@ T A'i LIEINT Y
A AN o B S L P i LA
S D ARV A G

UNIWERSYTET GDANSKI
WYDZIAL CHEMII

Pracownia studencka
Katedra Analizy Srodowiska

Instrukcja do ¢wiczen laboratoryjnych

Cwiczenie nr 2

BADANIE TOKSYCZNOSCI KWASU 4-CHLORO-2-
METYLOFENOKSYOCTOWEGO (MCPA) WOBEC
ROSLIN JEDNOLISCIENNYCH I DWULISCIENNYCH

Chemia Srodowiska

Gdansk, 2016



2. Chemia srodowiska — badanie toksycznosci MCPA wobec roslin jedno- i dwulisciennych 2

1. CZESC TEORETYCZNA

Ocena ryzyka, zwigzanego z obecnoscig substancji chemicznej w srodowisku, obejmuje wiele
parametrow chemicznych, fizycznych i toksykologicznych. Niezbedne jest okreslenie mozliwego
narazenia, zwigzanego gtownie ze sposobem uzytkowania substancji chemicznej. Nastgpnie, ocenia
si¢ mozliwo$¢ przemieszczania si¢ zwigzku na podstawie jego zachowania w réznych
komponentach srodowiska (tj. w wodach powierzchniowych i glgbinowych, atmosferze, glebie),
przy uwzglednieniu trwatosci substancji — czasu rozpadu zaréwno pod wplywem czynnikow
abiotycznych (np. promieniowanie, temperatura), jak i biotycznych (metabolizowanie przez
organizmy zywe, glownie mikroorganizmy). Kolejnym waznym etapem jest okreslenie
toksycznos$ci zaréwno zwiazku, jak i produktéw jego rozpadu, na narazone organizmy. Rutynowo
ocenia si¢ toksyczno$¢ wzgledem drobnych bezkregowcoOw wodnych (skorupiaki, mieczaki), roslin
wodnych (glony, rzadziej rosliny wyzsze), ryb, a takze zwierzat ladowych, od owadéw i plazéw
poczynajac, na ssakach konczac. Nieco rzadziej sprawdza si¢ dzialanie substancji chemicznych na
ro$liny ladowe. Wptyw toksyczny na rosliny (zwany fitotoksyczno$cia) moze zachodzi¢ w réznych
stadiach rozwojowych roéliny, by¢ uzalezniony od warunkow wzrostu, a takze przynaleznosci
systematycznej. Niektore substancje beda dziataly tylko lokalnie, w miejscu wchionigcia, inne
systemowo — po wchtonigciu beda przemieszczaé si¢ w organizmie rosliny. Czgs¢ zwiazkow bedzie
wykazywac toksyczno$¢ tylko po wchtonigciu przez liscie, inne — tylko po przyjeciu przez system
korzeniowy, czg$¢ za$ niezaleznie od drogi przyjecia. Substancje wchlonigte przez system
korzeniowy beda zwykle przemieszczaé si¢ w roslinie przez ksylem, razem z woda pobrang przez
korzenie i transportowang do nadziemnych czesci rosliny. Zwigzki wchionigte przez liscie beda z
kolei zazwyczaj przenoszone do innych cze$ci organizmu poprzez floem, wraz z produktami
fotosyntezy (rysunek 1).

Ocena fitotoksycznosci jest szczegdlnie istotna w przypadku substancji, majacych zastosowanie
w rolnictwie, przede wszystkim pestycydow. Ze wzgledu na masowe stosowanie 1 mozliwo$¢
przedostawania si¢ poza miejsce pierwotnego uzycia, na dziatanie pestycydow narazone bg¢da nie
tylko chronione uprawy i zwalczane chwasty, ale takze inne rosliny uprawne oraz zyjace dziko. Nie
mozna takze wykluczy¢ dziatania toksycznego wobec chronionych upraw. Sprawia to, ze w
przypadku $rodkoéw ochrony roslin testowane jest zwykle dziatanie toksyczne wobec: (1) gatunkow
ro$lin uprawnych, ktéore majg by¢ ochraniane, (Il) innych roslin uprawnych, (I111) docelowych
chwastow, (IV) innych roslin dzikich. Konieczne jest takze testowanie wobec ro$lin z réznych

jednostek systematycznych (co najmniej dla jedno- i dwulisciennych).
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Rysunek 1. Drogi transportu substancji chemicznych w organizmie rosliny ladowej (wg. [1]).

