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Abstrakt
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CILE PRACE

V teoretické Casti bylo cilem vypracovéani literarni reSerSe, ve které bylo rozebrano
nékolik okruhli. Mezi témata obsazena v reSerSi patfi: minerdlni vyziva rostlin;
nanocastice kovi ve slozkach zivotniho prostfedi; hmotnostni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem (ICP-MS); spojeni laserové ablace s hmotnostni spektrometrii

s indukéné vazanym plazmatem (LA-ICP-MS).

Prakticka ¢ast méla za cil stanoveni enzymové aktivity antioxida¢nich enzymt, Vyvoj
a optimalizaci metody stanoveni vybranych kovu v rostlinnych organech a provedeni

vizualizace profilu vybranych kovii pomoci LA-ICP-MS.



1 UVOD

Rostliny ke svému rastu nezbytné potiebuji makrobiogenni a mikrobiogenni prvky.
Mensi nebo vétsi, nez adekvatni zasobovani nekterym z téchto zékladnich prvka vede
k metabolickym porucham, v¢etné zmén v Cinnosti enzymu a rychlosti metabolickych
reakci. Kromé zmén v metabolickych vzorcich, vazné nedostatky jednotlivych zakladnich
prvki také produkuji soubor charakteristickych ucinka na vnéjsi vzhled kotfenti, stonkd,

listt, kvéta a plodu (Sathiyavani et al., 2017).

Nanocastice a nanomaterialy slouzi k riznym primyslovym a komerénim tceliim, coz
se odrazi v jejich stile rostoucim objemu vyroby. Tento vyvoj je pravdépodobné
usnadnén jejich jedine¢nymi obecnymi vlastnostmi (velikost ¢astic, povrch, povrchova
reaktivita, naboj a tvar). Jejich produkce, pouzivani a likvidace nevyhnutelné vede k jejich
uniku do ovzdus$i, vody a pudy (Antisari et al. 2015). NP (,,Nanoparticles”) mohou
vstoupit do potravniho fetézce pudou, ve které jsou plodiny péstovany (Pidgeon et al.
2009) a zvySovat riziko bioakumulace v potravnim fetézci pro zvirata a clovéka (Zhu et
al. 2008). Rico et al. (2011) diskutovali o u¢incich adsorpce, translokace a akumulace NP
v plodinach, pfi¢emz zduraznili, Ze tyto procesy zavisi na rostlinnych druzich, velikosti,

typu, chemickém slozeni a stabilit¢ NP.

Rizeni environmentalnich dopadti umélych nanomaterialt (ENM, ,Engineered
nanomaterials®) vyzaduje pochopeni jejich potencialnich rizik a ptinosti v rostlinach.
ENM maji jak pfiznivé, tak i1 Skodlivé ucinky na kulturni plodiny. Soucasné chapani
interakci ENM s jedlymi rostlinami vSak poskytuje malo informaci o dlouhodobych
dopadech na fyziologii plodin a kvalitu potravin. Nanotechnologie ma potencial prospivat
zemedelstvi nékolika zplsoby, nicméné jako nejzjevnéjsi se jevi optimalizace uvoliovani
zivin (nanofertilizatory) a zlepSeni ochrany rostlin dodédvanim nanopesticidi a

nanoherbicidt (Gogos et al., 2012).

Béhem poslednich let byl u¢inén znaény pokrok v pochopeni zdroji, osudu a Géinka
nanocastic. Predpovédi koncentraci nanocastic v zivotnim prostiedi zalozené
na modelovacich pfistupech Ize potvrdit méfenymi koncentracemi v terénu. Nicméné
analytické techniky se stile vyvijeji, aby efektivnéji a spolehlivgji charakterizovaly
a kvantifikovaly nanocéstice, jakoZ i jejich detekci v komplexnich environmentalnich
matricich. V soucasné dob¢ patii mezi nejvhodnég;jsi techniky pro kvantifikaci nanocastic

v rostlinnych pletivech hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem



(ICP-MS) a pro studium prostorové distribuce ICP-MS ve spojeni s laserovou ablaci

(Mahdi et al., 2017; Wojcieszek et al., 2019).

V této praci byla jako modelova rostlina pouzita fedkev seta (Raphanus sativus L.),
protoze je celosvétoveé konzumovana z diivodu jejiho nutri¢niho obsahu a antioxida¢nich
vlastnosti (Baenas et al., 2015). Redkvi¢ka je vyznamna kofenové zelenina, nebot
vitamin B3, ktery fedkvi¢ky v hojném mnozstvi obsahuji, snizuje hladinu cholesterolu
Vv krvi a vysoky krevni tlak. Pied vice nez dvéma desetiletimi byla fedkvicka navrzena
jako modelova rostlina pro studium environmentalnich strest, zejména atmosférickych
kontaminantil (Kostka-Rick a Manning, 1993). Tato rostlina je vzhledem ke svému
kratkému vegetatnimu obdobi povazovana za vhodny model pro studium interakce

rostlin s ptidnimi kontaminanty (Létondor et al., 2015).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Mineralni vyziva

Vyrazem biogenni oznacujeme vSechny prvky, které vytvareji zivé organismy. V téle
rostlin se vyskytuje zhruba 60 prvku, kdy nékteré z nich jsou esencidlni Cili
nepostradatelné. Esencialnimi jsou ty prvky, které splituji nasledujici kritéria. Nelze jeden
prvek nahradit jinym, neboli jeho deficit nelze kompenzovat jinymi prvky a ma
specifickou funkci v metabolismu rostliny. Nezbytny obsah jednotlivych prvki v susiné
rostliny udava, jestli je prvek oznaCovan jako makrobiogenni nebo mikrobiogenni.
Makrobiogenni prvky jako uhlik, vodik, kyslik, dusik, draslik, vapnik, hot¢ik, fosfor a
sira, jsou v 1 kg suSiny obsaZeny v mnozstvi vétsim nez 1000 mg (1 g). Mikrobiogenni
prvky, jako chlor, zelezo, bor, mangan, zinek, méd’, kobalt, molybden, jsou v 1 kg suSiny
zastoupeny v mnozstvi mensim nez 100 mg (0,1 g) (Prochazka et al., 1998).
Makrobiogenni a mikrobiogenni prvky, chemickd znacka, atomova hmotnost, forma,
ve které jsou obvykle pfijimany, a procentualni obsah Vv susiné jsou uvedeny v tabulce
¢. 1.

Pokud ma rostlina nedostatecné mnozstvi esencidlnich mineralnich latek, dojde
ke konkrétnim zménam tvaru a barvy organt, mohou nastat poruchy vyvoje, zasychani
pletiv, zpomaleni a az zastaveni rtistu. Znamky nedostatku jsou pro jednotlivé prvky
charakteristické, pokud nema rostlina pfistup k nékterému z nezbytnych prvki, jeji
existence je timto nedostatkem prvku omezovana. Kromé prvki, které jsou nezbytné pro
vSechny rostliny, mohou byt urc¢ité prvky esencidlni pouze za urcitych podminek a
jenom pro nékteré rostliny. Takové prvky se nazyvaji prospésné nebo benefiéni (Si, Na,
Co a Se). Soucasti rostlin mohou byt i prvky, které pro jejich existenci nejsou nezbytné
(napt. Rb, Au, Cd, Pb, V, Al, Co apod.). Rostliny si opatfuji mineralni prvky z okolniho
prostiedi a ve forme& pivodni nebo asimilované je rozdéluji na funkéni mista v rostling
(Pavlova, 2006). Prvky lze dale dé€lit podle toho, jakou zaujimaji biochemickou funkci
Vv rostling, napf. ¢asti organickych uhlikatych sloucenin (N a S), dilezité pti ukladani
energie nebo ve strukturalni integrité¢ (P, Si a B), pfetrvavajici v podobé vazanych ¢i
volnych iontt (K, Ca, Mg, Cl, Mn a Na) a tcastnici se ptenosu elektront (Fe, Zn, Cu, Ni
a Mo) (Taiz a Zeiger, 2002). V teoretické Casti bude probrana tloha téch prvka, které
byly v experimentalni Casti stanovovany. Z makrobiogennich prvkd to jsou draslik,

vapnik, hot¢ik a z mikrobiogennich prvki méd’, Zelezo, mangan a zinek.



Tab. 1 Makrobiogenni a mikrobiogenni prvky v mineralni vyzive rostlin

Prvky Chemicka Atomova Forma, ve kter¢ je Sucha vaha ve
znacka hmotnost prvek absorbovan zdravych rostlinach
Makroziviny
Vapnik Ca 40,08 Ca* 02-35%
Uhlik C 12,01 CO; cca 44 %
Vodik H 1,01 H20 cca 6 %
Hot¢ik Mg 24,32 Mg 0,1-0,8%
Dusik N 14,01 NO; a NH," 1-4%
Kyslik 0] 16 H,0 a O, ccad4 %
Fosfor P 30,98 H.PO, a HPO4 0,1-0,8%
Draslik K 39,1 K* 05-6%
Sira S 32,07 SO.* 0,05-1%
Mikroziviny
Bor B 10,82 BO; a B,O/* 5-75 ppm
Med’ Cu 63,54 cu* 4-30 ppm
Chlor Cl 35,46 CI 100 — 10 000 ppm
Zelezo Fe 55,85 Fe?* a Fe** 25-300 ppm
Mangan Mn 54,94 Mn?* 15-800 ppm
Molybden Mo 95,95 MoO,* 0,1-5ppm
Zinek Zn 65,38 zZn?* 15-100 ppm

Pfevzato a upraveno z Taji et al., 1993



2.1.1 Makroprvky

V nésledujici ¢asti prace jsou rozebrany makrobiogenni prvky, jako jsou draslik, vapnik
a hot¢ik. Kazda podkapitola je dale ¢lenéna na vyskyt, ptijem a distribuci a biologickou

funkci daného prvku.

2.1.1.1 Draslik

Draslik (latinsky ,,Kalium*) je prvek 1. A skupiny periodické tabulky prvka a je
oznacovan jako alkalicky kov. Je to stfibrobily velmi m&kky kov dobte vedouci elektiinu
1 teplo. Ma také silné reduk¢ni schopnosti a je vysoce reaktivni. Charakteristickd barva

plamene drasliku je fialova (TouZin, 2001).

2.1.1.1.1 Vyskyt

Zemska klra obsahuje asi 2,6 % drasliku. V pidach je vétSina K* dehydratovana
a koordinovana na atomy kysliku, které nejsou dostupné pro rostliny. Typické
koncentrace v pidnim roztoku se pohybuji mezi 0,1 a 1 mM K*. Je definovan jako
nejpocetnéjsi kation v rostlinach. Nedostatek K* je vzacny, ale rist rostlin je obvykle
stimulovan dodate¢nym hnojenim uhli¢itanem draselnym (potas), coz je béznou praxi v

mnoha oblastech produkce plodin (Maathuis, 2009).

2.1.1.1.2 Prijem a distribuce

Rostlinou je pfijiman jako K a nevaZze se do stabilnich struktur, vaze se do komplex
s organickymi kyselinami. V rostliné je velmi pohyblivy, zkofeni do prytu je
transportovan xylémem a ze starSich ¢asti rostliny do mladsich je transportovan floémem
(Pavlova, 2006). Kromé& dodavani K™ do zelené tkané je zachovan velky floémem
zprostfedkovany K* tok z prytd do kofenil. Piedpoklada se, Ze vysledny cyklus K* je
dulezity v homeostaze K* a poskytuje neustaly piisun kationtti doprovazejicich anionty,
jako je NOs', na jejich cesté do prytu (Maathuis, 2009). Stejné jako u NOs’, i piijem K*
do kotent rostlin mé vysokoafinitni (protonmotoricka sila) a nizkoafinitni (pfijem kanaly)
slozky (Maathuis a Sanders, 1994). Elektrofyziologické studie ukazaly, Ze pasivni
transport pies iontové kanaly s milimolarnim Kp a aktivni transport pies H-transportéry
s mikromolarnim K je zdkladem nizkoafinitnich a vysokoafinitnich slozek piijmu K*
(Maathuis a Sanders 1994; Maathuis a Sanders 1995). Pfi nizké koncentraci drasliku
Vv pudée je jeho piijem zajisStovan vysoce afinitnim mechanismem. Ptijem je elektrogennt,
vyuziva protonmotorickou silu a uskute¢iiuje se symportem s H* v poméru 1:1. Ma slozku

konstitutivni a indukovatelnou. Mechanismus nizkoafinitni tvoii pfitokové rektifikacni
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kanaly, které v buiikach pfijimajicich K* z pidniho roztoku ziistavaji dlouho otevieny.
Oba transportni mechanismy jsou tvofeny nékolika rliznymi typy proteint. Jak se

ukazuje, jeden transportni protein mize byt funkéni slozkou obou mechanismi (Pavlova,
2006).

2.1.1.1.3 Biologické funkce

K™ je zapotiebi pro metabolické reakce, protoze ma schopnost aktivovat velké mnoZzstvi
enzymd. In vitro se aktivace enzymu vyskytuje v pfitomnosti aktivity 50-80 mM K*, coz
je hodnota, ktera dobie odpovida hodnotam pro cytoplazmaticky K (Britto a Kronzucker,
2008; Maathuis a Sanders, 1993; Walker et al., 1996). Specifické enzymy, u kterych bylo
prokazano, Ze jsou aktivovany K*, zahrnuji izoformy vakuolarni PPasy, které akumuluji
protony do vakuolarniho lumenu a jsou pfisné zavislé na K*. Kromé toho mnoho enzymui
podilejicich se na metabolismu C, jako je pyruvatkinasa (EC 2.7.1.40), fosfofruktokinasa
(EC 2.7.1.11) a ADP-glukosa-skrob glukosyltransferasa (EC 2.4.1.21) ukazuji K*
zéavislost (Marschner, 1995). Syntéza proteinii zprostiedkovand ribosomy je dalSim
kli¢ovym procesem, ktery vyzaduje vysoké koncentrace K. Vyznamny je také podil K*
na udrzovani elektroneutrality bunék, regulaci osmotickych pomérti a udrzovani turgoru.
Zmény koncentrace K™ mohou vést k vratnym zménadm objemu bunék pii pohybech
organll a otvirani a zavirani priaduchi. Koncentrace K* v kofenu je dilezita také pro
piijem vody a vznik kofenového vztlaku. Ma vliv na hydrataci, a proto i na konformaci
proteind a tim méni aktivitu enzymi. Obecné je K dulezity pro tvorbu jednoduchych
cukrti a skrobu. Ma vliv na dozravani semen, plodu a na jejich chut’. Déale na bunécny
rust, pohyby rostlin, regulaci otevienosti praduchii a vyrovnani naboje v burice.
Vyznamny je jeho vliv na odolnost rostlin vici stresu. K hraje dulezitou roli v rastu a
vyvoji rostlin, véetné kofenového systému. Je nutny pro fotosyntézu, transport
fotosyntatu a syntézu proteind. Plodiny, které produkuji velké mnozstvi bilkovin
na jednotku plochy ptdy, vyZzaduji vice K nez ty, které produkuji méné bilkovin (Blevins,
1994). Nedostatek K se projevuje zloutnutim listi, okrajovou nekrdzou, poklesem
syntézy proteinil a enzymatické aktivity. Kofeny maji nazloutlou barvu, je typicka malé
rozvétvenost a snadno zahnivaji. Také se sniZi odolnost vii¢i suchu, mrazu a houbovym
patogenim. Akumulace redukujicich cukrl a vy€erpani organickych kyselin a zaporné
nabitych aminokyselin byly také popsany jako piimé dusledky nedostatku K* (Amtmann
et al., 2008). Naopak nadbytek vede k porucham piijmu Ca a Mg. Na listech se tvoii
zlutohnéd¢ skvrny, pletivo se rozpada, listy usychaji a opadaji (Pavlova, 2006)



2.1.1.2 Vapnik

Vapnik (latinsky ,,Calcium®) je prvek Il. A skupiny periodické tabulky prvki patiici mezi
kovy alkalickych zemin. Je to stiibroleskly velmi mékky kov, ktery je lehce tavitelny.
Charakteristicka barva plamene vapniku je cihlové cervena (Touzin, 2001).

2.1.1.2.1 Vyskyt

Stejné jako K je Ca v litosfére velmi hojny. Silné zvétravani a louhovani ptid mize vést
k nedostatku Ca, coZ je stav, ktery je urychlen nizkym pH ptdy. Ca?* adsorbovany
na koloidy mtize byt vyménén s ptidnim roztokem, kde vétsina ,,volného* Ca?" tvoii
témé&f nerozpustné slouceniny s jinymi prvky, jako je P, ¢imZ je P méné dostupny.
V rostling se Ca vyskytuje vazany nebo volny. Ca®* je schopen tvofit pomérné stabilni,

avsak reversibilni propojeni makromolekul, tzv. vapnikové mustky.

2.1.1.2.2 Prijem a distribuce

Pfijiméan je jako dvoumocny kation Ca?*. Do prytu je transportovan xylémem, jeho
pierozdéleni ze starSich do mladSich casti rostliny je velmi omezené a prakticky
nevstupuje do floému (Pavlova, 2006). Volny a pohyblivy je v apoplastu. Transport
z cytosolu do apoplastu zajistuji Ca?* ATPasy. Vstup do cytosolu probiha skrze
specifické kanaly. Difuze cytoplazmou je pomala, a proto dochazi k tvorbé gradienta. Ca
vstupuje do kofene pies Ca®* propustné kanaly. Nékteré z nich jsou Ca?* selektivni, jiné
jsou ,,neselektivni iontové kanaly (Demidchik a Maathuis, 2007). V rostling je Ca?*
relativné imobilni, iont ma tendenci byt sekvestrovan ve velké vakuole zralych bunék.

Hladiny Ca?* proto mohou klesnout pod kritickou irovefi v rychle rostoucich tkanich.

2.1.1.2.3 Biologické funkce

Schopnost vytvaret vapnikové mulstky ma podstatnou roli v bunééné sténé a stfedni
lamele, kde mé vliv na soudrznost lipidi v membranach. Tyto vazby zvysuji stabilitu
bun&éné stény. Ca?* je kviili své roli strukturni slozky bunééné stény nutny pro zvétSovani
plochy bunécné stény a ma vliv na kompaktnost fosfolipidi v membranach a jejich
schopnost vazat proteiny (Pavlova, 2006). V cytoplazmé tvoti komplex s kalmodulinem,
tento komplex se vaZe na proteiny a dochazi k modifikaci konformace. Véapenaté ionty
u rostlin pfimo aktivuji proteiny jako napiiklad kinasy ¢i fosfatasy. Kalmodulinova
struktura na C-konci inhibuje kinasovou aktivitu N-konce. Vazba Ca?* na C-konec
inhibici zrudi. Protoze Ca®* snadno tvoii nerozpustné soli se sulfaty a fosfaty, volna

koncentrace Ca?* v cytoplazmé je udrzovana extrémné nizka kolem 100 nM. Diky tomu



je Ca?* idedlnim sekundarnim mediatorem a bylo prokazano, Ze $iroka $kala podnétl
vyvolava rychlé zmény volného cytosolického Ca®" u rostlin, které zahrnuji reakce
na bioticky a abioticky stres, stomatalni regulaci a fyzické poskozeni (Mahouachi et al.,
2006; McAinsh a Pittman, 2009). Nedostatek se projevuje poSkozenim meristému
a poruchami rastu vegetacnich vrcholl. Kofeny jsou kratké, siln€ rozvétvené a nitkovité.
Kofeny i vyhonky rostlin hnédnou, Cervenaji a nasledné umiraji. Mlad¢ listy Zloutnou,

dfevo Spatné vyzrava, ovoce rychle hnije (Prochazka et al., 1998).

2.1.1.3 Horcdik

Nazev hoi¢ik je odvozen z feckého ,,Magnesie*, oblasti, kde se t&€zil mastek. V periodické
tabulce prvkl se nachéazi v II. A skupiné€ a patii mezi kovy alkalickych zemin. Je to
stiibroleskly, mekky, tazny a kujny kov. Hoicik je lehce ionizovatelny a ma vysokou
hydratacni energii. Charakteristicka barva plamene hoi¢iku je bila (Touzin, 2001).

2.1.1.3.1 Vyskyt

Piidni Mg se obecné pohybuje mezi 0,05 a 0,5 %. Adsorpce Mg?* na ptidni &astice je diky
hydrata¢nimu obalu relativné slaba, coz ma za nasledek vysoké rychlosti louZeni

a nedostatek Mg?* je proto bézny (Deng et al., 2006).

2.1.1.3.2 Prijem a distribuce

Z kotene do nadzemni c¢asti je transportovan xylémem, ze starSich casti rostlin
do mladsich je redistribuovan floémem (Pavlova, 2006). V rostlinach se ptedpoklada, ze
volny cytoplazmaticky Mg?* je fadové 0,5 mM (Yazaki et al., 1988), ale celkové hladiny
Mg?* se pohybuji od 0,3 do 1,0 % (Deng et al., 2006), a proto dochizi k zna¢nému
vychytavani Mg?* (Hammond et al., 2003). P¥ijem Mg?* na rozhrani kofen/ptida
pravdépodobné probihd pies transportéry rodiny MGT, které jsou homologni
s bakterialnimi transportéry CorA Mg?*. CorAs tvori pentamerni Mg?* selektivni iontové
kanaly, takZe se vyskytuje i v rostlinich, piijem Mg?* je pasivni (Berezin et al., 2008).
Vétsina tkanového Mg?* je ve vakuole, kde prispiva k tvorbé turgoru a vyrovnavani
naboji aniontd. Vakuolarni depozice Mg?* je pravdépodobné zprosttedkovana
antiportery Mg?*:H*. Vzhledem k jeho primérni roli v chloroplastech, nejvice tkafiového

Mg?* je obvykle méfeno ve vyhoncich.

2.1.1.3.3 Biologické funkce

Mg?* je pravdépodobné nejlépe zndmy pro svou centralni polohu v molekule chlorofylu,

kde koordinuje kovalentné se &tyfmi atomy dusiku z porfyrinového kruhu. Vlozeni Mg?*
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do protoporfyrinu se provadi enzymem Mg-chelatasou, ktery se skladd z nékolika
podjednotek, které patii do nadrodiny AAA proteinit (ATPasy spojené s ruznymi
bunéénymi aktivitami). Je zajimavé, Zze samotny protoporfyrin je dilezitym signalnim
prvkem ve vyvoji chloroplasti: akumuluje se v plastidech béhem stresu a negativné
ovliviiuje transkripci fotosyntetickych genti (Robinson et al., 2000). Mg?* m4a dalsi
klicové role ve fotosyntéze, zejména v jeho schopnosti podporovat svételné reakce
ve stromatu. Vnimani svétla a nasledny transport elektronii vede k hromadéni H*
v lumenu tylakoidu. Vysledna separace nabojii je kompenzovana proudem Mg?*
z lumenu tylakoidu do stromatu. VétSina bun&éného Mg?* ma ulohu enzymovych
kofaktori a stabilizace nukleotidi a nukleovych kyselin. Nejvyznamnéjsi typ
enzymovych reakci, kde Mg?* je nezbytny, jsou ty, které jsou spojeny s pienosem energie
a fosforylace/defosforylace. Velka Cast energie buiiky je uloZena ve vysokoenergetickych
esterovych a pyrofosfatovych vazbach fosfosacharidi a difosfatovych a trifostatovych
sloucenin, jako jsou ADP a ATP. Uvolnéni této energie enzymy, jako jsou
fosfotransferasy a ATPasy, vyzaduje piitomnost Mg?*, ktery tvofi ,,miistek* mezi atomy
kysliku dvou sousednich fosfatovych skupin a atomu dusiku na katalytickém misté
proteinu. Mg?* se také snadno vaze na nukleové kyseliny. V disledku toho jsou teploty
tani DNA podstatné vyssi v piitomnosti Mg?* (Robinson et al., 2000). V RNA ma Mg?*
podobné role a pomahd udrzovat sekundarni strukturu (Misra a Draper, 2000). Tudiz
transkripce a translace genu zasadné zavisi na adekvatnich hladinaich Mg?*
V dynamickych 1 stalych strukturdch zajistuji hoicikové mustky spravné funkcni
prostorové usporadani. Aktivuje enzymy jako napiiklad Rubisco a RNA polymerasy, je
slozkou chlorofylli a je vyznamny pro transport sacharidi. Dale zajistuje soudrznosti
podjednotek ribosomi. Nedostatek Mg se projevuje snizenym rustem, poklesem rychlosti
fotosyntézy a chlorotickymi skvrnami na listech. Naopak nadbytek Mg narusuje pfijimani
fosforu, listy jsou tmavé a krouti se (Pavlova, 2006). Tyto vlivy dokazuji, Ze Mg patfi

mezi makrobiogenni prvky (obr. 1).
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Obr. 1 Periodicka tabulka prvkl s vyznacenymi makroprvky (zelen€), mikroprvky (zlute),
benefi¢nimi prvky (modie) a téZzkymi kovy v Zivotnim prostedi (¢ervené). Kobalt jako benefi¢ni
prvek, nikl, méd’ a zinek jako mikroziviny, ktery mohou piisobit i jako jedovaté tézké kovy. Hlinik
pusobi typicky jako tézky kov, ale naptiklad u fepky pii nizSich koncentracich podporuje rust.

