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Souhrn

Diplomova prace se zamé€ruje na vyuZziti sekvencni extrakce rostlinné biomasy pro hodnocenti
vlivu arsenu na rostliny $penatu setého. Zemina byla pred vysetim Spenatu kontaminovana
arsenem v podob€ Na,AsO4 x 7 HyO. Pokus zahrnoval 4 varianty a kazda z nich meéla 3
opakovani. Prvni varianta pokusu byla kontrolni, bez kontaminace. Druha varianta Asl byla
kontaminovana davkou 50 ppm. Tieti varianta As2 byla kontaminovdna davkou 100 ppm.
Ctvrta varianta As3 byla kontaminovana davkou 150 ppm. Cerstva biomasa Spenatu byla
vyuzita pro sekvencni extrakci. V praci jsou popsany ucinky arsenu zejména na metabolismus
rostlin. Ovlivnéni biochemickych pochodii v rostlinich arsenem je popisovano skrze
ovliviiovani pfijmu vybranych prvkd. Vybrany byly pravé takové prvky, které jsou pro
rostliny esencidlni nebo hraji v metabolickych dé€jich kliCovou roli, a zaroven se jedna o prvky
z fyzikalné-chemického hlediska podobné. Ovlivnéni metabolickych pochodd v rostling
arsenem bylo hodnoceno z korelaci u vybranych prvkia. Témito prvky byly fosfor, Zelezo,
zinek, m&d’, vapnik, hoi¢ik. Arsen ovliviioval zejména vapnik a fosfor. Ukolem bylo i
zhodnotit, zda sekvencni extrakce potvrdi vliv stupfiované davky arsenu na metabolismus
rostlin. Provedena sekvencni extrakce poskytla celkem 10 frakci, z nichZ ¢tvrta (butanolova
frakce z extraktu methanol — voda) méla nejniZsi hmotnost a nebylo tedy mozno ji analyzovat
na 6bsah prvki. Z analyzovan)’/-ch frakci me€ly nejniZsi hmétnost prvni (petroletherova -z
methanolového extraktu) a osma (tfeti butanolova frakce z extraktu voda + HCI + methanol).
V prvni frakci byly analyzovany nejméné polami lipofilni slouCeniny. V osmé frakci byly
nalezeny kyseliny fenylpropanového metabolismu a jejich soli a estery kyselin. Mezi frakce s
nejvysSi hmotnosti patfila desata, coz byly extrakéni zbytky, dale devata frakce (patd vodna
frakce z extraktu voda + HCI + methanol) a tieti frakce (prvni vodna frakce z methanolového
extraktu). Ve tieti frakci byly stanoveéfiy nékteré aminokyseliny, organické kyseliny a jejich
rozpustne soli. V desate frakci byly stanoveny proteiny, glykoproteiny a cukerné fragmenty.
Na arsen byla nejbohatsi frakce prvni. Naopak nejméné arsenu obsahovala frakce desata a
devatd. Z uvedenych korelaci je patrné, Ze arsen je prvkem, ktery ma vyznamny vliv na
metabolické déje v rostliné. Bylo vhodné vyuZzit sekvenéni extrakci, nebot’ umozZiiuje rozdélit
skupiny slouCenin z rostlinné biomasy pro dal$i analyzu, diky které lze pak stanovit miru

ovlivnéni 'metabolick)'/ch déj.
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Summary

The diploma thesis is focused on the use of sequential extraction for evaluation of arsenic
effect on plants. The soil before planting spinach was contaminated with arsenic in the form
Na,AsO; x 7 H;O . The experiment included four variants, and each of them had 3 repeats.
The first option was an attempt to control free from contamination. The second option Asl
was contaminated with 50 ppm . The third option As2 was contaminated with 100 ppm. The
fourth option As3 was contaminated with 150 ppm. Fresh spinach biomass was used for the
sequential extraction. ,

First, the thesis depicts arsenic effect on plants, in particular their metabolism. The
influencing of biochemical processes in plants by arsen is described through the influencing
of selected elements. The chosen elements are either essential for plants or play a key role in
metabolic processes in plants, moreover they are similar to each other from the physical and
chemical point of view. The evaluation of arsenic influencing of metabolic processes in plants
1s marked by correlation of the selected elements - phosphor, iron, zinc, copper, calcium and
magnesium, Arsen influenced mainly calcium and phosphorus .

Second, the thesis is to find out whether the sequential extraction confirms the assumption
that the increasing doses of arsen could have an impact on the metabolism of plants.

The sequential extraction has provided ten fractions in total. The fourth fraction (butane
fraction made of methanol and water) was the least, on that account it was not able to be
analysed on the content of elements. The least of the analysed fraction for the first one
(petrolether one made of a methanol extract) and the eighth one (the third butane one of an
extract of water + HCl + methanol). The largest fractions were the tenth one, which was the
rest of the extraction, and the ninth one (the fifth water fraction of an extract of water + HCI +
methanol) and the third fraction (the first water fraction of an extract of methanol). The first
fraction were analyzed by the least polar lipophilic compound . The eighth fraction were
found phenylpropane metabolism acid and salts and esters thereof . Among the fractions with
the highest weight was one tenth , which were extract residues , as well as the ninth fraction
( the fifth fraction from an aqueous extract of water + methanol + HCl ) and the third fraction
( first aqueous fraction from the methanol extract). The third fraction were determined certain
amino acids , organic acids and soluble salts thereof . In the tenth fraction were determined
proteins, glycoproteins and fragments sugar . For arsenic was the richest fraction first . The
least contained arsenic fraction tenth and ninth.

To present the result, the first petrolether faction of the methanol extract was the richest in
arsen. On the contrary, the last ninth and tenth factions contained the least amount of arsen.
On the base of the completed correlation, apparently arsen is apparently the element with a
significant impact on methabolic processes in plants. Furthermore, the use of sequential
extraction was suitable, because it allows you to split the group of compounds from plant

biomass for further analysis , thanks to which you can then determine the degree of influence
of metabolic processes.

Keywords: arsen, phosphor, environment contamination, plant, stress, iron
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1 Uvod

1.1 Charakterizace arsenu

Arsen je prvek 15. skupiny periodicke soustavy prvki. Jedna se o stiibroleskly polokov,
ktery ma velky vyznam zejména v odvétvich metalurgie a elektronilfy. Arsen je prvek, ktery
ma nejen toxické uCinky na Zivé organismy, ale je v Zivotnim prdéﬁ‘edi a v organismech
relativn€ rozsifeny. Vyskytuje se pfirozen€ v zemské kiife jako soudast nerostli (zejména
sulfidickych) a hornin. Z tohoto vyplyva, Ze arsen najdeme piirozen¢ 1 v pud€ a v moiské i
sladkovodni vodé.

Arsen se ale do zivotniho prostfedi dostava hojné 1 antropogenni ¢innosti, napf. spalovanim
odpadu ¢1 fosilnich paliv, je uvoliiovan pii t€Zb€ nerostnych surovin, a nemalé mnozstvi unika
1 z ruznych prumyslovych odvetvi, napf. z vyroby polovodic¢l. Diive byl arsen pouZivan i jako
pesticidni pripravek, kdyz pro jeho toxicitu spolu s rtutnatymi piipravky byly tyto pesticidy
zakazany.

V organismech se arsen vyskytuje zejména ve vazan€ podobé€ v anorganickych i organickych
slouCeninach. Z mnoha vyzkumu a pokust je patrné, Ze anorganické slouCeniny arsenu jsou
sloudenin arsenu byla nalezena zejména v moiskych organismech. Jedna se piedev§im o
organické slouCeniny arsenu, napt. v arsenovych analozich cukri v fasach, v arsenobetainu,
arsenocholinu v rybach a korySich. Arsenobetain a arsenocholin jsou povazovany za
netoxicke (Soudek et al., 2006). Podle dostupnych informaci se zda, Ze zatimco v mofskych
organismech prevazuji organicke slouCeniny arsenu, ve sladkovodnich a suchozemskych
organismech formy anorganické.

Mira toxicity a zpusob pfijmu formy arsenu zavisi na oxida¢nim stavu tohoto prvku. Arsen
najdeme predevSim v podobé trojmocﬁé (As(1II)) a pétimocné (As(V)). Tolerance k arsenu
zavisi samoziejme 1 na druhu organismu.

Arsen je tedy prvkem, kterému by méla byt z hlediska toxicity vénovana pozornost.



2  Cil prace

Cilem prace je hodnoceni vlivu rostouciho obsahu arsenu v pud€ na obsah vybranych
prvkui v rostling.
Pro hodnoceni byla pouzita sekvencni extrakce rostlinné biomasy, ktera umozni studovat
vazby vybranych prvki na vyznamné latky v rostling.
Prace se zabyva otazkou, zda stupnovana kontaminace pudy arsenem ovlivni obsah fosforu a

Zeleza v rostling, a zda sekvencni extrakce rostlinn€ biomasy potvrdi vliv stupfiované davky

arsenu na metabolismus rostliny.



3 Literarni prehled soucasného stavu problematiky

3.1 Arsen v zivotnim prostredi

Arsen je prvek pomérné rozSifeny v Zivotnim prostiedi a organismech. V Zivotnim
prostfedi se vyskytuje prirozene€ 1 jako nasledek antropogenni ¢innosti.
Jedna se o dvacaty nejhojn€si prvek pritomny v zemskeé kure, kde je soucasti n€kterych
mineral (Rezanka et al., 2008). Pfirozen& se do vody a pidy arsen dostava zvétravanim
mineralu a homin, vulkanickou ¢innosti €1 biologickou aktivitou.
Antropogenni ¢innosti se arsen do Zivotniho prostredi dostava pii spalovani tuh€ého odpadu a
fosilnich paliv. Pfi spalovani uhli se do okoli uvolfiuje arsen v podobe As,Os. Dale se miize
arsen uvoliiovat tézbou a nasledn€ prfi zpracovani kovu €1 pfimym pouZitim fungicidu,
insekticida, herbicidu a defolianti obsahujicich arsen, likvidaci komunalniho a primyslového
odpadu. V neposledni fadé lze slouCeniny arsenu pouZivat ve sklafstvi. Pred objevem
antiobiotik byl arsen pouzivan 1 v I€karstvi jako uCinna latka pro leCbu fady nemoci (Soudek
et al., 2005; Gunes et al., 2009; Patra et al., 2004; Rezanka et al., 2008).
Arsen patii mezi nejintenzivnéji studovane rizikove prvky z duavodu toxicity pro ¢loveka 1
ostatni ZivoCichy. Arsen je znamy karcinogen a mutagen. Znama je 1 fytotoxicita tohoto
prvku.
V Ceské republice sice arsen nepiedstavuje velky problém z pohledu kontaminace pudy jako
jinde ve svéte, ale presto je nutno neopomenout oblasti vyskytu lozZisek barevnych kovii, které
jsou arsenem casto doprovazeny (Szakova et al., 2007).
Podobn€ jako polokov As je na tom i t€Zky kov Cd. Do zivotniho prostfedi se dostava
podobnym zpusobem a spolu s As tvofi diky ochoté kumulovat se v pud€ dvojici prvki
potencialni hrozby pro Clovéka a pro vSechny soucasti ekosystému. Diky jejich toxicité si
rostliny vu€t nim vyvinuly vetsi toleranci a riizné zpusoby detoxikace (Verbruggen at al.,
2009).
Arsen se v zivotnim prostfedi vyskytuje ve velkém poctu organickych 1 anorganickych
slouCenin, které se vziajemné 1iSi chemickymi vlastnostmi, toxikologickymi 1ucinky,
biopfistupnosti a chovanim v systému plida — rostlina. Nutno podotknout, Ze mobilita arsenu v
pude je pomérné nizka ve srovnani s mobiln€;jSimi prvky jako je kadmium ¢i zinek (Szakova
etaL,ZOO?}

Hlavnimi pfirozenymi zdroji arsenu v pidé€ jsou arsenopyrit a dalsi sulfidy obsahujici As. Po

uvolnéni ze sulfidu je As(Ill) oxidovan na As(V) a v zavislosti na jeho koncentraci mohou



sloudeniny arsenu koprecipitovat s nové tvofenymi hydro-oxidy Zeleza nebo mohou byt
adsorbovany na povrchu téchto mineralti, nebo se mohou zapojit do obou procest. Hydro-
jilové mineraly (Szakova et al., 2007).

Z literatury je znamo, ze arsen se v pud€ vyskytuje zejména ve forme€ arseniCnani. V
redukénich podminkach se ale arseniCnany mohou pfemeénit na arsenitany. Byla prokazéana 1
pritomnost malého mnozstvi methylovan)’/cil slouCenin arsenu, tedy organickych forem
arsenu.

Dulezitou roli pii oxidaci a redukci arsenu v pudé, sedimentech, Cistirenskych kalech, apod.
hraje aktivita mikrobidlni biomasy. Pudni bakterie jsou takeé schopné redukovat arseniCnany
na arsenitany a poté¢ je methylovat na dimethylarsan. Take houby dokaZzou premeénit
anorganické a organické formy na t€kavé methylarsany. Studie se tedy zabyvaji 1 moznostmi
ztrat arsenu z pudy tvorbou t€kavych slouCenin jako je arsenovodik, methylarsan,
dimethylarsan a trimethylarsan. Tyto t€kavé slouCeniny se Casto vytvati vlivem mikroflory
anaerobnich Cistirenskych kali ¢1 v pudnim roztoku v oblasti rhizosféry u ryze (Szakova et
al., 2007).

Szakova et al. (2007);, Patra et al. (2004) uvad&ji, Ze na transformaci arsenu a jeho
biopfistupnost maji G¢inek i biologické parametry pidy, ¢&ili ptidni typ, pH pidy, mnoZstvi
pfitomne organicke pudni hmoty, vymeénna kapacita pudy a zdroj kontaminace. N¢které studie
pudach. Vyskyt jednotlivych slouCenin arsenu ve vysSich rostlinach a jejich distribuce do
vysSich €asti rostliny jsou ovlivnény druhem rostliny.

Tripathi et al. (2012) v uvodu své prace piipominaji 1 nezanedbatelné mnoZstvi arsenu ve
vode. Velke oblasti v Bangladesi, zapadnim Bengalsku a v dalSich statech Indie a Vietnamu
jsou odkazané pii zavlaZovani hospodaiskych plodin na podzemni vodu kontaminovanou
arsenem. Mistni obyvatelé jsou tedy vystavovani expozici As jak prostiednitvim piijimané
vody, tak prostfednictvim konzumace hospodaiskych plodin, které As kumuluji. Dalsi riziko
pro Cloveka tkvi v pfiyjmu vyrobkl z hospodaiskyh zvitat. I tato zvifata jsou krmena rostlinami
a napajena vodou, ve kterych jsou vyssi obsahy As.

Prav€ Bangladés a Indie jsou oblasti, kde koncetrace As v podzemni vodé piesahly hodnotu
2000 pg/l (Tripathi et al., 2007).

Tripathi et al. (2012) upozoriuji, Ze pochopeni, jak je arsen rostlinami pfijiman a dale v jejich
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rostlinném téle kumulovan, je nezbytné pro odhad rizika, které pro celou lidskou populaci

piedstavuje puda kontaminovana arsenem.