Powszechnie stosowanymi procedurami testowania fitotoksycznos$ci zwigzkoéw chemicznych sa
testy opracowane przez OECD, dotyczace inhibicji kietkowania nasion oraz wptywu substancji na
wzrost roslin [2, 3]. W przypadku koniecznosci zbadania poboru zwigzku oraz jego rozmieszczenia
w organizmie roéliny zastosowanie ma test Amerykanskiej Agencji Ochrony Srodowiska [4].
Powtarzalne 1 nie budzace watpliwosci testy tatwiej jest wykonaé przy narazeniu rosliny poprzez
system korzeniowy, dlatego tez takie testy dominujg W ocenie fitotoksycznosci. Do$¢ powszechnie
wykorzystuje si¢ takze hodowle hydroponiczne (roztwory substancji pokarmowych zastepuja
glebg), a takze r6znego rodzaju hodowle tkankowe.

Wyboér metody testowania musi uwzglednia¢ sposob dziatania danego zwigzku (np. pestycydu
dziatajacego kontaktowo na liscie nie nalezy testowac przy podaniu poprzez system korzeniowy),
jego trwalos¢, rozpuszczalno$¢ w wodzie, lotnos¢ 1 inne cechy. Nalezy bra¢ pod uwage sposob
przedostawania si¢ substancji do Ssrodowiska, co pozwala na wlasciwa ocen¢ narazenia (np. czy
zwigzek jest stosowany w postaci opryskow? w poblizu zbiornikow wodnych? w jakiej czgsci
okresu wegetacyjnego?). Podczas przebiegu testu powinny zosta¢ zachowane state warunki uprawy.
Nalezy bra¢ pod uwage mozliwos¢ wptywu warunkow srodowiska (np. temperatura, pH gleby) na
wyniki. Niezaleznie od wybranej metody testowania, zazwyczaj stosuje si¢ szeroki zakres stezen (4-
5 réznych stezen w ustalonych wczedniej granicach) oraz grupe kontrolng, nie narazong na dziatanie

zwigzku. Dla kazdego stezenia wykonuje si¢ zwykle co najmniej 4 powtdrzenia.
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Test dotyczacy wplywu zwigzkéw chemicznych na wzrost roslin ladowych (wytyczna OECD nr
208) pozwala na okreslenie skutkow dzialania substancji na nasiona i wczesne stadia rozwojowe
roslin po jednokrotnym podaniu zwigzku do gleby. Szczegoty dotyczace wykonania zostang podane
w dalszej czesci instrukeji. Podstawowe zatozenia testu sg nastepujace:

« test jest wykonywany wobec grupy kontrolnej

o zwiazek chemiczny jest podawany do gleby przed wysianiem nasion; ste¢zenie zwigzku jest

wyrazane w mg kg™t SUCHEJ MASY gleby

« stosuje si¢ lekkie piaszczyste gleby o niskiej zawarto§ci materii organicznej lub sztuczne

podtoza do uprawy roslin

» test trwa nie krocej niz dwa tygodnie od momentu pojawienia si¢ przynajmniej 50% roslin w

grupie kontrolnej

o wyniki testu nie s3 wiarygodne, jesli w grupie kontrolnej w trakcie trwania testu

wykietkowalo mniej niz 70% wszystkich nasion

o rosliny kontrolne powinny rosngé w normalny sposob (brak znieksztatcen, przebarwien,

nekrozy tkanek)

o wszystkie rosliny powinny rosngé¢ w identycznych warunkach i przy zastosowaniu tej samej

gleby w tej same;j ilosci
Po zakonczeniu testu oceniane sg widoczne zmiany w badanych roslinach (w szczego6lnosci
znieksztatcenia, przebarwienia, wyraznie mniejsza lub wigksza wysokos$¢ siewek w stosunku do
grupy kontrolnej). Ogolny wptyw zwigzku w badanych stgzeniach jest oceniany na podstawie:

o ilosci siewek w kazdej grupie

 ilosci roslin o wyraznych zmianach w budowie

« jesli wystapita silna toksycznos$¢ po pojawieniu si¢ roslin — ilos¢ siewek, ktore nie przezyty