10



2.1.2 Mikroprvky

V této kapitole jsou popsany biologické funkce, vliv deficience a toxicity

mikrobiogennich prvka (méd’, zelezo, mangan a zinek).

2121 Méd

M¢d je nezbytna pro fotosyntézu a mitochondridlni dychani, pro metabolismus uhliku
a dusiku, pro ochranu pied oxida¢nim stresem a je vyzadovana pro syntézu bunécné
stény. Za fyziologickych podminek existuje Cu ve dvou oxida¢nich stavech Cul* a Cu?*
a muze se mezi témito formami vzajemné ménit (monovalentni méd’ je nestabilni).
Toumoznuje Cu fungovat jako redukéni nebo oxida¢ni ¢inidlo v biochemickych
reakcich. Zaroven vsak tato vlastnost zptusobuje, ze Cu je také potencialné toxicka,
protoze ionty médi mohou katalyzovat produkci volnych radikalt, coz vede k poskozeni
proteint, DNA a dalSich biomolekul. Proto je ihned po absorpci velka vétSina iont Cu
vazana vychytdvanim proteintl, jako jsou metalothioneiny, aby se zabranilo hromadéni
médi v toxické formé. Cast pfijimané Cu viak tento systém obchézi a je zachycen malymi
vazebnymi proteiny, tzv. Chaperony médi (Huffman a O’Halloran, 2001), které Setii Cu
z detoxikacnich systému a vedou ji k cilovym mistim v bunce (Wintz a Vulpe, 2002). Cu
ma zvlasté vysokou afinitu k molekulam dioxygenu, coz vysvétluje, pro€ je katalytickym
kovem v mnoha oxidasach. Nejvyznamnéjsim ¢lenem této skupiny je mitochondrialni
oxidasa cytochromu ¢ (EC 1.9.3.1) jako hlavni katalyzator terminalni oxidace. Cu se také
nachazi v proteinovych elektronovych nosic¢ich, jako je plastocyanin, ktery piedstavuje
asi 50 % plastidické médi (Pilon, et al., 2006). Vice nez polovina Cu v rostlinach se
nachazi v chloroplastech a podili se na fotosyntetickych reakcich. Je zajimavé, ze
metabolismus Cu uzce souvisi s metabolismem Fe. V zavislosti na biologické dostupnosti
Cu a Fe maji rostliny enzymy pro alternativni pouZiti Cu versus Fe, coz katalyzuje stejnou
biochemickou reakci s uplné odlisnymi apoproteiny (Merchant et al., 2006). A kone¢né
je Cu také soucasti receptoru ethylenu (Rodriguez et al., 1999) a podili se na biosyntéze
kofaktoru Mo (Kuper et al., 2004). Obecné mezi funkce Cu patii fyziologické redoxni
procesy, detoxikace superoxidovych radikalt, lignifikace, rezistence na onemocnéni

a zivotaschopnost pylu (Welch, 1995).

Deficience Cu se tedy poprvé projevi u mladych listd a reprodukénich organt,
pozd¢jsimi diisledky jsou zakrnély rist celé rostliny a svétle zelené listy, které snadno

uschnou. Nedostatek Cu v plodinach je rozsifeny a vyskytuje se po celém svété, zejména
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na pudach s vysokym pH a vysokym obsahem organického uhliku. Obiloviny obecné trpi
nedostatkem Cu. Dokonce i pii mirném deficitu Cu, napf. jeCmen a oves, nemusi
vykazovat charakteristické ptfiznaky, a pfesto mize utrpét vaznou ztradtu vynosu zrna.
Toxicita Cu neni obvykla, i kdyz je aplikovano velké mnozstvi. Béhem ranych fazi
toxicity Cu je patrny snizeny rist plodin. Kromé toho toxicita Cu zpusobuje snizené

vétveni a neobvykle tmavé zabarveni kotent rostlin (Graham a Nambiar, 1981).

2.1.2.2 Zelezo

Stejné jako Cu i Fe ma pro zivot rostlin velky vyznam. Jako redoxn¢ aktivni kov se podili
na fotosyntéze, mitochondridlnim dychani, asimilaci dusiku, biosyntéze hormont
(ethylen, kyselina gibberellova, kyselina jasmonova), produkci a deaktivaci reaktivnich
forem kysliku, osmoprotekci a ochrané proti patogenim. Az 80 % bunécéného Zeleza se
nachazi v chloroplastech, coz odpovida jeho hlavni funkci ve fotosyntéze (Welch, 1995).
V zavislosti na typu zZelezného ligandu Ize definovat tii skupiny proteinii obsahujicich
zelezo: proteiny s klastry Zeleza a siry (Fe-S), proteiny obsahujici hem a jiné proteiny

zeleza.

Proteiny s klastry Fe-S maji kli¢ové funkce pii pfenosu elektrontd, tvoii soucast
vazebnych mist substratu v enzymech, podileji se na regulaci transkripce nebo translace
a na redukci disulfidt (napf. thioredoxiny). Proteiny Fe-S tedy slouzi jako enzymy, jako
elektronové nosice (napt. Ferredoxin) a jako regulacni proteiny (napi. Akonitasa, EC

4.2.1.3) (Xu a Moller, 2008).

Znamé hemoproteiny jsou fotosyntetické a respiracni cytochromy, které se podileji na
pienosu elektroni, a globiny, které vazou kyslik. Mezi dalsi piiklady patii oxidacni
enzymy katalasa (EC 1.11.1.6), peroxidasa (EC 1.11.1.x) a NADPH oxidasa (EC 1.6.3.1),
které se podileji na produkci a/nebo zachycovani volnych radikald, a velmi velka skupina
enzymu cytochromu P450. V rostlinach a mikrobech katalyzuji monooxygenac¢ni reakce
v biosyntetickych drahdch, jako jsou steroly a mnoho sekundéarnich metabolitil, zatimco
u zvifat je jejich hlavni role v detoxikaci xenobiotik. Dale globininy, jako je
leghemoglobin, se podileji na vazani a transportu kysliku. Nitritreduktasa (E.C. 1.6.6.4)
a sulfitreduktasa (EC 1.8.99.3) maji v enzymu jak sirohem, tak Fe-S klastr. V rostlinach
jsou hemoproteiny distribuovany ve vSech subcelularnich polohach, ale situace je
slozit&j$i tim, Ze hem je syntetizovan jak v mitochondriich, tak v chloroplastech (Cornah

et al., 2003), a neni znamo, které organely hem dodavaji ostatnim uZzivatelim v bunce.
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Naptiklad cytochrom P450 se lokalizuje do endoplazmatického retikula, Kkatalasy

do peroxisomi a dalsi enzymy do cytoplazmy.

Jiné zelezné proteiny (které jsou nékdy také seskupeny jako nehemové proteiny) vazou
ionty zeleza pfimo, tj. ani jako hem, ani ve formé Fe-S. Mezi témito proteiny jsou
nejvyznamngjsi feritiny. Feritiny jsou plastidické zasobni proteiny zeleza a reguluji
interakci mezi homeostazou zeleza a oxida¢nim stresem u Arabidopsis (Ravet et al.,
2009). Feritiny se vyskytuji pfevazné v nezralych plastidech, jako jsou etioplasty
a amyloplasty, ale nikoli ve zralych chloroplastech (Briat a Lobreaux, 1998).

Nedostatek zeleza se projevuje chlordzou, Zlutymi a zelenymi pruhy v travach. Pfima
toxicita Fe se pii obecném pouzivani Fe hnojiva v pidé neocekava z divodu relativné
rychlé pfemény rozpustného Fe na nerozpustné slouceniny Fe v pldnich systémech
(Martens a Westermann, 1991). Toxicita zeleza muze byt problémem napf. pro Cirok

(Sorghum bicolor) vypéstovany na nékterych kyselych padach (Gupta, 2008).

2.1.2.3 Mangan

Mangan je nezbytny pro metabolismus a vyvoj rostlin. Vyskytuje se v oxidacnich stavech
I1, III a IV v piiblizné€ 35 enzymech rostlinné burniky (Hebbern, et al., 2009). Mezi hlavni
funkce Mn patii enzymaticka aktivace, biologické redoxni systémy (napf. reakce pfenosu
elektronti ve fotosyntéze), detoxikace kyslikovych volnych radikalt, sekundarni syntéza
rostlinnych metabolitl, strukturalni slozka ribosomu a odolnost vii¢i chorobam (Welch,
1995). Mn miize v bilkovinach plnit dvé funkce: slouzi jako katalyticky aktivni kov nebo
ma aktivacni roli v enzymech. Pfiklady katalytické role jsou superoxiddismutasa (EC
1.15.1.1) obsahujici mangan, ktera chrani bunku pied Skodlivymi ucinky volnych
radikala, oxalatoxidasa (EC 1.2.3.4) a manganovy systém rozstépeni vody ve fotosystému
II (Barber, 2003). Piiklady enzymi aktivovanych Mn jsou jable¢ny enzym,
isocitratdehydrogenasa (EC 1.1.1.41), PEP karboxykinasa (EC 4.1.1.32) a
fenylalaninamoniaklyasa (EC 4.3.1.5). Mezi pomérné velkou skupinou enzymi
aktivovanych Mn je role Mn méné specifickd, protoze v mnoha piipadech muze byt
nahrazena Mg (Marschner, 1995). Proteiny patfici do této skupiny jsou zapojeny do drahy
kyseliny shikimové a néslednych cest vedoucich k tvorbé aromatickych aminokyselin,
lignind, flavonoidd, a auxini. Aktivace Mn byla pozorovana v enzymech metabolismu

dusiku, jako je napft. glutaminsyntetasa (EC 6.3.1.2) a arginasa (EC 3.5.3.1), biosyntézy
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kyseliny gibberellové, aktivace RNA polymerasy a biosyntézy mastnych kyselin (Hansch
a Mendel, 2009).

Mezi symptomy deficience patii svétle zelené listy se zelenymi hlavnimi zilami, listy
blednou a snadno padaji. Deficit Mn obecné nastava u piady s vysokym pH. Toxicita Mn
se vyskytuje u plodin péstovanych na silné¢ kyselych ptdach s vysokou hladinou Mn
(Moraghan, 1979). Toxicita Mn v c¢iroku se projevuje tmaveé zelenymi starSimi listy
s velkym poctem malych tmavé nacervenalych fialovych skvrn po celém listu (Clark,

1993).

2.1.2.4 Zinek

Zinek je dulezity jako sou¢éast enzymu pro syntézu proteinti a produkci energie a udrzuje
strukturalni integritu biomembran. Mezi dalsi funkce zinku se fadi enzymaticka aktivace,
exprese a regulace gend, metabolismus uhlohydrati, anaerobni dychani kotend,
strukturdlni integrita ribosomt, detoxikace superoxidovych radikal, fytohormonova
aktivita (napt. IAA a kyselina giberelovd), genova struktura (,,Zinkovy prst*), odolnost
vuci chorobam. Aktivni pii tvorbé chlorofylu a hraje roli pfi tvorbé chloroplasti a Skrobu

(Welch, 1995).

Predpoklada se, Ze vice nez 1200 proteini obsahuje, vaze nebo transportuje Zn?",
mimo jiné véetn¢é velkého poctu proteinli obsahujicich ,,zinkovy prst® a transkripcnich
faktorti, oxidoreduktas a hydrolytickych enzymt, jako jsou metaloproteasy (Kramer
a Clemens, 2005). VétSina zinkovych enzymu se podili na regulaci transkripce DNA,
zpracovani RNA a translace. AZ 4 % predikovanych proteinti v Arabidopsis obsahuje
motiv ,,zinkovy prst* (Kawagashira et al., 2001), ktery je dobie znam v transkripénich
faktorech a je dilezity pro interakce protein-protein. Kromé transkripénich faktoru je
n¢kolik enzymi podilejicich se na syntéze a udrzovani DNA nebo RNA zavislé na zinku:
vSechny typy DNA-polymeras a RNA-polymeras, histonové deacetylasy, sestfihové
faktory a enzymy podilejici se na Gpravach RNA v mitochondriich a chloroplastech

(Kramer a Clemens, 2005). Kromé toho byl Zn nalezen v fadé tRNA syntetas

.....

.....

Nedostatek zinku také sniZuje Cistou fotosyntézu v rostlindch naruSenim aktivity
karboanhydrasy (EC 4.2.1.1), kter4 je limitujicim enzymem pro fixaci CO2 v rostlinach

C4. Dale Cu-Zn superoxiddismutasy (EC 1.15.1.1) a D-ribulosa-5-fosfat-3-epimerasy
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(EC 5.1.3.1), enzymu Kalvinova cyklu a oxidativni pentosafosfatové drahy (Jelakovic et
al., 2003). Kromé chloroplastt a mitochondrii jsou také cytoplazma, lysozom
a apoplasticky prostor kompartmenty s hydrolytickymi aktivitami zavislymi na zinku:
rizné nukleasy a aminopeptidasy, peptidové deformylasy (Serero et al., 2001), 26S-
proteazom (Sullivan et al., 2003), a-mannosidasy (EC 3.2.1.24) (Snaith a Levvy, 1968)

a matricové metaloproteinasy spojené s extracelularni matrici (Maidment et al., 1999).

Zn hraje také dulezitou roli ve vyvoji semen a rostliny s nedostatkem zinku vykazuji
opozdénou zralost. Pii nedostatku zinku je patrna chlordza, strakaté nebo bronzové listy
a abnormalni kotfeny. Nedostatky zinku jsou €astéjSi u plodin péstovanych na ptdach
s vysokym pH, organickych a piscitych piidach nez na tézsich pidach. Vétsina plodin je
vysoce tolerantni k nadbytku Zn (Gupta a Kalra, 2006).

2.2 Nanoc¢astice a Nanotechnologie

2.2.1 Definice a vyuziti

Koncept nanotechnologie, ktery zahrnuje manipulaci s hmotou na nanourovni, byl poprvé
piedstaven v roce 1959 Dr. Richardem Feynmanem a poprvé jej jako termin pouzil
profesor Norio Taniguchi v roce 1974 (Taniguchi, 1974). Aplikace uméle ptipravenych
nanomateridli (ENM, ,,Engineered nanomaterials®), ktera je kritickou podoblasti
nanotechnologii, v posledni dob¢ ptitahovala velkou pozornost. ENM jsou definovany
jako umélé materidly s nejméné jednim vnéjSim rozmérem v rozsahu velikosti 1 - 100
nanometrit. ENM se vSemi tfemi vn¢jSimi rozméry v nanoméiitku se nazyvaji umélé
nanocastice (ENP, ,,Engineered nanoparticles). Nanocastice nejsou pro zivotni prostiedi
nové a vyskytuji se pfirozené¢ ve form¢ minerald, jila a produkt bakterii. Pouzivaji se
od starovéku jako barvivo pro kovy, ale systematické navrhovani a konstrukce nanocastic
pro rizna pouziti zacalo az v poslednich nékolika desetiletich (Maurer-Jones et al., 2013).
NP mohou vznikat z ptirozenych (sopecnych erupci), ndhodnych (spalovani rostlin) nebo
planovanych ¢innosti (motorova vozidla) (Chichiricco a Poma, 2015). V této praci budou

feSeny NP vyrabéné v laboratoti clovékem pro jejich potencidlni vyuziti.

Nanotechnologie je nové se rozvijejici oblasti védy, ktera ma Siroké uplatnéni v terapii
rakoviny, cilené distribuci 1€kii, biomedicin€, ¢isténi odpadnich vod, kosmetickém
pramyslu, elektronice ¢i biosenzorech. Na zdkladé chemického slozeni jsou ENM
obvykle klasifikovany do tfi kategorii: uhlikat¢ ENM (pfedevSim uhlikové nanotrubice

a fullereny), polymerni ENM (submikronové koloidni materialy sestdvajici z polymeru
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nebo kopolymeru) a kovové ENM (vcetné ENM elementarnich i metalickych ENM)
(Peralta-Videa et al., 2011).

Uhlikové ENM jsou jednim z kli¢ovych materiali v nanotechnologii a Siroce se
pouzivaji v oblasti procest ¢isténi odpadnich vod, solarnich ¢lankt, mikroelektroniky,
ukladani energie a tvorbé povlakd, a to z divodu jejich velké povrchové plochy,
elektrické vodivosti, tepelné vodivosti a tahové sily. VétSina uhlikatych ENM je
zaclenéna do trvanlivych produktii ve tfech riznych formach (nanotrubice, nanovlakna
a nanocastice) a ocekava se, Ze budou vazany v matrici béhem Zivotniho cyklu téchto

produktl. Z téchto tfi forem jsou nejcastéji pouzivané uhlikové nanotrubice (De Volder
etal., 2013).

V poslednich dvou desetiletich se v primyslu Siroce pouzivaji polymerni ENM, které¢
maji vlastnosti jak nanomaterialii, tak konvencénich polymernich kompozitl, zejména
V leteckém nebo automobilovém inZenyrstvi, obnovitelné energii a biomimetickych
senzorovych polich. Vyznamné mechanické a tepelné vlastnosti polymernich ENM
zahrnuji nepropustnost pro plyny, rozmérovou stabilitu a nehotlavost. Ve srovnani
S uhlikovymi a polymernimi ENM maji kovové ENM, které¢ fascinuji védce a inzenyry
vice nez stoleti, nejdelsi historii a nyni se intenzivné vyuzivaji v oblast nanotechnologii.
V soucasné¢ dob¢ lze kovové ENM syntetizovat v pozadované velikosti a tvaru
a modifikovat riznymi chemickymi funkénimi skupinami na povrchu ¢astic, coz jim
umoziuje nést l1éCiva, proteiny, enzymy, protilatky a nukleotidy. Kovové ENM tedy
mohou byt potencidlné pouzity v biomedicinské technologii, cilené¢ dodavce 1éCiva a

pii diagnostickém zobrazovani (Mody et al., 2010).

Celkove¢ lze tici, ze jedinecné optické, elektrické a chemické vlastnosti ENM jsou
pfevazné zpusobeny jejich velmi velkou specifickou povrchovou plochou a kvantovou
povahou energetického stavu v nanometrovém métitku. Tyto nové vlastnosti vedou
k moznosti Cetnych aplikaci téchto ENM ve spotiebitelskych, primyslovych,
zemédé€lskych a biomedicinskych produktech. Aplikace nékolika nejbéznéjsich ENM

jsou shrnuty v tabulce 2.
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Tab. 2 Aplikace nekterych nejbéznéjsich ENM

ENM

Produkt nebo aplikace

Zdroj

Uhlikové

nanotrubice

Nanocdastice oxidu

titani¢itého

Nanocdastice oxidu

ceru

Nanocastice oxidu

zlata

Nanocastice stiibra

Nanocastice oxidu

zine¢natého

Kompozitni vlakna v materialech ke zlepSeni

jejich mechanickych, tepelnych a elektrickych

vlastnosti
Mikroskopie atomarnich sil
Leseni pro rust kosti
Fotokatalyza

Sanace kontaminované vody

Bé¢leni potravin

Kosmeticka piisada pro blokovani

ultrafialového zateni
Aditivum do paliva
Brusné a lestici materialy
Terapeuticky material a nanomedicina

Nanomedicina pro diagnostické ucely,
dodavani 1éCiv a terapeutické ucely
Zjistovani znecisténi v zemédelstvi

Antibakterialni slozka v 1écich a textilu

odolavajici patogenim
Antimikrobidlni slozka v pesticidech

Absorbéry UV v textiliich

Ptisada do keramiky, skla, cementu, gumy,

barev, opalovacich krémt a kosmetickych

ptipravki

Barvy chemickych senzori a solarnich ¢lanki

Nano-hnojivo a nano-pesticidy

Ajayan a Zhou, 2001

Nishijima et al., 1999
Zanello et al., 2006
Puddu et al., 2010

Balasubramanian et
al., 2004

Weir et al., 2012

Popov et al., 2005

Cassee et al., 2011
Dahle a Arai, 2015
Das et al., 2013

Boisselier a Astruc,
2009

Zeng et al., 2011

Sondi a Salopek-
Sondi, 2004

Bergeson, 2010
Becheri et al., 2008

Sabir et al., 2014

Cheng et al., 2008

Prasad et al., 2012
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Tab. 2 Aplikace nékterych nejbéznéjsich ENM (pokracovani)

ENM Produkt nebo aplikace Zdroj

Nanocastice Antimikrobialni agent Ren et al., 2009

oxidu médi

Nanocastice Nano-hnojiva Rui et al., 2016
oxidu Zelezitého Biomedicina Pankhurst et al.,
2003

2.2.2 Produkce a zdroje uvoliiovani NP

Za poslednich 30 let nanotechnologie vytvofila mnoho struktur rozdilného sloZent, v roce
2006 bylo vytvoieno 212 typu, ale v roce 2012 jiz 1750 (Peyrot et al., 2014). Trzni
potencial ENP se zdvojnasobuje kazdé tii roky, naptiklad trh AgNP ¢inil v roce 2014
témét 0,8 miliardy a do roku 2022 doséhne 2,5 miliardy USD. Ro¢ni produkce TiO2 se
pohybuje kolem 6 milionti tun, coz je jiz miliardovy trh s cenou cca 2000 USD za tunu
(Pachapur et al., 2016). Mezi nejprodukovanéjsi ENM na svété patii TiO2NP, SiO2NP,
FeOxNP, AIOXNP, ZnONP, CNT, AgNP a CeO2NP. TiO2NP jako ENM s nejvyssi
produkci, se vyrabéji az do 10 000 tun ro¢né. FeOxNP, AIOXNP, ZnONP, CNT, AgNP
a CeO2NP se vyrabéji mezi 100 a 1000 tun ro¢né (Piccinno et al., 2012).

Tak velkd vyroba ENM pochopitelné vede k jejich hromadéni v zivotnim prostiedi
béhem jejich vyroby, pouziti a likvidace. Mnoho piedchozich studii uvadi, ze se
Vv odpadech do zivotniho prostiedi objevuji kovové ENM (Zheng et al., 2011). Napiiklad
CeO2NP se mohou v zivotnim prostfedi hromadit odtokem silnic, které jsou znecistény
vyfukovymi katalyzatory CeO2NP (Ward, 1990). Bylo popsano, ze TiO2NP jsou
uvoliovany do zivotniho prostiedi prostfednictvim primyslovych a méstskych
odpadnich vod (Kaegi et al., 2008). 75-100 pg-1" AgNP bylo detekovéno v odpadnich
vodach z pracky po prani textilii obsahujicich AgNP (Geranio et al., 2009). Vyrobené
nanocastice (MNP, ,Manufactured nanoparticles”) se béhem manipulace dostanou
do riznych ¢asti prostiedi, jako je Cerstva voda, vzduch, ptida atd. Nebo ndhodné z mist
jako jsou skladky, splaskové a odpadni vody béhem jejich syntézy (Gottschalk et al. 2009;
Cornelis et al., 2014; Prasad et al., 2016). Odhaduje se, ze 63-91 % ENP skon¢i
na skladkach po celém svété, z kterych se nasledné mohou uvoliovat do piidy, vody

a atmosféry (Keller et al., 2013). Cornelis et al. (2014) prokazal, ze pudy jsou hlavnim
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mistem znecisténi MNP. Nanocastice mohou také vstoupit do pldy prostiednictvim
umyslného pouziti agrochemikalii na bazi NP a jejich uvolnéni z primyslu (Dutschk et
al., 2014). Tyto MNP mohou byt toxické pro pidni organismy i pro rostliny. Po nasazeni
v rostlindch jsou nanocastice transportovany do riznych casti a zptisobuji jejich vazné
poskozeni. Vstup NP do pud a vody by tedy mohl byt velkym problémem kvili
kontaminaci potravniho fetézce zemé&dé€lskymi plodinami péstovanymi v téchto
kontaminovanych ptudach a zavlazovanymi kontaminovanou vodou. Druhym hlavnim

zdrojem kontaminantu MNP je vzduch (Rizwan et al., 2017).

