Warszawa, 14.10.2014
Monika Sadowska
Uniwersytet Warszawski

Wydział Chemii

Pracownia Chemii Analitycznej Stosowanej
Autoreferat pracy doktorskiej pt.

„Analiza specjacyjna talu w materiale roślinnym”

Promotor: dr hab. Beata Krasnodębska-Ostręga
Tal, pomimo niskich zawartości w środowisku, oddziałuje silnie na organizmy, szczególnie tam, gdzie w wyniku działalności człowieka jego zawartości są podwyższone w stosunku do zawartości naturalnych. Występowanie rejonów skażonych talem, także w Polsce, stwarza konieczność prowadzenia szeregu badań związanych nie tylko z monitoringiem stanu skażenia i migracji tego ksenobiotyku, ale także badań dodatkowych, ukierunkowanych na poznanie mechanizmu biodostępności. Ważna jest ocena zdolności pobierania tego pierwiastka z podłoża stałego przez rośliny będące bioakumulatorami talu oraz poznanie mechanizmów detoksykacji wykształconych przez te gatunki. Dodatkowo istotne jest badanie specjacji i frakcjonowania w różnych elementach ekosystemów, gdyż poszczególne formy chemiczne talu znacznie różnią się toksycznością i przyswajalnością. Badanie specjacji jest wyzwaniem analitycznym nie tylko ze względu na niestabilność talu na trzecim stopniu utlenienia, ale także z powodu bardzo niskiej zawartości różnych form tego pierwiastka w próbkach naturalnych. 
W przedstawionej pracy opisałam wyniki badań nad szeroko rozumianą specjacją talu w tkankach gorczycy białej (Sinapis alba L.). Gatunek ten został wytypowany do eksperymentów ze względu na zdolność akumulacji różnych pierwiastków o toksycznych właściwościach, przede wszystkim jednak talu. Gorczyca charakteryzuje się także szeregiem cech pożądanych z punktu widzenia fitoremediacji. Początkowe eksperymenty miały na celu określenie wpływu talu na morfologię roślin oraz jego rozmieszczenia w świeżych tkankach roślinnych (w makro i mikro skali), a także ocenę zdolności pobierania, transportu i zatężania Tl oraz Cd, Zn i Pb w poszczególnych organach roślin. Istotna była także ocena biodostępności Tl oraz Cd, Zn i Pb ze stałego podłoża zanieczyszczonego odpadami z terenów skażonych talem. Następnym etapem mojej pracy było określenie specjacji chemicznej talu w tkankach gorczycy. Wymagało to opracowania odpowiednich procedur analitycznych (pobieranie, przechowywanie i badanie próbek), które zagwarantują zachowanie specjacji z chwili próbkowania, a także określenia warunków rozdzielenia Tl(III) i Tl(I) oraz wydzielenia i zatężenia utlenionej formy ze złożonej matrycy.
Rośliny wykorzystane do badań były uprawiane w warunkach laboratoryjnych, w kulturach hydroponicznych oraz na stałym podłożu, wzbogaconym w związki talu oraz kadmu, ponieważ pierwiastki te często występują obok siebie w próbkach środowiskowych. Jako źródło Tl i Cd posłużyły roztwory wzorcowe tych pierwiastków, a także osady denne, zawierające odpady przeróbki rud siarczkowych i stanowiące źródło skażenia talem, kadmem oraz innymi metalami (np. Pb, Zn). Tolerancję gorczycy na obecność talu określiłam na podstawie wizualnej oceny stanu roślin uprawianych w obecności różnych stężeń tego pierwiastka oraz wytworzonej biomasy. Zmiany w morfologii roślin spowodowane obecnością talu występują, gdy jego stężenie w pożywce przekracza 
100 µg L-1. Są to nieswoiste zmiany obejmujące spadek produkcji biomasy, ograniczony wzrost, odbarwienia i deformacje liści. Rozmieszczenie talu w tkankach roślinnych określiłam wykorzystując LA ICP MS. Wyniki uzyskane tą metodą wykazały, że tal jest transportowany w tkankach roślin podobnym drogami co potas i wapń, pierwiastki o istotnym znaczeniu biologicznym. 

Całkowitą zawartość talu oraz innych pierwiastków (Cd, Pb, Zn) w poszczególnych organach roślin (korzenie, łodygi, liście) oznaczyłam metodą ICP MS i na tej podstawie wyznaczyłam współczynniki zatężania (AF) oraz w przypadku uprawy hydroponicznej współczynniki transportu (TF). W przypadku upraw na podłożu stałym uwzględniłam także biodostępność badanych pierwiastków, określoną na podstawie wydajności ekstrakcji gleby roztworem EDTA. Gorczyca biała wykazuje zdolność zatężania znacznych ilości talu (AF = 200-600), a także efektywnie transportuje ten pierwiastek do nadziemnych części rośliny (TF > 1). Kadm przeciwnie, jest zatrzymywany głównie w korzeniach. Zawartość talu w odbarwionych fragmentach liści była około 2-krotnie wyższa niż we fragmentach zielonych. Uprawy w obecności osadów zawierających oprócz talu także inne metale, potwierdzają zdolność gorczycy do selektywnej ekstrakcji talu z podłoża (znacznie wyższe współczynniki zatężania Tl niż Cd, Zn czy Pb), co jest interesującą właściwością z punktu widzenia badań nad fitoremediacją terenów skażonych odpadami poflotacyjnymi, które w Polsce stanowią główne źródło zanieczyszczenia środowiska talem. 
Przed przystąpieniem do analizy specjacyjnej, mającej na celu określenie stopni utlenienia, na jakich tal występuje w roślinie, podjęłam próbę przygotowania trwałych wzorców dwóch form chemicznych tego pierwiastka: Tl(I) i Tl(III). Ze względu na łatwą redukcję Tl(III) w roztworach wodnych konieczna jest stabilizacja tej formy poprzez dodatek odczynnika kompleksującego. Stabilność wzorców przygotowanych w obecności różnych związków chemicznych określiłam metodą chromatografii jonowej z detekcją pierwiastkową (IC ICP MS). Odczynnikiem najbardziej przydatnym w przygotowaniu roztworu wzorcowego do zastosowania w chromatografii okazała się sól sodowa kwasu dietylenotriaminopentaoctowego (DTPA), pozwalająca ograniczyć stopień redukcji do poziomu poniżej 5%. Obecność zarówno chlorków, jak i octanów nie zapobiega redukcji Tl(III) w wystarczającym stopniu. Także naświetlanie promieniami UV powoduje w obecności ekstraktu roślinnego rozpad oraz redukcję wzorca Tl(III)-DTPA, mimo iż sam wzorzec jest w takich warunkach trwały.