testu

« suchej masy cz¢sci nadziemnych roslin z kazdej grupy w stosunku do kontroli
W przypadku parametrow, ktore mozna okresli¢ liczbowo, nalezy opracowac krzywa dawka —
odpowiedz dla kazdego parametru i wyznaczy¢ ECso (st¢zenie zwigzku, przy ktérym u 50%
populacji stwierdzono wystapienie danego efektu), a takze NOEC (najwyzsze stezenie, przy ktérym
nie wystgpit efekt) i/lub LOEC (najnizsze stgzenie, przy ktorym efekt wystapit). Jesli test byt
wykonywany w powtorzeniach, wyniki sg usredniane. Jednokrotne badanie kazdego ze st¢zen moze
by¢ stosowane w celu okreslania zakresu roboczego do wiasciwych testow, co pozwala na
odrzucenie tych stezen, ktore nie wywoluja zadnych efektéw (ponizej NOEC) lub wywoluja efekt w

catej badanej grupie roslin.
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Dane dotyczace uzycia pestycydow w Polsce wskazuja na znaczny udzial herbicydow w
catkowitej masie stosowanych srodkow ochrony roslin. Herbicydy stanowig nawet 65% wszystkich
stosowanych pestycydow, ze znacznym (nawet 50%) udzialem chlorowanych kwasow
fenoksykarboksylowych. Zwiazki te dzialaja jak syntetyczne analogi auksyn indolowych ().
hormonéw wzrostu roslin) i wykazuja zwykle silnie selektywne dzialanie toksyczne wobec roslin
dwulisciennych. Z tego wzgledu, stosowane sg gtdwnie w ochronie upraw zbo6z, ktére w roku 2007
zajmowaly w Polsce ponad 74% calkowitej powierzchni zasiewow. Omawiane zwigzki maja
szczegblne znaczenie w ochronie upraw pszenicy, ktdra stanowi z kolei blisko 20% calo$ci upraw
w Polsce. Dodatkowo, sa do§¢ mobilne w srodowisku i moga oddziatywaé na znaczng odlegtos¢ od
miejsc pierwotnego stosowania, wplywajac na ro$liny inne niz docelowe. Wykazano, ze w matych
dawkach chlorowane kwasy fenoksykarboksylowe pobudzaja wzrost roslin bez wyraznych
deformacji, jednak dawki wicksze powoduja nieprawidlowy rozwdj niektérych tkanek, co prowadzi
do wad i czgsto $mierci rosliny. Rosliny jednoli§cienne wykazuja znaczng odporno$¢ na dzialanie
herbicydow z tej grupy, jednak przy znacznym narazeniu takze obserwuje si¢ efekty toksyczne.
Niezaleznie od grupy roslin, jedynie stosunkowo wysokie dawki powoduja wyrazne ograniczenie
kietkowania nasion. Wpltyw na rozw6j] miodych ro$lin jest znacznie wigkszy, szczegdlnie u
dwulisciennych. Najpopularniejsze substancje aktywne z tej grupy zwigzkéw to kwas 2,4-
dichlorofenoksyoctowy (2,4-D), kwas 4-chloro-2-metylofenoksyoctowy (MCPA) i kwas 2-(4-
chloro-2-metylo)-fenoksypropionowy (MCPP, mecoprop; tylko enancjomer (R)-(+), wykazujacy
aktywnos$¢ wzgledem roslin). Struktury wymienionych substancji sg przedstawione na rysunku 2.
Stosowane sg zarowno pojedyncze zwigzki, jak 1 ich mieszaniny. Handlowo dostgpne preparaty

zawieraja rozne ilosci substancji aktywnej, zwykle w postaci soli lub estrow.

0 Q CH, 0
OH OH ¥ OH
cl cl % CHsy Ci s
2,4-D MCPA MCPP

Rysunek 2. Wzory strukturalne najpopularniejszych herbicydéw z grupy chlorowanych kwaséw