3.2 Arsen v rostliné

Neexistuje dukaz, Ze by arsen byl pro rostliny esenciadlnim prvkem, pfestoze v nizkych
koncentracich stimuluje rust rostliny (Soudek et al., 2006).
Z hlediska nepfiznivych ucinku arsenu na rost'liny hovofime o fytotoxicite. Studie ukazuji, Ze
mnozstvi As v suSin€ rostliny 0,01 — 1 mg/kg je povazovano za normalni, hodnoty 3 — 10
mg/kg za fytotoxicke. Ze zemedé€lskych plodin jsou na uinky arsenu nejcitlivési lusténiny.
Fytotoxicita arsenu se u rostlin projevuje plasmolyzou pletiv kotenll, Zloutnutim listh
vedoucim az k nekrdze Spicek a okraju listu (Szakova et al., 2007). Obecn€ nejviditelné;Simi
projevy na rostlinach, které byly vystaveny expozici t€zkych kovi, jsou chlordzy na listech,
rozpad molekul chlorofylu, pozastaveni ristu, zmé&na fotosyntetické aktivity. Zmény probihaji
1 na kofenovém systému, jak byld uvedeno vySe. Membrana korenovych bun€k je niCena
kontaktem s toxickymi kovy, coz v koneCném disledku vede k tUniku bunéénych struktur
apod.
U rostlin, kter€¢ jsou vystavené abiotickému stresu, je velmi béZzné studovat mechanismy
uplatitujici se pfi zvladani toxicity pomoci zapojeni reaktivnich forem kysliku, které si
rostliny v takovych situacich vytvafi. To se déje pfedevSim u vodnich rostlin. T€Zké kovy jako
Cd a polokov As ovliviiyji aktivitu enzymu jako je superoxiddismutdza nebo peroxidaza
(Upadhyay, 2014).
Celkové lze z literatury shrnout, Ze rostliny si vytvofily n€kolik mechanismi, jak se branit
pusobeni toxickych kovli — transport t€chto kovli do zasobnich organti a kofent, tvorba
chelatu ¢1 specifickych latek k omezeni UCinkd toxickych kovill, vylou€eni téchto prvki z
rostliny. PfiCemz vylouCeni As butikou je jasné€ prokazano u kvasinek a bakterii, nikoli u
rostlin (Verbruggen et al., 2009).
Jako hlavni strategii pro detoxikaci neesencialnich kovi Verbruggen et al. (2009) uvadéji
syntézu nizkomolekularnich chelati, aby se zabranilo navazani kovu na fyziologicky diilezité
proteiny a usnadil se jejich transport do vakuol. Preferovanymi ligandy As(III) a Cd** jsou
thioly pfitomné v glutathionu a fytochelatinech. Témito latkami se zabyva celd fada studii,
ViZ. niZe.

Upadhyay (2014) pfipomina, Ze v literatufe jsou uvadéné rizné piistupy popisujici plisobeni
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t€Zzkych kovi na rostliny. Napr. uvadi vyuZiti bakterialnich enzymi, které se podili na
biosyntéze glutathionu, pri kterych byla zaznamenana redukce arseniCnanu a vyrazne zlepSeni
akumulace As 1 tolerance rostliny. V transgennich rostlinach je tolerance vii€i toxicit€é Zn
zajiSténa tzv. glutathionovou homeostazou, ¢ili vyrovnavanim poméru oxidované a
redukovane formy glutathionu. Kovy jako Cd jsou regulovany proteiny jako jsou PrP4,
chitiniza, proteiny teplotniho Soku 71.2, které se objevuji pro udrZzeni spravného fungovani
rostlinnych hormonu jako je ethylen nebo kysélina jasmonova.

Rostliny byvaji nejvice ohrozene tézkymi kovy, protoze se jedna o soucasti piirozenych
ckosystému, které¢ se narozdil od Zivofichi nemuZou piemistit na vhodné&jsi stanovisté.
Rostliny se vétSinou setkaji s pusobenim esencialnich (Zn, Cu) 1 neesencialnich (As, Cd, Pb,
Hg) kovt, které Casto pochazi z antropogenni ¢innosti. Nicméne napf. Zn a Cu jsou v malych
koncentracich esencialnimi stopovymi prvky, ale ve vetSich koncentracich jsou toxicke,
zatimco neesencialni stopové prvky jako Cd, Al, Pb, As, Hg a dalsi jsou znameé jen jako
toxicke. KdyZ rostlina pfiyjme dané mnoZstvi kovu, ten zane nepfiznivé pusobit na absorpci,
transport a celkové na metabolismus, rust a rozmnozovani. Kazdy kov vsak pusobi odliSn€, na
odliSné procesy v rostlin€. Zatimco hlavni efekt t€zkych kovu je ovlivnéni semen a jejich
kli¢ivosti, omezeni rustu kofenu a sniZzeni mnoZstvi celkové biomasy, As narusuje
fotosyntézu, omezuje transpiraci a pisobi elektrolytovou nerovnovéhu v bufice. Tézké kovy
také velmi Casto narusuji vnitini struktury rostlinnych bun€k. Dochazi ke zmenSeni poctu €i
velikosti gran a thylakoidu v chloroplastech a mitochondriich. Je prokazano, Ze vlivem Cu
dochazi ke zmenSeni chloroplastii a mitochondrii v listech a k rozpadu vakuol. Déle vlivem
Cd se zmenSuje mnozstvi chlorofylu v chloroplastech. Tézké kovy ovliviiuji 1 fotosyntézu
skrze pusobeni na fotosystémy (Upadhyay, 2014).

Verbruggen et al. (2009) upozoriiuji na podobnost mezi As a Cd, coZ znamena potencialni
toxicitu pro bunky, ve kterych se mohou tyto dva toxické prvky zaclenit do metabolickych
pochodu misto prirozen€ se vyskytujicich Zn a P. Fosfor se v burikach vétSinou vyskytuje jako
fosfatova skupina, zatimco arsen jako As(V), coZ je chemicky analog fosfatu, ale také jako
As(III), ktery se v bunikach dokaze chovat jako sira, a poutat ionty kovi, pfiCemz As(IIl) z
kovi preferuje pravé Cd*". DuleZité je ale pfipomenout, Ze zatimco As se vyskytuje jak v
troyjmocné tak pétimocné forme, Cd je vZzdy jen dvojmocné. Pokud srovname biologickou
dostupnost téchto dvou prvki, biologicky dostupné;jsi je Cd. NejspiSe i proto, Ze je podobné

esencidlnim prvkim, které se také vyskytuji pouze v dvojmocné formé (Ca**, Fe**, Zn*") a
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které dokaZe kadmium nahradit v proteinech, ¢im? omezi nebo zcela inhibyje jejich Cinnost.

V piipadé€ arsenu je fytotoxicita do znaCné miry ovlivn€na chemickou formou arsenu (Patra et
al., 2004).

As(V) se do rostliny dostava nejastéji skrze fostatovy transportni syst€ém, coZ souvisi s vySe
uvednou podobnosti As — P. V tom take spociva potencialni toxicita, protoZe se As(V) dokazZe
zaClenit misto fostatu do déju jako je fosforylace nebo syntéza ATP, tedy opét do Zivotné
dtlezitych d&ji. |

As(III) se do rostliny dostava pfes integralni membranoveé proteiny — akvaporiny (napf.
nodulin 26) v podobé neutralniho As(OH);. Tento piijem se odehrava zejména v redukCnich
podminkach (Tripathi et al., 2007; Verbruggen et al., 2009).

Piijem As(III) je typicky pro ry7i, ktera se péstuje na zamokienych pudach a jejiZ kofeny jsou
tim padem v redukénich podminkach. Arsenitany maji jistou podobnost s kyselinou
kiemicitou a to je duvod, pro€ ryze, kterad ma vysoke naroky na k¥emik, piijima ze svého okoli
velkeé mnoZstvi As(IIl) (Verbruggen et al., 2009).

Jiné studie zminuji akvaporiny v souvislosti s transportem organickych forem arsenu
(methylovany arsen) do rostliny. Mobilita methylované formy As je vétSi nez u anorganickych
forem (Kumar et ai., 2015).

Reakce rostliny na stres zplisobeny téZkymi kovy lze pozorovat na tvoficich se proteinech,
signalnich molekulach a diky zménam na genetické informaci. Rostliny maji zaloZenych
n€kolik pfistupu, jak prezit na pludach znecist€nych t€zkymi kovy. Rostlina mize velké
mnozstvi kovil akumulovat v kofenovém systému, pfesto akumuluje vEétSi mnoZstvi v
nadzemnich Castech. Jakmile se v su$iné€ nadzemni Casti n€jaké rostliny objevi vice nez 0,1 %
Cu, Co, Hg, Cd, Pb nebo 1 % Zn, je rostlina povaZzovana za hyperakumulator.

Za hyperakumulator je povaZovana rosthna, ktera kumuluje vysoké koncetrace toxickych
prvku (u As nad 0,1 %, u Cd nad 0,01 %), aniz by se u ni objevily neZadouci symptomy. Mezi
hyperakumulatory As patfi kapradiny, pro Cd jsou to zejména brukvovité rostliny (Thlaspi
caerulescens, I. Praecox, Arabidopsis halleri), rostliny z Celedi tlusticovité (Crassulaceae),
konkrétné rozchodnik (Sedum alfredii) (Verbruggen et al., 2009).

Kromé vySe zmin€nych rostlin vykazuji vysokou toleranci k arsenu také tyto druhy — Silene
vulgaris, Hydrilla verticillata, potamogeton pectinatus, Eichhornia crassipes, Egeriadensa,
Ceratophyllum demersum, Lepidium sativum. Ze studii je znamo, Ze rostlina pfijima nejvetsi

mnozstvi arsenu kofenovym systémem. Piesto 1ze mezi hyperakumulatory zaradit i okiehek
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(Wolffia globosa), ktery kofeny nema. Okiehek je schopny kumulovat a tolerovat aZ 400
mg/kg As (Kumar et al., 2015).

V ruznych Castech rostliny se pusobeni t€zkych kovi projevuje ruznym zpusobem. Toxicita
téchto kovu je pfisuzovana zejména tfem mechanismum. Prvnim mechanismem je spojitost
kovu s proteiny pres specifickeé funkéni skupiny — thiolove, histidinové a karbonylové
skupiny, diky tomu muZze kov ovlinit vnitini struktury butiky a fadu procesi. Dalsi moznosti
je podpora tvorby ROS (reaktivni forma kysiiku), coZ pusobi rostliné oxidativni stres. Treti
cestou je vytrZeni nezbytnych kationti z ur€enych vazebnych mist. Rostliny Casto v takovych
situacich vyrabi ligandy, zeyména pro Al, Cd, Cu, N1, Co, Zn. Ligandy pro tézke kovy jsou
napr. karboxyloveé kyseliny, aminokyseliny, dale citrat, malat, oxalat, histidin, nikotinamid,
fosfatové derivaty. Tyto latky se pozitivné podili na tvorbé tolerance a detoxifikaci
(Upadhyay, 2014).

Arsen pusobi celkove na rust rostliny, zeymeéna ve fazi kliceni je tento efekt patrny. Vyzkumy
ukazuji, Ze pritomnost arsenu prokazateln€ snizuje kliCivost. ZvysSujici se koncentrace arsenu

ovliviiuje jak dé¢lku pfirustajici hmoty, napf. u kofent, tak celkové mnozZstvi vytvoiené
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nez v rostlinnych, z ¢ehoZ lze usuzovat, Ze methylace nebude pro rostlinu primarnim
zpusobem detoxikace. Ale muze to byt dilezity mechanismus pouze pro nckteré rostlinné
organy, napt. semena (Verbruggenn et al., 2009).

Organicke formy arsenu lze zfejme€ metabolizovat. Chemicka vazba mezi uhlikem a arsenem
je pravdépodobné stabilni v rostling, ale rychle se rozpada v padé (Shri et al., 2009; Patra et
al., 2004).

Obecné lze fict, Ze rostliny piijimaji kovy povrchem svych nadzemnich ¢asti nebo skrze
kofenovy systém. MnoZstvi piijatych kovii zavisi na rostlinném druhu, pddnim typu,
chemickych podminkich v pliid€, koncetraci kovu, zplisobu, jak se kov rozpousti v padnim
roztoku, jeho pohyblivosti v systému, a ochot& piejit z kofenli do nadzemnich Casti (Patra et
al., 2004; Upadhyay, 2014).

Rostliny €asto jako toleranci vi€i kovim vyuZiji mechanismus, Ze kovy uloZi do nejstarSich
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listl a ty pak opadnou. Rozli§uje1ﬁé nckolik zpusobu antioxidaéni obrany pii detoxikaci
rostlin a to zeyména tvorbu specifickych slouCenin — superoxiddismutdza, katalaza,
askorbatperoxidaza, gluthation, monodehydroaskorbat, gluthationreduktaza a
dehydroaskorbat reduktaza. Tyto slouCeniny, antioxida¢ni enzymy, hraji vyznamnou roli pfi
oxidaCnim stresu rostliny (Upadhyay, 2014).

Rostliny pifijimaji arsen zejmena ve formé€ arseninanu. Ty, kdyZ jsou redukovany, zapii¢ini
znaCny stres pro rostlinu, pozastaveni rﬁstﬁ, fyziologické poruchy az odumieni rostliny
(Gunes et al., 2009).

Pinjaty As(V) se v rostliné nejCastéji redukuje na As(III) pomoci enzymu ACR2 -
arseniCnanreduktazy (Verbruggen et al., 2009).

Tolerance k arsenu zalezi na druhu rostliny a na strategii ne/pfijeti arsenu.

Rostliny voli ze dvou strategii obrany proti arsenu — brani pfijmu arsenu a omezi jeho
transport do nadzemnich €asti rostliny (strategie nepiijeti arsenu) nebo uplatni metodu
akumulace arsenu v rostlin€ (akumulaCni strategie). Zalezi na rostlinném druhu a na
stanovisSti, na kterém se rostlina nachazi (Soudek et al., 2006).

Jak j1Z bylo uvedeno, arsen pusobi v rostlin€ na celou fadu procesii. Arsen, stejné jako i t€zké
kovy, vedou v rostliné k tvorb€ volnych radikalli a ke vzniku oxida¢niho stresu rostliny.
Rostlina pak reaguje zvySenim tvorby specifickych enzymi@, jako jsou napf.
superoxiddismutaza, askorbatperoxidiza nebo peroxidaza. Tyto latky zmifiuje ve své studii i
Upadhyay (2014).

Peroxisomy rostlinnych bun€k reaguji na oxidacni stres zvySenou aktivitou antioxida¢nich
enzymu, které jsou spojeny s askorbit-glutathionovym cyklem, ktery rostlina efektivné
vyuziva k eliminaci oxidacniho stresu zpisobeného fyziologicko-biochemickymi procesy,
abiotickymi a biotickymi faktory (Smirnoff, 1996; del Rio et al., 2003).

Enzymy katalyzuji pfeménu volnych kyslikovych radikalt na peroxid vodiku, ten je nasledng
v peroxisomech odbouran na vodu (Shri et al., 2009).

Tripathi et al. (2012); Patra et al. (2004) upozoriiuji na ovlivnéni fosfatovych metabolismi v
rostlinach (napt. fosforylace a syntéza ATP) pfijatym arsenem v obou anorganickych formach.
As(IIl) se vaze na krajove thioloveé skupiny proteinit a ovliviiuji tak jejich strukturu a
katalytické funkce.

Vyznamnym inhibujicim efektem je ptisobeni As(III) na omezeni procesu bunééného dychani

v mitochondnich (Patra et al., 2004).
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Je prokazano, ze vystaveni rostlinj; expozici anorganické form€ arsenu znamena tvorbu
reaktivni formy kysliku (ROS), ktery souvisi se zménou oxida¢niho stavu arsenu (z
arseninanu do formy As(III)). Mezi ROS patii superoxidovy radikal, hydroxylovy radikal a
peroxid vodiku. Jedna se o silna oxidacni Cinidla, ktera plsobi zna¢né Skody na molekulach
jako jsou lipidy a proteiny, a muZou pusobit i odumfeni buriky. Tyto formy jsou produkovany
jako vysledek abiotického stresu rostliny, aby si udrzely normalni rist.

V mnoha pfirozenych podminkach se tézké kbvy stavaji limitujicim faktorem pro rlst rostlin
(Upadhyay, 2014).

