowanie wymaga
zatem, starannego planowania i kontroli, aby zapewni¢ skuteczng ochrong upraw
I jednoczesnie ograniczy¢ negatywny wplyw na srodowisko i zdrowie. Wcigz popularne
I zarejestrowane przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi, sg $rodki chwastobojcze,
oparte o aminofosfoniany np. glifosat, oraz substancje, ktoére zawieraja w swoim sktadzie
atom siarki np. Metribuzin. N-fosfonometyloglicyna (glifosat), nalezaca do grupy
aminofosfonianéw jest jedng z najbardziej kontrowersyjnych substancji aktywnych, ktora
Zuwagi na swoje toksyczne oddzialywanie budzi zastrzezenia wielu organizacji
ekologicznych na calym §wiecie. Od czasu wprowadzenia glifosatu na rynek w latach 70-
tych ubieglego wieku, znalazt on szerokie zastosowanie, zwlaszcza do ochrony roslin
genetycznie zmodyfikowanych, odpornych na jego dziatanie. Chociaz jest uwazany za
skuteczny i bezpieczny w stosowaniu, w ciggu ostatnich lat pojawily si¢ doniesienia
I badania sugerujace jego potencjalng toksyczno$é. Niektore z nich, sugerujg potencjalne
zwigzki miedzy glifosatem a r6znymi schorzeniami, takimi jak rak, problemy hormonalne,
uszkodzenia watroby, zaburzenia rozwoju 1 problemy zdrowotne u pszczo6t i1 innych
organizmow. Jednak wyniki tych badan sg cz¢sto sprzeczne, a interpretacja danych jest
trudna z powodu zlozono$ci i r6znorodnosci metod badawczych. Ostatecznie, debata na
temat wptywu glifosatu na §rodowisko i zdrowie ludzi wcigz trwa i jednoznaczna ocena jego
wplywu wymaga dalszych badan. W zwigzku z doniesieniami o toksycznosci glifosatu,
niektore kraje wprowadzity ograniczenia lub zakazy jego stosowania. Na przykiad,
W niektorych panstwach cztonkowskich Unii Europejskiej wprowadzono zakaz stosowania
glifosatu w rolnictwie. Inne kraje, takie jak Kanada, Australia i Stany Zjednoczone,
utrzymujg nadal dopuszczalno$¢ stosowania glifosatu, ale moga wprowadza¢ dodatkowe
regulacje i ograniczenia. W zwigzku z tymi doniesieniami, istnieje pilna potrzeba
wprowadzania nowych herbicydow, majacych rozne mechanizmy dziatania. Moze to pomdc
w zwalczaniu odpornosci chwastow i utrzymaniu skutecznosci kontrolnej, jak i umozliwié
bardziej precyzyjne dziatanie na konkretne gatunki chwastow lub etapy ich rozwoju.
Poszukiwanie i wprowadzanie nowych substancji aktywnych, moze ograniczy¢ skutki
uboczne dla upraw i innych organizméw, a takze minimalizowac ryzyko toksycznosci dla
ludzi, zwierzat i srodowiska naturalnego. Jest to mozliwe dzigki nowym metodom syntezy,
badZz modyfikacji juz opublikowanych procedur, dalszym badaniom naukowym oraz
postepowi technologicznemu, syntezujac bardziej selektywne i bezpieczne substancje

chemiczne. Tego wielowymiarowe dziatanie, jest wyjSciem naprzeciw rosngcemu
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zainteresowaniu nowoczesnym, prowadzonym zgodnie z zasadami ochrony Srodowiska
rolnictwem. Nowe substancje aktywne, o dziataniu herbicydowym sa rowniez odpowiedzig
na zmieniajace si¢ warunki uprawy, takie jak pojawienie si¢ nowych gatunkow chwastow,
zmiany w praktykach rolniczych, rozwdj nowych odmian uprawnych itp. Przy
wprowadzaniu nowych herbicydéw istotne jest przeprowadzanie badan dotyczacych ich
skutecznos$ci, bezpieczenstwa i wptywu na srodowisko przed ich uzyciem w praktyce.
Regulacje i procedury oceny ryzyka pomagaja zapewni¢, ze wprowadzane herbicydy sa
skuteczne i bezpieczne dla uzytkownikéw, srodowiska i konsumentow [3].

Aminofosfoniany s3 grupg zwigzkéw chemicznych, ktore wykazuja rdzne
wiasciwosci. Sg z powodzeniem wykorzystywane, jako srodki ochrony roslin, wykazuja
rowniez silne wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, cytotoksyczne, przeciwgrzybicze,
a nawet przeciwwirusowe [4, 5]. Z uwagi na ich biologiczng aktywno$¢ i znaczenie,
w ramach pracy podjeto proby syntezy nowych pochodnych aminofosfonowych,
zawierajacych w swoim sktadzie atom siarki, w postaci pier§cienia tiofenowego. Majac na
uwadze zréwnowazony rozwoj S$rodowiska naturalnego, planujac syntez¢ nowych
pochodnych aminofosfonianowych skoncentrowano si¢ na stosunkowo tatwej i efektywne;j
drodze ich otrzymywania z minimalizowaniem ilo$ci etapoOw, ograniczajac tym samym
kosztochtonno$¢ wydzielania poszczegdInych produktow. Istotne byto réwniez uzyskanie
odpowiednio duzych ilosci tych zwigzkow, w celu przeprowadzenia planowanych badan
biologicznych. Glowng tezg pracy bylo rdéwniez zsyntezowanie takich pochodnych
aminofosfonowych, ktore wykazywacé si¢ beda nizsza fitotoksycznoscig wobec roslin
uprawnych, w porownaniu do klasycznych $rodkéw ochrony roslin, przy zachowaniu
efektywnego dziatania chwastobdjczego tj. selektywnosciag wobec roslin dwuli$ciennych
I mozliwie jak najnizsza fitotoksyczno$cig wobec roslin jednoliSciennych. W zwigzku z tym,
ze nie znano mozliwego, ekotoksycznego wpltywu tych pochodnych na s$rodowisko,
dokonano ich oceny, stosujac Zywe organizmy, jako bioindykatory nalezace do réznych grup
taksonomicznych, reprezentujacych wszystkie grupy troficzne: producenci, konsumenci,
reducenci, co pozwolito na kompleksowa oceng wptywu pochodnych aminofosfonowych na
srodowisko I porownanie ich do skutecznosci, jako potencjalnego srodka chwastobdjczego.
W zwigzku z tym, badania ekotoksykologiczne w ramach pracy, przeprowadzono na
roslinach, bakteriach stonowodnych A. fischeri i skorupiakach stodkowodnych
H. incongruens.

Aminofosfoniany, uzyskane w toku badan wtasnych zsyntezowano na drodze reakcji

aza-Pudovika, wykazuja okreslone wilasciwosci herbicydowe, co ma istotne znaczenie
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w kontekscie ochrony upraw i srodowiska naturalnego. Niektore z nich wykazuja
selektywng fitotoksyczno$¢, co oznacza, ze skutecznie zwalczaja chwasty dwulicienne, bez
znaczacego wptywu na rosliny uprawne. Taka selektywnos¢ jest istotna, poniewaz pozwala
na skuteczne usuwanie konkurencyjnych chwastow, jednocze$nie minimalizujac negatywne
skutki dla upraw rolnych. Z kolei niska fitotoksyczno$¢ wobec roslin jednolisciennych,
takich jak zboza (np. owies), Oznacza, ze stosowanie tych herbicydow nie powoduje
znaczacych szkdd dla tych roslin, co jest istotne z punktu widzenia produkcji rolnej. Niska
ekotoksyczno$¢ wobec srodowiska naturalnego, ktorg cechuja sie¢ nowo syntezowane
aminofosfoniany jest w tym przypadku zgodna z obecnymi dazeniami do rozwoju
I stosowania zrownowazonych metod ochrony roslin, ktére minimalizuja negatywny wpltyw
na Srodowisko naturalne. Niemniej jednak, w przypadku konkretnych pochodnych
aminofosfonowych, konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan, weryfikacja i ocena
ich skuteczno$ci, bezpieczenstwa oraz wplywu na rdézne aspekty srodowiska naturalnego

przed petnieniem ich zakladanej funkcji.
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1.1. Substancje aminofosfonowe

W ostatnim dziesigcioleciu zwigzki fosforoorganiczne i ich pochodne ciesza si¢
duzym zainteresowaniem ze wzgledu na ich wilasciwos$ci biologiczne i farmakologiczne,
mozliwos$¢ zastosowania w chemii rolnej 1 medycznej, a dodatkowo takze przydatnos¢, jako
polproduktow syntetycznych [6, 7].
Sa wérod nich niektore a-aminofosfoniany i odpowiadajace im kwasy a-aminofosfonowe,
wykazujace szereg aktywnosci farmakologicznych, pozwalajacych na ich wykorzystanie,
jako antybiotyki, srodki przeciwnowotworowe, inhibitory enzyméw, mimetyki peptydowe,
przeciwutleniacze, $rodki przeciwwirusowe, przeciwzakrzepowe oraz przeciwzapalne.
Istnieje rowniez wiele doniesien literaturowych, moéwigcych o wykorzystaniu
aminofosfonianow w agrochemii. Badania toksycznosci zwigzkow, bedacych pochodnymi
kwasu a-aminofosfonowego, wykazaty ich aktywno$¢ chwastobdjczg. Przyktadem
najpopularniejszego herbicydu aminofosfonowego, stuzgcego do zwalczania praktycznie
wszystkich ucigzliwych chwastow jest glifosat (N-fosfonometyloglicyna). Wykazao
rowniez dla uktadow tego typu dziatanie przeciwgrzybiczne m.in. wobec grzybow
Aspergillus Niger, a takze przeciwbakteryjne np. wobec Escherichia coli, czy
Staphylococcus aureus. [8, 9].
Substancje aminofosfonowe stosowane sg réwniez, jako ligandy w Kkatalizie metalami
przejSciowymi i organokatalizie. Majg zdolno$¢ do tworzenia komplekséw z jonami metali,
co jest szczegdlnie przydatne w procesach usuwania metali cigzkich z wod Sciekowych oraz
w przemysle chemicznym. Ze wzgledu na swoje wilasciwosci chelatujace i inhibicyjne,
aminofosfoniany znajduja  szerokie zastosowanie w przemy$le chemicznym,
petrochemicznym, energetycznym i w przemysle wodnym. Mogg by¢ stosowane, jako
sktadniki $§rodkéw antykorozyjnych, substancji do uzdatniania wody, $rodkoéw
pomocniczych w produkcji nawozow i spulchniajagcych w produkcji tworzyw sztucznych.
Poniewaz substancje aminofosfonowe stanowia wazng klas¢ zwigzkéw biologicznie
czynnych, ich synteza jest przedmiotem zainteresowania w syntetycznej chemii organicznej,
w chemii medycznej i agrochemii [10].

Aminofosfoniany posiadaja charakterystyczne ugrupowanie C-H-P, co daje im wiele

mozliwosci  strukturalnych modyfikacji. Chociaz struktury kwasu fosfonowego
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I karboksylowego r6znig si¢ znacznie pod wzgledem ksztalttu, wielkosci i kwasowosci, to
kwasy aminofosfonowe uwaza si¢ za strukturalne analogi odpowiednich aminokwasow,
w budowie, ktorych, grupe karboksylowa zastgpiono reszta kwasu fosfonowego. Zastapienie
grupy —COOH, funkcja —P(O)(OH), ma szereg konsekwencji, wplywajacych na
wlasciwosci substancji. Jedng z nich jest wystgpowanie w czasteczce dodatkowej grupy
podstawnikowej (grupa hydroksylowa). Wazna cechg jest rowniez roznica w ksztalcie
pomiedzy tetraedryczng grupa —P(O)(OH)2 a grupa karboksylowg z atomem wegla
0 hybrydyzacji sp2. Istniejg takze znaczace réznice w kwasowosci 1 zajmowanej objetosci
w przestrzeni [11]. Z uwagi na sposob dzialania - jako antagonistow aminokwasow,
wplywaja hamujgco na aktywnosci takich enzymow jak: reniny, syntazy, proteazy HIV czy
biatkowej fosfatazy tyrozynowej, w efekcie oddziatywujac na fizjologiczng aktywnosé
komorki [12, 13].

Aminofosfoniany stanowig wigc wazng klase zwigzkow fosforoorganicznych,
rowniez ze wzgledu na niskg toksyczno$¢ tych zwigzkow dla ssakow. Sprawia to,
ze znajduja one szerokie zastosowanie w rolnictwie 1 medycynie. Substancje te, posiadaja
dzialanie przeciwgrzybicze, pestycydowe, regulujace wzrost roslin, a takze chwastobojcze,
co jest szczegOlnie istotne z punktu widzenia agrochemii- najczes$ciej stosowanym

aminofonianem jest glifosat.
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1.2. Wybrane metody otrzymywania aminofosfonianéw

Synteza kwasow aminofosfonowych i ich pochodnych, jest ciggle aktywnym
obszarem badan. Otrzymywanie nowych aminofosfonianéw pozwala na badanie ich
struktury 1 wlasciwos$ci chemicznych. Poprzez wprowadzanie réznych grup funkcyjnych do
struktury aminofosfonianéw, mozna bada¢ wptyw tych modyfikacji na ich wlasciwosci,
takie jak rozpuszczalno$¢, stabilnos¢ czy zdolnos¢ do tworzenia kompleksow. Umozliwia to
lepsze zrozumienie zaleznosci pomiedzy struktura a aktywnoscig zwiagzkéw 1 moze
prowadzi¢ do odkrywania nowych zastosowan tych zwigzkéw. Rowniez poprzez
modyfikacje struktury aminofosfoniandw, mozna dazy¢ do uzyskania substancji o lepszych
wlasciwosciach np. biologicznych. Moze to prowadzi¢ do opracowywania nowych lekow
czy innych materialow o specjalnych wiasciwosciach. Warto zauwazy¢, ze wybor metody
otrzymywania aminofosfonianow zalezy od konkretnego zwigzku oraz od dost¢pnosci
substratow oraz warunkow reakcji. Wiekszo$¢ opisanych w literaturze procedur syntezy
aminofosfonianow opiera si¢ na reakcjach: Michaelisa-Arbuzova i Michaelisa-Beckera,
Kabachnika-Fieldsa i Pudovika, reakcji Biruma [14, 15].

1.2.1. Reakcja Kabachnika — Fieldsa

Jedna z glownych metod otrzymania estrow kwaséw aminofosfonowych to
trojsktadnikowa reakcja Kabachnika—Fieldsa [16]. Synteza polega na reakcji odpowiedniego
aldehydu, aminy oraz H-fosfonianu dialkilowego. Reakcja generalnie cechuje si¢ wysoka

wydajnoscig (Schemat 1a) [17].

o) 0 NHR3
I+ ronm, + P — /}\ OR?
R1 R2 2 4 |\OR4 R1 P:OR4
H oR4 R2 I

Schemat la. Ogoélny schemat reakcji Kabachnika—Fieldsa [17].

Natomiast jej mechanizm, zalezy przede wszystkim od uzytych reagentoéw. Poszerzone

badania reakcji Kabachnika—Fieldsa, pozwolily na jej prowadzenie nawet z wymagajacymi
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sterycznie materiatami wyjsciowymi. Zaproponowano dwa podstawowe mechanizmy tej
przemiany, zgodnie, z ktérymi amina i H-fosfonian tworza kompleks, w ktorym kazdy
Z substratow moze reagowac ze zwigzkiem karbonylowym. Czesto zasadowo$¢ aminy
decyduje o przebiegu reakcji. Stabo zasadowe aminy jak np. aniliny, moga dziata¢ jako
donory protonéw, sprzyjajac tworzeniu iminy, natomiast alkiloaminy jak np.

cykloheksyloaminy, nie tworzg imin (Schemat 1b).

H_s_Ph
"/ l}l’ o) o)
5 H. _Ph
R40/F\H H Fhoro_ /'IDI‘ + N7 — 4 /II:I’ Ph
4
R*0 - H,0 RiQ ! p RéQr Y
R0 RO
Ph HN
Ph
0 o) NH, 0
ne PhCHO L e L e
5+
4~ ~ . 4~ + —_— R4O//
RO | H-=-N( = R07 Y - Hy0 O
H H R4O OH HN\
Cy

Schemat 1b. Reakcja Kabachnika—Fieldsa — mozliwe mechanizmy [17].

W przypadku zastosowania dodatkowych katalizatorow, zar6wno kwasy jak 1 zasady moga
mie¢ pozytywny wplyw na szybko$¢ reakcji. Niekiedy wydajnos¢ tworzenia
a- aminofosfonianow jest wyzsza z zastosowaniem wczesniej przygotowanych imin. W tym
przypadku, ze wzgledu na tautomeri¢ H-fosfonian S fosforyn, addycja do iminy moze

zachodzi¢ przez cztero- lub pi¢cioczlonowy stan przejsciowy (Schemat 1c).

R’ RS
/
R*0O >_N R H/R3
fosfonian \P//O R2 R2%=l}l
—_— 4 [ 1
47 N R*-p--H
R"O H R I
NHR3
OR*
ey
R’ R® R’ R3 R'L°P
\' / 7 R% I
R* OH 2 N 2 / ©
fosforyn o7 R S
R*0” RO7 100
OR

Schemat 1c. Modyfikacja reakcji Kabachnika—Fieldsa [17].
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1.2.2. Reakcja aza — Pudovika

Reakcja aza - Pudovika jest w pewnym stopniu modyfikacja reakcji Kabachnika-
Fieldsa, bioragc pod uwagg najbardziej prawdopodobny mechanizm przebiegu tej reakcji.
Powstajace in situ zasady Schiffa poddaje si¢ reakcji z odpowiednim H-fosfonianem. Na
przyktad reakcja pomiedzy iming otrzymang z benzyloaminy (Schemat 2), a H-fosfonianem
dietylu przebiega z zadowalajagcymi rezultatami w toluenie, w temperaturze 110°C [18].
Zmiana fosfonianu na difenylowy, umozliwia przebieg reakcji nawet w temperaturze

pokojowej. Produktem sg estry difenylowe, a reakcja zachodzi z duzg wydajnoscia [10].

__pp HP(O)(OR),

Toluen
R =Et, Ph
X=0,S
59 - 78%

Schemat 2. Reakcja aza — Pudovika [18].

Zarowno reakcje Kabachnika—Fieldsa, jak i reakcje aza-Pudovika mozna prowadzi¢
W obecnosci roznych katalizatorow, dodatku odpowiedniego rozpuszczalnika, a takze

z wykorzystaniem promieniowania mikrofalowego, ultradzwigkow lub ogrzewania [20].

1.2.3. Procesy katalityczne, jako podejsécie ekologiczne

Zastosowanie katalizatorow jest jednym z filarow zielonej chemii i ma ogromny
wklad w synteze organiczng. Optymalizacja metod syntetycznych w obecnosci
katalizatorow, w przeciwienstwie do metod konwencjonalnych, moze zmaksymalizowac
tworzenie pozadanych produktéw i zminimalizowa¢ powstawanie produktow ubocznych.
Ponadto, pozwala na zwigkszenie wydajnosci reakcji chemicznych, zmniejszenie kosztow
produkcji i ograniczenie odpadéw. Dodatkowo, kataliza moze prowadzi¢ do selektywnego

otrzymywania pozadanych produktéw chemicznych [21].
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1.2.3.1. Reakcje Pudovika w obecnosci katalizatoréw i rozpuszczalnikow

W 2016 roku, Subramanyam 1 inni, przeprowadzili prosta synteze
o - aminofosfonianow na drodze reakcji Pudovika, uzywajac, jako Kkatalizatora
tetrametyloguaninidyny (TMG). Reakcja iminy z fosfonianem dietylu w etanolu, byta
prowadzona w temperaturze 50-60°C, przez 3 godziny (Schemat 3). Otrzymano szereg
réznie  podstawionych  produktow, ktore charakteryzowaly si¢  aktywnoscia
przeciwbakteryjna, przeciwgrzybicza i przeciwutleniajacg. Warto dodaé, ze katalizator

zostal fatwo usunigty przez proste wymywanie woda [22].

O. OEt
A4
Y Y 4
N\ HPO OE ﬂ) N\ )\OEt
+ t
N N/\R (OE0), 50-60°C, EtOH N N R
H H
H
68 - 77%

X=2-NO,,4-F,4-Cl,4-CF,
Y:H,N02

Schemat 3. Synteza a-aminofosfonianow przy uzyciu TMG w EtOH [22].

W 2018 roku, Karpowicz i inni, wykorzystali reakcj¢ Pudovika do syntezy
N- (p- toluenosulfonylo)- aminofosfonianéw. Kluczowym etapem byta addycja wybranych
H- fosfonianow dialkilowych do wybranych sulfonianéw (Schemat 4). Reakcje prowadzono
w dichlorometanie (DCM) w obecnosci KoCOs, w temperaturze pokojowej przez 7 dni.
Wyijsciowe sulfonoiminy otrzymane zostaly na drodze kondensacji aromatycznych
aldehydéw z p-toluenosulfonoamidem, katalizowanej przez Ti(OCzHs)s. Produkty reakcji
zbadano w warunkach in vitro, pod katem cytotoksycznosci i ekotoksycznosci w stosunku

do nowotworowych i prawidlowych linii komérkowych [23].
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Schemat 4. Synteza a-aminofosfonianow przy uzyciu K.COz w DCM [23].

1.2.3.2. Reakcje Kabachnika - Fieldsa w obecnosci katalizatoréw i rozpuszczalnikow

Boza i in. (2016), badali wplyw mezoporowatej krzemionki SBA-16 lub SBA-
16/SOsH, otrzymanej z popiolu uzyskanego z trzciny cukrowej, jako heterogenicznych
katalizatorow do syntezy a-aminofosfonianéw. W celu zbadania efektywnosci katalizatorow
przeprowadzono modelowsg reakcje pomiedzy aniling, benzaldehydem i fosfonianem
(Schemat 5). Proces przeprowadzono z dobrg wydajnoscig. Z drugiej strony, katalizator
SBA-16/SOsH dawat lepszg wydajnos¢ w poréwnaniu z SBA-16, ze wzglgdu na jego

wickszg kwasowo$¢, przypisywang grupom kwasu sulfonowego [24].

RZ
NH,
Rl
H (a) lub (b)
+ + HPO(OPh)y ——» ¢
CH,Cl, \
R! R? PhO/P\ N 75 - 100%
OPh 78 - 100%
R!'=H, Cl, Br (a) SBA-16
R,=H, Cl, Br, F (b) SBA-16/SO;H

Schemat 5. Synteza a-aminofosfonianow przy uzyciu SBA — 16 [24].
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Zastgpienie H-fosfonianu difenylowego fosforynem trifenylowym doprowadzito
Azaama i in. (2018), w reakcji 2-amino-5-metylo-1,3,4-tiadiazolu z wybranymi aldehydami
w obecnosci soli Cu(l) i Cu(Il) do a- aminofosfonianow, zawierajacych ugrupowania
tiadiazolowe, z roéwnie dobrymi rezultatami (Schemat 6). Reakcje prowadzone byty
W temperaturze pokojowej, w ciggu 6-13 h, zuzyciem DCM, jako rozpuszczalnika.
Pozadane zwiazki zostaly uzyskane z wydajnoscig 76-89%, a ponadto wykazaty obiecujace

wlasciwosci przeciwutleniajgce i przeciwnowotworowe w warunkach in vitro [25].
N—nN

N—N Ar
/ \ Cu(I) / Cu(Il) _ / \
HsC + ArCHO + P(OPh), » H,C )\ o)
s CH,(Cl, s N P//
NH, N / N

Ppho  OPh

76 - 89%
Ar= , , ,
OCH;,
Cl OH
a b C

Schemat 6. Synteza a-aminofosfonianow przy uzyciu Cu(l)/Cu(ll) w DCM [16].

1.2.3.3. Reakcje Kabachnika - Fieldsa w obecnosci katalizatorow w warunkach

bezrozpuszczalnikowych

Kumar i in. (2017), zastosowali Celuloz¢-SO3H (CSA), jako bezpieczny i nadajacy
si¢ do recyklingu katalizator w reakcji roznie podstawionych benzaldehydoéw (3-Cl, 4-Cl,
3- Me, 4-OMe, 4-NOy) i furfuralu z pierwszorzgdowymi aminami aromatycznymi
i H- fosfonianem (Schemat 7). Autorzy badali przebieg reakcji z uzyciem rozpuszczalnika,
jak ibez uzycia rozpuszczalnika Najbardziej efektywne okazalo si¢ prowadzenie reakcji

w warunkach ,,solvent free” (czas 15-30 min., wydajnos¢ 83-98%) [26].
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Schemat 7. Synteza a-aminofosfonianow przy uzyciu celulozy [27].

Inny, ekologiczny sposob syntezy a-aminofosfonianow w  warunkach
bezrozpuszczalnikowych zostat opisany przez Lashkari i in. (2013). Jest to reakcja pomig¢dzy
aldehydami, 2-aminobenzotiazolem i fosforynem trietylowym, katalizowana przez InCls
(Schemat 8). Zaletami procedury sg przede wszystkim: krotki czas reakcji (10-16 min.),
dobra wydajnos$¢, warunki bezrozpuszczalnikowe oraz latwos$¢ przygotowania, a takze

aspekty ekologiczne - brak toksycznych katalizatoroOw i rozpuszczalnikow [28].

N O
) —r +)L . P(OEt); — "L

Ar H 110°C N Ar
S

Ar= 0
X = 2-Cl, 3-Cl, 4-Cl, 4-Me, 3-Br, 3-Me, 4-OH 75 -89%

Schemat 8. Synteza a-aminofosfonianow przy uzyciu InCls [28].
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Wydajng i przyjazng dla srodowiska metoda typu ,,0ne pot approach” zastosowano
w przypadku syntezy ukladow z uzyciem pochodnych 2-amino-1,3-tiazolu z réznie
podstawionymi aldehydami w obecnosci Amberlyst-15 (zywica jonowymienna), jako
heterogenicznego katalizatora. Reakcja byla prowadzona bez rozpuszczalnika,
W temperaturze pokojowej i zostala zakonczona po godzinie, a produkty otrzymano

Z dobrymi wydajnosciami (Schemat 9) [29].

MeO MeO

AN AN
N Q N
EtO | N . )k Amberlyst-15 EtO | N H o
\ \>/NH2 R H 0,04 % mol \ \>/N //
P
0 g HPO(OE), O s R: \ Ot
OEt
74 - 93%

- aT @[@

X =2-NO,, 4-OH, 2-OBn, 4-Cl, 4-N(CH3),

Schemat 9. Synteza a-Aminofosfonianow przy uzyciu Amberlystu-15 [29].

Vogt iin. (2018), w swojej publikacji opisali bezrozpuszczalnikowg synteze nowych
a - aminofosfonianéw z 1-(fenyloseleno)propano-2-aminy i jej pochodnych, podstawiong
wybranymi aldehydami i fosfonianami dimetylu i difenylu (Schemat 10). Po przebadaniu
serii katalizatorow (SiO2, ZnClz, Al2O3, FeClz, CeCls.7H20, InCls, NbCls, Nb20sxnH20),
w roznych temperaturach, okazato si¢, ze najbardziej efektywny byt hydrat tlenku niobu (III)
(Nb203xnH20) w temperaturze 100°C (czas reakcji 6h, wydajnos¢ 91%). Autorzy zauwazyli
ponadto, ze zwigkszenie stosunku molowego fosfoanianu do aminy i aldehydu, z 1,2 mmola
do 2 mmoli, istotnie wplywat na poprawe wydajnosci reakcji. Dalsze zwigkszanie ilosci
fosfonianu, nie wywierato wptywu na efektywnos$¢ reakcji. Wykazano rowniez, ze niektore

sposrod badanych zwigzkow, dziatajg przeciwko stresowi oksydacyjnemu [30].
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Schemat 10. Synteza a-aminofosfonianow przy uzyciu Nb,Osz-nH20 [30].

W 2018 roku Sreelakshmi i in., zsyntetyzowali nano-tlenek miedzi (II)
domieszkowany ztotem i wykorzystali go, jako katalizator do syntezy a-aminofosfoniandw.
Synteza przebiegata z udziatem 2-aminofenolu z aldehydem aromatycznym i H-fosfonianem
dimetylu w warunkach bezrozpuszczalnikowych, w temp. 60°C (Schemat 11). Wszystkie
zsyntetyzowane zwigzki poddano badaniom in vitro, pod katem aktywnosci
antyoksydacyjnej i inhibicji a-glukozydazy. Niektore z tych zwigzkdéw, wykazaly obiecujaca
aktywnosc¢ [31].

OH (0]
NH Nano CuO-Au R
2 (10% mol)
+ R + HPO(OMe), >
\OMe

87 - 96%
R = H, Cl, OMe, OEt, OC,Hy, 4-NO,, 2-OMe, 3-OMe

Schemat 11. Synteza a-aminofosfonianow przy uzyciu nano- CuO [21].

Z kolei Shaika i in. (2020), badajac reakcje¢ 2-jodo-4-trifluorometylaniliny z 3,4-
dimetoksybenzaldehydem 1 fosfonianem dietylu (Schemat 12), stwierdzili, iz spo$rod
badanych katalizatorow: InCls, ZrCls, TiO2 Cul, AIClz, BFs, nano CuO najlepsze rezultaty
dalo zastosowanie nanoczgstek TiO2 w formie anatazu (metastabilna, mineralna postaé
tlenku tytanu (1V)). Jego =zastosowanie zaowocowalo najkrotszym czasem reakcji
i najwicksza wydajnoscia, przy stosunkowo niskiej temperaturze reakcji (50°C, wydajnos¢
93%) [32].
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Schemat 12. Synteza a-aminofosfonianéw przy uzyciu nanoczastek TiO, w formie anatazu [32].

W publikacji Gundluru i in. (2021), opisano kwas sulfonowy na no$niku
- cyklodekstrynowym (5- CD- SOsH), jako wydajny, przetwarzalny i heterogeniczny
katalizator do syntezy tiazolilowych pochodnych a-aminofosfonianow. Reakcja roznie
podstawionych aromatycznych amin pierwszorzedowych (np. 4-NO2, 4-CF3, 2-l, 4-Br,
4- OMe) z 2-(3-formylo-4-izobutoksyfenylo)-4-metylotiazolo-5-karboksylanem etylu
i fosfonianem dietylu, w warunkach bezrozpuszczalnikowych z dodatkiem - CD- SOsH,
jako katalizatora, prowadzita do powstania bogatej grupy produktéw reakcji. Niektore
Z otrzymanych zwigzkéw wykazywaty duza cytotoksycznos¢ w stosunku do komorek
nowotworowych K562 i Colo205 [33]. W literaturze istnicjg rowniez doniesienia
o wykorzystaniu cieczy jonowych [Ga(Li)] TFSI, czy [Ga(Li)] TFSI, jako katalizatorow
w procesie otrzymywania pochodnych aminofosfonowych, ktore w swoich badaniach uzyli

Mirzaei i Eyckens (Rys. 2), [24, 25].

N o)
O|||||:fi7,“0\ W [////O

O THN-

\
N
7,
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/

\ szN_

a b

Rysunek 2. Ciecze jonowe [G3(Li)] TFSI (a) oraz [Ga(Li)] TFSI (b) [34].

1.2.4. Ultrasonifikacja, jako metoda ekologiczna

Synteza, ktora wspomagana jest ultradzwigkami zalicza si¢ do metod, jakie
Z powodzeniem stosowane sa w zielonej chemii. Ultradzwigki, wykorzystywane w syntezie
zwigzkéw organicznych, stanowig alternatywne zrodlo energii dla reakcji organicznych,

ktore zazwyczaj wymagaja ogrzewania. Opiera si¢ to na zjawisku kawitacji akustyczne]
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(powstawanie pecherzykow prozniowych w cieczy, pod wplywem ultradzwickow,
prowadzace do wystepowania ekstremalnych, lokalnych ci$nien, rzedu 1000 atm.
I temperatur rzedu 5000 K), w fazie cieklej bez bezposredniego wpltywu na energi¢ drgan
poszczegb6lnych wigzan. Zastosowanie ultradzwigckow daje zatem ogromne mozliwosci,
m.in. prostote i bezpieczenstwo przebiegu reakcji oraz wysoka czysto$¢ powstatych
produktow. Mocng strong procedur wykorzystujacych wspomaganie ultradzwigkami, jest

réwniez zwickszona wydajnos¢ reakcji [35].

1.2.4.1. Wptyw ultradzwiekdéw na przebieg reakcji Pudovika

Balint i in. (2017) przeprowadzili addycje fosforynow dialkilowych do podwdjnego
wigzania C=N imin, pochodzacych z amlodypiny, w obecnosci SnCl>-2H20, jako
katalizatora (Schemat 13). Poréwnujac reakcje prowadzong z wykorzystaniem
ultradzwigkoéw z eksperymentem kontrolnym - przy uzyciu konwencjonalnego ogrzewania,
czas reakcji skrocit si¢ z 4-6 h do 20-24 min. Uzyskane produkty wykazaty dziatanie

przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe i przeciwgrzybicze [36].

4-6h

(0]
lub ”
Cl sonifikacja: 75°C P(OR), cl
COOMe COOEt 20-24 min COOMe COOEt
Sy | N SN SnCl,.2H,0 | N
+ P — > N
©/\ _\—0 N H \OR H_\—O N
1
R R=Et, Bu R! 64-88%
R'=2-Cl, 5-F, 3-Br, 4-F,4-OH, 2,4-diCl
Schemat 13. Addycja fosforynow dialkilowych do imin pochodzacych od amlodypiny [36].
Rowniez Basha i in. (2020), wykorzystali ultradzwigki w syntezie serii

aminofosfonianow, w reakcji Pudovika (Schemat 14). W pierwszym etapie autorzy
skoncentrowali si¢ na syntezie wybranych imin, wychodzac z rdéznie podstawionych
pochodnych hydrazny oraz 4-chloro (fluoro)-benzaldehydu. Traktujac otrzymane iminy
fosfonianem dietylu, w obecnosci TMG, uzyskali docelowe produkty z bardzo dobrymi
wydajnosciami. Zastosowanie ultradzwickow pozwolito na poprawe wydajnosci reakcji,

w poréwnaniu z warunkami konwencjonalnymi (z 68-78% do 85-95%). Dzieki
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zastosowaniu ultradzwigkow, mozliwe bylo rowniez skrocenie czasu reakcji z 3- 4,5 h do

10-40 min. [37].

\P OEt
\
H EtOH
R—NH, + +HPO(OEt)z—>
0°c
85-95%
AN
NH o)
S Me —\ / \
= fﬁ, [/>——NH/’ \N)j\ S N— " Me—N N—
G )\ \ / /

X=F Cl

Schemat 14. Synteza a-aminofosfonianow pod wptywem ultradzwigkdw, z uzyciem TMG [37].

1.2.4.2. Reakcje Kabachnika - Fieldsa a wptyw ultradzwiekow

Fale ultradzwickowe (35 MHz), w reakcji Kabachnika-Fieldsa, zastosowatl rowniez
Sivala, opracowujgc proces syntezy a-aminofosfoniandw z mieszaniny amin, aldehydow
i fosfonianu dietylu w obecnosci SiO.-ZnBra, jako katalizatora, w temperaturze 50°C,
w warunkach bezrozpuszczalnikowych (Schemat 15). Odpowiednie aminofosfoniany
otrzymano z dobrg wydajnoscig, a czas reakcji wynosit od 35 do 54 min. W poréwnaniu
z ogrzewaniem konwencjonalnym, zastosowanie ultradzwickow wyraznie zwiekszylo
wydajnos¢ 1 skrocito czas reakcji. Niektore z tych zwigzkow, wykazaly obiecujaca

aktywno$¢ zarowno wobec szczepdw bakterii, jak i grzybow [38].

OEt

o
RCHO SIOZ ZnBr2 P/OEt
+
HPO(OEt), s
cl NH,

88 - 95%

s X X = 2-OH, 4-OMe, 3-Cl

Schemat 15. Synteza a-aminofosfonianéw pod wptywem ultradzwigkow, z uzyciem SiO2-ZnBr, [38].
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Fale ultradzwickowe wykazaly rowniez znaczaca przydatno$¢ w syntezie
pochodnych 4-(2,4-dichlorofenylo)tiazolo-2-aminy z uzyciem fosforynu trietylowego
(Schemat 16). Zastosowanie BF3-SiO21 sonifikacji, pozwolito na skrdcenie czasu i poprawe
wydajnosci reakcji, w porownaniu do warunkéw konwencjonalnych, z uzyciem

rozpuszczalnika (metanol, etanol, toluen, THF, DCM) [39].

(0]
N NH,
S nano BF3 -Si0,
Cl \ \S( + H \r
P(OEt), \OEt

Cl OEt
90%

Schemat 16. Synteza a-aminofosfonianow pod wptywem ultradzwigkdéw, z uzyciem nano BF3-SiO- [39].

Kall i in. (2017), badali wptyw ultradzwickow na przebieg reakcji
Kabachnika- Fieldsa, z uzyciem pochodnych aldehydu salicylowego, jako komponenta
karbonylowego. Reakcje¢ prowadzono z uzyciem stechiometrycznych ilosci aldehydu,
aminy, fosfonianu, w wodzie, jako przyjaznym srodowisku rozpuszczalniku, w temperaturze
pokojowej (Schemat 17). Zastosowanie ultradzwiekéw zaowocowalo skroceniem czasu
reakcji z 80- 189 min. do 6-35 min. i podwyzszeniem wydajno$ci w stosunku do procesu
bez uzycia ultradzwickow z 56-72% do 84-94% [30].

OR?
Oxd—oR?
R? 1
H I . HO0 N R
+ HN\R:HPO(OR ), ————> -
X OH X OH
84 - 94%

X =H, 5-Br, 3-Me, 5-NO,, 2-OH-Naftyl
R!= Me, Bu, Morfolina, Pirolidyna
R2 = Me, Et, i-Pr, n-Bu

Schemat 17. Synteza a-aminofosfonianéw z udziatem wody, pod wptywem promieniowania
ultradzwickowego [40].
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Opisano rowniez nowa, prosta metod¢ otrzymywania a-aminofosfonianéw, stosujac
2-(1-amino-2-(2,5-dibromofenylo)etylo)-5-bromofenol  z  réoznymi  podstawionymi
aldehydami i fosfonianem dimetylu, bez dodatku katalizatora i rozpuszczalnika. Reakcja
przebiegata w temperaturze pokojowej, z udzialem ultradzwickoéw, a czas jej trwania
wynosit od 10 do 20 min. (Schemat 18). Gdy reakcja modelowa byla prowadzona
W obecnosci rozpuszczalnika, takiego jak woda, wykazywata 56 % wydajnos¢ (czas reakc;ji:
40 min., 60°C), natomiast przy zastosowaniu konwencjonalnej metody, uzyskanie
pozadanych produktow wymagato dluzszego czasu reakcji niz w przypadku zastosowania
ultradzwigkow (4-6 h), a wydajnos¢ produktéw wynosita od 60 do 78%. Biorac pod uwage
wydajnos¢ reakcji, dopiero zastosowanie warunkow bezrozpuszczalnikowych i prowadzenie
reakcji w temperaturze pokojowej zostaly uznane za optymalne dla tej syntezy, uzyskujac
wydajnos¢ rzedu 88-92%. Dlatego tez, metoda ta, wykazata nastepujace zalety: przyjaznosé
dla s$rodowiska, brak Kkatalizatora, wysoka wydajno$¢, nieskomplikowana procedura

przygotowania, krotki czas reakcji i brak rozpuszczalnikow [41].
Br
+ R—CHO

+ HPO(OMe),

X =H, OMe, OEt, O-t-Bu, 4-NO,, 4-Br, 4-C1

Schemat 18. Synteza a-aminofosfonianow pod wptywem ultradzwigkow [41].

1.2.5. Synteza aminofosfoniandw wspomagana promieniowaniem mikrofalowym

Technologia promieniowania mikrofalowego, stanowi rozwijajacy si¢ obszar
badawczy, w kontekscie potencjalnego wykorzystania fal mikrofalowych w chemii. Dla
syntez organicznych, w poréwnaniu do konwencjonalnych metod, podejscie to ma kilka
zalet, takich jak: rownomierny rozkiad energii wewnatrz naczynia reakcyjnego, dajac

produkt z wysoka wydajnos$cia i1 krotkim czasem reakcji oraz zapobieganie marnowaniu
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produktow. Zastosowanie mikrofal oferuje rowniez przyspieszenie procesu, mniejsze straty
ciepla, wysoka wydajno$¢ ogrzewania i niskie koszty operacji, a takze mozliwo$¢ kontroli

poszczegolnych parametrow eksperymentu, jak np.: wptyw mocy i temperatury [42].
1.2.5.1. Reakcje Pudovika a wptyw promieniowania mikrofalowego

Balint 1 in. (2017), opisali wspomagana mikrofalami syntez¢ a-arylo-o-
aminofosfonianow z uzyciem butyloaminy, cykloheksyloaminy i aniliny oraz aldehydu
benzoesowego i jego 2-, 3-, 4-chloropochodnych. Zastosowanie promieniowania
mikrofalowego pozwolito na wyeliminowanie dodatkowego katalizatora oraz
rozpuszczalnika. Reakcje prowadzono w temperaturze 80-100°C, w ciggu 10-30 min.
Docelowe produkty uzyskano z wydajno$ciami od 76-100%. Przeprowadzone przez
autorow badania wykazaly znaczacy wplyw promieniowania mikrofalowego na

efektywnos¢ reakcji w porownaniu do ogrzewania konwencjonalnego (Schemat 19) [36].

Bu—N H
X

la 2

Y= OMe (a), OEt (b), OBu (c), OBn (d), OPh (¢)

Schemat 19. Addycja fosforynow dialkilowych i tlenku difenylu do N-benzylidenobutyloaminy [36].

W podobny sposob, Kandula i in. (2021), otrzymali uktady zawierajace ugrupowanie
4- [(1,2,3-triazol-4-ylo)metylo]piperazyn-1-ylowe z wykorzystaniem dodatkowo jodku
miedzi (1) jako katalizatora [43]. Rowniez w typ przypadku prowadzenie reakcji W piecu
mikrofalowym zaowocowalo dobrymi wydajnosciami, z jakimi uzyskano docelowe
produkty. Przeprowadzone przez autorow badania pokazaly, ze katalizator nie stracit swojej
aktywnosci po uzyciu w 3 cyklach (Schemat 20). Czes$¢ otrzymanych zwigzkow wykazaty

znaczaca aktywnos$¢ antyoksydacyjng w warunkach in vitro.
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Schemat 20. Synteza a-aminofosfonianow z wykorzystaniem Cul i mikrofal [43].