fenoksykarboksylowych.
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Ze wzgledu na fakt, iz omawiane zwigzki maja charakter stabych kwaséw, w srodowisku beda
wystepowaé¢ w formie zjonizowanej lub wolnego zwiazku, w zaleznosci od pH. Ujemny logarytm
ze statej dysocjacji zwigzkoéw przedstawionych na rysunku 2 (pKa) wynosi odpowiednio: dla 2,4-D
2,7; dla MCPA 3,1; dla MCPP 3,6. Oznacza to, ze przy takich wartociach pH kwasy te sa
zjonizowane w 50%. Przy wyzszym pH jonizacja nast¢puje w wigkszym stopniu, za§ w roztworach
mocnych zasad substancje te wystepuja w formie soli. Kwasy fenoksykarboksylowe w formie
wolnej sg stabo lub bardzo stabo rozpuszczalne w wodzie (2,4-D: 620-900 mg/L, MCPA —
praktycznie nierozpuszczalny do 800 mg/L, MCPP — okoto 700 mg/L), podobnie jak ich estry,
natomiast sole sg bardzo dobrze rozpuszczalne. Estry w wigkszosci nie sg trwate w srodowisku i
szybko ulegaja hydrolizie do macierzystego kwasu. Dost¢gpno$¢ herbicydéw dla roslin moze by¢
uzalezniona od pH $rodowiska, jakkolwiek w przypadku poboru przez korzenie mozliwe jest

zar6wno wchianianie formy wolnej zwiazku, jak i formy zjonizowanej.

Celem niniejszego ¢wiczenia jest okreSlenie wptywu toksycznego réznych stezen kwasu 4-
chloro-2-metylofenoksyoctowego (MCPA) na roéliny jednoliscienne (kukurydza) oraz
dwuli$cienne (satata), na etapie kietkowania nasion oraz poczatkowego wzrostu miodych roslin.
Wybér MCPA jest spowodowany stosunkowo wigksza trwato$cig tej substancji w glebie w

poréwnaniu z np. 2,4-D.

2. WYKONANIE CWICZENIA

UWAGA! Cwiczenie jest wykonywane na dwoch zajeciach, z 2-3 tysodniowa przerwa

I. CZESC PIERWSZA - PRZYGOTOWANIE EKSPERYMENTU

1. Przygotowac 1 dm? 0,02 M roztworu wodoroweglanu sodu w wodzie wodociggowej

2. Odwazy¢ probke okoto 60 g (+ 1 g) gleby na folii aluminiowej. Glebe roztozy¢ cienka
warstwg na folii 1 umiesci¢ na 90 minut w suszarce w temperaturze 120°C. Po ostygnigciu
zwazy¢ glebe w celu ustalenia zawartos$ci wody.

3. Okresli¢ kwasowo$¢ czynng i wymienng gleby. W tym celu, suchg glebe rozetrze¢ w
mozdzierzu i odwazyé z niej 2 probki po 5 g w zlewce poj. 50 cm®. Nastepnie, do zlewek
doda¢ po 25 cm® wody destylowanej (kwasowo$é czynna) lub IM roztworu KCI
(kwasowos¢ wymienna) i energicznie mieszac, az caly grunt przejdzie w zawiesine (kilka
minut). Zanurzy¢ papierek wskaznikowy w zawiesinie lub umiesci¢ kroplg zawiesiny na

papierku (zaleca si¢ odczekac, az grubsze czesci opadng 1 przenies¢ krople zawiesiny na
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papierek wskaznikowy, zamiast zanurzania go w zawiesinie). Po 30 s porowna¢ zabarwienie
papierka z zatgczong do niego skala, odczytujac wartosé pH.

4. Kazda z komor doniczki nalezy napenic¢ takg samg iloscig (£ 2 g) gleby tak, by jej lekko
ubita warstwa znajdowata si¢ okoto 1 cm ponizej krawedzi doniczki. Zestaw testowy dla
kazdego gatunku ro$liny sktada si¢ z pigciu stezen badanej substancji oraz grupy kontrolne;j,
po 4 powtdrzenia (komory).

5. W kazdej komoérce umiesci¢ jednakowa liczbe (po 2) nasion wskazanych przez
prowadzacego; nasiona powinny zosta¢ umieszczone okoto 0,5 cm pod powierzchnig gleby,
a powierzchnia lekko ubita palcami.

6. Znajac zawarto$¢ wody w stosowanej glebie, obliczy¢ sucha mase gleby w kazdej komorce
wielodoniczki.

7. Jako, ze MCPA jest obecne w wodzie czgsciowo w formie zawiesiny, bezposrednio przed
uzyciem nalezy umiesci¢ kolby z roztworem MCPA w }azni ultradzwickowej na 10 min., i
odmierzac objetosci (patrz punkt ponizej) po doktadnym wymieszaniu zawartosci.