Rostliny vyvinuly mechanismy, jak ochranit buiiku a bun€éné systemy pfed ptusobenim ROS
za vyuZiti enzymatickych antioxidanti jako je superoxiddismutaza, kataldza a
askorbatperoxidaza a neenzymatickych antioxidanti jako je askorbat, gluthation a a-
tokoferol. Zmény aktivit téchto enzymil a antioxidantii byvaji b€Zzn¢ zaznamenany a mohou
byt Casto pouzity jako indikatory oxidaCniho stresu v rostling.

Pfestoze 1ze zaznamanat zmény v jejich aktivit€é pii riznych typech abiotického stresu, je k
dispozici jen malo informaci o etektu arsenu na tyto latky. Mimoto nebyl dfive zkouman efekt
interakce As a P na oxidativni stres a antioxidani metabolismus rostliny. Studie tykajici se
toxicity arsenu byly zaloZeny na zkoumani arseniCnani, protoZe to je nejb€znéjsi forma As v
- pudéach.

Arsen a fosfor jsou analogy diky shodné elektronové konfiguraci a chemickym vlastnostem.
V pudé tedy arseniCnany a fosfaty soutéZi o sorpCni pozice. Znalosti o interakci arseni¢nanti a
fostatu jsou dulezité pro lepsi pochopeni jejich piijmu a akumulaci rostlinou.

Piedchozi studie pracovaly zejména s rostlinami, které jsou vii¢i arsenu hyperakumulatory,
napf. kapradina kfidelnice (Pteris vittata L.), méné pak s hospodarskymi plodinami (Gunes et
al., 2009; Tripathi et al., 2012).

Dong et al. (2005) ve sv¢ studii pracovali pravé s kapradinou Pteris vittata L.. Jedna se o
kapradinu, ktera je hyperakumulator arsenu a je schopna svym oddenkem extrahovat As z
vody a pudy a nasledné ho kumulovat v listech. Tuto rostlinu 1ze s vyhodou vyuzivat napi. k
dekontaminaci zamokienych stanovist. Aby rostlina byla hyperakumuldtorem, musi plnit tyto
podminky — efektivni pfijem skrze kotfeny (oddenek), efektivni pfesun piijatého prvku do
dalSich Casti rostliny, vyrazn€ zvysena tolerance vici arsenu uvnitt bunék. Vyrazné zvysena
tolerance vuci kovim se v rostlin€ utvafi diky schopnosti biosyntézy ligandt obsahujicich

t€Zke kovy a v n€kterych piipadech diky naslednému rozélenéni ligand-kovového komplexu.
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V rostlinach lze rozeznat dva -zpﬁééby vazani kovovych ligandu — extracelularni chelaty
organickych kyselin (jako jsou vyse uvedené kyseliny citratového cyklu) a dalSi moZnosti
1sou cytoplazmaticke peptidove ligandy (vCetne methalothioninu a fytochelatu).

Bylo zj15t€no, ze suchozemske rostliny obsahuji zejméeéna anorganickeé formy arsenu. OvSem
rostlina musi vyvinout takovy mechanismus, kterym udrzi a zaroven eliminuje urcitou
koncentraci pijatého toxického arsenu. Velice Casto se tedy vytvafi komplexy. V né€kterych
rostlindch péstovanych v prostredi arsenu tak Byly objeveny fytochelatiny.

Fytochelatiny jsou peptidy vytvaten¢ z glutathionu za pfitomnosti enzymu
fytochelatinsynthasy. Zakladni struktura fytochelatint je [(y-Glu-Cys),-Gly) kde (n =2 - 11)].
Enzym nutny pro tvorbu fytochelati (fytochelatsyntdaza) je zda se aktivovan Sirokou skalou
kovu a polokovu, resp. jejich iontl, zejmeéna Cd, Ag, Pb, Cu, Hg, Zn, Sn, Au, As, nejlepsi jsou
vSak dvojmocné ionty kadmia. Pritomnost tohoto enzymu se predpoklada u vSech vySSich
rostlin, vétSiny ras a byl detekovan 1 u n€kterych hub (Soudek et al., 2006; Schat et al., 2002;
Dong et al., 2005; Verbruggen et al., 2009).

Jak 11z bylo feCeno, fytochelatiny vznikaji z glutathionu. Glutathion je prekurzorem
fytochelati. Glutathion je tripeptid tvoteny z Glu-Cys-Gly (GSH) a je syntetizovan y-
glutamylcysteinsyntetazou (y-ECS) a glutathionsyntetdzou (GS). GSH muize vazat kovy a
polokovy a je kliCovym metabolitem pifi tvorbé redoxni rovnovahy v bufice, ¢imZ brani
toxicit€ kovu a polokovu. Stoupajici syntéza GSH v buiice je povaZovana za prostiedek, jak
zvysit kapacitu vazanych kovi a polokovil a zaroven za zpusob jak zvysSit obranu buiiky proti
oxidaCnimu stresu.

RozSifena tvorba fytochelati byla zaznamenana u tolerantni lipnicovité rostliny medynku
vlnateho (Holcus lanatus). Vytvareni komplexi As — GSH nebo As — PC bylo ov&fovano u
ruznych rostlin, jako jsou kromé medytiku (Holcus lanatus) i tropicka rostlina zmijovice
hadovita (Rauvolfia serpentina), sluneCnice ro¢ni (Helianthus annuus), brukev sitinovita
(Brassica juncea). V jedné studii, kterou zmitiuji Tripathi et al. (2007), bylo determinovano
14 ruznych komplexu As u medynku (Holcus lanatus). Mezi t€mito komplexy byl popsan i
jeden novéjsi - methylarsenitan-PC,. Nicméné€ Tripathi et al. (2007) zarovefi uvadéji, ze v
rostlinach, které jsou hyperakumulatory As, tedy u riznych kapradin (Pteris vittata), se As
vyskytuje zeyména v nenavazané anorganické forme, coZ naznacuje, ze role fytochelatt u
hyperakumulujicich rostlin ma své limity.

Presto, pouze zvySovani tvroby GSH, resp. fytochelati (PC), se zda byt nedostateCnym
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mechanismem k vyznamnému zlep§éf1i tolerance vuci Cd a As ¢1 jejich akumulaci. Konjugaty
glutathionu mohou byt transportovany do vakuol. Napr. kvasinky (Saccharomyces cerevisiae)
se nespoléhaji pfi detoxikaci na fytochelaty, ale rozhodujicim faktorem jsou vakuolarni
transportéry (napf. YCF1). U rostlin ale zatim neni znamy podobny homolog jako YCF1 u
kvasinek. Nicmeén€ je u rostlin evidovana jina latka, ktera funguje jako transportér pro arsen a
kadmium, jednd se o ABC transportér u As(III)-GS3 a Cd-GS2. SlouZi pro transport t€chto
prvkl do vakuol rostlinnych bunék (Verbruggén et al., 2009).

Verbruggen et al. (2009) zminuji jesté methallotioneiny (MT), coZ jsou malé proteiny bohaté
na aminokyselinu cystein. Zda se, Zze komplexy kov — methallotionein se vyskytuji jako
soucasti cytosolu. Jejich jasna uloha je znama v zivocisnych burkach, kde tvori komplexy s
Cd. U rostlin jejich uloha tak objasnéna neni, ale velké mnozstvi dukazu je spojuje s
homeostazi médi v rostlinnych bunkach, a n¢které studie uvadi 1 souvislost se zvysujici se
toleranci rostliny vaci Cd.

Dong et al. (2005) ve sve€ pract uvadéji, Ze aktivace enzymu bézi pod vlivem kovovych iontu
do té doby, dokud nejsou tyto ionty navazany jako chelaty. Toto poskytuje mechanismus
autoregulace biosyntézy fytocheldtsyntazy. Po vytvoreni komplexu jsou tyto presunuty
zpravidla do vakuol. Geny kodujici tvorbu enzymu fytocheldtsyntdzy byly nezavisle na sobé
izoloviny ve 3 laboratofich =z rostliny huseniéek (Arabidopsis), z kvasinek
(Schizosaccharomyces pombe) a z pSenice (Triticum aestivum). AvSak Zadny takovy gen nebyl
do t¢ doby identifikovan u vySe zminéné kapradiny Pteris vittata L.. Pravé o to se snazili ve
sve studii Dong et al. (2005).

Dong et al. (2005) zaroven uvadéji, Ze se rozchazi nazory na vyuziti fytochelatsyntazy v
rostlinach. Nékteré studie se priklani k faktu, Ze tento enzym slouZi pouze k detoxifikaci pii
setkani s kovem, jin€ tvrdi, Ze hraje vyznamnou roli v toleranci vii¢i As.

Formou vazani rizikovych prvku v rostlin€ se zabyva 1 studie Pavlik et al. (2004). Jako
rostlina je pouZzita 1€¢ivka pochazejici ze Sibife parcha 1€¢iva (Leuzea carthamoides). Cilem
prace bylo potvrdit, Ze obsah zdravi Skodlivych prvkia v rostlin€ a jejich distribuce v rostling
neni duvodem, proC pfestat tuto rostlinu vyuzivat jako 1é¢ivku. Byla provadéna analyza As,
Cd, Cu a Pb. Studie opet dokazuje, ze mnozstvi kovu vazaného v rostlin€ je zavislé na
koncentraci t€chto prvkld v pid€ a na fyzikalné-chemickych vlastnostech pidy. U Cd byla
touto sfudii potvrzena vysokd mobilita, na rozdil od olova, kter¢ mad vysoké sorpCni

schopnosti vuci organické hmot€ a mineralm.
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Shri et al. (2009) uvadéi, zZe rostlilisf preferuji pr1 detoxikaci arsenu vazbu tohoto prvku v
troomocneé forme¢ na glutathion nebo na fytochelatiny. Pri detoxikaci musi byt arsen
transportovan do vakuol rostlinnych bunék, pravdépodobn€ jako arsen — fytochelatovy
komplex.

Totiz detoxifikace arsenu indukovanymi fytochelatiny byla potvrzena ruznymi technikami,
avSak mnoho experimentalnich studii ztroskotalo na pokusu dokazat tvorbu komplexu arsen-
fytochelatin, takZze role fytochelatinu pfi akumulaci a detoxifikaci je stale nejasna. Piima
identifikace tohoto komplexu je problematicka (Soudek et al., 2006).

Arsen pusobi nejen zménu metabolickych pochodu v rostliné, ale indukuje 1 stresovy
metabolismus, aby rostlina mohla efektivn€é detoxifikovat prijaty arsen. Jednou 2z
metabolickych zmén je zména metabolismu aminokyselin. Tento jev byl zkouman napf. u
rostlin Spenatu (Pavlik et al., 2010). Bylo zjSténo, Ze metabolismus aminokyselin hraje
kliCovou roli v odolnosti rostliny v abiotickych podminkach. Pod vlivem pusobeni arsenu na
rostlinu dochazi ke zménam koncentraci aminokyselin, zejména prolinu, kyseliny glutamoveé
a asparagove, asparaginu a alaninu, a ke zmé€nam aktivity enzymu glutamatkinazy.

Arsen se v rosthin€ ukazal jako inhibitor enzymu glutamatkinazy. Inhibice glutamatkinazy
vede ke zvySovani obsahu kyseliny glutamové v rostling.

Zaroveti vyzkum potvrdil zvySujici se mnoZstvi volné aminokyseliny prolinu, kdyZ byla
rostlina vystavena pusobeni arsenu. Akumulace prolinu blokuje biosyntézu prolinu, nasledné
dochéazi k tvorbé kyseliny glutamové, kterou rostlina pottebuje spolu s cysteinem k syntéze
fytochelatinu.

Patra et al. (2004) ve své studii srovnavaji piisobeni arsenu, rtuti a olova na rostlinné systémy.
Vychazi z toho, Ze v&tSina pfedchozich studii zkoumala miru genotoxicity na ZivociSnych
orgahismech nebo na mikroorganismech. Studii, které by zkoumaly u€inky zminénych ttech
kovu na vySsi rostliny, je jen malo, ackoli arsen, olovo a rtut’ prokazateln¢ maji klastogenni a
mutagenni UCinky na vySsi rostliny. Patra et al. (2004) to dokazuji vznikem chromozomovych
abnormalit a zvySenim rychlosti bunéfného déleni praveé pusobenim zminénych kovi.

Jak zminuji 1 pfedchozi studie, geneticky efekt zavisi na oxida¢nim stavu daného kovu, jeho
koncentraci a delce expozice. Obecné lze fict, Ze negativni efekty se dostavi pii vySSich
koncetracich a delSi dobé expozice. RGzné rostlinné druhy ale reaguji rizn€ na stejné kovy v
zavislosti na poctu diploidnich chromozomu, celkové délce diploidnich ¢asti a na mnoZstvi

pritomnych metacentrickych chromozomau.
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Gunes et al. (2009) ve sveé studii zkoumali interakci As a P a vliv této interakce na riist cizmy,
koncentraci As a P a vliv As na vyvolani oxidativniho stresu u rostliny a tvorbu obrannych
mechanismu. Ze studie vyplynulo, Ze koncentrace arsenu ve vyhoncich cizrmy byla vyznamné
vySsi se stoupajici davkou aplikovaneho fosforu. Koncentrace fosforu ve vyhoncich byla také
vySSi pii vysSich aplikovanych davkach fosforu, bez ohledu na mnozstvi aplikovaného arsenu.
Ve vSech aplikovanych davkach fosforu doslo vlivem zvySujicich se davek As ke sniZeni
obsahu P ve vyhoncich. Nesnizila se ale Eoncentrace, nybrz doSlo ke sniZeni produkce
biomasy.

Dale ze studie vyplyva vyznamna souvislost interakce As x P s efektem na lipidperoxidazu
(MDA - malondialdehyd) v listech cizry. Aplikace As zvySila tvorbu této latky, bez ohledu
na mnozstvi P, prestoze aplikovany fosfor mnoZstvi lipidperoxidazy snizuje. Rostliny
pstované s 200 a 400 mg/kg P a 30 mg/kg As mély niz§i mnozstvi MDA neZ rostliny
pestované se 100 mg/kg P a stejnym mnoZstvim As.

Dalsi ze zavéri dle Gunes et al. (2009) je neprokazany vliv interakce As x P na mnozstvi
peroxidu vodiku v listech cizrny. Nicmené€, koncentrace peroxidu vodiku byla vyznamné vyssi
s vysSi hladinou aplikovaného As a také vyznamné niZSi s vySSi hladinou P (vEtSi sniZeni
peroxidu pii koncetraci fosforu 400 mg/kg nez pi1 100 mg/kg). Fosfor nema prokazatelny vliv
na superoxiddismutiazu. Je zde oviem patrné zvySeni aktivity kataldzy se stoupajicim
mnozstvim arsenu. Dale je vyznamnd souvislost vlivu interakce As x P na
askorbatperoxidazu.

Gunes et al. (2009) zjistili, Ze pfestoZe aplikovany fosfor nema vyznamny vliv na fytotoxicitu
arsenu, byla koncentrace arsenu ve vyhoncich cizmy vyrazné€ vyss§i po aplikaci fosforu, coz je
vysledek opacny nez zavery né€kterych pfedchozich studii.