2.2.3 Osud nanocastic v prostiedi

NP v zivotnim prosttedi prochéazi procesy starnuti, jako je chemicka pfeména, agregace
a desagregace. Souhra mezi témito procesy a transportem NP urCuje osud, a nakonec
ekotoxikologicky potencial NP (Dale et al., 2015). Vzhledem k tomu, Ze vlastnosti ¢astic
a podminky prosttedi fidi tyto procesy starnuti a transportu je pfimy pienos dat do 1 mirné
odlisnych podminek obtizny, a dokonce miize byt zavadéjici (Wagner et al., 2014).
Zmény chemické specifikace, rozpousténi, degradace, stejné jako zména povrchovych
vlastnosti srdzenim a adsorpci nebo desorpce jsou dilezité chemické transformacéni
procesy NP, které byly casto zkoumdény jak ve vodnim, tak v pidnim ekosystému.
Funkcionalizace povrchti NP, ktera Cini vlastnosti ¢astic vyhodnéjsi pro primyslové
ucely, siln¢ fidi transformacni procesy v prostfedi (Li et al., 2013). Dukladna
charakterizace povrchové chemie NP se ¢asem jevi jako povinnost pro porozumeéni jejich
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rozpusténi, pasivace, agregace, adsorpce, sedimentace a depozice (obr. 2) (Bundschuh et
al., 2018).

19



e

Obr. 2 Interakce a osud NP v zivotnim prostiedi s ohledem na (a) rozpousténi, (b) sulfidaci, (c)
homoagregaci, (d) heteroagregaci, (¢) potahovani NOM (organicka hmota), (f) adsorpci NP na
biologickych povrsich, (g) sedimentace/depozice a h) perzistence (Prevzato a upraveno
z Bundschuh et al., 2018).

2.2.4 Ekotoxicita

ENP byly zkoumany =z hlediska jejich potencialni toxicity, souvisejiciho
environmentalniho rizika a nasledné povazovany za nové znecist'ujici latky (Throbéck et
al., 2007; Canas et al., 2011). Nanotoxikologie ozna¢uje zkoumani interakci nanostruktur
s biologickymi systémy, vysvétluje vztah mezi fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi,
tzn. chemii povrchu, slozenim, velikosti, tvarem a agregaci s indukci toxické biologické
odezvy. N¢kdy miize byt toxicita zpusobena toxicitou prekurzoru, které byly pouzity pro
jejich ptipravu. Nanocastice se tedy mohou liSit svymi toxikologickymi uc€inky, které
zavisi na rozmanitosti a velikosti ¢éstic, druhu testované¢ho organismu a testovacich

metodach.

Postupné zvySovani ENM v piirodnim prostfedi mize byt spojeno s potencidlnimi
riziky, ale chapéani zdravotnich a bezpec¢nostnich aspekti ENM je stale v pocatecnim
stadiu (Yokel a McPhail, 2011). Toxicita ENM vi¢i organismim mutize pramenit jak
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Z pfimé toxicity, tak z toxicity nepiimé. Pokud jde o pfimou toxicitu ENM, jsou toxické
ucinky na organismy zptisobeny jejich vysokou povrchovou reaktivitou, protoze velka
plocha ENM mutze zvysit jejich reaktivitu a zpuasobit katalyzu redoxnich reakci
s organickymi molekulami. Nepfimé u¢inky ENM na organismy mohou byt disledkem
uvolnéni jejich toxickych ionti nebo jinych toxickych znecistujicich latek prenasenych
ENM (Navarro et al., 2008). Ackoli nanoc¢astice mohou primarné zacilit na dychaci
organy, mohou se také dostat do gastrointestinalniho traktu mnoha zpisoby, naptiklad
nepiimo pies mukociliarni pohyb nebo ptimo oralnim piijmem drog, vody a potravin

(Meng et al., 2007).

Studie pro posouzeni nebezpecnosti ENP na riznych organismech na turovni
potravniho fetézce, jako jsou bakterie, fasy, ryby, korysi a hlistice, ukazaly, Ze ENP kovii
(Jako Ag, TiO2, ZnO a Cu) jsou toxické pii koncentracich souvisejicich s zivotnim
prostfedim (Holden et al., 2014). ENP se ¢asto pouZzivaji pro své silné antimikrobialni
a antivirové vlastnosti a maji neptizniveé u€inky na funkce pteZiti, reprodukce a mobility
pudnich organismt, a to v zavislosti na davce, velikosti, tvaru a reakci ENP v pidnim
prostiedi. Chovani ENP v ptdnim prostfedi se také liSi v zavislosti na riznych formach
ENP, coz ma za nasledek biologickou dostupnost, chemické zmény a mozné transformace

v pudnim prostiedi (Cornelis et al., 2013).

2.2.5 U&inky nanoéastic a jejich mechanismy toxicity

Zhruba pted patnacti lety pii zahajeni vyzkumného oboru "nano-ekotoxikologie™, Moore
(2006) a Hund-Rinke a Simon (2006) navrhli, ze NP maji potencial pusobit skodlivé
Vv biot¢ vznikem reaktivnich druht kysliku (ROS), které by mohly ovlivnit biologické
struktury (obr. 3). Moore (2006) také poukazal na potencial NP fungovat jako nosi¢e pro
jiné znecistujici latky. Posledni desetileti vyzkumu ukézalo, ze NP m4 schopnost jednat
prostiednictvim nékolika cest, indukce oxidativniho stresu je jedna z nich. Zadny
mechanismus toxicity nemize byt povazovan za obecny pro vSechny NP, oxida¢ni stres

je v8ak cCasto hlaseny jev (Mwaanga et al., 2014).

Byly popséany dalsi relevantni mechanismy a fyziologické dasledky, které mohou vést
az k selhani reprodukce modifikaci hormont (Muller et al., 2015). Tyto u¢inky naznacuji
disledky v populaénim vyvoji a naznaCuji potencial pro transgenerac¢ni nasledky
(Jacobasch et al., 2014). Kromé¢ toho byly fasy (Zou et al., 2016) a vodni rostliny (Jiang

et al., 2017) zménény ve své fotosyntetické pigmentové kompozici a vykazovaly zmény
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ve fotosystému II. Podobné nékolik nedavnych clankti pokryvéd akumulaci NP
Vv suchozemskych rostlinach, které mohou zptsobit biochemické a fyziologické zmény
(Du et al., 2017; Tripathi et al., 2017). Cao et al. (2017) naptiklad popsali dopady
na fixaci uhliku a G¢innost vyuziti vody béhem fotosyntézy v reakci na expozici CeO2NP.
Ty mohou mit nepfimé U¢inky na pidni organismy prostfednictvim disledkli na ptidni
vlhkost. Kromé této masivni rozmanitosti, co se ty¢e mechanismil toxicity mezi NP,
druhy a ekosystémy, pritahovaly pozornost védcti i nékteré obecnéjsi otazky, naptiklad

vyznam iontil uvoliiovanych z NP.

Obr. 3 Potencialni ekotoxicita NP ve vodnich a suchozemskych rezimech, ilustrujici lokalné
plsobici mechanismy jako tvorba ROS (a), uvoliiovani iontt (b), internalizace (c) a biologické
povrchové upravy (d) (Pfevzato a upraveno z Bundschuh et al., 2018).
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2.2.6 Nanocastice a rostliny

Jako primarni vyrobci (schopnost fotosyntézy) jsou rostliny kli¢ové pro fungovani kazdé
komunity, protoze jsou zodpoveédné za pfeménu slunecni energie na organickou hmotu,
kterou mohou vyuzivat jiné trofické skupiny (McKee a Filser, 2016). Rostliny slouzi jako
potencialni cesta pro prepravu NP. Organismy v ekosystému by mohly trpét oxidacnim
stresem vyvolanym NP (Hong et al., 2014). V poslednich letech se vyzkum v této oblasti
zam¢étil na interakci mezi rostlinami a NP a na uc¢inky NP na ekologii, potravni fetézec
a lidské zdravi, hodnoceni kladii a zaporGt NP vyZaduje interdisciplindrni znalosti

(Tolaymat et al., 2015).

Pfenos nanocastic je mozny také diky konzumaci rostlin Zivo€ichy. Existuje riziko, ze
by se nanoc¢astice mohly dostat do potravniho fetézce a stat se nebezpecnymi pro ¢lovéka
(posledni ¢lanek v potravnim fetézci). Nadmérné pouzivani nanocastic vede k jejich
hojnému vyskytu v Zivotnim prostfedi a v disledku toho se rostliny 1 zvifata mohou stat

zdrojem nanocastic pro ¢lovéka (Unrine et al., 2012; Hawthorne et al., 2014).

PtestoZe jsou rostliny vyrobci a hraji v ekosystému hlavni roli, dopad nanoc¢astic na né
neni dostate¢né prozkouman (Zuverza-Mena et al., 2017). Absence spravnych metod
detekce nanocastic Vv prostfedi studium nanocastic pomérné komplikuje. Mezi mozné
techniky patfi hmotnostni spektrometrie s induk¢éné vazanym plazmatem (ICP-MS), je to
jedna z nejspolehlivéjsich technik pro detekci nanocastic (Navratilova et al., 2015; Mahdi
etal., 2017). Vyzkum provedeny na riznych rostlinich ukazal, ze nano¢astice mohou mit
pozitivni 1 negativni dopad na rostliny v zavislosti na velikosti, koncentraci, chemickém
slozeni, zeta potencialu, stabilité a tvaru nanoc¢astic (Nhan et al., 2015; Tripathi et al.,
2015, 2017; Wang et al., 2016a). N¢kolik studii zachycuje negativni dopad nanocastic na
rostliny ve formé poklesu rastu rostlin, produktivity a pigmentd (Landa et al., 2016;
Tripathi et al., 2017). Na druhé strang, inteligentné navrzené nanocastice se také pouzivaji
ke zlepSeni zemédé€lské produkce plodin, jako stimulatorti ristu, nanopesticidd,
nanomateridl, latky zlepSujici kvalitu pldy nebo senzory, které monitoruji rtzné

zemé&d¢lské parametry (Fraceto et al., 2016; Wang et al., 2016a).

Hodnocenim literatury se ukazuje, ze v poslednich letech vétsina téchto studii métila
dopady ENM na fotosyntetické procesy, oxidacni stres, antioxidani enzymatickou
aktivitu, schopnost zachytavat radikaly, genovou expresi a makromolekularni modifikace

(DNA, protein, uhlohydraty, mastné kyseliny, lignin) v jedlych rostlinach. VétSina téchto
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studii vSak byla provadéna ve fazi kliceni nebo ve stadiich raného rustu a za kratkych
expozi¢nich ¢asti. Chybi tedy pochopeni dlouhodobych rizik a ptinosit ENM pro rostliny
a rostlinné systémy. Navzdory rostouci literatufe o ENM zlstadva mnoho otazek ohledné
zpusobli absorpce ENM rostlinami a zakladnich mechanismii pro akumulaci

a transformaci ENM v rostlinnych pletivech (Gardea-Torresdey et al., 2014).

2.2.6.1 Prijem a distribuce v rostliné

Nanocastice mohou do rostlinnych pletiv vstoupit bud’ prostiednictvim kofenovych, nebo
nadzemnich c¢asti rostliny. NP i ziviny z pudy jsou pfijimany absorp¢nimi povrchy
koteni. Po pfijmu NP kofeny a penetraci epidermalnimi bunikami se NP translokuji do
xylému a dostavaji se do dalSich segmentt rostliny (Zhang et al., 2015a). Kdyz
nanocastice interaguji s rostlinou, bunécna sténa je prvni bariérou, kterou musi prekrocit.
Pro ptekondni intaktni buné¢né membrany se NP pohybuji péry v bunééné membrang,
coz naznacuje, ze vychytavani nanomaterialu je specifické na velikost (obr. 4) (Ma et al.,
2010a). Rostlinné bunééné stény jsou strukturou, kterd umozinuje vstup malych castic
a omezuje VveEtsi, proto mensi nanocastice mohou touto vrstvou prochdzet pomérné
snadnym zplusobem ve srovndni s nanocasticemi vétSimi. Limit propustnosti bunécné
stény u rostlin je mezi 5 a 20 nm (Dietz a Herth, 2011). Bylo popsano, ze nékteré
Z nanocastic indukuji tvorbu vétSich port v bunécné sténé, coz dale usnadiiuje vstup
velkych nanocastic (Kurepa et al., 2010).

vvvvvv

4). Wang et al. (2012a) demonstrovali xylémem a floémem zprostiedkované vychytavani,
translokaci a distribuci CUONP (20-40 nm) z kofene do vyhonku pfes xylém a jeho
reverzni transport do kofene skrze floém (Zea mays L.). Do xylému se NP mohou dostat
apoplastem nebo symplastem. Skrz apoplast (bunécné stény a mezibunécéné prostory) se
lehce dostavaji roztoky malo regulovanou difuzi. Ptekazkou pro prinik do xylému je
endodermis, konkrétné Casparyho prouzky. Endodermis usmérfiuje ptijem zivin, vody
a tvofi ochranu proti penetraci toxickych kovili a patogent. Jak se dostavaji NP pies C.
prouzky neni zatim zcela vysvétleno. Dal§i moznosti, jak se dostat do xylému je
symplastem neboli vnitrobunénym transportem plazmatickymi membranami

prostiednictvim plazmodezmat (kanaly propojujici sousedni buriky) (Tilney et al., 1991).

Mechanismus absorpce NP je obecné povazovan za mechanismus aktivniho

transportu, ktery zahrnuje nékolik dalSich bunéénych procesl, jako je signalizace,
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recyklace a regulace plazmatické membrany (Etxeberria et al., 2009). Na rozdil od rostlin,
endocytické drahy jsou vysoce charakterizovany pro piijem NP u zvitat (Iversen et al.,
2011). Endocyticky proces zahrnuje Klatrin-zavislé a klatrin-nezavislé cesty (obr. 4)
(Miralles et al., 2012). Klatrin-zavislé cesty zahrnuji tvorbu slozenych nebo oplasténych
struktur na plazmové membrané, z kterych pozd¢ji vznikaji vezikularni struktury pokryté
Klatrinem (Kam et al., 2005). Klatrin-nezavislé¢ cesty se vyskytuji ve tfech formach
(fagocytoza, kalveoly zprostfedkovana endocytdza a endocytoza v tekuté fazi) (Murphy
et al., 2005). Nékteré in vitro studie izolovanych protoplasti odhalily, Ze rostlinné buriky
také sleduji endocytické drahy, a to pro vychytavani konstruovanych NP (obr. 4) (Iversen
et al., 2011). Onelli et al. (2008) pozorovali ob¢ cesty (nezavislé na klatrinu i zavislé na

Klatrinu) v tabaku (Nicotiana tabaccum), pro internalizaci AuNP.

V ptipadé pohybu nanocéstic shora doli mohou vstoupit do listli rostlin dvéma
cestami, a to kutikularnimi anebo stomatalnimi cestami (Buick et al., 1993). Listy jsou
chranény vrstvou kutikuly a prinik skrz ni probiha polarni nebo lipofilni cestou. Polarni
poly vyplnéné vodou vyuzivaji ziviny v podob¢ iontl. Rychlejsi transport pies voskovou
vrstvu vyuzivaji latky lipofilni. Po preklenuti kutikuly se latky dostavaji do volného
prostoru, kde se nachazi prostory bunécnych stén a mezibunécné prostory. Odtud
pronikaji do hlubsich vrstev mezofylu, pfi¢emz zde dochazi bud’ k akumulaci, nebo se
dostavaji do floémového toku a nasledné do ostatnich rostlinnych organt (Zhang et al.,
2015a). V obou piipadech je nutny vstup latek do bunky ptes cytoplazmatickou
membranu. Eichert a Goldbach (2008) ukazali, ze hydrofilni ¢astice se pienaseji pies pory
stomat, kdyz velikost Castic ¢ini <40 nm. Kromé¢ toho, kdyz jsou listy vystaveny
konstruovanym NP, hromadi se v stomatech namisto cévniho svazku, a nakonec se
piemisti na rtizné ¢asti prostrednictvim floému. Nékolik fyzikdlné-chemickych rozdila
mezi druhy rostlin, jako rozdil v hydraulické vodivosti, velikost port bunééné stény atd.,

mohou ovlivnit transport a hromadéni nanocastic (Judy a Bertsch, 2014).

Vyzkumy v posledni dobé ukazuji, Ze existuji rostliny, kter¢ NP akumuluji
a transportuji do vzdalenych rostlinnych orgénd, ale jsou i druhy které priniku NP brani
a hromadi je v misté¢ pfijmu. Vysledek interakce mezi rostlinou a NP velmi zalezi

na podminkéach experimentu, typu NP a na rostlinném druhu (Cyrusova, 2015).
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Obr. 4 Navrhovany model ziskavani a translokace nanocastic pravdépodobnymi cestami
(Ptevzato a upraveno z Tripathi et al., 2017).

2.2.6.2 Prijem a translokace v kulturnich plodinach

Internalizace kovii a oxidl koviit NP do jedlych a reprodukcnich ¢asti plodin je obzvlasté
znepokojiva, nebot’ vétSina NP je toxicka pro zivé organismy. Nekolik studii uvadi,
ze rostliny mohou absorbovat NP a oxidy kovii NP bud’ prostfednictvim ptidy nebo
kontaktem s listy (Shi et al., 2014). Nanocastice mohou prochéazet rostlinami tim,
ze ulpivaji na kotenovych povrsich a vstupuji do epidermis a kliry apoplastickou cestou

(Du et al., 2011).

Pfijem a translokace NP v rostlinach se vSak miize liSit podle druhi rostlin, kultivart
a rustovych podminek (Slomberg a Schoenfisch, 2012; Zhao et al., 2012a,b). Kulturni
plodiny exponované NP a kovovym oxidim akumulovaly NP ve svych kofenech
a premistovaly je do nadzemnich ¢asti v mnoZzstvi, které zaviselo na rostlinach,
koncentraci expozice, velikosti, typu a aglomeraci NP (Larue et al., 2012a; Song et al.,
2013a). Cifuentes et al. (2010) uvedli, ze magnetické NP pokryté uhlikem pronikly
koteny ve Ctyfech plodinach véetné hrachu (Pisum sativum L.), slune¢nice (Helianthus
annuus L.), rajé¢ete (Solanum lycopersicum L.) a pSenice (Triticum aestivum) pohybovaly
se smérem k vaskularnimu valci a transpiraci cévami xylému dosahli 1 nadzemnich ¢asti.
Podobné vysledky byly zaznamenany u ryze (Oryza sativa) s AgNP (Thuesombat et al.,
2014). Hong et al. (2014) a Larue et al. (2014) pozorovali internalizaci do listi foliarné
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aplikovanych CeO2 a TiO2 v listech okurky (Cucumis sativus L.) a hlavkového salatu
(Lactuca sativa L.) a oba typy nanocastic byly pozorovany v rtznych castech plodin.
Antisari et al. (2015) studovali absorpci nanocastic oxidd kovi (CeO2, Fe30s, SnO>
a TiO2) a kovovych nanocastic (Ag, Co a Ni) v rajcatech. Autofi uvadéli, Zze kovy z NP
se hromadi hlavné v kofenech raj¢at a rostliny oSetiené nanocasticemi Ag, Co a Ni
vykazuji vyssi koncentraci prvkd jak ve vyhoncich, tak v kofenech ve srovnani
s kontrolou. Podobné vysledky byly zaznamenany u sazenic rajéat vystavenych CeO2NP

(Wang et al., 2012b).

Na druhé¢ strané koteny akumulovaly kovy z NP, ale kovy nebyly v mnoha rostlinach
premistény do nadzemnich casti. Napiiklad Rico et al. (2013a) uvedli, Ze akumulace ceru
se zvysila v kofenech pSenice se zvysujici se koncentraci CeO2NP v pudé, ale neménila
se napfi¢ oSetfenimi v listech a zrnech, coZ naznacuje nedostatek translokace Ce do
nadzemnich c¢asti pSenice. Podobné (Wang et al. 2011) uvedli, ze FesOsNP nebyly

translokovany do vyhonk v dyni (Cucurbita maxima L.).

Transformace je kriticky faktor, ktery ovliviiuje osud a toxicitu NP Vv Zivych
organismech. Po absorpci kofeny mohou rostliny transformovat NP do jinych forem
(Hernandez-Viezcas et al., 2013; Cui et al., 2014). Du et al. (2011) odhalili, Ze vétSina
TiO2NP byla nalezena adherujici na buné¢nou sténu kofenové $picky pSeni¢nych kofent
peridermnich buné¢k, zatimco kotfeny oSetiené NP z oxidu zine¢natého byly bez castic.
Bylo publikovano, Ze kotfeny fepky (Brassica napus) a pSenice akumulovaly vyssi
koncentraci TiO2NP o velikosti 14 nm nezZ stejné NP o velikosti 25 nm. Translokace
Z kotene do vyhonkt se zvySovala se snizovanim velikosti NP a fepka nahromadila vice
Ti nez pSenice (Larue et al., 2012b). Autofi tvrdi, Ze tento rozdil by mohl byt zptisoben
stavem aglomerace NP béhem expozice rostlin. Larue et al. (2012b) uvedli, ze TiO2NP
S primérem vétSim nezZ 140 nm nebyly akumulovany v kofenech pSenice a NP
S primérem vétSim nez 36 nm akumulovdny v kofenech pSenice byly, ale nebyly

translokovany do vyhonkii.

V souhrnu je ovlivnén piijem zivin a rst hlavnich zemédélskych plodin vystavenych
NP. Soucasné poznatky ukazuji, Ze NP jsou pfijimany rostlinami bud’ prostfednictvim
kofenové nebo listové expozice, v zavislosti na typu a velikosti NP, expoziénim médiu
a rostlinnych druzich. NP jsou piemistény do rliznych ¢asti plodin a tato akumulace NP

do dilezitych potravinatskych plodin m& vyznam pro potravni fetézec. Mechanismy
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interakce rostlin a NP jsou vSak stale malo pochopeny a pro jejich prozkoumani, zejména

na molekularni Grovni, jsou nutné podrobn¢;si studie (Rizwan et al., 2017).

2.2.6.3 U¢inky na rostliny

Vétsina nanocastic zpiisobuje toxicitu v nékterych koncentracich ovliviujicich
produktivitu plodin tim, Ze méni jejich morfomanotomické, fyziologické, biochemické
a genetické konstituce (Rico et al., 20154, Tripathi et al., 2016). Mnoho studii prokazalo
fytotoxicitu MNP zplsobenou produkei reaktivnich druhti kysliku (ROS), ktera nasledné
vede k oxidativnimu stresu, peroxidaci lipidd, proteinim a poskozeni DNA u rostlin (Ma
et al., 2015). Vzhledem k tomu, ze rostliny pfijimaji nanocastice riznych velikosti,
pfemist’uji je do vyhonku a hromadi je v riznych nadzemnich ¢astech, zvySuje se moznost
jejich cyklovani v ekosystému na raznych trofickych urovnich (Monica a Cremonini,
2009). Po akumulaci za¢nou degradovat kvalitu plodin, coz snizuje kliCivost semen,
snizuje cerstvou a suchou biomasu a délku kotfenti a vyhonli, méni proces fotosyntézy,
zvysuje kondenzaci chromatinu, zvySuje poskozeni DNA, zvySuje lipidovou peroxidaci
a nakonec vede k apoptoze (Hossain et al., 2016). Nicméng, rostliny maji nékteré obranné
strategie k prekonani toxicity zpusobené stresovymi podminkami vetné nanocastic.
Rostliny mohou aktivovat rizné enzymatické a neenzymatické obranné systémy proti

stresu (viz kapitola 2.2.6.6).

