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Wykaz prac naukowych wchodzacych w sktad cyklu

Kwasniewska-Sip P., Cofta G., Nowak P.
(2018) Resistance of fungal growth on Scots
pine treated with caffeine. International
Biodeterioration & Biodegradation, 132,
178-184. doi: 10.1016/j.ibiod.2018.03.007

Kwasniewska-Sip P., Wozniak M., Jankowiak
W., Ratajczak I., Cofta G. (2021) Chemical
changes of wood treated with caffeine.
Materials, 14(3), 497.

doi: 10.3390/ma14030497

Kwasniewska-Sip P., Bartkowiak M., Cofta G,
Nowak P.B. (2019) Resistance of Scots pine (Pinus
sylvestris L.) after treatment with caffeine and
thermal modification against Aspergillus niger.
BioResources, 14(1), 1890-1898.

doi: 10.15376/biores.14.1.1890-1898

Ratajczak 1., Wozniak M., Kwasniewska-Sip P.,
Szentner K., Cofta G., Mazela B. (2018) Chemical
characterization of wood treated with a formulation
based on propolis, caffeine and organosilanes.
European Journal of Wood and Wood Products
76(2), 775-781. doi: 10.1007/s00107-017-1257-9

Wspotfinansowanie: ze srodkow z dotacji na prowadzenie badan naukowych lub prac rozwojowych stuzgcych rozwojowi mtodych naukowcéw oraz uczestnikow

studiow doktoranckich na WTD UPP (nr 507.423.34; 507.423.42; 507.423.53) oraz z funduszy norweskich (Norway Grants): umowa nr Pol-Nor/203119/32
pt.: ,Bio-przyjazne srodki ochrony drewna zwiekszajgce jego trwato$¢” o akronimie DURAWOOD




Wprowadzenie

« zwigzki arsenu

« zwigzki chromu

« aminy alifatyczne
(etanoloamina)

« pochodne chlorofenoli

« zwigzki miedzi

« propikonazol

« zwigzki boru

« weglowodory

ropopochodne

Clausen, C.A., Yang, V., 2007. Protecting wood from mould, decay, and termites with multi-component biocide systems. Int. Biodeterior. Biodegrad. 59, 20-24.

https://doi.org/10.1016/j.ibiod.2005.07.005




Wprowadzenie

Biologiczne « zasadowe zwigzki pochodzenia naturalnego
0.9% Semi-syntetyczne  atom azotu w uktadzie cyklicznym
0 . . . . . . : - .
14.7% « silne dziatanie fizjologiczne na organizm cztowieka oraz zwierzat

Naturalne
6.4%

HO™ )
morfina

Syntetyczne
718%

chinina kokaina

Cantrell, C.L., Dayan, F.E., Duke, S.0., 2021. Natural products as sources for new pesticides. J. Nat. Prod. 75, 1231-1242. https://doi.org/10.1021/np300024u

Gummadi, S.N., Bhavya, B., Ashok, N., 2012. Physiology, biochemistry and possible applications of microbial caffeine degradation. Appl. Microbiol. Biotechnol. 93, 545-554.
https://doi.org/10.1007/s00253-011-3737-x




Cel rozprawy

Celem naukowym rozprawy doktorskiej jest okreslenie wtasciwosci fungistatycznych alkaloidu — kofeiny
wzgledem grzybow zasiedlajgcych drewno oraz proba scharakteryzowania oddziatywan chemicznych
wystepujgcych pomiedzy badanym alkaloidem purynowym, a materiatem drzewnym, co umozliwi
ustabilizowanie substancji aktywnej w drewnie w celu opracowania systemu chronigcego drewno przed

biodeterioracja.



wytypowanie na
podstawie badan
skryningowych
alkaloidu o
wysokiej
aktywnosci

biologicznej

ocena
wtasciwosci
grzybobdjczych
kofeiny

Zakres pracy

ocena trwatosci
zabezpieczonego
drewna
preparatem
ktérego gtownym
sktadnikiem jest

kofeina

fizyko-chemiczna
charakterystyka
oddziatywan
zachodzgcych w
zabezpieczonym
materiale

drzewnym

opracowanie
preparatu do
ochrony drewna
odpornego na
dziatanie
warunkow

atmosferycznych



Badania przesiewowe - bioautografia TLC

ptytka TLC z

ptytka
kontrolna

84 zwigzki pochodzenia naturalnego lub
semisyntetycznego

« alkaloidéw chinolizydynowe

* bischinolizydynowe

* purynowe

kofeina



Materiaty | >

Biel sosny zwyczajnej Pinus sylvestris L. (gestos¢ 540450 kg/m?3)