V neposledni fad€ jsou arsen a n€které kovy (pfedevSim kadmium) povaZovany za mutagenni.
U zivocCiSnych bun€k a bunék nékterych mikroorganismi (napi. u kvasinek) studie prokazuji,
Zze Cd deaktivuje opravné a kontrolni pochody v DNA. Tyka se to zejména procesu
,mismatch repair®, coZz je doCasny kontrolni a opravny mechanismus vyuZivany pfi
postreplikacnich kontrolach nov€ syntetizované DNA. Piedpoklada se, Ze podobné by Cd
mohlo poSkodit 1 genetickou informaci v rostlinnych buinikach (Verbruggen et al., 2009).
Existuji studie, které se snazi vyvinout rostliny, tzv. super-hyperakumulatory, které by se daly
vyuzit k fytoremediaci, protoZe toxicita As pfedstavuje nebezpeCi po celém svété. Tato

strategie ovSem vyzaduje rostlinny druh, ktery bude vysoce tolerantni vii¢i kontaminaci, bude
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kumulovat toxickée latky v nadzemnich &4stech rostliny, bude mit rychly narust biomasy a
bude péstovatelny v rozmanitych biotopech. Studie se snazi vyuzivat metody genového
inZenyrstvi, napt. zvysene exprese genu pro tvorbu fytochelatinu a arseniCnanreduktaz. Presto
v n€kterych transgennich rostlinach zustala nizkd akumulaéni schopnost 1 pfes zvySenou
toleranci k As. Pro srovnani Trpathi et al. (2007) uvadéjyi piiklad pfirozeného
hyperakumulatoru Pteris vittata, ktery dokaze ukladat arsenitany v listech v koncentracich 10
az 30krat vyssSich, nez jsou koncentrace v suﬁstrétu, kde roste. P. vittata roste relativné rychle
ve svém piirozeneém prostiedi, tedy za vySSi teploty a vlhkosti v okoli, ale Sifeni této rostliny
do jinych podminek je problematické. Pokud by se podarilo urcit dalgi podobn€ druhy,
vyrazné by se zvySila pravdépodobnost, kdy pujde pouzit pfirodni hyperakumulatory pro
fytoremediace. Metodami genoveho inZenyrstvi se vedci pokousi alternativni cestou zavést
znaky hyperakumulatori 1 do jinych rostlinnych druhii. AvSak stale zbyva objasnit a vyvinout
takové molekularni nastroje, kter¢ zcela odhali mechanismy procesu, které probihaji v
rostlinach jako je zminiovana P. vittata. (Tripathi et al., 2007).

Pathare et al. (2013) ve studii hodnotili pusobeni arsenu na metabolické pochody dvou rizné
citlivych forem brukve (Brassica juncea). Pro nadobovy pokus pouzili dvé formy rostliny —
citlivou a tolerantni, a p€stovali je na kontaminované pudé arsenem a kontrolni variantu na
pisku. Sklizen se odehrala sedmy a patnacty den. Studie hodnotila rizné metabolity a enzymy
metabolismu C, N, S a kyselinu y-aminomaselnou (GABA). GABA je aminokyselina, kterou
rostliny vytvafi v reakci na rizny abioticky stres a hromadi ji v rostlinnych pletivech.
Substratem pro tvorbu této kyseliny je glutamﬁt. U cithvé formy rostliny byly pii sklizni
sedmy den zjsStény vysSSi koncentrace As a vyrazné€ stouply stresové faktory — tvorba
superoxidovych radikald, malondialdehydu, odumirani bun€k, nez ve srovnavané tolerantni
formé. V tolerantni formeé se ale objevilo vice peroxidu vodiku. MnoZstvi GABA a aktivita
glutamatdekarboxylazy stouply v kotfenech i vyhoncich tolerantni formy rostliny. MnoZstvi
fumaratu a sukcinatu bylo zachovano v kofenech a vyhoncich tolerantni formy, u citlivé
pouze ve vyhoncich. Prokazatelna byla 1 zmé€na metabolismu sirani a dusi¢nani a
aminokyselin. Nicmén€ po 15 dnech bylo mnoZstvi kumulovaného As shodné u obou
pcstovanych variant, stejn€ jako se zvysilo mnoZstvi GABA, dusi¢nanii, a sirant v kofenech i
vyhoncich (s vyjimkou siranu u citlivé formy). Studie tedy doklad4, Ze reakce metabolismu C,
N, S se lisi v odrudé a jsou 1 Casoveé zavislé. Pozorovatelné byly rozdily v néartistu biomasy,

tolerantni forma byla vétsi a nevykazovala redukci délky vyhonk( a kofenii jako varianta
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citliva.

Jine studie, zminéné¢ u Pathare et al. (2013) dokladaji, Zze As plsobi u kliici rostliny
(Brassica juncea) naruSeni metabolismu adeninu a pyridinu. Dale As narusi asimilaci dusiku
a zpusobi zmény v metabolismu esencidlnich i neesencidlnich aminokyselin. Dobfe znamy je
také vliv na metabolismus siry. Slouceniny siry (glutathion a fytochelaty) jsou velmi potfebné
pro detoxikaci nejen pro navazani As(III), ale také pfi tvorb€ ROS, coz jsou jiZz vySe

zminovene reaktivni formy kysliku, které také se uplatiiuji pfi detoxikaci As.

3.3 Vyuzivani sekvencni extrakce a vyhodnocovani IR spekter

Sekvenéni extrakce je bézn€ pétikrokovy proces, ktery poskytuje pouze zakladni
informace o rozmisténi prvkl a funk¢nich skupin na organickych slou¢eninach.
Pavlikova et al. (2005) tento proces vylepsili pfidanim dvou dalSich krokii. Doslo k pfidani
butanolové frakce mezi puvodni ethylacetatovou a methalovou a dale k piidani vodné frakce
po methanolovovodné. Izolované frakce byly charakterizovany pomoci analyzy IR spekter.
Popis IR spekter se vyuziva zeymena pro kvalitativni analyzu, tedy pro ur€eni typu funkcnich
skupin ve zkoumaném vzorku. Pro identifikaci je nutna tabulka vino¢tt charakteristickych
vibraci a v neposledni fadé také ptedchozi znalosti. Né&které funkéni skupiny jsou
charakterizovany nékolika absorb&nimi pasy, jiné pouze jednim. Pro uréeni dané funkéni
skupiny je tfeba vyhledat vSechny absorblni pasy, které funkéni skupinu uréuji. Mély by
korespondovat nejen hodnoty vlnoétd, ale i intenzity absorbCénich past. Hodnota intenzity
absorbCnich past miZe byt ale ovlivnéna mnoZstvim funkénich skupin ve zkoumaném
vzorku.
Lipofilni slozky s malym obsahem Cd, Cu a Zn byly separovany v prvnich dvou frakcich.
Slozky s vySSim obsahem As (11,5 —:12,8% celkového obsahu) byly extrahovany v druhé
frakci. Tyto dvé frakce tvotily nejmenSi podil ze vSech izolovanych frakci. Ve tfeti a &tvrté
frakci byly izolovany nizkomolekuldrni latky sekundarniho metabolismu a polami lipidy.
Vysokomolekularni latky (pfedevSim polypeptidy a bilkoviny) byly separovany v paté a Sesté
frakci. Pfidani vodné frakce bylo casteCné pouzito i pro oddéleni latek, které maji
prokazatelny dopad na mnozstvi stopovych prvkl. V methanolové frakci byla izolovéana
vétSina As (35,5 — 38,8% celkového mnozstvi), Cu (45,0 — 51,6%) a Zn (39,8 — 47,2%). Dalsi
frakce obsahovala (po provedeni kyselé hydrolyzy) polarni latky a vét§inu Cd. Posledni frakce
obsahovala neextrahovatelné zbytky (polysacharidy, proteiny).
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Narozdil od jinych pokusu studie ‘Pavlikova et al. (2005) se snazili separovat skupinu
makromolekularnich latek, ¢asto specifickych proteinu nebo polypeptidu, které vazou stopové
prkvy (fytochelatiny, methalothyoneiny) nebo i1zolovat a nasledné identifikovat specifické
latky, které rostlina tvori jako reakci na stres (napf. peroxidasy, glutamatkinasy apod.).

Ur€eni téchto latek muZe pomoci rozsifit znalosti o rostlinném metabolismu.

Pavlikova et al. (2005) ve své studi1 uvadéji, Ze proces sekventni extrakce byl provadén i
diive za pouziti jinych extrakénich rozp0u§tédel. Pavlikova et al. (2005) popsali separaci a
izolaci nizkomolekularnich latek v zavislosti na jejich polarité, pak nasledovala extrakce
makromolekularnich latek. Ve sve studi1 uvadéi nasledujici popis IR spekter. Petroletherova
t¢to frakce byly volné steroly a estery mastnych kyselin (glyceridy) a uhlovodiky (a-
spinasterol, cholesterol, 7-dehydrostigmasterol, stigmasterol, stigmanol, coZ jsou rostlinné
hormony identifikované v listech Spenatu). Celkové mnoZstvi sterolll stoupa se stoupajici
koncentraci kadmia v rostliné. Zmény koncentraci steroli v rostliné ovliviiuji polaritu a
propustnost membran bunc€k. Na zakladé hodnoceni IR spekter muzeme piedpokladat, ze
mnozstvi soli mastnych kyselin a fosforu a slou€enin arsenu vazanych na nepolarni
fostolipidy a arsenolipidy je male.

Druh4 frakce (ethylacetitova) obsahovala v&t$i mnozstvi arsenu (11,5 — 12,8 %) ve srovnani s
jinymi1 prvky. Z IR spektra je patrne, Ze jsou ve frakci pfitomné lipidové latky a produkty
sekudarnich metabolismu rostliny (steroly a mastné kyseliny vdzané na fosfolipidy, napf.
fosfocholin, monogalaktolipidy, digalaktolipidy). Absorb¢ni pas kolem 1515 cm™ dokazuje
pfitomnost aromatickych sloucenin (flavonoidy, kyselina fenylpropanova a jeji estery,
kyselina kumarova). V oblasti 1659 cm™ byla nalezena kombinace keton — fytoekdysteroid
(napf. 20-hydroxyekdyson). Ve druhé frakci nalezneme rozdily mezi variantou
kontaminovanou a kontrolni. Rozdily jsou v oblastech absorb&nich pasi 1719 cm™, 2924 cm
a 2852 cm’. Vysvétlenim mize byt rozdilna velikost nasycenych a nenasycenych mastnych
kyselin.

Butanolova frakce v tomto extran¢nim postupu odd€li slozky, které byly v pivodnim procesu
separovany do methanolové frakce. MnoZstvi této frakce je prokazatelné vEtsi a tim stoup4 i
mnozstvi stopovych prvku v této frakci (z pivodnich 7,4 % na 15,5 %). V této frakci se
oddeélily aromaticke latky (kyselina fenylpropanova vazana na glukosu, kyselina vinna a jeji

soli, tflavonoidni glykosidy). Nékteré ze siln€ji vazanych latek, které se neoddélily ve druhé
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frakci, se oddélily nyni. Absorb<ni pés 1631 — 1730 cm™ dokazuje pfitomnost étyf riznych
karbonylu z rozdilnych kyselin a také pfitomnost kyselin z citratového cyklu. Stopové prvky
se zde mohou vazat na karboxylove skupiny v pritomnych kyselinach. Opét muzeme sledovat
rozdily u kontaminovan¢ varianty Spenatu a varianty kontrolni. V kontrolni varianté je
absorb&ni pas 1631 — 1730 cm™ slabsi a méné diferencovany nez u varianty kontaminované.
Dalsi vyrazny rozdil je v oblasti 990 — 1170 cm™. Toto spektrum je siln&jSi u varianty
kontrolni. Vysledky ukazuji, Ze prvky a organické slouCeniny obsazene v aplikovanych kalech
ovlivilyji latky extrahovan€ ze Spenatu v této frakci. Toto je dalSi dukaz dulezitosti této
pridane frakce.

Methanolova frakce je nejvetsi frakci pro ob€ varianty (kontaminovana i kontrolni). Vé&tSina
arsenu, medi 1 zinku byla ur€ena prave v této frakci. AbsorbCni pasy jsou vyrazné v oblastech
1608 a 1404 cm' a odpovidaji solim riznych kyselin. Intenzita je vy$$i u varianty
kontaminované. V této frakci byly nalezeny napf. kyselina jantarova, jableCna nebo meso-
vinna. V této frakci také najdeme kyseliny, které tvoii specialni chelatacni Cinidla pro Fe™,
Cu*. Stopové prvky se mohou vézat pravé na tyto kyseliny, na jejich karboxylové skupiny,
coZ dokazuji IR spektra. Absorbéni pas ze vzorku kontrolni varianty v oblasti 1170 cm™
koresponduje s aromatickymi slou¢eninami.

Dale nasleduje frakce methanolvodna. MnoZstvi této frakce je vyrazné véti u kontaminované
varianty, mnoZstvi Cd, Cu a Zn jsou prokazateln¢ v&tSi. MnoZstvi arsenu az tak zvySené
nebylo. IR spektra v této frakci dokazuji polypeptidy a bilkoviny. Mezi polypeptidy patii 1
kalmodulin, vyznamny pii metabolismu vapniku, a kalsequestrin, coZ je polypeptid s vysokou
kapacitou a nizkou afinitou k vapenatym kationtiim. Proto mulZe kalsequestrin hrat
vyznamnou roli pf1 vazb€ stopovych prvki. V této frakci mohou byt extrahovany hife
rozpustne soli kyselin, napf. Stavelany. Stejné jako u predchozi frakce, i zde se intenzita
absorbCnich pasu zvysuje pii kontaminaci.

Dalsi frakci je vodna frakce. U kontaminované varianty Spenatu se v této frakci zvysil obsah
vSech stopovych prvka. Nejvetsi nartist je pozorovan u Cd. Toto jen potvrdilo potiebu pfidat
vodnou frakci do puvodni pétikrokové sekventni extrakce. Dale se ve vodné frakci
extrahovaly pektiny, proteiny, kyselina fytova, piestoZe n¢které z t€chto latek se extrahovaly
jiz do frakce methanolvodné. V IR spektrech této frakce se objevily velké rozdily u varianty
kontaminované a kontrolni. Dilezitymi sloZkami této frakce jsou stopové prvky vazané na

methallothionein. Intenzita absorbCnich pasi v oblastech 1634 - 1685 cm™ a 3270 cm se
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vyrazn€ zvySuje u kontaminované T{farianty. Takze tato frakce obsahuje vysoké mnoZstvi
pektinu, fytinu a kyseliny fytove.

Mezi poslednimi dv€ma frakcemi nebyly rozdily mezi variantami pfili§ patrmé. Piedosledni

frakce je methanol + voda + HCl a posledni frakce jsou neextrahovatekné zbytky. V
predposledni frakci bylo nalezeno nejvice Cd, vyznamné bylo 1 mnoZstvi Zn.

V posledni frakci byly zjiStény nizké koncentrace vSech prvkt a mnoZstvi stopovych prvki
byla nizsi v biomase Spenatu péstovaném na kontaminované pude (Pavlikova et al., 2005).
Pouziti sekvenCni analyzy rostlinné biomasy vedlo k lepSim vysledkim z hlediska
obsazenych stopovych prvkl a metabolitl, na které maji stopové prvky vliv. Tato metoda
pomaha popsat vztah mezi stopovymi prvky a biosyntézou stresovych metaboliti.

Sekvencni extrakce byla pouzita 1 ve studii Pavlik et al. (2004). Tento postup odhalil rozdilna
mnozstvi prvku v jednotlivych frakcich. Petroletherova a acetatova frakce obsahovaly
nejmensi mnoZstvi prvku, kterymi se tato studie zabyvala (Cd, Cu, Pb, As). IR spektra ukazala
v petroletherové frakci pouze dlouh¢ uhlikaté fetézce a malé mnoZstvi esteri mastnych
kyselin. V ethylacetatove frakci pak byly pfitomné nasycené a nenasycené mastné kyseliny. V
butanolové frakci pak bylo pfitomno vétsi mnozstvi Cd (3,9% z celkového mnozstvi).
Piedpoklada se vazba tohoto prvku na karboxylovou funkéni skupinu Kkyseliny
fenylpropanové. V ethylacetitové a butanolové frakci se nachazely také polyacetylenové
slouCeniny, coZ jsou typické produkty sekunddrniho metabolismu L. carthamoides. Tyto
slouCeniny souvisi se stresovym metabolismem rostliny. Methanolovd frakce obsahovala
zejmena Kyseliny a volné aminokyseliny a nejvétsi mnoZstvi zkoumanych prvki. Bylo zde
sice jen malé mnozstvi As, Cd a Pb, ale velké mnozstvi Cu. To je pravdépodobné zapfi¢inéno
vlivem vazby Cu na karboxylovou skupinu kyselin.

