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Streszczenie Obiekt badawczy stanowity korzeniecgmienia jarego odmiany Pejas (od-
miana ukraiska). Wzrost rélin odbywat s¢ w kulturach wodnych. Wegetacprowadzono w wa-
runkach kontrolnych, w cyklu dobowym 16/8godz. éznoc), w temperaturze 23 (dzien) i 16°C
(noc), w paywce o pH = 7. Na poatku fazy krzewienia, wprowadzono dozyavki CdCl w ilosci
30 mgdm™ pazywki. Réwnoczénie obnizono pH roztworu do 4,5 (pH kontroli pozostawione ni
zmienione, réwne7). Czas inkubowanigliro wynosit 10 dni. Po tym okresie wszystkiesliny
zebrano i wyznaczono tadunek powierzchniowy korzemdtod, miareczkowania potencjometrycz-
nego. Do miareczkowania wykorzystano titrator fieri702 MS (Tetrohem). Jako titrantayto
0,1 Mdm? roztworu zasady sodowej (NaOH) opartej na Hrhl® roztworze NaCl. Pod wplywem
jonéw kadmu catkowity, zmienny, powierzchniowy tadk (Q) korzeni obuyt si¢. Zmniejszyta
si¢ rowniez pojemnd¢ kationo-wymienna PWK (CEC). Nie odnotowano istafmgmian w ogdlnej
kwasowdci powierzchni badanych korzenrt (pKapp), chociafunkcje rozkladu statych dysocjaciji
pokazaly wyrany spadek frakcji pKapp ~~5-7. Nie odnotowano isgoh r&nic pomidzy korze-
niami rosacymi przy pH 7+Cd i pH 4,5+Cd.

Stowa kluczowe: CEC, kadm, kofzdadunek powierzchniowy, state dysocjacji

WSTEP

Kadm dla rélin jest pierwiastkiem z&lnym. Jednak pobierany jest fatwo, za-
rowno przez system korzeniowy jak i przezie. Na ogot réliny pobieraj kadm
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wprost proporcjonalnie do zawaftd w srodowisku. Transport kadmu wdlmie
jest stosunkowo tatwy, niemniej jednak gtéwnie kumulugeai w korzeniach.
Zanieczyszczenie gleb kadmem jestanvistotnym zagrzeniem skaenia rglin,
zwiaszcza na glebach kiveych. Kwany odczyn gleby (pH 4,5-5,5) jest czynni-
kiem zwkkszapcym fitoprzyswajalnét tego metalu ekiego (Kabata-Pendias
i Pendias 1999). Warunki stresowe dldliry sa sygnatem indukagcym w jej
komorkach szereg #@ych proceséw biochemicznych (np. zmiany pH cytopla-
zmy, potencjatu elektrostatycznego bton komdrkowych, przeptywu jonéw) w
wyniku czego ulegajzmianom, procesy metaboliczne i transportowe, co prowa-
dzi do utraty homeostazy komérkowej, a nawet do obumieragliay.oOd strony
fizykochemicznej za procesy pobierania przez kbrzelalej transportu jonéw
odpowiada przede wszystkim zmienny tadunek powierzchniowy korzenia-Zmi
ny anatomiczne i biochemiczne wywotane czynnikami stresowymi prawdmlz
zmian charakterystyk fizykochemicznych korzenia, ktére anpzejawid sic
rowniez, zmianami charakterystyk tadunku powierzchniowego.

Celem przeprowadzonych badaylo okrelenie wptywu kwasowsTi i stezenia
kadmu na tadunek powierzchniowy i pojerfihkationowymiena (CEC) korzeni.

MATERIALY | METODY

Warunki wzrost ra@lin

Do bada wykorzystano korzeniegzmienia jarego odmiany Pejas. Wzrostino
odbywat st w kulturach wodnych w pgwce wedtlug Marschnera i Remhelda
(1983). Wegetagj prowadzono w warunkach kontrolnych, w cyklu dobowym
16/8godz. (dzig-noc), w temperaturze 23 (dzien) i 16°C (noc), w paywce
0 pH = 7. Na pocgku fazy krzewienia, wprowadzono dozyavki CdCl, w ilosci
30 mgdm® pazywki. Réwnoczénie obniono pH roztworu do 4,5 (pH obiektu
kontrolnego pozostawiono nie zmienione, rowne 7). Czas inkubowaélia ro
wynosit 10 dni. Odczyn pgwki kontrolowano, co 24 godz. Po tym okresie
wszystkie réliny zebrano. Korzenie &in oddzielono od ogci nadziemnych.
Zebrane korzenie przeptukano 0,0Idki* roztworem kwasu solnego i trzykrot-
nie wody destylowan w celu odmycia zaadsorbowanych wymiennie jonéw po-
wierzchniowych.