1 metody

kofeina (1,2,3-trimetyloksantyna, Sigma-Aldrich)

celuloza fibers (medium, Sigma-Aldrich)

lignina Kraft (Sigma-Aldrich)

PRZYGOTOWANIE PROBEK DO BADAN

probki nasycano przez 15 minut pod zmniejszonym cisnieniem 0,08 MPa

i 2 godziny w warunkach cisnienia atmosferycznego
(4,0; 6,3; 10; 20 i 25 mg/ml)

czesc probek poddano testom starzeniowym

(procedura wymywania wg PN EN-84)

PN EN 84:1997, Wood Preservatives—Accelerated Ageing of Treated Wood Prior to Biological Testing—Leaching Procedure; Eur. Stand: Brussels, Belgium, 1997; pp. 1-8.



TESTY MIKOLOGICZNE

o
M ate I laly BADANIE NA ODPORNOSC WOBEC DZIALANIA GRZYBOW ROZKLADAJACYCH

1 metody

rozktad brunatny Coniophora puteana , Rhodonia (Poria) placenta

Gloeophyllum trabeum

rozktad biaty Trametes versicolor

16 tygodni inkubacji

BADANIA NA ODPORNOSC WOBEC GRZYBOW PLESNIOWYCH

10 grzybow plesniowych Aspergillus niger , A. versicolor,

A. terreus , Chaetomium globosum, Cladosporium herbarum,
Paecilomyces variotii , Penicillium cyclopium, P. funiculosum,
Phoma violacea and Trichoderma viride
28 dni inkubacji

ISO EN 846, 1997. Plastics. Evaluation of the Action of Microorganisms.

EN 113, 1997. Wood Preservatives. Test Method for Determining the Protective Effectiveness against Wood Destroying Basidiomycetes. Determination of the Toxic Values.



Materiatly
1 metody

O
METODY INSTRUMENTALNE " |\1CH3
A I
ANALIZA ELEMENTARNA o~ N~ R
CH ;

;>’> zawartos$é atomu azotu [%]
% oszacowanie stopnia wymycia azotu wchodzgcego w sktad

czgsteczki kofeiny

SPEKTROSKOPIA W PODCZERWIENI Z TRANSFORMACJA FOURIERA (FTIR)

;»:> okreslenie zmian strukturalnych drewna poddanego impregnacji
kofeing i przyspieszonemu starzeniu
;»> scharakteryzowanie oddziatywan pomiedzy kofeing i gtéwnymi

sktadnikami drewna (celulozg i ligning)

SKANINGOWA MIKROSKOPIA ELEKTRONOWA (SEM)

% okreslenie potozenia czgsteczki kofeiny w strukturze nasyconego

drewna czgsteczek kofeiny



Materiatly
1 metody

OBLICZENIA KWANTOWO-CHEMICZNE

;»? analiza odddziatywan pomiedzy czgsteczkg kofeiny a dimerem (B-0-4)

jednostek gwajacylowych ligniny

;»? Gaussian 09

BADANIA NAD OPRACOWANIEM METODY OCHRONY DREWNA
ODPORNEGO NA DZIALANIE WARUNKOW ATMOSFERYCZNYCH

%} modyfikacja termiczna prébek drewna impregnowanych
kofeing

impregnacja drewna preparatem ochronnym sktadajgcym sie
z kofeiny, propolisu i silanéw



Najwazniejsze
wyniki

Testy mikologiczne Analiza SEM Symulacja Preparat

instrumentalna molekularna ochronny



Ubytki masy (ML) prébek w testach odpornosci na dziatanie grzybow rozktadajacych drewno.

