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Ekotoxicita latek uzivanych pri vyrobé pneumatik
Souhrn

Tato diplomova prace je zaméfena na zhodnoceni a porovnani rizik spojenych
s unikem vybranych surovin pro vyrobu pneumatik do ptidy. Pro testovani byly vybrany latky
typu 6PPD (antidegradant), praSkovy ZnO (aktivator) a retortové saze (plnidla).

Ke zhodnoceni fytotoxickych ucinkd cistych latek byl proveden test kli¢ivosti se
semeny fedkve set¢ (Raphanus sativus L. var. sativus) a vodnymi vyluhy latek o
koncentracich 0,1 %, 1 %, 5 %, 10 % a 0 % (kontrola s demineralizovanou vodou). Zadna ze
sledovanych latek identifikovédna jako prokazatelny inhibitor kliceni.

Pro zhodnoceni chronické ekotoxicity latek na lupinu bilou (Lupinus albus) a aktivitu
vybranych pudnich enzymi byly zaloZzeny nadobové pokusy. Byly pouzity 2 pidy (série
oznacen¢ lesni a ornd) liSici se svymi parametry. Pro kaZzdou pidni sérii a kazdou latku byly
vytvofeny varianty o koncentracich 0,1 a 0,01 a 0 % (celkem 2 x 7 variant). Po dobu 3 mésict
byla pravideln¢ sledovana aktivita padnich dehydrogenas, nitratreduktasy a kyselé fosfatasy.
Pudni dehydrogenasy projevily nejvétsi citlivost viici 6PPD o koncentraci 0,1 %, postupné
byly také pozorovany negativni G¢inky produktli degradace 6PPD. U vzorki ZnO byla
detekovana inhibice i aktivace enzymt. Pozorovana inhibice u sazi byla pravdépodobné
zpiisobena blokaci volného substratu navazanim castic. U nitratreduktasy byla pozorovana
nejvyssi odezva u ZnO 0,1 %, u niz teoreticky doSlo k umélé stabilizaci a nadprimérné
aktivaci enzymu. U série lesni pudy se negativni ucinky sazi a 6PPD projevily az béhem 3.
méfeni, u série orné béhem celého sledovaciho obdobi. Vysledky méteni aktivity kyselé
fosfatasy sveédci o jeji rezistenci vici vybranym kontaminantim.

U série lesni ptuidy byla pfirozené nizsi kli¢ivost lupiny bilé (Lupinus albus). Inhibice
byla zaznamenana u variant 6PPD 0,01 % a saze 0,01 %. K poklesu tvorby nadzemni biomasy
doslo u obou variant 6PPD a ZnO 0,1%, zatimco saze vyvolaly nadprimérnou elongaci
rostlin. U série orné plidy bylo kliceni zastaveno u varianty 6PPD 0,01 %. Rostliny u vzorka
Zn0O 0,1 % a saze 0,01 % vykazaly nejnizsi nartst. Pro ovéfeni vysledkd byly provedeny
dodatecné testy kliceni lupiny bilé na plidnich vyluzich série orné pidy. Byly detekovany
problémy s klicenim semen v obou kontrolnich provedenich (demineralizovana voda a
nekontaminovana ptda). Kli¢eni na padnich vyluzich bylo znatelné inhibovano pouze u
vzorkd kontaminovanych sazemi.

Klic¢ova slova: ekotoxicita, odpad, vyroba pneumatik, gumarenské suroviny



Ecotoxicity of substances using for tyres production

Summary

This diploma thesis is focused on the evaluation and comparison of risks connecting
with leakage of chosen rubber tire feedstocks into the soils. Substances chosen for testing
were 6PPD (antidegradant), powder ZnO (activator) and furnace carbon black (fillers).

Germination test with Raphanus sativus L. var. sativus seeds and leaches with
concentration 0.1 %, 1 %, 5 %, 10 % and 0 % (control with demineralised water) was made
for evaluation of phytotoxic effects of raw substances. None of substances was provable
identified as an inhibitor of germination.

Soil pot experiments were used to evaluate chronic ecotoxicity effects of substances
toward Lupinus albus as well as soil enzyme activities. Two soil series (termed as forest and
arable) with different parameters were used. For each soil series and substance were created
variants with concentration 0.1, 0.01 and 0 % (overall 2 x 7 variants). Activities of soil
dehydrogenases, nitrate reductase and acid fosfatase were measured periodically during 3
months. Dehydrogenases showed the most significant sensitivity to variant 6PPD 0.1 %,
adverse effects of 6PPD degradation products were gradually observed too. Contamination by
ZnO induced both inhibition and activation. In case of carbon black, detected inhibition was
probably induced by blocking of free substrate by linkage of particles. The most significant
response of nitrate reductase was detected at samples of ZnO 0.1 %. We can speculate
artificial stabilisation and activation of this enzyme. Negative effects of carbon black and
6PPD were confirmed during whole monitoring of arable soil series, for forest series this
effect was determined only in 3rd measurement. Activity of acid phosphatase showed
resistant. Naturally lower germination rate of Lupinus albus was found for forest soil. In
samples 6PPD 0.01 % and carbon black 0.01 % inhibitions of germination were observed.
Inhibition of plant growth was found in both variants of 6PPD and in ZnO 0.1 % whereas
carbon black induced elongation. In arable soil series germination was determined in variant
6PPD 0.01 % and the lowest growth ratio was detected at ZnO 0.1 % and carbon black 0.01
%. Germination test with Lupinus albus with leaches of arable soil samples was made for
verification of results. There were detected problems with seed germimation at both control
samples (demineralised water and uncontamined soil). Only in case of contamination by
carbon black germination inhibition was observed.