V prvnich étyfech frakcich byly izolovany i 1éCivé latky, kviili kterym se rostlina L.
carthamoides vyuziva. Zbyle frakce pak obsahovaly nejveétsi mnoZstvi zdravi Skodlivych
prvku. Sekvenéni extrakce poskytuje informace o navazani zdravi Skodlivych prvka na hlavni
funkéni skupiny sloucenin, na enzymy, oligopeptidy, polypeptidy a proteiny (Pavlik et al.,
2004).

V dfive provadéném pokusu se Spenatem (Pavlikova et al., 2001) byla ve stejnym frakcich

1zolovana mensi mnozstvi Cd a Zn.
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3.4 Moznosti hodnoceni ziskaﬁfrch obsahu z mérenych prvku

Jak vyplyva z publikaci o sekvencni extrakci rostlinného materialu (Pavlik et al., 2004;
Pavlikova et al., 2002; Pavlikova et al., 2005), existuji tfi moZnosti hodnoceni ziskanych
obsahu z méfenych prvkua. Tyto hodnoty lze pak charakterizovat jako mnoZstvi analyzovaného
kovu na frakci nebo na frakci v pfepo€tu na suSinu a nebo na erstvou hmotu, resp. tyto
hodnoty pievést na %, jak bylo vétSinou v téchto pracich vyjadfovano (Pavlik et al., 2004;
Pavlikova et al., 2002; Pavlikova et al., 2005).

Moznost €islo I je vyjadfeni obsahu z méfeného prvku v 1 mg izolované frakce. Tento
piepocet bude vyuzZit pro studium korelaci mezi vybranymi prvky. Metabolom, resp. obsah
vSech slou€enin nachazejicich se v rostling, se méni v souvislosti s ontogenetickou fazi dané
rostliny a je zavisly na pusobeni abiotickych a biotickych faktor.

Obsah prvku v jednotlivych frakcich souvisi se zmé&€nou metabolismu rostliny. Je proto pfima
souvislost zmény stresoveho metabolismu, které se odrdazi piimo v obsahu obsaZenych
rostlinnych latek a prvku na n€ navazané.

Moznost Cislo II je pfepolet obsahu prvkili na 1 g suSiny pro izolované frakce. Obsah
vybranych sloucenin izolovanych v jednotlivych frakcich se méni rizn€. Zaroven se méni i
pomer hmotnosti t€chto frakci mezi sebou v souvislosti s ontogenetickou fazi, a to nezavisle
na pﬁsobeni’ pfijatych prvkl. Jde pf‘edévéim o ty slouceniny, které zésadné nesouvisi s
rezistenci a toleranci rostliny k zvySenému pfijmu (v naSem ptipad¢) arsenu. Tyto
fyziologické zmény jsou dilezité pro rostlinu v souvislosti se zachovanim rostlinného druhu -
tvorba semen. Tyto zmény rostlinného metabolismu jsou zaroven jest€é modifikovany
stresovym metabolismem, ktery je indukovan jak biotickymi faktory tak abiotickymi faktory
vCetné studovancho vlivu arsenu.

Moznost Cislo III je pfepocet obsahu prvkl ve studované frakci na vynos rostliny - Cerstvé
biomasy. Vynos rostliny lze rozd€lit podle polarity obsaZenych sloufenin do néami
1zolovanych frakci, a tak 1ze sledovat vyznamnost dané frakce v souvislosti s obsahem daného
prvku v ni obsaZeného. VIiv stuptiovanych davek arsenu méni akumulaci t&chto
syntetizovanych sloucenin vetn€ regulace obsahu vody v rostlinach. Tento zptisob pfepoctu
pak zahrnuje celkové vyznamné zmény v obsahu zastoupeni organickych a anorganickych
slouCenin v rostlindch vlivem stupiiovanych davek arsenu. Stupfiované davky arsenu se
promitaji proto jak do celkového vynosu rostliny, ktery je tvofen vodou a slouCeninami

obsaZzenymi v izolovanych frakcich, tak prvkd na né vazanych.
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Proto v metodice vyuzijeme I. -pi"epgétu, protoZze budeme moci sledovat vztah jednotlivych
prvki obsazenych v dané frakci, které jsou modifikovany vlivem stupriovanych davek arsenu.
Praveé tento pfepoCet pomuiZe ukazat, zda specifické slouCeniny obsaZené v konkrétni frakci,

jenz vazou studovane prvky pomoci vypoc€itanych korelaci, spolu souvisi.
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4  Metodika
4.1 Nadobovy pokus — vypéstovani Spenatu

Dle prace (Pavlikova et al., 2005) byl zaloZen nadobovy pokus se Spenatem (Spinacia
oleracea L.). Spenat byl zvolen zamémé diky své vyznamné schopnosti kumulovat stopové
prvky a kratké dob€ rustu. Zemina byla pied vysetim Spenatu kontaminovana arsenem v
podob€ Na,HAsO4 x 7TH,0O. Jako zemina pro tento pokus byla pouZita modalni ¢ernozem.
Podil organického uhliku v zeminé, jeji pH a kationtovou vyménou kapacitu udava tabulka v
pfilohach (Tab. 11).
Pokus zahrnoval 4 varianty a kazda z nich méla 3 opakovani. Prvni varianta pokusu byla
kontrolni, bez kontaminace. Druh4 varianta Asl byla kontaminovana davkou 50 ppm. T¥eti
varianta As2 byla kontaminovéna davkou 100 ppm. Ctvrta varianta As3 byla kontaminovéna
davkou 150 ppm.

Cerstva biomasa $penatu byla vyuzita pro sekvencni extrakci.

4.2 Sekvencni extrakce

Postup extrakce vychazi z publikace Pavlik et al. (2010). Sekven¢ni extrakce byla
provedena v Ustavu experimentalni botaniky AV CR.

Jednotlivé frakce z rostlinného materidlu byly izolovany dle nasledujiciho bodové

strukturovaneho postupu:

1. Uprava vzorku: Homogenizace + odvéaZeni

2.1. Extrakce methanolem (MeOH): 11 x 50 ml, ultrazvukovano 40 minut

2.2. Odparovani extraktu k vytrepani: Odpateno na 1/100 objemu a rozpusténo v 150

ml MeOH a 100 ml H,O §

2.3. 1. Vytrepavajici systém: Vyf%épévéni rozpusténeho extraktu. Presnéji jde o extrakei
kapaliny (MeOH + voda (3:2)) kapalinou (petrolether)

2.3.1.  Zakladni vytrepavani: 12 x 50 petroletherem - ziskény dvé frakce a) petroletherova
tfrakce Pe/fla a b) vodn€ methanolova frakce VM/fla (pro zdavérecné spojeni)

2.3.2. Odparovani frakce - VM/fla: Odpafeno na 1/10 objemu, zakoncentrovanim je
odstranén MeOH

2.3.3. Odparovani frakce - Pe/fla: Zakoncentrovano na 150 ml
2.3.4. Zpétné vytrepani Pe/fla: 2 x 20 ml a 1 x 30 ml MeOH + H,0 (1:1) - ziskény dvé

frakce a) petroletherova frakce - Pe/fbl (pro zdvérecné spojent) a b) vodné metanolova
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2.3.5.

2.6.1.1

2.6.1.2

2.3.6.

2.4.

2.5.

2.5.1.

2.5.2.

2.5.3.
2.5.4.

2.5.5.

2.6.2.1.

2.6.2.2.

2.6.3.1.

frakce - VM/f1b

Zavéreéné zpeé€tné vytrepani VM/flb: Ziskana frakce po zpé€tném vytiepani
VM/f1b se vytfepala 1 x 50 ml a 1 x 30 ml petroletherem - ziskdny dvé frakce a)
petroletherova frakce - Pe/f2 (pro zdvéreéné spojeni) a b) vodné methanolova frakce
VM/flc (pro zavérecné spojeni)

Uprava petroletherové frakce = I frakce: Spojeni frakce Pe/fbl + Pe/f2 a
odpareni do sucha, zvaZeni frakce, odvaZeni vzorkd k analyze a priprava vzorku k
analyze podle typu analyzy.

Analyza 1. frakce: HPLC (analyza volnych a konjugovanych sterolil, predevsim B-
sitosterolu), IR (metabolomicka analyza), ICP (stanoveni prvki)

Uprava vodné MeOH frakei - VM/f1: Spojeni frakci VM/fla + VM/flc a odpaifeno
na 1/ 10 objemu.

Rozpusténi frakei - VM/f1: Rozpusténo pomoci ultrazvuk v 150 ml vodu a s 30 ml
BuOH

2. Vytrepavajici systém: Vytiepavani rozpusténé frakce mezi vodu a butanol.
Pfesné€ji jde o extrakci kapaliny (voda) kapalinou (butanol = BuOH)

Zakladni vytrepavani: 8 x 30 BuOH - ziskany dvé frakce a) BuOH frakce - B/fla a
b) vodna frakce - V/fla (pro zavérecné spojeni) ' |
Odparovani frakce V/fla: Odpateno na 1/10 objemu - zakoncentrovani
Odparovani frakce - B/fla: Zakoncentrovano na 150 ml

Zpétné vytrepani B/fla: 2 x 20 ml a 1 x 30 ml H,O - ziskany dvé frakce a) BuOH
frakce B/fbl (pro zavérecné spojeni) a b) vodna frakce V/f1b

Zavéreiné zpétné vytirepani V/f1b: Ziskana frakce po zp&tném vytiepani V/f1b se
vytrepala 1 x 50 ml a 1 x 30 ml BuOH - ziskény dv¢ frakce @) BuOH frakce - B/f2
(pro zdvérecné spojeni) a b) vodna frakce V/flc (pro zdvérecné spojeni)

Uprava 1. BuOH frakce = IL. frakce: Spojeni frakci B/fbl + B/f2 a odpateni do
sucha, zvazZeni frakce, odvéZeni vzorki k analyze a pfiprava vzorku k analyze podle
typu analyzy.

Analyza 1l. frakce: HPLC (ekdysteroidy), IR (metabolomicki analyza), ICP
(stanoveni prvku)

Uprava 1. vodné frakce = I1I. frakce: Spojeni frakce V/fla + VM/fIc a odpaieno

do sucha, zvazeni frakce, odvaZeni vzorkl k analyze a pfiprava vzorku k analyze
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2.6.3.2.

3.1.
3.2.

3.3.

3.3.1.

3.3.2.

3.3.3.

3.3.4.

3.3.5.

3.6.1.1.

3.6.1.2.

3.6.2.1.

3.6.2.2.

4.1.

4.2.

podle typu analyzy.

Analyza III. frakce: GC-MS (analyza volnych a vazanych aminokyselin), IR
(metabolomicka analyza), ICP (stanoveni prvki)

Extrakce MeOH + H;O (1:1): 15 x 50 ml, ultrazvukovano 40 minut

Odparovani extraktu k vytrepani: Odpaieno na 1/300 objemu a rozpusténo v 40
ml BuOH a 200 ml H,O

2. Vytirepavajici systém: Vyﬁ‘epéva',ﬁi rozpusténceho extraktu. Presnéji jde o extrakci
kapaliny (voda) kapalinou (butanol - BuOH)

Zakladni vytrepavani: 8 x 30 ml BuOH - ziskany dv¢ frakce a) BuOH frakce -
B/fla a b) vodna frakce - V/fla (pro zavérecné spojeni)

Odparovani frakce V/fla: Odpateno na 1/10 objemu, zakoncentrovani
Odparovani frakce - B/fla: Zakoncentrovano na 150 ml

Zpétne vytrepani B/fla: 2 x 20 ml a 1 x 30 ml H,O - ziskany dvé frakce a) BuOH
frakce B/fbl (pro zavérecné spojeni) a b) vodna frakce V/f1b

Zavérecné zpétné vytrepani V/f1b: Ziskana frakce po zpétném vytfepani V/f1b se
vytfepala 1 x 50 ml a 1 x 30 ml BuOH - ziskany dv¢ frakce a) BuOH frakce - B/f2
(pro zdvérecné spojeni) a b) vodna frakce V/flc (pro zavérecné spojeni)

Uprava 2. BuOH frakce = IV frakce: Spojeni frakci B/fb1 + B/f2 a odpateni do
sucha, zvazeni frakce, odvaZeni vzorku k analyze a pfiprava vzorku k analyze podle
typu analyzy.

Analyza IV. frakce: HPLC (ekdysteroidy), IR (metabolomicka analyza), ICP
(stanoveni prvku)

Uprava 2. vodné frakce = ¥ frakce: Spojeni frakce V/fla + VM/flc a odpateno do
sucha, zvaZeni frakce, odvaZeni vzorki k analyze a pfiprava vzorku k analyze podle
typu analyzy.

Analyza V. frakce: GC-MS (analyza vazanych aminokyselin), IR (metabolomicka
analyza), ICP (stanoveni prvki)

Extrakce H,O pri 25-30°C: 15 x 50 ml, ultrazvukovano 2x30 minut a 30 minut
pauza '

Uprava 3. H;O frakce pii 25-30°C = VI frakce: Frakce je odpafena do sucha,
zvazena a po odvazeni vzorkl k analyze jsou pfipraveny vzorky k analyze podle

typu analyzy.
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4.6.

S5.1.

5.2.

5.6.

6.1.

6.2.1.

0.2.2.

6.3.

6.3.1.

6.3.2.

6.3.3.

6.3.4.

6.3.5.

Analyza VI. frakce: GC-MS (analyza vazanych aminokyselin), IR (metabolomicka
analyza), ICP (stanoveni prvkl)

Extrakce H,O pri 90-95°C: Systém postupné extrakce H,O. Vzorky se extrahuji
postupné pf1 nasledujicich podminkach; 90-95°C, ultrazvukovano 30 minut s 50 ml a
10 minut vafeno pf1 100°C, pak nechano 20 minut nad lazni a nakonec 90-95°C
ultrazvukovano 30 minut vzorek. Cely systém byl opakovan 3 krat. Nakonec byl
vzorek extrahovan 50 ml H,O pfii 90'-95°C ultrazvukovan 30 minut. Zbyla voda byla
ze vzorku odstranéna vyplachnutim vzorku s 50 ml MeOH.

Uprava 4. H,O frakce pii 90-95°C = VIIL frakce: Frakce je odpafena do sucha,
zvazena a po odvazeni vzorku k analyze jsou pripraveny vzorky k analyze podle
typu analyzy.
Analyza VIL GC-MS (analyza
(metabolomicka analyza), ICP (stanoveni prvkil)

Extrakce MeOH+H;O+HCI (493:493:14): 5 dnu 1x 100 ml, 60 dnti 20 x 50 ml

frakce: vazanych aminokyselin), IR

Odparovani extraktu: Do manipulacni batkky s 150 ml extraktu, kam se prubézné
slivaji jednotlivé izolované extrakty bylo pifidano 5 ml BuOH a pribézné€ je zde
odparovano po kazdych 150 ml roztoku skoro na 1/50, opét pfidat 2 ml BuOH a 5
ml MeOH a odpafit skoro do sucha. Po kazdém piidani 3 x po 5 ml MeOH vzdy
odparit do sucha. Tim se zbavime zbytkoveé HCl a pH bude neutralni.