1.2.5.2. Reakcje Kabachnika-Fieldsa pod wptywem promieniowania mikrofalowego

Chinthaparthi i in. (2013), opublikowali nowatorskg, wspomagang mikrofalami
metode syntezy o-aminofosfonianow, wykorzystujacej TiO2-SiO2, jako katalizatora.
Zastosowanie TiO2-SiO2, pozwolilo na znaczne skrocenie reakcji do 3-6 min, oraz
zmniejszenie mocy promieniowania do 210W (Schemat 21). Wigkszo$¢ nowo otrzymanych
zwigzkow wykazata interesujagcg aktywno$¢ przeciwnowotworowa na komorkach Hela
(linia komorkowa wywodzaca sie z komorek raka szyjki macicy) i SK-BR-3 (linia

komorkowa, pochodzgca z ludzkich komorek raka piersi) [44].

OMe
H
N

CHO
NH, (TiO,-Si0,) 70°C
+ + HP(OMe), MW (210W) B _Px=
MeO” 1 ©
OMe

OMe 97%

Schemat 21. Synteza a-aminofosfonianow z wykorzystaniem TiO,-SiO; i mikrofal [44].
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Z kolei Gundluru (2016), opisat protokét syntezy pochodnych a-aminofosfonianéw
zawierajacych ugrupowanie 1,3,4-tiadiazolowe, na drodze reakcji Kabachnika-Fieldsa pod
wplywem promieniowania mikrofalowego, z wykorzystaniem kwasu fosfosulfonowego
(PSA), jako ekologicznego, nadajacego si¢ do recyklingu i przyjaznego dla $rodowiska
katalizatora kwasowego (Schemat 22). Otrzymane w ten sposob pochodne wykazywatly
dobra aktywno$¢, jako przeciwutleniacze, w warunkach in vitro i umiarkowang aktywno$é

przeciwdrobnoustrojowg [45].

0 PSA N<
+ HP(OEY), >\ N

N—N /
\/QS)\NHZ +Het/Ar)I\H MW (400W) A=l ot

Ar =

X
O
\_o

X =4-NO,, 3-F, 4-Me, 4-OMe, 4-NMe,

Schemat 22. Synteza a-aminofosfonianow z wykorzystaniem PSA i mikrofal [45].

Reddy i in. (2016), zastosowali do swoich badan nanoczastki Gd20s3, jako katalizator
(Schemat 23). Postuzyty im one w syntezie [{[2-(morfolin-4-
ylo)etylo]amino}(arylo)metylo]fosfonianow  dimetylowych.  Dzigki  zastosowaniu
katalizatora, synteze¢ charakteryzowat krotki czas prowadzenia reakcji, brak uzycia

rozpuszczalnika oraz mozliwo$¢ ponownego uzycia katalizatora [46].
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Schemat 23. Synteza a-aminofosfonianow z wykorzystaniem Gd,Os i mikrofal [46].

Reakcja Kabachnika Fieldsa, wspomagana falami mikrofalowymi, zostata
wykorzystana rowniez w syntezie ukladow zawierajacych fluorobenzotiazol. Uzycie
1- metylo-2-pirolidonu (NMP), jako rozpuszczalnika doprowadzito do finalnych produktow
z wydajnos$ciami 70-79%. Jednakze w tym przypadku reakcja wymagala dluzszego czasu
(okoto 40 min) i temperatury 150°C (60W). (Schemat 24). Niektore z powstatych produktow

wykazaly znaczgcg aktywno$¢ przeciwwirusows [47].

S NMP, 150°C S
+ Ar—CHO + HP(OEt), ————» 0]
F@[N/>—NH2 r OEY, —com > F N/>—NH ”

ll__—oEt

\

F : | Ar OEt
F 70 - 79%
Ar=
Cl

Schemat 24. Synteza a-aminofosfonianow z wykorzystaniem NMP i mikrofal [47].

Z kolei Sudileti i in. (2019) duzo miejsca poswigcili badaniom dotyczacym wptywu
uzytego rozpuszczalnika (chlorki: glinu, Zelaza, cynku, chromu; octan palladu (IT); bromek
niklu; wodorosiarczan kofeiny — CHS), rodzaju katalizatora oraz mocy zastosowanego
promieniowania mikrofalowego na czas i wydajnos¢ syntezy [(arylo)(tiazol-2-

yloamino)metylo]fosfonianéw dialkilowych (Schemat 25). Synteza aminofosfonianow
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przebiegata na drodze trojsktadnikowej reakcji Kabachnika-Fieldsa poprzez reagowanie
Z 2- aminotiazolem, r6znymi aldehydami i dialkilofosforanem, w obecnosci przyjaznego dla
srodowiska katalizatora, jakim byt wodorosiarczan kofeiny. Dodanie katalizatora poprzez
ulatwienie nukleofilowej addycji fosforanu do iminy, prowadzi do powstania
aminofosfonianow z uwolnieniem CHS. Reakcje prowadzone byly w warunkach
bezrozpuszczalnikowych pod wplywem promieniowania mikrofalowego o mocy 400W.
Niektore a-aminofosfoniany wykazaly znaczaca aktywno$¢ w zakresie zastosowan
antyoksydacyjnych i przeciwzapalnych [48].

CHO R'O

R'O \\P//O

N Q CHS R
[ \>—NH2 + R + R'0O—P—H — N >—®
s - MW [ \>—NH
OR
S

R= Rodzne substancje

R;=Me/Et
Schemat 25. a-aminofosfoniany, zsyntezowane z wykorzystaniem CHS i mikrofal [48].

Rowniez Hudson (2020), w swojej pracy donosi 0 wspomaganej promieniowaniem
mikrofalowym syntezie pochodnych aminofosfonowych, z duza wydajnos$cia (Schemat 26).
Procedura syntezy arylo-a-aminofosfonianow przebiegta bez konieczno$ci uzycia
dodatkowego katalizatora irozpuszczalnika na drodze reakcji Kabachnika-Fieldsa,
wspomaganej przez MW. Autorzy otrzymali nowe a-aminofosfoniany z wydajnosciami 70-
90% [49].

O NH, MW O
Ar

_—

+ Ar—CHO HP(OR
ORl 100~ 120°¢ o
N7 P2
H o
0
73 - 90%
-0
R = Me, Et, Bu

Schemat 26. Synteza a-aminofosfonianéw z wykorzystaniem mikrofal [49].
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1.2.6. Wykorzystanie mtyna kulowego

Reakcja mechanochemiczna jest definiowana, jako reakcja chemiczna, ktora jest
wywolana przez bezposrednig absorpcj¢ energii mechanicznej. W trakcie procesu mielenia,
do materiatu dostarcza si¢ duze porcje energii mechanicznej, ktorej nastepstwem jest
akumulacja w postaci napr¢zen sieci krystalicznej badz/lub przeksztalcenie jej na energie
chemiczng. W efekcie pojawiaja si¢ nie tylko zmiany strukturalne materiatu, takie jak:
defekty, dyslokacje, fazy amorficzne, ale rowniez zapoczatkowywane sg reakcje chemiczne.
Efektem nieodtgcznie zwigzanym z mechaniczng obrobka materiatu jest jego rozdrobnienie
1 zwigkszenie aktywnosci fizykochemiczne. Obrobka mechanochemiczna, nie wymaga
stosowania rozpuszczalnikow i jest mozliwa do prowadzenia w warunkach otoczenia,
realizujac tym samym postulaty zielonej chemii. Specyfika nierownowagowych procesow,
ktére zachodza pod wplywem energii mechanicznej, generowanej w trakcie mielenia,
umozliwia wytwarzanie materialdow trudnych, jak 1 niemozliwych do wytworzenia inng
metoda. W uproszczeniu, energia mechaniczna moze by¢ generowana np. poprzez mielenie
przy uzyciu mozdzierza i thuiczka, badz odbywac si¢ w mtynach kulowych [41-43].

W 2020 roku, Fiore i in. (2020), zastosowali po raz pierwszy proces mielenia
kulowego do otrzymywania pochodnych a-aminofosfonianéw, bez uzycia katalizatora
i rozpuszczalnika, uzywajac tlenku cyrkonu, jako medium mielgcego na powierzchni stoja.
Najlepsze wyniki uzyskano stosujac fosforyn dietylu w etanolu, jako ciekle mielenie
wspomagane trybem ciggtym, z uzyciem 50 kulek ZrO, przy obrotach 600 rpm, po 6 h
(Schemat 27). Pozadane a- aminofosfoniany byty tatwo odzyskiwane bez rozpuszczalnikow
organicznych poprzez bezposrednie wytrgcanie w wodzie. Metoda ta posiada szereg zalet

czynigcych z niej interesujgce narzedzie do syntezy organicznej [50].
(0]

Ar—NH,* b+ HPOED), = 5

N P
H ||\OEt
98% ©O
Ar=
Cl

Schemat 27. Synteza a-aminofosfonianow z wykorzystaniem mielenia kulowego [50].
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1.2.7. Reakcja Hirao, jako efektywna strategia syntezy pochodnych kwaséw fosfonowych

Ciekawa metoda syntezy arylowych fosfonianow jest reakcja Hirao, polegajaca na
utworzeniu wigzania P-C w efekcie reakcji pomigdzy fosfonianem dialkilowym
i odpowiednim halogenkiem arylowym lub winylowym. Reakcja przebiega w obecnosci
Pd(PPhs)s, jako katalizatora i w wigkszosci przypadkow trietyloaminy (EtsN), jako zasady,
w roznych rozpuszczalnikach lub bez uzycia jakiegokolwiek rozpuszczalnika (Schemat 28)
[51]. W reakcji uzywane sa rowniez Pd(OAc)2 and PdCl,, w potaczeniu z roznymi mono-
lub bidentatnymi P-ligandami. Znane sg rowniez warianty reakcji z wykorzystaniem

katalizatorow niklowych.

90 - 110°C
12 min - 64h
Pd(PPh;), (5mol%)

o) o)
RO\P// by zasada o RO\P//

X

RO/ \H Toluen/ RO/ \

bez rozpuszczalnika

Y
3-98%

R = Et, iPr, Bu

Y = Ph, 4Me-OC¢H,, 4-HOC¢H,, 4-H,NCHy, 4-MeCcHy, 2-MeCHy,
2-HOCH,C¢Hy, 4-CIC¢Hy, 4-BrCgHy, 2-BrCgHy, 2-MeO(O)CCHy,
4-MeNH(O)CCgHy, 2-HO(O)CC¢Hy, 4-Me(O)CC¢Hy, 4-NCCyHy,
4-O,NC¢Hy, 1-naftyl, 3-pirydyl, allil, 1-cykloheksenyl, stytyl, 1-fenylowinyl

X =1 Br

Baza: Et;N, Bu;sN, pirydyna

Schemat 28. Reakcja Hirao katalizowana palladem [51].

Toluen, dimetylosulfotlenek (DMSO), 1,4-dioksan, acetonitryl (ACN),
tetrahydrofuran (THF), dimetyloformamid (DMF), EtOH (lub inne alkohole) sa typowymi
rozpuszczalnikami stosowanymi w reakcji Hirao, a ich wybor zalezy od stosowanego uktadu
katalitycznego. Pd(PPhz)s jest w wigckszosci przypadkoéw stosowany razem z toluenem,
natomiast w przypadku Pd(OACc)z2, jako prekursor katalizatora najczgsciej stosuje sie DMSO.

Najlepszym medium dla katalizowanych przez Ni sprzezen P-C jest 1,4-dioksan, a czasem
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ACN. Mozna zauwazy¢, ze stosowane sg glownie rozpuszczalniki aprotonowe, ale moga
pojawi¢ si¢ rowniez rozpuszczalniki protonowe. W reakcji Hirao, jako zasady stosuje si¢
czesto trietyloaming i diizopropyloetyloaming, ale opisywano réwniez uzycie pirydyny, czy
N-metylomorfoliny. W niektorych przypadkach role czynnika deprotonujacego peknity
K2COs3, Cs2C0O3 i Na2CO3. Optymalna temperatura do prowadzenia tego typu reakcji, to 120-
150°C. Podczas gdy reakcje Hirao, katalizowane przez zwiazki Pd i Ni zostaty szczegotowo
zbadane, kataliza za pomoca Cu jest dziedzing nieco zaniedbang. Huszar i in. (2022),
przedstawili dane dotyczace reakcji Hirao, z zastosowaniem soli Cu(Il) jako prekursora
katalizatora, z wykorzystaniem promieniowania mikrofalowego przy jednoczesnym braku
dodatku ligandow (Schemat 29). Tworzenie wigzania P-C bylo najbardziej wydajne, gdy
odczynnik >P(O)H i trietyloamina, uzyta jako zasada byly zastosowane w stosunku
molowym 1:2 [52].

| O=——=FPAr, Cu(I)(PPh,OH),
MW 165°C

Cudh redukcja

NEt;

+ ALPOH ——3 5

EtOH

Cu(I)(PPh,OH),
75 - 85%

Ar = Ph; 4-MePh; 3,5-diMePh

Schemat 29. Reakcja Hirao, z zastosowaniem soli Cu(II) jako prekursora katalizatora, pod wptywem

promieniowania mikrofalowego [52].

Ci sami autorzy, prowadzili rowniez reakcj¢ Hirao, wykorzystujacy nadmiar
fosfonianu z wykorzystaniem promieniowania MW (Schemat 30). Do reakcji uzyli 1,4-,
1,3- i 1,2-dibromobenzendéw oraz odpowiadajacych im bromojodo pochodnych, ktore
zostaly poddane reakcji z fosfonianem dietylu w obecnosci Pd(OAc).Odpowiednie
Docelowe produkty otrzymano na ogét z dobra wydajnoscia, jednak reakcja orto-

dihalogenobenzenow przebiegata niechetnie [52, 53].
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X MW PY, PY,
100 - 150°C
Pd(OAc),
NEt,
+ Y,POH —  » .
EtOH
Br Br PY2
45 - 78% L|
X =1, Br
Y = Ph, EtO

Schemat 30. Katalizowane przez Pd reakcje sprzegania P-C Hirao z dihalogenobenzenami [53].
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1.2. Wiasciwosci biologiczne aminofosfonianow

Kwasy fosfonowe, jako klasa substancji naturalnie wystepujacych w przyrodzie, sa
wyjatkowe ze wzgledu na wlasciwosci biologiczne. Z jednej strony wigzanie wegiel-fosfor
(C-P), ktore definiuje te czasteczki, jest kluczowym czynnikiem ich silnej bioaktywnos$ci
wobec mikroorganizméw (i innych organizméw wyzszego rzedu), jak roéwniez ich
stabilno$ci wobec degradacji enzymatycznej. Z drugiej strony, kwasy fosfonowe stanowig
zrodlo nieorganicznego fosforu dla mikroorganizmoéw, ktére czgsciej niz inne, potrzebuja
wilasnie tego skladnika odzywczego W rezultacie biochemia fosforu rozwingta sie
dwukierunkowo, jeden kierunek poswigcony jest stworzenie wigzania C-P i wigczaniu tego
motywu do ztozonych czasteczek bioaktywnych, podczas gdy drugi dazy do rozszczepienia
wigzania C-P w celu uwolnienia kwasu fosfonowego. Pod wzglgdem chemicznym, wyr6znia
si¢ osiem stosunkowo prostych kwaséw aminofosfonowych, ktore albo stanowig "bloki
konstrukcyjne" i podstawe do tworzenia bardziej ztozonych produktow naturalnych, albo sg
substratami dla szlakow katabolicznych (Rys. 3) [54].

Niektore z tych prostych kwasow fosfonowych wykazuja zaskakujacg bioaktywnos¢
I wystepowanie. Kwas 2- aminoetylofosfonowy jest skoncentrowany w skrzelach samcow
krabow biekitnych, natomiast nie znaleziono tej substancji u samic tego gatunku, z kolei
fosfonoalanina jest silnym inhibitorem neuronalnego, pobudzajgcego receptora

aminokwasowego, zwigzanego z hydroliza fosfoinozytydu [55, 56].

O 9 o (@]

(0] (0]
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fosfonopirogronian fosfonacetaldehyd  kwas 2-aminoetylofosfonowy kwas 2-hydroksyetylofosfonowy

0 HO O
N P H;C—-P-OH
HQN/\(Q{\OIQH H,N 6;101{ HO)j\/ 3 |

I
P<

\ "OH

OI? OH

kwas 1-hydroksy-2- fosfonoalanina fosfonooctan kwas metylofosfonowy
aminoetylofosfonowy

Rysunek 3. Naturalne kwasy fosfonowe [54].
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Powszechnie wiadomo, ze kwasy aminofosfonowe i ich pochodne, charakteryzuje
potencjalna aktywno$¢ biologiczna. Kwasy aminofosfonowe, bedac strukturalnymi
analogami aminokwasow, zwykle dzialaja, jako ich antagonis$ci i konkuruja ze swoimi
odpowiednikami karboksylowymi o miejsca aktywne enzymoéw lub innych receptoréw
komoérkowych. Jako inhibitory proceséw metabolicznych wywieraja aktywnos$¢
fizjologiczng, jako $rodki przeciwbakteryjne, zwiazki  neuroaktywne, leki
przeciwnowotworowe [23, 57, 58]. Szereg pochodnych kwaséw aminofosfonowych to
antybiotyki, a najbardziej znanym przyktadem jest fosfomycyna (Rys. 4), ktora znajduje

zastosowanie w leczeniu infekcji drog moczowych.

O

B
R~ Nl

Rysunek 4. Struktura fosfomycyny [54].

H3C

Nieco inne dziatania wykazuje fosfodyna A (Rys. 5), ktora, dziata jako agonista
ludzkiego czynnika transkrypcyjnego receptora gamma, aktywowanego proliferatorami
peroksysoméw (hPPARY), oraz pokrewne zwigzki K-26 i 15B2 (Rys. 6), ktore sa
inhibitorami enzymu konwertujgcego angiotensyn¢ (ACE) [59, 60].

O

L
HoN OH \/\/\/\/\/\
IS Z I

Rysunek 5. Struktura fosfodyny A [54].

HO

I

P.
(')HOH K-26 (R = Ac-lle-Tyr)
I5B2 (R = Me-Val-Tyr)

Iz

Rysunek 6. Struktura K-26 i 15B2 [54].
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Naturalnie wystgpujace kwasy aminofosfonowe znalazly réwniez zastosowanie
W rolnictwie. Wiele z nich charakteryzuje si¢ wlasciwosciami chwastobojczymi.
Przyktadem takiej substancji jest fosfotrycyna (Rys. 7), znana rowniez jako glufosynat, ktora
stosowana jest komercyjnie w genetycznie modyfikowanych uprawach, w celu uzyskania

odpornosci na ten herbicyd [54].

o Q
P<
HOJ\./\/ DGHa

NH,
Rysunek 7. Struktura fosfotrycyny [54].

Oprécz naturalnie wystepujacych kwasow fosfonowych, istniejg 1 takie, ktore sg
produktami syntezy. Podobnie jak w przypadku tych naturalnych, uzytecznosé
syntetycznych kwasow fosfonowych wynika nie tylko ze stabilnosci wigzania wegiel-fosfor,
ale rowniez ze zdolnosci czasteczki kwasu fosfonowego do nasladowania polarnych grup
funkcyjnych substratoéw enzymatycznych. Do tego typu substancji zaliczany jest stynny
srodek chwastobojczy- glifosat (Rys. 8), stanowigcy substancje aktywng w preparacie
znanym, jako Roundup, ktory hamuje dziatanie syntazy 5- enolopirogroniano-szikimo-3-
fosforanu (EPSP), ktory jest kluczowym enzymem szlaku szikimowego, wystepujacego we

wszystkich mikroorganizmach, grzybach i roslinach [54].

O (0]

o

H
N R
HO ~ \
OH
Rysunek 8. Struktura glifosatu [54].

Z kolei sarin (Rys. 9-a) i VX (Rys. 9-b) zyskaly stawe, jako chemiczne $rodki
bojowe. Zwiazki te, sg analogami acetylocholiny, bedacej neuroprzekaznikiem (Rys. 9-c)

i 0siggaja swoja toksycznos¢ poprzez inaktywacje esterazy acetylocholiny.

)\ ﬁ T (li \ )(L
07 | >CH;, Y NN o, _/8\/\0

b c

Rysunek 9. Struktura Sarinu (a), VX (b), acetylocholina (c) [54].
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Tenofivir (Rys. 10) jest wymieniony przez Swiatowa Organizacje Zdrowia, jako lek
w leczeniu HIV i zapalenia watroby typu B. Po difosforylacji w komorce, dziata on jako
inhibitor wirusowych odwrotnych transkryptaz, co jest spowodowane poprzez nasladowanie

adenozynotrifosforanu (ATP) [61, 62].

N
0
[

P 0
HO// ~_
HO

Rysunek 10. Struktura tenofiviru [54].

Kwas zoledronowy (Rys.11-a) i Foskarnet (Rys. 11-b), sg analogami pirofosforanu
i stosowane odpowiednio, w leczeniu osteoporozy iopryszczki. Kwas zoledronowy
wykazuje obiecujgce wlasciwosci w stosowaniu celowanej terapii nowotworowej W miejscu

wigzgcym enzymu - ludzkiej syntazy pirofosforanu farnezylu [63, 64].

[ )
“ ﬁ
o, HO HO P
\ \on
P A
oH 1o’ OH ©
a b

Rysunek 11. Struktura kwasu zoledronowego (a) i Foskarnetu (b) [54].

Perzinfotel (Rys.12-a) jest analogiem N-metylo-D-asparaginianu (NMDA) (Rys. 12-b)

i dzieki temu dziala, jako antagonista receptorow NMDA
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Rysunek 12. Struktura perzinfotelu (a) i kwasu N-metylo-D-asparaginowego (b) [54].

Jednym z innym sposobow wykorzystania fosfonianéw sg ich wielowartosciowe pochodne,
jak np. kwas etylenodiaminotetrametyleno fosfonowy (EDTMP), (Rys. 13), ktore sg czgsto

stosowane, jako czynniki chelatujace jony metali [65].

HO
\ A -
HO— P—
N
\J )
\\p —OH
HO/\ O%P\
OH b H

Rysunek 13. Struktura kwasu etylenodiaminotetrametyleno fosfonowego (EDTMP) [54].
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1.3. Srodki ochrony roélin

Ochrona roslin to szczegdlna dziedzina praktyki rolniczej, ktora w trakcie realizacji
wymaga podejmowania szeregu decyzji i wyborow, majacych wptyw nie tylko na zdrowie
roslin 1 sukces ekonomiczny, ale rowniez na bezpieczenstwo wykonywanych zabiegow dla
ludzi i sSrodowiska. Mimo cigglego rozwoju roznych metod ochrony roslin, to jednak srodki
chemiczne stanowig ciggle najwazniejsze narzedzie, ograniczajace populacje organizmow
szkodliwych dla upraw. Takie dziatania, jak powszechne stosowanie srodkow ochrony roslin
w rolnictwie, pozwolilo nie tylko lepiej wykorzysta¢ 1 ustabilizowa¢ potencjat plonowania
roslin, ale rowniez rozpozna¢ zagrozenia 1 zminimalizowa¢ ujemne skutki ich stosowania,
szczegolnie, ze w przypadku zaniechania takich zabiegow, straty w plonach moga wynosic¢
nawet do 100% [66, 67].

Zgodnie z definicja do Srodkdw ochrony roslin, zalicza si¢ substancje, albo ich
mieszaniny, a takze zywe organizmy, ktorych przeznaczeniem jest ochrona roslin
uprawnych. Dotyczy to ochrony plonéw przed organizmami szkodliwymi; niszczenia
niepozadanych roslin i niektérych procesOw biologicznych zachodzacych w roslinach
uprawnych [68].

Srodki ochrony roslin zawieraja zaréwno skfadniki ,,0bojetne”, wazne dla
wydajnosci i uzytecznos$ci produktu oraz ,,aktywne”, ktorych celem jest zgodnie z Ustawa
Z dnia 18 grudnia 2003 r. o ochronie ro$lin (Dz. U. z 2008 r. Nr 133, poz. 849) [69, 70]:

e Ochrona ro$lin i produktow roslinnych przed organizmami szkodliwymi oraz
zapobieganie dziataniu takich organizmow, pod warunkiem, ze glownym
przeznaczeniem tego typu produktow jest utrzymanie wilasciwej kondycji, a nie
ochrona danej rosliny lub jej produktow;

e (ddzialywanie na procesy zyciowe roslin, poprzez substancje inne niz substancje
odzywcze, bedace regulatorami wzrostu,

e Bezpieczenstwo produktow roslinnych w takim zakresie, w jakim substancje te lub
srodki, nie sg zalezne od szczegolnych przepisow wspdlnotowych, dotyczacych
srodkow konserwujacych;

e Niszczenie niepozadanych roslin badz niektorych czgsci roslin, a takze hamowanie

I zapobieganie niepozadanemu wzrostowi roslin z wylaczeniem glonéw, pod
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warunkiem, ze dane $rodki stosuje si¢ na glebe lub wodg, co ma na celu ochrong

roslin;

Biorac pod uwagg nazewnictwo miedzynarodowe, dla wszystkich stosowanych
w ochronie roslin zwigzkow, przyjeto nazwe— pestycydy (ang. pesticides), a sam termin
,,Ssrodki ochrony roslin” jest pojeciem wezszym i dotyczy jedynie srodkow stosowanych
w produkcji rolnej. Pestycydy dziela si¢ na kategorie, ktorych nazwy i zastosowanie
przedstawiono w tab. 1 [68, 71].

Tabela 1. Podziat pestycydow wedtug zastosowan [72].

ZASTOSOWANIE

Insektycydy Owadobdjcze

Akarycydy Roztoczobodjcze

Zoocvd Aficydy Mszycobojcze
ey Nematocydy Nicieniobdjcze
Rodentycydy Gryzoniobdjcze

Moluskocydy

Slimakobdjcze

Herbicydy Chwastobdjcze
Fungicydy Grzybobdjcze
Defolianty Odlistnianie roslin,
Regulatory wzrostu Desykanty Wysuszanie roslin,

Defloranty Usuwanie nadmiernej ilosci kwiatow.

Bakteriocydy Bakteriobodjcze

Srodki zwabiajgce

Srodki odstraszajace

Repelenty

1.4.1. Herbicydy i sposoby ich klasyfikacji

W ciagu ostatnich 40 lat, nowoczesne herbicydy w duzej mierze zastapity ludzka,
zwierzecg 1 mechaniczng kontrolg chwastow, wnoszac znaczacy wktad w wysoka wydajno$¢
globalnego rolnictwa. Pomimo sukcesu, herbicydy nie doprowadzily jednak do wyginigcia
chwastoéw, podobnie jak $srodki owadobojcze nie usunety szkodnikow, ani antybiotyki nie

wyeliminowaly ludzkich patogendéw chorobowych. W przypadku dzialania herbicydow na
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rosliny docelowe, jest ono bardzo szybkie i skuteczne, ale tam, gdzie dziatanie herbicydéw
jest nieustanne, odporno$¢ wsrdd roslin ewoluuje. Caly proces ewolucyjny, jakim jest
nabywanie odpornos$ci przez chwasty i jego dynamika, zalezg od wielu czynnikow. Sg nimi
determinanty genetyczne, jak np. czestotliwo$¢, dominacja i liczba wystgpujacych genow
odpornosci, oraz ich przydatnos¢. W przypadku czynnikow biologicznych, dotyczacych
bezposrednio gatunku chwastow, istotne jest zjawisko zapylenia krzyzowego oraz
samozapylenia, a takze zdoInos¢ produkcyjna nasion, ich zywotno$¢ w glebie, jak i zdolno$¢
do przemieszczania si¢ [73, 74].

Na dziatanie danego herbicydu wplywa np. obecnos¢ specyficznych grup
funkcyjnych, a takze czynniki $rodowiskowe, takie jak: pH, temperatura, wilgotno$é
i tekstura gleby [75]. Niektore herbicydy, ktore regulujg wzrost roslin, dziatajg skutecznie
na rosliny dwuli§cienne, ale nie na rdézne gatunki jednoliSciennych traw. Na przyktad gleba
gruboziarnista, sprzyjaja szybszemu parowaniu herbicydow tiokarbaminianowych, niz ma
to miejsce w glebie gliniastej, cechujacej si¢ wilgotnoscig. Skutecznos$¢ tiokarbaminianow
moze zostaé ostabiona przez dtugotrwate opady deszczu i zabiegi kultywacyjne [76]. Z kolei
skutecznos¢ pestycydow chloroacetamidowych zalezy od zawarto$ci substancji
organicznych 1 jakosci gleby. Gleba z wicksza ilo$cig materii organicznej i gliny glebowe;j
wymaga zastosowania wiekszej dawki herbicydu [77].

Triazyny to inhibitory fotosyntezy, ktore utrzymuja si¢ przez dtugi czas. Aktywnos$¢
herbicydoéw triazynowych zalezy od pH gleby i zawartosci wody. Wzrost pH utrzymuje
stabilno$¢ herbicyddw triazynowych, podczas gdy niskie pH znacznie jg obniza. Herbicydy
fosforoorganiczne sg inhibitorami aminokwaséw i zwykle stosuje si¢ je po wschodach,
znajduje to zastosowanie do zwalczania wieloletnich i jednorocznych gatunkéw traw. Ten
rodzaj herbicydow ma charakter nieselektywny i wptywa na kazda zywa tkanke, ktéra ma
z nimi kontakt [78]. W kontakcie z glebg substancje te, wigzg si¢ z czasteczkami gleby
i materig organiczng, stajac si¢ nieskuteczne w zwalczaniu chwastow. Dla poroéwnania
herbicydy sulfonylomocznikowe zaczynaja rozkladaé si¢, pod wptywem promieniowania
$wiatla UV. Benzonitryle, pochodne kwasu pikolinowego i kwasu benzoesowego stosuje si¢
w okresie powschodowym, a pH 1 woda praktycznie nie maja na nie wptywu. Jednak sa one
bardziej stabilne przy nizszej temperaturze i duzej wilgotnosci gleby [76, 79].

Biorac pod uwagg, jak liczng 1 zréznicowang grupa zwiazkoéw sg herbicydy, istnieje
wiele systeméw, ktore je klasyfikuja, stosujac roézne kryteria podziatu. Moze by¢ to

klasyfikacja wedtug:
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a) Mechanizmu dziatania — zgodnie z Herbicide Resistance Action Commite (HRAC)

Sposob dzialania i budowa chemiczna herbicydu, pozwolity na ich klasyfikacje,
koncentrujac si¢ na mechanizmie ich dziatania. Jeszcze w 2019 roku HRAC, opierata si¢ na
systemie, w ktoérym kazda grupa posiadata kod literowy, co mialo utatwi¢ zainteresowanym
wybor srodkow chwastobdjczych kierujac si¢, sposobem dziatania oraz substancja aktywna
obecng w herbicydzie. W 2020 roku, klasyfikacja ta zostala zmodyfikowana, zastepujac
kodowanie alfabetyczne na system kodow numerycznych. Nowa klasyfikacje herbicydow
wg HRAC przedstawia tab. 2 [80]. Jednakze, nie wszystkie grupy herbicydow, ktore
znajduja sie w tej klasyfikacji, zaakceptowane sag w Polsce. Rejestr srodkéw ochrony roslin,

ktore dopuszczone do obrotu reguluje Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi. Substancje

z bazy HRAC, niestosowane w Polsce oznaczono w tab. 2. Symbolem ,,*” [81].

Tabela 2. Klasyfikacja herbicydow wedtug mechanizmoéw dziatania i substancji aktywnej [80].

Nr grupy
Wg HRAC

Sposdb dziatania

Hamowanie
aktywnosci
karboksylazy acetylo-
CoA

Hamowanie syntetazy
acetylomleczanowej
(ALS)

Hamowanie tworzenia
mikrotubul

Nasladownictwo
auksyny roslinnej —
kwasu
indolilooctowego (1AA)

Grupa

Pochodne kwasu arylofenoksy
propionowego

Cykloheksanodiony

Fenylopirazoliny

Przyktady substancji aktywnej

Chizalofop-P
Cykloksydym

Pinoksaden

Pyrimidynylobenzoesany*
Sulfonanilidy
Triazolopirymidyny —typ 1
Triazolopirymidyny —typ 2

Pochodne sulfonylomocznika

Bispyribak sodowy*
Triafamon
Metosulam
Forasulam

Foramsulfuron

Imidazoliny Imazamoks
Triazolinony Tienkarbazon metylu
Benzamidy Fluopikolid

Pochodne kwasu benzoesowego

Dwunitroaniliny

Chlortal dimetylowy (DCPA)*

Pendimetalina

Fosforoamidaty* Butamifos
Pyridyny Tiazopyr*
Pochodne kwasu benzoesowego Dikamba

Pochodne fenoksykwaséw

Karboksylany fenylu

pochodne kwasu
pyridinokarboksylowego

Karboksylany pirymidyny

Inne

Kwas (4-chloro-2-
metylofenoksy)octowy (MCPA)

Chlorfenprop*
Fluroksypyr

Aminocyklopyrachlor*

Benazolin etylu
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Triazyny
Triazolinony
Triazynony

Hamowanie
Uracyle

fotosyntezy na
poziomie fotosystemu
Il (spoiwa serynowe)

Fenylokarbaminiany

Pyridazinony

Terbutylazyna
Amikarbazon*
Metrybuzyna
Lenacyl
Fenmedifam
Chlorydazon

Pentanochlor

Amidy
Ve AT Nitryle Bromofenoksym*
fotosyntezy na . Ao
I (Y D — fenylopirydazyny Pryridat
Il (spoiwa histydyny) Benzotiadiazinony Bentazon
Hamowanie enzymu
Glifosat

syntazy kwasu 5-
endopirogrono-3-

Pochodne glicyny

fosfoszikimowego EPSP
Hamowanie enzymu
syntetazy

Pochodne kwasu fosfonowego
(fosfoniany)

Glufosynat amonowy- wycofany

glutaminowej
Hamowanie syntezy
karotenoidéw na
poziomie
funkcjonowania
desaturazy fytonowej

Etery fenylu
Heterocykle N-fenylowe

Heterocykle difenylowe

Diflufenikan
Flurochloridon

Flurtamon*

(PDS)

Hamowanie syntazy 5-

fosforanu 1-deoksy-D- Izoksazolidynony

Chlomazon

ksylulozy (DXS),
Dwufenyloetery

Fenylopyrazole

Hamowanie enzymu

oksydazy N-fenylo-oksadiazolony

Aklonifen
Pyraflufen etylowy
Oksadiazon*

Karfentrazon etylu

protoporfyrinogenowej N-fenylo-triazolinony
(PPO)

N-fenyloimidy Cynidon etylu*

Inne Pyraklonil*

Azolylo-karboksyamidy Fentazamid

Benzofurany Benfuresat™*

Izoksazoliny Fenoksasulfon*
Hamowanie biosyntezy

Oksyrany Indanofan*

kwasow
ttuszczowych odtugich
tancuchach (VLCFA)

Tiokarbaminiany
Chloroacetanilidy
Oksyacetamidy

Tioacetamidy

Wernolatyn*
Metazachlor
Flufenacet

Anilofos*

Hamowanie syntazy
dihydropteroatowej
(DHP)

Karbaminiany

Ansulam

Hamowanie transportu
auksyn

Arylokarboksylany

Diflufenzopyr*
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Zaktocenie
funkcjonowania
fotosystemu |

Hamowanie
mitozy/orientacji
mikrotubuli

Dezorganizacja bton
komérkowych

Hamowanie biosyntezy
karotenoidéw na
poziomie 4-
hydroksyfeylo-
pyruwato-
dioksygenazy (4-HPPD)

Hamowanie
dehydrogenazy 2-
hydroorotanowej

(DHODH)

Hamowanie syntezy
Sciany komdrkowej

Hamowanie
tioesterazy kwasow
ttuszczowych (FAT)

Hamowanie fosfatazy
serynowo-treoninowej

Hamowanie syntazy
difosforanu
solanesylowego
Hamowanie
solanylotransferazy
(HTS)

Hamowanie cyklazy
likopenowej

Nienznany

Pochodne dwupirydyli

Parakwat- wycofany

Karbaminiany

Karbetamid*

Pochodne dwunitrofenolu Dinoseb*
Izoksazole Izoksaflutol
Pirazole Topramezon*
Trojketony Mezotrion

Anilidy pirolidynonu arylowego

Tetflupyrolimet*

Alkilazyny Indaziflam*
Benzamidy Izoksaben*
Nitryle Dichlobenyl*
Triazolokarboksamidy Flupoksam*
Pochodne eteru benzylowego Metiozolin*
Inne Endotal*
Pochodne eteru difenylowego Aklonifen

Fenoksypirydazyny Cyklopirimorat*
Triazole Amitrol*
Acetamidy Napropamid

Pochodne kwasu
arylaminopropionowego

Benzamidy

Pochodne kwasu
chlorokarbonowego

Fosforodiozy
Trifluorometanosulfonanilidy

Inne

Flamprop-m*
Tebutam*
Flupropanat*
Benzulid*
Perfluidone*

Bromobutyd*
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b) Klasyfikacja wedtug terminu stosowania herbicydoéw

Jednym z bardziej istotnych aspektow, jest termin stosowania herbicydow, warunkujacy
wysoka skuteczno$¢ dziatania na rosliny. Pozwala to na podziat herbicydéw na [82]:
— Przedsiewne, stosowane przed zasiewami i sadzeniem roslin, np. napropamid (Rys.
14),

HsC P

CHj

Rysunek 14. Struktura chemiczna napropamidu [83].

— Posiewne, aplikowane tuz po siewie rosliny, natomiast przed jej wschodem, np.

chlomazon (Rys. 15).

Cl

Rysunek 15. Struktura chemiczna chlomazonu [84].

— Powschodowe, ktore wykorzystuje si¢ juz po wschodzie rosliny uprawne, np.
flufenacet (Rys. 16).

AT

H5;C CHj3

Rysunek 16. Struktura chemiczna flufenacetu [85].
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Herbicydy przedwschodowe w wickszym stopniu kontroluja kietkowanie chwastow
jednolisciennych (gatunki chwastow, nalezace do rodziny wiechlinowatych), podczas gdy
chwasty dwuliscienne byly lepiej kontrolowane przez herbicydy powschodowe [86]. Poza
tym w okresie zimowym, skuteczno$¢ herbicydow przedsiewne jest w znacznym stopniu
zalezna od sucho$ci powierzchni gleby 1 warunkéw pogodowych, takich jak opady,
nastonecznienie i wilgotnos¢ [87]. Uwaza si¢ rowniez, ze herbicydy przedsiewne, moga
zapewnic lepszg kontrole chwastow kosmopolitycznych, czyli wystepujacych powszechnie
na znacznych obszarach ina réznych typach gleb oraz zapobiega¢ zyskiwaniu przez nie

odpornosci na dany herbicyd [88, 89].

¢) Klasyfikacja ze wzgledu na sposob stosowania i pobierania substancji przez chwasty
Termin stosowania herbicydow, jest zwigzany rowniez z fazg rozwojowa chwastow, gdzie
przed ich wchodami, stosuje si¢ herbicydy doglebowe, po wschodach- herbicydy dolistne,
natomiast przed i po wschodach chwastow- herbicydy doglebowo-dolistne, co pozwala na
absorbowanie herbicydu odpowiednio przez korzenie, tkanki liSciowe, lub oba te elementy
jednoczesnie [90, 91].

d) Klasyfikacja z uwagi na selektywnos¢ danej substancji

W przypadku metody klasyfikacji herbicydow, na podstawie wspomnianej powyzej
selektywnosci, istotne sg dwie wlasciwosci herbicydow, tj. aktywnos$¢ i selektywno$¢.
Aktywnos¢ herbicydu zwigzana jest z jego mozliwoscig do niszczenia chwastu, natomiast
druga ze zwalczaniem chwastu, bez wptywu na inne gatunki roslin. W zwigzku z tym,
wyrdznia si¢ herbicydy selektywne, ktére zwalczaja wybrane gatunki chwastow, oraz
herbicydy totalne (nieselektywne), zwalczajace wszystkie gatunki roslin, stosowane do

odchwaszczania przedsiewnego albo do desykacji [92].

e) Klasyfikacja ze wzgledu na przemieszczanie si¢ substancji w roslinie

W zaleznos$ci od mobilnosci herbicydéw w roslinie, srodki ochrony ro$lin mozna nazwad
systemicznymi tzw. ukladowymi, gdy sa wchlaniane i przemieszczane wewnatrz rosliny,
majac zdolnos$¢ dziatania w miejscach, ktére oddalone sg od tych, na ktorych osiadt oprysk,
albo kontaktowe tzw. parzace, gdy wptywaja tylko na t¢ czes$¢ rosliny, ktora miata kontakt
z substancja chemiczng [93, 94]. W przypadku herbicydéw uktadowych dowiedziono, ze
powoduja one martwice, chlorozg, hamowanie syntezy kwasu nukleinowego, lipidow

I biatek, modyfikacje struktur bialkowych iblokowanie fotosyntezy roslin, na ktore sa
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stosowane [95]. Systemowe herbicydy obejmujg simazyne, glifosat, atrazyng, kwas
trichlorooctowy  (TCA), ditiokarbaminiany, tiokarbaminiany, kwas  2,4-
dichlorofenoksyoctowy (2,4-D) itp. [96]. W kontakcie z rosling, herbicydy kontaktowe
wchlanianie s3 minimalne, cO powoduje martwicg, chlorozg, wytwarzanie przez rosling
wolnych rodnikdw, hamowanie procesu fotosyntezy i ostatecznie $mier¢ rosliny [97].
Przyktady herbicydow kontaktowych obejmuja m.in. paraquat, dikwat, dinoseb i diklofop.
Najczesciej herbicydy systemowe i1 kontaktowe stosuje si¢ razem, aby uzyskaé lepszy

i szybszy efekt [98].

14.2. Herbicydy aminofosfonowe — glifosat

Herbicydy stosowane sg przede wszystkim ze wzgledu na ich wysoka toksycznos¢
wobec roslin oraz ich potencjalnie nizsza toksyczno$¢ wobec zwierzat, w tym ludzi,
jednakze bezposrednie toksyczne dziatanie herbicydow na zwierzgta pozostaje powaznym
problemem. Mimo, Ze dzialanie herbicydu, moze by¢ wycelowane w unikalny aspekt
biochemii ro$lin, to jednak oddzialywanie to, moze wptywac na organizmy zwierzece, tak
jak ma to miejsce w przypadku glifosatu [99].