2.2.6.4 Vliv nanotechnologii na obsah Zivin

Nanotechnologie ma potencial hrat klicovou roli v celosvétové produkci potravin.
Aplikace nanotechnologii v zeméd¢€lstvi zahrnuji hnojiva ke zvySeni vynosu, pesticidy
pro ochranu pied Sktidci a chorobami a senzory pro sledovani kvality pudy a zdravi
rostlin. Béhem posledniho desetileti bylo vyvinuto mnozstvi patentli a produktl, které
zaClefiuji nanomateridly do zemédé€lskych postupii. Spolecnym cilem vSech téchto
ptistupti je zvysit u¢innost a udrzitelnost zemédé€lskych postupli vyzadovanim méné
vstupli a méné odpadu nez konvencnimi produkty. Tento zvySeny vytézek miize byt
spojen nejen se shizenou pritomnosti patogennich organismi, ale také s potencialni
vyzivnou hodnotou samotnych nanocastic, zejména u mikroZivin nezbytnych pro obranu

hostitele (Servin et al., 2015).

Dopad ENM na obsah Zivin v rostlinach pfimo konzumovanych lidmi dosud nebyl
plné prozkouman. Studie kratkodobych expozic ukazaly, ze nanocastice TiOz, Ag, SiO:

a ZnO modulovaly hladiny proteini ve fazoli (Phaseolus vulgaris), Spenatu (Spinacia
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oleracea) a kukufici (Suriyaprabha et al., 2012a; Gao et al., 2013). AgNP a MWCNT
(,,Multi-walled carbon nanotube®) zménily obsah uhlohydrati ve fazoli, kukufici, ryzi,
hoi¢ici (Sinapis alba) a v bakopé (Bacopa monnieri) (Krishnaraj et al., 2012). CeO2NP
modifikoval profil mastnych kyselin a obsah ligninu v ryzi (Rico et al., 2013b), MnNP
zménilo obsah aminokyselin a cukru ve vigné zlaté (Vigna radiata) (Pradhan et al., 2013),
a AgNP, MnNP a MWCNT zménilo produkci fenolu v kukufici, ve vigné zlaté a ve
skoc¢cci obecném (Ricinus communis) (Yasur a Rani, 2013; Tiwari et al., 2014). Je tedy
velmi pravdépodobné, Ze ENM by mohly zménit nutriéni profil kulturnich plodin.
Nanocastice Ag nezménily mnozstvi fenolovych a taninovych sloucenin v lé€ivych
rostlinach brutnaku (Borago officinalis), ale zvysily celkovy rozpustny obsah pevnych
latek (mira obsahu cukru) v plodech okurky pfii vysSich koncentracich (2500 az 3000
ppm) (Sahandi etal., 2011). Osetfeni 10 ppm AuNP zvysilo celkovy obsah cukru v listech
brukve (Brassica juncea) o 43 %, coz m¢lo za nasledek odpovidajici zvySeni obsahu oleje
0 3-4 %. Avsak pii 100 ppm doslo k paralelnimu poklesu obsahu cukru i oleje (Arora et
al., 2012). Servin et al. (2012) uvadgji zvySeny obsah fosforu a drasliku (34 a 35%
vzestup v porovnani s kontrolou) v plodech okurek sklizenych z rostlin oSettenych 500
ppm TiO2NP. Podobné¢ FTIR detekoval rozdily ve spektrech okurkovych ploda
oSetfenych TiO2NP, vyhonkt koriandru (Coriandrum sativum) a zrn ryze oSetfenych
CeO2NP, coz naznaCuje zmény v obsahu cukru, lipidd a bilkovin vyvolan¢é ENM
(Morales et al., 2013). Rico et al. (2013b) zjistili, ze CeO2NP zptisobil zna¢né snizeni Fe,
S, prolaminu, glutelinu, kyseliny laurové a valerové a obsah Skrobu v zrnech ryze.
V souvisejici studii fullerol vyznamné zlepsil obsah protirakovinového (kukurbitacin-B
a lykopen) a antidiabetického charantinu a inzulinu v hoikém melounu (Momordica
charantia) (Kole et al., 2013). Tato zjisténi spole¢né naznacuji, ze¢ ENM by se mohly
podilet na nutriénich modifikacich potravinafskych plodin, které mohou ovlivnit lidskou

stravu (Gardea-Torresdey, 2014).

2.2.6.5 Fytotoxicita

Rostliny jsou diky své statické povaze a interakci s pidou a vzduchem vystaveny NP,
které se uvoliuji do Zivotniho prostfedi. Pfimé vystaveni rostlin koviim a oxidim kovl
NP by tak nemélo byt ignorovano. V poslednich n¢kolika letech byly hldSeny prospésné
i negativni G¢inky NP na rtst plodin. Tyto uéinky zavisely na typu, zdroji a velikosti NP,
rostlinnych druzich a dobé expozice NP plodinam (Bandyopadhyay et al., 2015; Lalau et
al., 2015). Naptiklad AgNP zvysily hladinu askorbatu a chlorofylu v listech chfestu
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(Asparagus officinalis L.) a FeNP zvysily biomasu s6ji (Glycine max L.) (Roghayyeh et
al., 2010). Podobné¢ aplikace nanocastic kiemiku zvysila klicivost semen, délku kofent
a vyhonkt, fotosyntézu a suchou hmotnost sazenic kukufice péstovanych v polnich
podminkach (Suriyaprabha et al., 2012b). Navic TiO2NP snizily koncentraci H20O»,
malondialdehydu (MDA) a unik elektrolytd v cizrné (Cicer arietinum L.) ve srovnani
S kontrolnimi rostlinami (Mohammadi et al., 2014). Na druhou stranu nékolik zprav
naznacilo, ze kovové NP negativné ovliviiovaly rast a fyziologii dulezitych plodin, jako
je pSenice, ryze, kukufice a soja (Dimkpa et al., 2012; Mahmoodzadeh et al., 2013; Nair
a Chung, 2014; Shaw et al., 2014). Kromé toho byly nanocastice kovii a oxidi kovi pro
plodiny toxi¢t&jsi nez objemné kovové castice (Wang et al., 2011). Bylo prokazano,
ze plodiny vystavené NP mohou vychytavat a ptemistovat NP do riiznych ¢asti plodin
(Du et al., 2011; Rico et al., 2015b). NP snizily kli¢ivost semen mnoha plodin
(Thiruvengadam et al., 2014; Xiang et al., 2015). Toxické uc¢inky NP u mnoha druhti
rostlin 1ze pozorovat snizenim rustu rostlin, biomasy a vynosu ovoce/obili (Rico et al.,
2015b; Servin et al., 2012). Nadbytek NP zpusobil fyziologické poruchy v plodinach
(snizeni fotosyntézy a atributi vymény plynt), oxidaéni stres a snizeni aktivity
antioxida¢nich enzymu (cytotoxicita a genotoxicita) (Cui et al., 2014). N¢kolik studii
uvadi, ze NP snizovaly mitoticky index a zhorSovaly stadia bunécénych déleni
Vv kotenovych Spickach mnoha rostlin a zménily expresi genti souvisejicich s rastem
kofent (Vannini et al., 2014; Wang et al., 2015a). Nanocastice jsou nejen piimo toxické
pro rostliny, ale také zplsobuji nepfimou toxicitu zménou rastového média,
poskozovanim kotend, zménou bakteridlnich komunit v pidé a zplisobenim absorpce
kontaminantd rostlinami (Ge et al., 2014). NP tedy mohou zvySit nebo snizit riist a vynos
plodin a mohou byt pfeneseny do potravniho fetézce s neznamymi disledky pro lidi

a zvirata (Xiang et al., 2015).

2.2.6.6 Vlastni mechanismus detoxikace rostlin vuci toxicité MNP

Vystaveni rostlin riznym kovovym nanoc¢ésticim ukazuje ditkazy o produkci bunéénych
ROS, ale jak tyto nanomaterialy interaguji s bunéénymi ¢astmi na vyvolani generovani
ROS a naslednych antioxida¢nich mechanismi je zalezitosti domnénky (Rico et al.,
2015a, Tripathi et al., 2015, 2016). Generované radikaly ROS pusobi jako signalni
molekuly, ¢imz aktivuji mechanismus obrany antioxidanti rostlin, aby omezili toxicitu
vyvolanou volnymi radikdly. Antioxida¢ni obranny mechanismus rostlin pouZiva

enzymaticka ¢inidla, jako je superoxiddismutasa (SOD, EC 1.15.1.1), katalasa (CAT, EC

30



1.11.1.6), askorbatperoxidasa (APX, EC 1.11.1.11), guajakolperoxidasa (GPX, EC
1.11.1.7), dehydroaskorbatreduktasa (DHAR, EC 1.8.5.1) a glutathionreduktasy (EC
1.6.4.2) jako je askorbat, glutathion, thioly, fenoly, atd. (Tripathi et al., 2016). Mezi nimi
GSH) a askorbat. Jak CAT, tak GPX hraji vyznamnou roli pfi zhaSeni jak ROS tak peroxy
radikalt, zatimco SOD katalyzuje proces dismutace superoxidového aniontu na peroxid
vodiku (Rico et al., 2015a). Enzymy jako APX, DHAR a GR se pouZzivaji v komplexni
redoxni homeostaze v cyklu askorbat-glutathion (cyklus AsA-GSH), ktery fidi
nadprodukci ROS nebo oxidaéni stav rostlin. U generace ROS vyvolané nanomaterialy
zpuasobuje APX redukci H»O, syntetizovaného pomoci SOD na molekulu H>O.
Regenerovany askorbat pomoci DHAR je opét vyuzivan APX pro snizeni hladiny H>O>
(Rico et al., 2015a). Redukovany glutathion je generovan GR, ktery vyuziva DHAR
k regeneraci askorbatu. Wei a Wang (2013) také popsali antioxida¢ni potencial proti
oxidaénimu stresu vyvolanému nanocasticemi Vv rostlindch. Autofi popsali,
7e antioxidaéni enzymy mohou byt aktivovany mnoZzstvim nanomaterialli, jako jsou
CeO2NP, Fe3OsNP a CosOsNP, vyvolavaji CAT. CeOx:NP, FesO4NP, CosO4NP,
MnO2NP, CuONP a AuNP indukuji GPX a CeO2NP, nano Pt a fulleren indukuji SOD.
Bohuzel je obtizné rozeznat tato mimeticka chovani v experimentech vyuzivajicich
vystaveni nanocastic jednotlivym rostlindm. Existuje fada studii, které ukazuji primy vliv
NP na enzymatické aktivity antioxidanti (Mohammadi et al., 2014, Tripathi et al., 2016),
stale vSak neexistuje zadny dikaz, ktery by mohl korelovat jejich vztahy s chemickymi
vlastnostmi NP. Studie ve skuteCnosti naznacuji nerovnomérné a nepravidelné ucinky
nanocastic na enzymatické ¢innosti obrannych mechanismu. Napiiklad Lei et al. (2008)
ukazali, ze TiO2NP zlepsil aktivity SOD, CAT, APX a GPX na $penatu. Podobn¢ Song
et al. (2013b) uvadéji zvysené aktivity GPX, SOD a CAT v okiehku (Lemma minor).
Na rozdil od toho Foltéte et al. (201 1) naznacuje snizené aktivity GR a APX v bobu (Vicia
faba). Proto je obtizné prokazat pozitivni nebo negativni ucinky NP na riznych
enzymech. Pfedchozi studie ukazuji, Ze typy, vlastnosti, koncentrace a expozi¢ni
prostiedi NP jsou hlavnimi faktory, které ovliviiuji reakce antioxidacniho obranného
systému v rostlinach. Majumdar et al. (2014) zaznamenali G¢inek CeO2NP na fazolich
a ukazali tak, ze CeO2NP by mohly vyvolat toxicitu v rostlinach narusenim obrannych
mechanismi antioxidantli. Vztah mezi toxicitou NP a zobrazenim antioxida¢niho
enzymatického systému v rostlindch proto jest€¢ neni jasny a téma potiebuje dalsi

prizkum. Chen et al. (2015) prokazali ulohu oxidu dusnatého (NO) v toxicité indukované
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NP u semen ryze. Podobné Amooaghaie et al. (2015), pfi praci na brukvi (Brassica nigra)
uvedli, ze hematin a nitroprusid sodny hraji vyznamnou roli v regulaci rychlosti kliceni
semen pii pasobeni stresu nano stiibrem a nitroprusidem stiibra. Pro poskytnuti

kvalitngjsich tidaja jsou potiebné dalsi studie.
2.2.7 Nanocastice titanu

2.2.7.1 Vyuziti a syntéza

Hlavnimi zdroji primyslové t€zby TiO2 jsou loziska nerostli a rud. VEtSina pigmentu
TiO2 pouzivaného ve spotfebnich produktech se extrahuje z ilmenitové rudy (FeTiO3).
Za ptirodnich podminek se TiO2 nachéazi pfevazné ve ,,vdzaném stavu* a neni snadno
k dispozici pro interakci s biotou (Jovanovi¢, 2015). Od roku 1916 do roku 2011 bylo
celosvétové vyrobeno odhadem celkem 165 miliond metrickych tun oxidu titani¢itého
(TiO2). V roce 2012 bylo na celém svété spotiebovano téméi 6 miliond metrickych tun
TiO; jako pigmentu. Neni znamo, jaké procento tohoto mnozstvi lze ptipsat nano-TiO,
ale Robichaud et al. (2009) odhaduje, ze do roku 2012 bylo téméf 5 % veskeré produkce
piipisovano nanoformam. Stejnd zprdva naznacovala, Ze do roku 2023 by mohlo byt
az 50 % TiO2 vyrobeno v nanoformach, toto ¢islo vSak muze byt nadhodnoceno, protoze

nejzadanéjsi velikost ¢astic je 200 nm (Robichaud et al., 2009).

TiO; existuje ve tiech mineralnich formach: anatas, rutil a brookit (Puma et al., 2008).
Rutilni TiO: je nejstabilnéjsi forma, zatimco anatas a brookit jsou metastabilni a mohou
byt transformovany do rutilni faze, kdyZ jsou zahiivany pfi vysoké teploté (~ 750 °C)
(Liao et al., 2012). Anatasovy a rutilni TiO2 se nejcastéji uvadéji jako fotokatalyzatory
pod UV zaienim a nékteré vysledky vyzkumu ukazaly, ze smiSena forma rutilu a anatasu
vykazuje zlepSenou fotokatalytickou schopnost (Kho et al., 2010). Typ anatasu TiO2 ma
krystalickou strukturu, ktera odpovida tetragondlnimu systému, rutilni typ TiO2 ma také
tetragonalni krystalovou strukturu a brookit strukturu ortorombickou (Byranvand et al.,
2013). Rutil je znamy jako bily pigment poskytujici nepruhlednost barev, papird, inkoustt
a spotiebniho zbozi, jako je zubni pasta. V kosmetickych prostfedcich se rutilni faze
pouziva jako pigment a zahuStovadlo, dale se pouziva v plastech a dalSich aplikacich
kvili své vlastnosti absorbovat ultrafialové zafeni. Anatas a brookit se pouZzivaji jako

elektrody v solarnich ¢lancich (Jiang et al., 2002)

TiO2 je vSestranny material a mezi jeho dalsi uplatnéni patii krémy na opalovani,

elektrochemické elektrody, kondenzatory, a dokonce je vyuZivan jako potravinaiské
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barvivo (Meacock et al., 1997). TiO2NP se pouzivaji v zubni pasté, potravinarskych
barvivech a v doplicich vyzivy. Podle nedavné studie obsahuji bonbony, sladkosti
a zvykacky vys§i mnozstvi nanocastic TiO2 (<100 nm) (Weir et al., 2012). Skutecny
pramér velikosti ¢astic TiO2 (E171) v potraveé je 110 nm, pfi¢emz nejméné 36 % castic
ma primér mensi nez 100 nm a rozmezi velikosti ¢astic je 30 az 400 nm (Weir et al.
2012). TiO2NP patii k nejpouzivanéj$im nanocasticim, které se pouzivaji v kosmetickych
prostiedcich a produktech pro péci o plet’, v antibakteridlnich, Cisticich prostfedcich pro
vzduch, pro rozklad organickych latek v odpadnich vodach a v dodéavce 1é¢iv (Grande
a Tucci, 2016). V budoucnu se predpoklada vyuziti téchto NP k posileni a zmirnéni
ucinkid chemoterapie, aby byla 1é¢ba rakoviny cilenéjsi a efektivnéjsi (Wang et al., 2015b;
You et al., 2016). Obecné je TiO2 preferovan v anatasové formé, protoze ma vysokou
fotokatalytickou aktivitu, je netoxicky, fotochemicky stabilni a relativné levny

(Byranvand et al., 2013).

Morfologie TiO2 zahrnuje hlavné nanostruktury, jako jsou nanotrubice (Varghese et
al., 2003), nanowire (Wen et al., 2005), nanorody (Wu et al., 2007) a mezoporézni
struktury (Yietal., 2001). V poslednich letech existuje fada riznych metod syntézy, jako
hydrotermalni metoda (Andersson et al., 2002), solvotermalni metoda (Wahi et al., 2006),
sol-gel metoda (Bazargan et al., 2012), metoda piimé oxidace (Ryu et al., 2008),
chemicka depozice par (Shinde a Bhosale, 2008), elektrolyticka depozice (Tan et al.,
2009), sonochemicka metoda (Arami et al., 2007), a mikrovinna metoda (Corradi et al.,

2005), ktera byla pouzita pro pfipravu nanostrukturovaného TiOa.

2.2.7.2 Ekotoxicita nano TiO>

Z hlediska ekotoxicity jsou TiO2NP zdaleka nejrozsahleji studovanymi nanocasticemi
oxidu kovu. Jednim z divodl pro velké mnozstvi udajii o toxicité nano TiO: je piijeti
tohoto nanomaterialu riznymi primyslovymi odvétvimi (obr. 5). Nano TiOz byl mezi
prvnimi nanomaterialy, které byly snadno komeréné dostupné pro Sirokou skdlu ¢innosti.
Odhadovana vyroba do roku 2025 je ptiblizn€ 2,5 milionu metrickych tun (Robichaud et
al., 2009). Takové rozsifené pouziti nano TiO2 mize vést k vyznamnému uvolnéni

do zivotniho prostiedi.
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Obr. 5 Vyuziti nanocastic v riznych pramyslovych odvétvich a jejich unik do Zivotniho prostiedi
(Pfevzato a upraveno z Rastogi et al., 2017).

Bylo zjisténo ze TiO2NP se mohou vyluhovat z vnéjSich fasddnich barev a nésledné se
dostat do povrchovych vod. Koncentrace kovového Ti nalezen¢ho v povrchovém odtoku
bylo az 600 pg-1?* (Kaegi et al., 2008). Kiser et al. (2009) zméfili irovné odstrafiovani
a uvolilovani nanomateriali titanu z Cistiren odpadnich vod. Zjistili, Ze surova odpadni
voda obsahuje 100-3000 pg-1 Ti. Koncentrace Ti v odpadnich vodiach z ¢istiren
odpadnich vod se pohybovala od 5 do 15 pg-I* (Gottschalk et al., 2009).

Nano TiO2 muze vyvolat ekotoxicitu v disledku pramyslovych procest a spotiebniho
zbozi, jako je pouziti potravinaiského nano TiO> a dezinfekéniho prostiedku pro odpadni
vody (Yang et al., 2014). Poté, co se NM rozsifily do vod, nano TiO2 vykazal neptiznivé
ucinky na vodni zivocCichy, véetné vysoké umrtnosti Oryzias latipes (Ma et al., 2012),
zmén v genové expresi u Danio rerio (Griffitt et al., 2008), téZké retardace rustu,
mortality a reprodukénich defektt u Daphnia magna (Zhu et al., 2010) a vyvojové
neurotoxicity u Danio rerio prostiednictvim fototoxicity po UV zafenim (Wang et al.,
2014). V piipadé hydrofyti ovlivnil nano TiO2 funkce geni souvisejicich s fotosyntézou

a zvySenou hladinu ROS prostiednictvim UV zafeni (Simon et al., 2013).

Kromé toho nano TiO2 miZe interagovat s jinymi kovy (napf. Pb) a modifikovat jejich
biologickou dostupnost a toxicitu ve vodnim prostfedi. Nano TiO2 vykazoval synergické
G¢inky s ionty t&zkych kovii (napf. Zn?*) ke zvyseni fytotoxicity na fotosyntetickou
kapacitu a miru pieziti fas (Tang et al., 2013). Ve srovnani s osetfenim samotnym Pb byla
biokoncentrace a toxicita Pb vyznamné zvysena pti kombinaci s nano TiO. (0,1 mg-1*)

u larev Danio rerio, coz vedlo k naruseni §titné zlazy a neuronalniho systému (Sun et al.,
2014).
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Nano TiO; pfitomny v pude také ovliviiuje bakterie a suchozemské rostliny. U pidnich
bakterialnich komunit byla mikrobialni biomasa a diverzita snizena po expozici nano
Ti0O2, coz muze zménit sloZeni a funkci bakterialni komunity v ekosystémech (Binh et
al., 2014). Nano TiO2 muze byt absorbovan z ptidy pozemskymi rostlinami, kdyz rostou,
hromadi se ve stoncich, listech a plodech prostfednictvim rostlinnych metabolickych
systému a ovliviiyje kliceni, prodlouzeni kofenti semen a Sazenic (Song et al., 2013a,b).
Aby se zabranilo vliviim vlastnosti pidy a rtiznych slozek v ni, byla hydroponni kultura
pouzita pti hodnoceni nanotoxicity rostlin, pficemz vysledky naznacuji, ze toxi¢t&jsi je

ve vode nez v padé (Josko a Oleszczuk, 2014).

2.2.7.3 Nano TiO2 a rostliny

Bylo provedeno nékolik studii, které naznacuji, ze TiO,NP muze ovliviiovat rostliny
pozitivné i negativné. Vzhledem k fotokatalytickym vlastnostem titanovych nanocastic
prokézala vétSina studii, kde byl TiO2NP pouzit na folidrni trovni, pozitivni dopad
na rostlinu (Jaberzadeh et al., 2013; Raliya et al., 2015). Bylo pozorovano, Ze Spenat
doséhl vice nez 60 % nariistu Cerstvé hmotnosti a suché hmotnosti pod vlivem TiO2NP
(Gao et al.,, 2013). Gao et al. (2013) také pozorovali nartst mnozstvi a aktivity
rubiscoaktivasy ve fotosyntéze. Listové oSetfeni TiO2NP také ukazalo lep$i rist rostliny,
zvySeni vynosu ovoce a koncentraci chlorofylu v rajéatech (Raliya et al., 2015).
Jaberzadeh et al. (2013) uvedli, ze TiO2NP putisobi proti vodnimu stresu v pSenici
zlepSenim agronomickych vlastnosti. RovnéZz bylo pozorovano, ze mensi TiO2NP je
transportovan koteny a bylo zjisténo, Ze nad praimérem 140 nm se jiz TiO2NP v kofenech
nehromadi. Bylo pozorovdno, ze TiO>NP s primérem nad 36 nm se hromadi
vV parenchymu kofene pSenice, ale nedostane se do stélé (centralniho valce), a proto se
nedostane do vyhonku (Larue et al., 2012a). Reakce rostliny na hydroponickou expozici
TiO2NP se muze lisit od reakce na pidni expozici TiO2NP. Bylo pozorovano, Ze koloidni
suspenze nanocastic inhibuji rlst a transpiraci listli fyzikdlnimi G¢inky na transportni
systém koten-voda (Asli a Neumann, 2009). Pii vysoké koncentraci bylo pozorovano, Ze
TiO2NP je toxicky pro rostliny, a to i v pidnim systému (Rafique et al., 2014). Bylo
zjisténo, Ze fytotoxicka odpovéd’ je podobna jako AgNP nebo CuONP, se sniZzenim ristu
rostlin, mitotickym indexem a zvySenim ROS, antioxidacni aktivity a genotoxicity.
Studie ukazuje, Ze vliv TiO2NP na rtizné rostliny zavisi na koncentraci, zpisobech
oSetfeni a velikosti NP. Studie také ukazala, ze dostupnost TiO2NP pro rostlinu je odli$na,

pokud je poskytovana oSetfenim listii nez prosttednictvim pidy nebo vodného roztoku.
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Pozitivni vliv TiO2NP byl v korelaci s fotokatalytickou aktivitou Ti, ale mechanismus

této interakce neni dosud pochopen (Rastogi et al., 2017).