Pomiar krzywych miareczkowania potencjometrycznego

Pomiary krzywych miareczkowania potencjometryczngigsowano juaw bada-
niach tadunku powierzchniowego materiatdbw pochodediologicznego w tym
korzeni,scian komorkowych czy dci. Interpretowano je gtéwnie w kategoriach po-
jemnaci wymiennej kationéw (CEC), a tad jej zmian w wyniku zmian pkrodo-
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wiska. Na podstawie pomiaréw krzywych miareczkowania potencigoretego
mozliwe jest okrglenie wielkgci CEC (pojemnéci kationowymiennej), a tae
stopnia niejednorodioi zmiennego tadunku powierzchniowego. tadunek po-
wierzchniowy opisywany jest w kategoriach reakcji dysocjayvierzchniowych
grup funkcyjnych, charakteryzowanych poprzez funkcje rozktadu statyatr dys
cjacji tych grup, a wic okrelenie wzgkdnej ilosci grup o r@nej mocy kwasowej
(generugcych ré&ny tadunek). Wzgidna ilas¢ powierzchniowych grup funkcyj-
nych o zrgnicowanej kwasow&i moze ulegg zmianom pod wptywem czynni-
kéw stresowych (m.in. niskie pktodowiska, sfzenie metali gizkich) (J6zefa-
ciuk i Szatanik-Kloc 2004).

Miareczkowanie potencjometryczne przeprowadzondemajgco: jednakowe
nawaki (0,0500 + 0,0001g) korzeni (wginie suszonych przez 48 godzin WGP
zanurzono w 20 ml 1 Mm? roztworze NaCl na 24 godziny. Po uplywie tego
czasu zawiesiny doprowadzano do pH = 2,9 tak, aby pH nie zmierigdtzez 5
minut, po czym miareczkowano 0,1dh* roztworem zasady sodowej (NaOH)
opartej na 1 Nim*® roztworze NaCl. Do miareczkowania wykorzystano titrator
Titrino 702 MS (Tetrohem). Punkty eksperymentalne rejestrowan®,@1Mml
zwytej zasady. W celu uzyskania informacji o danegtifi titranta przy jedna-
kowych pH dla wszystkich krzywych pomiarowych korzystano z akiegs
programu do interpolacji danych miareczkowania INTO307.

Proponowana metoda miareczkowania potencjometrgozneolega na powol-
nym miareczkowaniu materialu badawczego w formmetspowanej, w zawiesinie
wodnej oraz w gtonym, 1 Mdm® roztworze NaCl. Miareczkowanie prowadzi si
od pH = 3 do pH = 9. Oddzielnemu miareczkowaniu podskaj@wniez odpowiedni
roztwér rownowagowy. Jako krzywmiareczkowania roztworu réwnowagowego
zawiesiny przyjmuje sikrzywa miareczkowania 1 Mm* roztworu NaCl o pH = 3
i masie rownej masie zawiesiny pomniejszonej ogna@szeni. Déwiadczenie
przeprowadzono w trzech powtorzeniach.

Teoria

Krzywe miareczkowania potencjometrycznego interpretowano egkabach
niejednorodnéci (heterogeniczrimi) tadunku powierzchniowego spowodowan
obecndcia na powierzchni rinych grup funkcyjnych o tdych wigciwosciach
kwasowo-zasadowych. Stopi@iejednorodnéci zmiennego tadunku powierzch-
niowego okrélono poprzez funkej rozktadu statych dysocjacji (De Wit i in.
1990). Krzyva miareczkowania fazy statej, pokazey zaleznos¢ zmian tadunku
powierzchniowego od pAQv (pH) (Nederlof i in. 1993) obliczano negtijaco:

AQV (pH) = Nyysp— Nsol 1)
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gdzie: Nygp— ilos¢ moli zasady skonsumowanej podczas miareczkowania zawie-
siny (korzé + roztwor), Ngo — ilos¢ moli zasady skonsumowanej podczas mia-
reczkowania roztworu réwnowagowego.