Glifosat - N-fosfonometyloglicyna, jest aktywnym skladnikiem wielu
powschodowych, nieselektywnych, dolistnych herbicydow, w tym preparatu 0 nazwie
Roundup® i innych produktéw komercyjnych, o dzialaniu systemicznym [100]. Jest to
pochodna fosfonometylowa glicyny, o szerokim spektrum dziatania, ktéora od dawna
stosowana jest w uprawach, oraz jako srodek osuszajacy. Obecnie, najszersze zastosowanie
glifosatu polega na zwalczaniu chwastow na polach zmodyfikowanej genetycznie, odporne;j
na glifosat kukurydzy, bawely, rzepaku, lucerny i burakow cukrowych. Herbicydy
zawierajace glifosat sa rowniez stosowane w lesnictwie do usuwania drzew li$ciastych, na
korzy$¢ drzew iglastych. Ponadto produkty glifosatowe sa powszechnie sprzedawane
w detalu, w celu zwalczania chwastéw i traw w przydomowych ogrédkach [99, 101].
Herbicydy na bazie glifosatu, zazwyczaj sktadaja si¢ z N-fosfonometyloglicyny, w ilosci od
356 do 540g/1 produktu oraz r6znych dodatkowych adiuwantéw i sSrodkdéw powierzchniowo
czynnych. Z uwagi na fakt, ze rozpuszczalno$¢ samego glifosatu w wodzie jest niska,
w typowych preparatach dostgpnych w handlu, jest on wprowadzany w postaci soli
potasowej, sodowej, amonowej, izopropyloamoniowej. Ma to na celu poprawe jego

rozpuszczalno$ci w wodzie i stabilizacjg¢ oraz utatwienie uzytkowania produktu [102, 103].
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Glifosat jest jedynym herbicydem, ktéry hamuje enzym syntaze¢ 5-enolopirogronylo-
szikimo-3-fosforanu (EPSPS), ktory jest wymagany do syntezy aminokwasow
aromatycznych fenyloalaniny, tyrozyny i tryptofanu [104]. Niedobdr tych enzymow
prowadzi do starzenia si¢ i $mierci komorek roslinnych, poprzez wplyw na funkcje
metaboliczne rosliny [95].

Degradacja glifosatu moze by¢ przeprowadzona za pomocg $rodkow abiotycznych
I biotycznych, np. absorpcji, fotolizy, termolizy i biodegradacji za pomoca enzymow
katabolicznych, jak rowniez promieniowanie ultrafioletowe (UV). Glifosat jest rozktadany
do kwasu aminometylofosfonowego (AMPA), ktéry moze mie¢ wigkszy wpltyw na procesy
biochemiczne w organizmach niz substancja wyjsciowa [105].

Od czasu pojawienia si¢ upraw odpornych na glifosat, w potowie lat 90. XX wieku,
jego stosowanie w rolnictwie stale rosnie. W 2020 r. glifosat stanowit prawie 21%
catkowitego rynku herbicydow stosowanych na rosliny uprawne. Chociaz dane dotyczace
pozarolniczego stosowania pestycydow sg nieliczne, szacuje si¢, ze 10% glifosatu stuzy do
zastosowan pozarolniczych, takich jak usuwanie roslinnosci miejskiej, czy przemysltowe;.
Szybkie wdrozenie systemoéw upraw odpornych na glifosat (glyphosate-resistan, GR) lub
tzw. ,,Roundup Ready” wywarlo istotny wptyw na rolnictwo, poprzez obnizenie kosztow
produkcji i ograniczenie erozji wierzchniej warstwy gleby, automatycznie przyczyniajac si¢
do rozwoju i zwickszenia technologii GR [97, 106]. Generowanie opornosci na dany
herbicyd wsrdd roslin, obejmuje ré6zne mechanizmy. Rozwéj upraw GR zostal wywotany
n.in. przez zapylenie krzyzowe, r6znorodnos¢ genetyczng, produkcje nasion i rozproszenie
ich na duzym obszarze. W celu osiggniecia odpornosci, rosliny transformowano przez
wlgczenie genu syntazy 5-enolopirogronylo-szikimo-3-fosforanu, poniewaz jego
nadekspresja pomaga w stabilnos$ci enzymu [107]. Agrobacterium sp. szczep CP4, z ktérego
izolowany jest odporny na glifosat enzym EPSPS, wykazat wysoki wskaznik powodzenia
w wytwarzaniu tego typu roslin [108]. Odporno$¢ na herbicydy nie jest jedynie cecha roslin
uprawnych GR. Nadmierne poleganie na powszechnie stosowanych chemicznych
herbicydach, doprowadzito do nabycia takiej odpornosci rowniez u réznych gatunkow
chwastow, generujac zwigkszong potrzebg stosowania glifosatu, jako glownej substancji
czynnej w herbicydach [109, 110].

Powszechne stosowanie glifosatu i pojawienie si¢ upraw odpornych na jego
dziatanie, sklonito wielu naukowcow do ustalenia, czy glifosat jest potencjalnie szkodliwy
dla zdrowia ludzkiego oraz w jaki sposob, wptywa on na srodowisko. Chociaz uwaza sig¢, ze

glifosat ma ograniczong ruchliwo$¢ w glebie, stwierdza si¢ jego obecno$¢ w systemach
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wodnych, w glebie, jak i powietrzu, zarowno na obszarach rolniczych, jak i pozarolniczych
[111, 112]. Ros$nie rowniez obawa o mozliwy wplyw glifosatu na zdrowie podczas
produkcji, transportu i stosowania tego herbicydu [113]. Réwniez poprzez spozycie
produktow spozywczych, w ktorej znajduja si¢ pozostalosci glifosatu, takich jak migso,
owoce i warzywa, ludzie moga by¢ narazeni na jego dziatanie w sposob posredni. Wedtug
Organizacji Narodow Zjednoczonych ds. Wyzywienia i Rolnictwa (FAO) ilo$¢ pozostatosci
tej substancji w zywnosci, musi miesci¢ si¢ w przedziale 0,025-2 mg/kg, w zaleznosci od
rodzaju zywnos$ci [114, 115]. Ograniczenia stosowania glifosatu zostaly juz okreslone
w niektorych regulacjach dotyczacych produkcji roslin spozywczych, takich jak np. owies
zwyczajny (Avena sativa L.) [116].

Pierwsze doniesienia o szkodliwosci glifosatu pojawity si¢ w 2015 r., kiedy zostat
sklasyfikowany przez Miedzynarodowg Agencj¢ Badan nad Rakiem, jako ,,prawdopodobny
czynnik rakotworczy” [112]. Z drugiej strony, badania przeprowadzone w 2018 r. przez US
Cancer Institute nie wykazaly zwigzku miedzy herbicydami na bazie glifosatu
a nowotworami [117]. Co wiecej, instytucje zajmujagce si¢ regulacjg rynku pestycydow,
a W szczegdlnosci Amerykanska Agencja Ochrony Srodowiska (EPA) i Europejski Urzad
ds. Bezpieczenistwa Zywnosci (EFSA) utrzymuja, ze herbicydy na bazie glifosatu nie sg
prawdopodobnie rakotworcze 1 ze nie wystepuje ryzyko, zwigzane z jego uzyciem
w produkcji rolnej [118, 119]. Niemniej jednak, badania przeprowadzone w 2016 i 2019
roku, stuzyly ograniczeniu zastosowania glifosatu, poprzez wykazanie zwigzku miedzy
ekspozycja na glifosat a chloniakiem nieziarniczym [106, 120, 121]. Ze wzgledu na
niekorzystny wptyw na ekologi¢ i zdrowie ludzkie, a takze rozwdj opornosci chwastow
i oporno$ci bakterii na $rodki przeciwdrobnoustrojowe, stosowanie preparatdéw na bazie
glifosatu w ostatnich latach zostato ograniczone lub zakazane w okoto 20 krajach, w tym
m.in. w Austrii, Belgii, Danii, Francji, Holandii, Czechach i Wloszech [113, 122].
W kolejnych latach, zawarto$¢ glifosatu i AMPA w wodach powierzchniowych
I gruntowych, otaczajacych obszary zlewisk rolniczych, ogrodniczych lub winiarskich moze
wzrosnaé, ze wzgledu na sptywajace opady deszczu i niekontrolowana depozycje aerozoli
[123, 124]. Wedtug Rozporzadzenia Wykonawczego Komisji (UE) 2022/2364 z 2 grudnia
2022 r., zezwolenie na stosowanie glifosatu, jako substancji czynnej w $rodkach ochrony
ro$lin, uptywa 15 grudnia 2023 roku. Przy czym substancja ta, nadal znajduje si¢ na liscie
do zastgpienia. W zwiazku z tym, oczekuje si¢ na pojawienie alternatywnych rozwigzan,

ktore moglyby zastapi¢ herbicydy glifosatowe [125].
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Glifosat i preparaty uzytkowe, s3a dobrze udokumentowanymi substancjami
zaburzajacymi funkcjonowanie uktadu hormonalnego. Doniesiono, ze hamuje on aktywno$¢
niektérych hormonéw m.in.: aromatazy, estrogenu, czy testosteronu [126, 127]. Z kolei
w przypadku mysiego hormonu folikulotropowego (FSH) i hormonu luteinizujacego (LH),
w badaniach in vivo, na skutek dziatania glifosatu, ich poziom wzrastal [103]. Nalezy
zauwazy¢, ze pomimo opisanych powyzej badan, Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa
Zywnoéci stwierdzit, ze glifosat nie ma wlasciwosci zaburzajacych funkcjonowanie uktadu
hormonalnego [128]. Dowiedziono, ze glifosat moze mie¢ dziatanie kardiotoksyczne, co
Zwigzane jest z opdOznieniem przewodzenia Srodkomorowego 1 czgstoskurczem
komorowym. Zmiany te moga prowadzi¢ do rozwoju zagrazajacych zyciu arytmii [129].
Niewiele badan ocenialo zwigzek migdzy chorobami neurologicznymi a ekspozycja na
glifosat, jednak badania przeprowadzone przez Von Ehrenstein i in. (2019), stwierdzili
zwigzek pomiedzy odzialywaniem glifosatu w fazie prenatalnej a zaburzeniami ze spektrum
zaburzen autystycznych (ASD) u dzieci [130]. Glifosat moze wywotywaé neurotoksyczno$é
w sposob zalezny od dawki u szczuréw, modulujagc ich uklad serotoninergiczny,
dopaminergiczny 1 noradrenergiczny. Oprocz glifosatu, AMPA ma rowniez zdolnos¢
wywolywania cytotoksycznego wpltywu na uktad rozwoju neuronéw poprzez stres
oksydacyjny i $mier¢ ludzkich neuroblastéw SH-SY5Y [131].

Analiza badan, zajmujacych si¢ zaleznoscig pomiedzy glifosatem a nowotworami,
Wykazata, ze istniejg wyrazne dowody na to, ze glifosat powoduje naczyniakomigsaki, guzy
nerek 1 zlosliwe chloniaki u samcow myszy CD-1 oraz naczyniaki krwionos$ne i ztos§liwe
chioniaki u samic myszy CD-1, a ponadto gruczolaki nerek i watroby, rogowiaki
kolczystokomodrkowe skory, a takze guzy podstawnokomoérkowe skory u samcoéw szczurow
rasy Sprague-Dawley oraz raka kory nadnerczy u samic szczuréw Sprague-Dawley. Istnieja
takze wyrazne wskazania, ze glifosat powoduje gruczolaki watrobowokomorkowe
i rogowiaki kolczystokomorkowe skory u samcoéw szczurow Wistar, guzy komorek
srodmigzszowych jader u samcoéw szczurow Sprague-Dawley. Obserwowano réwniez
gruczolaki przysadki u samcow 1 samic szczuréw Wistar oraz gruczolaki i raki gruczotu
sutkowego u samic szczurow Wistar [132].

Ekotoksyczno$¢ glifosatu w wodzie jest nadal przedmiotem kontrowers;i.
Najpopularniejsza opinia jest taka, ze herbicydy glifosatowe sg przyjazne dla srodowiska,
nawet, jesli sa stosowane do zwalczania szkodliwych chwastow wodnych [73]. Jednak kilka
nowszych doniesien zdecydowanie obalilo ten poglad, wskazujac na brak rownowagi

ekosystemu wodnego, co moze prowadzi¢ do przewagi wzrostu niektorych gatunkow, takich
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jak sinice [133, 134]. Wykazano réwniez, ze glifosat wywoluje szeroko zakrojone skutki
toksyczne u gatunkow wodnych niebgdacych przedmiotem zwalczania, w tym bakterii,
pierwotniakow i skorupiakow. Chociaz przeprowadzono wiele testow toksykologicznych na
tych pojedynczych gatunkach, ekotoksyczno$¢ glifosatu jest znacznie bardziej
skomplikowana w przypadku zbiorowisk drobnoustrojow wodnych niz w przypadku
pojedynczych gatunkow [135]. W przeciwienstwie do wielu zanieczyszczen, glifosat jest
roOwniez uwazany za rodzaj zrodla fosforu, ktory odgrywa kluczowa rolg we wzroscie
glon6éw. Dlatego tez, lepsze zrozumienie dostgpnosci fosforu jest niezbedne do zrozumienia
toksycznosci glifosatu. Glony mogg regulowaé zdolno$¢ wchlaniania tego pierwiastka
w réznych warunkach. Badania wskazuja, ze M. aeruginosa moze wykorzystywac glifosat,
jako zrodto fosforu, w $rodowisku o jego niskiej zawartosci, a takze moze przyczyniac si¢
do wzrostu innych glonow pod wptywem ekspozycji na glifosat [121]. Badania donosza
takze, ze Scieki o wysokim stgzeniu glifosatu i chlorku sodu, uwalniane podczas produkcji
sg niezwykle trudne do oczyszczenia, co stanowi potencjalne dlugoterminowe zagrozenie
dla zdrowia ludzi i srodowiska, ze wzgledu na ich utrzymywanie si¢ w wodzie i glebie [136].
Wykazano, ze glifosat wywoluje opornos¢ na antybiotyki u bakterii, takich jak Escherichia
coli i Salmonella enterica serovar Typhimurium [137]. Niedawno zwrdcono uwagg rOwniez
na globalne implikacje, w zakresie rozwoju opornosci na §rodki przeciwdrobnoustrojowe
bakterii glebowych, w wyniku lokalnych zastosowan pestycydow, takich wiasnie jak glifosat
[138].

Toksyczny wpltyw herbicydow na bazie glifosatu na zwierz¢ta wodne, nie jest
wylacznie wynikiem dzialania samej, czystej substancji, ale i adiuwantoéw, jakimi sg np.
srodki powierzchniowo czynne [139]. Surfaktanty dodaje si¢ w celu zmniejszenia napigcia
powierzchniowego na kropelkach oprysku i ufatwienia penetracji glifosatu do roslin
ladowych. Badajac wplyw samego glifosatu, produktu Roundup® oraz substancji
ulatwiajacej przenikanie glifosatu do roslin w preparatach zawierajacych glifosat - POEA —
(polietoksylowana amina tojowa), na rézne gatunki modelowe wybrane z ekosystemow
wodnych, m.in. bakterie (Aliivibrio fischeri), mikroalgi (Selenastrum capricornutum,
Skeletonema costatum) i skorupiaki (Ceriodaphnia dubia, Acartia tonsa), stwierdzono, ze to
wilasnie POEA jest najbardziej toksycznym zwigzkiem [140, 141]. Inne badania, z uzyciem
samego glifosatu 1 kilkunastu badanych herbicydéw z N-fosfonometyloglicyna w skiadzie,
wykazalo cytotoksyczno$¢ wzgledem Aliivibrio fischeri, zarowno w badaniach toksycznosci
ostrej, jak 1 przewleklej jedynie gotowych preparatow. Wigkszo§¢ z nich wykazywato

bezposrednig aktywno$¢ hormonalna, przy rozcienczeniu, o co najmniej jeden rzad
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wielkos$ci nizszym, od rozcienczen zalecanych w instrukcjach stosowania w rolnictwie
I gospodarstwach domowych. Glifosat, jako skiadnik aktywny oraz AMPA nie wykazaty
zadnych skutkow toksycznych [132].

Preparaty uzytkowe na bazie glifosatu, zostaly rowniez uznane za toksyczne dla
innych organizméw zywych, takich jak plazy, ryby, gady, czy ptaki [142, 143].
Uwzgledniajac okresy legowe gadow, ptazow i ptakéw w czasie intensywnego stosowania
pestycydéw (wiosna 1 lato), nalezy zwroci¢c uwage na wczesng faze rozwoju tych
organizméw. Nie bez znaczenia jest rowniez budowa gniazd, do ktérych wykorzystywany
jest materiat roslinny z upraw narazonych na dzialanie pestycydow [144]. Poza tym
zanieczyszczenia zakumulowane w ciele matki moga przedostawac si¢ do zarodka przez
z61tko, wptywajac rowniez na rozwoj embrionalny [145]. Badania dowodzg, ze w przypadku
przepiorek, U ktorych badanie polegato na ocenie nowo wyklutych pisklat z jaj, ktore byty
narazone na dziatanie glifosatu lub Roundup®, obserwowano wady wylggu, zmiany
histologiczne i brak réwnowagi biochemicznej [146]. Rowniez w innych badaniach
odnotowano spadek wspotczynnika wylegania si¢ pisklat z jaj kurzych, ktore poddano
ekspozycji na Roundup® [147]. W przypadku plazoéw i gadow, ekspozycja na herbicydy
Z udziatem glifosatu, rowniez generowala szereg negatywnych skutkow, ktoére obejmowaty
zmiany na roznych etapach rozwoju ptazich zarodkéw 1 narzadow, takich jak watroba, mozg,
czy nabtonek. Zmiany w tkankach obejmowaty dzialanie teratogenne oraz nieprawidtlowosci
W rozwoju czaszkowo-twarzowym i ocznym [148, 149].

W zwigzku z powyzszymi doniesieniami, istnieje pilna potrzeba opracowywania
nowych herbicydow oraz ich form uzytkowych, ktore bylyby przyjazne dla $§rodowiska,
i zapewnily opdznione i stopniowe uwalnianie zawartych w nich aktywnych zwigzkow na
odpowiednim poziomie. Zastosowanie systemow kontrolowanego uwalniania herbicydow,
poprawiloby skuteczno$¢ zabiegéw agrotechnicznych, poprzez stopniowe uwalnianie
mniejszych ilosci herbicydow, minimalizujgc straty zwigzane z zbe¢dng intoksykacja
srodowiska tymi substancjami. Przykladem moze by¢ preparat uzytkowy glifosatu,
potaczony w jednej formule z chitozanem. Powszechnie wiadomo, ze wszystkie preparaty
chwastobojcze s3 mieszaninami sktadnikéw aktywnych z adiuwantami w celu zwigkszenia
ich dziatania. Zastosowanie chitozanu spelnia w tym uktadzie podwojna rolg. Pierwsza
Znich jest jego funkcja, jako przyjaznego dla $rodowiska adiuwantu, drugg - no$nik
polimerowy do przedtuzonego uwalniania glifosatu [150]. Rowniez zastosowanie chininy,
jako dodatku do glifosatu okazalo si¢ skuteczne w przypadku roslin wrazliwych na glifosat.

Chinina jest metabolitem wtornym, powstalym w bocznej gatezi szlaku szikimowego.
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Wykrycie niektorych efektow fizjologicznych po zastosowaniu chininy, zwigkszyto
mozliwo$¢ stosowania tego zwigzku w polaczeniu z glifosatem, w celu zwigkszenia
skutecznosci herbicydu i zmniejszenia dawek glifosatu w zwalczaniu szarfatu Palmera
(Amaranthus palmeri S.) [151]. Inng droga moga by¢ réwniez modyfikacje chemiczne
w obrebie  czagsteczki  glifosatu, jak np. C-podstawione pochodne, analogi

N- [arylo(fosfono)metylo]glicyny [152].

1.4.3. Herbicydy siarkowe

Wzrost produkcji  roslinnej mozna osiggnaé poprzez zwigkszenie plonow
I zminimalizowanie ich strat. Nawozy i inne dodatki do upraw pomagajg uzyska¢ wyzszy
plon, a substancje takie jak: herbicydy, czy fungicydy, pomagaja zminimalizowaé utratg
plonow, zarowno przed, jak 1 po zbiorach. Siarka jest jednym z pierwiastkdw niezbgdnych
do produkcji roslinnej, warunkujac uzyskanie wysokiej jakosci plonu. Jest uwazana zaraz za
azotem, fosforem i potasem, za gldwny makroskiadnik pokarmowy (wraz z wapniem
I magnezem), pod wzglgdem znaczenia dla produktywnosci upraw. Siarka jest rowniez
niezbednym pierwiastkiem w syntezie chlorofilow, bedacych fotoreceptorami w procesie
fotosyntezy. Ponadto, wchodzi w sklad dwoch aminokwasow: cysteiny i1 metioniny,
niezbednych do syntezy bialek roslinnych. Rosliny zawierajg rowniez wiele innych
organicznych zwigzkow siarki, takich jak glutation, sulfolipidy, ktore odgrywajg wazng role
w fizjologii i ochronie przed stresem srodowiskowym i szkodnikami [153].

Siarka jest pobierana przez ros$liny w postaci mobilnego w glebie anionu
siarczanowego, podatnego na utrate w wyniku wymywania lub ulatniania si¢, podobnie jak
azotan. Objawy niedoboru tego pierwiastka, sg rézne w zaleznosci od rodzaju uprawy.
Zewngetrzna suplementacja siarki, jako nawozu jest wymagana, gdy gleba nie jest w stanie
zaspokoi¢ zapotrzebowania roslin uprawnych na ten pierwiastek [154].

Substancje, ktore w swojej strukturze zwieraja atom siarki, ze wzgledu na swoje
wlasciwosci, znalazty zastosowanie, jako terapeutyki, a takze dolistne 1 doglebowe $rodki
ochrony roélin. Oprocz dzialania  przeciwalergicznego, przeciwbakteryjnego
i przeciwbolowego mozna wykorzystac je, jako srodki grzybobojcze, owadobdjcze oraz
chwastobojcze. Siarka jest najstarszym, stosowanym $rodkiem do zwalczania szkodnikow.
Jest takze niesystemicznym fungicydem kontaktowym i ochronnym, o wtérnym dziataniu
roztoczobojczym, najpowszechniej stosowanym do zwalczania zgnilizny brunatnej,

maczniaka prawdziwego liSci, maczniaka rzekomego itp.
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W przypadku substancji siarkowych, atom siarki moze znajdowaé si¢ poza
pierscieniem lub stanowi¢ jego element. Przyktadem jest tiofen- zwigzek chemiczny,
nalezacy do grupy heterocyklicznych zwigzkow aromatycznych, zawierajacy siarke, jako
heteroatom [155].

Biodegradowalnos$¢, fotodegradacja, trwatosé, stabilno$¢ w glebie oraz akumulacja
herbicydéw zawierajacych siarke w organizmach zywych, to obszary znajdujace si¢ obecnie
w fazie intensywnych badan [156, 157]. Wigkszo$¢ pestycydow zawierajacych ten
pierwiastek, to w rzeczywistosci pestycydy podlegajace aktywacji metabolicznej w wyniku
reakcji obejmujacych lub inicjowanych przez utlenianie. Przemiana metaboliczna siarczkow
w sulfotlenki 1 sulfony rowniez zmienia reaktywno$¢, rozpuszczalnos¢ 1 fatwosc¢ translokacji
pestycydow z udzialem siarki. Zatem wprowadzenie ugrupowania zawierajgcego ten
pierwiastek moze zwickszy¢ selektywnos$¢ danego herbicydu, a czasami rowniez zmniejszy¢
jego toksycznosci dla ssakow. Wprowadzenie siarki do biologicznie aktywnej czasteczki,
moze radykalnie zmodyfikowac¢ jej aktywnos$¢ biologiczng, wpltywajac np. na wigzanie si¢
z docelowym receptorem lub enzymem albo transport bioaktywnej czgsteczki do miejsca
docelowego. Wiele herbicydow, zwlaszcza fosforoorganiczne i ich estry, sa podatne na
hydroliz¢ w glebie zwlaszcza o wysokim pH. Hydroliza jest gtobwna metoda degradacji
herbicydow sulfonylomocznikowych, ktore traca w ten sposob swoja aktywnos$¢
chwastobojcza [153].

Herbicydy sulfonylomocznikowe sg stosowane od lat 80-tych. Obecnie dostepnych
jest co najmniej 31 aktywnych zwigzkéw z rodziny sulfonylomocznikow. Herbicydy
sulfonylomocznikowe zostaly opracowane 1 wprowadzone na rynek na catym $wiecie dla
gléwnych upraw rolniczych, w tym pszenicy, jeczmienia, owsa, ryzu, kukurydzy, soi,
rzepaku, Inu, czy burakow cukrowych, charakteryzujac si¢ szerokim spektrum zwalczania
chwastow dwulisciennych i niektorych traw, przy bardzo niskich dawkach stosowania
(2—75g/ha). Wptyw herbicydow sulfonylomocznikowych na zdrowie cztowieka przy
niskich dawkach $§rodowiskowych lub na poziomach biomonitorowanych w wyniku
niskiego narazenia srodowiskowego nie jest znany. Herbicydy te, wykazuja na ogot niska
toksyczno$¢ ostra i1 chroniczng wobec ssakow. Sg aktywne zaréwno przed, jak
i powschodowe, i moga by¢ pobierane zardwno przez korzenie, jak i pedy, tatwo ulegajac
translokacji zarowno w  ksylemie, jak i w 1yku. Dziatanie herbicydow
sulfonylomocznikowych opiera si¢ na hamowaniu syntazy acetylomleczanowej (ALS),
prowadzac do zahamowania biosyntezy aminokwasow: izoleucyny, leucyny oraz waliny

przez rosliny. Hamowanie to prowadzi do szybkiego zaprzestania podzialu komorek
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roslinnych, a w efekcie wzrostu rosliny. Podstawowg zaletg tego typu herbicyddw, jest ich

wysoka skuteczno$¢, znikomy wplyw na S$rodowisko oraz bezpieczenstwo uzycia.

Herbicydy te, charakteryzuje roéwniez wysoka trwato$¢, mala lotnos$¢ i niska toksyczno$¢

wobec ssakow [80].

Wszystkie dostepne w handlu herbicydy sulfonylomocznikowe zawieraja centralny

mostek sulfonylomocznikowy [-SO2 — NH — CO — NH-] z siarka zwigzang z orto-

podstawionym ugrupowaniem arylowym lub heteroarylowym oraz azot mocznikowy

zwigzany z azotem zawierajacym heterocykl triazynylowy lub pirymidynylowy. Dlatego

herbicydy te, naleza do dwoch rodzajow struktur chemicznych, okre$lonych przez

ugrupowanie aminoheterocykliczne, tj. analogi sulfonylo-3-pirymidynowe i sulfonylo-3-s-
triazynowe (Rys. 17) [158].

Pirazolil

Imidazopirydynyl

-

Tiofenyl

Mostek
sulfonylomocznikowy

R R

Imidazopirydazynyl

R! - R Rézne podstawniki zawierajace wodor

Pirymidynyl
> Q

R13

—
2P

R14

Triazynyl

Rysunek 17. Ogolna struktura handlowych herbicydow sulfonylomocznikowych: gdzie P jest orto

podstawionym arylem, heteroarylem: pirydylem, pirazolilem, tiofenylem, imidazopirydynylem,

imidazopirydynylem; a Q jest podstawione heterocyklem pirymidynowym i triazynowym [158].
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Badania chlorsulfuronu i sulfosulfuronu na aktywno$¢ enzymatyczng gleb, wykazaty
zmiany Zastosowanie obu herbicydow sulfonylomocznikowych zmienialo aktywno$é
celobiohydrolazy, arylosulfatazy, dehydrogenazy, fosfatazy i hydrolazy FDA. Chlorsulfuron

powodowatl wigksze zaburzenia aktywno$ci enzymatycznej niz sulfosulfuron, a zmiany

wystepowaly gldwnie w ciggu pierwszych 28 dni jego stosowania [159].

Tabela 3. Herbicydy zawierajace atom siarki [160].

\EVAUTE] Stosowanie LDso mg/kg Wybrane chwasty wrazliwe
Amidosulfuron Dolistnie >5000 Przytulia czepna, jeczmien ozimy
. Saliiie AT Wiechlina rocz.na, ktosowka
wetnista
Benazolin Dolistnie >5000 Gorczyca polna, przytulia czepna
Bentazon Dolistnie 1400-1800 Chaber biawate.k, dymnica
pospolita
Kletodym Dolistnie 1630 Miotta zbozowa, owies gtuchy
Chlorosulfuron Dolistnie/doglebowo >5000 Jasnota rézowa, rumian polny
cykloat Doglebowo 2000 Palusznik I.<rwawy, pokrzywa
zegawka
Cykloksydym Dolistnie 4420 Miotta zbozowa, owies gtuchy
Etofumesat Dolistnie/doglebowo >5000 Bniec biaty, dymnica pospolita
Florasulam Dolistnie >5000 Mak pospolity, maruna bezwonna
Flufenacet Dolistnie/doglebowo 1617 Gtéwnie chwasty jednoliscienne
Dolistnie >5000 Wyczyniec polny
Dolistnie >5000 Perz wiasciwy, fiotek polny
Dolistnie/doglebowo >5000 Fiotek polny, gorczyca polna
Dolistnie 2678 Szarfat szorstki, zycica trwata
m Dolistnie/doglebowo >5000 Psianka czarna, rdest plamisty
m Doglebowo 2200 Rumianek pospolity, tobotki polne
Dolistnie >5000 Owies gtuchy, gorczyca polna
m Dolistnie >5000 Fiotek polny, komosa biata
Nikosulfuron Dolistnie >5000 Rdest ptasi, szczaw polny
Pirydat Dolistnie >2000 Bodziszek drobny, wyki
Prometryn Dolistnie/doglebowo 5233 Poziewnik szorstki, sporek polny
Propoksykarbazon Dolistnie >5000 Gatunki jednoliscienne
sodu
Rimsulfuron Dolistnie >5000 Ostrozen polny, wyczyniec polny
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Setoksydim Dolistnie 3200 Samosiewy zbdz, perz wtasciwy

Sulfosulfuron Dolistnie >5000 Dymnica pospolita, stulicha psia
Sulkotrion Dolistnie >5000 Komosa biata, tasznik pospolity
Rogowica pospolita, wyczyniec
Terbutryn Dolistnie/doglebowo 2500 2 Fets U=
polny
Tifensulfuron Dolistnie >5000 Pieciornik gesi, szarfat szorstki
Triallat Doglebowo 1100 Owies gtuchy
Triasulfuron Dolistnie/doglebowo >5000 Niektore gatunki jednoliscienne
Tribenuron Dolistnie >5000 Gwiazdnica pospolita, mlecz polny
Triflusulfuron-
Dolistnie >5000 Blekot pospolity, rdest plamisty

metylu
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2.1.cel i tezy pracy

Celem przeprowadzonych badan bylta synteza:
a) C-tienylo podstawionych fosfonowych analogéw glicyny, (estrow dialkilowych
1 diarylowych wybranych kwaséw aminofosfonowych)
b) wybranych C- arylowych pochodnych N-(fosfonometylo)glicyny,

oraz wstepna ocena ekotoksykologiczna wszystkich otrzymanych zwigzkow.

Gtéwng teza pracy jest zalozenie, ze pochodne aminofosfonowe beda
charakteryzowa¢ si¢ niskg fitotoksycznoscig wobec ro$lin uprawnych, posiadajac
jednoczesnie wlasciwosci chwastobdjcze (moga by¢ potencjalnie herbicydami), tym samym
beda wykazywac wiasciwosci selektywne, przy czym bardziej wrazliwymi na dzialanie
syntezowanych aminofosfonianow beda rosliny dwuliscienne (chwasty). Zwigzki te, beda
charakteryzowac si¢ rOwniez niskg ekotoksyczno$ciag wobec organizméw wodno-lagdowych
z ro6znego poziomu tancucha troficznego, co nie spowoduje zbe¢dnej, dodatkowe;j

intoksykacji srodowiska.
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2 . 2 .Zakres pracy

Praca obejmuje wykorzystanie zwigzkéw chemicznych, sposrod wybranych C-

arylowych pochodnych N-fosfonometylo-glicyny, C-tienylo podstawionych pochodnych

fosfonowych analogéw glicyny, (estrow dialkilowych 1 diarylowych), a takze badania

biologiczne tych zwigzkow, ktdre obejmuja:

a)

b)

Badania fitotoksycznosci, na roslinach wyselekcjonowanych w oparciu
0 przewodnik OECD 208 Terrestrial Plant Test: Seedling Emergence and
Seedling Growth Test (jednoliscienny owies zwyczajny (Avena sativa L.)
i dwuliScienna rzodkiewka zwyczajna (Raphanus sativus L.)

Badania wtasnosci herbicydowych, przyznane na podstawie skali Europejskiej
Rady ds. Badan nad Chwastami (EWRC), z uzyciem trzech gatunkéw roslin,
popularnie uznawanych za chwasty, takich jak: zoltlica drobnokwiatowa
(Galinsoga parviflora Cav.), szczaw zwyczajny (Rumex acetosa L.) i komosa
biata (Chenopodium album L.).

Badania ekotoksykologiczne, z uzyciem mikrobiotestbw na organizmach
wodnych, z r6znych pozioméw troficznych z uzyciem bakterii Allivibrio fischeri
(Microtox Test), jako przedstawiciela wod morskich, oraz skorupiakoéw
Heterocypris incongruens (Ostarcodtoxkit Test), jako przedstawiciela wod
stodkich.
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3.1. Materiaty wykorzystywane w pracy

3.1.1. Materiaty dotyczace czesci chemicznej

Odczynniki (Sigma Aldrich), wykorzystane do syntezy aminofosfonianow byty
oczyszczone i suszone przed kazda synteza:
— 2-anizydyna
— 2-furanokarboaldehyd
— 2-metoksyfenol
— 2-toluidyna
— 3- nitrobenzaldehyd
— 3-anizydyna
— 3-metoksyfenol
— 3-toluidyna
— 4- nitrobenzaldehyd
— 4-anizydyna
— 4-metoksyfenol
— 4-toluidyna
— dibenzyl
— ester metylowy chlorowodorku glicyny
— ferrocenokarboaldehyd
— fosfonian difenylu
— fosfonian dimetylu
— fosfonian dibenzylu
— tiofeno-2-karboaldehyd

— trietyloamina

Rozpuszczalniki, uzyte do syntezy:
— acetonitryl

— chlorek metylenu
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dimetylosulfotlenek
metanol

toluen

3.1.2. Materiaty wykorzystane w czesci biologicznej

Gleba o sktadzie granulometrycznym: 77% piasku; 19% pyhu 1 itu; 1,8% zawartosé
materii organicznej; pH — H20O dla kwasowosci czynnej 5,9; pH — KCI dla kwasowosci
wymiennej 5,5; zasolenie 84 mg KCI/I [161-164].
Badania fitotoksycznosci przeprowadzono z udziatem roslin wskazanych rzez
przewodnik OECD 208: jednoli§ciennego owsa zwyczajnego (A. sativa) i dwulisciennej
rzodkiewki zwyczajnej (R. sativus) [165].
Wybdr takich gatunkéw roslin, uwarunkowany jest przede wszystkim ze wzgledu na
przynalezno$¢ do réznych klas systematycznych, jak popularnoscia tych roslin oraz ich
znaczeniem dla czlowieka (cel spozywczy), jak i gospodarki rolnej. Ziarno owsa,
pozbawione tuski, znacznie przewyzsza wartoscig odzywcza pozostale gatunki zboz,
natomiast rzodkiewke cechuja walory prozdrowotne ismakowe. W celu rzetelnosci
badan poréwnawczych, stosowano zawsze ten sam gatunek roslin, od tego samego
producenta. W przypadku owsa zwyczajnego, stosowano odmiang jarg, natomiast
nasiona pochodzity z matopolskiej Hodowli Roslin Hbp. Sp. Z O.0O. - Stacja Hodowli
Roslin Nieznanice. W przypadku rzodkiewki zwyczajnej, stosowana byta odmiana
wczesna - ,,Mila” firmy Legutko.
— Owies zwyczajny (A. sativa), gatunek jednorocznego zboza 2z rodziny
wiechlinowatych, osiggajacy do 110 cm wysokosci (Rys. 18). Kietkuje
w temperaturze 2-3°C powyzej zera, po 8-12 dniach od siewu, natomiast
w warunkach kontrolowanych, w temp 22°C - juz po 3-4 dniach). Wystepuje
w formie jarej i ozimej. Ze wzglgedu na klimat, w Polsce uprawia si¢ glownie
odmiang jarg a zbiory wystepuja na przetomie lipca oraz sierpnia. Korzenie owsa
charakteryzuja si¢ duza zdolnoscig do pobierania sktadnikow pokarmowych
obecnych w glebie, w formie trudno dostgpnej dla innych roslin. Owies dobrze
znosi silne zakwaszenie gleby, tj. w granicach pH od 4,5 do 7,2, z uwagi na niska
wrazliwos$¢ na niedobory wapnia i duzy zakres tolerancji na nadmiar jonow glinu
oraz manganu. Charakterystyczng cecha owsa, ze wzgledu na wysoki
wspolczynnik transpiracji, jest duze zapotrzebowanie na wode.
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— Rzodkiewka zwyczajna (R. sativus), to jednoroczna lub dwuletnia ro$lina
zZ rodziny kapustowatych, o wysokos$ci okolo 15-20 cm, natomiast wraz z pgdem
kwiatostanowym osigga do 120 cm (Rys. 18). Kielkuje po 4-6 dniach od siewu,
w temperaturze 2°C (w warunkach kontrolowanych, w temp 22°C kielkuje po 2-
3 dniach od siewu) — z napgczniatego pod wpltywem wilgoci nasiona w pierwszej
kolejnosci kielkuje korzen palowy, a nastepnie lodyzka z sercowatymi
liscieniami. Przy dobrej wilgotnosci gleby, zaro6wno korzen, jak i li§cienie
wzrastajg w odpowiednim tempie, a cze$¢ polozona na ich styku grubieje.
W miar¢ wzrostu, powstaje migkisz zgrubienia. Roslina ta, ma silne zdolnosci do
magazynowania szkodliwych zwigzkow w korzeniach 1 zle znosi silne

zakwaszenie. Tolerowane przez nig pH gleby waha si¢ od 6,1 do 7.

' o \ !
\
i
, "l

Rysunek 18. Owies zwyczajny (A. sativa) i rzodkiewka zwyczajna (R. sativus) [166, 167].

Badania wlasciwosci chwastobojczych (herbicydowych) przeprowadzono z uzyciem
popularnych chwastow: zoltlica drobnokwiatowa (Galinsoga parviflora), szczaw
zwyczajny (Rumex acetosa) i komosa biata (Chenopodium album). Nasiona zbierano
na obszarach polnych i przydomowych, a nastepnie poddano procesowi stratyfikacji.
Jest to jedna z metod przerwania spoczynku nasion, majaca przyspieszyc

i wyroOwnanie kietkowania nasion. W tym celu przetrzymywano nasiona w niskiej

temperaturze (0-7°C) przez okoto miesigc. Wybor tych chwastow byt podyktowany

faktem, Zze sa one jednymi z najbardziej ucigzliwych i1 niepozadanych gatunkoéw
roélin, uniemozliwiajacymi optymalng produkcje w gospodarstwach rolno-

warzywnych [168].

— Szczaw zwyczajny (R. acetosa), to wieloletnia ros$lina, ktéra powszechnie
wystepuje w Europie, Azji i poinocnej Afryce (Rys. 19). Liscie szczawiu
zwyczajnego sa zielone, dlugie 1waskie, a kwiaty maja kolor bragzowy lub
kremowy 1 sg zgromadzone w dlugich, stozkowatych klosach. Szczaw jest

uprawiany jako roslina warzywna, a jego liScie sa czgsto spozywane jako
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warzywo lisciaste. Liscie szczawiu sg bogate w witaminy i skfadniki mineralne,
takie jak witamina C, witamina K i zelazo. Szczaw jest rOwniez uzywany, jako
roslina lecznicza i1 jest skladnikiem wielu mieszanek i herbat ziolowych.
Jednakze uwazany jest roOwniez za chwast w uprawach rolniczych. Ros$nie
w migjscach o duzym nastonecznieniu i jest odporny na brak opadow, co czyni
go trudnym do kontrolowania, moggc konkurowa¢ z uprawianymi roslinami
0 skladniki odzywcze i wode, co moze znacznie zmniejszy¢ ich wzrost i plony.
Osiaga wysoko$¢ od 30 do az 100 centymetrow.

— Zollica drobnokwiatowa (G. parviflora)- jest to roélina jednoroczna
0 charakterystycznych, drobnych, zoltych kwiatach (Rys. 19). Charakteryzuje si¢
bujng, rozgalgziong todyga i matymi, zottymi kwiatami, ktére pojawiaja si¢ na
szczytach pedow. Liscie sg jajowate 1 waskie, a todygi cienkie 1 delikatne. Jest
cieptolubna — wschdd rozpoczyna si¢ p6zng wiosng, natomiast okres wegetacji
trwa do konca jesieni. Rozwija si¢ szybko — W ciggu sezonu potrafi wyda¢ okoto
pig¢ - szes¢ pokolen. Osigga wysokos¢ od 10 do 80 centymetrow.

— Komosa biala (Ch. album) - jest to jednoroczny chwast, ktory czesto znalez¢
mozna w uprawach, a takze na obszarach zdegradowanych (Rys. 19). Ze wzgledu
na jego zdolnos¢ do rywalizowania z ros$linami hodowlanymi i rolniczymi
0 sktadniki odzywcze 1 $wiatlo, jest uwazany za ucigzliwy. Ro$lina ta, moze
osigga¢ wysokos¢ od 30 cm do 150 cm 1 ma wzniesiong lub czasem plozaca
fodyge. Liscie komosy bialej sa duze o czerwono-fioletowym spodzie, gorna

cze$¢ liscia jest srebrzysta z maczystym nalotem, a kwiaty s3 zebrane

w groniaste, zielonawe kwiatostany.

Rysunek 19. Chwasty: szczaw zwyczajny (R. acetosa.), zottlica drobnokwiatowa (G. parviflora) i komosa
biata (Ch. album.) [169-171].
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e Test z wykorzystaniem bakterii luminescencyjnych A. fischeri - Microtox
Wszystkie materialy i odczynniki zostaty zakupione od Modern Water Inc. (New
Castle, DE, USA). W tescie, w charakterze bioindykatora zastosowano stonowodne,
Gram-ujemne, bioluminescencyjne bakterie A. fischeri. Sa to heterotroficzne
mikroorganizmy, odzywiajace si¢ poprzez rozklad materii organicznej 1 poruszajace

za si¢ przy pomocy wici (Rys. 20).

f——
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Rysunek 20. Morskie bakterie luminescencyjne A. fischeri i aparatura Microtox [172, 173].

e Test zwykorzystaniem skorupiakow H. incongruens - Ostracodtoxkit F
Organizmy testowe — skorupiaki (matzoraczki) H. incongruens, sg sktadnikiem
zestawu (typu toxkit, co zapewnia petng gotowos$¢ do wykonania analizy) 1 maja
postac jajeczek przetrwalnych, ktore moga by¢ na zadanie gotowe do uzycia w ciggu
72 godzin, poprzez dostarczenie pozywki do proby. Sag to niewielkich rozmiarow
organizmy, obecne w osadach dennych rzek i jezior, odgrywajace istotng role
W ekosystemach wodnych, m.in. stanowigc pokarm dla innych bezkregowcoé6w

wodnych, takze ptakow iryb (Rys. 21).