2.3 Metody

V této kapitole jsou popsany metody, které budou pouzity v experimentalni ¢asti prace.

2.3.1 Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (I1CP-
MS)

ICP-MS (,,Inductively Coupled Plasma Mass Spectroscopy*) se fadi mezi nejrychleji se
rozvijejici analytické metody, které jsou schopny stanovovat 1 stopové koncentrace kovi,
polokovii a nekovii vzhledem k nizkym mezim detekce (ug-1? az pg-1™?). K dalsim
vyhodam této metody patii zejména moznost multielementarniho stanoveni, Siroky
linearni dynamicky rozsah (9 — 10 fadl), vysoka selektivita, moZnost zjiSténi izotopového
slozeni a taktéz jeji rychlost. ICP-MS se bézné pouziva v riznych vyzkumnych oborech,
jako je zivotni prostfedi, humanitni a forenzni védy, v potravinarském, materidlovém,

chemickém, polovodi¢ovém a jaderném pramyslu (Ammann, 2007).

ICP-MS miize byt vyuzito k analyze pevnych, kapalnych a plynnych vzorkt. Pevné
vzorky jsou zavedeny do induk¢éné vazaného plazmatu (ICP) pomoci laserové ablace,
vybojové abraze nebo elektrotermického vyparovani, kdezto zavadéni kapalného vzorku
do ICP-MS je zajisténo systémem vnaseni vzorku zahrnujicim peristaltické Cerpadlo,
zmlzova¢ a mlznou komoru. Specialni technikou pro analyzu plynnych vzorkl je pak

generovani t€kavych hydridd HG-ICP-MS (Diaz-Somoano et al., 2004).

Pouziti vysokoteplotniho plazmového vyboje k vytvareni pozitivné nabitych ionti

vvvvvv

N 24

vice nez 70 % prvku periodické tabulky, ale 1 k zjiSténi zastoupeni jednotlivych izotopti

daného prvku ve vzorku (Becker et al., 2007).

2.3.1.1 Instrumentace a princip

ICP-MS se sklada ze tii zdkladnich slozek. Iontového zdroje (indukéné vdzané plazma),
ktery pfeménuje analyt na ionty plynné faze; hmotnostniho analyzétoru, ktery separuje
ionty analyzovanych prvkil podle poméru hmotnost/nadboj (m/z) a detektoru, ktery

prevadi proud dopadajicich iontii na métitelny elektricky signdl. Pistroje jsou vybaveny
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cetnymi piidavnymi zafizenimi usnadiiujicimi a urychlujicimi vlastni méfeni,
umoziujicimi méfeni vzorkll pevnych, silné viskdznich, ¢i vzorki s vysokym obsahem
soli bez ptedchozi slozité upravy (Horlick, 1994). Obr. 6 schematicky popisuje hlavni
komponenty komer¢né dostupnych ICP-MS pfistrojt.
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Zavadéni vzorku lontovy zdroj Extrakce  lontovd Hmotnostni analyzatory
(ICP) optika
Obr. 6 Schematické nastaveni ICP s detekci pomoci hmotnostni spektrometrie (Pfevzato
a upraveno z Bettmer et al., 2009).
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Prvotnim krokem je wvnaSeni analytického vzorku do plazmové hlavice.
Prostiednictvim peristaltického Cerpadla je kapalny vzorek ptivadén do zmlzovace, ktery
generuje aerosol. Aerosol nasledné vstupuje do mlzné komory, kterd zabrainuje velky
kapkam o pruméru vétsim nez 10 um, aby vstoupily do ICP (nedoslo by k jejich uplnému
vypareni) a kompenzuje pulsy vytvarené peristaltickym cerpadlem. V plazmové hlavici
je ve vysokofrekven¢nim elektromagnetickém poli udrzovano argonové plazma o teploté
6 000 — 10 000 K. Plazma je kvazineutralni plyn skladajici se z nabitych a neutralnich
castic, ktery vykazuje kolektivni chovani. Indukéné vazané plazma je vhodnym zdrojem
iontll, protoze teplota az 10 000 K je schopna ionizovat vétSinu prvki. V analytickém
kandlu plazmatu je tedy aerosol vzorku vysusen, vyparen, i€¢inné atomizovan a ionizovan.
Diky vlastnostem ICP dochdzi prednostné k ionizaci do prvniho stupné. Spojeni mezi ICP
a spektrometrem je tvofeno interfacem (rozhranim), ktery je tvofen nejCastéji dvojici
konust (sampler a skimmer) z niklu ¢i platiny, jsou chlazeny vodou a ve stifedu
se nachazeji malé otvory. Interface zajiSt'uje prechod iontl z atmosferické €asti ptistroje
do vakua hmotnostniho spektrometru (Mihaljevic et al., 2004). Fokusovany svazek iontl
z iontové optiky vstupuje do analyzatoru, kde dojde k jejich separaci podle poméru m/z
v Case (pruletové analyzatory, TOF) nebo v prostoru (sektorové analyzatory), piipadné
vyfiltruje z iontového svazku pouze ionty o konkrétnim poméru m/z (kvadrupolové
filtry). Poté co projdou ionty analyzatorem, dopadaji na detektor a tento proud

rozseparovanych iontil je pfeveden na métitelny elektricky signal.

2.3.1.2 Interference

ICP-MS je limitovana interferencemi, které¢ je nezbytné eliminovat. Zakladni déleni
téchto interferenci je na spektralni a nespektralni (Durrant, 1992). Spektralni interference
hmotnost analytu. Spektralni interference lze rozdélit na izobarické a polyatomické.
Tento typ interferenci je mozné odstranit méfenim zaroven signalu jiného izotopu, ktery
neni ovlivnén interferenci nebo aplikaci kolizné-reakcni cely, ktera zbavi iontovy paprsek
polyatomickych interferenci (do cely je vhanén kolizni plyn, ktery rozbiji vzniklé
polyatomické adukty) (Tanner et al., 2002). Nespektralni interference zapticinuji zvyseni
nebo snizeni signalu. Tyto interference mohou ovliviiovat zmlzovani a transport vzorku,
ionizaci v plazmatu nebo prostorovy naboj. Nespektralni interference je mozné odstranit

metodou vnitiniho standardu (Furuta a Horlick, 1982).
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Interference Ize obecné minimalizovat vhodnym vybérem méteného izotopu, peclivou
pripravou vzorkl, kdy pouzivime nejCistsi kyseliny, chemikélie a vodu co nejvyssi
Cistoty, aby se zabranilo kontaminaci vzorku (Morita et al., 1994). Redéni vzorkd
se uzpusobuje predpokladanému obsahu analytu, a hlavné moznostem pfistroje I[CP-MS,
protoze Vysoké obsahy matrice ve stanovovaném vzorku mohou zanaset nebo i ucpat

zmlzovac a konusy (Dressler et al., 1998).

2.3.1.3 LA-ICP-MS

Laserova ablace (LA, Laser Ablation) ve spojeni s ICP-MS je vyznamna metoda
pro pfimou analyzu pevnych vzorkd v analytické chemii. Je to proces, pii kterém
je dodana intenzivni energie kratkému laserovému pulzu, ktery je pouzit k odpateni ¢asti
materidlu. Mezi nejvétsi prednosti této techniky patfi moznost piimé stopové analyzy
pevnych vzorkd, jejich lokalni mikroanalyza, charakterizace materialu jak hloubkové, tak

i prostorové (mapovani) a zjisténi isotopovych poméra (Russo et al., 2002).

2.3.1.3.1 Historie a vyuziti

LA-ICP-MS se pouziva vice nez 30 let ke stanoveni elementarniho slozeni pfirodnich
a syntetizovanych objektl. Zaostieny laserovy paprsek odstraiiuje maly objem cilového
materidlu a vytvofeny aerosol je prenaSen v proudu plynu do ICP-MS pro elementarni
a/nebo izotopovou analyzu. Diky rostoucimu pouzivani hlubokych ultrafialovych lasera
a ultracitlivych hmotnostnich spektrometrti se tato technika vyvinula smérem k vy$simu

rozliSeni vzorku a ke generovani 2-D (a 3-D) map prostorové distribuce prvkii.

Alan Gray z University of Surrey prokazal, Ze systém laserové ablace (LA) mize byt
piipojen k indukéné vazanému plazmovému hmotnostnimu spektrometru pro in situ
chemickou analyzu (Gray, 1985). Dnes je LA—ICP—MS Siroce pouzivana pro prostorove
rozliSené méfeni elementdrnich a izotopickych slozeni nebo stafi cilenych domén
pevnych materidlli, bud’ in situ v jejich hostitelskych matricich, nebo jako mechanicky
odde¢lené objekty (Wagner et al., 2016). Vsestrannost, snadnost pouZiti, rychlost, nizké
detek¢ni limity a primérné ndklady LA-ICP-MS ve srovndni s konkuren¢nimi
technikami vedly k jeho rozsahlému uplatnéni. Bioimaging pomoci LA-ICP-MS nabizi
schopnost kvantifikovat stopové prvky a izotopy uvniti tkanovych fezl s prostorovym
rozliSenim v rozmezi asi 10-100 pm. Vys§iho prostorového rozliSeni (<1 um) je dosaZeno
pouzitim femtosekundového (fs) laseru, s nizkym vychytavanim vzorku na vystrel (fg az

pg), diky ¢emuz je LA-ICP-MS kvazi nedestruktivni technikou (Pozebon et al., 2014).
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Distribucni analyza pftispiva k objasnéni zakladnich otazek biomedicinského vyzkumu
a umoziuje studie bioakumulace a biologické dostupnosti pro hodnoceni ekologického
a toxikologického rizika u lidi, zvifat a rostlin. Hlavni oblasti pouziti zobrazovani pomoci
hmotnostni spektrometrie a metalomiky byly ve vyzkumu mozku a rakoviny, validaci
zvitecich modeld, vyvoji 1é¢iv a rostlinnych véd (Becker et al., 2014). LA-ICP-MS ma
uplatnéni také pro povrchovou analyzu pevnych latek v materidlovych védach a jejich

oborech v inzenyrstvi, geologii, archeologii, analyze fosilii atd.

2.3.1.3.2 Instrumentace a experimentalni usporadani

Typicky se laserova ablace se skladd z nékolika c¢asti. Prvni je laser, ktery generuje
jednosmérny paprsek fotonli o vysoké energii, dale z abla¢niho systému, jehoz funkci
je zména energie laseru, tvaru a pruméru paprsku a vede jej na povrch vzorku. Tteti ¢asti
je mechanicky posuvna ablacni cela, kde dochazi k interakci laserového paprsku, ktery
vstupuje skrze kiemenné okénko, s povrchem vzorku a tim ke vzniku aerosolu. Nakonec
z transportniho systému pro pienos ablatovaného aerosolu do ICP-MS. Povrch vzorku
byva sniman CCD kamerou, detekénim systémem je Casto ICP-MS nebo ICP-OES.
Argon nebo jiny inertni plyn je typicky nosny plyn, pouzivany k transportu ablatovaného

vzorku (aerosolu) z abla¢ni komory do ICP (Russo et al., 2002).

Pti analyze LA—ICP-MS se rovny povrch vzorku ablatuje pulznim (obvykle
nanosekundovym) laserem v plynotésné komote, ¢imz vznikd proud malych Castic
(aerosol), ktery je transportovan v nosic¢i do indukéné vazaného argonového plazmatu
(ICP), ktery odpatuje a pfevadi Castice na ionty. lonty jsou separovany na zéklad¢ jejich
pomeérit hmotnost/naboj hmotnostnim spektrometrem a kvantifikovany detektorem.
Intenzity iontového signalu jsou pfevedeny na koncentrace prvku s odkazem na externi

kalibra¢ni standard, nebo na izotopové pomeéry (Sylvester a Jackson, 2016).

Pro zobrazovani tkani LA-ICP-MS se pouzivaji vétSinou kvadrupdlové hmotnostni
spektrometry. Kvadrupdlové hmotnostni spektrometry pracuji velmi robustné a stabilng
po mnoho hodin, coz je dulezity piedpoklad pro zobrazovaci studie biologickych tkani.
Zobrazovaci hmotnostni spektrometricka méteni pomoci LA-ICP-MS se provadé;ji ablaci
tenkych tkani (linie na linii) pomoci zaostfené¢ho laserového paprsku. Primér laserového
krateru se pro méteni hmotnostni spektrometrii obvykle nastavuje mezi 5 a 200 um. Doba
méteni pro jeden vzorek tkan€ nebo gelu zobrazovanim LA-ICP-MS (az nékolik hodin)
zavisi na velikosti analyzované oblasti, pouzité rychlosti laserového skenovani (méni
se mezi 20 a 60 um.sec™) a na vzdalenosti mezi ¢arami (0 - 100 um). Pro ziskani obrazka

40



s vysokym rozliSenim jsou optimalizovana velikost bodu a rychlost laserového skenovani

(Becker et al., 2010).

Zlepseni v LA-ICP-MS bylo dosazeno diky rychlému vyvoji laserové technologie.
Vinova délka laserového zafeni ovlivituje absorpci zafeni a tvorbu aerosolu. Lasery
S vinovymi délkami od infracerveného (IR) k ultrafialovému (UV) byly zkoumany
na ablaci a déleni vzorkli pomoci ICP-MS. Je patrny trend zmény z viditelnych (694 nm
a 532 nm) a IR (1064 nm) na UV vinové délky 266, 213 a 193 nm, protoze lasery s kratsi
vlnovou délkou prokazaly lepsi ablacni vlastnosti pro zavedeni vzorku v ICP-MS. Obecné
plati, ze kratsi vinova délka poskytne vyssi energii fotonti pro ionizaci z pevného vzorku
(Russo et al., 2002). Ablace mize v zavislosti na vinové délce zahrnovat tepelné
a netepelné mechanismy. Pfi tepelném zpracovani jsou elektrony pfimo absorbovany
laserovym svétlem, pfevedenim energie do atomové miizky a dochézi k tani a vypatrovani
z materialu. Na druhou stranu pfi netepelném zpracovani, pokud je energie fotonu vyssi
nez energie vazby mezi sousednimi atomy, elektromagnetické laserové zateni piimo

prolomi atomovou miizku indukujicich iont a atom je vymrstén (Mao et al., 2000).

2.3.1.3.3 Frakcionace a parametry ovliviiujici ablacni déj

Elementarni frakcionace (soucet vSech nestechiometrickych ucinkii béhem procesu
ablace, transportu aerosolu a ionizace ve zdroji ICP) je jednou z hlavnich obtizi
pii ziskdvani kvantitativnich vysledkti v LA-ICP-MS. K frakcionaci, kterd znesnadnuje
kalibraci dat, miize dochazet v pribéhu procesu laserové ablace, béhem transportu
ablatované¢ho vzorku do ICP nebo pfimo v ICP. Jejim dasledkem je odlisné slozeni
uvolnénych ¢astic oproti prumérnému sloZeni vzorku (Giinther et al., 2000). Frakcionace
je zavisla hlavn€ na slozeni vzorku. Mezi dalsi podnéty ovliviiujici frakcionaci patii:
vlastnosti laseru (plosna hustota vykonu, délka pulsu, vinova délka) (Borisov et al.,
1999), krater (velikost a tvar), velikost rozdéleni ¢astic (Figg et al., 1998) a matri¢ni
efekty (Mank a Mason, 1999). Proces frakcionace je pii ablaci velmi nezadouci a 1ze jej
potlacit vhodnou volbou hustoty zativého vykonu, vinovou délkou laserového paprsku,
délkou pulzu a energetickym profilem laserového paprsku. DileZitou roli hraje i teplota
tani a teplota varu prvki. VétSina studii o frakcionaci byla provedena s geologickymi
vzorky (jako jsou mineraly, oxidy a kfemicitany) a kovy nebo slitinami kovil, u nichz
je elementarni frakcionace vyrazngjsi. Na zakladé¢ téchto pozorovani Fryer et al. (1995)
a Longerich et al. (1996) vypocitali relativni frakcionaéni index, ktery umoziuje

klasifikace chemickych prvki do skupin zvazenim podobnych chovéni ablaci a ionizaci.
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Ablac¢ni proces je ovlivnén fadou parametrl, mezi n¢ patii vlastnosti laseru (vinova
délka, energie, délka pulzu, frekvence, zaostieni a energeticky profil laserového paprsku),
pouzity nosny plny (druh plynu, tlak a rychlost pratoku) a vlastnosti samotné matrice

(morfologie, homogenita, absorpéni vlastnosti).

Pro konkrétni prvek je nezbytné pii kvantitativni analyze zvolit pfesny kalibracni
standard. Neexistuje univerzalni kalibraéni metoda pro vSechny typy pevnych vzorku.
Mezi tfi zakladni skupiny kalibrace patii ablace pevnych vzorku s ptizptisobenou matrici,

dvoji vzorkovani a pfima ablace kapalin (Russo et al., 2002).

2.3.2 Plamenova fotometrie

Plamenova fotometrie patii mezi nejstarSi fyzikélné-chemické analytické metody.
Je zaloZzena na principu emisni spektrometrické metody. Zakladni casti optického
emisniho spektrometru jsou budici zdroj, monochromator a detektor. Vzorek ve formeé
roztoku se rozprasuje piimo do plamene, aby se vzorek odpafil, atomizoval a excitoval.
Pti excitaci plamenem jsou vnéjsi elektrony atomti pirevedeny do energeticky bohatSich
stavill, nacez se samovolné opét vraceji do stavu energeticky chudsiho. Pti navratu na nizsi
energetické hladiny je emitovéano svétlo o charakteristickych vinovych délkach. Svétlo
pozadované vinové délky je oddéleno od zbytku vyzatovaného zaieni a méfi se jeho
intenzita. Analytickym vystupem je emisni ¢arové spektrum, ve kterém poloha cary
charakterizuje kvalitativni slozeni vzorku a intenzita Cary charakterizuje kvantitativni
sloZzeni vzorku. Toto méfeni intenzity miize souviset pfimo s koncentraci sledované¢ho
prvku, obvykle porovnanim s méfenymi intenzitami standardu nebo fady standardu.
Plamenova fotometrie se pouziva ke stanoveni obsahu prvkl 1. a 2. skupiny periodické
tabulky, nebot’ energie potfebna k excitaci jejich valencnich elektront neni tak vysoka,

jako u jinych prvki a postacuje tedy teplota plamene (Isaac a Kerber, 1971).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Materialy a pristroje

3.1.1 Pouzité chemikalie

Certifikovany referen¢ni material vodny roztok fortifikovany stopovymi prvky
TM 64.2 (Environment Canada, Kanada)

Cetrifikovany referen¢ni material vodny roztok fortifikovany stopovymi prvky
TM 15.2 (Environment Canada, Kanada)

CRM vodného kalibra¢niho roztoku, 1000 + 2 mg-I* Ca v 2% HNO3 (V/v),
(Analytika, Ceska republika)

CRM vodného kalibra¢niho roztoku, 1000 = 2 mg-I" Cu v 2% HNOs (V/v),
(Analytika, Ceska republika)

CRM vodného kalibra¢niho roztoku, 1000 = 2 mg-I* Fe v 2% HNOs (V/v),
(Analytika, Ceska republika)

CRM vodného kalibraéniho roztoku, 1000 =2 mg-I"* Ge v 5% HNOs a 1% HF
(v/v), (Analytika, Ceské republika)

CRM vodného kalibraéniho roztoku, 1000 = 2 mg-It K v 2% HNOs (v/v),
(Analytika, Ceska republika)

CRM vodného kalibraéniho roztoku, 1000 = 2 mg-It Mg v 2% HNO;s (v/v),
(Analytika, Ceska republika)

CRM vodného kalibraéniho roztoku, 1000 = 2 mg-I"t Mn v 2% HNO;s (V/v),
(Analytika, Ceska republika)

CRM vodného kalibraéniho roztoku, 1000 = 2 mg-1* Na v 2% HNO;s (v/v),
(Analytika, Ceska republika)

CRM vodného kalibraéniho roztoku, 1000 + 2 mg-1t Ti v 5% HNO;3 (V/v),
(Analytika, Ceska republika)

CRM vodného kalibra¢niho roztoku, 1000 + 2 mg-It Zn v 2% HNOs (V/v),
(Analytika, Ceska republika)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich, Némecko)

Dithiothreitol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Dusi¢nan amonny (Lach-Ner, Ceska republika)

Dusiénan draselny (Lach-Ner, Ceska republika)

Fluorid amonny (Lach-Ner, Ceska republika)
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Guajakol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Heptahydrat siranu hofe¢natého (Lach-Ner, Ceska republika)

Heptahydrat siranu zine¢natého (Lach-Ner, Ceska republika)

Hexahydrat chloridu kobaltnatého (Lach-Ner, Ceska republika)

Hydroxid draselny (Lach-Ner, Ceska republika)

Hydroxid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

Chlorid draselny (Lach-Ner, Ceska republika)

Kalibra¢ni roztok interniho standardu pro ICP-MS INT MIX1 o koncentraci 10 +
0,1 mg-I* (Y, In, Bi, Th v 5 % HNO3 (v/v)) Analytika spol. s.r.o., Praha
Kyselina askorbové (Sigma-Aldrich, Cina)

Kyselina borita (Penta, Ceské republika)

Kyselina dusi¢na 67 %, Analpure (Analytika, Ceska republika)

Kyselina fluorovodikova 48 %, Analpure (Analytika, Ceské republika)

MES hydrat (Sigma-Aldrich, Némecko)

Nanocastice oxidu titani¢itého 20 nm (Sigma-Aldrich, Némecko)

NCS certifikovany referenéni material kukufice (National Analysis Center for
Iron and Steel, Cina)

NIST SRM 610 (National Institute of Standards and Technology, Washington,
USA)

Pefabloc (Sigma-Aldrich, Némecko)

Pentahydrat siranu méd’natého (Penta, Ceské republika)

Peroxid vodiku (Lach-Ner, Ceska republika)

Polyvinylpolypyrrolidon (Sigma-Aldrich, Némecko)

SAVO (Unilever, Ceska republika)

Tetrahydrat dusi¢nanu vapenatého (Lach-Ner, Ceska republika)

Tetrahydrat chloridu manganatého (Lach-Ner, Ceska republika)

Tetrahydrat molybdenanu amonného (Lach-Ner, Ceska republika)

Tetrasodna sl kyseliny ethylendiamintetraoctové (Sigma-Aldrich, Némecko)

Tuning Solution pro ICP-MS (Agilent Technologies, Japonsko)

Pristroje a pomiicky
Analytické vahy Adventurer™ Pro (OHAUS, USA)
Analytické vahy XA 110/2X (Radwag, Polsko)

44



Autoklav (Tuttnauer, Slovensko)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Autosampler ASX-520 (Agilent technologies, USA)

Centrifuge CL31R (Thermo Jouan, Francie)

Digitalni pH metr (InoLab pH levell, Némecko)

Elektromagnetickd michacka (IKA, Némecko)

Excimerovy laserovy abla¢ni systém Analyte G2, (Photon Machines Inc., USA)
ICP-MS spektrometr (Agilent Technologies, Japonsko)

Lyofilizator BETA 1-8 LD plus (CHRIST, Némecko)

Mikrodestickovy spektrofotometr Synergy H1 (BioTek Instruments, USA)
Mikrodesti¢ky Test plate 96F (TPP, Svycarsko)

Mikrovinny mineralizator MLS 1200 mega (Milestone, Italie)

Plamenovy fotometr BWB-XP (BWB Technologies, Anglie)

Sada na lisovani tablet

Systém pro piipravu ultradisté vody Milli-Q (Direct-Q, Francie)
Teflonové kelimky na mikrovinny rozklad

Tteci miska s tlou¢kem

Ultrazvukova lazen D-78224 (Elma, Némecko)

Véhy Denver Summit (Biolink)

Vortex (Stuart, UK)

3.1.3 Biologicky material

Redkev seta letni (Raphanus sativus var. sativus; zdroj Vyzkumny ustav rostlinné

vyroby)

3.2 Metody

3.2.1 Kultivace rostlin

Bylo provedeno péstovani kulturnich plodin konkrétné tfedkvicek a jejich oSetieni

TiO2NP (20 nm). Semena fedkvicek byla sterilizovana v 2% roztoku NaClO po dobu

10 minut, nasledovalo 5x oplachnuti deionizovanou vodou, aby se zajistila povrchova

sterilita. Kvli sterilité byly tyto ikony provadény ve flowboxu. Semena byla uspotfadana

v Petriho miskach v poctu 3-6 semen na vlhké filtra¢ni papiry, pod kterymi byla vlh¢ena

sterilni vata (viz obr. 7A-B). Takto nachystané Petriho misky byly umistény do tmy

45



pii 25 °C. Zde byly ponechany po 4 dny. Nasledné byly vybrany vhodné semenacky
a umistény na pénové plovaky, které byly pfeneseny do centrifugacnich zkumavek
0 objemu 50 ml, tyto zkumavky obsahovaly 40 ml modifikovaného Hoaglandova roztoku
o Y sile (viz obr. 8A-B). Kofeny rostlin byly konstantné¢ v kontaktu s roztokem.
Po 7 dnech byly rostliny pfeneseny do kadinek o objemu 100 ml obsahujicich 75 ml
zivného roztoku (kontrola; viz obr. 9A) nebo Zivného roztoku obohacené¢ho o TiO2NP
(1-1000 ppm; viz obr. 9B). Centrifuga¢ni zkumavky i kadinky byly zabaleny alobalem,
aby nedoslo k osvétleni kofent (viz obr. 9C). Objem roztoku byl 2x tydné dopliovan.
Sazenice byly umistény do ristové komory s teplotou 28 °C, 70% vlhkosti a 16hodinovou

fotoperiodou. Takto byly rostliny ponechany v rustové komote dalSich 24 dni.

