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Arsen jest pierwiastkiem, którego toksyczność ściśle związana jest z jego formą chemiczną. Określenie form w jakich arsen występuje w próbkach środowiskowych oraz badanie mechanizmów obronnych roślin narażonych na wysokie stężenia tego pierwiastka w podłożu możliwe jest dzięki prowadzeniu analizy specjacyjnej. 
Związki arsenu przez wiele lat wykorzystywane były w różnych gałęziach przemysłu. W związku z tym na wielu terenach występuje problem podwyższonych zawartości tego pierwiastka. W Polsce do terenów silnie zanieczyszczonych arsenem należą m.in. okolice byłej kopalni złota w Złotym Stoku i teren po byłej garbarni zlokalizowany w Łomiankach.

Jednym z mało inwazyjnych sposobów oczyszczania terenu ze związków arsenu jest fitoremediacja. Do tego celu mogą zostać wykorzystane rośliny charakteryzujące się wysoką tolerancją na podwyższone stężenie tego pierwiastka i zdolnością jego akumulacji w tkankach. Rośliny uruchamiają różne mechanizmy obronne  w warunkach, gdy narażone są na stres związany z podwyższoną zawartością arsenu w podłożu. Znajomość procesów detoksyfikacyjnych i ocena tolerancji danej rośliny na wybrany ksenobiotyk umożliwia właściwy wybór gatunków, które mogą być wykorzystane w procesie fitoremediacji. 
W niniejszej pracy doktorskiej opisano badania roślin zawierających w tkankach podwyższone stężenia arsenu. Materiał do badań pochodził z dwóch terenów skażonych arsenem (ze Złotego Stoku i Łomianek) oraz z upraw hydroponicznych prowadzonych w pożywkach z dodatkiem różnych form chemicznych arsenu.


W trakcie wykonywania pracy doktorskiej szczególną uwagę zwrócono na poprawność stosowanych procedur analitycznych, gwarantujących uzyskanie wiarygodnych wyników. W toku badań wykorzystano procedurę roztwarzania próbek roślin i gleb w średniociśnieniowym zamkniętym układzie mikrofalowym. Sprawdzono wpływ mieszaniny kwasów stosowanej do roztwarzania próbek na wyniki oznaczania arsenu uzyskane technikami ICP MS i GF AAS. Poprawność stosowanych procedur potwierdzono wykorzystując certyfikowane materiały odniesienia. Opracowano metodę rozdzielania czterech form arsenu z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Jako fazę ruchomą zastosowano bufor fosforanowy, a związki arsenu rozdzielano na kolumnie anionowymiennej. Dokonano również optymalizacji procedury rozdzielania i oznaczania ważnych biologicznie związków tiolowych, w tym fitochelatyn. Rozdzielanie prowadzono w odwróconym układzie faz, z wykorzystaniem elucji gradientowej, stosując jako fazę ruchomą acetonitryl i kwas trifluorooctowy. Zastosowanie zoptymalizowanej procedury rozdzielania związków tiolowych pozwoliło na około dwukrotne skrócenie czasu trwania analizy, w porównaniu do procedur proponowanych w literaturze. 