Rysunek 21. Skorupiaki H. incongruens i zestaw Ostracodtoxkit F [174, 175].
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3 2 . Metody wykorzystywane w pracy

3.2.1. Cze$é chemiczna

3.2.1.1. Metody  fizykochemiczne  wykorzystywane  do  charakterystyki

aminofosfonianow

Do analizy skladu syntezowanych substancji, wykorzystano klasyczne techniki
badawcze:

e Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)

Widma *H NMR (TMS) (600 MHz), *C NMR (TMS) (150 MHz) oraz *'P NMR (H3POx)
(243 MHz) zarejestrowano na aparacie Bruker Avance 111 (Billerica, MA, USA) w Pracowni
Spektroskopii NMR Uniwersytetu £.odzkiego. Przesuniecia chemiczne (6, dc, op) podano

w cze$ciach na milion (ppm), Stale sprzezenia (J) podano w hercach (Hz).

e Pomiar temperatury topnienia
Temperatury topnienia syntezowanych substancji mierzono na aparacie MelTemp Il (Bibby

Scientific Limited, Staffordshire, Wielka Brytania) 1 nie byty korygowane.

e Analiza elementarna
Analiz¢ elementarng wykonano na aparacie EuroVector 3018 w Pracowni Mikroanalizy

Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych (CBMiM) PAN w Lodzi.

e Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)
Chromatografie cienkowarstwowa (TLC) przeprowadzono na plytkach z zZelem
krzemionkowym firmy Sigma-Aldrich (Supelco) (Kiselgel 60 F254, grubos¢ warstwy 0,2

mm), a plamki wizualizowano przy uzyciu lampy UV.

e Chromatografia kolumnowa

Do chromatografii kolumnowej, uzywano zelu krzemionkowego firmy Fluka (Silica gel 60,
40-63 um).
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3.2.1.2.  Procedury syntezy aminofosfonianéw 5-7, 16

Syntezy poszczegoInych aminofosfonianow:

a) dimetylowych pochodnych tiofeno-2-karboaldehydu:
e N-(2-metylofenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian dimetylu (5a);
e N-(3-metylofenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian dimetylu (5b);
e N-(4-metylofenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian dimetylu (5c);
e N-(2-metoksyfenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian dimetylu (5d);
e N-(3-metoksyfenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian dimetylu (5e);
e N-(4-metoksyfenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian dimetylu (5f);
e N-benzyloamino(2-tienylo)metylofosfonian dimetylu (5g);
e N-(tert-butylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian dimetylu (5h);
e N-benzhydryloamino(2-tienylo)metylofosfonian dimetylu (5i),

b) difenylowych pochodnych tiofeno-2-karboaldehydu:
e N-(2-metylofenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian difenylu (6a);
e N-(3-metylofenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian difenylu (6b);
e N-(4-metylofenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian difenylu (6c);
e N-(2-metoksyfenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian difenylu (6d);
e N-(3-metoksyfenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian difenylu (6e);
e N-(4-metoksyfenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian difenylu (6f);

c) dibenzylowej pochodnej tiofeno-2-karboaldehydu:

e N-furfuryloamino(2-tienylo)metylofosfonian dibenzylu (7);

przeprowadzono wg schematu nr. 31. Kolejne numery (kody), nadawane aminofosfonianom
w cze$ci doswiadczalnej niniejszej pracy, wynikaja z kolejnosci ich wystgpowania w tekscie.
Dla ulatwienia i1 poprawy czytelnos$ci cz¢éci eksperymentalnej, numery i kody wszystkich

zsyntezowanych zwigzkow, zawarte sa rOwniez w tabeli 4.
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e Metoda A
Przepis ogolny
Etap 1

Do roztworu tiofeno-2-karboaldehydu (1) (4,48 g, 40 mmoli) w suchym metanolu
(50 ml) z dodatkiem sit molekularnych 3A, wkroplono roztwor aminy 2 (40 mmoli)
w suchym metanolu (20 ml). Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej w ciggu 48h,
calos¢ intensywnie mieszajac. Nastepnie odsgczono sita molekularne. Wszystkie lotne
skfadniki usunigto z mieszaniny poreakcyjnej na wyparce, otrzymujac odpowiednig iming
3. Produkt 3 zostat uzyty do kolejnego etapu syntezy, bez dodatkowego oczyszczania.
Etap 2

Do roztworu iminy 3 (40 mmoli) w acetonitrylu (50 ml), otrzymanej w etapie 1, dodano
fosfonian dimetylu 4a lub difenylu 4b lub dibenzylu 4c (80 mmoli). Nastgpnie mieszaning
reakcyjng ogrzewano do wrzenia, pod chiodnicg zwrotng, przez siedem dni dla 4a, 72 h dla
4b, 24h dla 4c calo$¢ intensywnie mieszajac. PO tym czasie odparowano wszystkie lotne
skfadniki na wyparce, a pozostato$¢ rozpuszczono w chlorku metylenu (100 ml). Otrzymany
roztwoOr przemyto nasyconym wodnym roztworem wodoroweglanu sodu (4 x 25 ml).
Warstwe organiczng suszono przy uzyciu MgSOs. Po usunieciu $rodka suszgcego
i odparowaniu chlorku metylenu, uzyskano aminofosfoniany 5-7, ktore byty oczyszczane za

pomoca chromatografii kolumnowej typu flash.

e Metoda B
Procedura one — pot

Do roztworu tiofeno-2-karboaldehydu (1) (4,48 g, 40 mmoli), rozpuszczonego w suchym
toluenie (50 ml) z dodatkiem siarczanu (VI) magnezu (4,8 g, 40 mmoli), wkroplono
2- metoksyaniling (40 mmoli). Mieszaning mieszano w temperaturze pokojowej przez
3 godziny. Nastgpnie dodano fosfonian dimetylu (8,8 g, 80 mmoli) i calo$¢ ogrzewano
w temperaturze 100°C, przez 8 godzin. Po tym czasie, do mieszaniny reakcyjnej dodano
50 ml chlorku metylenu i oddestylowano wszystkie lotne sktadniki, pod zmniejszonym
ci$nieniem. Pozostato$¢ rozpuszczono w chlorku metylenu (100 ml), a roztwdr przemywano
czterokrotnie nasyconym wodnym roztworem wodorowgglanu sodu — porcjami po 25 ml.
Warstwe organiczng suszono z uzyciem MgSOs. Po usunigciu $rodka suszacego
i rozpuszczalnika, produkt zostal wyizolowany i oczyszczony za pomoca chromatografii

kolumnowej typu flash.
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Zwiazki 16 a-g zostaty zsyntezowane w Katedrze Chemii Organicznej oraz w Katedrze
Chemii Organicznej i Stosowanej UL, wedlug metody opisanej wczesniej w literaturze
[176]. Przyktadowa procedura syntezy N-[arylo(fosfono)metylo]glicyn 16:

Do zawiesiny glicyny 13 (40 mmol) w metanolu (100 ml), dodano trietyloaming (89 mmol),
a nastgpnie calo$¢ mieszano w temperaturze pokojowej przez 20 min. Po tym czasie,
wkroplono tiofeno-2-karboaldehyu (1) (40 mmol) i reakcj¢ kontynuowano w temperaturze
pokojowej przez 1-2 h, cato$¢ intensywnie mieszajgc. Nastepnie dodano fosfonian dietylu
(40mm) 1 kontynuowano reakcje przez 24h, w temperaturze otoczenia. Po tym czasie,
rozpuszczalnik zostal usuniety. Pozostalos¢ rozpuszczono w stezonym kwasie solnym
(100ml) i ogrzewano w temperaturze 95-105°C, przez 2h. Po usunieciu kwasu solnego
pozostalos¢ zostata rozpuszczona w wodzie (682 ml). Po dodaniu wegla aktywnego,
mieszaning mieszano w temperaturze pokojowej przez 2h. Po tym czasie mieszaning
przesaczono, a przesacz odparowano. Pozostalo$¢ rozpuszczono ponownie w wodzie
(23 ml) i dodano aceton (69 ml). Po 3 dniach powstatly osad zostal odsaczony, przemyty
acetonem 3x23ml i suszony w temperaturze 90°C przez 3h. Na drodze tego typu syntezy
powstaty zwiazki:

e N-[(fosfono)(pirydyn-3-ylo)metylo]glicyna (16a), wydajno$¢ = 30% [176],

e N-[(fosfono)(2-tienylo)metylo]glicyna (16b), wydajnos$¢ = 37% [152],

e N-[(fosfono)(4-metoksyfenylo)metylo]glicyna (16c), wydajnos¢ = 64 [176],

e N-[(fosfono)(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)metylo]glicyna (16d), wydajnos¢ =

58% [152],

e N-[(fosfono)(3-metylofenylo)metylo]glicyna (16e), wydajnos$é = 48% [152],

e N-[(fosfono)(4-hydroksyfenylo)metylo]glicyna 16f), wydajnos¢ = 56% [152],

e N-[(fosfono)(4-chlorofenylo)metylo]glicyna (16g), wydajnos¢ = 50% [152].

3.2.2. Cze$¢ biologiczna

Do oceny ekotoksycznej syntezowanych zwiazkow, uzyto nastepujacych metod:
e Badania fitotoksycznosci

Badania fitotoksyczno$ci syntezowanych aminofosfonianow, przeprowadzono
zgodnie z metodyka opisang w przewodniku OECD/OCDE 208 (Terrestrial plant test:
Seedling emergence and seedling growth test) [165]. W tym celu, uzyto dwoch gatunkow
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roslin, takich jak: jednoliscienny owies zwyczajny (A. sativa) i dwuliscienna rzodkiewka
zwyczajna (R. sativus).

Badania przeprowadzone zostaly w doniczkach polipropylenowych, o pojemnosci
300 ml, ktére wypetliono gleba kontrolng badz tez gleba wymieszang z badanymi
aminofosfonianami, dodanymi do gleby w roznych stg¢zeniach w zakresie 100 - 1000 mg/kg
suchej masy gleby (s.m.g.). Kazda probe wykonano w trzech powtorzeniach (3 doniczki dla
owsa, 3 doniczki dla rzodkiewki zwyczajnej). Do gleby wysiano po 20 nasion, obydwodch
gatunkow roslin (Rys. 22).

Rysunek 22. Nasiona owsa (2) i rzodkiewki (b) wysiane do doniczek.

Rosliny uprawiano w hali wegetacyjnej, przez 14 dni w warunkach kontrolowanych
i optymalnych dla wzrostu ro$lin (stata wilgotno$¢ (70%), temperatura (22+2°C), stale
natezenie $wiatfa (7000 Lux), system dzien/noc - 16 h/8 h na dobg) (Rys. 23).

~

Rysunek 23. Rosliny w hali wegetacyjnej.
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Ocene fitotoksycznosci badanych substancji w zastosowanych stezeniach,
przeprowadzono analizujgc zmiany $wiezej masy roslin (plonu), suchej masy, stopien
kielkowania nasion, dtugos$ci siewek (pedu) i korzeni, poziom barwnikow asymilacyjnych
(chlorofilu i karotenoidow) oraz oceng wizualng (Symptomy chlorozy i nekrozy). Analiza
otrzymanych danych z ro$lin poddanych dziataniu syntezowanych substancji, byla zawsze

porownywana do roslin kontrolnych.

Oznaczanie dlugosci pedu, korzeni oraz swiezej masy siewek

Pomiary wysokosci pedu i dhugosci korzeni, wykonywano na 5 siewkach w 3
powtorzeniach, dla kazdego gatunku roslin. Dtugo$¢ roslin okresla sie, jako dlugos¢ od
wierzchotka liscia do podstawy pedu, natomiast dlugos$¢ korzeni mierzy si¢ od wierzchotka
korzenia do potaczenia korzenia z pedem. Stosunek zahamowania wzrostu (% growth

inhibition - G1%) pedow, korzeni i §wiezej masy (plonu), obliczono zgodnie ze wzorem:

Cp—T
61% =-L—"P  100%
Cp

gdzie Cp- diugo$é¢ pedu lub korzenia (cm) w roslinach kontrolnych, T, - dlugos¢ pedu lub
korzenia (cm) w badanych roslinach. W przypadku $wiezej masy: Cp - plon (g) w ro$linach

kontrolnych, Ty - plon (g) w badanych roslinach.

Oznaczanie suchej masy

Z uwagi na duza ilo§¢ wody zawartej w roslinach, jej poziom zalezny jest od
zawarto$ci wody w otoczeniu, dlatego przyjeto oznaczanie suchej masy, jako wskaznik
miary wzrostu roslin. Zawartos¢ wody podano w tym przypadku, jako procent suchej masy.
W celu oceny fitotoksyczno$ci analizowanych zwigzkow okreslono i porownano suchg maseg
roslin kontrolnych, z suchg masg roslin rosngcych na glebie z dang domieszka badanych

aminofosfonianow.

Oznaczanie wartosci ECso, NOEC i LOEC

Na podstawie wynikow zahamowania wzrostu pedow, $wiezej masy oraz dlugosci
korzeni rzodkiewki i owsa wyznaczono warto$ci wskaznika ECsg (ang. effect concentration),
rozumianego, jako stgzenia badanego medium wywolujace odpowiednie/spodziewane
efekty toksyczne u potlowy populacji organizmow testowych. Wartos¢ ECso obliczono przy
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uzyciu oprogramowania GraphPad Prism (wersja 7, GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA
92037, USA).

Do opisu stgzen minimalnych lub niewywotujacych efektow ocenianych metodami
statystycznymi uzywano wielkoSci, takich jak: NOEC (ang. no observed effects
concentration) — najwieksze st¢zenie, dla ktorego nie wystepuje istotny wzrost czgstosci lub
nasilenia skutko6w dzialania danej substancji u badanych organizméw, w stosunku do probki
kontrolnej oraz LOEC (ang. lowest observed effects concentration) — najmniejsze stezenie,
dla ktorego wystepuje istotny wzrost czestosci lub nasilenia skutkéw dziatania danej

substancji u badanych organizméw, w stosunku do prébki kontrolne;.

Kielkowanie

Kietkowanie owsa 1 rzodkiewki zwyczajnej, traktowanych badanymi zwigzkami
okreslono na podstawie ilosci wykietkowanych roslin w stosunku do proby kontrolne;.
Procent kietkowania odnosi si¢ do liczby wykietkowanych ro$lin, wyrazonej, jako procent

roslin kontrolnych.

Oznaczanie barwnikow asymilacvijnych

Zawarto$¢ pigmentow fotosyntetycznych (chlorofil i karotenoidy), oznaczono wg
metody Orena i in. (1995), obliczajac ich poziom na podstawie absorbancji, przy dlugosci
fali 470, 647 i 664 nm i wyrazono w mg/g suchej masy [177].

Ocena wizualna siewek

Ocena wizualna zaistniatych uszkodzen siewek (ewentualne symptom chlorozy lub

nekrozy), zostaly udokumentowane zdjgciami cyfrowymi w opublikowanych pracach.

e Badania wlasnosci herbicydowych

Potencjalng aktywno$¢ chwastobdjcza zSyntezowanych —aminofosfonianow
okreslono poprzez oceng zahamowania wzrostu powszechnie wystgpujacych i ucigzliwych
gatunkow chwastow, takich jak: zoltlica drobnokwiatowa (G. parviflora), szczaw zwyczajny
(R. acetosa), and komosa biata (Ch. album). Ocena aktywnosci chwastobdjczej badanych
substancji, byta prowadzona w oparciu o skalg¢ Europejskiej Rady ds. Badan nad Chwastami
(EWRC), gdzie w przypadku istniejace;j fitointoksykacji przypisuje si¢ nastepujace wartosci
[178]:
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: calkowita §mier¢ roslin (celujace) (100%);
: bardzo dobre (98,0 do 99,9%);

: dobre (95,0 do 97,9%);

: zadowalajace (od 90 do 94,9%));

: mato zadowalajace (82,0 do 89,9%);

: niezadowalajace (70,0 do 81,9%);

: zte (55,0 do 69,9%);

: bardzo zte (od 30 do 54,9%);

: brak dziatania (0,0 do 29,9%).

|
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Z uwagi na pierwsze obiecujace, selektywne dziatanie aminofosfonianow
dimetylowych, wykazane w publikacji [179], przeprowadzono test ich aktywnosci, jako
herbicydéw doglebowych. Poniewaz aktywnos¢ ta, w skali EWRC, nie byta zadowalajaca
(jedynie stosunkowo wysokie st¢zenie bylo skuteczne), skuteczno$¢ herbicydowsa
wszystkich kolejnych zsyntezowanych aminofosfonianéw, przebadano w postaci oprysku
(jako herbicyd dolistny), co powinno ograniczy¢ ilo$¢ substancji aktywnej wprowadzanej
do $rodowiska, przy zachowaniu podobnej skuteczno$ci.

W przypadku aminofosfonianow dimetylowych, doglebowa aktywnos¢ herbicydowa byta
badana w st¢zeniu, nieprzekraczajacym 1000 mg/kg s.m.g., tak jak mialo to miejsce
w przypadku badan fitotoksycznosci. Wszystkie pozostale aminofosfoniany, zostaly
zaaplikowane dolistnie (w postaci oprysku na licie chwastu) wodnymi zawiesinami tych

substancji, o r6znych stezeniach (5, 10, 15, 20%), po miesigcu od wykietkowania.

e Oznaczanie toksyczno$ci ostrej aminofosfonianow wobec A. fischeri - test
Microtox
System Microtox jest uznanym, $wiatowym standardem w zakresie badania
toksycznos$ci. Test ten jest szybki w uzyciu, czuly, powtarzalny i ekologicznie istotny. Testy
toksycznosci ostrej aminofosfonianow, prowadzono z wykorzystaniem analizatora Microtox
M500, zgodnie z oprogramowaniem producenta.
Z uwagi na fakt, ze wszystkie zsyntezowane aminofosfoniany (oprocz glifosatu), sa
nierozpuszczalne w wodzie, zastosowano test fazy stalej, ktory obejmuje protokoty
Microtox Solid Phase Test. Zgodnie z ta procedurs, liofilizowane bakterie zostaty
zregenerowane za pomocg 1 ml ptynu rekonstytucyjnego (2% NaCl), w celu zapewnienia

gotowej do uzycia zawiesiny organizmoé6w. Do badanej proby (7 g gleby z dodatkiem
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aminofosfonianu) dodano 35 ml diluentu (3,5% NaCl), a nastgpnie mieszano za pomocg
mieszadta magnetycznego przez 10 min. Wykonano szereg rozcienczen, do ktérych dodano
bakterie (ok. 1 x 10° komérki/ml na oznaczenie), wystawiajac je tym samym na dziatanie
tych rozcienczen, przez 20 minut. Wykonano réwniez probg kontrolng, gdzie bakterie
dodano do 3,5% roztworu chlorku sodu. Nastepnie zawiesiny przefiltrowano. Po czasie 5
minut, system testowy zmierzyt strumien S$wietlny bakterii luminescencyjnych po
wystawieniu ich na dziatanie probki i porownujac go z mocg $wietlng probki kontrolne;.
Réznice w mocy $wietlnej miedzy probka badang a probka kontrolng, przypisuje sie
wplywowi probki na organizmy.

Poniewaz badania ekotoksykologiczne zsyntezowanych aminofosfonianow, majg charakter
porébwnawczy, Wykonano rowniez oznaczenie toksycznosci ostrej wobec A. fischeri dla
glifosatu, ktory jest rozpuszczalny w wodzie. W tym przypadku procedura réznita si¢ od
protokotu fazy statej, poniewaz glifosat rozpuszczono bezposrednio w wodzie bez mieszania
probki z glebg. Bakterie poddano dzialaniu szeregu geometrycznie rozcienczonych
roztworow wodnych (zwykle od 0 do 81,9%, wspdlczynnik geometryczny = 2)
N- fosfonometyloglicyny, gdzie 100% odpowiada znanemu st¢zeniu przygotowanego
wczesniej roztworu podstawowego (= 1000 mg L-1). Nastepnie, po 5 i 15 minutach
ekspozycji na glifosat, zmierzono wydajnos¢ $wietlng bakterii luminescencyjnych
I pordbwnano jg z wydajnoscig $wietlng proby kontrolnej (roztwor rozcienczajacy).
Punktem koncowym oznaczenia, jest stezenie efektywne (ECsp), ktore spowodowato 50%
redukcje $wiatta emitowanego przez bakterie (wyrazone w mg/l). 95% Przedziaty ufnosci

okreslono za pomocg oprogramowania producenta MicrotoxOmni.

e Oznaczanie toksyczno$ci chronicznej wobec H. incongruens- test Ostracodtoxkit F

Mikrobiotest ,,bezposredniego kontaktu” dla osadow, przeprowadzono na plytce
wielodotkowej, przy uzyciu mtodych, dennych skorupiakow (malzoraczkow), wylegtych
Z cyst, dokonujac pomiaru toksycznosci chronicznej (przewleklej), na podstawie
$miertelnosci skorupiakow oraz tempa ich wzrastania (hamowanie wzrastania), na skutek
ekspozycji badanych organizméw na poszczegdlne aminofosfoniany.

Procedura wykonania testu rozpoczyna si¢ od wylggu organizméw na 52 godziny
przed rozpoczeciem testu, w cigglym oswietleniu (Zzrodlo $wiatta: 3000-4000 Lux),
w temperaturze 25°C. Po 48 godzinach inkubacji cyst, przeprowadzono wstepne karmienie
swiezo wyklutych malzoraczkow glonami (spirulina), dostarczonymi w zestawie testowym.

Nastgpnie wykonano pomiary dlugosci mlodych organizméw. Do kazdego dotka plytki
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testowej dodano 1000 pl gleby (z lub bez badanych substancji), a takze 2 ml zawiesiny
glonow (Selenastrum capricornutum), stosowanych, jako pozywienie dla badanych
skorupiakow. Do kazdego dotka dodano rowniez 10 organizmow testowych. Plytki testowe
przykryto parafilmem, zamkni¢to pokrywka i umieszczono w inkubatorze All-round ToxKit,
w temperaturze 25°C, w ciemnosci, na 6 dni. Po tym czasie skorupiaki odzyskano z ptytek
testowych, w celu okre§lenia procentowej $miertelnosci, biorgc pod uwage liczbe
skorupiakow, ktore przezylty we wszystkich dotkach testowych, w kazdym stezeniu. Aby
obliczy¢ zahamowanie wzrostu organizmow, ktore przezyty, wykonano rowniez pomiary
ich dlugosci za pomoca paska mikrometrycznego umieszczonego na dnie szklanej ptytki
mikroskopowej. Procentowe zahamowanie wzrostu (G1%) H. incongruens w badanym
osadzie obliczono zgodnie ze wzorem:

_ Lis
GI% =100 — |(— ) x 100%

s

Gdzie: Li- dlugo$¢ zywych skorupiakoéw w badanej glebie, Lis- dlugos¢ zywych
skorupiakow w glebie referencyjnej. W przypadku, gdzie $miertelnos¢ jest wigksza niz 30%
inhibicja wzrostu skorupiakow nie byta mierzona.

Wizualnej oceny i pomiarow wielkoSci organizmow, poddanych badanym
aminofosfonianom na testowane organizmy, dokonano przy uzyciu mikroskopu Zeiss

Axiovert 40 (Carl Zeiss, Niemcy).

e Analiza statystyczna
Istotnos¢ uzyskanych wynikéw oceniono za pomocg analizy wariancji (ANOVA).
Warto$ci najmniejszej istotnej réznicy (LSD) na poziomie ufnosci 95% obliczono za
pomoca testu Tukeya. Ponadto wyznaczono odchylenia standardowe (SD) $rednich z 3 prob
i przedstawiono je na tabelach i wykresach. Analize statystyczng przeprowadzono przy

uzyciu oprogramowania STATISTICA 13.3
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4.1. Synteza  aminofosfonianéw,  pochodnych  tiofeno-
2- karboaldehydu 5-7

W  poczatkowym okresie badan skoncentrowano si¢ na syntezie estrow
dimetylowych, difenylowych i dibenzylowych, pochodnych kwaséw aminosfosfonowych,
ktore zawieraly w swojej strukturze heteroaromatyczny uktad tiofenu (Rys. 24).
W Konstrukcji docelowych uktadow wykorzystano pochodne toluidyny, anizydyny, tert-

butyloaming, benzyloaming, furfuryloamine i benzhydryloaming.

OAIk (Ph
o\\ ) (Ph)
/ \ P—O0AIk (Ph)

HN—AIk (Ar)

Rysunek 24. Aminofosfonian, z heteroaromatyczny uktadem tiofenu.

Aminofosfoniany zostaly zsyntezowane z wykorzystaniem dwuetapowej reakciji,
obejmujacej w 1 etapie otrzymanie odpowiednich zasad Schiffa, ktore w 2 etapie poddane
zostaly reakcji addycji nukleofilowej z wybranymi fosfonianami (reakcja aza-Pudovika).
Dzialajac na tiofeno-2-karboaldehyd wybrang aming aromatyczng lub alifatyczng
w bezwodnym metanolu i w obecnosci sit molekularnych 3A, w temperaturze pokojowej,
W ciggu 48h, uzyskano odpowiednie iminy, z zadowalajgcymi wydajno$ciami (Schemat 31).
W poréwnaniu do wczesniej opisywanych metod syntezy, tego typu polaczen, istotng
modyfikacja bylo prowadzenie reakcji w bezwodnym metanolu, w obecnosci sit
molekularnych [180]. Przebieg transformacji byt kontrolowany za pomoca spektroskopii
'H NMR. W zarejestrowanych widmach, widoczne bylo pojawienie sie
charakterystycznego sygnatu pochodzacego od azometinowego protonu, przy okoto 8,5 ppm

i zanik sygnahu protonu funkcji -CHO.
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a: R' = 2-CH3CgHy; b: R' = 3-CH;CgHy; ¢ R = 4-CH5CgHy; 0\\ /OCH2Ph
d: R" = 2-OCH;CgH,; €: R = 3-OCH5CgHy; f: R = 4-OCH5CgH,; / \ P=—OCH,Ph
g: R" = CH,Ph; h: R" = CMeg; i: R" = CHPhy; S
HN
R2=Me, Ph, CH,PH
7 /o
Produkty R! Produkty R!
Me
5,6 a: é 5,6f: é
’ OMe ;
5,6b: é\ 5g: W
Me ; ;
5, 6 c: é 5 h: )§
Me ; ’
o @
'5,6d: é/ ° 5i:
5,6e: é\

OMe

Schemat 31. Synteza aminofosfonianéw, pochodnych tiofeno-2-karboaldehydu.
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Uzyskane iminy, bez dodatkowego oczyszczania zostaly uzyte w kolejnym etapie
syntezy. Przeprowadzone proby wstepne wykazaly, iz mozliwe jest efektywne
przeksztalcenie zasad Schiffa w docelowe amino(2-tienylo)metylofosfoniany, w wyniku
ogrzewania ich z odpowiednimi H-fosfonianami dialikowymi lub diarylowymi
w acetonitrylu, uzytym, jako rozpuszczalnik, bez koniecznosci stosowania katalizatorow.

Analogiczne reakcje, prowadzone w temperaturze otoczenia (bez ogrzewania),
charakteryzowaly si¢ duzo nizszymi wydajno$ciami. Proces ten, polegat na addycji
H- fosfonianu do wigzania azometinowego. W zaleznosci od uzytego fosfonianu, czas
reakcji wynosit od 24h - w przypadku pochodnej dibenzylowej, az do 7 dni - w przypadku
fosfonianu dimetylowego. Postep reakcji byt monitorowany za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej. Po zakonczeniu reakcji i usunig¢ciu rozpuszczalnika, nadmiar uzytego
fosfonianu byt kazdorazowo usuwany za pomocag ekstrakcji wodnym roztworem
wodoroweglanu sodu.

Produkty 5-7, byty izolowane i oczyszczane za pomocg chromatografii kolumnowe;j
typu flash.

Z najlepszymi wydajnosciami uzyskane zostalty aminofosfoniany difenylowe 6 (71-
94%). W przypadku estrow dimetylowych, najnizszg efektywno$¢ zanotowano w przypadku
syntezy pochodnej benzhydryloaminy (41%). Pozostale aminofosfoniany z tej serii
otrzymano z wydajnosciami od 54-94%. Dibenzylo N-furfuryloamino(2-tienylo) pochodna
7, zostala wyizolowana z umiarkowang, 62% wydajno$cig. Informacje na temat nazwy,
rodzaju podstawnika, oraz wydajnosci kazdego zwigzku, przedstawia tabela 4.

W przypadku zwigzku 5d, wygenerowana imina, w reakcji o0-anizydyny
z aldehydem, bez wydzielania zostala bezposrednio poddana dziataniu fosforynu

dimetylowego, prowadzac do oczekiwanego produktu, z wydajnosciag 57%.
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Tabela 4. Pochodne tiofeno-2-karboaldehydu 5-7.

Zwigzek Wydajnos¢ [%]
5a Me
83
5 (Z-MeCGHa)
5b
94
5 (3-MeC5H4)
Me
5c
54
5 (4-MGC5H4)
Me
5d
OMe 57
5 (2-MeOCsH4)
o OMe
N/
5e / \ P—o0OMe
72
5 (3-MeOCsH,) S
oM
HN< o1 °
5f
80
5 (4-Me0C5H4)
OMe
5g
57
5 (PhCH)
5h
66
5 (CMEg)
P
41
5 (Ph,CH) O
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6a Me -
6 (Z-MEC5H4)

o 94
6 (3-MeC¢H,)

Me

6¢ %0

6 (4-MeC¢H,) (o) OPh
N/
/ \ P——0OPh Me

6d OMe

HN 89
6 (2-MeOCsHa) R’

6 (3-MeOCsH.)

o

OMe
6f
74
6 (4-MeOCsHa)
OMe
o OCH,Ph
\/
)\ P=~0CH,Ph
7 S
62
7 (FurCH) HN
7 "0

Tozsamos$¢ wszystkich wyizolowanych zwiazkow, zostala potwierdzona za pomoca
analizy spektroskopowej tH, 3P i 13C NMR, a takze analizy elementarne;.

W identyfikacji produktéw 5-7, znaczenie diagnostyczne miat sygnal protonu grupy
metinowej, sgsiadujacej z atomem azotu, fosforu i ukladem heterocyklicznym (CHP).

W wigkszosci przypadkow, wystepowat on, jako dublet w zakresie 4,29-5,16 ppm, o statej
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sprzezenia z fosforem 2Jpy ~ 19,3-24,4 Hz. W przypadku produktow 5d, 6¢, 6e, sygnat
protonu ugrupowania CHP, wystepowal w postaci dubletu dubletéw, przy odpowiednio
5,07; 5,38 1 5,40 ppm z dwiema charakterystycznymi statymi sprzezen: z fosforem
2Jp~23,4-24,1Hz oraz z protonem NH - 3Ju4~8,1-8,7Hz. Protony grupy aminowej
w produktach 5-7, mozna byto zaobserwowac¢ jako singlet, badZ poszerzony singlet, jak np.
dla zwigzku 6a (4,58 ppm), czy 6f (4,41 ppm) lub tez jako dublet (5f — 4,54 ppm, J=8,4Hz)
lub dublet dubletow (6¢-4,54 ppm, 2Jp~3Jnn =8,0Hz).

— N-(2-metylofenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian dimetylu (5a)

Wydajnos¢ = 83% (2.58 g), zotty olej (Metoda A)

'H NMR (CDClz, 600 MHz): & 7.27-7.25 (m, Hs™°" 1H), 7.21-7.19 (m, Hz™MoPh,
1H), 7.11 (d, Jun = 7.4 Hz, 0-CeHa, 1H), 7.07 (ddd, 3JMHH = 3J®HH = 7.4 Hz and *Jun
= 1.7 Hz, 0-CgHa, 1H), 7.01 (ddd, 3Jun = 5.0 and 4.2 Hz and *Jun = 0.7 Hz, Ha"oPh 1H),
6.74 (ddd, 2JJVHH = 3J@HH = 7.4 Hz and “Jun = 1.0 Hz, 0-CsHa, 1H), 6.65 (d, 3Jun =
7.4 Hz, 0-CgHa, 1H), 5.16 (d, 2Jpn = 23.7 Hz, CHP, 1H), 3.82 (d, 3Jpn = 10.6 Hz, POCH3,
3H), 3.67 (d, 2Jpy = 10.6 Hz, POCH3, 3H), 2.28 (s, CH3, 3H).

13C-NMR (CDCls, 150 MHz): & 143.98 (d, 2Jcp = 12.3 Hz, C?pioph), 139.81 (Carom),
130.41 (Carom), 127.19 (d, J = 2.5 Hz, Ctnioph), 127.03 (Carom), 126.19 (d, J = 7.2 Hz,
Cihioph), 125.43 (d, J = 3.4 Hz, Ciopn), 123.39 (Carom), 118.86 (Carom), 111.48 (Carom),
54.17 (d, ?Jcp = 7.0 Hz, POC), 53.88 (d, ?Jcp = 7.3 Hz, POC), 51.84 (d, *Jcp = 157.8 Hz,
PC), 17.47 (ArC).

SLP-NMR (243 MHz, CDCls): § 23.33.

Analiza elementarna: obliczona dla C14H1sNO3PS: C, 54.01, H, 5.83, N, 4.50. Found:
C,54.18, H, 5.97, N, 4.59

Rozpuszczalnik: octan etylu - heksan = 4:1

— N-(3-metylofenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian dimetylu (5b)
Wydajnosé¢ = 94% (2.92 g) zo6tty osad, (Metoda A)
Temp. topnienia: 81-83°C.
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thioph thioph

"H-NMR (CDCls, 600 MHz): 8 7.26-7.25 (m, Hs """, 1H), 7.21-7.20 (m, Hs """, 1H),

MR 11y, 6.62 (d, “Jun =

7.07 (dd, *Jun = 7.2 and 7.0 Hz, m-CeHa, 1H), 7.01 (m, Ha
7.0 Hz, m-CeHa, 1H), 6.55 (s, m-CeHs, 1H), 6.52 (dd, “Jnn = 7.2 Hz and “Jun = 1.9
Hz, m-CsHa, 1H), 5.11 (d,’Jen = 24.4 Hz, CHP, 1H), 3.82 (d, “Jpn = 10.4 Hz, POCHj,

3H), 3.65 (d, “Jpn = 10.8 Hz, POCHs3, 3H), 2.28 (s, CHs, 3H).
“C-NMR (CDCls, 150 MHz): 5145.94 (d, “Jcp = 13.1 Hz, C’rjopn), 139.68 (Carom),

139.10 (Carom), 129.15 (Carom), 127.17 (d, J = 3.1 Hz, Cuiogn), 126.25 (d, J = 7.3 Hz,
Cinioph), 125.41 (d, J = 4.0 Hz, Ciniopt), 120.09 (Carom), 114.94 (Carom), 111.01 (Carom),
54.13 (d, “Jep = 6.7 Hz, POC), 53.83 (d, “Jep = 7.4 Hz, POC), 51.73 (d, "Jcp = 158.4 Hz,
PC), 21.54 (ArC).

*P-NMR (243 MHz, CDCls): § 23.20.

Analiza elementarna: obliczona dla C14H1sNO3sPS: C, 54.01, H, 5.83, N, 4.50. Found:
C,54.17,H,5.79, N, 4.51.

Rozpuszczalnik: octan etylu- heksan = 4:1

— N-(4-metylofenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian dimetylu (5c¢)
Wydajnos¢ = 54% (1.68 g), zotty osad (Metoda A)

Temp. topnienia: 98-100°C.

thioph thioph

"H-NMR (CDCls, 600 MHz): 5 7.25-7.24 (m, Hs
thioph

, 1H), 7.20-7.19 (m, Hs , 1H),

7.05-6.98 (m, Hs , p-CesHa4, 3H), 6.64 (part of AA’XX’ system, 3JHH = 9.0 and
“Jun = 1.2and 1.1 Hz, p-CsHa, 2H), 5.09 (d, “Jen = 24.0 Hz, CHP, 1H), 3.82 (d, “Jpu

= 10.8 Hz, POCHs, 3H), 3.65 (d, “Jp = 10.8 Hz, POCHs, 3H), 2.24 (s, CHs, 3H).

“C-NMR (CDCls, 150 MHz): 5 143.63 (d, “Jep = 13.4 Hz, C'yiopn), 139.77 (Carom),
129.79 (Carom), 128.40 (Carom), 127.15 (d, J = 2.4 Hz, Ciniopn), 126.26 (d, J = 7.4 Hz,
Ciniopn), 125.41 (d, J = 3.4 Hz, Ciniopn), 114.25 (Carom), 54.13 (d, “Jep = 7.1 Hz, POC),
53.81 (d, “Jep = 7.1 Hz, POC), 52.12 (d, "Jcp = 157.9 Hz, PC), 20.40 (ArC).
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*P_NMR (243 MHz, CDCl3): 5 23.27.

Analiza elementarna: obliczona dla C14H1sNO3PS: C, 54.01, H, 5.83, N, 4.50. Found:
C,54.13, H,5.88, N, 4.63.
Rozpuszczalnik: octan etylu- heksan = 4:1

— N-(2-metoksyfenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian dimetylu (5d)

Wydajnos¢= 57%, jasnozoéity osad (Metoda B)

Temp. topnienia: 68-69°C.

'H-NMR (CDCls, 600 MHz): & 7.21 (ddd, Jun = 4.8 Hz, “Jun = 1.8 Hz, “Jp = 1.2 Hz,
Hathioph 1H), 7.17-7.16 (m, Hs"°P" 1H), 6.96 (dd, 3Jun = 4.8 Hz and 3.6 Hz, H4MoPh,
1H), 6.79-6.76 (m, 0-CgHa, 2H), 6.72-6.69 (m, 0-CsHa, 1H), 6.60—6.59 (m, 0-CeH,
1H), 5.17 (dd, 3Jun = 8.4 Hz and 3Jpn = 7.8 Hz, NH, 1H), 5.07 (dd, 3Jun = 8.4 Hz and
2Jpn = 23.4 Hz, CHP, 1H), 3.86 (s, OCHj3, 3H), 3.78 (d, ® Jpn = 10.8 Hz, POCH3, 3H),
3.65 (d, *Jpn = 10.2 Hz, POCH3, 3H).

®C-NMR (CDCls, 150 MHz): 5 147.5 (Carom), 139.7 (d, 2 Jcp = 1.4 Hz, Carom), 135.8
(d, 2 Jcp = 13.1 Hz, C?iopn), 127.1 (d, * Icp = 2.9 Hz, Cinioph), 126.2 (d, 2Jcp = 7.2 Hz,
Cthioph), 125.4 (d, % Jcp = 3.6 Hz, Cihioph), 121.0 (Carom), 118.4 (Carom), 111.3 (Carom),
109.9 (Carom), 55.6 (ArOC), 54.2 (d, 2 Jcp = 7.0 Hz, POC), 53.8 (d, ? Jcp = 7.0 Hz, POC),
and 51.5 (d, * Jcp = 159.5 Hz, PC).

*'P-NMR (243 MHz CDCls): 5 23.12.

Analiza elementarna: obliczona dla C14H1sNO4PS: C, 51.37, H, 5.54, N, 4.28. Found:
C, 51.41, H, 5.48, N, 4.30.
Rozpuszczalnik: DCM — octan etylu = 1:1

— N-(3-metoksyfenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian dimetylu (5e)

Wydajnos$¢ = 72% (2.35 g), z6lty olej (Metoda A)

thioph thioph

'H-NMR (CDCls, 600 MHz): § 7.26-7.25 (m, Hs " 1H), 7.20-7.19 (m, Ha ", 1H),

7.08 (dd, J1 = Jo= 7.8 Hz, m-CeHa, 1H), 7.01-6.99 (m, Hs" "

, 1H), 6.35-6.34 (M, m-
CsHa, 1H), 6.33-6.31 (M, m-CsHa,1H), 6.28-6.26 (M, m-CeHa, 1H), 5.10 (d, “Jpn =
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24.0 Hz, CHP, 1H), 3.81 (d, °Jen = 10.8 Hz, POCHs, 3H), 3.74 (s, OCHs, 3H), 3.65
(d, *Jpn = 10.8 Hz, POCHs, 3H).

“C-NMR (CDCls, 150 MHz): & 160.77(Carom), 147.34 (d, “Jcp = 13.5 Hz, C piopn).
139.46 (Carom), 130.12 (Carom), 127.2 (d, J=3.0 HZ, Cthioph), 126.3 (d, J=6.9 HZ, Cthioph),
1255 (d, J = 35 HZ, Cthioph), 10691 (Carom), 10438 (Carom), 10023 (Carom), 5508

(ArOC), 54.12 (d, Jep = 6.7 Hz, POC), 53.90 (d, “Jcp = 6.7 Hz, POC), 51.69 (d, ‘Jcp =
158.4 Hz, PC).

*P-NMR (243 MHz, CDCls: § 23.06.

Analiza elementarna: obliczona dla C14H1sNO4PS: x1/5 CsHis: C, 52.98, H, 6.08, N,
4.06. Found: C, 52.97, H, 5.96, N, 4.38.

Rozpuszczalnik: octan etylu- heksan = 4:1

— N-(4-metoksyfenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian dimetylu (5f)
Wydajnos¢ = 80% (2.62 g), z6ity olej (Metoda A)

thioph thioph

"H-NMR (CDCls, 600 MHz): & 7.25-7.23 (m, Hs " 1H), 7.18-7.16 (m, Hs ", 1H),
6.99-6.98 (m, H,thioPh 1H) 6.75 and 6.66 (AA’XX’ system, Jun = 9.0 and “Jun =
1.2 and 1.1 Hz, p-CsHa, 4H), 4.94 (d, “Jpn = 23.4 Hz, CHP, 1H), 4.54 (d, J = 8.4 Hz,

NH, 1H), 3.81 (d, “Jpn = 10.8 Hz, POCHs, 3H), 3.72 (s, OCHs, 3H), 3.64 (d, Jpy =
10.8 Hz, POCHs, 3H).

“C-NMR (CDCls, 150 MHz): 8 153.26 (Carom), 139.91 (d, “Jep = 14.1 Hz, C'piogn),
139.73 (Carom), 127.1 (d, J = 2.8 Hz, Curiopn), 126.3 (d, J = 6.9 Hz,Cniopn), 125.4 (d, J =
4.0 Hz, Ciniopn), 115.69 (Carom), 114.83 (Carom), 55.63 (ArOC), 54.13 (d, “Jep = 6.7 Hz, POC),
53.81 (d, “Jep = 6.7 Hz, POC), 52.85 (d, "Jep = 158.4 Hz, PC).

*P_NMR (243 MHz, CDCls): 5 23.33.

Analiza elementarna obliczona dla C14H1sNO4PS x 1/6 CsHs: C, 53.16, H, 5.69, N,
4.09. Found: C, 53.21, H, 5.78, N, 4.26.

Rozpuszczalnik: octan etylu- heksan = 4:1
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— N-benzyloamino(2-tienylo)metylofosfonian dimetylu (5g)

Wydajnos¢ = 57% (1.77 g) z6lty olej (Metoda A)

"H-NMR (CDCls, 600 MHz): 7.26-7.20 (m, PhH, Hs """

thioph

, 5H), 7.18-7.15 (m, PhH, 1H),

TP 1H), 4.24 (d, 2Ien

7.02-7.01 (m, Hs" ™" 1H), 6.93 (dd, *Jnn = 4.8 and 3.6 Hz, Hs
= 23.8 Hz, CHP, 1H), 3.82 (d, “Jun = 13.8 Hz,CH.Ph, 1H), 3.68 (d, “Jpn = 10.2 Hz,
POCHS3, 3H), 3.57 (d, “Jun = 13.8 Hz, CH2zPh, 1H), 3.55 (d, Jen = 10.2 Hz, POCHs,
3H).