Niewymywane Wymywane
Grzyb Coar Retencjs ML (%) Duncantest Dunnettestp Retencjs ML (%) Duncantest Dunnettestp

(mg/ml) (kg/m3) value (kg/m3) value

0 0,0 41,9 (1,2) a - 0,0 41,9 (1,2) a -
4 2,7 (0,1) 9,6 (6,1) b 0,00 2,8 (0,1) 38,8 (2,4) a 0,26
6,3 4,7 (0,3) 1,3(0,1) c 0,00 4,6 (0,0 32,2 (3,5) b 0,00

C. puteana
10 7,1 (0,4) 1,8(0,1) c 0,00 7,1(0,2) 8,1 (3,1) c 0,00
20 14,6 (0,8) 1,5(0,1) c 0,00 14,8 (0,5) 3,7 (0,7) d 0,00
25 18,0 (0,4) 1,5(0,2) c 0,00 18,2 (0,6) 3,0(0,0) d 0,00
0 0,0 28,3 (4,9) a - 0,0 28,3 (4,9) a

4 2,8 (0,2) 11,1 (1,3) b 0,00 2,9 (0,1) 21,3 (2,5) b 0,01
P, placenta 6,3 4,4 (0,2) 0,5(0,1) c 0,00 4,5(0,2) c 0,00
10 7,1 (0,6) 0,6 (0,1) c 0,00 7,5 (0,3) d 0,00
20 15,1 (0,5) 2,5(0,2) c 0,00 14,2 (0,8) d 0,00
25 17,2 (1,4) 0,4(0,1) c 0,00 18,1 (0,8) d 0,00

0 0,0 30,4 (4,0) a - 0,0 a -
4 2,9 (0,1) 6,0 (1,2) b 0,00 2,9 (0,1) b 0,13
6. trabeumn 6,3 4,6 (0,1) 4,0 (3,5) b 0,00 4,5 (0,1) b 0,07
10 7,1(0,1) 0,8(0,2) c 0,00 6,9 (0,3) c 0,00
20 15,0 (0,1) 0,7(0,1) c 0,00 14,9 (0,5) c 0,00
25 18,3 (0,9) 0,6 (0,1) c 0,00 18,1 (1,0) c 0,00

0 0,0 24,2 (2,2) a - 0,0 a -
4 2,9 (0,1) 4,3 (0,7) b 0,00 2,9 (0,1) b 0,00
. 6,3 4,5 (0,2) 1,4(0,3) c 0,00 4,5 (0,2) c 0,00
C. versicolor 10 6,9 (0,6) 1,4 (0,1) c 0,00 6,9 (0,8) d 0,00
20 14,1 (0,2) 1,8(0,1) c 0,00 14,8 (0,4) d 0,00
25 17,6 (0,7) 0,9 (0,1) c 0,00 18,7 (0,4) d 0,00

Testy mikologiczne

Ubytek
masy
ML<3%



Oznaczenie minimalnej retencji i stezenia kofeiny w celu zapewnienia ubytku masy ponizej 3%.

Graniczna wartosc¢ grzybobdjcza
5,1 kg/m3

Niewymywane Wymywane
Grayb Retencja Caf Retencja Caf
[kg/m3] [mg/ml] [kg/m3] [mg/ml]
C. puteana 4,65 6,42 18,11 24,99
C.versicolor 3,50 4,83 7,84 10,82
G. trabeum 4,53 6,25 18,10 24,98
P. placenta 5,03 6,94 10,69 14,75

45 e
42 g ML_Cp=41.914*exp(-0.568* Retention) R*=D.96
38 ML_Cv=23.606%exp{-0.588*Retention) Ré=0.94
= I Y B ML_Gt=20.364%exp(-0.511*Retention) R*=0.95
E gg """"""""""""""""""""" ML_Pp=28.593*exp|-0 448*Retention) R*=0.92
.
E %z . puteana
- ié - = = C.versicolor
=
= E — -+ G trabeum
g --------- F‘_ J:IJIE{'E'HE'D
3
O
Retencja [kg/m’]
51
AR ML_Cp=46.537*exp|-0.150"Retention) R2=0.85
45 ML_Cw=24.918*2xp(-0.270*Retantion] R:=0.50
42 ML_Gt=33.335%xp(-0.133*Retention) R:=021

Ubytek masy [%]
= = P [ 2 LA LA LD L
0L O LD 1L 00 = s =] L LD

AT

AN
TN ™ =
— \ .|l.r
- .H ",rl.
— x LM
- S

ML_Pp=29.888"exp[-0.215*Retention) R2=090

— (. puteana
- = = versicolor
- -« G trabeum

......... P pJ'-EI{'EJ".' ta

llllllll

Retencja [kg/m?]