Wzrost ujemnego tadunku powierzchniowego fazy statej w wyniku kopsum
cji zasady podczas miareczkowania spowodowany jest gakajiem protondw
powierzchniowych grup funkcyjnych o charakterze &wan, SOH, przez jony
hydroksylowe dodanej zasady SOH + QH SO + H,0.

Na powierzchni niejednorodnej mmistni€ wiele r&nego rodzaju grup funk-
cyjnych o rénej kwasowéci, SOH. Reakcje dysocjacji poszczegolnych grup
moaa by¢ opisane réwnaniami reakcji SQH SO; + H'

State réwnowagi powsszych reakcji,pK;, (stale dysocjacji) wynogzodpo-
wiednio:

(K= (SO)(H")/(SOH) pK; = (H) )

gdzie (SQ) i (SOH) oznaczaj aktywnaci powierzchniowe grup dysocjowanych
i niezdysocjowanych, a (M aktywndé¢ protonéw w roztworze. Aby obliczy
rzeczywiste state dysocjacji, natdoby zamiast aktywrsgi proton6w w roztwo-
rze wy¢ ich aktywndci powierzchniowej, ktora jest whksza ze wzgdu na elek-
trostatyczne przygganie dodatnio natadowanych protonéw przez ujemnie nata-
dowary powierzchrg korzenia.

Stopier dysocjacji i-tych grup przy danej wastopH, a;(Ki, pH), rowny jest
stosunkowi aktywngci grup dysocjowanych do niezdysocjowanych i wynosi:

a; (PKi, pH) = (SQ)/(SOH) = pKi[pK; +(Hs)]™ ®3)

tadunek powierzchniowy pochag od grup rodzaju réwny jest ich iléci (N)
pomnaonej przez stopieich dysocjacji, natomiast 86 tadunku powierzchniowego
pochodzcego z dysocjaciji wszystkich grup powierzchniowgst) przy danej war-
tosci pH, QV(pH), jest sura wktadoéw pochodzych od kadej z grup (N:

QfpH) = > Niax(pK;, pH) (4)
i=1
Po podzieleniu obu stron powszego rownania przez catkowitosé¢ wszystkich
grup funkcyjnych ;) otrzymujemy:
QV(PH)N, = o(pH) = > oi(pKi, pHYN/Ne= D~ ai(pKi, pH)f(pKy).  (5)
i=1 i=1
Z réwnania (5) wynikaze catkowity stopi@ dysocjacji powierzchni jest sum
stopni dysocjacji poszczegoélnych grup powierzchniowych;omwgch przez ich
frakcje f(pK)).
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Réwnanie powysze opisuje krzywmiareczkowania fazy statej. Na podstawie
tego rownania, nawet, gdy nie znamy wéetd\;, mazemy obliczy rozkiad sta-
tych dysocjacji pozornych powierzchniowych grup funkcyjnych (pKapp)zitor
stapc z przyblienia kondensacyjnego oraz stasuyvspotrzdne logarytmiczne
(Nederlof i in. 1993) mamy:

f(pKapp;) = [AQ (pH:+1) —AQ (pH)] / (PKapp.1 — pKapp;) pKapp=pHs (6)

gdzie Kapp = —log pKapp, a pkE pH i spetniony jest waruneke suma udzia-
tow wszystkich grup réwna jest jediui

Z f(pKapp) = 1 ©)

Na podstawie znajondoi wielkosci odpowiednich frakcji, oblicza sisredni
wartas¢ pKappdla badanego zakresuK@pp.,):

pKapp,= Y pKapp f(pKapp) (8)
i=1
Srednia warté¢ pKapp, W badanym zakresie pKapp (od pH = 3 do pH = 9) ma
bezpdredni zwhzek zesrednh energi wiazania protondw przez powierzchni
korzenia.