“C-NMR (CDCls, 150 MHz): § 139.30 (d, “Jcr = 4.3 Hz, C’thioph), 138.99 (Carom),
128.47 (d, J = 7.5 Hz, Ciniopn), 128.38 (Carom), 128.23 (Carom), 127.28 (Carom), 126.97 (d, J =
3.5 Hz, Crioph), 125.68 (d, J = 3.3 Hz, Ciniopt), 54.74 (d, "Jep = 159.7 Hz, PC), 53.94
(d, %Jcp = 6.8 Hz, POC), 53.63 (d, “Jcp = 6.8 Hz, POC), 51.24 (d, “Jcp = 15.6 Hz,
PCC).

*P-NMR (243 MHz, CDCls): 5 23.98.
Analiza elementarna: obliczona dla C14H1sNO3sPS: C, 54.01, H, 5.83, N, 4.50. Found:
C, 53.77,H, 5.67, N, 4.46

Rozpuszczalnik: octan etylu- heksan = 4:1

— N-(tert-butylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian dimetylu (5h)
Wydajnosé = 66% (7.31Q), jasnozolty osad (Metoda A)

Temp. topnienia: 48-49°C.

thioph thioph

'H-NMR(CDCls, 600 MHz): § 7.22-7.21 (m, Hs ', 1H), 7.09-7.08 (m, Hs """,

thioph

1H), 6.97-6.96 (M, Ha"">"", 1H), 5.10 (d, “Jpn = 24.0 Hz, CHP, 1H), 3.79 (d, *Jpn =

10.8 Hz,POCHs, 3H), 3.59 (d, “Jen = 10.8 Hz, POCHs3, 3H); 1.06 (s, CCHs, 9H).
“C-NMR (CDCl3, 150 MHz): 8143.82 (C’yiopn), 126.93 (d, “Jcp = 2.6 Hz, Ciopn),
125.4 (d, “Jcp = 7.8 Hz, C piopn), 124.8 (d, “Jcp =4.0 Hz, C'yiopr), 54.50 (d, “Jcp = 6.7
Hz, POC), 53.37 (d, “Jcp = 6.7 Hz, POC), 52.43 (d,’Jcp = 14.0 Hz, CH3C), 50.76 (d,
"Jop = 161.2 Hz, PC), 29.63 (CH3)

*P_NMR (243 MHz, CDCls): 5 24.60.
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Analiza elementarna: obliczona dla Ci11H20NO3PS: C, 47.64, H, 7.27, N, 5.05.
Found: C, 47.71, H, 7.25, N, 4.99.

Rozpuszczalnik: octan etylu- heksan = 4:1

— N-benzhydryloamino(2-tienylo)metylofosfonian dimetylu (5i)

Wydajnosé = 41% (1.59 g), z6tty olej (Metoda A)

thioph

'H-NMR (CDCls, 600 MHz): 7.44-7.34 (m, PhH, Hs ", 6H), 7.32-7.22 (m, PhH,

thioph thioph

5H), 7.07-7.06 (m, Hs" ", H,™", 2H), 4.91 (s, CH, 1H), 4.29 (d, “Jpn = 22.8 Hz,

CHP, 1H), 3.91 (d, “Jp = 10.8 Hz, POCH3, 3H), 3.64 (d, Jen = 10.8 Hz, POCHs,
3H), 2.57-2.48 (bs, NH, 1H).

“C-NMR (CDCls, 150 MHz): 8 139.36 (d, “Jcp = 6.4 Hz, C’yriopn), 139.73 (Carom),
12875 (Carom), 12856 (Carom), 12789 (Carom), 12717 (d, -J = 79 HZ, Cthioph), 12707
(d, J = 2.3 Hz, Ciniopn), 125.72 (d, J = 3.4 Hz, Ciniopt), 63.81 (d, “Jep = 16.0 Hz, PCC),

54.12 (d, “Jcp = 6.7 Hz, POC), 53.53 (d, “Jep = 6.7 Hz, POC), 53.19 (d, ‘Jcp = 161.5
Hz, PC).

*P-NMR (243 MHz, CDCls): § 24.32.

Analiza elementarna: obliczona dla C20H22NO3PS x 1/5 CsHs: C, 63.33, H, 5.86,
N, 3.45. Found: C, 63.54, H, 5.69, N, 3.75.

Rozpuszczalnik: octan etylu- heksan = 4:1
Powyzsze wyniki, dotyczace aminofosfonianow 5 a-i, zostaly opublikowane przez

Lewkowskiego i in. w 2016 r. oraz Rogacz i in. w 2018 r. [179, 181].

— N-(2-metylofenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian difenylu (6a)
Wydajnosé = 71% (3.10 g) kremowy osad,
Temp. topnienia = 62-64°C.

'H NMR (600 MHz, CDCls): & 7.29-7.26 (m,6H, ArH): 7.18-7.14 (m, 2H, CeHa):
7.10-7.07 (m, 4H, ArH): 7.02-7.00 (m, 3H, ArH); 6.75 (approx. t, “Jun = 7.4 Hz,
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1H, CsHa); 6.68 (d, “Jun = 7.9 Hz, 1H, CsHa); 5.48 (d, “Jpu = 24.1 Hz, 1H, CHP);
4.58 (br. S, 1H, NH); 2.19 (s, 3H, CHs).

“C NMR (150 MHz, CDCls): § 150.6 (d, “Jcp = 9.5 Hz, POCay); 150.4 (d, “Jcp = 9.7
Hz, POCay); 143.8 (d, “Jcp = 13.0 Hz, PCCuiopn); 138.8 (Car); 130.6 (Car); 129.8 (Car);
127.4 (d, “Jep = 2.9 Hz, Spiopn); 127.2 (Car); 126.9 (d, “Jep = 7.3 HZ, yrigpn); 125.9
(d, “Jcp = 4.1 Hz, Ciniopn): 125.5 (Car): 125.4 (Car); 123.6 (Car); 120.7 (d, *Jep = 4.1
Hz, Ca): 120.5 (d, *Jcp = 4.3 Hz, Car); 119.2 (Car): 111.6 (Ca); 52.2 (d, Lcp = 159.9
Hz, CP); 17.5 (Ar-CHa).

*'P NMR (243 MHz, CDCls): § 13.33.
Analiza elementarna: obliczona dla C24H22NO3PS: C, 66.19; H, 5.09; N, 3.22; S,
7.36. Found: C, 66.01; H,5.23; N, 3.42; S, 7.23.

Rozpuszczalnik: octan etylu-heksan = 3:1

— N-(3-metylofenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian difenylu (6b)

Wydajnosé = 94% (4.10 g) kremowy osad, (Metoda A)

Temp. topnienia = 124-126°C

"H NMR (600 MHz, CDCls): § 7.29-7.24 (m,6H, ArH); 7.17-7.14 (m, 2H, ArH);
7.09-7.05 (m, 3H, ArH); 7.00-6.98 (m, 3H, ArH); 6.62 (d, “Jun = 7.4 Hz, 1H, CeHa);
6.55-6.54 (M, 1H, CeHa); 6.52 (dd, “Jun = 7.9 and “Jum = 2.3 Hz, 1H, CeHa); 5.42
(d, 2JpH = 24.1 Hz, 1H, CHP); 4.61 (broad s, 1H, NH); 2.26 (s, 3H, CHj3).

“C NMR (150 MHz, CDCls): & 150.4 (d, “Jcp = 9.8 Hz, POCa); 150.3 (d, “Jcp = 9.8
Hz, POCa/); 145.7 (d, “Jcp = 13.2 Hz, PCCiiopn); 139.3 (Car); 138.6 (Ca); 129.8 (d,
“Jep = 2.3 Hz, Car); 129.3 (Car); 127.4 (d, Jep = 2.9 HZ, cSyiopn); 127.1 (d, “dcp = 7.1
Hz, c3niopn); 125.9 (d, “Jcp = 3.9 Hz, Cuniopn); 125.5 (Car); 125.4 (Car); 120.8 (d, “Jep =
4.3 Hz, Car); 120.5 (d, “Jcp = 4.4 Hz, Car); 120.4 (Car); 115.2(Car); 111.3 (Car); 52.1
(d, “Jcp = 161.5 Hz, CP); 21.7 (Ar-CHs).

*'P NMR (243 MHz, CDCls): 5 13.33.
Analiza elementarna: obliczona dla C24H22NO3sPS: C, 66.19; H, 5.09; N, 3.22; S, 7.36.
Found: C, 66.30; H, 5.24; N, 3.42; S, 7.15.
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Rozpuszczalnik: octan etylu-heksan = 3:1

— N-(4-metylofenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian difenylu (6c)

Wydajnos$é = 80% (3.50 g) kremowy osad, (Metoda A)

Temp. topnienia =149-151°C

'H NMR (600 MHz, CDCls): § 7.29-7.24 (m, 6H, ArH); 7.17-7.12 (m, 2H, ArH);
7.10-7.09 (m, 2H, ArH); 7.00-6.97 (m, 5H, ArH); 6.65-6.62 (m, 2H, ArH); 5.38 (dd,

?Jon = 24.0 and *Jun = 8.1 Hz, 1H, CHP): 4.54 (dd, *Jpn = “Jun = 8.0 Hz, 1H, NH):
2.24 (s, 3H, CH3).

®C NMR (150 MHz, CDCls): §150.5 (d, “Jcp = 9.8 Hz, POCa/); 150.3 (d, “Jcp = 9.7
Hz, POCa); 143.4 (d, “Jcr = 13.8 Hz, PCCuriopn); 138.7 (Car); 130.0 (Car); 129.8 (d,
*Jer = 3.1 Hz, Car); 128.8 (Car); 127.4 (d, “Jep = 2.7 Hz, C'tyjopr); 127.0 (d, “Jep = 7.6
HZ, Cpion): 125.9 (d, *Jep = 4.1 Hz, Curiopn); 125.5 (Car); 125.4 (Car); 1208 (d, “Jcp
= 4.2 Hz, Cay); 120.5 (d, “Jcp = 3.9 Hz, Cay); 114.5 (Car); 52.4 (d, "Jcp = 161.5 Hz, CP);
20.6 (Ar-CHs).

P NMR (243 MHz, CDCls): § 13.43.
Analiza elementarna: obliczona dla C2sH22NO3PS: C, 66.19; H, 5.09; N, 3.22; S, 7.36.
Found: C, 66.33; H,

Rozpuszczalnik: octan etylu-heksan = 3:1

— N-(2-metoksyfenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian difenylu (6d)
Wydajnosé = 89% (4.00 g), kremowy osad, (Metoda A)
Temp. topnienia = 91-93°C
'H NMR (600 MHz, CDCls): & 7.28-7.24 (m,6H, ArH); 7.16-7.13 (m, 2H, ArH):
7.09-7.08 (M, 2H, ArH); 7.04-7.02 (m, 2H, ArH); 6.99-6.98 (m, 1H, ArH); 6.83-6.80

(m, 2H, ArH); 6.76-6.74 (m, 1H, ArH): 6.67-6.66 (m, 1H, ArH); 5.41 (d, “Jpy =
23.7 Hz,1H, CHP); 3.86 (s, 3H, OCHs).

“C NMR (150 MHz, CDCls): § 150.5 (d, “Jcp = 9.9 Hz, POCa/); 150.4 (d, “Jcp = 9.3
Hz, POCa); 147.6 (Car); 138.7 (Car): 135.8 (d, 2Jcp = 13.1 Hz, PCCuriop): 129.8 (d,
“Jer = 4.9 Hz, Ca); 127.4 (d, “Jcp = 2.6 Hz, Cpiopn); 127.0 (d, “Jep = 7.3 Hz,
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Ciopy: 125.9 (d, “Jcp = 4.0 Hz, Criopn); 125.4 (d, “Jep = 4.1 Hz, Car); 121.2 (Car);
120.7 (d, °Jcp = 4.2 Hz, Car); 120.6 (d, “Jcp = 4.3 Hz, Car): 118.8 (Car); 111.5 (Ca):
110.1 (Car); 55.7 (Ar-OCHs): 52.0 (d, "Jcp = 160.6 Hz, CP).

*P NMR (243 MHz, CDCls): § 13.37.

Analiza elementarna: obliczona dla C24H22NO4PS: C, 63.85; H,4.91; N, 3.10; S, 7.10.
Found: C, 63.63; H, 4.97; N, 3.25; S, 7.07.

Rozpuszczalnik: octan etylu-heksan = 3:1

— N-(3-metoksyfenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian difenylu (6e)

Wydajnosé = 75% (3.40 g) kremowy osad, (Metoda A)

Temp. topnienia = 95-97°C

"H NMR(600 MHz, CDCls): § 7.29-7.24 (m,6H, ArH); 7.17-7.12 (m, 2H, ArH); 7.10—
7.07 (m, 3H, ArH); 7.00-6.98 (m, 3H, ArH); 6.36 (dd, *Jun = 8.2 and “Jun = 2.3 Hz,
1H, CeH,); 6.33 (dd, *Ju=8.0and Jun = 2.3 Hz, 1H, CeHa); 6.27-6.26 (m, 1H, ArH);

5.40 (dd, “Jpn = 24.1 and *Ju = 8.7 Hz, 1H, CHP); 4.69 (dd, *Jp = “Jun = 8.3 Hz, 1H,
NH): 3.74 (s, 3H, OCHa).

“C NMR (150 MHz, CDCls): & 160.9 (Car); 150.4 (d, “Jcp = 9.8 Hz, POCay); 150.3
(d, Jcp = 9.8 Hz, POCa); 147.2 (d, “Jcp = 13.7 Hz, PCCihiopn); 138.4 (Car); 130.3 (Car);
129.9 (d, “Jcr = 4.0 Hz, Car); 129.6 (Car); 127.5 (d, “Jcp = 3.0 Hz, C yiopn); 127.1 (d,
“Jep = 7.6 Hz, Cyiopn); 126.0 (d, “Jcp = 4.0 Hz, Cuiopn); 125.6 (Car); 125.5 (Car);
121.2 (Ca); 120.8 (d, *Jcp = 4.2 Hz, Car); 120.5 (d, “Jep = 3.9 Hz, Cay); 115.5 (Ca));
107.1 (Car); 104.7 (Car); 100.4 (Car); 55.2 (Ar-OCHs); 52.0 (d, 1dcp = 161.2 Hz, CP).
*'P NMR (243 MHz, CDCls): & 13.21.

Analiza elementarna: obliczona dla C24H22NO4PS: C, 63.85; H,4.91; N, 3.10; S, 7.10.
Found: C, 63.93; H, 4.97; N, 3.27; S, 7.04.
Rozpuszczalnik: octan etylu-heksan = 3:1

— N-(4-metoksyfenylo)amino(2-tienylo)metylofosfonian difenylu (6f)

Wydajnos$é = 74% (3.35 g) kremowy osad, (Metoda A)
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Temp. topnienia = 87-91°C
"H NMR (600 MHz, CDCls): § 7.29-7.23 (m, 6H, ArH): 7.17-7.10 (m, 4H, ArH): 7.00-6.98

(m, 3H, ArH); 6.77-6.76 (m, 2H, CsHa); 6.69-6.67 (m, 2H, CsHa);5.32 (d, 2JpH =23.7Hz, 1H,
CHP); 4.41 (broad s, 1H, NH); 3.73 (s, 3H, CHs).

“C NMR (150 MHz, CDCLs): § 156.1 (Ca); 153.5 (Car); 150.5 (d, “Jep = 9.9 Hz, POCay);
150.3 (d, “Jcp = 9.8 Hz, POCay); 139.7 (d, “Jcp = 14.9 Hz, PCCriopn); 129.9 (d, “Jcp = 3.0 Hz,
Car); 129.6 (Car); 128.4 (Car); 127.4 (d, Jop = 2.3 Hz, C'lyoy); 127.1 (d, “Jep = 7.6 Hz,
Cniopn); 126.0 (d, “Jcp = 4.0 Hz, Ciopn); 125.6 (Car); 125.5 (Car); 120.8 (d, “Jep = 3.7 Hz,
Ca); 120.5 (d, *Jep = 4.3 Hz, Car); 120.4 (Cay); 116.0 (Cay); 115.5 (Car); 115.0 (Car); 55.8
(Ar-OCHs); 53.2 (d, "Jcp = 161.8 Hz, CP).

*'P NMR (243 MHz, CDCls): § 13.52.

Analiza elementarna: obliczona dla C24H22NO4PS: C, 63.85; H, 4.91; N, 3.10; S, 7.10.
Found: C, 63.46; H, 5.06; N, 3.04; S, 6.96.

Rozpuszczalnik: octan etylu - heksan = 3:1

Powyzsze wyniki, dotyczgce aminofosfonianéw 6 a-f, zostaty opublikowane przez Rogacz

iin.w 2019 r [157].

— N-furfuryloamino(2-tienylo)metylofosfonian dibenzylu (7)

Wydajnosé = 62% (2.81 g), z6ity olej, (Metoda A)

"H NMR (CDCl;, 600 MHz): 3 7.36-7.32 (m, PhH, 10H), 7.25-7.23 (m, Hs ",

thioph thioph

Hs'', 1H), 7.11-7.09 (m, Hs """ 1H), 7.03-7.02 (m, Hs """, 1H), 6.33-6.31 (m,
Hs"', 1H), 6.15-6.14 (m, H4"", 1H), 5.10-5.02 (Part AB of ABX system, “Jpn = 7.5
and 8.8 Hz, 2JHH = 11.7 Hz, POCH.Ph, CHP, 2H), 5.00 (Part A of AMX system,
*Jon = 7.2 and “Jun = 11.8 Hz, POCH,Ph, 1H), 4.90 (Part M of AMX system, “Jpi =
8.2 and “Jun = 11.8 Hz, POCH.Ph, 1H), 4.43 (d, “Jpn = 19.3 Hz, CHP, 1H), 3.92 and

3.69 (2d, “Jun = 14.6 Hz, CH2Fur, 3H).

“C NMR(150 MHz, CDCls): § 152.60 (Carom), 142.12 (Carom), 138.67 (d, J = 4.8 Hz,

Carom), 13632 (d, 3\JCP = 60 HZ, Carom), 13619 (d, SJCP = 63 HZ, Carom), 12848 (d, J
= 6.5 Hz, Carom), 128.34 (Carom), 128.28 (Carom), 128.00 (Carom), 127.84 (Carom), 127.36
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(Carom), 127.30 (Carom), 126.92 (d, J=24 HZ, Carom), 125.82 (d, J=35 HZ, Carom),
110.14 (Carom), 107.92 (Carom), 68.58 and 68.18 (2d, *Jcp = 40.6 Hz, POC), 55.11 (d,
“Jop = 159.8 Hz, PC), 43.72 (d, *Jcp = 16.4 Hz, NC).

*P NMR (243 MHz,CDCl3): §22.19.

Analiza elementarna: obliczona dla C24H2aNO4PS * /10 CH1Cls: C, 62.66, H, 5.28,
N, 3.03. Found: C, 62.77, H. 5.03, N, 3.05.

Rozpuszczalnik: octan etylu- heksan = 3:2

Wyniki, dotyczace aminofosfonianu 7, zostaty opublikowane przez Lewkowski i in. w 2016
r. [179].

Kluczowym watkiem planowanych prac syntetycznych bylo otrzymanie
C- podstawionych pochodnych N-fosfonometyloglicyny, z wykorzystaniem wczesniej
opisanych doswiadczen na polu syntezy amino(tienylo)metylofosfonianow (Schemat 32).
W pierwszym etapie skoncentrowano si¢ na otrzymaniu pochodnych glicyny- estrow
metylowych kwasow 2-((arylometylideno)amino)octowych, wychodzac z chlorowodorku
estru metylowego glicyny oraz wybranych, aromatycznych aldehydoéw. Synteze¢ imin
prowadzono w chlorku metylenu w obecnosci trietyloaminy oraz siarczanu (V1) magnezu.

Uzyskane wyniki nie spelnity oczekiwan. Najlepsze rezultaty uzyskano w przypadku
reakcji z aldehydem p-nitrobenzoesowym (60%), oraz tiofeno-2-karboaldehydem (70%).
W pozostatych przypadkach, ilo$¢ otrzymywanej iminy byty niezadowalajace. Podjete
proby transformacji otrzymanych arylometylenopochodnych glicyny w odpowiednie
aminofosfoniany nie przebiegaly zbyt optymistycznie. Formowanie oczekiwanych
produktow obserwowano w widmach NMR, jednakze ich izolacja w czystej formie okazala
si¢ mato efektywna. Rowniez zastosowanie trojsktadnikowej reakcji Kabachnika — Fieldsa,

w przypadku syntezy pochodnych glicyny, nie dostarczyto oczekiwanych produktow.
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Schemat 32. Schemat syntezy aminotienylometylofosfonianow.

Niepowodzenie tego etapu prac syntetycznych, spowodowalo poszukiwania
w bibliotece dostepnych zwigzkow, uktadéw spehiajacych wymagania, strukturalne, jako
pochodnych glifosatu. Ostatecznie wybor padt na seri¢ N-[(arylo)(fosfono)metylo]
pochodnych glicyny (Schemat 33), zsyntezowanych na Wydziale Chemii UL [176, 181].
Ogoélna strategia syntezy tego typu polaczen obejmowala 3 etapy, dziatajac na glicyne
wybranym aldehydem aromatycznym, w obecno$ci trietyloaminy w metanolu, jako
rozpuszczalniku, generowana byta w imina. Dodanie w hastepnym etapie fosfonianu dietylu,
prowadzito po hydrolizie kwasowej (stezony kwas solny) do otrzymania oczekiwanych N-
[(arylo)(fosfono)metylo]pochodnych glicyny.

Wszystkie sposréd syntezowanych zwiazkéw 5-7, jak 1 wlaczonych do badan
pochodnych 16, zostaly w nastgpnej kolejnosci poddane serii badan biologicznych,
opisanych w dalszej czgséci pracy. Dodatkowo do badan wiaczono réwniez glifosat, jako

modelowy (referencyjny) uktad w badaniach.
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Schemat 33. Synteza C-podstawionych pochodnych N-fosfonometyloglicyny (glifosatu).

Charakterystyka fizykochemiczna zwigzkéw 16 a-g, zostata juz opublikowana, w zwiazku

z czym, nie podano tych informacji w niniejszej pracy.
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4.2. Badania fitotoksycznosci aminofosfonianéw 5-7, 16, 17

4.2.1. Wptyw aminofosfoniandw na wysokos¢ pedu, dtugosé korzeni i Swiezg mase badanych
roslin z uwzglednieniem wartosci ECso, jako wskaznika stopnia oddziatywania

aminofosfonianéw na rosliny

Intensyfikacja produkcji rolniczej, wynikajaca ze wzrastajacego zapotrzebowania na
zywno$¢, a takze checi uzyskania wigkszych dochodow przez jej producentow, niesie ze
sobg duze zagrozenie dla srodowiska naturalnego. Wszelkiego rodzaju ksenobiotyki, ktore
sq zwigzkami chemicznymi, niewystepujacymi naturalnie w $rodowisku 1 zywych
organizmach, jak np. srodki ochrony roslin, stosowane do zwalczania chwastow, poza
zamierzonym efektem, moga wywotywac takze niekorzystne i trudne do przewidzenia
skutki. Jednymi z najbardziej narazonych organizméow sa rosliny w ekosystemach ladowych.
Produkuja tlen ipozywienie dla innych zywych organizmow, a takze sg regulatorami
kluczowych procesow i przemian ekosystemowych, w zwigzku z tym, r6zne gatunki roslin
sg wykorzystywane, jako wskazniki biologiczne w badaniach ekotoksycznosci gleb [182].
Oddziatywanie ksenobiotykoéw, powstale w skutek intoksykacji gleb np. na skutek
sptukiwania oprysku dolistnego, lub jako herbicyd doglebowy, moze przybiera¢ rozne
formy, zalezne m.in. od gatunku ro$liny. W zwigzku z tym, niektore rosliny beda
charakteryzowac¢ si¢ zdolnoscig do akumulacji tych zanieczyszczen, poprzez wbudowanie
ich w struktur¢ wiasnych komorek, natomiast inne moga pobiera¢ i metabolizowac toksyny,
jako efekt przystosowania si¢ do trudnych warunkéw bytowania w skazonym $rodowisku.
Rdéznice we wplywie danej substancji na rosling, moga by¢ zwiazane z przynaleznos$cia do
jeden z dwoch grup roslin, tzn. jednolisciennych i dwulisciennych. Rosliny nalezace do
jednolisciennych, charakteryzuje: jeden liscien w zarodku, wigzkowy system korzeniowy,
z korzeniami przybyszowymi, trojdzielnos¢ kwiatow (lub wiclokrotnosé tej liczby),
bezogonkowe liscie o wydtuzonej blaszce lisciowej z rownolegtym unerwieniem, a takze
naprzeciwlegte, zamkniete wigzki przewodzace, rozrzucone po calej powierzchni przekroju
fodygi. W przypadku ros$lin dwuli$ciennych: nasiono posiada dwa liscienie w zarodku,
palowy system korzeniowy z korzeniami bocznymi, kwiaty cztero- lub pigciodzielne (lub

ich wielokrotno$¢), ogonki lisciowe, a takze otwarte, ulozone na przekroju todygi
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koncentrycznie (w pier§cien) wiazki przewodzace [183]. Kazda roslina, niezaleznie od
grupy, jest narazona na zanieczyszczenia bezposrednio przez korzenie, gdzie substancje te,
wywierajg pierwsze toksyczne objawy [184]. Do ogdlnych objawdéw wplywu substancji na
system korzeniowy roslin nalezy np. naruszenie wzrostu i rozwoju calego systemu
korzeniowego, ktore w dalszej kolejnosci ogranicza pobor skladnikéw pokarmowych przez
rosling. Moze réwniez dochodzi¢ do deformacji korzeni — najpierw korzenia gidéwnego,
a potem bocznych, co przejawia si¢ ich grubieniem, lamliwoscig i skréceniem, czy
brunatnienia stozkow wzrostu 1 ich zamierania. Zmiany anatomiczne, obejmuja uszkodzenia
tkanek w strefie merystematycznej, jak i strefie wzrostu, a w pierwszej kolejnosci
zniszczeniu ulegajg komorki epidermy. Z kolei w wewnetrznych warstwach, pojawiaja si¢
zaglebienia i szczeliny, ktore siegaja do kory pierwotnej. W niektorych przypadkach, gdzie
toksyczno$¢ substancji jest bardzo wysoka, nekroza endodermy, moze prowadzi¢ do
oddzielenia si¢ walca osiowego i powodowa¢ zahamowanie transportu wody oraz soli
mineralnych [185, 186].

Dziatanie ksenobiotykow, jak np. srodki ochrony roslin, oparte jest nie tylko na wplywie
danej substancji bezposrednio na korzenie, ale i na nadziemne (zielone) czesci roslin.
Substancja rozpylona na powierzchni¢ liScia, moze by¢ wlaczona do metabolizmu rosliny,
a zwigzki chemiczne przenika¢ do tkanek roslin przez naskorek, jak i aparaty szparkowe na
lisciach i fodygach. Aparaty szparkowe, to struktury bezposrednio zaangazowane w rdzne
procesy fizjologiczne, takie jak wymiana gazowa, transpiracja i efektywnos¢ wykorzystania
wody i niezbedne do utrzymania aktywnosci metabolicznej i przeprowadzania fotosyntezy
ro$lin. Najwigkszag chtonnos¢ posiadajg miode liscie, a W szczegdlnosci ich dolna strona, ze
wzgledu na wieksza iloscig tych struktur na spodniej czesci liScia [187, 188]. Istotna jest
takze obecno$¢ tkanki merystematycznej rosliny, ktora determinuje selektywnos$¢
chwastobojcza. U jednoliSciennych, stozki wzrostu (merystemy wierzchotkowe),
umieszczone sg bocznie, w dolnych czesciach migdzywezli i s chronione przed substancja
w formie oprysku, przez otaczajace je liScie, podczas gdy stozki wzrostu u ro$lin
dwuli$ciennych stanowia element paka szczytowego [189]. Sposrod wyselekcjonowanych
do badan roslin, proponowanych przez przewodnik OECD 208, owies jest przedstawicielem
roélin jednolisciennych i charakteryzuje si¢ stosunkowo stabo rozwinigtym systemem
korzeniowym, ale ze wzgledu na silne i liczne rozgatezienia korzeni przybyszowych, pobiera
wode i sktadniki odzywcze w sposob intensywny [190]. W przypadku dwuliSciennej
rzodkiewki, posiadajacej palowy, ale ptytki system korzeniowy, jest ona narazona na

zanieczyszczenia obecne w wodzie glebowej warstwy uprawnej. Bioragc pod uwage
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znaczenie korzeni dla rosliny, ich kondycja jest $ciS§le zwigzana ze wzrostem czesci
nadziemnych roslin, ktorych jako$¢ znajduje odzwierciedlenie w plonie roslin [191].

Charakterystyczng warto$cia, dzigki ktorej mozliwe jest okreslenie toksycznosci
badanych zwigzkéw, jak rowniez pordéwnania mi¢dzy sobg wartosci z réznych badan, jest
m.in. warto$¢ ECsp (stezenie, ktore powoduje wystgpienie 50% reakcji toksycznej, im
nizsze- tym dana substancja jest bardziej toksyczna). Zgodnie z Rozporzadzeniem Komisji
UE, okreslenie tej wartosci jest wymogiem stawianym substancjom czynnym, odnosnie
wprowadzania ich do obrotu, jako srodkéw ochrony roslin [192, 193]. Wszelkiego rodzaju
opublikowane badania, prowadzone z udzialem testow fitotoksycznosci podajg wartos¢
ECso, jako istotng w okresleniu wptywu badanych substancji na poszczegolne czgsci roslin
(nadziemne i podziemne). Wartosci stezenia ECso dla roslin  jednolisciennych
I dwulisciennych mogg si¢ rozni¢ ze wzgledu na réznice w budowie strukturalnej badanych
ro$lin, a co za tym idzie - ich metabolizmie [194—-196]. Wartosci ECso, w dalszej czgsci pracy
podawano w mg/kg suchej masy gleby.

Czesto obserwowanym efektem u roslin poddawanych dziataniu ro6znych zwigzkow
chemicznych, jest zmiana struktury komoérek powierzchniowych, ktorym towarzysza
roznice w zabarwieniu fragmentow lisci, dobrze widoczne mig¢dzy kontrolg, a roslinami
dotknietymi wptywem danej substancji. Chlorotyczne odbarwienia nerwow i blaszki
lisSciowej, moga sigga¢ do tkanek glebiej potozonych, obecnych w wigzce przewodzacej
i migkiszu liSci, a po kilku dniach przechodzi¢ w ciemne nekrozy. Rowniez ograniczanie
wzrostu, liczne deformacje lisci 1 pedow oraz wigdnigcie roslin to istotny powod do

przeprowadzenia wizualnej oceny roslin, dokumentujgcej tego typu zmiany [168, 197, 198].

4.2.1.1.  Aminofosfoniany dimetylowe 5 a-i

Wartosci procentowego zahamowania wzrostu (GI%) wysokosci pedu 1 $wiezej
masy dla rzodkiewki i owsa, a takze warto$ci ECso, poddanych dziataniu aminofosfonianow

dimetylowych 5 a-i, zostaty opublikowane w badaniach Lewkowskiego i in. w 2016 r. [179].

a) Wplyw aminofosfonianow dimetylowych 5 a-i na owies zwyczajny (A. sativa)

Wptyw pochodnych dimetylowych 5 a-i, na $wiezg mase¢, wysokos$¢ pedu i dlugosé
korzeni owsa w porownaniu z kontrola, przedstawiono w tab. 5. Z badan wynika, ze

aminofosfoniany 5 a-i, wykazywaty nieco silniejszy wptyw na korzenie badanych roslin, niz
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na §wiezg mas¢ czy wysokos$¢ pedu. Aminofosfoniany z grupa metylofenylowa (5 a-c),
biorac pod uwage zarowno zahamowanie $wiezej masy, wysokosci pedu i dlugosci korzenia,
przy najwyzszym zastosowanym stezeniu (1000 mg/kg s.m.g.), charakteryzowala
nastepujaca tendencja fitotoksycznosci: 5a (2- MeCeHs) > 5b (3-MeCsHi) >
5¢ (4- MeCsH4). Z kolei w przypadku pochodnych z grupa metoksyfenylowa (5 d-f),
najwyzszg toksyczno$¢ wykazal zwigzek 5f (4- MeOCsHa), nastgpnie 5e (3-MeOCsHa4)
oraz 5d (2-MeOCgHa4). Poréwnujac dzialanie substancji 5 g-i, pochodng 5g (PhCHy)
cechowala najwigksza fitotoksyczno$¢ i zblizone dziatanie do 5a. Aminofosfonian
5h (CMes), wykazywal nieco wyzszg toksyczno$¢ niz zwigzek z podstawnikiem
4- metoksyfenylowym — 5f. Graficznym potwierdzeniem tych wynikow, sa uzyskane

warto$ci ECso dla wysokosci pedu, dlugosci korzenia i $wiezej masy owsa, przedstawione

narys. 25.
2000 H .
B Swieza masa
W Wysokos¢ pedu 1664
O Dtugos¢ korzeni 1572 1523
1500 ~ 230
o 1323 1297
€ 1241 1120
:; 1074 16l 1595 175 1098
= 1021 -
% 1000 - 675 0
£
2 677
b 635
500 A
0 : : : : : : : : -
5a 5b 5¢ 5d Se 5f 5g 5h 5i

(2-MeCgHy)  (3-MeCgH,)  (4-MeCgHy) (2-MeOCgH,) (3-MeOCeH,)  (4-MeOCH,)  (PhCH2)  (CMes) (Ph,CH)

Rysunek 25. Wartosci ECsp dla $wiezej masy, pedu i korzenia owsa po ekspozycji na aminofosfoniany 5 a-i.
SD oznacza odchylenie standardowe (SD, n=3 oznaczenia).
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Tabela 5. Wptyw aminofosfonianow dimetylowych 5 a-i, na $wieza mase, wysoko$¢ pedu i dlugos¢ korzenia siewek owsa (A. sativa) w pordwnaniu z kontrola ($rednia + SD).

Wartosci oznaczone tymi samymi literami nie rdznig si¢ statystycznie przy p < 0,05.

OMe
/ \ ()\\PLOMe
S
HN\R1
5a 5b 5c 5d 5e 5f 5g 5h 5i
Stezenie (2-MeCsHa) (3-MeCsHa) (4-MeCsHa) (2-MeOCsHa) (3-MeOCsHa) (4-MeOCsHa) (PhCH>) (CMes) (Ph2CH)

substancji

[mg/kg s.m.g.] Me é é/OMe é\ é ©/§/ )g/ O
Me Me OMe OMe

Swieza masa

-2.140.8/ 1.9+0.87 -1.140.2} 1.1+0.31 -0.940.2} 2.1+0.6' 2.9+1.57 4.5+0.2 & 2.1+0.27
5.4+2.7 ¢ 4.1+09 P -2.940.21 1.8+0.9' 2.040.41 9.4+1.7 f 0.9+0.7 & 11.2+0.4 ¢ 3.7+0.8"
2.2+2.6°¢ 4.740.6 & 1.24+0.8f 3.4+0.7h 3.1+0.5h 15.9+0.8¢ 31.8+0.4° 12.8+0.6 © 18.3+0.6 ¢
23.7+0.3 ¢ 22.1+0.3¢ 5.2+0.38 42404 ¢ 8.0+0.8 f 24.3+0.2¢ 30.5+0.9° 18.1+0.4 ¢ 21.6+0.3 ¢
34.2+0.9" 29.642.6° 19.2+0.94 8.2+09 f 18.3+0.3¢ 29.3+0.3¢ 42.10.7° 38.2+0.42 32.2+0.5°
Wysokosc pedu
1.2+0.97 2.2+0.6' -0.140.21 0.1+0.61 0.1+0.6' 1.2+0.97 1.240.21 1.740.57 1.0£0.31
4.4+0.1h 3.910.3nf -0.940.2} 1.220.17 0.4+0.31 4.4+0.4 " 2.1+0.2¢ 8.2+0.8f 2.1+0.9"
6.6+0.4f 8.2+0.8 f 3.8+0.2f 2.3+0.7h 4.2+0.8" 9.4+0.28 12.3+0.9¢ 10.3+0.78 15.3+0.6¢
21.2+0.5° 19.3+0.7° 11.9+0.8¢ 4.4+03 b 5.4+0.f 10.8+0.8f 22.4+0.7° 14.7+0.8¢° 18.6+0.3¢
34.2+0.9° 28.6+0.1° 17.80.3¢ 11.2+0.9¢ 16.2+0.6¢ 19.7+0.7¢ 36.1+0.32 18.3+0.5¢ 28.2+0.7°
Dtugosc korzenia
8.8+2.3h 2.3+0.2 ) 2.1+2.51 1.4+0.27 4,1+0.21 5.0£0.2° 5.810.9' 5.5+0.6 4,0£0.2'
11.4+0.78 8.1+0.9 h 7.5+1.6" 7.7£0.3" 9.4+0.4 h 12.2+0.3¢ 14.2+0.7 8 11.2+0.3¢ 12.7+0.3 &
21.0+0.5¢ 20.6+1.2¢ 19.2+0.9 f 9.5+0.7 12.2+0.2" 13.8+0.3¢ 17.7+0.7f 21.5+0.38 23.3+0.4¢
27.1+0.3¢ 26.310.2 ¢ 24.9+0.2¢ 17.42.41 14.4+0.3" 16.3+0.3f 37.5+0.9¢ 28.1+0.4 ¢ 26.80.2¢
46.2+0.9° 42.620.2° 22.8%0.4¢ 15.2+0.9" 22.2+0.3¢ 33.3+0.2° 47.1+0.7° 38.9+0.1° 40.2+0.2¢
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b) Wptyw aminofosfonianow dimetylowych 5 a-i na rzodkiewke zwyczajna (R. sativus)

Dziatanie aminofosfonianow 5 a-i, na $wieza mase¢, wysokos¢ pedu i dlugosé
korzenia siewek rzodkiewki, przedstawiono w tab. 6. Wraz ze wzrostem stezenia kazdej,
badanej substancji w glebie, rosnie efekt oddziatywania toksycznego na rosling,
zmniejszajac zawartos¢ plonu oraz skracajgc dhugosci pedow i korzeni.

Z badan wynika, ze aminofosfoniany 5 a-i, wykazywaly wigkszy wplyw na korzenie
badanych roslin, niz na $wiezg mase czy wysokos¢ pedu. Biorgc pod uwage te 3 parametry,
zaobserwowano rowniez, ze zwiazki z ugrupowaniem metylofenylowym, tj.
5a (2- MeCg¢Hys), 5b (3-MeCeHas) i1 5¢ (4- MeCeHs), majg istotnie silniejszy wplyw na
wysokos$¢ pedu, dlugosci korzeni 1 §wiezej masy, w poréwnaniu do aminofosfonianéw
z ugrupowaniem metoksyfenylowym: 5d (2-MeOCsH4), 5e (3- MeOCsHys)
i 5f (4- MeOC¢Hy4). Fitotoksyczno$¢ aminofosfoniandéw z grupg metylowa w pierscieniu
benzenowym, w pozycji -orto, -meta i -para (5 a-c), byta zalezna od miejsca umieszczenia
tego podstawnika i uktadata si¢ w nastepujacy sposob: 5a (2-MeCesHs) > 5b (3-MeCeH4) >
5¢ (4-MeCegHa), natomiast w przypadku grupy metoksylowej w tym pierscieniu, wygladata
nastepujgco: 5f (4-MeOCgHs) > 5e (3- MeOCeHs4) > 5d (2-MeOCeHs). W przypadku
aminofosfonianow 5 g-i, najbardziej toksyczny okazal si¢ aminofosfonian 5g (PhCH>),
mniej toksyczny byt zwigzek 5i (Ph.CH), z kolei najmniejszg toksyczno$¢ wykazata
pochodna 5h (CMes). Fitotoksyczno$é zwigzkow 5g (PhCH2) oraz 5i (PhoCH), byla
zblizona do toksyczno$ci aminofosfoniandow z ugrupowaniem metylofenylowym:
5a (2- MeC¢H4) i1 5b (3-MeCg¢Hs) natomiast wpltyw aminofosfonianu 5h (CMes),
wykazywal podobng toksyczno$¢ do zwigzku z ugrupowaniem metoksyfenylowym —
5f (4- MeOCesH4). Wartosci ECso badanych pochodnych 5 a-i, wobec wysokosci pedu,

dhugosci korzenia i §wiezej masy, obliczone dla rzodkiewki przedstawiono na rys. 26.
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Tabela 6. Wplyw aminofosfonianéw dimetylowych 5 a-i, na $wieza mase, wysoko$¢ pedu i dtugo$¢ korzenia siewek rzodkiewki (R. sativus) w poréwnaniu z kontrolg

($rednia + SD). Wartosci oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ statystycznie przy p < 0,05.

o OMe

i \ \\PLOMe
S
HN< 1 .
5a 5b 5c 5d 5e 5f 5g 5h 5i
(2-MeCsHa) (3-MeCsHa) (4-MeCsHa) (2-MeOCsHa) (3-MeOCsHa) (4-MeOCsHa) (PhCH>) (CMes) (Ph2CH)

Stezenie

substancji

[mg/kg s.m.g.] Me é é/OMe é\ é W )g/ O
Me Ve OMe OMe

Swieza masa

4.240.31 3.3+0.31 2.1+0.21 1.1+0.6} 2.1+0.6' 2.6+0.71 2.2+0.27 1.540.2] 2.1+0.27
19.4+0.7f 20.1+0.9f 434041 2.3+0.41 2.9+0.31 12.4+0.3¢ 14.3+0.6& 2.2+0.41 6.7+0.8"
64.0+0.6¢ 55.3+0.3¢ 20.2+0.3f 5.5+0.7h 7.5¢0.5h 16.9+0.1¢ 55.840.3¢ 14.2+0.4¢ 28.3+0.6¢
76.1+0.3° 78.310.6"° 31.9+0.6¢ 6.410.4" 8.4+0.4 P 26.3+0.3f 72.5+0.5° 20.10.2f 58.61£0.3¢
88.2+0.92 82.6+0.2? 44.8+0.5¢ 14.2+0.9¢ 19.2+0.3f 30.3+0.4¢ 89.1+0.72 37.2+0.1¢ 74.2+0.5°
Wysokos¢ pedu
2.2+0.1° 1.2+0.37 0.1+0.2' 0.1+0.61 1.120.61 1.6x0.71 12+0.21 1.5+0.3] 1.140.31
6.410.1f 5.810.9f 1.3%0.3} 1.2+0.17 1.2+0.2} 5.4+0.18 10.2+0.2¢ 1.240.71 3.1+0.2h
9.0+0.2°¢ 10.3+0.3¢ 5.2+0.2f 2.3:x0.7h 3.5+0.2h 10.54+0.1¢ 15.8+0.4¢ 10.6%0.78 18.3+0.6¢
23.1+0.3° 20.3+0.6° 10.9+0.6¢ 4.4+0.3h 6.4+0.4 P 11.2+0.1f 23.4+0.5° 16.1+0.2f 18.6+0.2°¢
36.2+¢0.92 32.6+0.1° 19.810.5¢ 11.2+0.9¢ 13.2+0.3f 23.3+0.4¢ 38.1+0.12 20.3+0.5¢ 26.2+0.5P
Dtugosc korzenia
9.2+0.31 3.3+0.2k 4.1+0.5k 2.1+0.2% 5.1+0.6/ 7.40.81 5.2+0.91 6.1+0.21 4.1+0.3%
23.4+0.7¢8 22.1+0.68 16.5+0.2" 9.7¢0.4' 11.2+0.7' 17.2+0.3" 34.2+0.41 12.2+0.3' 21.7+0.3"
64.0+0.6¢ 57.6+0.2¢ 32.2+0.3f 11.5+0.3 20.2+0.2" 21.8+0.8" 65.2+0.3 ¢ 23.5+0.38 37.320.3f
77.1+0.3¢ 79.3x0.6°¢ 46.6+0.2¢ 17.420.41 18.410.41 31.3+0.3f 74.5+0.4¢ 29.1+0.2f 62.6+0.2 ¢
89.2+0.9° 87.6+0.2° 47.8+0.5¢ 20.2+0.9" 26.2+0.38 34.3:0.4f 90.1+0.7° 40.2+0.1 78.2+0.5¢
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Rysunek 26. Wartosci ECsg dla $wiezej masy, pedu i korzenia rzodkiewki po ekspozycji na aminofosfoniany

5 a-i. SD oznacza odchylenie standardowe (SD, n=3 oznaczenia).