Odparovani extraktu, prendSeni a skladovani pro vytrepavami: Vzorek se
prubézné z manipulacni banky po odstranéni HCI pfenasel po rozpusténi do zasobni
banky, kde byl op€t odparen. Po ukoneni extrakce byla frakce rozpust€na v 40 ml
BuOH a 200 ml H,O

2. Vytrepavayjici systém: Vytiepavani rozpusténého extraktu. Presnéji jde o extrakci
kapaliny (voda) kapalinou (butanol - BuOH)

Zakladni vytrepavani: 8 x 30 ml BuOH - ziskiany dvé frakce a) BuOH frakce -
B/fla a b) vodna frakce - V/fla (pro zavéreéné spojeni)

Odparovani frakce V/fla: Odpaieno na 1/10 objemu, zakoncentrovani
Odparovani frakee - B/fla: Zakoncentrovano na 150 ml

Zpétné vytrepani B/fla: 2 x 20 ml a 1 x 30 ml H,O - ziskany dvé frakce a) BuOH
frakce B/fbl (pro zdvérecné spojeni) a b) vodna frakce V/f1b

Zavéreéné zpétné vytrepani V/f1b: Ziskana frakce po zp€tném vytiepani V/f1b se
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6.6.1.1.

0.6.1.2.

0.0.2.1.

6.6.2.
7.1.

7.6.

vyttepala 1l x 50ml a1l x 30 ml BuOH - ziskany dvé frakce a) BuOH frakce - B/f2
(pro zdvérecné spojent) a b) vodna frakce V/flc (pro zavéreéné spojeni)

Uprava 3. BuOH frakce = VIIL frakce: Spojeni frakei B/fbl + B/f2 a odpateni do
sucha, zvazeni frakce, odvazeni vzorkl k analyze a ptiprava vzorku k analyze podle
typu analyzy.

Analyza VIII. frakce: HPLC (? flavonoidy), IR (metabolomicka analyza), ICP

(stanoveni prvku)

Uprava 5. vodné frakce = IX. frakce: Spojeni frakce V/fla + VM/fIc a odpaieno

do sucha, zvazeni frakce, odvaZeni vzorku k analyze a priprava vzorku k analyze
podle typu analyzy.

Analyza IX. frakce: GC-MS (analyza vazanych aminokyselin), IR (metabolomicka
analyza), ICP (stanoveni prvkl)

Izolace a uprava extrakénich zbytku = X frakce: Kvantitativni prevedeni na
Petrnho misky a v suSarn€ vysuSeno do sucha pfi 40°C do konstantni hmotnosti.

Analyza X. frakce: IR (metabolomicka analyza), ICP (stanoveni prvki)

4.3 Jednotlivé analyzy

V jednotlivych frakcich byl po rozkladu ve smési oxida¢nich plynd (O,+O;+NO,) v

piistroji Apion (Tessek, CR) stanoven obsah As a vybranych prvku (ICP-OES, (Varian

VistaPro, Australie)). Stanoveni byla provedena na Katedfe agro-environmentalni chemie a

vyzivy rostlin CZU v Praze pod vedenim prof. Ing. Jifiny Szakové, CSc. Obsahy

analyzovanych prvku ve vysledcich jsou vyjadieny jako obsah zméfeného prvku v 1 mg

1zolované frakce. Izolované frakce byly charakterizovany pomoci IR analyzy. Analyza IR

spekter byla provedena v Ustavu organické chemie a biochemie AV CR Ing. Sofiou

Vasickovou, CSc.
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5  Vysledky
5.1 Analyza prvkiu a vyskytu sloucenin v jednotlivych frakecich

Sledovali jsme, zda zvysSeni arsenu dodan¢ho do pudy muze ovlivnit obsah analyzovanych

prvku v danych frakcich rostlinn€é biomasy v souvislosti se zménou obsahu arsenu v

analyzovanych frakcich a v souvislosti s riznou dobou odbéru.
PfepoCet obsahu z meéfencho prvku v 1 mg i1zolovane frakce je ukazan v nasledujicich
tabulkach 1 - 9 u jednotlivych frakeci.
IR spektra analyzovanych frakci jsou uvedena pomoci jejich charakteristickych spekter. Ta
slouzi k velmi strucne charakterizaci slouCenin izolovanych v téchto frakcich.
Vlastni analyza se sklada z 10 frakci, jak je patrno ze schematického zndzornéni, viz. ptilohy
(obr. 1). Z diivodu zvySeni UCinnosti byly zafazeny navic vodné frakce ve srovnani s jinymi
studiemi.
1. frakce

I. frakce je petroletherova frakce z methanolového extraktu. Tato frakce obsahovala
neymeéné polarni slouCeniny lipofilniho charakteru. Obsah prvku je uveden v tabulce 1. Této
frakci odpovida IR spektrum, obr. 2. V této frakci se nachazelo nejvétsi mnozstvi As ve
srovnani s ostatnimi. V prvni frakci lze pozorovat nejvyznamnéijsi korelace u vlivu obsahu
vapniku na obsah fosforu, vapniku na hoi€ik, fosforu na hor€ik (a opa¢né), zinku na fosfor a
fosforu na Zelezo. V této frakci je nutno zminit i vliv obsahu arsenu na obsahu vapniku a

zeleza na obsah fosforu. Korelace jsou doloZeny vypoltem koeficientu determinace (piilohy,

graf 1 —22).
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Sp07As1/a/I (5/1
po (5/1) 0,220 | 0,010 | 0,002 | 0241 | 0,024 | 0,004 | 0,017 | 0332 | 0,613

Sp07As2/21(6/1) | MeOH
0341 | 0016 | 0,064 | 0376 | 0,038 | 0,007 | 0042 | 1,533 | 1,264
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Tabulka ] Petroletherova ﬁakce Z methanoloveho extmktu
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2. frakce
[I. frakce je butanolova z methanolového extraktu. Druha frakce je polarné;si.

Obsahuje slou€eniny lipofilni 1 slou€eniny sekundarniho metabolismu rostliny, coZ doklada IR
spektrum na obrazku 3 (pfilohy obr. 3). Diive byly v této frakci stanoveny ekdysteroidy.
Zmény mnoZstvi jednotlivych sledovanych prvki uvadi tabulka 2. V této frakci pfi prvnim
odbéru muzeme sledovat zejména narist mnoZzstvi Zeleza pii srovnani varianty kontrolni a
variant kontaminovanych. Dale se V)'rznamné' méni mnoZstvi vapniku. Zelezo i vépnik jsou
pro rostlinu esencialnimi kovy, které se vyskytuji pouze v dvojmocné forme. Mezi vyznamné
korelace v této frakci patfi vliv obsahu zinku na obsah arsenu, vliv Zeleza na arsen, médi na

zinek a arsenu na vapnik. Korelace jsou doloZeny vypoctem koeficinetu determinace (ptilohy,

graf 23 - 42).

Oznacéeni vzorku Frakce

SW7K/a/M (1/2) | 1.BuOH |

0,280 | 0,108 | 0,003 | 0,062 | 0,858 [ 0,386

Sp07As1/a/I1 (5/2)

/ 0,137 | 0,000 | 0,011 | 0446 | 0,088 | 0,002 | 0,068 | 0,595 | 0428
Sp07As2/a/1l (6/2) | MeOH | |
0,172 | 0,002 | 0015 | 0,746 | 0,097 | 0,001 | 0,065 | 1,335 | 0,640

Sp07As3/a/1 (4/2)

0,025 | 0,004 | 0,006 | 1,058 0,001 | 0,049
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3. frakce
III. frakce je prvni vodna frakce z methanolového extraktu.

Tato vodna frakce obsahuje jiZz polarni lipofilni slouCeniny, fadu organickych rostlinnych
kyselin a jejich rozpustnych soli. V této frakci byly jiz dfive stanoveny nékteré vybrané
aminokyseliny. Této frakci odpovida IR spektrum obrazek 4, viz. prilohy. Tato frakce patii
mezi Vétéi. Z tabulky 3 je patmé zvySeni obsahu témef vSech sledovanych prvkd.
Nejvyraznéji je narust vidét u Cd, Fe, Ca a Mg. Vyznamné korelace sledujeme u vlivu obsahu
zeleza na obsah arsenu, dale u vlivu arsenu na vapnik a médi na zinek. Tabulka byla sestavena

pomoci grafu 43 — 64.
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Oznaéeni vzorku Frakce Cd-.:|. Cu: |.Fe - &

Sp07K/a/H (1/3) 1.HO

0,015 | 0,002 | 0,021 | 0,201 | 0,108 | 0,017 | 0,260 | 0,177 | 3,184

Sp07As1/a/I (5/3)

/ 0,021 | 0,004 | 0,025 | 0383 | 0,061 | 0011 | 0209 | 0272 | 3,144

Sp07As2/a/I (6/3) | MeOH

0,010 { 0,003 | 0,011 | 0,213 | 0,071 | 0,005 | 0,141 | 0221 | 3,332

Sp07As3/a/lll (4/3)
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1abulka 3: Prvni vodna frakce z methanolového extraktu

4. frakce

IV. frakce je druha butanolova frakce z extraktu methanol — voda.
Ctvrta frakce obsahuje polarni hydrofébni sloudeniny. Jde predevsim o analogy ekdysteroidi,
resp. jejich konjugaty. Tato frakce byla tak mala, Ze nebyla viibec analyzovana na obsah
prvku. Jedna se o velmi specifickou frakci. IR spektra této frakce jsou nia Obr. 5.

S. frakce
V. frakce je druha vodna frakce z extraktu methanol — voda.

V této frakci jsou zbylé mén€ rozpustné organické kyseliny a jejich soli, které maji velmi
nizkou rozpustnost v alkoholech. Zaroveni byly do této frakce izolovany oligopeptidy a
polarni glykosidy skladajici se z nckolika oligosacharidu a flavonoidniho aglykonu. Zmény
obsahu sledovanych prvka vidime v tébulce 4. IR spektra pak na obrazku pod &islem 6, viz.
prilohy. V této frakci se ve srovnani s ostatnimi uvolnilo nejvét$i mnozstvi hoi¢iku. U Caa P
muzeme pozorovat vyrazny nartist mnozstvi v kontaminovanych variantich Asl a As2. Pro
tuto frakci je vyznamné mnoZstvi hoi¢iku. Vyznamné korelace jsou u vlivu obsahu médi na
obsah zinku (a opacn¢), dale ve vztahu fosfor — zinek, fosfor — vapnik (a opa¢né), hoicik —

arsen, horCik — fosfor a také vliv obsahu arsenu na obsah hoif¢iku. Tabulka byla sestavena

pomoci grafli 65 — 86.
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Oznaceni vzorku

Frakce

Fe -

Sp07K/a/V (1/5)

2.HO

1,433

2,189

Frora o

Sp07As1/a/V (5/5)

1,593

4,517

Sp07As2/a/V (6/5)

MeOH+

1,399

4,478

Sp07As3/a/V (4/5)

H,0

0,039

0,004 |
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6. frakce

Tabulka 4: Druhd vodna frakc

e z extrak

tu methanol - voda

V1. frakce je treti vodny extrakt, extrakce probchla pri teploté 25 — 30 °C.

Do sSeste¢ frakce se 1zoluji predevSim polypeptidy, enzymy a n€které malo rozpustné soli

organickych kyselin (napf. soli kyseliny mukyneové a j¢ji analogy), IR spektrum obr. 7.

Zaroven jsou zde rozpuStény n€které ze soli kyseliny oxalove, které nebyly 1zolovany do

predchozich frakci (frakce III, V), jak vyplyva z chemickych tabulek (Weast, 1964). SloZeni
doklada tabulka 5. V této frakci se vyrazn¢ méni mnozstvi Fe, P, Ca, Mg, Cu. V Sesté frakci

sledujeme vyznamné korelace u dvojic zinek — arsen (a opacn¢), Zelezo — arsen (a opacné),

zinek —meéd’ (a opacné), vapnik — hoicik. Tabulka byla sestavena pomoci grafii 87 — 108.

Oznaceni vzorku

Sp07K/a/VI (1/6)

Sp07As1/a/VI (5/6)

Sp07As2/a/VI (6/6)

Sp07As3/a/VI (4/6)

Tabulka 5: T¥eti vodny extra

kt
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7. frakce
VII. frakce je Ctvrty vodny extrakt, extrakce prob&hla pfi teploté vyssi nez 90 °C.

Do sedmé frakce byly izolovany n&které zbylé proteiny a pektiny, IR spektrum, obr. 8 . Z
tabulky 6 vyplyvaji zmé€ny v mnoZstvi As, kterého v této frakci pfibyva mezi jednotlivymi
variantami pokusu. Dale se u varianty Asl a As2 vyrazné€ zvy$i mnoZstvi Cd, P, Ca a Mg. V
teto frakci je dominantni obsah vapniku. Nartist Zn, Ca, Mg lze pozorovat vyznamné u
druhého odbéru. Vyznamné korelace v této frakci sledujeme u vlivu obsahu vapniku na obsah
hociku (a opa¢né€), u vlivu Zeleza na obsah arsenu, u vlivu arsenu na obsah vapniku a dale i

v F

vliv arsenu na obsah hoic¢iku. Tabulka byla sestavena pomoci grafti 109 — 130.

.................

Oznaéeni vzorku Frakce Cdii[ Cui| C Fed i

Sp7KavVI(/7) | 4HO | | |
- 0,009 | 0,006 | 0020 | 0,777 | 0,025 | 0,013 | 0,161 | 14673 | 2,186

Sp07As1/a/VIL(5/7) | 90-95°C
0,017 | 0,030 | 0,049 | 0,702 | 1,500 | 0,016 | 0,296 | 43,815 | 8346

Sp07As2/a/VII (6/7)
0,024 | 0,045 | 0,048 | 1,326 | 2472 | 0,014 | 0211 | 37,510 | 6,677

Sp07As3/a/VII (4/7)

8. frakce

VIII. frakce je tfeti butanolova frakce z extraktu methanol — voda — kyselina
chlorovodikova. -
Osma frakce obsahuje kyseliny fenylpropanového metabolismu a jejich soli, resp. estery
kyselin. Jedna se o malou frakei.
Osma 1 devata frakce obsahuji neextrahovatelné sloueniny, které jsou pevné vazany
chemickymi vazbami na cytoskelet buiiky. Jedna se zejména o vazby esterové, glykosidické a
proteinove. Nejprve byla provedena hydrolyza té€chto vazeb, jak vyplyva z metodiky.
Hydrolyzou byla ziskana velice bohata smés slouéenin, hydrofilnich i hydrofébnich. Proto
bylo pfistoupeno k roztfepani mezi butanol a vodu. Slou€eniny byly rozd€leny dle specifické

polarity na vodn¢ a butanolové frakce. Nehydrolyzované sloudeniny byly obsaZeny ve frakci
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X. Frakci VIII charakterizuji IR spéktra obr. 9 a tabulka 7. U Cd, Cu, Fe, P a Ca miZeme
sledovat vyrazny narust u varianty Asl a As2. Tato frakce je nejbohat$i na vyznamné korelace
mezil prvky. Sledujeme zde ovlivnéni mezi arsenem — fosforem (a opalné€), arsenem —
vapnikem, arsenem — Zelezem, arsenem — zinkem (a opaén€), fosforem — vapnikem (a
opacn¢), fosforem — Zelezem, fosforem — zinkem (a opaln¢€), vapnikem — hofcikem (a

opacn€), medi — zinkem (a opacne). Tabulka byla sestavena pomoci grafii 131 — 153.

Oznaceni vzorku Frakce

Sp07K/a/VIIL(1/8) | 3. BuOH

0,037 | 0,042 | 0,153 | 1,264 | 1,812 | 0,030 [ 0,086 | 0,979 | 0,085

Sp07As1/a/VIIL (5/8) /
0,083 | 0,081 | 0,623 | 2,448 | 3,181 | 0,038 | 0461 | 3,814 | 0,171

Sp07As2/a/VII (6/8) | MeOH+
0,115 | 0,083 | 0,553 | 2,142 | 5296 | 0,084 | 0,507 | 19,439 | 0,656

Sp07As3/a/VII (4/8) | H,O+HCI

nol — voda — kyselina chlorovodikova

9. frakce
IX. frakce je patd vodna frakce z extraktu methanol — voda — kyselina chlorovodikova.