Obr. 7A Semena fedkvicek rozmisténa na filtraénim papiru, pod kterym se nachazi vlhéena
sterilni vata. Obr. 7B Klic¢ky fedkvicek po 4denni inkubaci ve tmé pii 25 °C.

Obr. 8A Semenacky fedkvicek presazené na pénové plovaky v centrifugacnich zkumavkach. Obr.
8B Rostliny po tydennim péstovani v centrifugacnich zkumavkach ptred pfesazenim do kadinek.
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Obr. 9A Rostlina umisténa v kadince na plovaku s ¢istym Hoaglandovym roztokem o V4 sile. Obr.
9B Rostlina umisténa v kadince na plovaku s Hoaglandovym roztokem o Y sile obohacenym
0 TiO,NP (1000 mg-1*). Obr. 9C Rostlina umisténd v kadince na plovaku s &istym
Hoaglandovym roztokem o Y4 sile obalena alobalem kviili zamezeni osviceni kofend.

3.2.1.1 Priprava kultiva¢nich roztokii

3.2.1.1.1 Hoaglandiv kultiva¢ni roztok

Smichanim zésobnich roztokli v adekvatnim poméru byl pfipraven Hoaglandiv roztok
oobjemu 1 I. Roztoky byly pfedem sterilizovany autoklavem a ulozeny v lednici.
Na objem 1 | vysledného roztoku o Y sile bylo ptidano 0,5 g MES pufru a pH bylo
upraveno na 6,00 pomoci hydroxidu draselného. SloZeni jednotlivych zasobnich roztokt
v¢etné molarni koncentrace a navazky pro piipravu 1 | roztoku jsou uvedeny v tabulce
¢. 3. Roztoky byly sterilizovany autoklavovanim (15 minut pii 121 °C) a byly skladovany
pii 4 °C.

Tab. 3 Priprava zasobnich roztokt

Roztok Molarni koncentrace

& Slozka (mol-17) Navazka (Q)
| Ca(NOs), - 4 H.0 1 236,2
1 KNO;3 1 101,1
1] NH4NO; 0,5 40,0
v MgSQOs - 7 H20 0,25 61,6
\% KH2PO,4 0,25 34,0
VI KCI 0,25 18,6
H3BOs 0,05 3,092
MnCl: - 4 H.0 0,004 0,792
VI ZnS0O, - 7 H.0 0,004 1,15
CuSO4- 5 H.0 0,001 0,25
CoCl;- 6 H.0 0,0003 0,072
(NH4)sM07024 - 4 H,0 0,00015 0,186
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3.2.1.1.2 Roztok obohaceny o nanocastice titanu

Jako kontrola slouzil ¢isty Hoaglandv roztok o 4 sile, oSetiujici roztoky byly vytvoreny
ptidavkem TIiO2NP. Vysledna koncentra¢ni fada vypadala nasledovné: kontrola,

1 mg-dm?, 10 mg-dm=, 100 mg-dm™ a 1000 mg-dm.

3.2.1.1.3 Roztok Fe(EDTA)

Zasobni roztok Fe(EDTA) o celkovém objemu 500 ml byl vytvofen smichanim dvou
roztokt. Prvni roztok byl vytvofen rozpusténim 12,45 g FeSO4 - 7H20 v roztoku HCI.
Roztok HCI byl vytvofen napipetovanim 177 pl 35% HCI do 150 ml destilované vody.
Druhy roztok byl vytvofen rozpusténim 16,65 g EDTA a 2,008 g NaOH v 250 ml
destilované vody. Po smichani byl roztok doplnén do objemu 500 ml destilovanou vodou,
autoklavovan (15 min pfi teploté 121 °C) a skladovan pii 4 °C. Objem 0,2 ml roztoku
Fe(EDTA) byl nasledné napipetovan do vysledného Hoaglandova roztoku o Y sile
a o objemu 1l.

3.2.1.2 Zpracovani rostlinného materialu

Po 35 dnech od pocatku kli¢eni byly rostliny sklizeny. V den odbéru vzorka byly koieny
rostlin dikladn€ oplachnuty deionizovanou vodou a fluoridem amonnym kvtili odstranéni
povrchove usazenych nanocastic titanu a skalpelem rozdé€leny na 3 ¢asti, které byly dale
vyuzivany (kotfeny, bulva a listy). Po roztiznuti byly jednotlivé organy zvazeny, vysuSeny
do konstantni hmotnosti a opét zvazeny. Nasledné lyofilizovany lyofilizatorem a ulozeny
Kk pozdéjsimu meéfeni plamenovou fotometrii a ICP-MS nebo zmraZeny a vyuZity
ke stanoveni enzymové aktivity. Pro laserovou ablaci byly vzorky nakrajeny na tenké
platky. Vlozeny mezi dva filtracni papiry a dvé mikroskopicka sklicka, obtazena lepici
paskou, nasledné lyofilizovany a analyzovany. Jednotlivé vzorky byly systematicky

skenovany zaostfenym laserovym paprskem.

3.2.2 Spektrofotometrické stanoveni enzymové aktivity

Soucasti diplomové prace je stanoveni aktivity Kkatalasy, guajakolperoxidasy
a askorbatperoxidasy. Nejprve byl pfipraven rostlinny extrakt. Byly odvaZeny zhruba 2 g
rostlinného materidlu ve tfeci misce, kterd byla ulozena v ledové 1azni. Smichanim 5,44 g
dihydrogenfosfore¢nanu draselného, 10,4 g hydrogenfosfore¢nanu draselného a 0,74 ¢
sodné soli EDTA v 1 | deionizované vody byl pfipraven zasobni pufr pro extrakci

amefeni  aktivity.  Extrakéni pufr byl pfipraven navdZzenim 100 mg
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polyvinylpolypyrrolidonu, 3,1 mg dithiothreitolu a 0,11 mg pefablocu na 10 ml zasobniho
pufru. Rostlinny material byl rozetien spolu s extrakénim pufrem v poméru 1:4 (w/v)
a s mofskym piskem. Homogenat byl pielit do 2ml eppendorfky a centrifugovan 10 minut
pri 15 000 xg a teploté 4 °C. Supernatant byl odpipetovan do Cisté eppendorfky a pouzit
k méteni. Vzorky byly skladovany na ledové lazni.

Pro stanoveni aktivity askorbatperoxidasy bylo do jamky na mikrodesticce
napipetovano: 125 ul 0,1 M fosfatového pufru (pH 7,0), 72 ul 3,5 mM roztoku askorbatu
a 15 ul extraktu. U blanku byl pouzit misto extraktu extrakéni pufr. Reakce byla
startovana pfidanim 38 pl 0,7 mM cerstvé piipraveného roztoku peroxidu vodiku.
Byl sledovan pokles absorbance pii 290 nm v intervalech 10 s po dobu 1 minuty (Nakano
a Asada, 1981).

Pro stanoveni aktivity guajakolperoxidasy bylo do jamky na mikrodesticce
napipetovano: 125 ul 0,1 M fosfatového pufru (pH 7,0), 72 ul 3,5 mM roztoku guajakolu
a 15 ul extraktu. U blanku byl pouzit misto extraktu extrak¢éni pufr. Reakce byla
startovana pfidanim 38 pl 0,7 mM cerstvé piipraveného roztoku peroxidu vodiku.
Byl sledovan narust absorbance pii 436 nm v intervalech 10 s po dobu 1 minuty (Criquet
et al., 2001).

Pro stanoveni aktivity katalasy bylo do jamky na mikrodesti¢ce napipetovano: 290 ul
0,1 M fosfatového pufru (pH 7,0) a 10 pl extraktu tvofilo blank. 240 pl 0,1 M fostatového
pufru (pH 7,0), 10 pl extraktu a 50 pul 60 mM peroxidu vodiku tvotfilo vzorek. Byla
sledovana zména absorbance pii 240 nm Vv intervalech 30 s po dobu 5 minut (Chandlee
a Scandalios, 1984).

3.2.3 Analyza mikroprvki a titanu pomoci ICP-MS

Ke spektrometru byl pfipojen autosampler ASX-520 (Agilent technologies, USA).
Dal$imi c¢astmi byly peristaltickd pumpa, mikrokoncentricky zmlZova¢, chlazena
Scottova mlznd komora, dvojice niklovych koénust, oktapolova reakéné-kolizni cela,
kvadrupdlovy analyzator a jako detektor elektronovy ndsobi¢ s oddélenymi dynodami.
K analyzam byl pouzit argon o Cistoté 4,6 a pro potlaceni spektralnich interferenci byla

vyuzita oktapolova reakéné-kolizni cela s heliem o ¢istoté 5,5 jako koliznim plynem.

Pred vlastni mineralizaci vzorkd byl proveden ¢istici krok, ktery zahrnoval rozklad
smési obsahujici 1,5 ml 67% kyseliny dusi¢né a 1,5 ml 48% kyseliny fluorovodikové,
aby bylo dosazeno Cistoty teflonovych kelimkt. Vzorky (cca 100 mg) byly navazeny

do mineralizacnich teflonovych kelimkd. Dale byla napipetovana rozkladna smés
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obsahujici 1,5 ml 67% kyseliny dusi¢né, 1,5 ml 30% peroxidu vodiku a 50 pl 48%
kyseliny fluorovodikové. Vzorky byly rozkladany mikrovinnym mineralizatorem
(program viz tabulka ¢. 4). V kazdém mineraliza¢nim cyklu byl pouzit slepy vzorek nebo
referen¢ni material (kukufice) pro kontrolu spravnosti zpracovani. Slepy vzorek byl
tvofen pouze rozkladnou smési v teflonovém kelimku. Po rozkladu byly vzorky
kvantitativné pievedeny do plastovych zkumavek, které byly uzavieny parafilmem a
uchovavany v lednici. Mezi nezbytné kroky pted méfenim patii promyti a interni
kalibrace zatizeni. K promyti byl pouzit 3% roztok kyseliny dusi¢éné a pro interni
kalibraci Tuning Solution dodavany vyrobcem. Béhem méfteni je spotiebovavan interni
standard, ktery obsahoval skandium, germanium, indium a bismut, a je tak kontrolovana
¢innost zafizeni. Zafizeni provadi automatické korekce na interni standard (koncentrace

béhem méfeni: 100 + 0,1 ug-17).

Tab. 4 Program mikrovinného mineralizatoru pro rozklad rostlinnych vzork

Cas (min) Vykon (W)
2 250

2 0

5 400
2
2
2
6
5

0
500
0
600

ventilace
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Pro ICP-MS analyzu byly sestaveny kalibra¢ni fady méfenych mikroprvki, hoiciku
a titanu. Koncentrace jednotlivych bodii fady byly 10 mg-kg?, 5 mg-kg?, 1 mgkg?,
500 ug-kg?t, 100 pg-kg?, 50 png-kg?, 10 pg'kg?, 5 pgkg?, 1 pg-kg?, 0,5 pgkgt a
0 ng-kg? Zakladni roztok byl pfipraven pipetovanim 250 pl vodného roztoku CRM (Ti,
Cu, Fe, Mn, Zn, Mg) do odmérné banky s 1 ml HNOz a doplnénim milli-Q vodou
do objemu 25 ml, zbylé body kalibra¢ni fady byly pfipraveny postupnym fedénim
koncentrovanéjsiho roztoku do odmérné banky o objemu 25 ml. Parametry pro ICP-MS

jsou uvedeny Vv tabulce €. 5.

Tab. 5 Parametry ICP-MS

Parametr Roztokova analyza

Ptikon generatoru (W) 1550

Vnéjsi plazmovy plyn (I-min™) 15

Sttedni plazmovy plyn (I-min™) 0,9

Pomocny plyn/nosny Ar (I-min™) 1,1

Monitorované izotopy Mg, Mn, *°Fe, %Cu, *zn, *'Ti
He v kolizni cele (ml-min™) 5
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3.2.4 Analyza makroprvki pomoci plamenové fotometrie

Plamenovym fotometrem BWB-XP byla stanovena koncentrace makroprvkt véapniku,
drasliku a beneficniho prvku sodiku. Vzorky byly rozklddany a skladovany stejnym
zpusobem jako pro méfeni na ICP-MS. Nejprve byla provedena kalibrace pfistroje,
kalibra¢ni kiivka méla 9 bodd (0 mg-I", 1 mg-I?, 5 mg-I?, 10 mg-I", 25 mg-I,
50 mg-I"t, 100 mg-I?, 150 mg-I?, 200 mg-1?). Vzorky byly nasavany hadi¢kou a
po ustaleni signalu byla odec¢tena hodnota signalu emise u méfené¢ho kovu. Vyhodnoceni

koncentrace vapniku, drasliku a sodiku bylo provedeno z kalibra¢nich grafu.

3.2.5 Distribuce prvki pomoci LA-ICP-MS

Nejprve byl pripraven kalibra¢ni standard ve formé tabletky z CRM (kukufice).
Referencni material byl rozetten v tieci misce a dale lisovan pomoci hydraulického lisu
do formy tabletky o tloust'ce zhruba 2 mm. Tato tabletka ptedstavujici kalibra¢ni standard
byla upevnéna oboustrannou lepici paskou na mikroskopické sklicko. Standard byl
nasledné pomoci LA-ICP-MS analyzovan a vysledky byly vyuzity ke kvantifikaci
makrobiogennich, mikrobiogennich prvki a titanu Vv rostlinnych organech.
K optimalizaci parametri LA-ICP-MS byl vyuzit sklenény NIST SRM 610, pomoci

kterého byly podminky nastaveni piistroje optimalizovany.

3.2.5.1 Sken a imaging rostlinnych pletiv
Organy rostliny upevnéné na mikroskopickém sklicku byly pfipravené dle vysSe
uvedeného postupu a analyzovany pomoci LA-ICP-MS. Nejprve byl proveden sken

napfi¢ celou rostlinou kontroly a nasledné¢ sken napii¢ celou rostlinou osSetfenou

1000 ppm TiO2NP.

Dale byl proveden imaging listu kontroly a 1000 ppm TiO2NP, kdy bylo velké
mnozstvi linii spojeno Vjednu celistvou prvkovou mapu. Mé&fena byla prostorova
distribuce celkem 9 izotopt a to: 2Na, 24Mg, 3K, 44Ca *Mn, °6Fe, ®3Cu, %zn a *'Ti. Pro
kvantifikaci byla pouzita kalibrace tablety vylisované z CRM kukutice. Vysledna data
byla normalizovana na uhlik (**C) a mapa prostorové distribuce byla vytvorena
v programu ImageLab (Epina, GmbH, Pressbaum, Rakousko). Shrnuti v§ech parametrd

laserové ablace je uvedeno v tabulce €. 6.
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Tab. 6 Parametry laserové ablace

Parametr LA-ICP-MS
Hustota zafivé energie (J-cm™) 2,12
Rezim ablace Linie bodu
Frekvence (Hz) 20

Pramér laserového paprsku (um) 110
Rychlost pohybu vzorku (um-s™) 110
Vzdalenost mezi liniemi (um) 140

Nosny plyn He (I-min') 0,65
Ptikon generatoru (W) 1200
Vnéjsi plazmovy plyn (I-min™) 15

Sttedni plazmovy plyn (I-min™) 0,9
Pomocny plyn/nosny Ar (I-min™) 0,75

Monitorované izotopy

He v kolizni cele (ml-min™)

12C, 23Na, 24ng 39K1 44Ca SSMn, 56Fe, GSCU,
%Zn, “'Ti

2
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4 VYSLEDKY

4.1Cerstva a sucha biomasa

V tabulce ¢. 7 je uvedena Cerstva hmotnost organt a v tabulce ¢. 8 je uvedena sucha
hmotnost organd pii jednotlivych koncentracich TiO2NP. Vysledky jsou uvedeny
v mg £+ SD. Nebyl pozorovan zadny statisticky vyznamny rozdil, pouze u suché vahy

v listech pii 1000 ppm TiO2NP je patrna nizsi hmotnost ve srovnani s kontrolou.

Tab. 7 Cerstva véha jednotlivych organt. Hmotnost je uvadéna v mg + SD.

Hmotnost kofene Hmotnost stonku Hmotnost listu
(mg + SD) (mg + SD) (mg + SD)
Kontrola 509,9+98,5 321,1891,5 1074+108
1 ppm TiO; 379,9+84,8 336,2+284.4 1034,5+148,9
10 ppm TiO; 459,5+85.3 430,84+236,2 1203,1+186,3
100 ppm TiO; 364,4+94.3 504,8+292.8 1083,14+225,1
1000 ppm TiO; 438,1+180,9 281,2+110,5 926,5+159

Tab. 8 Sucha vaha jednotlivych organd. Hmotnost je uvadéna v mg + SD.

Hmotnost kofene Hmotnost stonku Hmotnost listu
(mg + SD) (mg + SD) (mg + SD)
Kontrola 49,3457 53,1+11,9 162,5+8,9
1 ppm TiO; 33,8443 47,5432,6 151,1£26,6
10 ppm TiO 43,8+8,2 62,9+25,2 190,5+26,8
100 ppm TiO; 42,9+10,2 71,2+30,9 161,2+25,7
1000 ppm TiO 47,6+15 41,9+14,9 114,7+13,2
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4.2 Spektrofotometrické stanoveni enzymové aktivity

Pii stanoveni enzymové aktivity katalasy byla pozorovana nizsi aktivita v porovnani
s kontrolou u vSech koncentraci. Pouze u listu pfi nejnizsi koncentraci TiIO2NP byla

aktivita oproti kontrole vyssi (obr. 10).

Podobné vysledky jako u katalasy jsou viditelné i u askorbatperoxidasy, kdy u kofene
byla pozorovana nizsi aktivita pti vSech koncentracich TiO2NP, protoze kotfen byl
v piimém kontaktu S roztokem nanocastic. Naopak ve stonku a v listech, s vyjimkou

stonku 1000 ppm TiO2NP, je specificka aktivita v porovnani s kontrolou vyssi (obr. 11).

U guajakolperoxidasy je trend jiny, vyrazné¢ vyssi aktivita byla stanovena u kotfene
pii koncentracich 1 a 1000 ppm TiO2NP. U stonku byla pozorovana vyssi aktivita
Vv porovnani s kontrolou vSude, ale markantni pouze u 100 a 1000 ppm TiO2NP. V listu

byla nejvyssi aktivita stanovena také pii oSetfeni 100 a 1000 ppm TiO2NP (obr. 12).

Katalasa

S

= 100

z

G

£

E I
2

. I bt X i
Kontrola 1ppm 10 ppm 100 ppm 1000 ppm

H Kofen ®Stonek ® List

Obr. 10 Relativni aktivita katalasy v organech tedkvi¢ky po oSetfeni riznymi koncentracemi
TiO,NP. 100 % aktivity je u kofene 368,7 nkat-mg™, u stonku je 100 % aktivity 531,1 nkat-mg™
a u listu je 100 % aktivity 399 nkat-mg™.
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Kontrola lppm 10 ppm 100 ppm 1000 ppm
®mKofen ®Stonek List
Obr. 11 Relativni aktivita askorbatperoxidasy v organech fedkvicky po oSetfeni rtznymi

koncentracemi TiO,NP. 100 % aktivity je u kofene 70,6 nkat-mg?, u stonku je 100 % aktivity
55,1 nkat-mg™ a u listu je 100 % aktivity 18 nkat-mg™.

Guajakolperoxidasa
250
200
S
<
§ 150
c
g 100
5
0]
= 50 i
0
Kontrola 1ppm 10 ppm 100 ppm 1000 ppm

H Kofen HStonek ® List

Obr. 12 Relativni aktivita guajakolperoxidasy v organech fedkvicky po oSetfeni riznymi
koncentracemi TiO2NP. 100 % aktivity je u kofene 936,9 nkat-mg™, u stonku je 100 % aktivity
584 nkat-mg™ a u listu je 100 % aktivity 71,5 nkat-mg™.
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4.3 ICP-MS

Pomoci ICP-MS byl kvantifikovan titan, mikroprvky a hoi¢ik. Z obr. 13-15 mtzeme
vypozorovat, ze koncentrace titanu rostla ve vSech organech s rostouci koncentraci
v roztoku. Kofen byl v kontaktu s nanocasticemi, takze zde se hromadilo nejvétsi

mnozstvi titanu. Smérem k listiim se koncentrace vyznamné snizovala.

Obsah Ti v kofeni pfi riznych koncentracich nanocastic
1000000,0 -
100 000,0 - Kontrola
F"; 10 000,0 - 1 ppm TiO2
Yy m 10 ppm TiO2
= 1000,0 - .
o m 100 ppm TiO2
o>
° 100,0 ’/- m 1000 ppm TiO:
10,0
1,0

Obr. 13 Koncentrace titanu v kofeni pii jednotlivych oSetfenich TiO,NP

Obsah Ti v bulvé pFi riznych koncentracich nanocastic
10000,0 -
B Kontrola
@ 1000,0 1 B 1ppmTiO:
_QD .
& m 10 ppm TiO2
S 1000 _
© m 100 ppm TiO2
g
- m 1000 ppm TiO
10,0 - ppm T2
1,0

Obr. 14 Koncentrace titanu v bulvé pii jednotlivych oSettenich TiO,NP
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100,0 -

10,0 -

log ¢ (ng-g?)

Obsah Ti v listech p¥i riiznych koncentracich nanoc¢astic

1,0

Kontrola

1 ppm TiO2

10 ppm TiO2
100 ppm TiO2
1000 ppm TiO2

Obr. 15 Koncentrace titanu v listech pfi jednotlivych oSettenich TiO.NP

V tabulkach ¢. 9-12 jsou uvedeny métené mikroprvky, v tabulce ¢. 13 jsou uvedeny

hodnoty pro hoicik, koncentrace jsou uvadény v mikrogramech na gram = SD. Nizsi

koncentrace manganu byla stanovena ve vsech organech pii nejvyssi koncentraci TiO2NP

v roztoku (tabulka 9). Nizsi obsah zeleza ve srovnani s kontrolou byl pozorovan pfi 10,
100 a 1000 ppm TiO2NP v kofenech a pti 1000 ppm TiO2NP v listech (tabulka 10).
U médi byl nizsi obsah stanoven u 100 a 1000 ppm TiO2NP v kotenech (tabulka 11).
Koncentrace zinku byla vyssi u kofene pii 1000 ppm TiO2NP (tabulka 12). Obsah hot¢iku
byl oproti kontrole nizsi pfi 10, 100 a 1000 ppm TiO2NP v kofeni a 1000 ppm TiO2NP

ve stonku (tabulka 13).