Keywords: ecotoxicity, waste, tyres production, rubber tire feedstocks
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1 Uvod

KaZzdodenni uzivani pneumatik lze bez nadsazky oznacit za jednu z charakteristik
moderni spole¢nosti. V roce 2013 bylo jen v Evropé¢ dle serveru statista.com vyrobeno
témer 4,7 milionu pneumatik a toto tempo produkce je viceméné udrzovano od roku 2005,
pricemz v celosvétovém meéfitku se majoritni vyrobci nachézi v zejména Japonsku a USA.
S rostouci globalizaci, zvySujicimi se pozadavky na zajisténi zemédélské a primyslové
vyroby a také na individualni mobilitu lze ptedpokladat udrzeni nebo rist soucasného
trendu jejich produkce.

Pneumatiky vSak mohou pfedstavovat environmentalni problém v kazdé etapé
svého zivotniho cyklu, ktery Ize posuzovat od vyroby a transportu gumarenskych surovin,
ptes jejich samotné uzivani, az po nakladani s pneumatikami s ukoncenou Zzivotnosti a
s vyrobnimi odpady. N¢které latky uzivané v gumarenském pramyslu vykazuji
prokazatelné negativni ucinky na lidské zdravi, coz tfadi gumadrensky priamysl mezi
rizikova odvétvi, dalsi suroviny obsahuji komponenty a pfimési nebezpecné pro Zivotni
prostiedi, zejména pro puidni a vodni ekosystémy. Vulkanizaci dochazi k pevnym vazbam
téchto latek v matrici pneumatiky, postupnou abrazi vSak dochazi k jejich uvolfiovani a
kontaminaci ptirodnich matric.

VétSina  vedeckych praci je zaméfena predevSim na hodnoceni jejich
toxikologickych aspektl, v ramci hodnoceni rizikovosti pracovniho prostiedi, zatimco
ekotoxikologicka hlediska stoji na pozadi nebo jsou limitovana nedostatkem relevantnich
informaci.

Tato diplomova prace vznikla ve spolupraci s panem Ing. Jifim Brejchou,
materidlovym vyvojaifem prazské pobocky spolecnosti Mitas a.s. Mitas a.s. (€len skupiny
Trelleborg), ptisobici v Ceské Republice od 30. let 20. stoleti, je vyznamnym evropskym
vyrobcem a distributorem zeméd¢lskych, motocyklovych a industridlnich pneumatik
uvadénych pod znackami Mitas, Cultor a Continental. Na Gizemi republiky Se vV soucasnosti
nachdzi 3 vyrobni zatizeni, a to v Praze, Zlin¢ a Otrokovicich.

Pro tucely této prace byly vybrany gumadrenské suroviny typu antidegradant,
aktivator a plniva, které se ptidavaji do kauCukovych smési a nasledné¢ podléhaji

vulkanizaci.



2 Cil prace a védecké hypotézy

Cilem této diplomové prace je analyzovat akutni a chronickou ekotoxicitu
vybranych latek uZivanych pii vyrobé pneumatik pii simulaci jejich tniku do zivotniho

prostiedi z vyrobnich zafizeni nebo pii transportu.

Védecké hypotézy:
1) Pfi uniku do pid s odliSnymi vlastnostmi (pidni druh, obsah organickych latek,
pH) vykazuji latky odlisné ekotoxické ucinky.

2) Stresové reakce rostlin se druhové lisi.



3 Literarni reserse

3.1 Vulkanizace kauc¢uku

Moderni vyrobni proces je nékolikastupiiovy a zahrnuje piipravu jednotlivych
polotovart, konfekci, lisovani, vulkanizaci a zavére¢nou kontrolu kvality (Macin a Zitek,
1985). Prim ve vyrob¢ zastupuje tvorba kaucukové smési, ktera je v dalsi etapé podrobena
vulkanizaci.