8. Z roztwordw podstawowych MCPA przygotowac takie objgtosci roztworow tego zwiazku w
wodzie wodociggowej, by cato§¢ wystarczyta na podlanie wszystkich komoérek o danym

stezeniu zwigzku w glebie (na pojedyncza komoérke nalezy zastosowaé 20 mL

odpowiedniego roztworu), a konicowa zawartos¢ w glebie odpowiadata wartosciom (w mg

kg™t suchej masy gleby): 30 mg, 20 mg, 10 mg, 5 mg, 1 mg; jako roztwér kontrolny
zastosowa¢ wode¢ wodociggowa w identycznej objetosci.

9. Bezposrednio po przygotowaniu, roztworami delikatnie i w miar¢ rdwnomiernie podlac
przygotowang wczesniej gleb¢ z wysianymi nasionami; nastgpnie, w identyczny sposob
podla¢ wszystkie grupy 20 mL 0,02 M roztworu NaHCO;. PROSZE CZYTELNIE
OZNACZYC DONICZKI MARKEREM: PODGRUPA, GATUNEK ROSLINY,

STEZENIE ZWIAZKU. Doniczki umiescié w miejscu wskazanym przez prowadzacego.

II. CZESC DRUGA — ODCZYT | OPRACOWANIE WYNIKOW
1. W kazdej grupie okresli¢ ilos¢ siewek, oceni¢ ewentualne réznice w wygladzie 1 budowie
roslin w poroéwnaniu z grupg kontrolng oraz opisa¢ ewentualne wady rozwojowe (w
szczegOlnosci odbarwienia, mniejsze lub wigksze rozmiary roslin, deformacje, nekrozg).
2. Wszystkie czeéci nadziemne roslin z kazdej grupy zebra¢ (OSOBNO DLA KAZDEGO
STEZENIA), umiescié na folii aluminiowej i umiesci¢ w suszarce w temperaturze 70°C na

30 minut. Po tym czasie zwazy¢ probki materiatu ro§linnego na wadze analitycznej w celu
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okreslenia suchej masy.
3. Zanieczyszczong glebe umiesci¢ w pojemniku wskazanym przez prowadzacego. Doktadnie

umy¢ doniczki 1 usuna¢ napisy metanolem!

3. OPRACOWANIE WYNIKOW

1. Na podstawie obserwacji narysowa¢ wykres: stopien inhibicji kietkowania w zaleznosci od

stezenia zwigzku. Nalezy przyjaé, ze inhibicja w grupie kontrolnej wynosi 0%, a st¢zenie
MCPA w grupie kontrolnej wynosi 0.

2. Sporzadzi¢ wykres: spadek suchej masy czesci nadziemnych roslin (jako ubytek w stosunku
do grupy kontrolnej w %) w zalezno$ci od st¢zenia zwigzku.

3. Dla obu zaleznosci, jesli jest taka mozliwo$¢, oceni¢ warto$¢ ECsg (stezenie, przy ktorym
zanotowano 50% inhibicje kietkowania; stezenie, przy ktorym zanotowano 50% spadek

suchej masy czgsci nadziemnych w stosunku do grupy kontrolnej).

Materialy, zestaw szkla i sprzetu laboratoryjnego:

- doniczki

- gleba

- nasiona wybranych roslin jedno- i dwulisciennych
- kolba miarowa 1 dm?

- folia aluminiowa

- metalowa tyzka — 3 szt.

- zlewka 50 mL — 6 szt.

- cylinder miarowy 25 mL — 6 szt.

- bagietki szklane — 6 szt.

- cylindry miarowe

- pipety szklane do przygotowania roztwor6w MCPA, wg zapotrzebowania studentow
- zlewki

- pompka do pipet - 3 szt.

- papierki wskaznikowe

- reczniki papierowe

- rekawiczki

- faznia ultradzwigkowa

Odczynniki

- roztwory podstawowe soli sodowej MCPA w wodzie o stezeniu w przeliczeniu na wolny kwas: 500 mg dm™
oraz 50 mg dm™ (objetosé 1 dm?)

- 1M roztwér KCl

- wodoroweglan sodu NaHCO;

- metanol cz.
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