Tab. 9 Koncentrace manganu Vv organech pii jednotlivych oSetfenich TiO.NP. Koncentrace je
uvadéna v ug-g* (ppm) + SD.

Koncentrace manganu v rostlinnych organech (ug-g™ + SD)

Kofen Stonek List
Kontrola 21,3+3.6 252457 68,8+6,6
1 ppm TiO; 18,9+5.4 25,9+4,7 62,9+14,1
10 ppm TiO; 12,9+1 19,4+3,2 60,1+8,2
100 ppm TiO; 18,7+3,9 22,346,9 63,546
1000 ppm TiO; 10,5+1,9 14,9+2.8 41,8+9,2
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Tab. 10 Koncentrace zeleza v organech pii jednotlivych oSetfenich TiO.NP. Koncentrace je
uvadéna v ug-g* (ppm) = SD.

Koncentrace Zeleza v rostlinnych organech (pg-g™ + SD)

Koi‘en Stonek List
Kontrola 2030,6+497,4 133,5+128.,6 80,8+6,2
1 ppm TiO, 1829,4+£791,4 169,8+54,5 94,5+36,4
10 ppm TiO; 572,1+139,9 135,1+44 74,3+14
100 ppm TiO; 521,9+156 141+£108,7 77,3+4,8
1000 ppm TiO, 193,5+3,1 72,1+£28.8 56,9+8.4

Tab. 11 Koncentrace médi v organech pfi jednotlivych oSetfenich TiO;NP. Koncentrace je
uvadéna v ug-g* (ppm) = SD.

Koncentrace médi v rostlinnych organech (pg-g™ £ SD)

Koi‘en Stonek List
Kontrola 57,8438 3,6+0,8 2,3+0,2
1 ppm TiO; 443489 5,742,1 2,240,5
10 ppm TiO; 26,2427 5,1+1,7 2,24+0,7
100 ppm TiO; 17,849,7 4,141,2 2,240,3
1000 ppm TiOz 12,6+0,5 42412 2,340,6

Tab. 12 Koncentrace zinku v organech pfi jednotlivych oSetienich TiO.NP. Koncentrace je
uvadéna v ug-g* (ppm) = SD.

Koncentrace zinku v rostlinnych organech (ng-g™+ SD)

Koi‘en Stonek List
Kontrola 68,2+28,1 63,3+6,5 44.8+1.4
1 ppm TiO; 51,3+13,3 59,1423,5 48,4+13,6
10 ppm TiO; 37,245,8 54,3483 39,9+13,8
100 ppm TiO; 67,1£52,4 54,2+6,1 45,8+3,8
1000 ppm TiO; 299,6+2 69,1+15,4 45,7+11,86
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Tab. 13 Koncentrace hoi¢iku v organech pfi jednotlivych oSetfenich TiO,NP. Koncentrace je
uvadéna v ug-g* (ppm) = SD.

Kontrola

1 ppm TiO;
10 ppm TiO;
100 ppm TiO;

1000 ppm TiO,

Koncentrace hoi¢iku v rostlinnych organech (pg-g™* + SD)

Koi‘en Stonek List

3475+752 26734488 4405+472
3149+1100 29504625 4270+925
17414488 2183+603 3936+659
2064+435 2117+454 4097+497
21754273 1864+73 38354455

4.4 Plamenova fotometrie

Plamenovou fotometrii byly kvili vysoké koncentraci stanovovany makroprvky jako

vapnik, draslik a beneficni prvek sodik. Niz§i koncentrace vapniku ve srovnani

s kontrolou byla pozorovana v koteni pii 1, 10 a 100 ppm TiO2NP, ale v listech

pii nejvyssSich koncentracich TiO2NP byl obsah vyssi (tabulka 14). U drasliku byla

naméfena niz§i koncentrace v kofeni pii vSech oSetfenich (tabulka 15) a koncentrace

sodiku jako benefi¢niho prvku byla vyssi v listech pii 100 a 1000 ppm a nizsi v kofeni
pii 1000 ppm TiO2NP (tabulka 16).

Tab. 14 Koncentrace vapniku v organech pfi jednotlivych osetfenich TiO.NP. Koncentrace je
uvadéna v ug-g* (ppm) = SD.

Kontrola

1 ppm TiO;
10 ppm TiO:
100 ppm TiO;

1000 ppm TiO;

Koncentrace vapniku V rostlinnych organech (ng-g™+ SD)

Koien Stonek List
43034203 4793+748 7602+698
1749+736 5215+727 8260+1409
1761+789 46831594 8549+1525
1210+152 5270+1182 9480+964
2930+1353 5646+740 9978+550

60



Tab. 15 Koncentrace drasliku v organech pii jednotlivych oSetfenich TiO,NP. Koncentrace je
uvadéna v ug-g* (ppm) = SD.

Kontrola

1 ppm TiO;

10 ppm TiO,
100 ppm TiO;
1000 ppm TiO,

Koncentrace drasliku v rostlinnych organech (pg'g'lzl: SD)

Koi‘en Stonek List
379372119 20951+8668 1358542919
11944+1500 21021+£6430 16210+2225
12808+3076 18374+£2625 128361970
13882+4616 19078+4507 14223+3361
13114+1162 26139+4893 164504£997

Tab. 16 Koncentrace sodiku v organech pii jednotlivych oSetfenich TiO,NP. Koncentrace je
uvadéna v ug-g* (ppm) = SD.

Kontrola

1 ppm TiO;
10 ppm TiO;
100 ppm TiO;

1000 ppm TiO;

Koncentrace sodiku v rostlinnych organech (ng-g™ + SD)

Koi‘en Stonek List
4655905 7327+2245 3364+160
3767£1151 8942+1798 3797+477
41741997 8680+1307 4288+1001
38061038 9895+3081 4916+1324
2061+333 8278+917 4859+267
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45LA-ICP-MS

4.5.1 Sken napiic€ celou rostlinou

V nasledujicich grafech je uvedena distribuce prvkid podél osy rostliny a srovnani
kontrolni rostliny s rostlinou vystavenou expozici TiO2NP (1000 ppm). Kazdy graf je
rozdelen na 3 ¢asti (kofen, stonek a list) znazoriujici zménu koncentrace jednotlivych
prvki napfic¢ celou rostlinou. Na ose x jsou uvedeny spoty o velikosti 110 um a na ose

y koncentrace prvku v ug-g™. Obr. 16 ilustruje rozdé&leni rostliny na jednotlivé organy.

Nejvyssi koncentrace Mn byla kvantifikovana ve stonku a v listech, primérna
koncentrace v koteni byla vyssi u kontroly (Obr. 17 a 18). V piipad¢ Fe je viditelna vyssi
koncentrace na pomezi kofen/stonek v ptipadé kontroly i 1000 ppm. U kontroly byly
pozorovany vyssi koncentrace Vv koteni (Obr. 19 a 20). Koncentrace Cu byla nejvyssi
Vv kofeni, mezi kontrolou a 1000 ppm nebyl pozorovan vyznamny rozdil (Obr. 21 a 22).
Nejvétsi mnozstvi Zn bylo naméteno V kofeni a ve stonku, vyssi koncentrace byla
namétena po oSetieni TiO2 (Obr. 23 a 24). V kontrolni rostliné bylo kvantifikovano vice
Na, konkrétné v kofenech a stoncich (Obr. 25 a 26). Co se ty¢e Mg tak vyssi koncentrace
byly naméfeny v kofeni a stonku u kontrolni rostliny (Obr. 27 a 28). V piipadé kontroly
byla téz kvantifikovana vyznamné vyssi koncentrace K a to konkrétné v kofeni (Obr. 29
a 30). Koncentrace Ca byla vyssi u kontrolni rostliny v kofeni podobné jako v piipadé K
(Obr. 31 a 32). U titanu je vyznamné vyssi koncentrace pozorovana u rostliny oSetfované
TiO2NP, a to hlavné v kofeni (az o 2 tady), ve stonku a v listech je také pozorovana vyssi
koncentrace, ale ne tak markantni (Obr. 33 a 34). VSechny tyto vysledky jsou v souladu

s mé&fenim v roztoku.

Obr. 16 Rostlina fedkvicky rozdélena na koten, stonek a list
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Obr. 17 a 18 Grafy znazoriujici zménu koncentrace Mn napfic celou rostlinou (vlevo kontrola,
vpravo oseteni 1000 ppm).
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Obr. 19 a 20 Grafy znazoriujici zménu koncentrace Fe napfti¢ celou rostlinou (vlevo kontrola,
vpravo oSetfeni 1000 ppm).
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Obr. 21 a 22 Grafy znazoriujici zménu koncentrace Cu napfi¢ celou rostlinou (vlevo kontrola,
vpravo oSetfeni 1000 ppm).
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Zn (kontrola) Zn (1000 ppm TiO,)
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Obr. 23 a 24 Grafy znazoriujici zménu koncentrace Zn napfi¢ celou rostlinou (vlevo kontrola,
vpravo oSetfeni 1000 ppm).
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Obr. 25 a 26 Grafy znazoriujici zménu koncentrace Na napfi¢ celou rostlinou (vlevo kontrola,
vpravo oSetfeni 1000 ppm).
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Obr. 27 a 28 Grafy znazoriujici zménu koncentrace Mg napfic¢ celou rostlinou (vlevo kontrola,
vpravo oSetfeni 1000 ppm).
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Obr. 29 a 30 Grafy znazoriiujici zménu koncentrace K napfi¢ celou rostlinou (vlevo kontrola,
vpravo oSetfeni 1000 ppm).
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Obr. 31 a 32 Grafy znazoriujici zménu koncentrace Ca napti¢ celou rostlinou (vlevo kontrola,
vpravo oSetfeni 1000 ppm).
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Obr. 33 a 34 Grafy znazoriujici zménu koncentrace Ti napii¢ celou rostlinou (vlevo kontrola,
vpravo oSetfeni 1000 ppm).
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4.5.2 Imaging listu

V této kapitole jsou uvedeny koncentraéni 2D mapy pro izotopy >*Mn, *Fe, 83Cu, %Zzn,
23Na, 24Mg, PK, *Ca, *'Ti v kontrolnim listu fedkvicky (Obr. 35) a v listu fedkvicky
osetfovaném TiO2NP o koncentraci 1000 ppm (Obr. 36), pod kazdou mapou je uveden
koncentra¢ni rozsah v jednotkach pg-gt. Tésné pii levém okraji ve 2/3 mapy mimo list,
je u vétSiny map patrna zvysSend koncentrace prvku, protoze zde chybéla oboustranna

paska pro ptichyceni a bylo zde ablatovano mikroskopické skli¢ko.

U prvni 2D mapy naleZejici Mn je zifejmé, Ze kopiruje rozloZeni Zilnatiny. Je zde také
patrny koncentracni pokles v piipadé€ oSetiené rostliny. Fe tvofi pievazné ¢epel listu a byl
pozorovan velky uUbytek koncentrace Fe u rostliny oSetfené TiO2NP, coZ potvrzuje
vysledky zroztokového meétfeni. Cu je pravidelné rozlozen v dolni poloviné listu,
u 1000 ppm je vidét pouze par oblasti, a tedy ovlivnéni jeho koncentrace po oSetfeni. Zn
ma velmi podobné rozlozeni jako Fe, mezi kontrolou a 1000 ppm neni viditelny rozdil.
U sodiku jsou patrné vysoké koncentrace v oblasti konce fapiku a hlavni zily, mezi
kontrolou a listem nebyl pozorovan vyznamny rozdil. Rozlozeni (cely list bez okrajovych
Casti) i koncentrace Mg jsou v piipadé kontroly i 1000 ppm téméf totozné. Co se tyce K,
tak je zimagingu patrny téméf 3nasobny pokles maximalni koncentrace po oSetieni
1000 ppm TiO2 ve srovnani s kontrolou. Na druhou stranu v horni ¢asti listu byla
namétena nizsi koncentrace K u kontroly, proto pii méfeni plamenovou fotometrii, kdy
se méfi pramérna koncentrace celého listu, nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil.
Ca byl stanoven v horni ¢asti Cepele a v oblasti zilnatiny, koncentra¢ni rozdil mezi
kontrolou a 1000 ppm neni patrny. Titan byl u kontroly stanoven pouze v okrajovych
Castech listu a v pozadi. U 1000 ppm byl také stanoven v okrajovych oblastech, ale

nejvyssi koncentrace Ti byla zmétfena Vv horni ¢asti listu ke konci hlavni Zily (cévy).

66



Max

0-2872 pg.g?

0-26491 pg.g* 0-12672 ug.g* 0-5,2pg.g*

.\ Ak
Obr. 35 Prostorova distribuce izotopti **Mn, *¢Fe, ®*Cu, %zn, #Na, **Mg, *K, *Ca, *'Ti
Vv kontrolnim listu fedkvicky véetné koncentra¢niho rozsahu.
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0 Max

0-9934 pg.g* 0-39 pug.g?

Obr. 36 Prostorova distribuce izotopti **Mn, %Fe, %Cu, ®zn, *Na, #*Mg, ¥K, *“Ca, *'Ti v listu
fedkvicky (1000 ppm TiO2NP) v¢etné koncentra¢niho rozsahu.
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5 DISKUZE

5.1Biomasa

V této diplomové praci nemély TiO:NP na zménu biomasy vyznamny vliv, jenom
pfinejvyssi koncentraci doSlo ke snizeni suché biomasy listi. Tento vysledek
koresponduje s vysledky i jinych autord. Vyzkum Ma et al. (2010b) ukazal, ze CeO2NP
nemély zadny vliv na riist fedkvicek ani pii oSetieni 2 000 mg-I?. Zhang et al. (2015b)
uvadéji, ze koncentrace 10 mg-I? CeO;NP neméla vyznamny vliv na fedkvickovou
biomasu péstovanou v Y4 Hoaglandové roztoku. Seeger et al. (2009), nezjistili zadné
vyznamné rozdily v riistu vrb (Salix alba) pti osetieni 1-100 mg-I* TiO.NP. Larue et al.
(2012a) uvadgji, ze dochazi k akumulaci TiO2NP o velikosti mensi nez 140 nm
v kofenech pSenice, ale tato akumulace neovliviiuje kliceni semen, biomasu ani

transpiraci.

V publikacich, které zmifiuji pozitivni i¢inek na rostliny, bylo pozorovano, ze TiO2NP
podporuje rust Spenatu zvySenim rychlosti fotosyntézy a metabolismu dusiku (Hong et
al., 2005; Yang et al., 2005). Podle Zahra et al. (2015) byla zvysena celkova biomasa
Lactuca sativa az na 1,4n4sobek kontroly pii nejvyssi koncentraci (250 mg-kg?). Podle
Gui et al. (2017) Cerstva biomasa kofeni a listti fedkvicek vyznamné vzrostla po oSetieni
50 a 100 mg-kg™* CeO.NP a &erstvd biomasa stonku (bulvy) byla vyznamné zvysena
ve viech tfech riiznych koncentracich CeO2NP, tj. 10, 50 a 100 mg-kg™* CeO,NP. Sucha
biomasa koiene, stonku a listll byla mirn& zvysena pfi osetfeni 10, 50 a 100 mg-kg™
CeO2NP a stonku pii 100 mg-kg™* CeO,NP byla vyznamné vyssi ve srovnani s kontrolnim

oSetfenim.

Oproti tomu existuji prace, kde byl pozorovan jak pozitivni, tak i negativni vliv
nanocastic na tvorbu biomasu, a to podle pouZité koncentrace a zpusobu oSetieni.
Vysledky Mahmoodzadeh et al. (2013) ukazaly, ze po postfiku TiO2NP neni vyznamné
ovlivnéna ani délka kofenti ani délka vyhonkt pSenice, avSak pozorovali, ze TIO2NP ma
$kodlivé t¢inky na biomasu kofene a vyhonki. Cerstva hmotnost vyhonki byla silné
ovlivnéna koncentracemi TiO2NP, ale vliv na suchou hmotnost vyhonki nebyl nijak
vyrazny. Nejvy$§i hodnota cCerstvé a suché hmotnosti pSeni¢nych kofend byla
zaznamenana pii 100 mg-I TiO;NP, ale oSetieni vys$si nez 100 mg.I" vykazovaly
inhibi¢ni G¢inky na Cerstvou i suchou hmotnost kofend. Raliya et al. (2015) osetiovali

raj¢ata nanocasticemi ZnO a TiO2. Nejvyssi zvySeni vytézku biomasy bylo pfi 0Setfeni
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250 mg-kg? TiO2 po aerosolové expozici, coz vedlo ke zvyseni o 69,6 % oproti kontrole.
Na druhou stranu folidrni aplikace TiO2NP v koncentraci 1000 mg-kg™ snizila biomasu
0 6,8 %. Bylo zjisténo, Ze osetieni TiO2NP 0 koncentraci 1000 mg-kg™ vedlo ke zvyseni
obsahu chlorofylu, ale ke snizeni celkové biomasy. Piedpokldda se, ze nanocastice
podporovaly rast rostlin v kritickém obdobi ridstu, ale jejich nésledna akumulace

zpusobila toxicitu vyvolanou kovem.

Je zfejmé, Ze pisobeni nanocastic na biomasu je bud negativni, neutrdlni nebo
pozitivni. V této praci nemélo oSetfeni na biomasu vyznamny vliv, pouze u listl
pfi nejvyssi koncentraci (1000 ppm) doslo ke sniZzeni hmotnosti suché biomasy, a to 1ze

vysvétlit toxicitou kovu.

5.2 Enzymova aktivita

Na zéklad€é pifedchozich experimenti mohou nanomateridly po vstupu do bunck
produkovat reaktivni druhy kysliku (ROS) a vyvolat oxida¢ni stres (Jiang et al., 2014).
Rostliny mohou pouzivat nékolik obrannych mechanismii proti oxida¢nimu stresu
a Skodlivym ucinkiim ROS. ROS jsou vlastné chemické markery, které ptedpovidaji
toxicitu nanocastic, kdyz dojde k naruseni rovnovahy mezi obranou ROS
a antioxidantem, dojde k oxida¢nimu stresu (Lee et al., 2013). Piikladem mechanismt
ochrany rostlin je aktivace antioxidacnich enzymt, jako je peroxidasa, katalasa
a superoxiddismutasa, a také produkce molekul s nizkou molekulovou hmotnosti.
Aktivita antioxidacnich enzymi se mize ménit v zavislosti na koncentraci a typu

nanocastic (Castiglione et al., 2014).

Nedostatek enzymatické aktivity katalasy, ktery vysvétlujeme toxicitou titanu, stejné
jako v této diplomové praci byl pozorovan napiiklad u pSenice oSetiené nanocasticemi
oxidu médi a oxidu zine¢natého (Castiglione et al., 2014). Na druhé strané byly
v nékterych studiich pozorovany odlisné vysledky, napiiklad pisobeni nanocastice CdS
na preslenici (Hydrilla verticillata) nebo CuO a ZnO na okurky vykézalo zvySeni aktivity
CAT (Kim et al., 2012). Cilem studie Dogaroglu et al., bylo zhodnotit fytotoxické u¢inky
nanocastic ZnO a TiOz (30 nm) na kli¢eni semen a rané stadium ristu jeémene (Hordeum
vulgare). Byla hodnocena kli¢ivost semen, prodlouZzeni kofend, obsah chlorofylu
a antioxidanty (SOD, CAT, APX, glutathion a prolin). V této studii se aktivita CAT
vyznamné zvysila po expozici nanoc¢astic TiO2 a ZnO ve vSech koncentracich. Servin et

al. (2013) uvadi, ze expozice TiO2NP zputsobila zvyseni aktivity CAT v listech okurek.

70



Dle Hong et al. (2014) tam, kde byly hydroponicky péstovany rostliny okurky a byly
osetfovany foliarn¢ aplikovanymi nanoc¢asticemi oxidu cericitého ve formé prasku nebo
jako suspenze, doslo celkové ke zvySeni aktivity CAT a aktivita APX se v osetfenych
vzorcich snizila ve srovnani s kontrolou. ZvysSeni aktivity CAT ve vSech rostlindch
osetfenych bud’ praskem, nebo suspenzi pii nizkych koncentracich naznacuje, zZe
nanocastice CeO: ve styku s listy mohou tuto enzymatickou aktivitu v rostlinach okurek
modifikovat. Na druhé strané, pokles CAT u stonkd a kofeni rostlin oSetfenych
320 mg-I* naznacuje, Ze pii této koncentraci nanocastice zptisobovaly toxicitu. Morales
et al. (2013) uvedli, ze v koriandru pfi oSetfeni 62,5 a 125 mg-kg? nanocastic doslo

ke zvyseni aktivity CAT, ale pti 250 a 500 mg-kg™ zptisobily snizeni aktivity CAT.

V této praci lze vyrazny pokles aktivity APX v kofeni pii osetieni 1000 ppm vysvétlit
toxicitou titanu, pfi tak vysoké koncentraci se vétsi mnozstvi dostalo i1 do stonku, a proto
1 zde milZzeme pozorovat markantni pokles aktivity APX. V listech a pfi nizSich
koncentracich nanocastic také ve stonku, kde nebyl pozorovan tak vyrazny koncentra¢ni
nariist titanu, byl pozorovan narist aktivity APX. Obdobny vysledek byl pozorovan
Vv praci Zhao et al. (2012b), kde zjistili, Ze v 10dennich rostlinach kukufice byla aktivita
APX po osetieni CeO2NP vyssi pii 400 mg-kg™, ale nizsi pti 800 mg-kg™.

Uvedena zjisténi jsou v souladu se studiemi, kde byla pouzita zavitka (Spirodela
polyrhiza) nebo cizrna, které byly nasledné oSetfeny nanocasticemi oxidu zine¢natého.
Tyto studie uvadély pokles aktivity peroxidasy v dasledku poskozeni systému ochrany
rostlin zptisobeného nadmérnou produkci ROS (Burman et al., 2013; Hu et al., 2013).
Snizena aktivita peroxidasy miize byt zpisobena zménou molekularni struktury enzymu
(Van der Oost et al., 2003). To tedy znamena Ze, snizenou aktivitu peroxidasy lze
vysvétlit bud’ pfimym ucinkem téchto €astic na molekularni strukturu enzymu, nebo
poskozenim systému ochrany rostlin v dasledku reaktivnich druht kysliku. V praci Gui
et al. (2017) byly stejné¢ jako v této praci péstovany fedkvicky, ale oSetfovany
nanoCasticemi  oxidu ceri¢it¢tho. V tomto piipadé byla méfena aktivita
superoxiddismutasy a peroxidasy v kofenech a listech. U superoxiddismutasy bylo
pozorovano zvySeni enzymové aktivity v kofeni iV listech pfi vSech koncentracich.
U peroxidasy byl sledovan signifikantni nartst pouze v listech, coz koresponduje

s vysledky této diplomové prace.
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V piipadé GPX byla pozorovana vyznamné vyssi aktivita ve srovnani s kontrolou
ve vSech organech pfi nejvyssich koncentracich, ale naptiklad podle Foltéte et al. (2011),
kde byl bob osetfovan TiO2NP koncentracemi 5, 25 a 50 mg-1™, nedoslo ke statisticky
vyznamné zmen¢ v aktivit¢ GPX. Tyto vysledky potvrzuji to, Ze rizné uc¢inky nanocastic
na rostliny nezavisi pouze na fyzickych a chemickych vlastnostech nanocastic, ale také

na rostlinnych druzich.

5.3 Prijem TiO:

Vysledkem experimentu diplomové prace bylo zjisténi, ze nanocastice titanu o velikosti
20 nm se skrz koteny distribuuji do celé rostliny fedkvic¢ky. To je zpisobené velikosti
nanocastic (20 nm), protoze limit propustnosti buné¢né stény u rostlin je mezi 5a 20 nm.
Data jsou ve shod¢ s vysledky jinych studii (Larue et al. 2011; Larue et al. 2012a,b).
Larue et al. (2011) navrhli studii o tfech druzich rostlin, konkrétné psenici, fepce olejné
(Brassica napus) a huseni¢ku rolnim (Arabidopsis thaliana). Tyto rostliny byly
péstovany hydroponicky a oSetfovany TiO2NP s priméry v rozmezi 12 az 140 nm.
Nanocastice o velikosti 12 nm byly zachyceny koteny rostlin a lokalizovany
v parenchymalni oblasti a centralnim valci. Tyto vysledky prokazuji, Zze TiO2NP lze
v ptfipadé¢ nahodného tuniku do Zzivotniho prostfedi pfenést do rostlin skrz koieny

a v disledku toho se mohou dostat do potravniho fetézce.