Testy mikologiczne



Ocena wizualna wzrostu grzybow plesniowych po 4 tygodniach inkubacji

ool pmmmommm—— B C. herbarum

mF. violacea Odpornos¢ na plesn oceniana w skali ocen ISO EN 846:
[ I viride

# P cyclopium

Testy mikologiczne

0 — brak widocznego wzrostu pod mikroskopem,
1 — wzrost niewidoczny gotym okiem, ale widoczny pod mikroskopem,

M i glabosm
OF. fimsiculoswum 2 — powierzchnia porosnieta do 25%,
BE. variotii 3 — pokrycie do 50%,

BA ftarss

4 — pokrycie powyzej 50%,

Fl4d. versicalor
m_.{ niger 5 — intensywny wzrost, cata powierzchnia pokryta grzybnia.

probka kontrolna
porosnieta
A.niger

o 1 2 3 4 5
Fating scale

ISO EN 846, 1997. Plastics. Evaluation of the Action of Microorganisms.



Analiza zawartosci azotu wskazujgca na obecnosé¢ kofeiny w impregnowanym drewnie

Stezenie azotu [%]

Probki
N C H
Kontrolna 0,0742+ 0,006 47,3892+0,081 6,3092+ 0,027 .
nallza
Niewymywane  0,9808%£0,041 47,5922+ 0,006 6,259+ 0,042

instrumentalna

Wymywana  0,4695%0,008 47,5362+ 0,070 6,3092 + 0,174

Analiza FTIR ligniny (a) oraz mieszaniny kofeiny z ligning (b)

I | | /
v vy
Y
Drgania Grupy Zmiany /\\ A /\\f al /\v \N\v/
1705 cm™ karbonylowa C=0(2) przesuniecie W
1660 cm™ karbonylowa C=0(6) spadek intensywnosci % \)\
1514 cm™ szkielet aromatyczny spadek intensywnosci ;é
1280 cm™ jednostka gwajacylowa spadek intensywnosci %
1214 cm™ jednostka gwajacylowa spadek intensywnosci £

\} V

1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000
Wavenumber [cm™]




Widmo FTIR sosny zwyczajnej (A) i drewna impregnowanego kofeing (B),

drewna impregnowanego kofeing po wymywaniu (C)

B
=
= c A
Q I )
% Analiza
£ instrumentalna
& c
% : 1705

: 1660
= | 1555
400  3%00 3000 250 2000 1500 1000

Wavenumber [cm]
N 1555

1514cm?

95,51
95,04
945:

Transmittance [%]
i - 2
n
2
> (=]
A\
K

1800 1780 1760 1740 1720 1700 1680 1660 1640 1620 1600 1580 1560 1540 1520

Wavenumber [cm™]



SEM

10-15um

agregaty skrystalizowanej kofeiny kofeina w przestrzeniach miedzykomérkowych

(krysztaty w ksztatcie igiet o dtugosci drewna i zgromadzona pomiedzy wtoknami

10-15 pym) widocznymi w przekroju poprzecznym



Struktura oraz schemat oddziatywan czasteczki kofeiny ze zwigzkiem modelowym,
dimerem (B-0-4) jednostek gwajacylowych

Symulacja

Symulacja trajektorii wigzania molekularna
miedzy grupg metylenowag
strukturalnej czesci ligniny,

a karbonylowg grupg kofeiny (C6=0)




MODYFIKACJA TERMICZNA PROBEK DREWNA IMPREGNOWANYCH KOFEINA

w
DTG DSC L
2.0 60.0 )
0o J 181°C L 400
20 r - 20.0
T [ Vs [ e
= 151°C :
E 40 2
5 | o = Preparat
P 50 2
5 - -40.0 ochronny
M - -60.0 prébka kontrolna
-10.0 L ;.
%00 porosnieta
-12.0 -100.0 .
0 50 100 150 200 250 300 A.niger

Temperature [°C]

Fas

w

T=100°C

N

Mould resistant rating

[N

100 120 140 160 180 200

Temperature [°C]

Etap | - suszenie (24 h) w 103°C,

Etap Il - stopniowe nagrzewanie do max temp. (1 h),
Etap Ill - wtasciwa MT (12 h)

Etap IV - chtodzenie (5 h).