Catkowita pojemng¢ kationowymienna PKW (CEC)

Do okr&lenia PKW (CEC) badanych korzeni, stosowano zrariteratury
metod;, (Drake i in. 1951, Smith i Wallace 1955) polegajna miareczkowaniu
zasad KOH lub NaOH do warti pH = 7 korzeni rélin wstepnie przemytych
0,01 M roztworem HCI a naginie kilkakrotnie wod destylowan. Jako wiel-
kos¢ PWK (CEC) przyjmuje siilos¢ moli zuzytej zasady.

WYNIKI I DYSKUSJA

Krzywe miareczkowania potencjometrycznego dla korzeni badanytin ro
przedstawiono na rysunku 1. Obeghgonéw kadmu w poywce wplyreta na
zmiany krzywych zatenosci tadunku od pH. Dla korzeni badanej odmiaggyzi
mienia catkowity tadunek powierzchniowy maleje pod wplywendje kadmu w
pozywce. Nie odnotowano istotnychzrfic w przebiegu krzywych miareczkowa-
nia potencjometrycznego, pogdizy korzeniami stresowanymi kadmem z d@bni
nym odczynem piywki i przy pH = 7 + C&f. Wigkszas¢ zrodet literaturowych
potwierdza zwizek pomgdzy wzmaonym przyswajaniem kadmu przezliny
wraz ze spadkiem pH gleby (Alcantara i in 2001, Helmy i Elgab858). Waze
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08 - sie to przede wszystkim z przecho-

——control dzeniem z kompleksu sorpcyjnego
071 —e—cCdpH=7 gleby do roztworu glebowegaire-
06 —® CdpH=45 dowiska rzeczywistego korzeni ro-

slin), form tatwo wymiennych, a wt
i tatwo przyswajalnych dla bn.

Kadm pobierany jest przez ko-
rzen rosliny wprost proporcjonalnie
do stzenia w roztworze glebowym
czy paywce (Kabata-Pendias i Pen-
dias 1999, Wojcik i Tukiendorf 2005).
Stosowany w déwiadczeniu kadm
w formie CdC} jest formy tatwo
wymienra, a wecC pobieran przez
korzenie wprost proporcjonalnie do
stezenia w paywce. Dlatego te nie
Rys 1. Zalenoé tadunku powierzchniowego Odnotowano wyrznego wptywu od-

29 39 49 59 69 79 89 99
pH

badanych korzeni od pH czynu paywki na przebieg krzy-
Fig. 1. Variable surface charge vs. pH dependwych miareczkowania, a dalej na
encies for studied roots wielkosci (liczone w oparciu o te

krzywe) takie jak: tadunek po-
wierzchniowy, PKW (CEC), pozorne stale dysocjacjp.(td), czy funkgj rozktadu
statych dysocjacji (rys. 2). Niemniej jednak sareand¢ fitotoksycznych stzen
kadmu w paywce w istotny sposob wplgta na badane widaiwosci jonowymien-
ne korzeni ¢gczmienia. Pod wptywem jonéw CGdcatkowity zmienny tadunek po-
wierzchniowy badanych korzerigzmienia zmniejszyt sj podobnie jak catkowita
pojemna¢ kationowymienna (CEC).

W obrore roslin przed toksycznym dziataniem metalgdiich zaangzowa-
ne jest wiele mechanizméw mgrych decydow& o poziomie tolerancji danej
rosliny w stosunku do ok&onego metalu. Z dotychczasowych baseynika, ze
giébwnym mechanizmem obronnymslo w stosunku do kadmu, jest detoksyka-
cja przy udziale fitochelatyri akumulacja wécianie komoérkowej (Baranowska-
Morek 2003). W niektorych gatunkachslia akumulacja PCs (fitochelatyny)
wyraznie wzrasta szczego6lnie w korzeniach wraz ze wzrostenoKgptznych
dawek kadmu (Wojcik i in. 2006).

Pierwsa bariey jaka napotykaj metale aizkie po wniknéciu do systemu
przestworow mjdzykomorkowych jestciana komorkowa. Pory \cianie ko-

2Fitochelatyn 8 metalotiolowymi polipeptydami, zakwalikowanymi dd grupy metalotionein
(bogate w cysteinbiatka o niskiej masie ggteczkowej, wizace metale w kompleksy).
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morkowej zbudowaneasz pektyri i hemiceluloz zawieragych kwasy galaktura-
nowe i glukuronowe. Grupy karboksylowe pektyn uznawaneasgtbéwny czyn-

nik decyduacy o wartdci PKW (CEC) (Helmy i Elgabaly 1958, Knight i in.
1961, Wagatsuma 1983). Ujemny tadunek powierzchni korzenia powstaje w wy-
niku dysocjacji tych grup.