Analizujagc  polozenie grup metylowych 1 metoksylowych w pier§cieniu
benzenowym, w pozycji orto-, meta- i para- odnotowano, ze w przypadku substancji 5 a-c
z grupa metylofenylowa, fitotoksyczno§¢ ukladata si¢ w nastepujacy sposob:
5a (2- MeCg¢H4) > 5b (3-MeCsH4) > 5¢ 4-MeCgH4). Natomiast w przypadku zwigzkoéw
metoksyfenylowych (5 d-f), tendencja byta odwrotna: 5f (4-MeOCsHa) > 5e (3-MeOCg¢Ha4)
> 5d (2-MeOCsHa). Oznacza to, ze sposrod zwigzkow 5 a-c, najbardziej fitotoksyczny byt
zwigzek z podstawnikiem 2-metylofenylowym (5a), a wsréd aminofosfonianéw 5 d-f,
pochodna z podstawnikiem 4-metoksyfenylowym. Jest to trudne do jednoznacznego
wyjas$nienia, nie mniej jednak tego rodzaju fitotoksyczne oddziatywanie grup metylowe]
i metoksylowej, zalezne od ich podstawienia w pierscieniu benzenowym w literaturze, byty
juz opisywane. Ara iin. (2007) wykazali stabsze zahamowanie wzrostu roslin, w przypadku
orto i meta podstawionych ligandéw, z kolei najsilniejsze dziatanie fitotoksyczne,
wykazywalo podstawienie W pozycji para [199]. Podstawienie orto, meta i para, w zwigzku
chemicznym moze wywota¢ rézne efekty na roslinach, zaro6wno pod wzgledem
toksyczno$ci, jak 1 wplywu na ich wzrost 1 rozwdj. Podstawienie orto w zwigzku
chemicznym moze zwigksza¢ jego toksycznos$¢ dla roslin, z uwagi na tatwiejsze wnikanie
do tkanek roslinnych, co prowadzi do wigkszego stezenia substancji w roslinie i potencjalnie
szkodliwego dziatania. Moze to rowniez zakldcac procesy metaboliczne roslin, takie jak
fotosynteza, oddychanie i podzialy komdrkowe. Skutkiem moze by¢ hamowanie wzrostu
ro$lin, uszkodzenie tkanek oraz zaburzenia funkcji biologicznych [200]. Z kolei niektore
zwigzki z podstawieniem meta moga nie mie¢ zadnego wptywu na rosliny, lub wptyw ten

moze by¢ minimalny, podczas gdy inne moga wykazywac¢ dziatanie toksyczne [201]. Wplyw
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podstawienia meta zalezy od specyficznych interakcji miedzy zwigzkiem chemicznym
a biologicznymi procesami ros$linnymi [202]. Podstawienie para jest czgsto najmnie]
reaktywne chemicznie sposrod tych trzech rodzajow podstawienia i moze mie¢ mniejszy
wplyw na rosliny w poréwnaniu do orto lub meta, jednak rowniez zalezy od konkretnego
zwigzku chemicznego [203, 204].

Porownujac obie grupy zwigzkow 5 a-c z 5 d-f, zauwazono, ze zdecydowanie wyzsza
toksyczno$cig wobec parametrow: dlugos¢ pedow, korzeni i Swiezej masy roslin, wykazaty
aminofosfoniany z podstawnikiem metylofenylowym. Zgodnie z literatura, grupa metylowa
jest bardziej reaktywna chemicznie i moze tatwiej wptywac na struktury biologiczne, takie
jak biatka, enzymy i lipidy [205, 206]. Moze to prowadzi¢ do zaklocen w procesach
metabolicznych roslin i prowadzi¢ u nich do toksycznych efektow. Rowniez substancje
chemiczne z grupa metylowa moga tatwiej gromadzi¢ si¢ w tkankach roslinnych, w tym
korzeniach, co rowniez moze by¢ powodem wigkszej koncentracji toksycznych zwigzkow
w tych czeSciach i wywolywac silniejsze efekty toksyczne w poréwnaniu do grupy
metoksylowej. Nie mniej jednak, wplyw ten moze rézni¢ si¢ w zalezno$ci od konkretnego
zwigzku chemicznego, dawki, ekspozycji 1 wielu innych czynnikow. W zwiazku z czym,
zawsze wazne jest przeprowadzanie odpowiednich badan i analiz, aby oceni¢ toksycznos¢
substancji wobec roslin oraz ich wptywu na rozne jej czgsci.

Porownujgc dziatanie dimetylowych aminofosfonianow 5 a-i na obie rosliny,
zaroOwno wobec owsa, jak i rzodkiewki najbardziej toksycznym aminofosfonianem okazat
si¢ zwigzek 5g (PhCHy), natomiast najmniej pochodna 5d (2-MeOCsH.). Opierajac si¢ na
kryteriach ekotoksyczno$ci, wobec roslin ladowych, zaproponowanych przez Carbonella
i in. (1997) gdzie [207]:

— ECso> 10000 mg/kg — nietoksyczne,

— ECso= 1000 — 10000 mg/kg — niska toksycznos¢,

— ECso=100 — 1000 mg/kg — lekka toksycznos¢,

— ECso=10 - 100 mg/kg — umiarkowana toksycznos¢,

— ECso=1-10 mg/kg — toksyczne,

—  ECso< 1mg/kg — bardzo toksyczne.

Wszystkie substancje (5 a-i), wobec kazdego parametru zarowno owsa, jak i rzodkiewki,
znajdowaly si¢ w przedziale ECso = 100 — 1000 mg/kg, co oznaczato lekka toksycznos¢, lub
w przedziale ECso = 1000 — 10000 mg/kg, gdzie toksycznos¢ mozna byto uzna¢ za niska.
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Ocen¢ wizualng wptywu badanych substancji, w rosnacych stgzeniach (100, 200,
400, 800, 1000 mg/kg s.m.g.), przedstawiono na rys. 27, dla substancji 5a (2-MeCsHa).
Z uwagi na obszerng dokumentacj¢ fotograficzng badanych roslin, w pracy zawarto tylko

wybrane zdjecia. Pozostalte fotografie znajduja si¢ w publikacji lub jej suplemencie.

Rzodkiewka

Rysunek 27. Zdjecia cyfrowe owsa i rzodkiewki: a) pedy, b) korzenie, traktowane aminofosfonianem
5a (2- MeCeHa4) dla stezen: 0, 100, 200, 400, 800, 1000 mg/kg s.m.g., w 14 dniu wzrostu ro$liny.
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4.2.1.2.  Aminofosfoniany difenylowe 6 a-f i aminofosfonian dibenzylowy 7

Wptyw difenylowych pochodnych 6 a-f na badane rosliny opublikowano w 2019 r.,
przez Rogacz i in. [157].

a) Wplyw aminofosfonianéw difenylowych 6 a-f oraz aminofosfonianu dibenzylowego

7 na owies zwyczajny (A. sativa)

Dane dotyczace wptywu aminofosfonianow 6 a-f i 7 na wysokos¢ pedow, dlugosé
korzeni 1 $wiezg masg siewek owsa, przedstawiono w tab. 7. Na ich podstawie stwierdzono,
ze wrazliwos$¢ na te zwigzki wykazaly jedynie korzenie owsa. Wptyw substancji 6 a-f i 7 na
zielone czgSci tej rosliny byt znikomy. Poréwnujac dziatanie aminofosfonianow
z ugrupowaniem metylofenylowym wobec korzeni, najbardziej toksyczny okazat sie
zwigzek 6a (2- MeCeHs), nieco mniej pochodna 6b (3-MeCeHs), a najmniej
6C (4- MeCesH4). Taka sama tendencja utrzymywala si¢ rowniez w przypadku
aminofosfonianow z grupg metoksyfenylows: 6d (2- MeOCsHs) > 6e (3- MeOCgsHas)
> 6f (4- MeOCesHs.). Poréwnujac te dwie grupy zwigzkoéw, stwierdzono silniejsze dziatanie
aminofosfonianow z grupg metylofenylows. Toksycznos¢ aminofosfonianu dibenzylowego
7 (FurCHy), byta podobna do tej, prezentowanej przez zwigzek 6¢ (4- MeCeHa). Warto$ci

ECso badanych aminofosfonianéw 6 a-f i 7 wobec owsa, przedstawiono na rys. 28.

3500 - W Swieza masa
aw L
YSOK’C,)SC pedu. 3003
3000 - O Dfugosc¢ korzeni ——
2469 2526 2432
& 2500 - —— Il -
E
w2000 -
S~
£
= 1500 -
uu‘J” 1126
1000 - 801
611,5
500 -
nm nm nmnm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm
O T T T T T T
6a 6b 6c 6d 6e 6f 7
(2-MeCeHs)  (3-MeCgH,)  (4-MeCgHy)  (2-MeCgH,) (3-MeOCgH,) (4-MeOCgHy)  (FurCHy)

Rysunek 28. Wartosci ECso dla $wiezej masy, pedu i korzenia owsa, po ekspozycji na aminofosfoniany

6 a- fi 7, (nm- nie mierzalne). SD oznacza odchylenie standardowe (SD, n=3 oznaczenia).
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Tabela 7. Wptyw aminofosfonianow difenylowych 6 a-f, oraz aminofosfonianu dibenzylowego 7, na $wiezg mase, wysoko$¢ pedu i dlugos¢ korzenia siewek owsa (A. sativa)

w porownaniu z kontrola (§rednia = SD). Warto$ci oznaczone tymi samymi literami nie rdznig si¢ statystycznie przy p < 0,05.

Zahamowanie [%]

o lOPh
/ \ ) P—opPh
S o OCH,Ph
N/
L HN— 1 A\ \P~00H2Ph
Stezenie s
substanc;ji HN
" 6a 6b 6¢ 6d 6e 6f
[mg/kg s.m.g.] (2-MeCeHa) (3-MeCsHa) (4-MeCsHa) (2-MeOCgHa) (3-MeOCsHa) (4-MeOCgHa) 2o
Me é\ OMe é\ 7 (FurCH,)
M oM
¢ Me ¢ OMe
Swieza masa
-0.4+0.2h 0.4+0.28 -0.4+0.4h 0.2+0.18 0.2+0.08 1.620.4f 0.2+0.1s8
2.9+0.14 -0.5#0.1h 0.6£0.48 0.5£0.18 2.3+0.2f 2.9+0.2¢ 1.0£0.7¢
5.0£0.1¢ 0.6£0.18 1.2+0.1f 2.2+0.2¢ 1.5+0.2¢ 3.4+0.2d 3.2+0.74d
5.7+0.b 3.540.24 4.1+0.14 3.7+0.1¢ 2.6+0.1d 1.840.1f 2.8+0.24d
8.0+0.12 4.7+0.3¢ 1.6+0.3¢ 6.1+0.1° 3.710.1¢ 1.5+0.1f 4.4+0.2¢
Wysokos¢ pedow
0.410.6¢ 0.4£0.5¢ -0.4+0.6f 0.5£1.0¢ 0.5£0.2¢ 1.3+0.64 0.7£0.7¢
-0.5+1.2f -0.2+0.7f 0.5£0.8¢ 0.910.6¢ 2.9+0.3¢ 2.9+0.3¢ 1.9+024¢
1.6+1.09 1.8+0.9d 1.8+0.84 3.81£0.5¢ 1.8+0.44 3.1£0.5¢ 1.7+0.44
3.11£0.6¢ 3.3t1.4¢ 3.81£0.8¢ 4.610.6° 2.4+0.24d 1.3+0.2¢ 3.2+£0.4¢
5.8t1.12 4.4+0.5" 2.0£1.0d 6.0£1.02 5.5£1.02 0.5£0.5¢ 4.610.3"
Dtugos¢ korzeni

3.5+0.1' 2.440.21 4.0+0.5h 6.7£0.88 5.91£0.88 0.5%0.7! 1.240.4]
17.4+0.6¢ 21.1+0.1¢ 7.8%0.6f 9.6%0.3f 5.31£0.78 4.3%0.3h 5.4+0.2¢
43.910.7¢ 29.4+0.34 8.810.7 18.2+0.2¢ 9.610.3f 9.910.6f 4.1+0.61
51.1+0.7b 42.0+£0.8¢ 11.840.6 28.1+0.44 16.8+0.7¢ 18.4+0.1¢ 21.2+0.74
68.7+0.42 63.414.82 30.5+0.64 53.7+0.3b 28.6+0.24 21.7+0.74 39.6+1.2¢
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a) Wplyw aminofosfonianéw difenylowych 6 a-f oraz aminofosfonianu dibenzylowego
7 na rzodkiewkg zwyczajna (R. sativus)

Wptyw difenylowych pochodnych 6 a-f i 7, na wysokos¢ pedow, dlugos¢ korzeni
I Swiezg masg siewek rzodkiewki przedstawiono w tab. 8. Zaré6wno, jak mialo to miejsce
w przypadku aminofosfonianéw dimetylowych, aminofosfoniany difenylowe sa rowniez
bardziej toksyczne dla korzeni rzodkiewki, niz dla jej pedow i $wiezej masy. Sposrod
aminofosfonianéw z ugrupowaniem metylofenylowym (6 a-c), najbardziej toksyczny
zar6wno w przypadku zahamowania wzrostu korzeni, jak i $wiezej masy wobec rzodkiewki,
przy najwyzszym zastosowanym stezeniu (1000 mg/kg s.m.g.), okazal si¢ zwigzek
6a (2- MeC¢H4), nastepnie 6b (3-MeCeHs) oraz 6¢ (4- MeCeH4), (odpowiednio
W polozeniu 0-, m- i p-). Taka sama tendencja utrzymywata si¢ roOwniez w przypadku
aminofosfonianow z grupg metoksyfenylows: 6d (2- MeOCsHs) > 6e (3-MeOCgHa)
> 6f (4-MeOCsHs). W tym przypadku roéwniez wplyw zwigzkow z ugrupowaniem
metylofenylowym byt silniejszy, w poréwnaniu do tych z ugrupowaniem
metoksyfenylowym. Aminofosfonian dibenzylowy 7 (FurCHy.), wykazywat umiarkowany
wplyw na rzodkiewke, a jego toksyczno$¢ byta zblizona do zwigzku 6f (4-MeOCsHa).

Wartosci ECsg aminofosfonianow difenylowych 6 a-f i 7, dla rzodkiewki
zaprezentowano na rys. 29. W przypadku aminofosfonianow z grupg metylows
i metoksylowg w pier§cieniu benzenowym pozycji para - 6¢ i 6f, ECso wobec wysokosci
pedéw nie bylo obliczone z powodu braku toksycznego wptywu tych zwigzkow na ten
parametr, co moze by¢ zwigzane z odmiennymi procesami absorpcji, translokacji i retencji
tej substancji w réznych czeSciach ro$liny. Jednak dokladne poznanie mechanizmu
oddziatywania pochodnej 4-metylofenylowej i 4-metoksyfenylowej, wymaga dalszych,

bardziej wnikliwych badan biochemiczno- toksykologicznych.
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Tabela 8. Wplyw aminofosfonianow difenylowych 6 a-f, oraz aminofosfonianu dibenzylowego 7, na $wiezg mase, wysoko$¢ pedu i dlugos¢ korzenia siewek rzodkiewki

(R. sativus) w porownaniu z kontrolg (Srednia £ SD). Warto$ci oznaczone tymi samymi literami nie roznig si¢ statystycznie przy p < 0,05.

Zahamowanie [%]

o OPh
N\
/ ) P—oPh
S o OCH,Ph
HN— N
Stezenie R ) P=0CHPh
substancji 6a 6b 6c 6d 6e 6f o
[mg/kg s.m.g.] (2-MeCsHa) (3-MeCsHa) (4-MeCsHa) (2-MeOCgHa) (3-MeOCeH.) (4-MeOCgHa) /o
7 (FurCHy)
Me Me OMe OMe
Swieza masa
3.9+0.21 -0.8+0.1k 0.1+0.1% 2.9+0.2'i 4.4+0.21 -1.5+0.2 k 0.9+0.11
10.3£0.18 0.9+0.1} 1.3+0.21 5.6+0.1h 5.840.1h 1.1+0.17 1.240.1}
48.2+0.1b 8.5+0.18 9.3+0.18 41.5+0.1¢ 5.1+0.2h 8.0+0.28 8.3+0.48
53.8+0.0 26.2+0.04 21.840.1¢ 49.0+0.1b 14.3+0.2 f 19.81£0.2 ¢ 13.840.2 f
63.440.12 48.9+0.0° 47.4+0.1° 55.6+0.0b 43.8+0.1¢ 41.0+£0.1¢ 38.4+0.1¢
Wysokos¢ pedow
3.620.71 -2.8+0.2k 0.60.5] 3.5+0.21 3.4+0.71 -0.9+0.4} 1.440.3]
12.3+0.2f 0.3+0.5] 0.9+0.8! 5.4+0.6h 5.4+0.6h -1.3+0.3} 4.4+0.7h
49.8+0.5¢ 9.5+0.78 2.2+0.9i 38.2+0.44 5.7+0.8h -1.940.2k 6.7+0.2h
56.5+0.4b 21.5+0.2¢ -0.6+0.3i 46.7+0.9¢ 13.2+0.3f -3.240.7! 12.2+0.1f
66.9+0.4 2 55.2+0.3b -1.6+0.3i 52.4+0.4b 42.6£0.9¢ -4,1+0.2! 23.610.1¢
Dtugos¢ korzeni
48.610.24d 0.8+0.6' -0.610.21 2.0+0.3h 2.2+0.6h 3.4+0.7h 2.4+0.1h
53.7+0.4¢ 43.8+0.3d -1.7+#0.51 35.7+0.6¢ 15.7+0.6f 5.4+0.68 7.4+0.28
72.8+0.7b 64.9+0.6° 27.0+0.7¢ 68.8+0.4b 30.6+0.4¢ 5.7+0.6 8 8.7+0.38
86.2+0.12 71.1+0.2°b 69.1+0.4b 73.9+1.0b 70.2+0.3b 13.2+0.3f 16.2+0.2f
89.0+0.8 2 76.1+0.5b 76.0£0.6b 79.2+1.0b 74.0+0.5b 42.6+0.54 39.6+0.24
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Rysunek 29. Warto$ci ECsp dla $wiezej masy, pedu i korzenia rzodkiewki, po ekspozycji ha
aminofosfoniany 6 a-f i 7, (nm- nie mierzalne).

Porownujac wpltyw wszystkich badanych aminofosfonianow 6 a-f oraz 7, na
wysokos$¢ pedow, dlugos¢ korzeni 1 $wiezg mase siewek obu roslin, stwierdzono wiekszg
wrazliwo$¢ dwulisciennej rzodkiewki na te zwigzki, niz mialo to miejsce w przypadku
jednolisciennego owsa. Bioragc pod uwage ich wpltyw na mierzone parametry, najbardziej
wrazliwym organem roslinnym byly korzenie. Porownujac dziatanie zwigzkéw
z ugrupowaniem metylofenylowym — 6 a-c i metoksyfenylowym — 6 d-f, stwierdzono, ze
grupa metylofenylowa, podwyzsza toksyczno$¢ tych zwigzkow wobec ro$lin.
Fitotoksyczno$¢ badanych pochodnych, byla réwniez zwigzana z pozycja podstawienia
grupy metylowej i metoksylowej w pierécieniu benzenowym: 0- > m- > p-. Fitotoksyczno$¢
aminofosfonianu dibenzylowego 7 (FurCH2), byla zblizona do dziatania pochodnej
4- metylofenylowej (6a) i 4-metoksyfenylowej (6d).

Zgodnie z danymi, jakie podat Carbonell i in. (1997), toksyczno$¢ aminofosfonianow
6 a-f i 7, mozna okresli¢, jako niska (ECso = 1000-10000 mg/kg), lub lekka (ECso = 100-
1000 mg/kg) [207]. Cyfrowe zdjgcia siewek owsa i rzodkiewki, obrazujace wptyw badanych
zwigzkOw na ro$liny, w 14 dniu wzrostu, przedstawiono na rys. 30, na przykladzie
aminofosfonianu 6a (2-MeCe¢Hs). Z uwagi na obszerng dokumentacje fotograficzna
badanych roslin, w pracy zawarto tylko wybrane zdjecia. Pozostale fotografie znajduja si¢

w publikacji lub jej suplemencie [157].
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Rysunek 30. Zdjecia cyfrowe owsa i rzodkiewki: a) pedy, b) korzenie, traktowane aminofosfonianem
6a (2- MeCsHa) dla stezen: 0, 100, 200, 400, 800, 1000 mg/kg s.m.g., w 14 dniu wzrostu rosliny.

4.2.1.3.  N-fosfonometylopochodne glicyny 16 a-g, 17

Wozrastajace st¢zenie zwigzkéw 16 a-g w glebie nie powodowalo istotnych zmian w dtugosci
pedow owsa, w przeciwienstwie do glifosatu 17, ktory powodowat takie dziatanie. Uzyskane
warto$ci GI% byly porownywalne z warto$ciami uzyskanymi dla owsa dla tych samych
stezen, co potwierdza nieselektywne dziatanie glifosatu na rosliny. Spos$rod wszystkich
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badanych zwigzkow, najwigksze i1 statystycznie istotne zahamowanie wzrostu pedow
rzodkiewki spowodowala pochodna 16c (4-MeOCeHs). Analiza danych dotyczacych
rozwoju korzeni, wykazata niekorzystne dziatanie wobec obu rodzajow roslin, w calym
zakresie stezen. Procentowe zmiany zahamowania wzrostu korzeni dla rzodkiewki byly
wyzsze niz dla owsa. Natomiat, niezaleznie od rodzaju i stezenia badanych pochodnych
16 a-g w glebie, $wieza masa pedow owsa byla porownywalna z roslinami kontrolnymi i nie
roznita si¢ statystycznie. W przypadku rzodkiewki, zahamowanie wzrostu bylo zalezne od
stezenia i rodzaju badanej substancji. Zahamowanie rozwoju plonu dla obu roslin byto nizsze
dla pochodnych glifosatowych 16 a-g, w porownaniu z czystym glifosatem. Analiza
hamujacego dziatania wszystkich testowanych zwigzkéw na pedy, korzenie 1 $wiezg mase
wykazata jednoznacznie, ze glifosat 17 byt bardziej szkodliwy niz syntezowane
aminofosfoniany. Wykazat on toksyczno$¢ wobec wszystkich mierzonych parametréw owsa
oraz rzodkiewki. W przypadku pedow owsa wartos¢ ECsg wynosita 374 mg/kg, wobec
rzodkiewki byto to 358 mg/kg. Wartos¢ ECso wobec $wiezej masy owsa wyniosta 418
mg/kg, natomiast dla rzodkiewki -333mg/kg. Warto$¢ ta, wobec korzeni owsa osiggneta
557 mg/kg s.m.g., a dla rzodkiewki bylo to 269 mg/kg s.m.g. Wartosci ECso dla
glifosatu, jednoznacznie potwierdzity brak wyraznej selektywnos$ci w oddzialywaniu tej
substancji na pedy, $wiezg mase i korzenie roslin jedno- i dwulisciennych. Dane
literaturowe odnoszace si¢ do wartosci ECso sg wyzsze, niz te, uzyskane w eksperymencie,
co moze wynika¢ z reakcji samej rosliny, W zalezno$ci od jej gatunku, jak i warunkoéw
eksperymentalnych [208-210]. W przypadku potaczen N-fosfonometyloglicynowych i ich
dziatania wobec jednolisciennego owsa, uzyskane wartosci ECso, klasyfikuja je, jako
substancje lekko toksyczne (ECso= 1000-10000 mg/kg). Natomiast stezenia efektywne
ECso, wobec rzodkiewki, znajduja sie¢ w przedziale 100-1000 mg/kg, wskazujac na lekka
toksyczno$¢ lub 1000-10000 mg/kg, co oznaczato niska toksycznos¢ tych substancji [207].

W przypadku powszechnie znanego, nieselektywnego sposobu dziatania herbicydow
fosfonianowych na roéliny, jak np. glifosat, wstepnie otrzymane wyniki dla tych
aminofosfoniandw sg bardzo obiecujace, poniewaz wykazuja selektywne dzialanie na
rosliny, poprzez wyrazny wptyw na dwuli§cienng rzodkiewke 1 znikomy na jednolicienny
owies, przez co moga by¢ alternatywa dla toksycznie dziatajacego glifosatu przy
zachowaniu swojej skutecznos$ci dzialania, co wymaga dalszych, bardziej wnikliwych
badan. Szerszy opis wplywu badanych uktadow 16 a-g i 17 na rosliny zostat opublikowany
w 2020, przez Rogacz i in. [152].
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Wedhug doniesien literaturowych, zar6wno zahamowanie wzrostu korzeni roslin,
atakze ich czgsci nadziemnych, naleza do najbardziej oczywistych symptoméw
toksycznego wplywu substancji chemicznych na ro$liny oraz sa objawem stresu
abiotycznego i biotycznego u roslin [190, 211, 212]. Uzyskane w toku badan wyniki
odnos$nie wplywu aminofosfonianow na rosliny dwuliScienne, zalezno$ci pomigdzy
strukturg chemiczng, a wplywem na aktywnos¢, a takze rodzajem podstawnika, znajduja
potwierdzenie w dostepnej literaturze. Wartosci ECso dla wysokos$ci pedu, dlugosci korzenia
i $wiezej masy, obliczone dla rzodkiewki i owsa wskazywaty, bardziej toksyczne dziatanie
na dwuliscienng rzodkiewke, co pokrywa si¢ z dotychczas opublikowanymi badaniami przez
Lewkowskiego i in. (2017) [213, 214]. Taki efekt zauwazalny byt rowniez w badaniach
Manmeeta i in. (2012), ktorzy badali toksycznos$é triklosanu (TCS) — substancji
0 wlasciwosciach bakteriobdjczych na jedno i dwuliscienne [215]. Najnizsze wartosci ECso
zaobserwowano wobec dlugosci korzenia tych roslin, co $wiadczy o najsilniejszym wpltywie
badanych aminofosfonianow 5 a-i, 6 a-f, 7, 16 a-g i 17 na ten parametr. Juz w 1989 r.,
Kafarski i in. [216] wykazali, ze nowo syntezowane pochodne aminofosfonowe wyraznie
wplywaly na wzrost korzeni roslin dwulisciennych, a struktura danej substancji korelowata
z jej wplywem na rosling. Rowniez Lewkowski i in. (2017 i 2018) w swoich pracach
wykazali, ze reakcje roslin na badane zwigzki, zalezne sg od jego dawki — im wyzsze
zastosowane stezenie aminofosfonianu, tym wigksze zahamowanie wzrostu pedu, §wiezej
masy i korzenia [213, 217]. Jest to, zatem zgodne z wynikami fitotoksycznos$ci dla zwigzkow
5 a-i, 6 a-f, 16 a-g i 17. Istnieja rowniez doniesienia o istotnym wptywie aminofosfonianéw
na rosliny jednoliscienne. Maleckis 1 in. w 2023, dowiedli toksycznego wplywu
benzantronowych pochodnych aminofosfoniandw na wzrost jednoliSciennej pszenicy

zwyczajnej (Triticum aestivum L.) [218].

4.2.2. Wptyw aminofosfonianéw na zmiany wartosci NOEC i LOEC

Korelacja pomigdzy odpowiedzig organizmu, a dawka substancji, ma na celu okre§lenie
takiego stezenia ksenobiotyku i czasu ekspozycji naten czynnik, dla ktérego wystapienie efektow
toksycznych jest mozliwie jak najnizsze. Zgodnie z Rozporzadzeniem Komisji UE,
ustanawiajacej wymogi dotyczace danych dla substancji czynnych i wprowadzania ich do
obrotu, jako $rodkéw ochrony roslin, konieczne jest okreslenie wartosci NOEC i LOEC.
Najnizsze stezenie substancji uzytej w badaniu, przy ktérym obserwuje si¢ istotny wptyw na

wzrost roslin w porownaniu z kontrolg, okreslane jest, jako LOEC. Bezposrednio ponizej
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LOEC, znajduje si¢ wartos¢ NOEC - czyli najwyzsze st¢zenie, niewywolujace zauwazalnych
skutkow [192, 193]. Wartosci NOEC i LOEC, oznaczano na podstawie uzyskanych plonéw roslin.

4.2.2.1.  Aminofosfoniany dimetylowe 5 a-i
a) Owies zwyczajny (A. sativa)

Wartosci NOEC i LOEC dla owsa, traktowanych badanymi aminofosfonianami
przedstawiono na rys. 31. Wartosci NOEC, dla pochodnych z ugrupowaniem
metylofenylowym- 5a (2-MeCsHa) i 5b (3-MeCsHs) wobec $wiezej masy, wynosity 400
mg/kg s.m.g., z kolei dla 5¢ (4-MeCgHjs) byto to 800 mg/kg s.m.g. Natomiast wartos¢ LOEC
dla tych zwigzkéw wynosita 800 mg/kg s.m.g. (dla 5a i 5b) i 1000 mg/kg s.m.g (dla 5c).
W przypadku aminofosfonianéw podstawionych grupa metoksyfenylowg (5 d-f), wartosci
NOEC wynosity 800 mg/kg s.m.g., natomiast wartosci LOEC wynosity 1000 mg/kg s.m.g.
W przypadku zwigzku 5g (PhCH:), wartosci NOEC i LOEC wynosity odpowiednio 200
1400 mg/kg s.m.g., wskazujgc na najwyzszg toksyczno$¢ tej pochodnej wobec owsa.
Podobnie jak dla aminofosfonianu 5c (4-MeCsH4) oraz zwiazkéw z ugrupowaniem
metoksyfenylowym (5 d-f), wartoséci NOEC i LOEC dla pochodnej 5h (CMes), wynosity
800 1 1000 mg/kg s.m.g. Z kolei wartosci NOEC i LOEC dla zwigzku 5i (PhoCH), wynosity
400 i 800 mg/kg s.m.g., co bylo podobne do dziatania pochodnych 5a (2-MeCsHa)
i 5b (3- MeCsHa).
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Rysunek 31. Wartosci NOEC i LOEC odnoszace si¢ do $wiezej masy owsa, po ekspozycji na

aminofosfoniany 5 a-i.
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b) Rzodkiewka zwyczajna (R. sativus)

Wartosci NOEC i LOEC dla rzodkiewki, traktowanej badanymi aminofosfonianami
przedstawiono na rys. 32. Wartosci NOEC, dla pochodnych z ugrupowaniem
metylofenylowym (5 a-c) wynosity 100 mg/kg s.m.g. dla 5a (2- MeCsHa) i 5b (3-MeCsHa)
oraz 200 mg/kg s.m.g. dla 5¢ (4- MeCsH.). Te same substancje, dla LOEC wykazywaty 200
mg/kg s.m.g. (dla 5a i 5b), oraz 400 mg/kg s.m.g. (dla 5c).W przypadku aminofosfonianéw
5 d-f, wartosci NOEC byly wyzsze w porownaniu do zwigzkow 5 a-c i wynosity
200 mg/kg s.m.g, natomiast wartosci LOEC - 400 mg/kg s.m.g. Wartos¢ NOEC
i LOEC aminofosfonianu 5g (PhCH2) oraz 5h (CMes), byla taka sama jak
aminofosfonianéow 5 c-f, a pochodnej 5i (Ph2CH) jak 5a i 5b.
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Rysunek 32. Wartosci NOEC i LOEC odnoszace si¢ do $wiezej masy rzodkiewki, po ekspozycji na
aminofosfoniany 5 a-i.

Porownujac wartosci NOEC i LOEC dla wszystkich aminofosfonianéw wobec
rzodkiewki i owsa, zaobserwowano, ze obydwa stezenia, sg nizsze dla rzodkiewki, co

rowniez potwierdza wicksza wrazliwos¢ tej rosliny na badane zwigzki.

4.22.2. Aminofosfoniany difenylowe 6 a-f i aminofosfonian dibenzylowy 7

a) Owies zwyczajny (A. sativa)

Wartosci NOEC 1 LOEC, w przypadku owsa nie zostaly wyznaczone, poniewaz

przekraczaty 1000 mg/kg s.m.g.
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b) Rzodkiewka zwyczajna (R. sativus)

Wartosci ECso aminofosfonianow difenylowych 6 a-f i 7, dla rzodkiewki
zaprezentowano na rys. 33. Wartosci NOEC aminofosfonianow z ugrupowaniem
metylofenylowym (6 a-c) wobec rzodkiewki wynosity 200 mg/kg s.m.qg. dla 6a (2-MeCgHa)
oraz 400 mg/kg s.m.qg. dla 6b (3- MeCgHa) i 6¢ (4-MeCgHg), z kolei LOEC dla tych samych
substancji wynosit 400 (6a) oraz 800 mg/kg s.m.g. (6b, 6c). Podobng tendencj¢
zaobserwowano dla aminofosfonianéw 6 d-f. Takie wyniki potwierdzaja toksyczny wptyw
pozycji orto w pierscieniu benzenowym aminofosfoniandbw z grupg metylowa
I metoksylowa. W przypadku aminofosfonianu 7 (FurCHz), wartosci NOEC i LOEC
wynosity kolejno 400 i 800 mg/kg s.m.g., co wskazywalo na podobng toksycznos$¢ do
zwigzkow z podstawnikiem 3- i 4-metylofenylowym oraz 3- i 4-metoksyfenylowym.
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Rysunek 33. Wartosci NOEC i LOEC odnoszace si¢ do $wiezej masy rzodkiewki po ekspozycji na
aminofosfoniany 6 a-fi 7.

4.2.2.3. N-fosfonometylopochodne glicyny 16 a-g, 17

Wartosci NOEC i LOEC, dla zwigzkow 16 a-g nie mogly zosta¢ wyznaczone,
poniewaz przekraczaty 1000 mg/kg s.m.g. W przypadku N-fosfonometyloglicyny 17 bylo to
100 mg/kg (NOEC) ora 200 mg/kg s.m.g., (LOEC). W przypadku rzodkiewki, wartosci
NOEC osiagnety wartos¢ 400 mg/kg dla 16a, 800 mg/kg dla 16b i 16 d-g, oraz 200
mg/kg dla 16c, z kolei dla glifosatu byto to 100 mg/kg s.m.g. Natomiast wartosci NOEC
to 800 mg/kg dla 16a, 1000 mg/kg dla 16b i 16d-g, 400 mg/kg dla 16c, a dla 17 - 200
mg/kg s.m.g.
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4.2.3. Wptyw aminofosfoniandw na zawartosé suchej masy

Wptyw aminofosfonianéw na zawarto$¢ suchej masy roslin moze by¢ zr6znicowany
i zalezy od wielu czynnikow, takich jak gatunek ro$liny, stezenie aminofosfoniandw, czas
ekspozycji, warunki hodowlane itp. Substancje te, mogg wptywac na zawartos$¢ suchej masy
ros§liny poprzez hamowanie wzrostu i rozwoju. Dzialanie to, moze prowadzi¢ do
zmniejszenia akumulacji biomasy ro$liny, zaréwno w cze$ciach nadziemnych, jak
I podziemnych. Warto rowniez zauwazy¢, ze wptyw aminofosfonianéw na rosliny moze
by¢ specyticzny dla poszczegdlnych gatunkow roslin 1 zaleze¢ od ich wrazliwosci na dang
substancje. Ostateczne efekty mogg by¢ rézne w zaleznosci od wielu czynnikdéw 1 wymagaja
szczegotowych badan naukowych dla konkretnych gatunkow roslin 1 aminofosfonianow.
Nie mniej jednak, warunki stresowe mogg powodowac u roslin procentowy wzrost
omawianego parametru. Zjawisko to, jest $ci$le zwigzane z faktem pobierania przez
ro$liny sktadnikow pokarmowych i wody przez korzenie, a wzrost i rozwdj rosliny
zalezy w duzym stopniu od stezenia mineralnych sktadnikow pokarmowych dostgpnych
w glebie. Gdy stezenie ksenobiotykéw w roslinie osiagnie punkt krytyczny, jednym
Z mechanizmow obrony przed toksycznymi zwigzkami jest pobranie duzej ilosci wody,
w celu uruchomienia proceséw detoksykacyjnych, w tym metabolicznej produkcji
glutationu 1 dysmutazy ponadtlenkowej. W czasie ekspozycji korzenie przestaja si¢
rozwija¢ 1 rosng¢, wchlanianie wody staje si¢ trudniejsze, a poziom suchej masy
W roslinie zaczyna wzrasta¢ [219, 220].

Biorac pod uwage wszystkie wyniki uzyskane w trakcie badan wobec owsa,
stwierdzono, ze procentowy udzial suchej masy, w przypadku aminofosfonianow 5 a-i,
6 a-f oraz 7, byl rowny probie kontrolnej lub nieznacznie obnizony w porownaniu do
niej (Rys. 34. —dla 5a, rys. 35- dla 6a). Jedynie glifosat 17, spowodowal zwiekszenie
procentowego udziatu suchej masy tej rosliny, wraz z rosnaca koncentracja zwigzku
w glebie, w poréwnaniu do proby kontrolnej [152, 157, 179]. Natomiast reakcja
rzodkiewki, na rosngce st¢zenia zastosowanych w glebie aminofosfonianow 5 a-i, 6 a- f,
7,16 a-g oraz 17, byt wzrost zawarto$ci suchej masy (Rys. 34. —dla 5a, rys. 35- dla 6a).
Stezenie substancji, przy ktérej wzrost ten zaczal by¢ obserwowalny, bylo zgodne

z wartosciami NOEC i LOEC, opisywanymi powyzej.
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Rysunek 34. Procentowy udziat suchej masy rzodkiewki i owsa, na skutek dziatania aminofosfonianu 5a.
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Rysunek 35. Procentowy udziat suchej masy rzodkiewki i owsa, na skutek dziatania aminofosfonianu 6a.

Réznice w zawarto$ci suchej masy pomigdzy ro$linami jednoliSciennymi
a dwulisciennymi sa wynikiem réznic w ich strukturze, fizjologii i wzorcach wzrostu.
W przypadku todyg i pedow, rosliny dwuliscienne maja tendencj¢ do tworzenia bardziej
rozbudowanych i masywnych struktur w poréwnaniu do roslin jednoliSciennych. To moze
prowadzi¢ do wigkszej zawarto$ci suchej masy, co moglo mie¢ miejsce w przypadku
rzodkiewki. Rowniez rozpuszczalnos¢ ksenobiotykow w wodzie moze mie¢ wptyw na ich
dostgpnos¢ i pochtanianie przez korzenie roélin [219, 221, 222]. Nalezy zauwazy¢ takze, ze

zdolno$¢ roslin do pochlaniania substancji zalezy nie tylko od rozpuszczalno$ci w wodzie,
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ale takze od ich struktury chemicznej, obecnosci odpowiednich transporterow w komorkach
korzeniowych i innych czynnikow fizjologicznych [223, 224]. Wykresy, zwigzane ze
zmiang zawarto$ci suchej masy w ro$linach, na skutek dziatania aminofosfonianéw
przedstawiono w publikacjach Lewkowskiego i in. (2016) oraz Rogacz i in. (2019, 2020)
[152, 157, 179].

4.2.4. Wptyw aminofosfoniandw na kietkowanie roslin

Kietkowanie to kolejny wazny element oceny wplywu substancji chemicznej na
nasiona roslin. Niektore substancje chemiczne, jak np. inhibitory kietkowania, w znacznym
stopniu mogg hamowac proces kietkowania nasion, np. na skutek blokowania aktywacji
enzymow niezbednych do tego celu, czy zakldcaé procesy metaboliczne, takie wlasciwosci
posiadajg niektore zwigzki fenolowe [225, 226]. Aminofosfoniany, ktore stosuje si¢ jako
herbicydy, moga wptywaé na kietkowanie roslin w sposob zréznicowany, zalezny od
gatunku ros$liny, ich stezenia oraz warunkow hodowlanych. Aminofosfoniany moga
hamowa¢ kietkowanie nasion ro$lin poprzez zahamowanie wzrostu zarodka lub
spowolnienie procesOw metabolicznych zwigzanych z kietkowaniem. Moga rowniez
zaktoca¢ biosynteze hormonalng i procesy enzymatyczny, a takze powodowac stres
oksydacyjny [180].