Larue et al. (2012a) porovnavali akumulaci TiO2NP v kofenech a translokaci z kotfent
do vyhonku v psSenici s priméry v rozmezi od 14 nm do 655 nm. Vysledky této studie
poskytuji dikaz, ze nejmensi TiO2NP se hromadi v kotfenech a distribuuji se skrz celou
rostlinu bez rozpusténi nebo modifikace krystalové faze. Navrhli prah praméru 140 nm,
nad nimz se NP jiz nehromadi v kofenech pSenice, a také prah praméru 36 nm, nad kterym
se NP akumuluji v parenchymu kotenti pSenice, ale nedosahuji stélé (centralni valec)
a nasledné se neptemisti do vyhonku. Tato akumulace neovliviiuje kli¢eni semen pSenice,
biomasu a transpiraci. Nevyvoldva Zadné zmény fotosyntézy ani nevyvolava oxidacni
stres. Expozice rostlin pSenice nejmensimi nanoc¢asticemi béhem prvnich fazi vyvoje vSak
zpiisobuje protaZeni kofenti. Souhrnné tato data naznacuji, ze v rostlinach pSenice se
mohou akumulovat pouze nejmensi TiO2NP, i kdyZz v omezeném mnozstvi a jejich dopad
je mirny.

Larue et al. (2012b) vystavili rostliny pSenice a fepky pusobeni TiO2NP o velikosti
14 nm nebo 25 nm v hydroponickych podminkéch, a to bud’ expozici kofeny nebo listy.
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Vysledky ukazuji, ze TiO2NP se hromadi v téchto rostlinkach pti expozici koteny i listy,
a ze obsah Ti je vyssi u fepky nez pSenice. U obou druhtl rostlin se NP s mensimi priimeéry
akumulovaly ve vétsi mife nez ty vétsi. Z této studie vyplyva, ze fepka jako dvoudélozna
rostlina z ¢eledi brukvovitych je schopna vyssi akumulace nanoc¢astic nez jednodélozna
pSenice. Obecné uroven akumulace zavisi na rostlinnych druzich a fyzikalné-chemickych
parametrech NP (velikost, tvar, potencial zeta, stav aglomerace, chemické slozeni).
Z toho vyplyva, ze ftedkvicka jako dvoud€loznd rostlina je schopna akumulace

nanocastic, a to prevazné v kotenech.

Tato diplomova prace podava podobné vysledky ohledné akumulace titanu jako
stavajici literatura. Publikace Servin et al. (2012) a Raliya et al. (2015) potvrzuji, Ze mensi
nanocastice se distribuuji do vSech rostlinnych organd. Ve studii Servin et al. (2012) byly
okurky oSetfeny TiO2NP v koncentracich pohybujicich se od 0 do 4000 mg:-I*
a 0 velikosti 27+4 nm. Bylo zjisténo, Ze Ti bylo transportovano z kotent az do listovych
trichom, coZ naznacuje, Ze trichomy jsou moznym vylu€ovacim systémem pro Ti. Cilem
studie Raliya et al. (2015) bylo porovnat vliv nanoc¢astic TiO2 a ZnO podobné velikosti
(25£3,5 nm) v rozmezi koncentraci (0 az 1000 mg-kg™) na translokaci a akumulaci
nanocastic. Bylo zjiSténo, Ze pro absorpci nanocastic u rostlin je aplikace zprostiedkovana
aerosolem UCinngj$i nez aplikace zprostredkovanad puadou. Distribuce nanocastic
v rostlinach, vcetné jejich jedlych ¢asti, je problémem z hlediska bezpecnosti potravin.
Data z ICP-MS ukazala piitomnost Ti a Zn v kofenech, stoncich, listech, a dokonce

i plodech rajcat.

5.4Prvkové slozeni

Bohuzel v soucCasné dob¢ neexistuje mnoho studii, které by se zabyvaly zménou
nutri¢niho slozeni plodin v zévislosti na koncentraci a typu nanocastic v pid¢. Prace,
které byly doposud publikovéany, obsahuji riiznorodé vysledky. V nekterych publikacich
byl vliv nanoc¢astic na zménu prvkového slozeni posouzen jako mozny pozitivni (Servin
et al.,, 2013; Rico et al., 2015b). Servin et al. (2013) péstovali okurky 150 dni
V pis¢itohlinité pidé osetiené 0 az 750 mg-kg™ TiO-NP. Koncentrace makro a mikroZivin
(Ca, Mg, K, P, Fe, Mn, Na, Cu, Zn, B a Ni) v plodech okurek byly stanoveny pomoci
ICP-OES. Rostliny osetiené 500 mg-kg™ mély o 35 % vice drasliku a 34 % vice fosforu
ve srovnani s kontrolou. BohuZel nebyli schopni vysvétlit, pro¢ byl zvySen pouze pfijem
téchto dvou prvki. Predchozi studie ukazaly, Ze TiO2NP maji podobné ucinky jako

nékteré rostlinné hormony, jako jsou cytokininy a gibberelliny (Armstrong a Quigley,
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1999) a bylo zjisténo, ze cytokininy ovliviiuji absorpci P a K (Wu et al., 2003). Predchozi
studie ukazaly, Zze u papriky (Capsicum annuum L.) doslo ke zvySeni absorpce
P v souvislosti s pfitomnosti Ti. Autofi také uvadéli zvyseni fotosyntetické aktivity
spojené s Ti (Lopez-Moreno et al., 1995). Zmény v obsahu zivin mohou mit vliv

na nutri¢ni kvalitu a chut’ plodiny (Amtmann a Armengaud, 2009).

Ve studii Rico et al. (2015b) byl zkouman dopad nanocastic oxidu ceri¢itého
na fyziologii, produktivitu a makromolekularni slozeni jeémene (Hordeum vulgare L.).
Rostliny vystavené nejvy$simu oSetfeni (500 mg-kg™) nanocastic oxidu cerigitého
nevytvofily zrna. Po oSetfeni 125 mg-kg™ se zvysila akumulace Ce v zrnech aZ 0 294 %
ve srovnani s kontrolou, coz bylo doprovazeno pozoruhodnym zvySenim P, K, Ca, Mg,
S, Fe, Zn, Cu a Al. Podobné 250 mg-kg™ zvysil obsah methioninu, kyseliny asparagové,
threoninu, tyrosinu, argininu a kyseliny linolenové v zrnech 0 617, 31, 58, 141, 378 a 2,47
%. Tato data naznacuji, ze CeO2NP moduloval sloZité procesy regulujici ukladani kovu
Vv zrnech, a to chelataci a membranovy transport (Graham a Stangoulis 2003). ZjiSténi
ilustruji prospésné a skodlivé ucinky CeO2NP u je¢mene. Bohuzel v soucasné literatuie
chybi pochopeni toho, jak ENM modifikuji elementarni absorpci v rostlindch. Nakladani
s kovem je totiz obecné povazovano za piekazku zvySovani obsahu prvki v rostlinach

(Palmgren et al. 2008).

Vysledky jinych studii dokladaji neutralni vliv na nutri¢ni sloZeni rostlin (Zhao et al.,
2014; Zhang et al., 2016). Zhao et al. (2014) zkoumali u¢inky CeO2NP na kvalitu okurek
a zjistili, ze koncentrace 800 mg-kg? CeO2NP nezpiisobila 74dné vyznamné zmény
v koncentraci makro a mikrozivin. Podle Zhang et al. (2016) nebyly u fedkvi¢ek
pozorovany zadné vyznamné zmény ve stavu vyzivy rostlin mezi kontrolou, Cerstvou

a star§i pdou pfi osetieni 1000 mg-kg* CeONP.

Negativni vliv nanoc¢astic na prvkové slozeni rostlin popsali Zuverza Mena et al.
(2016), jejich vysledek koresponduje s nasimi zavéry. Zuverza-Mena et al. (2016)
sledovali dopady nano stiibra na fyziologii a vyZivovou kvalitu klickt fedkvicek. Semena
byla kli¢ena a p&stovana po dobu 5 dntt v AgNP suspenzich pii 0, 125, 250 a 500 mg-1L,
Pifjem Ag a Zivin byl kvantifikovan ICP-OES. Sazenice vystavené 500 mg-I* mély
vyrazné mén¢ Ca, Mg, B, Cu, Mn a Zn ve srovnani s kontrolou. Tyto vysledky naznacuji,

7e AgnNP by mohly vyznamné ovlivnit rist, obsah Zivin a konformaci makromolekul
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v kli¢cich tedkvicek, coz ma pro lidské zdravi neznamé disledky. Je mozné, ze AgNP

fyzicky blokuje diftizni cestu nebo kandly pro aktivni absorpci.

V této praci dochazelo k modifikaci makro a mikroprvkového slozeni predevsim
u kofenti, protoze byly v kontaktu sroztokem obsahujicim nanocastice. Pfi vysSich
koncentracich doslo v kofeni k poklesu Mn, Fe, Cu, Mg, Ca, K i Na a narust byl v kofeni
pozorovan pouze u Zn. Ve stonku doslo ke snizeni koncentrace Mn a Mg pfi oSetfeni
1000 ppm. V listech byl pfi nejvyssich osetienich pozorovan pokles koncentrace Mn a Fe
a narust koncentrace Ca a Na. Z toho lze vyvodit zavér, ze nanocastice TiO2 0 velikosti
20 nm ovliviuji absorpci nékterych prvkl v rostlindich fedkviéek péstovanych

V hydroponii, a to pfevazné€ negativnim zplsobem.

5.5LA-ICP-MS

Mezi dulezité publikace, v nichz byla vyuzita metoda LA-ICP-MS patii Koelmel et al.
(2013) a Kotschau et al. (2013). Koelmel et al. (2013) zkoumali pomoci LA-ICP-MS
pfijem na trovni pletiv a prostorové rozlozeni zlatych nanocastic (AuNP) v kotenech
a vyhoncich ryZze za hydroponickych podminek. Rostliny byly hydroponicky vystaveny
pozitivné€, neutraln¢ a negativné nabitym AuNP s primérem 2 nm. Tato studie prokazala

schopnost detekovat AuNP absorbovany pletivy rostlin ryZze pomoci LA-ICP-MS.

V praci Kotschau et al. (2013) byla testovana metoda LA-ICP-MS pro stanoveni
prostorového rozlozeni a obsahu makro a mikro prvka (Ca, Cd, Ce, Cr, Cu, Fe, K, La,
Mn, Ni, P, S a Zn) v listech slunecnice. Listy byly skenovany v liniich ortogonalnich
Kk listovym zilam. Prvky rozdélili do ¢étyf hlavnich skupin podle jejich distribu¢niho
vzorce. Prvni skupina zahrnuje prvky, které vykazuji homogenni distribuci na plose
povrchu listu: Ca, Cr a P. Druha skupina obsahujici Fe a S, ukazuje obohaceni v oblasti
Spicky listu. Tteti skupina ¢itd prvky Cd, Ce, Cu, La, Mn a Zn, které se zfeym¢& hromadi
hlavné v zilach listu. Zda se, ze K a Ni ve ¢tvrté skupin€é se hromadi prednostné
v mezofylu. Hlavni Ziviny Ca a P jsou rozptyleny po celém povrchu listu, se vzorem
nevykazujicim ani preferovanou akumulaci v Zilach ani v mesofylu. V této diplomové
praci nebyly stanoveny shodné prvky, ale n€které 1ze pro srovnani uvést. U Ca byla stejné
jako v praci Kotschau et al. (2013) pozorovana homogenni distribuce po celém listu.
Caje slozkou pektinu v bunétné sténé, a proto se homogenni distribuce jevi jako
rozumnd. U Fe je rozdilnd distribuce, v piipade slunecnice byly vyssi koncentrace

pozorovany ve Spicce a ve zbytku listu homogenné, u fedkvi¢ky byla pozorovana
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homogenni distribuce Vv celém listu. Tuto distribuci autofi vysvétluji obecnym stresem.
Cu, Mn a Zn se v listech slune¢nice akumuluji hlavné v zilach. U fedkvicek je Cu
homogenné distribuovan v prvni poloving listu, Mn je distribuovan stejné, a to pouze
v zilach a Zn homogenné po celém povrchu listu kromé hlavni zily. Draslik slouzi jako
prenosna osmoticka latka a ma regulacni funkce. K je distribuovan pouze homogenné
v mesofylu a ukazuje nizs$i obsah v hlavni zile. V listech fedkvicky byla distribuce

K velmi podobna jako v listech slunec¢nice.

Ve studiu Wojcieszek et al. (2019), kde byly také vyuzity jako modelové rostliny
fedkviCky, byla sledovana prostorova distribuce neporusenych CeO:NP v kotenech
fedkvicek, schopnost NP vstoupit a akumulovat se V rostlin€. Po kultivaci zlstala vétSina
ceru v kofenech, s nizkym transportem do listd a stonkti. Analyza listl a stonkl vSak
ukazala pfitomnost nanocastic s vét§imi rozméry, coz naznacuje, ze nanocastice podléha;ji
aglomeraci v koncovém bod¢ jejich transportu. Nakonec analyza LA-ICP-MS
v fedkvickovych kofenech ukdzala, Ze k akumulaci nanocastic dochazi hlavné pod

povrchem (epidermis), ale po akumulaci maji schopnost distribuovat se do celé rostliny.

Ko et al. (2019) studovali chovani nanoc¢astic oxidu kiemicitého v bazalce pomoci
LA-ICP-MS. Byl studovan fyziologicky vliv zZivného roztoku obohaceného
0 syntetizované SiNP a ko-znecist'ujici latku (iont Cs). SiNP se pohybovaly stfedem a
nahromadily se na vrcholu a okraji. Na rozdil od lokalizovanych SiNP byl pozorovan
Siroce distribuovany vzorec pro Cs, coz naznacuje, ze ionty Cs byly mobiln¢jsi nez SiNP.
Je to pravdépodobné kviili jejich velikosti a u€inklim néboje, které omezuji translokacni
cestu. Napftiklad nabité elementarni ionty se mohou pohybovat nejen cévnimi svazky, ale
také bunécnymi membranami, ale nanocastice uptednostnuji spiSe specifické cesty nez
membranami kvili jejich vétsi velikosti. Proto SiNP primarné pouzivaly piistupné cesty,
jako jsou hlavni Zila a postranni Zilky. Céstice dostateén& malé pro transport se nakonec
se akumulovaly na okraji. Podobna akumulace byla pozorovana u nanocastic oxidu
ceri¢itétho, coz bylo vysvétleno slabou interakci s cévnimi svazky v diasledku
povrchového néaboje (Zhang et al.,, 2011). Naproti tomu elementarni ionty mohou
pouzivat riizné cesty, coz vede k $ir$i distribuci misto lokalizace. Tato prace obsahuje
velmi podobné zaveéry, protoze nanoc¢astic titanu se pohybovaly hlavni Zilou k okraji listu,

a proto zde dochazelo k jejich hromadéni.
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6 ZAVER

Predlozena diplomova prace se v prvni kapitole teoretické ¢asti zabyva mineralni vyzivou
rostlin, vyskytem, pfijmem a biologickymi funkcemi konkrétnich makrobiogennich
a mikrobiogennich prvki. Dale je rozebrana problematika nanotechnologii a nanocastic,
a to od jejich vyuziti, ptes jejich osud v prostiedi az po ptijem, distribuci a vliv na rostliny.
V posledni kapitole teoretické Casti je popsdna hmotnostni spektrometrie s induk¢éné

vazanym plazmatem, jeji spojeni s laserovou ablaci a plamenova fotometrie.

V experimentalni ¢asti prace byl optimalizovan postup péstovani fedkvicek a jejich
oSetfovani nanocasticemi TiOz. Po ukonCeni péstovani byla méfena zména biomasy
fedkvi¢ek po oSetfeni riznymi koncentracemi TiO>NP (0, 1 ppm, 10 ppm, 100 ppm
a 1000 ppm) v Hoaglandove¢ roztoku o % sile. Zmény v Cerstvé biomase byly statisticky
nevyznamné. U suché biomasy doslo k poklesu hmotnosti u lista pfi nejvyssi koncentraci
TiO2NP (1000 ppm).

Nasledné byla stanovena aktivita antioxida¢nich enzymu. V ptipad¢ katalasy byla
pozorovana nizsi aktivita v porovnani s kontrolou pii vSech koncentracich TiO2NP,
askorbatperoxidasy byla vyssi v porovnani s kontrolou ve stoncich pfi oSetieni 1 ppm,
10 ppm a 100 ppm TiO2NP. V listech byla aktivita askorbatperoxidasy vyssi pfi vSech
oSetfenich. Tyto vysledky lze vysvétlit toxicitou titanu, ktera pfi nejvyssich koncentracich
a Vvpiimém kontaktu srostlinou v kofenech snizovala aktivitu katalasy
a askorbatperoxidasy. U guajakolperoxidasy byl pozorovana vyssi aktivita v kofeni
pii koncentracich 1 a 1000 ppm TiO2NP. V nadzemni ¢asti byla aktivita tohoto enzymu
vyrazné Vys$$i oproti kontrole pfi nejvyssich koncentracich TiO2NP (100 a 1000 ppm).

Pro stanoveni vybranych kovi v rostlinnych organech byla vyvinuta a optimalizovana
metoda. Koncentrace titanu, mikroprvkt a hoi¢iku byly stanoveny roztokovou ICP-MS
analyzou. Nejvyssi koncentrace titanu byla naméfena v kofenech, nebot” kotfeny byly
piimo v kontaktu s roztokem nanocastic, ve stonku a v listech také rostla koncentrace
titanu s rostouci koncentraci nanoc¢astic v roztoku. Uvedené znamena, Ze se nanoc¢astice
distribuuji do jedlych casti rostliny a mohou negativné ovlivnit potravni fetézec.
U manganu, Zeleza a médi byla naméfena niz§i koncentrace v kofeni pii vySSich
koncentracich nanocastic vV porovnani s kontrolou, pouze u zinku byl pozorovan vyssi

obsah pii 1000 ppm TiO2NP. Koncentrace hotciku byla nizsi v porovnani s kontrolou
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Vv kofeni pii oSetieni 10, 100, 1000 ppm TiO2NP a ve stonku pii 1000 ppm TiO2NP.
Koncentrace vapniku, drasliku a sodiku byla stanovena pomoci plamenové fotometrie.
U drasliku byla stanovena nizsi koncentrace v kofeni pii vSech oSetfenich, u vapniku
pii 10 a 100 ppm TiO2NP a v piipadé sodiku také u kotene pii 1000 ppm TiO2NP. Vyssi
obsah sodiku a vapniku oproti kontrole byl pozorovan pii nejvyssich koncentracich
TiO2NP (100 a 1000 ppm) v listech. Nizsi koncentrace vétSiny mikrobiogennich
a makrobiogennich prvkl v kofenech a stoncich fedkvicek tedy znamend, ze vyssi
koncentrace nanocastic TiO V roztoku mély negativni dopad na nutricni kvalitu této
plodiny, proto je nezbytné omezovat, respektive kontrolovat uvoliiovani nanocastic titanu

do Zivotniho prostiedi.

Pomoci laserové ablace byl nejprve proveden sken napiic¢ celou rostlinou kontroly
a 1000 ppm TiO2NP. Tento rychly sken potvrdil prvkové sloZeni rostlinnych organt
z roztokového méfeni, pfiCemz je zné navic patrna niz8i koncentrace makro
a mikroprvkd ve srovnani s kontrolou jak v kotenech, tak i ve stonku. Laserova ablace
muiZe byt pouzita k rychlému skenovani celé rostliny, ale roztokové méteni je lepsi

Z hlediska piesnosti a spolehlivosti.

Po provedeni rychlého skenu byly vytvoieny koncentracni 2D mapy listd kontroly
a 1000 ppm TiO2NP, které vyjadiuji prostorovou distribuci makro a mikropvku Vv listu.
Z distribuénich vzorct bylo patrné, Ze mangan byl pouze v Zilnating. Zelezo, méd’ a zinek
se koncentrovaly po celém povrchu listu kromé hlavni Zily. Sodik byl stanoven téméf
vyhradné v hlavni zile. Hof¢ik byl rovnomérné rozloZzen po celém listu. Draslik se
soustiedil hlavné v dolni poloviné ¢epele a vapnik byl homogenné distribuovan po celém
listu, ale hlavné v oblasti zilnatiny. Niz§i obsah ve srovnani s kontrolou byl pozorovan
nejvice u mikroprvka (Mn, Fe, Cu a Zn). Nejvyssi koncentrace titanu po oSetieni 1000
ppm TiO2NP byla stanovena v horni ¢asti hlavni Zily a pfi okrajich listu. Bylo tedy
potvrzeno, ze se nanocastice pohybuji v listu hlavni Zilou a ukladaji se tedy zde

a na okrajich, kam se distribuuji Zilkami vedlejSimi.

Na zavér je mozné uvést, Ze diplomova prace splnila stanovené cile, a to zejména
v praktické casti, kdy byla stanovena aktivita antioxida¢nich enzymu, byla vyvinuta
a optimalizovana metoda stanoveni vybranych kovi v rostlinnych organech a provedena
vizualizace profilu vybranych kovi pomoci LA-ICP-MS. Za nejvétsi piinos povazuji

optimalizaci metody LA-ICP-MS pro popsani prostorové distribuce prvka v listech
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rostliny a dale zjisténi, Ze se nanocastice mohou distribuovat do celé rostliny a mohou mit
Vv zé&vislosti na mnoha faktorech negativni nebo pozitivni vliv na rast rostlin, coz je velmi
zajimavé téma i s ohledem na dal$i zkoumani, nebot’” mize pfinést dulezité vysledky

v oblasti nanotechnologii a fizeného péstovani plodin.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

e AgNP — nanocastice stiibra

e AIOXNP — nanocastice oxidu hliniku

e APX - askorbatperoxidasa

e AsA-GSH — glutathion-askorbatovy cyklus

e AUNP — nanocéstice zlata

o CAT - katalasa

e CCD kamera — ,,charge-coupled device* kamera

e CeO2NP — nanocastice oxidu cericitého

e CNT — uhlikové nanotrubice

e C0304NP - nanocastice oxidu kobaltnato-kobalitit¢ho

e CRM - certifikovany referencni material

e DHAR - dehydroaskorbatreduktasa

e EC — numericke klasifika¢ni schéma pro enzymy

e EDTA —kyselina ethylendiamintetraoctova

e ENM — um¢le vyrobené nanomaterialy

e ENP —uméle vyrobené nanocastice

e Fe304NP — nanocastice oxidu Zeleznato-Zelezitého

e FeOxNP — nanocastice oxidu zeleza

e FTIR - infraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

e GPX - gaujakolperoxidasa

e GSH - glutathion

e GSSG - glutathion disulfid

e HG-ICP-MS - generovani tékavych hydridi ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii s indukéné vdzanym plazmatem

e |CP - induk¢né vazané plazma

e |CP-MS - hmotnostni spektrometrie s indukéné€ vazanym plazmatem

e [CP-OES - opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

¢ IR —infracervené zafeni

e LA —laserova ablace

e LA-ICP-MS — laserova ablace ve spojeni hmotnostni spektrometrii s indukéné
vazanym plazmatem
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MDA - malondialdehyd

MES - 2-(N-morfolin) ethansulfonova kyselina
MnNP — nanoc¢astice manganu

MnO2NP — nanocéstice oxidu manganicitého
MNP — vyrobené nanocastice

MWCNT - vicesténné uhlikové nanotrubky
NM — nanomateridly

NOM - organicka hmota

NP —nanocastice

ROS - reaktivni formy kysliku

SD — smérodatné odchylka

SiO2NP — nanocastice oxidu kiemicitého
SOD - superoxiddismutasa

TiO2NP — nanocastice oxidu titani¢itého
TOF — analyzator doby letu

USD — americky dolar

UV — ultrafialové zareni
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