Rysunek 2 przedstawia rozktad pozornych statych dysocjacji pahisiz
wych grup funkcyjnych badanych korzeni. Dla korzeni poddanych stresowi kad-
mowemu spadla ik@ frakcji pozornych statych dysocjacji w pKapp~5-7. W tr¢j-
wymiarowej strukturze apoplastu pozorne state dysocjacji ~ Sakieayzuj
grupy funkcyjne (gtéwnie grupy karboksylowe) pochgmiz od kwasu galaktura-
nowego, pKapp ok. 6,5-7,5 to grupy karboksylowe lub fosforanowe i pKapp ok. 8
to grupy fenolowe (Mejczik i in. 1999). Spadek frakcji pKapp ~ bazany jest
prawdopodobnie z blokowaniem przez jony kadmu grup karboksylowych pektyn
i hemiceluloz (pKapp ok.7).To sposteemie potwierdzatoby rowniezmniejsze-
nie PKW (CEC) korzeni inkubowanychdnodowisku skaonym jonami kadmu. Pod
wplywem jonéw C& zaobserwowano réwniespadek catkowitego zmiennego ta-
dunku powierzchniowego. Przy czym nie odnotowanotrigch ré@nic pomidzy
tadunkiem korzeni roscych przez okres 10 dni przy pH = 7+8doH = 4,5 + Ctf.

Nie zauwaono istotnych rénic w zmianach ogélnej kwasowa powierzchni bada-
nych korzeni, charakteryzowanej préezdnie state dysocjacji (tab.1).

Sciana komérkowa me zatrzymywa ok. 90% pobranego metalu. Oprocz
polisacharydow kwanych w whzaniu metali gizkich w scianie komoérkowej
uczestnicz réwniez biatka. Metale eizkie mog, by¢ wiazane w apopkzie w po-
staci fosforandw, waglanéw i krzemianéw (Baranowska-Morek 2003).

Ponadto potencjalnymi ligandami jondw metali mdy¢ kwasy organiczne
(cytrynowy, jabtkowy szczawiowy). Przypuszcza, se w przypadku kadmu éto-
ny reaguy zwickszonym wydzielaniem kwasu cytrynowego (Siedlecka 2001).
Chocia badania na gtinach hyperkumulatorachrfilaspi caeruscsiyswvykazaty,
zwigkszory produkcg kwasu jabtkowego i nie zmienigifistotnie) zawart& kwa-
su cytrynowego (Wojcik i in. 2006). Bynaze to rodzaj, gatunek, a i odmia-
na raliny decyduje o rodzaju i ikzi produkowanego kwasu w warunkach dla nich
toksycznych.

Niemniej jednak s to kwasy, ktorych state dysocjacji przypadap pK~3,06;
3,74; 5,11 i by maze obserwowany na rysunku 2 pik przy pkapp-3-4.& kdrzeni
z kadmem) zwizany jest z obecioia ktéregd, lub wszystkich w/w kwaséw orga-
nicznych.

3Pektyny to reszty kwasu galakturanowegoappbne wizaniamia(1-4), ktdre tworz polisachary-
dy kwasne. Ich anionowy charakter powoduje, 1 one silnie uwodnione i mocno axi kationy.
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Tabela 1.* Zmiany pod wplywem kadmu: pojemimd kationowymiennej (PKW), tadunku po-
wierzchniowego (Q)s$rednich pozornych statych dysocjacji (pKapp) w badd korzeniachez-
mienia. §r. z trzech powtérze +95% ufndc)

Table. 1.* Changes under the effect of cadmium: cation exaharapacity (CEC), surface charge
(Q), average surface dissociation constants (pKapgjudied barley roots (av. of free replicates,
+95% confidence)

N

ey s, pHTROd  phas s ci
PKW(CEC)uM gt 437 49,1 334 5,2 340+7,8
QuMgt 595 12,5 464 +6,6 468 +6.5
pKapp 6r. — av.) 6,4 £0,4 6,2 +0,4 6,2 £0,4

*Nie odnotowano statystyczne istotnycheméc pomidzy korzeniami kontrolnymi (pH7) i rogn
cymi w pH 4,5 — No statistical significant diffelas were obtained for control roots (pH7) and
those growing at pH 4.5.

