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Platyna jest metalem szeroko stosowanym w przemyśle chemicznym i samochodowym, medycynie i jubilerstwie. Jednocześnie od wielu lat obserwuje się stały wzrost zawartości tego metalu w próbkach środowiskowych. Głównym i najlepiej poznanym źródłem emisji platyny jest ruch samochodowy – platyna emitowana jest ze zużywającej się w czasie pracy powierzchni katalizatorów spalin. Platyna znajdująca się w glebie, wodzie i powietrzu pobierana jest przez organizmy roślinne i tą drogą przedostaje się do łańcucha pokarmowego. Stąd też niezwykle ważne jest prowadzenie badań pozwalających na zidentyfikowanie związków platyny przyswajalnych przez organizmy roślinne i poznanie dróg metabolizmu tego metalu w komórkach roślin. Badania takie ważne są też z punktu widzenia wykorzystania roślin jako bioindykatorów skażenia środowiska oraz do oczyszczania skażonych gleb na drodze fitoremediacji. 
Toksyczność metali ciężkich dla roślin zależy od ich stężenia w komórkach i objawia się m.in. zaburzeniami w funkcjonowaniu błon komórkowych, w fotosyntetycznym i mitochondrialnym transporcie elektronów. Powodują one inaktywację wielu enzymów zaangażowanych w regulację metabolizmu komórek, co w efekcie prowadzi do redukcji wzrostu i przyspiesza starzenie się roślin. Jednak niektóre gatunki rozwinęły zdolność do przetrwania w środowiskach skażonych metalami ciężkimi, gdyż wykształciły mechanizmy pozwalające uniknąć szkodliwych skutków zbyt dużego stężenia tych jonów. Należą do nich m.in. ograniczenia pobierania, unieruchamianie w ścianie komórkowej lub aktywne usuwanie jonów poza komórkę. Szczególnie dużo uwagi w literaturze poświęca się mechanizmowi polegającemu na kompleksowaniu jonów metali przez związki zwierające grupy tiolowe – fitochelatyny. Powstałe kompleksy transportowane są do wakuoli, gdzie jony metali są odizolowane od cytoplazmy i nie stanowią zagrożenia. Fitochelatyny są to związki, z różną liczbą powtarzających się cyklicznie fragmentów           γ-glutamylocysteinowych (od 2 do 11 razy), z zamykającą cząsteczkę glicyną. Znane są też homologi fitochelatyn, które w swojej cząsteczce zawierają zamiast glicyny, inny aminokwas – serynę, alaninę czy też kwas glutaminowy. Fitochelatyny syntetyzowane są w komórkach roślin z glutationu, a enzym biorący udział w reakcji aktywowany jest przez jony niektórych metali. 
Celem pracy było sprawdzenie zdolności wybranych gatunków roślin: gorczycy białej (Sinapis alba L.), kukurydzy (Zea mays L.) i trawy (Lolium perenne) do pobierania i zatężania platyny, pod kątem ich ewentualnego wykorzystania w procesie fitoremediacji oraz przeprowadzenie analizy specjacyjnej platyny w badanych roślinach w celu poznaniu dróg metabolizmu tego metalu w ich komórkach.


Rośliny wykorzystane do badań uprawiane były w warunkach hydroponicznych, na pożywce Knopa, do której dodawano sól platyny (II) tak, aby stężenie metalu wynosiło 50 lub 500 μg/l. W zależności od rodzaju uprawy platynę dodawano do pożywki w ostatnim tygodniu uprawy, bądź rośliny rosły na pożywce zawierającej ksenobiotyk przez cały czas. Uprawy prowadzono od 2 do 6 tygodni. Nie zaobserwowano żadnych efektów fitotoksycznych u badanych roślin. Po zakończeniu upraw, w celu oznaczenia całkowitej zawartości platyny w badanych roślinach, poszczególne ich części suszono, mielono w młynie agatowym i mineralizowano w układzie zamkniętym z wykorzystaniem energii mikrofalowej, stosując mieszaninę kwasów HNO3, HClO4 i HCl. Zawartość platyny oznaczono techniką spektrometrii mas z plazmą indukcyjnie wzbudzoną. Na podstawie otrzymanych wyników stwierdzono, że wszystkie badane rośliny efektywnie pobierają platynę z podłoża i transportują do części nadziemnych. Zawartość platyny rosła wraz z wydłużeniem czasu uprawy, a największe stężenie metalu stwierdzono w korzeniach badanych roślin. Stosunek zawartości platyny w częściach nadziemnych do jej zawartości w korzeniach zależał zarówno od rodzaju uprawy jak i badanego gatunku. Na podstawie zawartości platyny w poszczególnych częściach roślin, obliczono współczynniki akumulacji platyny (stosunek stężenia platyny w roślinie do jej stężenia w podłożu) i stwierdzono, że najwięcej platyny akumuluje gorczyca biała.