Specjację chemiczną talu w próbkach gorczycy białej określiłam na podstawie chromatogramów ekstraktów roślinnych, zarejestrowanych metodą LC ICP MS z kolumną anionowymienną oraz wykluczenia. Ekstrakcję prowadziłam w obecności DTPA, wykorzystując materiał świeży, zamrożony oraz suszony. Aby ocenić wiarygodność uzyskanych wyników, zbadałam wpływ procedury ekstrakcji na stabilność roztworów wzorcowych Tl(I) oraz Tl(III). Obecność DTPA pozwala istotnie ograniczyć redukcję Tl(III) do Tl(I), jednak nie jest w stanie całkowicie jej zapobiec w kontakcie z matrycą roślinną. Podczas procedury ekstrakcji dodany do materiału roślinnego wzorzec Tl(I) jest trwały, natomiast Tl(III)-DTPA jest sukcesywnie redukowany. Ze względu na szybkość tego procesu oraz trudności w utrwaleniu pierwotnej specjacji, konieczna jest praca w ścisłym reżimie czasowym oraz ograniczenie do niezbędnego minimum czasu transportu i przechowywania próbek. W ekstraktach uzyskanych z materiału suszonego oraz mrożonego nie stwierdziłam obecności Tl(III), forma ta była obecna jedynie w ekstraktach ze świeżych roślin. Przechowywanie próbek nie jest zatem możliwe, ze względu na nietrwałość połączeń Tl(III) obecnych w tkankach roślin. Ekstrakcję należy wykonywać ze świeżego materiału, a specjację oznaczać tego samego dnia. Obecność Tl(III) stwierdziłam w roślinach pochodzących ze wszystkich badanych upraw. W uzyskanym materiale Tl(III) stanowił do 10% całkowitej zawartości wyekstrahowanego Tl. Większy udział formy utlenionej występował w przypadku roślin zdrowych, nie wykazujących zmian w morfologii, co wskazuje na istnienie mechanizmu obronnego polegającego na utlenianiu Tl(I) do Tl(III) w celu jego detoksykacji. Analiza pożywki, w której uprawiane były rośliny, nie wykazała obecności Tl(III). Tal jest zatem pobierany jako Tl(I) i utleniany dopiero w tkankach roślin. W przypadku uprawy stałej do potwierdzenia tej tezy wykorzystałam specyfikę pomiarów elektrochemicznych. Woltamperometria ze wstępnym zatężaniem pozwala zarówno na oznaczenie całkowitej zawartości Tl, jak i na pośrednie oznaczenie specjacji. Poprzez porównanie zawartości Tl w ekstrakcie glebowym uzyskanym po wymyciu roztworem EDTA (biodostępna frakcja talu), oznaczonych metodą ICP MS i metodą DP ASV stwierdziłam, że biodostępna frakcja talu w osadach zawiera głównie formę jednowartościową i nie może być źródłem tak dużej ilości Tl(III), która jest obserwowana w liściach gorczycy. 

Analizę specjacyjną talu wykonuje się zazwyczaj wykorzystując sprzężenie chromatografii z detekcją pierwiastkową. W przedstawionej pracy zaproponowałam alternatywną metodę rozdzielenia obu form talu, opartą na ekstrakcji do fazy stałej i różnicach w chemicznych właściwościach kompleksów tworzonych przez Tl(I) i Tl(III) z dietyloditiokarbaminianem (DDTC). Opracowaną procedurę SPE zoptymalizowałam do rozdzielenia Tl(I) i Tl(III) w obecności matrycy nieorganicznej (woda morska) oraz organicznej (ekstrakt roślinny). Proponowana metoda charakteryzuje się niewielką wrażliwością na obecność jonów interferujących i może zostać zastosowana do analizy specjacyjnej talu w wodzie morskiej oraz ekstraktach roślinnych, kiedy zawartość obu form talu jest na podobnym poziomie. 

Podsumowując, moje badania pozwoliły wskazać gorczycę białą jako hiperakumulator o cechach selektywnego fitoekstraktora talu oraz określić stopień akumulacji i translokacji talu w tkankach tego gatunku, a także zaproponować mechanizm detoksykacji talu przez gorczycę białą. Opracowałam rzetelną i zoptymalizowaną procedurę badania specjacji talu w ekstrakcie roślinnym, obejmującą sposób wyodrębnienia form talu, ich stabilizacji poza tkanką oraz przygotowania stabilnych wzorców. Opracowałam również alternatywną do HPLC ICP MS metodę badania specjacji talu, opartą na zatężaniu Tl(III) z roztworu do fazy stałej.