= CAF = Control wEN84 « SOLARBOX



IMPREGNACJA DREWNA PREPARATEM OCHRONNYM SKLADAJACYM SIE

Z KOFEINY, PROPOLISU | SILANOW @ ?
Zawartos¢ procentowa azotu i krzemu w prébkach drewna
\ stopieﬁ i stopien Preparat
probki . wymycia . wymycia ochronn
[%] (%] [%] (%] y
' 0,549 + 0,038 202,633 +0,437
niewymywane 5,46 23,62 Sktad preparatu:

wymywane 0,519+ 0,036 154,767 £ 0,425

« 2% kofeina (Sigma — Aldrich),
« 30% etanolowy ekstrakt propolisu,
« 2,5% MTMOS (metylotrimetoksysilan, Biesterfeld)

Wyniki badan mikologicznych wzgledem C.puteana « 2,5% OTEOS (oktylotrietoksysilan, Biesterfeld)

retencja WMC ML

probki RSD RSD RSD
[ke/m”] [%] [%]
niewymywane 296,62 6,35 55,7 14,31 7,18 3,76
kontrolne 84,83 5,08 50,51
wymywane 297,96 3,28 31,58 2,21 1,61
kontrolne 85,42 3,46 49,67

WMC - wilgotnosc probek drewna, ML - ubytek masy
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Wnioski 1 spostrzezenia

1. Sposréd przebadanych alkaloidéw (chinolizydynowych, bischinolizydynowych i purynowych),
kofeina charakteryzowata sie wtasciwosciami fungistatycznymi wobec A. niger i najwyzszym

potencjatem aplikacyjnym w kierunku ochrony drewna.

2. Drewno sosnowe zaimpregnowane kofeing w ilosci 5,1 kg/m? jest odporne na rozktad
powodowany przez grzyby rozktadu brunatnego (C. puteana, G.trabeum, P. placenta) i biatego
(C. versicolor). Zaimpregnowanie drewna roztworem kofeiny o stezeniu 20 mg/mL (przy
retencji 15 kg/m?3) powoduje zahamowanie lub opdZnienie wzrostu wiekszosci testowych
grzybéw plesniowych (A. niger, A. terreus, P. variotii, P. funiculosum, Ch. globosum,

P. cyclopium, T. viride, C. herbarum) i grzyba rozktadu szarego (Ch. globosum).




Whnioski 1 spostrzezenia

3. Kofeina ulega czesciowemu wymyciu ze struktury drewna pod wptywem dziatania wody,

na co wskazuje zmniejszona aktywnos¢ biologiczna oraz obnizenie zawartosci azotu o 52%.
4. Analiza widm FTIR wykazata brak oddziatywan chemicznych miedzy kofeing, a celulozs.

5. Zaobserwowane zmiany w widmach FTIR, dotyczyty intensywnos$ci pasm pochodzgcych

od grupy karbonylowej kofeiny C=0 i pasm charakterystycznych dla ligniny.

6. Wyniki symulacji molekularnych wskazujg, ze interakcje moga zachodzi¢ pomiedzy grupa
karbonylowg (C6=0) kofeiny i metylenowg strukturalnej czesci ligniny. Odlegtos¢ tlenu
w pozycji 06 od wodoru wynosita 2,185 A. Ponadto, wyniki SEM wskazuja, ze kofeina gromadzi

sie w blaszce srodkowej i Scianach gtownych, ktére sktadajg sie wiekszosci z ligniny.




Wnioski 1 spostrzezenia

7. Potgczenie modyfikacji termicznej z wczesniejszg impregnacjg drewna roztworem kofeiny,
pozwala na czesSciowe wyeliminowanie wymywania kofeiny ze struktury drewna. Modyfikacja
termiczna w temperaturze 160°C sosny zwyczajnej impregnowanej roztworem kofeiny,

poprawita odpornos¢ prébek poddanych przyspieszonemu starzeniu przed atakiem grzybdéw

plesniowych.

8. Preparat ochronny do drewna sktadajgcy sie z kofeiny, propolisu i organosilandw, przy retenc;ji
kofeiny 15 kg/m3, hamowat rozwoj grzyba rozktadu brunatnego C. puteana. Réznice w zawartosci
azotu (5,46%) odnotowane w probkach drewna po impregnacji badanym preparatem, a nastepnie

wymywaniu wodg, potwierdzajg trwaty charakter wigzania preparatu kofeinowo-propolisowo-

silanowego z drewnem.




Dziekuje za uwage
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