W kolejnym etapie pracy podjęto próbę scharakteryzowania związków platyny obecnych w badanych roślinach. W tym celu przeprowadzono frakcjonowanie platyny, stosując ekstrahenty pozwalające na ekstrakcję różnych grup związków: rozpuszczalnych w wodzie (woda i bufor Tris-HCl, pH 8), związanych ze ścianą komórkową, nierozpuszczalnych w wodzie polisacharydów (driselaza - mieszanina enzymów laminarany, ksylenazy i celulazy) oraz hydrofobowych białek (dodecylosiarczan (VI) sodu i proteaza). Ekstrakcję prowadzono zarówno ze świeżego, jak i wysuszonego materiału roślinnego. Warunki ekstrakcji takie jak czas trwania procesu, temperatura i stężenia ekstrahentów zostały zoptymalizowane. Zawartość platyny w ekstraktach oznaczono techniką ICP MS. Na podstawie przeprowadzonych badań stwierdzono, że formy rozpuszczalne w wodzie stanowią od kilku (korzenie) do kilkudziesięciu (części nadziemne) procent całkowitej zawartości platyny obecnej w badanych próbkach. Platyna tworzy też kompleksy z nierozpuszczalnymi w wodzie polipeptydami lub polisacharydami. Co ważne, zawartość platyny w poszczególnych frakcjach jest zależna od gatunku rośliny i warunków uprawy, co dowodzi różnic w metabolizmie tego metalu. Różnic w wydajnościach ekstrakcji poszczególnymi roztworami nie stwierdzono w przypadku ekstrakcji świeżego materiału roślinnego. Spowodowane jest to zapewne stosowaniem zamrażania próbek w ciekłym azocie, co powoduje destrukcję ścian komórkowych i ułatwia przebieg procesu ekstrakcji. 

W trakcie dalszych badań zoptymalizowano warunki rozdzielania związków platyny w ekstraktach roślinnych metodą chromatografii wykluczania z detekcją techniką spektrometrii mas z jonizacją w plazmie indukcyjnie wzbudzonej. Wykorzystując możliwość prowadzenia analizy wielopierwiastkowej, jaką daje technika ICP MS, chromatogramy rejestrowano również dla innych pierwiastków (m.in. S, Ca, Pb, Cu).  Na zarejestrowanych chromatogramach obserwowano siedem pików  odpowiadających związkom platyny. Na podstawie zmian zawartości innych metali i siarki w poszczególnych frakcjach oraz badań na wzorcach, stwierdzono, iż platyna może być wiązana w komórkach roślinnych przez fitochelatyny lub prostsze związki tiolowe tj. cysteinę czy glutation. Wykazano, że charakter związków platyny w ekstraktach wodnych różnych roślin i ich poszczególnych części jest podobny, ale zawartość poszczególnych form zależna jest od gatunku i warunków uprawy. Analiza chromatograficzna wszystkich otrzymanych ekstraktów potwierdziła, iż każdy z zastosowanych ekstrahentów powoduje ekstrakcję innej grupy związków. 

Ponieważ wyniki prowadzonych badań wskazują, że platyna jest w roślinach kompleksowana przez związki tiolowe, w dalszych pracach zastosowano techniki pozwalające na ich detekcję. Podjęto próbę oznaczenia glutationu w ekstraktach roślin techniką woltamperometrii różnicowej pulsowej. Na podstawie otrzymanych wyników stwierdzono, że technika ta, wbrew doniesieniom literaturowym, nie pozwala na selektywne oznaczenie tego związku i jego kompleksów z platyną w tak złożonej matrycy, jaką jest ekstrakt roślinny. Wykazano, że inne związki tiolowe stanowią poważne interferencje podczas oznaczeń. Konieczne jest więc wstępne rozdzielenie związków tiolowych. W związku z tym zastosowano wysokosprawną chromatografię w odwróconym układzie faz, z amperometrią pulsową jako metodą detekcji. Przed przystąpieniem do analizy ekstraktów roślinnych, zoptymalizowano skład fazy ruchomej i na podstawie woltamogramów cyklicznych zarejestrowanych w obecności związków tiolowych, dobrano parametry detekcji amperometrycznej. Oznaczenia prowadzono w układzie przepływowym własnej konstrukcji. W opracowanych warunkach możliwe było rozdzielenie i detekcja związków modelowych: cysteiny, glutationu w formie utlenionej i zredukowanej oraz fitochelatyny PC2 ((γ–GluCys)2Gly). W trakcie prowadzonych badań wykazano obecność fitochelatyny PC2 w ekstrakcie liści gorczycy białej. Potwierdzono w ten sposób syntezę fitochelatyn przez gorczycę białą, rosnącą na podłożu o podwyższonej zawartości platyny. Mechanizm syntezy fitochelatyn przez rośliny narażone na stres spowodowany obecnością platyny w podłożu był dotychczas postulowany, ale nie udało się jak dotąd potwierdzić obecności tego typu związków w próbkach roślinnych.

Z materiału roślinnego, niewykorzystanego podczas prowadzenia badań przygotowano kontrolny materiał roślinny ze śladową zawartością platyny. Stosując niezależne techniki analityczne oznaczono w nim nie tylko zawartość platyny, ale również kadmu, miedzi, cynku, ołowiu i manganu. Po dokładnej analizie statystycznej wyników, wyznaczono zawartość platyny w otrzymanym materiale kontrolnym           (42,6 ± 0,5 (g kg-1). 
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