W roślinach ze Złotego Stoku oznaczono całkowitą zawartość arsenu, przeprowadzono analizę specjacyjną oraz oznaczono w nich związki tiolowe. Badania wykazały, że rośliny porastające okolice nieczynnej kopalni złota i arsenu w Złotym Stoku mogą akumulować w tkankach nawet do ok. 0,5 g arsenu na kg s.m. Jednakże przeważająca ilość arsenu akumulowana jest w częściach podziemnych roślin. Ponadto stężenie arsenu w tkankach roślinnych jest niższe niż w glebie. Rośliny te nie spełniają więc wymagań stawianych hiperakumulatorom arsenu. Materiał roślinny ze Złotego Stoku wykorzystany został do opracowania procedury ekstrakcji związków arsenu z materiału roślinnego. Wykorzystano szereg ekstrahentów, mających zdolność do wymywania różnych grup związków. Stwierdzono wzrost wydajności ekstrakcji wodą wraz ze wzrostem czasu ekstrakcji. Zastosowanie ekstrakcji wspomaganej ultradźwiękami zapewniło nieco wyższą wydajność procesu (do 40%), w porównaniu z zastosowaniem wytrząsania (nie więcej niż ok. 30%). Dodatek metanolu powodował znaczący spadek wydajności ekstrakcji arsenu. Mało skutecznym ekstrahentem okazał się także kwas ortofosforowy (V), który zapewniał wydajność ekstrakcji arsenu nie wyższą niż 15%. Wydajność ekstrakcji arsenu roztworami enzymów (proteazy i driselazy) była zbliżona do wydajności ekstrakcji wodą. Najwyższą wydajność ekstrakcji związków arsenu (do 60%) uzyskano stosując roztwór środka powierzchniowo czynnego - dodecylosiarczanu sodu (SDS). Stwierdzono jednak praktycznie całkowite utlenianie arsenianów (III) do arsenianów (V), podczas prowadzenia ekstrakcji tym roztworem. Prowadząc analizę specjacyjną arsenu w tkankach roślin ze Złotego Stoku wykazano obecność głównie nieorganicznych arsenianów (III) i arsenianów (V), jednak niektóre z badanych roślin zawierały również niewielkie ilości kwasu monometyloarsenowego (MMA) i kwasu dimetyloarsenowego (DMA), co nie jest typowe dla roślin lądowych. Oznaczając tiole w roślinach ze Złotego Stoku wykazano, że rośliny te syntezują fitochelatyny, które następne maja zdolność kompleksowania takich pierwiastków jak arsen, ołów, czy kadm. Stwierdzono, że stężenia fitochelatyn (PC2, PC3 i PC4), jak również glutationu i cysteiny były różne w zależności od gatunku rośliny. 

W próbkach roślin pobranych na terenie byłej garbarni w Łomiankach oznaczono stężenia kilku wybranych pierwiastków oraz tioli. Najwyższe stężenie arsenu (5,3 mg kg-1) stwierdzono w liściach pokrzywy. W próbce tej, jako jedynej, zidentyfikowano fitochelatynę PC2. Stężenia związków tiolowych w roślinach, podobnie jak w przypadku próbek ze Złotego Stoku, różniły się w zależności od gatunku rośliny.   

Istotnych informacji dostarczyły badania prowadzone z wykorzystaniem uprawianej hydroponicznie gorczycy białej. Stwierdzono, że pobieranie i transport arsenu istotnie zależą od formy arsenu w pożywce. W najmniejszym stopniu rośliny pobierały organiczny związek arsenu - DMA ale jednocześnie arsen był najefektywniej transportowany do części nadziemnych, a rośliny te charakteryzowały się największą biomasą, wyższą o 30-40% w porównaniu do roślin kontrolnych. Stwierdzono, że dodatek do pożywki DMA i MMA nie powoduje indukcji syntezy fitochelatyn w tkankach roślin, podczas gdy w obecności arsenianów (III) i arsenianów (V) rośliny syntezują fitochelatyny, przy czym najwięcej tych związków zidentyfikowano w korzeniach. Sprawdzono również stabilności związków arsenu dodawanych do pożywki wraz z upływem czasu prowadzenia upraw hydroponicznych. Wykazano stabilność form chemicznych As(V), DMA, podczas gdy nieorganiczne arseniany (III) ulegały utlenieniu już po upływie 1 dnia od rozpoczęcia uprawy. Codzienna wymiana pożywki zawierającej As (III) pozwoliła stwierdzić, że arseniany (III) są zdecydowanie efektywniej transportowane do części nadziemnych, w porównaniu do arsenianów (V).  
Na podstawie przeprowadzonych badań można stwierdzić, że odpowiedź roślin na stres arsenowy zależna jest od postaci, w jakiej ten pierwiastek występuje w podłożu. Zarówno rośliny rosnące w warunkach naturalnych na terenach skażonych arsenem, jak również uprawiane w warunkach kontrolowanych syntezują fitochelatyny w odpowiedzi na obecność w podłożu nieorganicznych związków arsenu. Organiczne połączenia tego pierwiastka (DMA i MMA) nie indukują syntezy fitochelatyn w tkankach uprawianej hydroponicznie gorczycy białej. 
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