Efekt aminofosfonianow na kielkowanie roslin moze by¢ zalezny rowniez od ich
stezenia. W niektorych przypadkach niskie stezenia aminofosfonianow moga pobudzad
kietkowanie roslin poprzez stymulacje proceséw fizjologicznych, takich jak rozwoéj korzeni
czy aktywacja enzyméw [227, 228]. Jednak wysokie stezenia aminofosfoniandw czesto
prowadza do hamowania kietkowania. Rowniez ros$liny mogg reagowac¢ w r6zny sposob na
obecno$¢ aminofosfonianéw. Niektore gatunki moga wykazywaé wigksza wrazliwo$¢ na
dziatanie aminofosfonianéw, co zahamuje procesy kietkowania, podczas gdy inne moga by¢
bardziej odporne i mniej narazone na negatywne skutki aminofosfonianow [229]. Istnieja
réwniez doniesienia o wplywie grup chemicznych na zdolno$¢ kielkowania. Grupa
metylowa moze peti¢ rolg donordw w procesach metabolicznych, takich jak metylacja
DNA, aminokwasoéw lub hormonow ro$linnych. Te procesy moga wptywaé na regulacje
ekspresji genow zwigzanych z kietkowaniem. Z kolei grupa metoksylowa moze wptywac na
rozpuszczalno$¢ substancji chemicznych, a zatem ich biodostgpnos$¢ dla roslin, co moze

wplywacé na jej przyswajalnos¢ przez nasiona i kietkowanie [230].
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Analizujac wplyw zwigzkéw 5 a-i na kietkowanie rzodkiewki i owsa,
w przypadku aminofosfonianéw dimetylowych, stwierdzono, ze proces ten zalezat
gtownie od gatunku rosliny oraz st¢zenia badanych substancji. Procent kietkowania przy
najwyzszym stezeniu (1000 mg/kg s.m.g), dla owsa wahat si¢ w granicach 70-90%,
adla rzodkiewki bylo to 61-86%. Najwigkszy wplyw na kielkowanie obu ro$lin
zaobserwowano w przypadku zwigzku 5g (PhCHy), (kietkowanie owsa—70%, kietkowanie
rzodkiewki—61%). Poréwnujac wschody owsa w przypadku aminofosfonianéw
difenylowych 6 a-f, stwierdzono, ze proces ten zalezny byl, podobnie jak w przypadku
aminofosfonianow dimetylowych 5 a-i, od rodzaju rosliny i jej stezenia w glebie. Z kolei
najwickszy wplyw na kietkowanie rzodkiewki miaty aminofosfoniany po ekspozycji na
aminofosfoniany z grupg metylowa i metoksylowa w pierscieniu benzenowym w pozycji
para: 6¢ (4-MeCesHs) oraz 6f (4-MeOCsHs). W przypadku aminofosfonianow
difenylowych 6 a-f oraz aminofosfonianu dibenzylowego 7, przy najwyzszym stezeniu
ksenobiotyku w glebie, kielkowanie owsa osiggneto wartosci rzgdu 97-98%,
a rzodkiewki 70-96%. Natomiast dla glifosatu i jego pochodnych (16 a-g, 17),
kietkowanie owsa 0znaczono na poziomie 86-97%, a rzodkiewki 65-86%. Biorac pod
uwage wszystkie badane aminofosfoniany, im wyzsze byto ich stezenie w glebie, tym
silniejsze bylo ich niekorzystne dziatanie na wschody 1 kietkowanie roslin.

Ocena kietkowania zarowno jednolisciennego owsa, jak 1 dwuliSciennej
rzodkiewki wykazata rowniez, ze rzodkiewka jest znacznie bardziej wrazliwa na
wszystkie testowane zwigzki 5 a-i, 6 a-f, 7, 16 a-g i 17, niz ma to miejsce w przypadku
owsa. Wplyw dziatania aminofosfonianow 5 a-i, 6 a-f, 7, 16 a-g i 17 na kietkowanie roslin
opisano w publikacjach Lewkowskiego i in. (2016) oraz Rogacz i in. (2019, 2020) [152, 157,
179].

4.2.5. Wptyw aminofosfonianéw na barwniki asymilacyjne

Substancje chemiczne moga mie¢ réznorodny wptyw na zawartos¢, synteze i funkcje
barwnikéw fotosyntetycznych w roslinach. Chlorofil jest zielonym barwnikiem, ktory peini
kluczowa role w fotosyntezie, umozliwiajacej roslinom przeksztalcanie §wiatla stfonecznego
w energie chemiczng [231]. Niektore substancje chemiczne, takie jak np. zwiazki azotowe,
mogg stymulowa¢ synteze chlorofilu w roslinach. Z kolei inne substancje chemiczne, takie
jak inhibitory biosyntezy aminokwaséw lub makro- i mikroelementow, moga wplywac

hamujaco na synteze¢ chlorofilu. Brak niezbednych sktadnikéw odzywczych, jak i obecnos¢
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substancji hamujacych enzymy zaangazowane w synteze chlorofilu moze prowadzi¢ do
obnizenia poziomu chlorofilu w roslinach [232].

Rowniez stres oksydacyjny, wywolany np. przez nadmiar $wiatta lub niekorzystne
warunki $rodowiskowe, czy dziatanie patogenéw moga prowadzi¢ do uszkodzen,
obnizajacych jego zawartos¢. Ksenobiotyki, takie jak pestycydy moga powodowac¢ zmiana
fluorescencji chlorofilu, co moze wskazywaé na stres roslin, 8 W nastepstwie zmiany
w fotosyntezie lub uszkodzenie struktur chloroplastow. Pojawienie si¢ na lisciach roslin
objawow chlorozy, takich jak zotkniecie i bielenie normalnie zielonej tkanki roslinnej,
Swiadczy o zmniejszeniu ilosci chlorofilu, powodujacego chorobe (chlorozg¢) lub niedobor
sktadnikow pokarmowych [233, 234].

Innymi barwnikami, obecnymi w roslinach sga karotenoidy, ktére petnig wazne
funkcje, takie jak absorbowanie §wiatta, ochrona przed stresem oksydacyjnym oraz udziat
w przemianach metabolicznych [235]. Tak samo jak w przypadku chlorofilu, réwniez
obecnos¢ karotenoidow moze by¢ zalezna od rodzaju substancji chemicznej, ktora wplywa
na rosling [236].

Obecnos$¢ niektorych sktadnikow odzywczych, takich jak azot, magnez czy Zelazo,
moze wplywaé na zwickszenie syntezy karotenoidow, natomiast niektore herbicydy lub
inhibitory prekursoréw karotenoidéw, mogg wptywac limitujgco na poziom karotenoidow
w ro$linach. Stosunek chlorofilu do karotenoidow jest kluczowym czynnikiem
odpowiedzialnym za wlasciwe przeprowadzanie fotosyntezy [237, 238]. Pigmenty
karotenoidowe sg istotne dla przetrwania ro$liny, dlatego ich sktad i ilos¢ jest zalezna od
warunkow fizjologicznych, w ktérych rosng, a jednym z najwazniejszych czynnikdéw
srodowiskowych wplywajacych na poziom 1 metabolizm karotenoidow jest stres
oksydacyjny, ktory wystepuje, gdy zaabsorbowana energia przekracza mozliwosci aparatu

fotosyntetycznego rosliny [239-242].

4.2.5.1.  Aminofosfoniany dimetylowe 5 a-i

a) Owies zwyczajny (A. sativa)
Poziom chlorofilu catkowitego, jak i karotenoidow w liSciach owsa, poddanych
dziataniu aminofosfonianow 5 a-i, byl porownywalny z poziomem tego barwnika

W roslinach kontrolnych.

b) Rzodkiewka zwyczajna (R. sativus)
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Wozrastajace stezenie badanych zwigzkéw 5 a-i, w glebie powodowalo obnizenie
poziomu chlorofilu catkowitego w zielonych czesciach roslin (Rys. 36). Spadek ten,
zwigzany byt z rodzajem substancji, przy czym najwickszy zaobserwowano w przypadku
aminofosfonianu 2-metylofenylowego 5a (2-MeCsHa), przy stezeniu 100 mg/kg s.m.g.
W przypadku pozostatych zwigzkdw, obnizenie poziomu chlorofilu byto obecne, ale nie tak

wyrazne, jak przy zwigzku 5a.
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Rysunek 36. Zawarto$ci chlorofilu w siewkach rzodkiewki, traktowanej aminofosfonianami 5 a-i. Dane sg

wyrazone, jako $rednia + SD z trzech powtorzen dla kazdego stezenia.

Biorac pod uwage poziom karotenoidéw w lisciach rzodkiewki, wzrastajace stezenie
aminofosfoniandéw w glebie prowadzilo do stalego wzrostu ich ilosci w zielonych czgsciach
rosliny (Rys. 37). Szczegolny wzrost poziomu tych barwnikéw miat miejsce w przypadku
aminofosfonianu 5a (2-MeCsH4). Pochodne z grupg metylofenylowa (5 a-c), spowodowaty

wigkszy spadek poziomu karotenoidow w roslinach, w poréwnaniu do tych, z grupa
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metoksyfenylowa (5 d-f). W przypadku zwigzkéw 5 g-i, poziom barwnikéw byt zblizony,

do tych, ktore wywotaty aminofosfoniany 5 d-f.
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Rysunek 37. Zawarto$ci karotenoidow w siewkach rzodkiewki, traktowanej aminofosfonianami 5 a-i. Dane

4.2.5.2.

sa wyrazone, jako §rednia + SD z trzech powtdrzen dla kazdego stezenia.

Aminofosfoniany difenylowe 6 a-f i aminofosfonian dibenzylowy 7

a) Owies zwyczajny (A. sativa)

Poziom chlorofilu catkowitego oraz karotenoidow w liSciach owsa, traktowanych

zwigzkami 6 a-f oraz 7, byt poréwnywalny z poziomem tego barwnika w ro$linach

kontrolnych.

b) Rzodkiewka zwyczajna (R. sativus)

Wozrastajace st¢zenie badanych zwigzkéw 6 a-f oraz 7, w glebie skutkowato

obnizeniem poziomu chlorofilu catkowitego w lisciach rzodkiewki (Rys. 38). Zawarto$¢
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chlorofilu mierzona w lisciach rzodkiewki byla zalezna od zastosowanego zwigzku, przy
czym najsilniejszy spadek poziomu chlorofilu w rzodkiewce obserwowano po ekspozycji na
aminofosfonian z podstawnikiem 2-metylofenylowym (6a) i 2-metoksyfenlowym (6d).
Istotny spadek poziomu chlorofilu spowodowany wpltywem tych dwoch substancii,
zaobserwowano przy stezeniu 400 mg/kg s.m.g. W przypadku pozostalych zwigzkow 6b
(3- MeCesHa4), 6¢ (4- MeCgHa), 6e (3-MeOCesH4), 6f (4- MeOCgHasy oraz 7 (FurCHy),
spadek poziomu chlorofilu zaobserwowano rowniez przy st¢zeniu 400 mg/kg s.m.g., ale nie
byt on tak gwaltowny. Zaobserwowano rowniez niewielkie roznice poziomu tego barwnika
w odniesieniu do rodzaju podstawnika metylofenylowego (6 a-c) oraz metoksyfenylowego

(6 d-f). Pochodne 6 a-c, powodowaty nieco wigkszy spadek chlorofilu w roslinach.
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Rysunek 38. Zawartos$ci chlorofilu catkowitego w siewkach rzodkiewki, traktowanej aminofosfonianami

6 a-f oraz 7. Dane sa wyrazone, jako $rednia = SD z trzech powtorzen dla kazdego stezenia.

Poziom Kkarotenoidow w siewkach rzodkiewki, traktowanych wszystkimi
aminofosfonianami, powodowato staly wzrost ich ilosci w zielonych czgéciach rosliny
(Rys. 39). Znaczacy wzrost poziomu karotenoidow zaobserwowano w przypadku
aminofosfonianu z podstawnikiem 2-metylofenylowym (6a) i 2-metoksyfenlowym (6d).

Grupa metylofenylowa (6 a-c), spowodowata nieznacznie wigkszy spadek poziomu
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karotenoidow w ro$linach, w poréownaniu do tych, z grupag metoksyfenylowa (6 d-f),

szczegblnie przy wyzszych stezeniach aminofosfonianéw w glebie.
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Rysunek 39. Zawarto$ci karotenoidow w siewkach rzodkiewki, traktowanej aminofosfonianami 6 a-f oraz

7. Dane sa wyrazone, jako $rednia + SD z trzech powtorzen dla kazdego st¢zenia.

4.2.5.3. N-fosfonometylopochodne glicyny 16 a-g, 17

a) Owies zwyczajny (A. sativa)
Wzrost stezenia badanych zwigzkow 16 a-g i 17 w glebie skutkowal obnizeniem
poziomu chlorofilu catkowitego w zielonych czg¢sciach rosliny. W przypadku zawartosci
karotenoidow w siewkach owsa traktowanych aminofosfonianami 16 a-g, ich poziom byt

porownywalny lub nieznacznie nizszy niz w roslinach kontrolnych.

b) Rzodkiewka zwyczajna (R. sativus)
Badane substancje 16 a-g i 17, spowodowaly spadek wszystkich barwnikow
w lisciach rzodkiewki, a takze wzrost ilo$ci karotenoidéw, wraz z wzrastajagcym stezeniem
aminofosfonianow w glebie. Glifosat 17 powodowat akumulacj¢ karotenoidow w lisciach
obu badanych roslin. Niektoére badania sugeruja, ze aminofosfoniany moga mie¢ korzystny
wplyw na ro$liny poprzez stymulacj¢ procesOw metabolicznych, takich jak fotosynteza.

Jednak inne badania sugeruja, ze nadmiar aminofosfoniandbw moze prowadzi¢ do
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toksycznos$ci 1 zaklécen w funkcjonowaniu roslin. Biorac pod uwage przeprowadzone
doswiadczenia, stwierdzono, ze rosngce st¢zenie aminofosfonianéw 5 a-i, 16 a-g i 17
w glebie, powodowato obnizenie poziomu chlorofilu catkowitego w zielonych czgsciach
roslin, wykorzystanych do badan. W przypadku rzodkiewki, zmiany te, widoczne byty
szybciej 1 nastgpowaly przy nizszych st¢zeniach aminofosfonianow, niz miato to miejsce w
przypadku owsa. Dla aminofosfonianéw 6 a-h, poziom chlorofilu catkowitego w lisciach
owsa, traktowanych badanymi zwigzkami, byl porownywalny z poziomem tego barwnika
w roslinach kontrolnych. Natomiast wobec rzodkiewki, powodowato to obnizenie poziomu
chlorofilu catkowitego w jej zielonych czgsciach. Poziom karotenoidow w siewkach owsa
na skutek dziatania zwiagzkéw 5 a-i, 6 a-h oraz 16 a-g byt porownywalny lub nieco nizszy
od poziomu karotenoidow w roslinach kontrolnych. Natomiast w przypadku rzodkiewki
stezenie badanych zwigzkow w glebie, powodowato staty spadek ilosci karotenoidow
w zielonych czesciach ro$liny. Zaobserwowano rowniez istotng reakcje rzodkiewki na
aminofosfoniany z grupa metylowg w pierScieniu benzenowym w pozycji Orto:
5a (2- MeCgHas), 6a (2-MeCgHas) oraz metoksylowa w tej samej pozycji 6d (2-MeOCsHa),
co miato posta¢ znacznego obnizenia poziomu chlorofilu 1 wzrostu poziomu karotenoidow.
Poziom karotenoidow w pedach rzodkiewki byt nieznacznie wigckszy w przypadku
pochodnych z ugrupowaniem metylofenylowym niz zwigzkéw podstawionych grupa
metoksyfenylowa, zarowno w przypadku aminofosfonianéw difenylowych (6 a-f), jak
i dimetylowych (5a-f). Wplyw dziatania aminofosfonianow 5 a-i, 6 a-f, 7, 16 a-g i 17 na
poziom barwnikéw asymilacyjnych, zostat opisany przez Lewkowskiego i in. (2016) oraz
Rogacz i in. (2019, 2020) [152, 157, 179].
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43 Ocena wtasciwosci herbicydowych aminofosfonianéw 5 a-i, 6 a-f, 7, 16 a-

4.3.1. Ocena aktywnosci chwastobdjczej w oparciu o skale EWRC

Chwasty konkuruja z roslinami uprawnymi nie tylko o sktadniki pokarmowe czy
Swiatlo, ale rowniez o wodg. Zaleznie od gatunku sg w stanie pobra¢ do kilku razy wigcej
wody niz rosliny uprawne W zwiazku, z czym muszg by¢ skutecznie zwalczane [243].
Aktywno$¢ chwastobodjcza substancji chemicznych moze by¢ determinowana przez wiele
czynnikow. Skuteczno$¢ herbicydu moze zaleze¢ od konkretnego gatunku chwastow, na
ktore ma by¢ stosowany. Niektore herbicydy wykazujg duza skutecznos¢ w zwalczaniu
okreslonych gatunkow chwastéw, a inne mogg miec szersze spektrum dzialania. Zwigzane
jest to rowniez z faza rozwojowa rosliny. Czynnikami istotnie wptywajacymi na skutecznos¢
zabiegu chwastobdjczego jest temperatura i wilgotno$¢ powietrza oraz wilgotnos¢ gleby
[244].

Dawka herbicydu, sposéb aplikacji 1 forma uzytkowa, moga mie¢ istotny wplyw na
skuteczno$¢ dziatania. Niewtasciwa dawka moze by¢ niewystarczajgca lub zbyt silna, co
moze wpltywac na efektywnos$¢ dziatania herbicydu. Z kolei niektoére herbicydy moga
podlega¢ interakcjom z glebg, co réwniez wptywa na ich dostepnos$¢ i skutecznos¢, ze
wzgledu na rézne wilasciwosci fizykochemiczne gleb, takie jak pH, zawarto$¢ substancji
organicznych, zdolno$¢ do zatrzymywania 1 uwalniania substancji czynnych, ktore moga
wpltywaé na dziatanie herbicydow [245]. Rowniez wystepowanie odpornosci chwastow na
konkretne herbicydy moze mie¢ istotny wplyw na skuteczno$¢ dziatania [246]. Komosa
biata (Ch. album), wykazuje pewne zdolnosci do rozwijania oporno$ci na niektore
herbicydy, takie jak te z grupy sulfonylomocznikowych (np. Chlorsulfuron), z grupy triazyn
(np. Atrazyna) oraz herbicydy z grupy fenylokarbaminowych (np. Metolaklor). Z kolei
szczaw zwyczajny (R. acetosa), nie jest znany z wystepowania opornosci na jakikolwiek
herbicyd. Natomiast zo6ltlica drobnokwiatowa (G. parviflora) to gatunek chwastu, ktory

moze by¢ ucigzliwy w niektorych uprawach [247].
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4.3.1.1.0cena aktywnosci chwastobdjczej aminofosfoniandw dimetylowych 5 a-i

Wizualne oddzialywanie testowanych substancji 5 a-i na badane gatunki
chwastoéw przedstawiono na rys. 40. Oceny przypisano w oparciu o skale Europejskiej
Rady Badania Chwastow (EWRC) i przedstawiono w tab. 9. Aminofosfoniany z grupa
metylofenylowg 5 a-c, wykazaly wigksza toksyczno$¢ na badane chwasty, niz zwigzki
z grupg metoksyfenylowag 5 d-f. Biorgc pod uwage te substancje 5 a-c oraz 5 d-f,
najwyzsza skuteczno$¢ chwastobdjcza wobec wszystkich chwastéw, wykazal zwigzek
z podstawnikiem 2-metylofenylowym 5a (2-MeCsHas) 1 zgodnie ze skala EWRC, jego
efektywno$¢ zostata oceniona na nr 1, co oznaczalo catkowita smier¢ roslin (100%).
Zwigzek 5b (3-MeCe¢Hs4), okazat si¢ drugi w kolejnosci, co do skutecznosé
chwastobojczej 1 zgodnie ze skala EWRC wynik miescit si¢ migdzy dobrym
a akceptowalnym (ocena 4), wobec szczawiu zwyczajnego i staby (ocena 6) wobec
zottlicy drobnokwiatowej i komosy biatej. W przypadku zwigzkow 5 g-i, ich dziatanie
chwastobojcze, bylo zblizone do dziatania aminofosfonianow 5 a-c. Najwyzsza
skuteczno$¢ sposrod wszystkich badanych aminofosfonianow dimetylowych wykazat
zwigzek 5¢g (PhCH2), ktory spowodowal catkowita $mieré¢ Szczawiu zwyczajnego
(ocena 1 w skali EWRC), natomiast w przypadku zottlicy i komosy bialej, uzyskat oceng
3-bardzo dobry. Wyniki dobre do akceptowalnych (ocena 4) zaobserwowano dla
substancji 5h (CMe3) w przypadku zoéttlicy i komosy, natomiast wpltyw tego
aminofosfonianu na szczaw zwyczajny oceniono, jako numer 5, co oznaczato dziatanie
umiarkowane. Aminofosfoniany 5 c-f oraz 5i okazaty si¢ substancjami nieskutecznymi,

jako herbicydy.
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Kontrola 5a 5b 5¢ 5d 5e 5f 5i

(2-MeCgH,) (3-MeC¢H,) (4-MeCgH,) (2-MeOCH,) (3-MeOCgH,) (4-MeOCgH,)

-

Szczaw pospolity (Rumex acetosa L.)

Rysunek 40. Zdjecia cyfrowe z6ttlicy drobnokwiatowej (G. parviflora), szczawiu zwyczajnego (R. acetosa) i komosy biatej (C. Album), traktowanych zwigzkami 5 a-i

(stezenie w 1000 mg/kg suchej masy gleby) w 5 tygodniu wzrostu.
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Tabela 9. Ocena toksycznosci aminofosfonianow dimetylowych 5 a-i, wobec chwastow w 7 dniu wzrostu.

o OMe
N/
/ \ P—~0OMe
S
HN\R1
Substancja
5a 5b 5c 5d 5e 5f 5g 5h 5i
(Z-MeC5H4) (3-MeC5H4) (4-MeC5H4) (2-M90C5H4) (3-M90C5H4) (4-MeOC5H4) (PhCHz) (CME3) (thCH)
Chwasty O
Me OMe O
Me OMe
Zéttlica drobnokwiatowa
(G. parvifiora) 1 6 7 7 9 9 3 4 6
Komosa biata
(Ch. Album) 1 6 8 7 8 9 3 4 6
Szczaw zwyczajny 1 4 7 3 3 3 1 5 3
(R. acetosa)

Ocena 1: catkowita Smier¢ roslin (100%); 2: doskonata (98,0 do 99,9%); 3: bardzo dobra (95,0 do 97,9%); 4: dobra do akceptowalnej (90 do 94,9%); 5: umiarkowana (82,0 do
89,9%); 6: staba (70,0 do 81,9%); 7: zta (55,0 do 69,9%); 8: bardzo zta (30 do 54,9%); i 9: brak dziatania (0,0 do 29,9%)
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4.3.1.2.Aminofosfoniany difenylowe 6 a-f i aminofosfonian dibenzylowy 7

Oddziatywanie badanych aminofosfonianow 6 a-f i 7 na zo6ttlic¢ drobnokwiatowa,
szczaw zwyczajny i komose bialg przedstawiono na rys. 41, natomiast liczbowg oceng,
w oparciu o skale Europejskiej Rady Badan nad Chwastami (EWRC) i przedstawiono
w tab.10. Najsilniejsze dziatanie na chwasty, wsérod aminofosfonianow z grupa
metylofenylowa (6 a-c), a zarazem wszystkich badanych zwigzkow, zaobserwowano
dla aminofosfonianu z podstawnikiem 2-metylofenylowym 6a. Zgodnie ze skala
European Weed Research Council, ocena skutecznosci wynosita 7, co oznaczato zlg
skuteczno$¢ tej substancji wobec zoltlicy drobnokwiatowej, szczawiu zwyczajnego
i komosy biatej. Stwierdzono réwniez nieznacznie silniejszy wpltyw pochodnych
metylofenylowych 6 a-c na rosliny, niz metoksyfenylowych 6 d-f.

Stwierdzono, ze aminofosfoniany te sa catkowicie nieskuteczne, jako herbicydy
i zostaty sklasyfikowane w skali EWRC na poziomie 7-9 (EWRC: 7 = zly, 55,0 do
69,9%; 8 = bardzo zty, 30 do 54,9%; 9 = brak dziatania, 0,0 do 29,9%).
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6d 6e
Kontrola

(3-MeOCH,)

Szczaw pospolity (Rumex acetosa L.)

Rysunek 41. Zdjecia cyfrowe z6ttlicy drobnokwiatowej (G. parviflora), komosy biatej (Ch. album) i szczawiu zwyczajnego (R. acetosa), traktowanych zwigzkami 6 a-f i 7
(stezenie w 1000 mg/kg suchej masy gleby) w 5 tygodniu wzrostu.
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Tabela 10. Ocena toksycznosci aminofosfonianow difenylowych 6 a-f oraz 7, wobec chwastow po 7 dniach od oprysku.

Substancja
o OPh
N/
A P—oPh
OCH,Ph
S ) K J ?
HN\R1 . OCH,Ph
6a 6b 6¢C 6d 6e 6f HN
6 (Z-MECGH4) 6 (3-MeC5H4) 6 (4-MeC5H4) 6 (Z-MEOCGHA) 6 (3-MEOC5H4) 6 (4-MGOC5H4) /o
Me OMe
7 (FurCH,)
Chwasty Me 4 OMe OMe
Zéttlica
drobnokwiatowa

7 8 8 8 8 9 8
(G. parviflora)
Komosa biata

(Ch. album) 7 8 8 8 8 9 8

Szczaw zwyczajny
(R. acetosa) 7 8 8 8 8 8 8

Ocena 1: catkowita Smieré roslin (100%); 2: doskonata (98,0 do 99,9%); 3: bardzo dobra (95,0 do 97,9%); 4: dobra do akceptowalnej (90 do 94,9%);
5: umiarkowana (82,0 do 89,9%); 6: staba (70,0 do 81,9%); 7: zta (55,0 do 69,9%); 8: bardzo zta (30 do 54,9%); i 9: brak dziatania (0,0 do 29,9%)
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4.3.1.3. N-fosfonometylopochodne glicyny 16 a-g, 17

Oddziatywanie substancji 16 a-g i 17 na chwasty przedstawione zostaly na
rys. 42, natomiast oceng liczbowa w skali EWRC pokazano w tab.11. W przypadku
szczawiu zwyczajnego i z6ttlicy drobnokwiatowej, toksyczne dziatanie aminofosfonianow
obserwowano prawie dla kazdej substancji 16 a-g, jednak najwyzsza skuteczno$é
zaobserwowano dla substancji 16f (4-OHCsHas). Wedhug skali z European Weed Research
Council ocena procentowa wynosita 1: catkowita $mier¢ roslin (100%). Zwigzki 16 a-c
i komercyjny glifosat 17, wyrazaty umiarkowane dziatanie na szczaw i zoltlice (ocena 5:
82,0-89,9%). Pochodna 16e (3-MeOCsH.) okazala si¢ substancjg catkowicie nieskuteczng,
jako herbicyd; ocena w skali EWRC wynosita 8: bardzo zla (30-54,9%) dla zottlicy i 9:
zadna (0,0-29,9%) dla szczawiu zwyczajnego. Jedynie zwigzek 169 (4-CICsH4) okazat si¢
wystarczajgco toksyczny dla zoltlicy i szczawiu zwyczajnego, uzyskujac oceng 1 w skali
EWRC (calkowita $mier¢ roslin).

Badanie wykazalo jednoznacznie, ze zadna =z badanych pochodnych
aminofosfonowych nie oddzialywata na komose bialg. W przypadku wszystkich zwigzkoéw
16 a-g oraz dla glifosatu 17, ocena w skali EWRC dla tej rosliny wynosita 9, co oznaczato
brak oddzialywania (0,0-29,9%). Moze by¢ to zwigzane z bardzo niska wrazliwoscia
komosy bialej na herbicydy [248, 249]. Jej budowa anatomiczna (wloski na todygach
i liSciach), uniemozliwila utrzymanie si¢ na niej kropli cieczy, uzytej do oprysku. Warto
zauwazy¢, ze glifosat w formie kwasu (nie soli) rowniez wykazywal umiarkowang
aktywno$¢ chwastobojcza. Glowna przyczyng tego fenomenu sa surfaktanty, ktore
zmieniajg wlasciwosci herbicydu. Pestycydy sg zawsze stosowane w formulacjach, jako
mieszaniny substancji czynnej z adiuwantami [250, 251]. Niewatpliwie brak adiuwantow
w formulacji herbicydowej drastycznie obniza jej skutecznos¢, co spowodowane jest przede
wszystkim substancja czynng, ktora czesto nie posiada wlasciwosci adhezyjnych. Badania
pokazaly, ze czysty glifosat 17 nie jest toksyczny dla uzytych w doswiadczeniu chwastow.
Gdyby jednak posiadal posta¢ herbicydowa, np. jako so6l izopropyloaminowa, wraz
z polioksyetylenaming (POEA) jako adiuwantem, z pewnoscia wykazywatby dziatanie
toksyczne [252]. Z kolei minofosfonowa pochodna 16g (4-CICsH4) nie wymagata dodatku
zadnego adiuwanta, aby by¢ skutecznie toksyczng wobec dwoch z trzech badanych

chwastow, co stanowi jej przewage nad glifosatem 17.
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16b 16¢ 16d 16e 16f leg 17
Kontrola

(2-Tienyl) (4-MeOCgH,) (4-OH-3-MeO-CH;)  (3-MeOCgH,) (4-OHCGH,) (4-CIC(H,) glifosat

AT R Y s | ¥
Komosa biata (Chenopodium album L.)

Szczaw pospolity (Rumex acetosa L.)

Rysunek 42. Fotografie cyfrowe z6ttlicy drobnokwiatowej (G. parviflora), szczawiu zwyczajnego (R. acetosa) i komosy biatej (C. Album) w 5 tygodniu wzrostu, po oprysku

20% wodnymi roztworami aminofosfonianéw 16 a-g i 17.
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Tabela 11. Ocena toksycznosci aminofosfonianow 16 a-g i 17, po 7 dniach od wykonania oprysku.

Substancja
16a 16b 16¢ 16d 16e 16f 16g 17
(3-Py) (2-Tienyl) (4-MeOCeH,)  (4-OH-3-MeO-CeH3)  (3_\ve0CqH,) (4-OHC4Ha) (4-CICeHa) (glifosat)
Chwasty
| \N 4 S MeO é\ "
- M
= OMe OH OMe OH Cl
Zé6ttlica
drobnokwiatowa
(G. parvifiora) 7 5 5 5 8 6 1 5
Komosa biafa
(Ch. album) 9 9 9 9 9 9 9 9
Szczaw
zwyczajny 7 5 5 5 9 6 1 5

(R. acetosa)

Ocena 1: catkowita Smierc roslin (100%); 2: doskonata (98,0 do 99,9%); 3: bardzo dobra (95,0 do 97,9%); 4: dobra do akceptowalnej (90 do 94,9%);
5: umiarkowana (82,0 do 89,9%); 6: staba (70,0 do 81,9%); 7: zta (55,0 do 69,9%); 8: bardzo zta (30 do 54,9%); i 9: brak dziatania (0,0 do 29,9%).
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4.4, Ocena ekotoksycznoéci aminofosfonianéw z wykorzystaniem

biotestéw

4.4.1. Oznaczanie toksycznosci ostrej — Microtox

Test Microtox opiera si¢ na pomiarze luminescencji emitowanej przez bakterie
A. fischeri. Jesli probka jest toksyczna dla tych bakterii, ich metabolizm zostaje zaktocony,
co prowadzi do zmniejszenia emisji $wiatta. Hamowanie luminescencji moze by¢
spowodowane dzialaniem substancji toksycznych, takich jak metale ciezkie, pestycydy, czy
zwigzki organiczne. Toksyczno$¢ moze by¢ spowodowana roéwniez rdéznymi
mechanizmami, takimi jak uszkodzenie struktury komoérkowej bakterii lub zakldcenie
syntezy bialek [253]. Takie czynniki stresowe jak np. zmiany pH, wysokie temperatury,
niedobdr tlenu lub innych sktadnikow odzywczych, rowniez moga zakldcaé normalne
funkcjonowanie komoérek bakterii 1 wptywaé¢ na produkcje lucyferazy, enzymu
odpowiedzialnego za luminescencje. Jest to reakcja chemiczna, w ktorej energia chemiczna
jest przeksztalcana w energi¢ Swietlng. Proces luminescencji, w ktorym uczestniczy
lucyferaza, ma miejsce w obecnos$ci lucyferyny, ktéra jest substratem reakcji. Jest ona
utleniana przez enzym lucyferazeg, co prowadzi do emisji §wiatla. Energia chemiczna, ktora
jest uwalniana podczas reakcji utleniania substratu, jest przeksztalcana w energie swietlng.
Proces ten jest zazwyczaj bardzo efektywny, co oznacza, ze wigkszo$¢ energii chemicznej
jest zamieniana w $wiatlo. Emisja swiatta moze mie¢ rézne dtugosci fal, co jest zwigzane
Z charakterystycznymi wiasciwosciami lucyferyny 1 reakcji enzymatycznej. Niektore
substancje chemiczne moga dziata¢, jako inhibitory metaboliczne, zakldcajac szlaki
metaboliczne w komorkach A. fischeri [254]. To moze prowadzi¢ do hamowania produkc;ji
energii, syntezy bialek, kwaséw nukleinowych i innych procesow niezbednych do

utrzymania normalnego funkcjonowania i luminescencji bakterii [255].
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4.4.1.1. Aminofosfoniany dimetylowe 5 a-i

Przydatno$¢ badanych aminofosfoniandow, jako herbicydow zweryfikowano poprzez

ocene ich ekotoksycznosci. Zgodnie z zaleceniami ECHA, wyrazonymi w procedurze
REACH Zaleca si¢ ocen¢ ekotoksycznos$ci kazdej nowo zsyntetyzowanej substancji
0 potencjalnym zastosowaniu biobdjczym. Wartosci ECsg obliczone za pomocag programu
Microtox Analyzer przedstawiono w tabeli 12. W celu utatwienia poréwnania, wartosci ECso
dla A. fischeri przeliczono na mg/kg s. m. g. Wyniki oceny toksyczno$ci z wykorzystaniem
A. fischeri, jako badanych organizméw wykazaly zrdéznicowang toksyczno$¢ badanych
zwigzkoéw 5 a-i, wahajacg si¢ od okoto 294 - 1775 mg/kg s. m. g.
Najmniejszg toksycznos$¢ sposrod aminofosfonianéw z podstawiong grupg metylofenylows,
wykazal zwigzek 5a (2-MeCgHy), nastgpnie 5C (4-MeCgH4), natomiast najwickszg
5b (3- MeCsHa). Za to toksycznos$¢ zwigzkow z grupg metoksyfenylows, poczawszy od
najmniej toksycznego, przedstawiata si¢ nastepujaco: 5d (2-MeOCsHa) < 5e (3-MeOCgsHa4)
< 5f (4-MeOC¢Hg4). Biorgc pod uwage pochodne 5 g-i, bakterie A. fischeri byly najbardzie;j
wrazliwe na dziatanie substancji 5i (Ph.CH). Zwigzek 5g (PhCH>), wykazywat toksycznos¢
zblizong do 5f, z kolei pochodna 5h (CMez) do 5¢. Wedtug Hernando i in. (2007), kategorie
toksycznosci wobec A. fischeri to [256]:

"bardzo toksyczne dla organizméw wodnych", ECso < 1 mg/L),

— "toksyczne", ECso= 1-10 mg/L,
— "szkodliwe", ECso = 10-100 mg/L,
— "nieszkodliwe", ECsp < 10-100 mg/L.

W takim ujeciu zaden z aminofosfonianéw 5 a-i nie moze by¢ uznany za toksyczny
dla A. fischeri. Jednakze, jes$li herbicyd zostanie uwolniony do $rodowiska w wysokich
stezeniach, moze wptywac na ekosystemy wodne, w ktorych wystepuja te bakterie, i moze
mie¢ posredni wplyw na ich populacje 1 funkcjonowanie. Niektore herbicydy moga
wykazywac¢ selektywnos$¢ w dziataniu na rosliny i1 nie wywiera¢ bezposredniego wplywu na
bakterie A. fischeri. Zauwazono, ze aminofosfoniany posiadajace grup¢ metylowa lub
metoksylowa w pierScieniu benzenowym w pozycji orto: 5a (2-MeCeHs) i 5d (2-
MeOCsH4), cechowaly si¢ mniejszg toksyczno$cig wobec bakterii, niz aminofosfoniany
z tymi grupami w pierscieniem benzenowym w pozycji meta i para (5b, 5c, 5e, 5f). Jest to
odmienny wplyw niz ten, jaki zaobserwowano wobec roslin, u ktérych zwigzek
5a (2- MeCg¢Ha), byt jednym z najbardziej toksycznych. Odmienny jest rowniez sposob

dzialania tych substancji, w zalezno$ci, czy sa to aminofosfoniany z ugrupowaniem
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metylofenylowym, czy metoksyfenylowym. W przypadku roslin, polaczenia
z ugrupowaniem metoksyfenylowym (5 d-f) mialy lagodniejszy wplyw, niz
z metylofenylowym (5 a-c), natomiast dla A. fischeri, toksycznos$¢ ta jest odwrotna.
Podobnie, w przypadku aminofosfonianu 5i (Ph.CH), toksyczno$¢ wobec roslin byta
umiarkowana, natomiast wobec badanych bakterii wykazywala najwicksza toksycznosc,
sposrod wszystkich badanych aminofosfoniandw.

Te same aminofosfoniany (jak réwniez inne zwigzki chemiczne), moga mie¢ rozny
wplyw na mikroorganizmy, w poréwnaniu do roslin, ze wzgledu na réznice w ich strukturze,
metabolizmie i mechanizmach dziatania. Bakterie i rosliny maja rézne struktury komorkowe
i skfad chemiczny. Sg jednokomoérkowymi organizmami prokariotycznymi, podczas gdy
rosliny sg wielokomorkowymi organizmami eukariotycznymi. R6znice w budowie komorki
1 obecno$¢ specyficznych struktur, takich jak Sciana komoérkowa 1 organella, moga wptywacé
na sposob oddzialywania substancji chemicznych. Ro6znig si¢ roOwniez metabolizmem.
Bakterie wykazujg zdolno$¢ do szybkiego przystosowywania si¢ do zmieniajgcych sie
warunkow $rodowiskowych, a takze czesto wykazujg wysoka tolerancj¢ na ksenobiotyki
[257, 258]. Natomiast rosliny cechuja si¢ bardziej ztozonym metabolizmem, obejmujacym
takie procesy takie jak: fotosynteza, synteza zwigzkow organicznych, czy oddychanie, czego
efektem jest inna od bakterii reakcja roslin na substancje chemiczne. ROwniez mechanizmy
dziatania tych dwoch grup na dana substancje moga byé inne. Srodki ochrony roélin moga
wplywacé na fotosynteze, synteze bialek, rozwoj korzeni lub inne procesy specyficzne dla
ro$lin, natomiast u bakterii, mogg wptywa¢ na enzymy, procesy metaboliczne lub struktury
komorkowe, ktore sg charakterystyczne dla bakterii. Dlatego tez, badanie wptywu substancji
chemicznych powinno uwzglednia¢ specyficzne cechy i1 potrzeby zaréwno bakterii, jak

i ros$lin [259].
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Tabela 12. Wartosci ECso (mg/kg s.m.g.) po ekspozycji luminescencyjnych bakterii morskich A. fischeri na

aminofosfoniany dimetylowe 5 a-i.

o\ IOMe
/ \ ) P—oMe

HN\R1

Zwigzek

ECso (dolna granica;

gbrna granica
[mg/L])

ECso (dolna granica;

gbrna granica
[mg/kg s.m.g]

Wspotczynnik
determinacji
(R?)

5a
(Z-MEC6H4)

5b
(3-MeC5H4)

5c
(4-MeC5H4)

5d
(Z-MEOCGHa)

5e
(3-MeOCgH,)

5f
(4-MeOCHa)

58
(PhCH,)

5h
(CME3)

5i
(Ph,CH)

Me 1345
(1169; 1546)

399.4
(334.1; 477.5)

YalCe

Me

651.5
(542.1; 783.1)

~

Me
OMe 1085
(1009; 1166)
420
(317.0; 556.5)
OMe
308.4
(211.7; 449.4)
OMe

349.9
(328,2; 373,2)

747.5
(665.5; 839.6)

Y
<

(174.1; 283.7)

1775.4
(1543.1; 2040.7)

527.2
(441.0; 630.3)

859.9
(715.8; 1033.7)

1432.2
(1331.9; 1539.12

554.4
(418.4; 734.6)

407.1
(279.4; 593.2)

461.9
(433.2; 492.6)

986.7
(878.5; 1108.3)

293.8
(229.8; 374.5)

0.888

0.962

0.947

0.9937

0.905

0.839

0.994

0.984

0.927
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4.4.1.2. Aminofosfoniany difenylowe 6 a-f i aminofosfonian dibenzylowy 7

Wyniki oceny toksycznosci z wykorzystaniem bakterii A. fischeri, jako badanych
organizméw wykazaty zréznicowane dziatanie badanych zwigzkéw 6 a-f i 7 na organizmy
testowe. Poroéwnujac warto$ci ECso (Tab. 13), stwierdzono, ze aminofosfoniany posiadajace
grupe metylofenylowa 6 a-c, okazaty si¢ mniej szkodliwe dla bakterii, niz aminofosfoniany
z grupa metoksyfenylowa 6 d-f (podobnie jak w przypadku aminofosfonianéw
dimetylowych). Sposrdod pochodnych 6 a-c, najmniej szkodliwy dla bakterii okazat si¢
zwigzek 6C (4-MeCgH4), nastepnie 6b (3-MeCeHa), a najwigkszg toksyczno$é wykazat
zwigzek 6a (2-MeCgHa). Z kolei w grupie pochodnych 6 d-f, najmniejszy wplyw na bakterie
A. fischeri, posiadata pochodna 6f (4-MeOCesHa), wickszy - 6e (3-MeOCgHsa),
a najsilniejszy- 6d (2-MeOCsHs). Roznice w dziataniu zaobserwowano roéwniez
poréwnujac pozycje grupy metylowej badz metoksylowej w pierscieniu benzenowym.
Tendencja toksycznosci wobec bakterii byta nast¢pujaca: orto > meta > para, co bylo
podobne do dzialania tych zwigzkow na rosliny. Dziatanie aminofosfonianu 7 (FurCHy)
bylo zblizone do wptywu substancji 6f na mikroorganizmy testowe. Bioragc pod uwage
kategorie toksycznos$ci opisywane wedtug Hernando i in. (2007), aminofosfoniany 6 a-c,
6 e-foraz 7, uznano za nieszkodliwe [256]. Jedynie substancja 6d (2-MeOC¢H4) wykazata
"szkodliwos¢" dla A. fischeri (ECso =105,8 mg/L).
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Tabela 13. Wartosci ECso (Mmg/kg s.m.g.) po ekspozycji luminescencyjnych bakterii morskich A. fischeri na
aminofosfoniany difenylowe 6a-f i aminofosfonian dibenzylowy 7.

Q\ /OPh
/ \ ) P~0OPh

HN\R1

Zwiagzek

6a Me
6 (Z-MEC6H4)
6b
6 (3-MeC5H4)
Me

6¢
6 (4-MEC5H4)

6d OMe
6 (Z-MEOCGHa)
6e
6 (3-MeOC¢H,)
OMe

6f
6 (4-MeOCqHa)

OMe

7
7 (FurCH;)

ECso (dolna

granica; gérna

granica [mg/L])

410.3
(356.1,472.7)

4225
(365.9;487.9)

1201
(1065;1354)

105.8
(69.99;159.9)

232.9
(182.7;296.9)

538.9
(483.7;600.6)

o, IOCHzPh
/- \ \P‘OCHzPh

S
HN

541.3

(446.9; 655.1)

ECso (dolna
granica; gérna
granica

[mg/kg s.m.g]

541.6
(470,623.9)

557.7
(219.6;644)

1585.3
(1405.8;1787.3)

139.6
(92.4;211.1)

307.4
(241.2;391.9)

710.9
(638.5;792.7)

714.5
(589.9; 864.7)

Wspoétczynnik
determinacji
(R?)