0.3+ —cONtr ol
— -O- - CdpH7
0,25 +
--@--CdpH45
d
—~ 0,2+ -
[o}
Q.
g
5 0,15+
0,1 +
Rys. 2. Funkcja rozkladu
0,05 ~ pozornych stalych dysocjacii
dla korzeni gczmienia
0 w ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Fig. 2. Distribution functions
3 4 5 6 7 8 9 10 of apparent dissociation con-
pKapp stants for barley roots

“-Test (test Studenta): déladowy, typ-2 — wariancje z&. proby nie rénia sic istotnie midzy
soky ( srednie g jednakowe w +95% przedziale ufind); 1 — prawda, 0 — falsz.

“-Test (Student-T): Two-tailed, Type-2 — Variandes averages of samples do not differ signifi-
cantly from themselves (averages are the samedfafof confidence interval); 1 — truth, O — false.

pH7 pH4,5 pH7 pH4,5
PKW (CEC) pH7 [Sj2 L og2 Q PH? a2 icd?
pH7 1 0 0 pH7 1 0 0
pH7+Cd? 0 1 1 pH7+Cd 0 1 1

pH45+Cd> 0 1 1 pH45+Cd 0 1 1
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PODSUMOWANIE

Istnienie ranych mechanizmow tolerancji (dziateych najczsciej jedno-
czesnie z rGna intensywnecia, zalezna od wraliwosci rosliny) w stosunku do jed-
nego metalu unieniiwia w jednoznaczny sposéb wypdenie przyczyn zmian ba-
danych wiaciwosci fizykochemicznych. Z przeprowadzonych hada/nika jedno-
znacznieze pod wptywem toksycznychesen jonéw kadmu (30 midmi®) obnizyta
sig zarowno pojemnig jonowymienna PKW (CEC), jak i catkowity, zmienng-p
wierzchniowy tadunek (Q) korzerggzmienia jarego odmiany Pejas, w pikawej
fazie wzrostu.

Podzekowanie

Autorzy dzekuja panu mgr in. Krzysztofowi Kloc za napisanie programu INTO307,
ktorym analizowano dane élsiadczalne miareczkowania potencjometrycznego battan
korzeni rglin.
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EFFECT OF pH UNDER Cd-STRESS ON SURFACE CHARGE OF BARLEY
(HORDEUM VULGARH..)

Alicja Szatanik-Klot Zofia SokotowsKa NataliaHrebelng”

nstitute of Agrophysics, Polish Academy of Scies)ad. D@wiadczalna 4, 20-290 Lublin
e-mail: akloc@demeter.ipan.lublin.pl
2Department of Ecology and Biologi.viv State Agrarian University
ul. V. Velukogo 1, Dublyany, Ukraine

Abstract. The object of research were roots ofngpharley, variety Peyas (ukrainian vari-
ety). Plants growth was conducted in hydroponicsien controlled conditions, in nutrient medium
with pH = 7, in the diurnal cycle of 16/8 hours yegght), at temperatures of ZD (day) and 18
(night). At the beginning of the tillering stagedCl, was added to the nutrient medium,the
concentration of 30 mg dhof nutrient medium. At the same time the pH of séution was low-
ered to 4.5 (leaving the pH of the control unchange7.0). Plants incubation period under stress
conditions was 10 days. After that all the plan&sevcollectecand the surface charge of the roots
was determined with the titration method. The titra was performed using the Titrino 702 MS
titrator (Tetrohem). As the titrate 0.1 M dnsolution of NaOH was used, based on 1 M3d4aCl
solution. Under the influence of cadmium ions, thial variable charge (Q) of roots decreased, as
did the cation-exchange capacity (CEC). No sigaificchange was observed in the total acidity of
the surface of the studied roots (pKapp av.), algiothe distribution functions of ttdissociation
constants showed a notable decrease of the exm@dssition pKapp~5-7. Decrease in the CEC can
result in blocking of negative charge groups —C@ith Ccf* ions. No significant differences were
observed between roots growing at pH7 + Cd andHédt®+ Cd.

Keywords: CEC, cadmium, root, surface charge, diation constants
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