Tato trakce obsahuje prfedevSim vysokomolekuldrni latky, jako jsou proteiny, glykoproteiny,
resp. cukernaté frakgmenty, IR spektra obr. 10. Tyto latky byly extrahovany po hydrolyze.
Zmeny v obsahu sledovanych prvku doklada tabulka 8. Tato frakce patii mezi vetsi frakce. V
této frakci lze zaznamenat druhé nejmensi mnoZsvti As, nejveétsi mnozstvi Ca a vyrazny
pokles obsahu Mg a Fe pii srovnani varianty kontrolni a variant kontaminovanych. Vyznamné&
se¢ meni 1 mnozstvi P. Devata frakce disponuje vyznamnymi korelacemi mezi arsenem -

fostorem, arsenem — vapnikem, vapnikem — fosforem. Tabulka byla sestavena pomoci grafii

154 - 175.
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Oznaceni vzorku

Frakce

Sp07K/a/IX (1/9)

5.H,0/

0,005

cu

0,030

0,355

Sp07As1/a/IX (5/9)

/

0,007

0,032

0,378

Sp07As2/a/1X (6/9)

MeOH+

0,011

0,017

Sp07As3/a/1X (4/9)

H,O+HCI
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Tabulka 28 Pata vodna frakce z extrakm methanol voda

10. frakce

kysel ina chlo-r;;);odzkavdnu

X. frakce jsou extrakéni zbytky, jak je patrné 1 z IR spektra obr. 11. MnoZstvi sledovanych

prvku doklads tabulka 9. Pfi srovnani jednotlivych frakci se praveé v této vyskytuji nejmensi

mnozstvi sledovanych prvku. Na vyznamné korelace mezi prvky je tato frakce pomérné

bohata. Je zde patrny vliv obsahu arsenu na obsah fosforu (a opacn¢), arsenu na obsah

vapniku (a opacne), arsenu na obsah hoi€iku (a opacné), fosforu na vapnik, fosforu na horéik

(a opacn€). Tabulka byla sestavena pomoci grafti 176 — 196.

Oznaceni vzorku

Sp07K/a/X (1/10)

Sp07As1/a/X (5/10)

0,002

0,002

Sp07As2/a/X (6/10)

0,002

Sp07As3/a/X (4/10)

7As2/hfx (sfw)

Tabulka 9 Extrakcm zbytky
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5.2 Shrnuti vysledku obsahu Uprvkﬁ v izolovanych frakcich ve vztahu

jejich moznym korelacim

5.2.1 Korelace obsahu analyzovanych prvki vyskytujicich se v izolovanych frakcich

k

Korelace jsou uvedeny v tabulce €. 10. Tabulka byla sestavena z grafii, které jsou soudasti

priloh (grat 1 — 196). Z grafii byly pouZity koeficienty determinace, pomoci kterych jsou

nasledné hodnoceny korelace mezi jednotlivymi prvky.

Frakce I |Frakce Il |Frakce Ill |Frakce V |Frakce VI \Frakce VII\Frakce VIlllFrakce IX |Frakce X

AsxP | 0098 0293 0293 @ o014 o721 o028 0983 03856 0,983

AsxCa | 0724 0,796 079| 0184 053 0853 0928 0983 0,785
AsxMg | 0079 0584 058 0887 044 077 0575 0027 0,966
AsxFe | 0518 049y 049 0283 0807 o000 09 o016 0235

As x Zn

Pxds | 0124 olld o112l  o13 0038 0194 096 0704 0,928

PxCa | 01371 0428  0428] 0959 0579 008 0929 0905 0856

PxMg | 095 0393 0393 0313 0355 001§ 053] 039 0,922

Px Fe

Pxzn | 0625 0213 05971 098 016 0040 0943 — 0279 0381

Caxds | 0761 0409 0409 0198 0156 008 06671 0637 0,794

Mgxds | 0149 0544 054 0878 050 o0o0od 0609 0230 0929
Fe x As

Znxds | 0092 09311 026  068] 0928 0234 0961 o014 045

CaxP | 0981 045] 0453 0929 061 0723  0,785] 0,914 0717

 MexP | 08| o049 0449 0,778 0118 055 0675 058 0974
FexP | o7y o0y oo o1 ong o061 o056 02 013
( CaxMg | 0952] 02311 0231] 0104 0,756 0973 0862 0375 0624
Mg x Ca
Cux Zn

ZnxCu | 0092 048 0486 0858 0944 0679 0987 o721 054

labulka 10 — srovnani korelaci (Cervené jsou vyznacené korelace nejméné vyznamné, modie
Jsou oznaceny st¥edné vyznamné zavislosti, cerné nejvyznamnéjsi)

5.2.1.1 Korelace P, As, Ca a Mg

Z chemicko — fyzikalnich vlastnosti a z umisténi v periodické soustavé prvki vyplyva,

7

fostor a arsen se mohou ve slouceninach vyskytovat ve stejnych oxida¢nich &islech. Jak jiz

bylo uvedeno, fosfor preferuje vyskyt ve stavu P(V) a arsen As(III). Tento podstatny rozdil

spolu s vyraznym rozdilem obsahu t&€chto prvkd v ptidé€ je pfi€inou odlisnosti obsahu As a P

vazanych do organickych slou€enin v izolovanych prvnich péti frakcich a sedmé frakce. Proto

byly As a P z vySe uvedenych vlastnosti a vysledki (viz. tabulka 1 — 9) vzaty do sledovéni

jejich korelaci.
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Tabulka 10 ukazuje na jedné strané také miru shody metabolismu fosforu a arsenu a na druhé
stran€ ukazuje, jak souvisi s metabolismem vapniku a hofciku. PfestoZe ma vapnik a hoicik
shodny oxidacni stav +II, 118i se elektronegativitou a atomovym polomérem. Tyto dvé odliSné
vlastnosti mohou determinovat jejich obsah (Ca, Mg) a zasadn€ odliSit 1 vazby s organickymi
kyselinami a to 1 v souvislosti s obsahem fosforu a arsenu. Z tabulky 10 je patmé, Ze obsah
vapniku ovliviiuje obsah hoi€iku 1 fosforu v rostlin€. Ve frakci VII byly pomoci IR spekter
detekovany nékter¢ proteiny a pektiny, pi"iéel:ni z literatury je patré, Ze prave pektiny jsou

bohaté na fosfor a vapnik.

5.2.1.2 Korelace kovovych prvku (Fe, Cu a Zn) navzajem

Zaroven prvky jako zelezo, meéd’ a zinek jsou vybrany k vypoctim korelaci, protoZe tyto
prvky souvisi pres aktivitu enzymu, kde jsou vyznamnymi kofaktory, s oxidaénim stresem a
se stresovym metabolismem rostliny. Vyznamna zavislost u té€chto kovovych prvka by méla
byt vidéna proto pfedevsim ve frakci VI a VIII. Z hlediska vzajemného ovliviiovani Fe, Cu a
Zn se zda byt nejvyznamné;Si frakce VIIL. Pro zavislosti kovovych prvku (zelezo, zinek, méd)
je zejmena vyznamna frakce VI. Je zde moZna souvislost s faktem, Ze do této frakce se izoluji

1 enzymy €1 soli kyseliny oxalove.

5.2.1.3 Korelace FeaZns P a As

Dalsi korelace, na které byla zaméfena pozornost, byly korelaci mezi arsenem a Zelezem.
Zelezo je piirozenou soudasti antioxida&nich enzymu (napf. cytochrom P450) a tyto enzymy
rostlina nutné potifebuje pii kontaktu s arsenem, ktery jak jiZ bylo vySe uvedeno pusobi
oxidacni stres. Tuto vyznamnou korelaci (As — Fe) nalezneme ve frakcich VI, VIII.

Zinek se tak€¢ vyznamn€ podili na odolnosti rostliny proti stresu, nebot' je dilezitym
kotaktorem enzymu dismutdzy. Ve frakcich VI a VIII si miZeme vS§imnout vlivu obsahu

arsenu na obsah zinku v rostliné.

Mnozstvi zminénych kovu (Fe, Zn) je ovlivn€no i mnoZstvim pfitomného fosforu, jak doklada

korelace ve frakcich I, V, VIII.
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6 Diskuze

Z, poznatku nékterych studii (Patra et al., 2004; Shri et al., 2009; Upadhyay, 2014;
Verbruggen et al., 2009; a dalSich), které¢ byly pouZity pro sepsani této prace, je patrné, zZe
rostlina odpovida na kontaminaci pudy arsenem (nebo tézkymi kovy) riznym zpusobem.
Zpusob reakce dane rostliny zavisi na rostlinném druhu, mife kontaminace, vlastnostech pudy
a dalSich faktorech.

Jednim z ukolu této prace bylo odpovedét, zda stuiovana kontaminace pudy arsenem ovlivni
obsah fosforu a Zeleza v rosthiné. Dale pak, zda sekven¢ni extrakce rostlinn€ biomasy potvrdi
vliv stupnované davky arsenu na metabolismus rostlin.

Z. citovanych studii je patmeé, Ze souvislost mezi arsenem kontaminovanou pudou a zménou
metabolickych pochodu v rostlin€ byla ovéfovana jiZ v minulosti (Gunes et al., 2009; Pathare
et al., 2013; Pavlik et al., 2004; Pavlikova et al., 2002; Shri et al., 2009).

Pro nalezeni odpovédi byly vyuZity metody sekvenCni extrakce rostlinné biomasy, dale
metody analyzy prvku a analyza IR spekter jednotlivych ziskanych frakci.

Jako rostlinny material byl zvolen Spenat diky optimalnim vlastnostem pro tento pokus
(rychly rust, velka kumulace latek z kontaminované pldy).

Sekvencni extrakce meéla vice kroku, nez kolik bylo pouzito v jinych studiich, napf. Pavlikova
et al. (2002; 2004; 2005), aby se dosihlo co mozna nejlepSiho rozdéleni jednotlivych
slouenin mezi pouzita rozpoustédla na zaklad¢ polarity téchto latek.

Celkové tedy bylo extrahovano deset frakci, z nichz ¢tvrta (butanolova z methanolvodného
extraktu) byla tak mal4, Ze nebyla viibec analyzovana na obsah prvka.

Podle naméfenych hodnot byla nejvétsi frakei frakce X (extrakeni zbytky), déle pak frakce IX
(pata vodna frakce z extraktu methanol + voda + HCI) a III (prvni vodnd frakce z
methanolového extraktu). Nejmensi pak byla frakce I (petroletherova frakce z methanolového
extraktu) a VIII (tfeti butanolova frakce z extraktu methanol + voda + HCI). Tyto vysledky se
neshoduji s témi, které ve své studii publikovali Pavlikova et al. (2005).

V ramci sekvencni extrakce bylo nutné vyfesit i problém neextrahovatelnych sloucenin, které
byly pevnymi chemickymi vazbami (zejména esterovymi, glykosidickymi a proteinovymi)
vazany na cytoskelet bunky. Pro slou€eniny z frakce VIII, IX bylo tedy nejdiive nutné pouzit
hydrolyzu, pomoci které se podafilo ziskat velmi bohatou smés hydrofilnich i hydrofébnich
slouCenin. Tyto slouCeniny byly nasledn€ rozd€leny mezi butanol a vodu, coZ na rozdil od

pfedchozich studii opét zvysilo efektivitu celé analyzy. Pouze nehydrolyzované sloudeniny
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byly pak soucasti posledni frakce.

Nejvetsi mnozstvi arsenu bylo zachyceno v prvni frakci (petroletherové z methanolového
extraktu). Toto je odliSny zav€r od studie Pavlikova et al. (2005), kde nejvétsi mnoZstvi
arsenu obsahovala druha frakce (ethylacetatova). V této praci byla jako druha frakce pouZita
butanolova frakce.

Jednotlive frakce pak byly popsany pomoci IR spekter a byla v nich provedena analyza prvkd.
Dulezité bylo zvolit vhodny postup pii hodnc;ceni ziskanych obsahtl jednotlivych prvki, aby
bylo mozZné nésledné tato data pouZit pro urCeni vzijemné miry zavislosti obsahu
studovanych prvki. Byla pouZzita metoda vyjadieni obsahu méfeného prvku v 1 mg izolované
frakce.

Prace se zamerila na prvky, které hraji kliCovou roli v metabolickych pochodech rostlin. Jedna
se nasledujici prvky.

Fostor — prvek nezbytny pro zékladni metabolické déje v rostliné. Hraje daleZitou roli pfi
synteze ATP a dalSich makroergickych latek a pii oxidativni fosforylaci (Richter, 2004).
Zelezo — je jako i dal¥i kovy (Zn, Cu) soudasti antioxidacnich enzymu, které rostlina vyuziva
praveé pfl vyrovnani se s abiotickym stresem, ktery byva zplisobeny kontaminaci pidy
(Richter, 2004).

Vépnik — ovliviiuje propustnost membran rostlinych bunk, kde je vazan zejména na pektiny,
dokaze neutralizovat nckteré kyseliny, ¢imZ ma i detoxikaéni vliv, a v neposledni fadé&
ovliviiuje 1 aktvitu né€kterych rostlinnych enzymu jako jsou napf. kataldza &i nitratreduktaza
(Richter, 2004).

HoiCik — je vyznamny pfedevSim svou roli v chlorofylu, kde je centralnim atomem a je zde
chelatov€é navazidn v porfyrinovém jadfe. Dale je aktivatorem nékterych enzymd
(dehydrogenazy, dekarboxylazy) a ma-:pozitivni vliv na syntézu bilkovin. N&které studie
dokazuji, Ze sniZzené mnoZstvi hoféiku v rostliné vede k vétSimu vyskytu volnych
aminokyselin (Richter, 2004).

Zinek — podobn€ jako Zelezo je soudasti antioxidaénich enzymi, vyzamné& se podili na
fotosyntetickych d&jich, kde je soucasti fady enzymi. Tento kov je zapojeny do metabolismu
bilkovin, nukleovych kyselin i cukrli. Ve vysSich koncetracich m4 ale i negativni vliv, nebot’
brani rostlinAm v pfijmu Zeleza a fosforu (Richter, 2004).

Znstené vysledky byly zpracovany pomoci SY bodovych grafi a poté statisticky

vyhodnoceny pomoci koeficientu determinace.
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Z posouzeni korelaci 1ze potvrdit shodu metabolismu arsenu a fosforu a shodu metabolismu
arsenu a Zeleza. Tato zavislost byla dokazana i pfedchozimi studiemi, jak dokladaji reSerSe v
uvodu teto prace (Shri et al., 2009; Upadhyay, 2014; Gunes et al., 2009).

Z tabulek, ktere uvadi vSechny sledovan¢ korelace, je patrné, Ze se nejedna o zavislost
linearni. Toto lze obtizné€ posoudit 1 proto, Ze se pii sekvenctni extrakci v jednotlivych frakcich
uvolnwi razn€ polarni smési, ktereé obsahuji rozdilné latky rostlinného metabolismu. Nicméné
rozborem udaju ve vyhodnocovanych tabulkach lze potvrdit, Ze v latkach uvoliiovanych do
jednothivych frakeci byly zkoumané prvky a zmeény jejich obsahil souvisely se zménou miry
kontaminace pudy arsenem.

Soudek et al. (2006) zminuje ve své praci ruzné studie, které dokladaji, Ze interakce mezi
arsenem a fostorem neni vzdy i1denticka. Zalezi na podminkach péstovani a typu rostliny.
Verbruggen et al. (2009) ve své studii upozomuji na chemicko-fyzikalni podobnost arsenu a
kadmia a na jejich mozny vliv na esencialni prvky jako je zinek a fosfor.

V této praci se podatilo pomoci korelaci potvrdit souvislost mezi arsenem, zinkem a fosforem.
Ve frakcich VIII, IX, X s1 muZeme vSimnout, Ze obsah arsenu ovliviiuje v rostlin€ obsah
fosforu. Dale ve frakcich VI a VIII vidime zavislost arsenu a zinku.