0.9746

0.9750

0.0979

0.8167

0.9290

0.9836

0.9468
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4.4.1.3. N-fosfonometylopochodne glicyny 16 a-g, 17

Wartosci ECsp dla aminofosfonianéw 16 a-g i 17 przedstawiono w tab. 14. Wyniki

oceny toksycznosci wobec bakterii A. fischeri wykazaty zréznicowany wptyw badanych
uktadow 16 a-g i 17 na te mikroorganizmy. Wartosci ECsp znajdowaty si¢ w z zakresie od
298 dla zwigzku 16b (2-Tienyl) do 3985 mg/kg s.m.g dla 16g (4-CICsH4), a takze 5050
mg/kg s.m.g dla czystego glifosatu.
Bonnet i in. (2007), wykazali, ze warto$¢ ECso dla samego glifosatu, mierzona w réznych
warunkach przez system Microtox, przy uzyciu A. fischeri po 15 min kontaktu wynosita
18,23 mg/L [260]. Wyniki te byly podobne do wartosci uzyskanej przez Tsui i Chu (ECso =
17,5 mg/L) [140]. Rowniez Hernando i in. (2007), podali, ze w badaniach z A. fischeri
przeprowadzonych na systemie BioFix® Lumi warto$¢ ECso wyniosta 43,8 mg/L po 15 min
kontaktu [256]. Podobnie, ocena przeprowadzona dla gldéwnego metabolitu glifosatu - kwasu
aminometylofosfonowego wykazala toksycznos¢ wobec A. fischeri na poziomie ECso =
53,43 mg/L [260]. Biorac to pod uwage, stwierdzono, ze uzyskana w toku badan wartos¢
ECso= 3826 mg/L dla glifosatu, stosujac test fazy stalej Microtox® (MSPT) nie byta
odpowiednig procedurg dla tej substancji, ze wzgledu na jej stosunkowo dobrg
rozpuszczalno$¢ w wodzie (w przeciwienstwie do zwigzkéw 16 a-g, ktore sg praktycznie
nierozpuszczalne). Jednakze, gdy toksyczno$¢ czystego glifosatu zostala okreSlona przy
uzyciu standardowego testu fazy ciekltej analizatora Microtox® M500, stwierdzono, ze
wynosi ona 42,64 mg/L zgodne z wczes$niej opublikowanymi danymi literaturowymi [256].
Na podstawie testu Microtox wszystkie badane zwigzki 16 a-g zostaty sklasyfikowane, jako
nieszkodliwe dla bakterii luminescencyjnych A. fischeri. Na uwage zastuguje dziatanie
pochodnej 16g (4-CICsH4), nietoksycznej wobec bakterii, a wykazujacej potencjalne
dziatanie herbicydowe wobec niektorych chwastow. Wptyw dziatania aminofosfonianow
5 a-i, 6 a-f, 7, 16 a-g i 17 na bakterie A. fischeri opisano w publikacjach Rogacz i in.
(2018, 2019, 2020) [152, 157, 181].
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Tabela 14. Wartosci ECso (mg/kg s.m.g.) po ekspozycji luminescencyjnych bakterii morskich A. fischeri na

pochodne N-[arylo(fosfono)metylo]glicyny 16a-g oraz komercyjny glifosat 17.

Zwiagzek

16a
(3-Py)

16b
(2-Tienyl)

16¢
(4-MeOCgH,)

16d
(4-OH-3-MeO-C¢Hs)

16e
(3-MeOCgH,)

16f
(4-OHCgH,)

16g
(4-CICsH4)

17
(glifosat)

Ar

L~

H,03P N
2Y3 H

OH

ECso (dolna

granica; gérna

granica [mg/L])

1741
(1077,2816)

225.4
(166.4;305.4)

1748
(1073;2845)

1117
(850.5;1468)

460.7
(394;538.7)

329.6
(267.6;405.9)

3019
(2255;4044)

3826
(2271,5380)

42.64*
(37.32; 48.71)

COOH

ECso (dolna
granica; gérna
granica

[mg/kg s.m.g]

2298.1
(1421.6;3717.1)

297.5
(219.6;403.1)

2307.3
(1416.3;3755.4)

1474.4
(1122.7;1937.8)

608.1
(520;711)

435.1
(353.2;535.8)

3985
(2976.6;5257.2)

5050.3
(2997.7;7101.6)

56.28
(49.26; 64.30)

Wspétczynnik

determinacji
(R?)

0.8749

0.9851

0.8240

0.9461

0.9799

0.9572

0.9625

0.9333

0.9930

* test fazy ciekiej
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4.4.2. Oznaczanie toksycznosci chronicznej — Ostracodotxkit F

Badanie osadéow dennych ma duze znaczenie dla oceny stanu ekosystemoéw
wodnych. Przez analize sktadu chemicznego osadéw mozna identyfikowac substancje
zanieczyszczajace i monitorowac ich stezenia. Sktad gatunkowy bentosu pozwala ocenié
wplyw substancji chemicznych na populacje bezkregowcow, ktore sg istotnym elementem
ekosystemu. Obecnos¢ substancji chemicznych w osadach moze mie¢ negatywne skutki dla
ekosystemu, prowadzac do selekcji gatunkowej i zaklocen w procesach biologicznych.
Wyeliminowanie populacji bentosu moze mie¢ efekty uboczne na inne skladniki
ekosystemu, wplywajac na przeptyw energii, produktywno$éé i biodegradacje [3]. Zyjace
w osadzie dennym, skorupiaki H. incongruens to gatunek malzoraczka, ktory jest czesto
wykorzystywany, jako organizm wskaznikowy w badaniach toksykologicznych
i ekologicznych [261]. Substancje chemiczne, po dotarciu do rzek i jezior moga mie¢ rdézny
wplyw na ten gatunek, w zaleznos$ci od rodzaju substancji, jej stezenia oraz czasu ekspozycji.
Skorupiaki moga wykazywa¢ zmiany w ich zachowaniu, rozwoju, reprodukcji 1 przezyciu.
Niektore substancje chemiczne mogg by¢ toksyczne dla H. incongruens w sposob
bezposredni, powodujgc $mier¢ lub zmniejszajac przezywalno$¢ organizméw. Natomiast
inne substancje chemiczne, poprzez cigglty wptyw, moga rzutowac na rozwoj skorupiakow,
prowadzac do deformacji, opdéznien w rozwoju lub zmniejszenia wielko$ci organizmow
[262]. Mozliwy jest rowniez wplyw na zdolno$¢ rozrodcza tych stodkowodnych
skorupiakéw, zmniejszajac liczb¢ lub jakos¢ produkowanych jaj, a takze wplywajac na
rozw6j embrionéw. Pod wplywem dzialania r6znych substancji, obserwowano u tych
skorupiakow rowniez zaburzenia behawioralne — zmiany w ich aktywnosci, potozeniu,
reakcjach na bodzce zewnetrzne lub kierunku ruchu. Wplyw substancji chemicznych na
H. incongruens moze by¢ rowniez zalezny od warunkow S$rodowiskowych, takich jak

temperatura, pH, dostgpnos¢ pokarmu i innych czynnikow [263].

4.4.2.1. Aminofosfoniany dimetylowe 5 a-i

Ocena toksyczno$ci aminofosfonianéw dimetylowych 5 a-i wobec skorupiakow
H. incongruens wykazata, ze wszystkie testowane zwigzki byty bardzo toksyczne dla tego
rodzaju organizmow. Biorac pod uwage Wzrastajace st¢zenie aminofosfonianéw i catkowitg
$miertelnos¢ H. incrogruens, przy stezeniu 50 mg/kg s.m.g, na wykresie przedstawiono

jedynie wyniki dla dwodch stezen: 10 oraz 50 mg/kg s.m.g. (Rys. 43). Przy najnizszym
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zastosowanym stgzeniu (10 mg/kg s.m.g.), $miertelnos$¢ skorupiakow wynosita od 48 do
87%. Pochodne z ugrupowaniem metylofenylowym 5 a-c byly mniej toksyczne niz
aminofosfoniany z grupa metoksyfenylowa 5 d-f. Toksycznos¢ ze wzgledu na pozycje
podstawienia grupy metylowej lub metoksylowej w pierscieniu benzenowym, poczawszy od
najmniejszej toksycznosci zwigzkow 5 a-f, byta nastgpujaca: meta > para > orto. Sposrod
zwigzkow 5 g-i, najbardziej toksyczny okazat si¢ 5g (PhCHy>), a jego dziatanie bylo zblizone
do 5e (3-MeOCgsH4). Z kolei wplyw aminofosfonianow 5h (CMes) oraz 5i (Ph2CH) na
skorupiaki, podobny byt do tego, jaki prezentowal zwigzek 5¢ (4-MeCsHa).

m10 @50

100 100 100 100 100 100 100 100 100
100 4

80
60 -

40 -

$Smiertelnosé [%)

20

5a 5b 5¢ 5d Se 5f 5g 5h 5i
(2-MeCgHz)  (3-MeCgH,)  (4-MeCgH,)  (2-MeOCgH,) (3-MeOCeHa)  (4-MeOCgH,)  (PhCH,) (CMe;) (Ph,CH)

Rysunek 43. Smiertelnos¢ (%) skorupiakow H. incongruens, eksponowanych na aminofosfoniany 5 a-i

w stezeniach: 10, 50 mg/kg suchej masy gleby.

Wartosci ECso, obliczone w oparciu o 0gdlng $miertelno$¢ skorupiakoéw, oceniono

zgodnie z klasyfikacja toksyczno$ci opisang przez Hernando i in. (2007) jako [256]:

— 5a (2- MeCesHa4), ECso = 19.2 mg/kg s.m.g. - "szkodliwe",

— 5b (3- MeCsHa4), ECso = 17.1 mg/kg s.m.g. - "szkodliwe",

— 5¢ (4- MeCg¢Hs), ECso = 18.0 mg/kg s.m.g. - "szkodliwe",

— 5d (2- MeOCsH4), ECs0 = 17.9 mg/kg s.m.g. - "szkodliwe",

— 5e (3- MeOCgHg), ECs0 = 16.1 mg/kg s.m.g. - "szkodliwe",

— 5f (4- MeOCsHa), ECso = 17.4 mg/kg s.m.g. - "szkodliwe",

— 5g (PhCHy), ECso = 15.7 mg/kg s.m.g. - "szkodliwe",

— 5h (CMe3), ECso = 19.0 mg/kg s.m.g. - "szkodliwe",

— 51 (Ph2CH), ECs0 =18.2 mg/kg s.m.g. - "szkodliwe".
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Obok $miertelnosci, drugim kryterium toksycznego dziatania, wskazanym przez
mikrobiotest Ostracodtoxkit F™ bylo zahamowanie wzrostu (G1%). Kryterium to, pozwala
na ocen¢ subletalnej toksycznosci osadow. Zahamowanie wzrostu okreslane jest poprzez
porownanie wielkosci zywych skorupiakow, obecnych badanym osadzie z wielkoscig tych,
ktére zyja w osadzie referencyjnym. Zgodnie z instrukcja testu Ostracodtoxkit™
zahamowanie wzrostu powinno by¢ okreslane tylko dla osadéw, w ktorych $miertelnos¢
skorupiakow jest mniejsza niz 30%, w zwigzku z tym nie mierzono tego parametru

w przypadku zwigzkow 5 a-i.

4.4.2.2. Aminofosfoniany difenylowe 6 a-f i aminofosfonian dibenzylowy 7

Ocena $miertelnosci i inhibicji wzrostu skorupiakow H. incongruens, w tescie
Ostracodoxkit F, wykazala, ze dziatanie badanych substancji byto rdzne, w zaleznosci od
ich stezenia i struktury chemicznej (Rys. 44). Wplyw badanych pochodnych
aminofosfonowych na skorupiaki okreslono w oparciu 0 nastepujace stezenia substancji: 10,
50, 100 i 250 mg/kg s.m.g. Zgodnie z oczekiwaniami, wyzsze st¢zenie substancji
w probkach gleby, powodowato wigksza Smiertelnos¢ skorupiakdow.

Aminofosfoniany z grupg metylofenylowg 6 a-c, juz przy najnizszym zastosowanym
stezeniu (10 mg/kg s.m.g.), spowodowaty $miertelno$¢ skorupiakow w zakresie od 10-20%,
przy czym najmniej toksyczny okazal si¢ zwigzek 6C (4- MeCgHa4), nastepnie
6b (3- MeCsH.) oraz 6a (2- MeCsHa). Z kolei zwiazki z grupg metoksyfenylowa 6 d-f, przy
stezeniu (10 mg/kg s.m.g.), spowodowaly wigksza $miertelno$¢ skorupiakow, rzedu
15- 45%, zachowujac takg samg tendencj¢ toksycznosci, zalezng od miejsca podstawienia
jak w przypadku substancji 6 a-c. Wrazliwo$¢ H. incongruens, na dziatanie najnizszego
stezenia substancji 7 (FurCH.), byla =zblizona do wplywu aminofosfonianu
6e (3- MeOCsHa).
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Rysunek 44. Smiertelno$¢ (%) skorupiakéw H. incongruens, eksponowanych na aminofosfoniany 6 a-f oraz
7 w stezeniach: 10, 50, 100, 250 mg/kg suchej masy gleby.

Wartosci ECso, obliczone na podstawie ogolnej $miertelnosci skorupiakéw poddano

ocenie toksycznosci, na podstawie klasyfikacji opisanej przez Hernando i in. (2007) [256]:

— 6a (2- MeCsHa4), ECso = 58.5 mg/kg s.m.qg. - "szkodliwe",

— 6b (3- MeCgHa), ECso = 1408.5 mg/kg s.m.g. - "nieszkodliwe",

— 6¢ (4- MeCg¢H4), ECso = 1105.3 mg/kg s.m.g. - "nieszkodliwe",

— 6d (2- MeOCsH4), ECso = 47.5 mg/kg s.m.g. - "szkodliwe",

— 6e (3- MeOCgHg), ECs0 = 51.7 mg/kg s.m.g. - "szkodliwe",

— 6f (4- MeOC¢Ha), ECso = 132.3 mg/kg s.m.g. - "nieszkodliwe",

— 7 (FurCHy), ECso = 973.4 mg/kg s.m.g. - "nieszkodliwe".
Biorgc pod uwage zahamowanie wzrostu skorupiakow i wskazanie pomiarow jedynie
w przypadku, gdy $miertelnos¢ organizméw nie przekracza 30%, okreslono ten parametr
tylko dla niektorych zwigzkow i stezen (Tab. 15). Zgodnie z oczekiwaniami, im wyzsze byto
stezenie badanego zwiazku w glebie, tym wigksze bylo zahamowanie wzrostu organizméw.
Stwierdzono rowniez, oba parametry: Smiertelnos$¢ 1 zahamowanie wzrostu w danej probce,
byty ze soba w silnej korelacji. Bioragc pod uwage hamowanie wzrostu H. incrogruens na
skutek dziatania pochodnych 6 a-c, najmniejsza wrazliwo$¢ na badany zwigzek wykazaty
one w przypadku aminofosfonianu z podstawnikiem 4-metylofenylowym (6c), nastgpnie
3- metylofenylowym (6b), a najwicksza na zwigzek z podstawnikiem 2- metylofenylowym
(6a). Silniejszy wptyw na ten parametr wykazaty substancje 6 d-f, sposrod ktorych najmnie;j
hamujace dziatanie prezentowat zwigzek 6f (4-MeOCsH4), a nastepnie 6e (3-MeOCsHa).

156 | Strona



Pochodna 7 (FurCH), pod wzgledem hamowania wzrostu matzoraczkow, przy st¢zeniu 10

mg/kg s.m.g., byta podobna do 6a. Uzyskane wyniki wskazuja, ze im wyzsze bylo stezenie

danej substancji, tym wiekszy byt wplyw badanych pochodnych na wzrost skorupiakow.
Tabela 15. Zahamowanie wzrostu (G1%) skorupiakéw H. incongruens zyjacych w osadzie z dodatkiem

aminofosfonianow 6 a-f i 7, w stezeniach: 10, 50, 100 i 250 mg/kg suchej masy gleby. SD oznacza
odchylenie standardowe (SD, n=6 oznaczen). NM oznacza ,,nie mierzalny,”.

Zahamowanie wzrostu skorupiakéw [%]

o OPh
W/
/ \ P—o0Ph
0. OCH,Ph
Stezenie S /\ \\P—OCHzPh
substancji HN\R1 S
HN
[mg/kg 6a 6b 6c 6d 6e 6f
s.d.w.] /o
(2-MeCsHa) (3-MeCsHa) (4-MeCsHa) (2-MeOCgHa) (3-MeOCgHa) (4-MeOCgHa)
7
Me OMe
Me OMe
10 1142 9+1 4+1 NM 1241 61 10+1
50 NM NM 14+1 NM NM NM NM
100 NM NM 2612 NM NM NM NM
250 NM NM NM NM NM NM NM

4.4.2.3. N-fosfonometylopochodne glicyny 16 a-gi 17

Ocena $miertelno$ci H. incongruens po ekspozycji na zwiazki 16 a-g i 17 wykazala,
ze dziatanie badanych substancji zalezato od ich stezenia 1 struktury - im wyzsze bylo
stezenie, tym wigksza byla $miertelnos¢ skorupiakow (Rys. 45). Wplyw badanych
pochodnych aminofosfonowych na skorupiaki okre§lono w nastepujacych stezeniach: 10,
50, 100, 250 i 500 mg/kg s.m.g. Poroéwnujac wptyw pochodnych 16 a-g i glifosatu 17 na
$miertelno$¢ H. incongruens, nalezy zauwazy¢, ze pochodne aminofosfonowe 16 a-g
wykazywaly znacznie mniejszg toksyczno$¢ (lub poréwnywalng) do komercyjnego
glifosatu. Najnizsze zastosowane st¢zenie glifosatu 17 (10 mg/kg) spowodowalo 17%
$miertelno$¢ skorupiakow, natomiast zwiagzki 16a, 16 c-e i 16g, przy takim samym st¢zeniu,
nie miaty wptywu na badane organizmy. Wyzsze stezenie fosfonoamino pochodnych - 50
mg/kg s.m.g., spowodowalo $miertelnos¢ w zakresie od 3% dla 169 (4-CICsH4) do 41% dla
16f (4-OHCsHa4).
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Na podstawie klasyfikacji toksycznosci organizméw wodnych, podanej przez

Hernando i in. (2007), dokonano oceny uktadow 16 a-g oraz 17 pod wzgledem ich wartosci

ECso, obliczonych w oparciu o ogolng $miertelnos$¢ skorupiakow [256]:

100
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16a (3-Py), ECso = 5160.1 mg/kg s.m.g. - "nieszkodliwe",

16b (2-Tienyl), ECso = 2029.5 mg/kg s.m.g. - "nieszkodliwe",

16¢ (4-MeOCgHas), ECso = 5035.9 mg/kg s.m.g. - "nieszkodliwe",

16d (4-OH-3-MeO-CgH3), ECso = 4350.7 mg/kg s.m.g. - "nieszkodliwe",
16e (3-MeOCgsH4), ECso = 4171.5 mg/kg s.m.g. - "nieszkodliwe",

16f (4-OHCsH4), ECsp = 1812.5 mg/kg s.m.g. - "nieszkodliwe",

169 (4-CICeHas), ECs0 = 5952.9 mg/kg s.m.g. - "nieszkodliwe",

17,ECso = 1712.4 mg/kg s.m.g. - "nieszkodliwe".

100 100

16a
(3-Py)

16b
(2-Tienyl)

16¢ 16d 16e
(4-MeOC¢H,) (4-OH-3-MeO-C4H,) (3-MeOCgH,)

16f
(4-OHCGH,)

16g
(4-CIC4H,)

17
(glifosat)

Rysunek 45. Smiertelnos¢ (%) skorupiakow H. incongruens, eksponowanych na aminofosfoniany
16 a-g, i 17 w stezeniach: 10, 50, 100, 250 i 500 mg/kg suchej masy gleby.

Bioragc pod uwage drugi czynnik, charakteryzujacy dziatanie toksyczne wskazane
przez mikrobiotest Ostracodtoxkit, zahamowanie wzrostu organizméw bylo tym wyzsze, im
wyzsze bylo st¢zenie badanego zwigzku (Tab. 16). W stezeniu 10 mg/kg s.m.g., GI% wahato
si¢ od 3 do 6% dla zwigzkéw 16 a-g. Najmniejszy wpltyw na wielko$¢ skorupiakow
odnotowano w przypadku zwigzku 16g (4-CICeHs). Glifosat w stezeniu 10 mg/kg
powodowat 16% zahamowanie wzrostu H. incongruens, a dalszej inhibicji nie mierzono, ze
wzgledu na $Smiertelno$¢ przekraczajaca 30%. Tendencja zmian §miertelnosci skorupiakow

byta podobna do zmian toksycznos$ci, jaka zaobserwowano u bakterii A. fischeri. W obu
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przypadkach najbardziej toksyczne okazaty si¢ pochodne 16b (2-Tienyl) i 16f (4-OHCgHa),
nastepnie 16e (3-MeOCgH4), 16d (4-OH-3-MeO-CsHs), 16a (3-Py) i 16¢ (4-MeOCsHa),
natomiast najmniej toksyczny byl zwigzek 169 (4-CICeHs). Warto$¢ toksycznego
oddzialywania glifosatu 17 na H. incongruens byla porownywalna z toksyczno$ciag
16f (4- OHCgHa).

Tabela 16. Zahamowanie wzrostu (%)skorupiakow H. incongruens zyjacych w glebie zanieczyszczonej
zwigzkami 16 a-g i 17, w stezeniach: 10, 50, 100 i 250 mg/kg suchej masy gleby. SD oznacza odchylenie

standardowe (SD, n=6 oznaczen). NM oznacza ,,nie mierzalny”.

Inhibicja wzrostu [%]

16d
16a 16b 16¢ 16e 16f 16g 17
(4-OH-3-
(3-Py) (2-Tienyl)  (4-MeOCsHa) (3-MeOCgHa) (4-OHCgHa) (4-CICsH4) (glifosat)
MeO-CsHs)
Stezenie
substancji
X H
[mg/ke | 7S MeO
=N — OMe
s.d.w.] OMe OH OH Cl
10 0 0 0 0 0 0 0 0
50 3t1 9t1 6tl 312 4x1 6x1 3t1 163
100 7£2 2612 8t1 8t1 11+2 NM 412 NM
250 912 NM 102 11+2 23+2 NM 6x1 NM

Poréwnujac wplyw badanych aminofosfoniandw na skorupiaki, stwierdzono, ze
najbardziej toksyczne dla tej grupy organizméw byly aminofosfoniany dimetylowe 5 a-i,
a w naste¢pnej kolejnosci pochodne difenylowe 6 a-f. Matzoraczki H. incongruens nie byty
wrazliwe zarowno na pochodng dibenzylowa 7, jak i na glifosatowe pochodne 16 a- g.
Reakcja skorupiakow znacznie roznita si¢ od tej, jaka wykazaly bakterie A. fischeri.
Mikroorganizmy, nie wykazaty szkodliwego wplywu na aminofosfoniany. Jedynym
wyjatkiem jest difenylowa pochodna z podstawnikiem 2-metylofenylowym 6d. Poréwnujac
dziatanie grupy metylofenylowej oraz metoksyfenylowej, bakterie i skorupiaki, wykazaty
wigkszg wrazliwo$¢ wobec grupy metoksylowej. W obu grupach organizméw, wplyw
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pozycji grupy metylowej i metoksylowej w pierscieniu benzenowym aminofosfonianow
dimetylowych (5 a-i) ukfadat si¢ nastgpujaco meta > para > orto. Natomiast dla pochodnych
difenylowych (6 a-f) najbardziej toksyczna bylo umiejscowienie podstawnika w pozycji
orto, nastepnie meta, a najmniej para.

Badania sugeruja, ze niektore zwiazki zawierajace grupe metoksyfenylowa moga
mie¢ potencjalne dziatanie rakotworcze lub mutagenne. Jednym z przykladow jest
2- metoksyfenol, ktory jest metabolitem niektorych fenolowych zwigzkoéw aromatycznych.
Wykazuje on zdolno$¢ do indukowania uszkodzen DNA i mutacji w badaniach in vitro.
Warto zaznaczy¢, ze wptyw grupy metoksyfenylowej, a takze miejsca podstawienia orto-,
meta- i para-, na skorupiaki moze zaleze¢ od wielu czynnikow, takich jak dawkowanie, czas
ekspozycji, rodzaj substancji i1 indywidualne rdznice genetyczne. RoOwniez istotnym
aspektem jest cate srodowisko, w ktorym wystepuja te zwiazki, a nie tylko pojedynczy

czynnik chemiczny [264, 265].
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Analizujac wyniki uzyskane w badaniach, niezaleznie od rodzaju aminofosfonianu
uzytego w eksperymencie, zaobserwowano, ze gldwnym czynnikiem determinujacym
ekotoksyczno$¢ badanych zwiazkéw jest ich stezenie w glebie. Reakcje roslin
W poszczegbdlnych testach cechowaly pewne podobienstwa, a charakter zachodzgcych zmian
mial zblizony przebieg. Zmiany te, wraz z oceng wlasciwosci fitotoksycznych
i ekotoksycznych kazdego aminofosfonianu, umieszczono w tab. 17.

Porownujac wptyw wszystkich trzech grup zwigzkow (5 a-i, 6 a-f, 7, 16 a- g) na
wysoko$¢ pedu, dlugos¢ korzeni 1 §wiezg mase badanych roslin, najbardziej toksyczne
dziatanie wobec obu rodzajow roslin wykazaly aminofosfoniany dimetylowe 5 a- i.
Pochodne difenylowe 6 a-f, glifosatowe 16 a- g, i dibenzylowa pochodna 7, wykazaty
wickszg selektywno$¢ wobec roslin 1 byty bardziej toksyczne wobec dwuliSciennej
rzodkiewki. Przektadato si¢ to na procentowe zahamowanie wzrostu poszczegdlnych
parametrow: $§wiezej masy, wysokosci pedow oraz dlugosci korzeni, ktore zawsze byly
najbardziej wrazliwe na dzialanie badanych zwiazkéw. Rzodkiewka byta rowniez bardziej
podatna na wzrost procentowego udziatu suchej masy, co bylo odpowiedzig na wzrastajace
stezenia zastosowanych w glebie zwiazkow 5 a-i, 6 a-f, 7, 16 a-g oraz 17. W przypadku
owsa, procentowy udziat suchej masy, na skutek dziatania aminofosfonianéw 5 a-i,
6 a- foraz 7, byl rowny probie kontrolnej lub nieznacznie obnizony w poréwnaniu do
niej. Rosngce stezenia pochodnych aminofosfonowych w glebie, wpltywaly na
kietkowanie roslin, co byto bardziej widoczne wobec rzodkiewki. Rowniez bioragc pod
uwage wpltyw zwigzkéw 5 a-i, 6 a-f, 7, 16 a-g oraz 17 na barwniki asymilacyjne w jej
przypadku byl bardziej wyrazny, powodujac obnizenie poziomu chlorofilu catkowitego
i wzrost zawartosci karotenoidow W zielonych czeSciach roslin. Rowniez wartosci NOEC
i LOEC dla badanych aminofosfonianéw byly nizsze w przypadku rzodkiewki, co $wiadczy
o wigkszej wrazliwosci tej rosliny na badane zwigzki. Poroéwnujac wplyw grupy
metylofenylowej i metoksyfenylowej w badanych aminofosfonianach, wobec obu roslin,
stwierdzono, ze pochodne dimetylowe 5 a-c, oraz difenylowe 6 a-c z ugrupowaniem
metylofenylowym, byly bardziej toksyczne niz pochodne dimetylowe 5 d-f i difenylowe
6 d-f z ugrupowaniem metoksyfenylowym.

Rowniez miejsce przylaczenia tych podstawnikow miato wpltyw na fitotoksycznos$¢.
W przypadku aminofosfonianéw dimetylowych 5 a-c wobec owsa i difenylowych
pochodnych 6 a-f wobec obu badanych roslin, najbardziej toksyczny wptyw miaty zwigzki,
w ktorych grupa metylowa lub metoksylowa w pierScieniu benzenowym, znajdowala si¢

W pozycji orto, mniejsza toksycznos¢ wykazaly zwiazki meta podstawione, a najmniejsza
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z podstawieniem w pozycji para. Inng tendencje¢ wykazaty aminofosfoniany dimetylowych
5 a-c wobec rzodkiewki. W tym przypadku najbardziej toksyczna byla pochodna
z ugrupowaniem 4-metylofenylowym, nast¢pnie 3-metylofenylowym, a najmniejsza
fitotoksyczno$¢ wykazat zwigzek z podstawieniem grupy metoksyfenylowej w pozycji orto.

Porownujgc dziatanie chwastobojcze zwiazkow 5 a-i, 6 a-f, 7, 16 a- g, za najbardziej
skuteczne mozna uzna¢ pochodne dimetylowe 5 a-f, oraz glifosatowe 16 a- g. Wsrod
pochodnych dimetylowych, bardziej skuteczne okazaly si¢ zwigzki z podstawnikiem
metylofenylowym (5 a-c), niz z podstawnikiem metoksyfenylowym (5 d-f). Miejsce
podstawienia rOwniez w tym przypadku generowalo nastepujacg tendencje toksycznosci:
orto > meta > para. Nieskuteczne jako herbicydy, okazaty si¢ difenylowe pochodne 6 a-f,
oraz aminofosfonian dibenzylowy 7.

W przypadku wynikéw uzyskanych dla bakterii A. fischeri w tescie Microtox,
sposrod wszystkich badanych substancji, jedynie difenylowa pochodna 6d (2-MeOCgHa),
wykazata szkodliwy wplyw na mikroorganizmy testowe. Porownujac jednak wartosci ECsg
wszystkich aminofosfonianéw, mozna stwierdzi¢ odmienne dziatanie aminofosfonianow
z ugrupowaniem metylo i metoksyfenylowym. O ile w przypadku roslin, bardziej toksyczne
byty zwigzki z grupg metylofenylowa (5 a-c, 6 a-c), tak w przypadku bakterii, wigksza
toksyczno$¢ cechowala te, z grupg metoksyfenylows (5 d-f, 6 d-f). Tendencja toksycznos$ci
wzgledem pozycji podstawienia, dla aminofosfonianéw dimetylowych (5 a-i) byta
nast¢pujgca: meta > para > orto, natomiast dla difenylowych (6 a-f) przedstawiata si¢ w taki
sposob: orto > meta > para.

Sposrod zwigzkoéw 5 a-i, 6 a-f, 7 oraz 16 a- g, skorupiaki H. incongruens wykazaty
najwickszg wrazliwo$¢ na aminofosfoniany dimetylowe 5 a-i. Nieco mniej toksyczne
okazaly si¢ na niektore pochodne difenylowe 6 a-f. Pochodna dibenzylowa 7 oraz
glifosatowe pochodne 16 a- g nie wykazaty toksycznosci na badane organizmy. Poréwnujac
wystepowanie grupy metylofenylowej w zwigzkach 5 a-c oraz 6 a-c, a takze
metoksyfenylowej w substancjach 5 d-f i 6 d-f, stwierdzono wicksza wrazliwosé
matzoraczkow wobec grupy metoksyfenylowej, co byto podobne do reakcji bakterii w tescie
Microtox. W przypadku H. incongruens, tendencja toksyczno$ci wzgledem miejsca
podstawienia w pierscieniu benzenowym, dla aminofosfonianéw dimetylowych (5 a-i) byta
taka sama jak wobec bakterii, natomiast dla difenylowych przedstawiata si¢ w nastepujacy

sposob: orto > meta > para.
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Aminofosfonian:

Tabela 17. Ocena whasciwosci fitotoksycznych i ekotoksycznych aminofosfonianéw 5 a-i, 6 a-f, 7, 16 a-gi 17.

Ocena fitotoksycznosci

Na podstawie procentowego zahamowania [GI%]:

<10% ,~”
10-30% ,+"
31-50% ,,++”
51- 70% ,,+++"
71— 90% ,++++”
>90% ,,+++++"

Ocena chwastobdjcza

Na podstawie skali EWRC:
Ocena9,-"”

Ocena 8,7 ,+”

Ocena 6 ,,++”

Ocena5 ,+++”

Ocena 4, 3 ,++++”
Ocenal, 2 ,+++++”

Biotesty

Na podstawie klasyfikacji wg Hernando:
ECs0 >100 mg/L, nieszkodliwe ,—”

ECso = 10-100 mg/L, szkodliwe ,+”

ECso= 1-10 mg/L, toksyczne ,,++”

ECso < 1 mg/L, bardzo toksyczne ,+++”

Owies zwyczajny (A. sativa) Rzodkiewka zwyczajna (R. sativus) . Microtox Ostracodtoxkit F
Zéttlica . Szczaw
5 5 drobnokwi Komosa biata i
Swieza Wysokos¢ Diugo$é Swieza Wysokos¢ Diugosé (el S BT E (C. Album) pospolity Bakterie Skorupiaki
masa pedéw korzeni masa pedéw korzeni (G. parvifiora) (R. acetosa) A. fischeri H. incongruens
5a (2-MeCcHa) ++ ++ ++ ++++ ++ I I -+ o+ - +
5b (3-MeCcHa) + + ++ ++++ ++ I + - o+ - +
5¢ (4-MeCcHa) + + + ++ + ++ ++ + ++ - +
T°';sy:":s°: 5a>5b>5c | 5a>5b>5¢ | 5a>5b>5c¢ | 5a>5b>5c | 5a>5b>5¢ | 5a>5b>Sc 5a>5b>5¢ 5a>5b>5¢ 5a>5b>5¢ 5b>5¢>5a 5b>5c>5a
5d (2-MeOCgHa4) - + + + + + ++ - - - +
5e (3-MeOCsHa4) + + + o + + - - - - +
5f (4-MeOCsHa4) + + ++ ++ + ++ - o o = +
Toksycznos¢:
0-,m-,p- 5f>5e>5d 5f>5e>5d 5f>5e>5d 5f>5e>5d 5f>5e>5d 5f>5e>5d 5d>5e>5f 5d>5e>5f 5d>5e>5f 5f>5e>5d 5f>5e>5d
5g (PhCHz) ++ ++ ++ ++++ ++ - + + + - +
5h (CMes) ++ + ++ ++ + ++ - - - - +
5i (PhaCH) ++ ++ ++ — + - - - - - +
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6a (2-MeCsHa)

= = a— a— . A - - - - +
6b (3-MeCsHa) = = . ++ 4 - - - - - -
6¢ (4-MeCsHa) = = ++ ++ = H+ - - - - -
Toksycznosé:

0-,m-,p- 6a>6b>6¢ 6a>6b>6¢ 6a>6b>6¢ 6a>6b>6¢ 6a>6b>6¢ 6a>6b>6¢ 6a>6b>6¢ 6a>6b>6¢ 6a>6b>6¢ 6a>6b>6¢ 6a>6¢c>6b

6d (2-MeOC¢Ha) - - +H+ +H+ +++ +H++ - - - + +

6e (3-MeOCsHa) - - + ++ ++ ++ - - - - +

6f (4-MeOCsHa) - - + ++ - ++ - - - - -
Toksycznosé:
o-,m-,p- 6d>6e>6f 6d>6e>6f 6d>6e>6f 6d>6e>6f 6d>6e>6f 6d>6e>6f 6d>6e>6f 6d>6e>6f 6d>6e>6f 6d>6e>6f 6d>6e>6f
7 (FurCHy) - - s s + ++ - - - - -
16a (3-Py) - - ++ ++ + +++ + - + - -
16b (2-Tienyl) - - ++ ++ + . . - ot - -

16c (4-MeOCsHa) - - ++ . ++ - ++ - . - -
16d (4-OH-3-

- - ++ ++ + 4+ 4+ - . - -
MeO-CBHs)

16e (3-MeOCsHa) - - ++ ++ + S+ + - - - -
16f (4-OHCsHa) - - ++ . ++ . ++ - + - -
16g (4-CICsHa) - - ++ . ++ . I - e - -

17 (H) - I I I FHE AR 4+ - - +/- -
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WNIOSKI:

Na podstawie wynikow badan otrzymanych w trakcie realizacji rozprawy doktorskiej,

sformutowano nastepujace wnioski:

e Zsyntezowano grupe dimetylowych i difenylowych pochodnych tiofeno—2—
karboaldehydu, zawierajacych podstawniki metylo lub  metoksyfenylowe,
w ktorych grupy metylowe i metoksylowe byly potozone w pozycji orto—, meta—
lub para— pier$cienia benzenowego (5 a—f, 6 a—f).

e Dodatkowo, dla poréwnania zsyntezowano rowniez grupg dimetylowych
pochodnych tiofeno-2-karboaldehydu, podstawionych grupami: benzylows, tert-
butylowa oraz benzhydrylowa (difenylometylows) (5 g—i), a takze dibenzylowa
pochodna z podstawnikiem furfurylowym (7).

e Sposréd wszystkich badanych aminofosfonianow najbardziej szkodliwe wobec
badanych roslin okazaty si¢ aminofosfoniany 5 a—i. Stopien toksyczno$ci wobec
badanych parametréw ro$lin ($§wiezej masy, wysokosci pedow oraz dlugosci
korzeni), w tej grupie aminofosfonianow zalezny byt od potozenia grupy metylowe;]
i metoksylowej w pierscieniu benzenowym w pozycji orto—, meta—, para. Przy czym,
negatywny wptyw grup metylofenylowych uktadat si¢ w nast¢pujacy sposob: orto >
meta > para, a wobec metoksyfenylowych odwrotnie: para > meta > orto.
W przypadku grupy 5 g-i, toksycznos¢ zwigzkoéw 5g oraz 5i byta zblizona do
toksycznoéci aminofosfonianow z ugrupowaniem metylofenylowym, natomiast
aminofosfonian 5h  wykazywal podobng fitotoksyczno$¢ do  zwigzku
z ugrupowaniem metoksyfenylowym — 5f. Badania fitotoksycznosci tej grupy
zwigzkow, nie wykazaty istotnej selektywnosci wobec roslin jedno i dwulisciennych.

e Pochodne difenylowe 6 a—f, wykazaly selektywno$¢ wobec roslin, a bardziej
wrazliwg na ich dziatanie, okazala si¢ dwuliscienna rzodkiewka. W przypadku tej
grupy aminofosfonianéw, bez wzgledu na rodzaj podstawnika w pierscieniu
benzenowym, najwicksza toksyczno$¢ wykazaly zwigzki w pozycji orto—,
a najmniejsza W pozycji meta—.

e Pochodne aminofosfonowe 16 a- g, wykazaty selektywnos$¢ wobec roslin i byty
bardziej toksyczne wobec dwulisciennej rzodkiewki, niz w przypadku

jednoli$ciennego owsa.
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e Tendencje zmian zawarto$ci barwnikow asymilacyjnych w zielonych czgéciach
badanych roslin, odpowiadaty zmianom zawartosci $wiezej masy, dlugosci korzenia
i pedow, traktowanych badanymi aminofosfonianami. Rosnace stezenie badanych
substancji w glebie, powodowato obnizenie zawarto$ci chlorofilu i wzrost zawartosci
karotenoidow w zielonych czesciach roslin.

e Wstepne badania zsyntezowanych aminofosfonianow pod katem ich wilasciwosci
chwastobojczych, wykazaty, ze najbardziej skutecznymi, jako potencjalne
herbicydy, moga by¢ aminofosfoniany dimetylowe 5 a-f oraz pochodne
N- fosfonometyloglicyny 16 a—g.

e W oparciu o skalg toksycznosci zaproponowang przez Hernando [256], w przypadku
bakterii A. fischeri w tescie toksycznosci ostrej - Microtox, sposrod wszystkich
badanych substancji, jedynie difenylowa pochodna 6d (2-MeOC¢H4), wykazata
szkodliwy wplyw na mikroorganizmy testowe, pozostale zostaly sklasyfikowane
jako nieszkodliwe.

e Badania toksycznos$ci chronicznej w tescie Ostracodtoxkit, wykazaly wigksza
toksycznos$¢ aminofosfonianéw wobec skorupiakow H. incongruens w poréwnaniu
do bakterii, przy czym sposréd wszystkich testowanych substancji, najmnie;j
toksyczng grupg okazaty si¢ pochodne N — fosfonometyloglicyny, aminofosfoniany

difenylowe, oraz pochodna dibenzylowa.

Na podstawie wynikoéw badan wiasnych oraz sformutowanych powyzej wnioskow
stwierdzono prawdziwo$¢ postawionej tezy pracy, ze czeS¢ sposrod zsyntezowanych
pochodnych aminofosfonowych charakteryzuje si¢ niskg fitotoksycznos$cig wobec roslin
uprawnych (badane w ramach pracy: rzodkiewka i owies), posiadajagc jednoczesnie
wilasciwosci chwastobojcze, co wskazuje je, jako potencjalne, przyjazne srodowisku
substancje czynne w preparatach herbicydowych. Ich selektywne dziatanie, daje
potencjalne mozliwosci zastosowan tego rodzaju zwigzkow, jako herbicydéw przy uprawie
roslin jednolisciennych. Sposrdéd przebadanych aminofosfoniandw, wybrane zwigzki
wykazaty niska szkodliwos§¢ wobec testowanych organizméw wodnych, co przy braku ich
fitotoksycznosci i skutecznosci dziatania chwastobojczego, stwarza potencjalne mozliwosci

aplikacyjne w obszarze agrochemii.
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OSWIADCZENIE

Ja, nizej podpisany/a Diana Rogacz

Imi¢ i Nazwisko

doktorant® / doktorantka* Wydzialu Nauk Scislych, Przyrodniczych 1 Technicznych
Uniwersytetu Humanistyczno-Przyrodniczego im. Jana Dlugosza w Cze¢stochowie o§wiadczam,

ze przedkladana prace doktorska pt.

Synteza i wstgpna ocena ekotoksykologiczna wybranych C-tienylowych pochodnych
fosfonoglicyny oraz C-arylowych pochodnych N-fosfonometylo-glicyny

napisatem/am samodzielnie. Oznacza to, ze przy pisaniu pracy, poza niezbednymi
konsultacjami, nie korzystalem/am z pomocy innych 0s6b, a w szczegdlnosci nie zlecalem/am
opracowania rozprawy lub jej czesci innym osobom, ani nie odpisywalem/am tej rozprawy lub

jej czesci od innych osob.

Oswiadczam réwniez, ze drukowana wersja pracy jest identyczna z zalaczona wersja

elektroniczna.

Jednoczesnie przyjmuje do wiadomosci, ze gdyby powyzsze oswiadczenie okazalo sie

nieprawdziwe, decyzja o wydaniu mi dyplomu zostanie cofnigta.

Poniewaz niniejsza praca jest moja wlasnodcig intelektualna, chroniong prawem autorskim,

w zwiazku z zamystem wydania jej drukiem wyrazam zgode* / aie—wyrazam—zgedy* na

udostepnianie mojej rozprawy doktorskiej do celéw naukowych 1 badawczych w Internecie.

Czestochowa, dnia 26.05.2023 e

* - niepotrzebne skresli¢
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