Rovnéz Tripathi et al. (2012); Patra et al. (2004) uvadéji, Ze pfijaty arsen ovliviluje
metabolismus fosforu v rostling, tedy d&je jako je syntéza ATP ¢&i fosforylace a bunééné
dychani.

Jak je uvedeno vySe, vliv arsenu na fosfor je v rostlinach potvrzen korelacemi téméf ve viech
frakcich, nejvyznamnéji ovSem ve frakcich VIII, IX, X. Potvrzena je i korelace opacna, tzn.
pfipad, kdy obsah fosforu ovliviiuje obsah arsenu v rostlin€. Tato korelace je nejvyznamné;jsi
ve frakci VIII a X. Tuto interakci zkoumali ve své studii Gunes et al. (2009) na rostlinach
clzrny. |

Upadhyay (2014) ve své studii zmifiuje, Ze t€Zzké kovy, ale i polokov jako je arsen, jsou
limitujicim faktorem pro rist rostlin. V této praci jsou registrovany korelace mezi arsenem a
tosforem, arsenem a vapnikem, arsenem a hoféikem, arsenem a Zelezem, arsenem a zinkem.
Ze znalosti o zakladnich metabolickych pochodech v rostlinach je patmé, Ze arsen bude tedy
ovlivilovat dulezité déje, nebot’ napt. hoiCik je centrdlnim atomem v chlorofylu, Zelezo a
zinek jsou kofaktorem n€kterych enzymau.

Je tedy zfeymé, Ze kontaminace plidy arsenem ovlivni obsah fosforu a Zeleza v rostling.

44



Cilem prace bylo potvrdit miru vlivu arsenu, kterym je ptida kontaminovand, na obsah
fosforu, Zeleza a dalSich prvku hrajicich vyznamnou roli v rostling.
Z naméfenych hodnot, které jsou v podobé€ grafii jako piiloha této prace, je zfejmé, Ze rizné
davky arsenu maji rizny vliv na metabolické dé&je v rostlinach. Protoze sekventni extrakce
rozde€li slouceniny do frakci podle jejich polarity, v kazdé frakci jsou obsaZeny rtizné typy
slouCenin.
Nejvice arsenu se vyskytovalo v prvni frakci. NejvysSich hmotnosti dosahovaly frakce I11, IX
a X. Naopak Ctvrtd frakce méla hmotnost nejmenSi a nemohla byt ani analyzovéana. Dalsi
frakce s velmi nizkou hmotnosti byla frakce VIII.
Potvrdit muzeme miru ovlivnéni arsenem u vybraného prvku. Stupfiovana davka arsenu
ovlivnila metabolismus Zeleza a fosforu v rostlin€, coZ miZzeme pozorovat na analyzovanych
slouceninach, kter¢ se objevovaly v jednotlivych frakcich, a pomoci korelaci mezi prvky.
SekvenCni extrakce je metoda, kterd velmi dobfe dokazuje, jak kontaminace pidy muZe

ovlivnit metabolicke déje v rostlinach.
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9  Samostatné prilohy )

Obr. 1, grafické schéma postupu izolace frakci (Pavlik et al.)

Uprava vzorku homo gemz ace a odvazem

y’ o 1. (petrolether) a
Odpareni 2. vytiepavaci
Extrakce MeOH 11x 50 ml. - extraktu gy (bUtanol - BuOH) g Uprava frakei
- naulrazvukupo 40 min. k vytfepavani systém | k analyzim
Analyza 1. (petfo]etherova) Analyza II. (1. BuOH) - Analyza 111. (1. H20)
frakce: HPLC (steroly), IR .. frakce: HPLC - frakce: GC-MS .
metabolomickd analyza (MbA) (ekdysteroidy), IR (MbA) (aminokyseliny), IR (MbA)
aICP (stanoveniprvku) 2 ICP (stanoveni prvkd) - 5 JCP (stanoveni prvki)
Odpareni -
Extrakce Me0H+H20 15% 50 ml > extraktu - > 2 vytrepavaa _, Uprava frakei
na ulrazvuku po 40 min. k vytrepavam (BuOH) systtm  ~ k analyzdm
Analyza IV. (2. BuOH) frakce: HPLC Analyza V. (2. H20) frakce GC-MS
(ekdysteroidy), IR (MbA) 5 ‘(aminokyseliny), IR (MbA) o
. a ICP (stanovenl prvki) g a ICP (stanoveni prvku)

Extrakee ulrazvukem 2x 30 min.: HZO 25-30°C 15X 50 m] e—t— ﬁpra?a frakce k analyzam -

v

Analyza VI (3 20) frakce GC-MS (aminokyseliny), IR analyza a ICP (stanovem prvku)

fExtrakce HZO prl 90-95°C cyklus =(2x 50 m] 30 min. ultrazv., mezi

: -p— Uprava f rakce k analyzam
‘tim vafit v 50 ml 10 min., pak nechat 20 min. extrah.) cely cyklus 3x

f; po 3 cyklech extrahovat 50 ml H20 pii 90 95°C po 30 min. S ’

:-:Anal)’fza VIL. _(4. H20) frakee: GC-MS (aminokyséii-ny-),- IR (MbA) a ICP (stanovenil prvku) :

» S | . Odparovam HCl /A
Extrakce MeOH+H;O-+HC1 S dni - ‘extraktu a uprava __ 2. vytrepavam - Uprava f rakcl
1x 100 ml, pak 60 dnt 20x 50 m] k vytrepavam | - (BuOH) systém k analyzdm
Analyza VIII. (3. BuOH) fralfce: IR Analyza IX. (5. H,O) frakce: GC-MS
(MbA) aICP (stanoveni prvku) (aminokyseliny), IR (MbA) a ICP

(stanoveni prvku)

| Izolace extrakénich zbytku —» i]prava frakce k ana])?zﬁm

'

Analyza XI. (extrakéni zbytky) frakce: IR (MbA) a ICP (stanoveni prvki)

49



Tab. 11., charakteristika zeminy -poui:igté pro nadobovy pokus

Pidni . KVK
typ/subtyp pHxcr Corg. (o) (mmoly/kg)
(C‘g)rfn‘ﬁf;;ni 72403 3,1+ 0,7 225+ 19,5 |
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Obr. 2, IR spektrum — frakce I (Pavlik et al.)
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Obr. 3, IR spektrum — frakce II (Pavlik et al.)
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Obr. 4, IR spektrum — frakce III (Pavlik et al.)
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Obr. 5, IR spektrum — frakce IV {Pavlik et al.)
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Obr. 6, IR spektrum — frakce V (Pavlik et al.)

1-tLD JOQUUNUSABAA

} JO | abed
T m R venrs
mnl-l. A A

“ OLJ4EM, HZ:90:0L BO0/TLIOE ;
. CS/UAVDIZOYS | 1 R2SVAVA
... E— _ -

¢1661L MITIAYd

009 008 0001 0024
/- — 1
¢\ 3 2
a., 4 &)
' |
-~ el =
| A & * |13
b 2 | ®
- in M
AS
2 o
|
_ _ [ ]
009 008 0001 0021

SS XONIND3 ¥INUG

0ovi 0091 0081 0002 00%¢ 008¢ 00c¢e 009¢€

0] 48 009t 0081 0002 00¥2 0082 002Z¢ 009¢ 000P
R I R N R | | _ _ [ [ N
5 -
-
N h
@ & =
o Mo
_ X
| : = 3
. o
v N ¥ -
m <o
T
ll‘
o
B
> o
¥
?\ m
A&
3 2
2, 3
_ m Q
|
| _ y _ T T T
000V

[%] @auepiwsuelj

35



et
e

Obr. 7, IR spektrum — frakce VI(Pavlik et al.)
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Obr. 8, IR spektrum — frakce VII (Pavlik et al.)
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Obr. 9, IR spektrum — frakce VIII (Pavlik et al.)
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Obr. 10, IR spektrum — frakce IX (Pavlik et al.)
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Obr. 11, IR spektrum — frakce X-(Pavlik et al.)
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Korelace mezi prvky — frakce 1
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Graf 5: vliv obsahu arsenu na obsah
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Graf 11: viiv obsahu fosforu na obsah
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Graf 18: vliv obsahu hofc¢iku na obsah
vapniku, R2 = 0,4191
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Graf 104: vliv obsahu zinku na obsah
fosforu, R2 = 0,063
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Graf 105: viiv obsahu médi na obsah zinku,
R2=10,793
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Graf 106: viiv obsahu zinku na obsah médi,
R2 = 0,944

Graf 107: viiv obsahu vapniku na obsah
horciku, R2 = 0,756
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Graf 108: vliv obsahu horéiku na obsah
vapniku, R2 = 0,694
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Graf 109: vliv obsahu arsenu na obsah
fosforu, R2 = 0,28
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Graf 110: vliv obsahu fosforu na obsah
arsenu, R2 = 0,196
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Graf 113: vliv obsahu arsenu na obsah
horciku, R2 = 0,77
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Graf 111: vliv obsahu arsenu na obsah
vapniku, R2 = 0,853
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Graf 112: vliv obsahu vdpniku na obsah
arsenu, R2 = 0,08

Graf 114: viiv obsahu horciku na obsah
arsenu, R2 = (0,006
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Graf 115: vliv obsahu arsenu na obsah
Zelezo, R2 = 0,008

¢

L 2
\ & 2

80



),03

,03 .

),02

),02 |

D,01

),01

JIOO [ Iy [ T | ] 1 | —4
o5 06 0,7 08 09 10 11

12 13 14

Graf 116: vliv obsahu Zeleza na obsah
arsenu, R2 = 0,91
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Graf 119: vliv obsahu fosforu na obsah
vapniku, R2 = 0,081
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Graf 120: vliv obsahu vapniku na obsah
fosforu, R2 = 0,723
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iGraf 118: viiv obsahu zinku na obsah arsenu,
R2 =0,234
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Graf 121: vliv obsahu fosforu na obsah
horciku, R2 = 0,018
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Graf 122: viiv obsahu hofciku na obsah zinku, R2 = 0,049
fosforu, R2 = 0,358
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fosforu, R2 = 0,615
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Graf 131: vliv obsahu arsenu na obsah

fosforu, R2 = 0,983

Graf 129: vliv obsahu vapniku na obsah
horciku, R2 = 0,973
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Graf 132: vliv obsahu fosforu na obsah
arsenu, R2 = 0,96
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Graf 130: vliv obsahu hoFéiku na obsah
vapniku, R2 = 0,962
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Graf 133: vliv obsahu arsenu na obsah
vapniku, R2 = 0,928
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Graf 134: vliv obsahu vapniku na obsah
arsenu, R2 = 0,667
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Graf 135: vliv obsahu arsenu na obsah
hotciku, R2 = 0,575
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Graf 138: vliv obsahu Zeleza na obsah
arsenu, R2 = 0,662
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Graf 139: vliv obsahu arsenu na obsah

zinku, R2 = (0,982
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Graf 140: viiv obsahu zinku na obsah
arsenu, R2 = 0,961
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Graf 141: vliv obsahu fosforu na obsah
vapniku, R2 = 0,929
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Graf 142: vliv obsahu vdapniku na obsah
Jfosforu, R2 = 0,785

Graf 143: vliv obsahu fosforu na obsah
horciku, R2 = (0,536
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Graf 144: vliv obsahu horciku na obsah

fosforu, R2 = 0,675
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Graf 145: vliv obsahu fosforu na obsah
Zeleza, R2 = 0,972
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Graf 147: vliv obsahu Zeleza na obsah
fosforu, R2 = 0,563
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Graf 148: viiv obsahu fosforu na obsah
zinku, R2 = 0,943
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Graf 149: viiv obsahu zinku na obsah
Josforu, R2 = 0,909
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Graf 150: vliv obsahu médi na obsah zinku,

R2 =0,938
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Graf 151: vliv obsahu zinku na obsah médi,
R2 = 0,987
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Graf 152: vliv obsahu vapniku na obsah
horciku, R2 = 0,862
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Graf 153: vliv obsahu horctku na obsah
vapniku, R2 = 0,863
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Graf 154: vliv obsahu arsenu na obsah
- fosforu, R2 = 0,856
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Graf 156: vliv obsahu arsenu na obsah
vapniku, R2 = 0,983
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Graf 155: viiv obsahu fosforu na obsah
arsenu, R2 = 0,704

Graf 157: vliv obsahu vapniku na obsah
arsenu, R2 = 0,637
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Graf 158: vliv obsahu arsenu na obsah
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Graf 163: vliv obsahu zinku na obsah

Graf 160: vii
raf 160: viiv obsahu arsenu na obsah arsenu, R2 = 0.14

Zeleza, R2 = 0,162

),02 20,00 T - —— — :
,01 ]L ¢ | 00.00 *
D,01 & e 50,00 R .
’ :
0,01 0‘:
D,01 —I l 60,00
2
.01 ¢ ° 40,00
),00
20,00

D,00
0,00 ! | [ l [ | 1 T | 0,00 T 1 I I | 1 |

00 02 04 06 08 10 12 14 1€ 02 04 06 08 10 12 14 16 18 2(
Graf 161: viiv obsahu Zeleza na obsah Graf 164 viiv obsahu fosforu na obsah
arsenu, R2 = 0,134 vapniku, R2 = 0,905
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Graf 169: vliv obsahu Zeleza na obsah

Graf 166: vliv obsahu fosforu na obsah fosforu, R2 = 0,22
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Graf 171: vliv obsahu zinku na obsah
fosforu, R2 = 0,31
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Graf 172: vliv obsahu médi na obsah zinku,
R2=0521
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Graf 173: vliv obsahu zinku na obsah médi,
R2=0721
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Graf 174: vliv obsahu vapniku na obsah
hovcéiku, R2 = (0,375
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Graf 175: vliv obsahu horcéiku na obsah
vapniku, R2 = 0,375
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Graf 176: viiv obsahu arsenu na obsah

fosforu, R2 = 0,983
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Graf 177: vliv obsahu fosforu na obsah
arsenu, R2 = (0,928
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Graf 178: vliv obsahu arsenu na obsah
vapniku, R2 = 0,785
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Graf 179: vliv obsahu vdpniku na obsah
arsenu, R2 = 0,794
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Graf 180: vliv obsahu arsenu na obsah
horciku, R2 = 0,966
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Graf 181: vliv obsahu horciku na obsah

arsenu, R2 = (0,929
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Graf 182: viliv obsahu arsenu na obsah
Zeleza, R2 = 0,235
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Graf 183: vliv obsahu Zeleza na obsah
arsenu, R2 = 0,153
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Graf 186: vliv obsahu fosforu na obsah
vapniku, R2 = 0,856

04

0,00 J| | 1 ] I | L [ |
00 01 02 03 04 05 06 0,7 08§
Graf 187: vliv obsahu vapniku na obsah
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Graf 188: vliv obsahu fosforu na obsah
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Graf 189: vliv obsahu ho¥étku na obsah
fosforu, R2 = 0,974
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Graf 190: viiv obsahu fosforu na obsah
zeleza, R2 = 0,689
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Graf 191: viiv obsahu Zeleza na obsah
fosforu, R2 = 0,15
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LGraf 191: viliv obsahu fosforu na obsah
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Graf 192: vliv obsahu zinku na obsah
fosforu, R2 = 0,702
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Graf 193: viiv obsahu médi na obsah zinku,
R2=10563
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Graf 194: vliv obsahu zinku na obsah médi,
R2 = 0,54
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| Graf' 195: viiv obsa}?u vd:pm;kz’x na ;Jbsa}e
horctku, R2 = 0,624
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Graf 196: viliv obsahu hoféiku na obsah
vapniku, R2 = 0,645
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Seznam priloh
Obr. 1, grafické schéma postupu izolace frakci
Tab. 11, charakteristika zeminy pouZité pro nddobovy pokus

Obr. 2 —- 11, IR spektra

Graf 1 — 196, korelace mezi prvky
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