Kaucuk je latka polymerniho charakteru s termoplastickymi vlastnostmi, ktera
muze byt pivodem pfirodniho (kaucuk obsazeny v latexu) nebo syntetického (Duchacek a
Hrdlicka, 2009; Macin a Zitek, 1985). Mezi nejpouzivanéjsi syntetické kaucuky
s vSeobecnym vyuzitim je fazen butadien-styrenovy (SBR), butadienovy (BR),
karboxylovany SBR (XSBR) aj., které se vzijemné lisi fyzikdlné-mechanickymi
vlastnostmi (Duchaéek a Hrdlicka, 2009). Pfirodni kaucuk je nejdiive nutné upravit tzv.
plastikaci, pii niz dochazi intenzivnim hnétenim ke snizeni stfedni molekulové hmotnosti a
tim ke zvySeni zpracovatelnosti. V soucasné vyrobé vSak dominuji kaucuky syntetické,
které jsou dodavany jiz ve zpracovatelné formé (Duchacek a Hrdlicka, 2009).

Ke kaucuku je davkovana Siroka Skala funkénich aditiv, zahrnujici vulkanizacni
¢inidla, urychlovace a aktivatory, retardéry, zmeékcovadla, plnidla, antidegradanty,
pigmenty aj. (Macin a Zitek, 1985) a vyslednd smés je nasledn¢ michanim
homogenizovana na pozadovanou Urovenl (Duchéacek a Hrdlicka, 2009). Kaucukova smés
je vulkanizovana a tlakové zpracovana ve vulkaniza¢nim lisu (Macin a Zitek, 1985).

Zakladnim principem vulkanizace je realizace chemické reakce, pfi niZ dochézi za
ucasti Cinidla, nejcastéji elementarni siry, a puasobeni zvySeného tlaku a teploty
k transformaci linearnich ¢i rozvétvenych vazeb mezi kaucukovymi uhlovodiky na
struktury sitované, resp. pficné. Sitovana struktura umoznuje material vystavit silnym
mechanickym deformacim bez ireverzibilnich nasledk. Vysledny produkt se nazyva
vulkanizat, ktery ma oproti surovému kaucuku vys$si pevnost, odolnost a nizsi rozpustnost

(Duchécek a Hrdlicka, 2009).

3.2 Charakteristika vybranych latek

3.2.1 6PPD a jeho vyznam vV gumarenské vyrobé

6PPD, resp. N-(1, 3-dimethylbutyl)-N’-fenyl-1,4-fenylendiamin (CAS 793-24-8), je

komeréné vyuzivanym antidegradantem piidavanym do vulkanizovanych kaucukovych
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smési za ucelem ochrany materidlu pfed snizovanim kvality pisobenim vnéjSich vliva
(Cernd a kol., 2012). Obecné zabranuje starnuti a predCasnému ukonceni Zzivotnosti

pneumatik.

Obr. €. 1: Strukturni vzorec slou¢eniny 6PPD, pievzato z OECD (2004).

@—NH—Q—NH{IZHCHZCH(CM);

CHs

Polymery vybranych kaucukl (zejména piirodnich) jsou nachylné k degradacim
vlivem absence nasycenych vazeb v jejich fetézcich, coz zpisobuje niz§i odolnost vuci
zvySené teploté, kysliku, ozonu, UV zéfeni aj. (Narathichat a kol., 2010).

Primérny obsah antidegradantti v pneumatice ¢ini (<1)1 — 2 % hm. (Councell a kol,
2004; Goran, 2013; Odpadové forum, 2004). Dle mechanismu uc¢inku je 1ze obecné délit na
antiozonanty a antioxidanty, 6PPD je fazeno k antidegradantim s kombinovanymi u¢inky
(Duchécek a Hrdlicka, 2009). VétSina antioxidantii pouzivanych v gumarenském primyslu
jsou aminy ¢i jejich derivaty (Narathichat a kol., 2010), za nejucinngj$i antiozonanty jsou
pak povazovany tmavé zbarvené derivaty p-fenylendiaminu, tzv. PPDs (Duchacek a
Hrdlicka, 2009; Taimr a Pospisil, 1980).

Principem antiozonantd je ochrana kaucukd pfed negativnim vlivem ozonu
pfitomného v ovzdus$i a padé. Ozon je silnym oxidantem atakujicim dvojné vazby
kaucukovych uhlovodikl za vzniku ozonidl, slouc¢enin zptsobujicich kifehnuti materidlu a
tvorbu prasklin vedoucich az k jeho mechanické destrukei (Cataldo a kol., 2014; Duchacek
a Hrdlicka, 2009). Uelem antiozonantt je difundovat k povrchu materialu a zastoupit
dvojné vazby v polymerech v reakci sozonem. V technické literatufe se lze v tomto
kontextu setkat s oznacenim ozone scavenger, tzv. ,,vychytava¢ ozonu* (Cataldo a kol.,

2014, Huntink a kol., 2006).

Obr. €. 2: Reakce O3 s dvojnou vazbou mezi uhliky vedouci k tvorbé ozonidu,

ptevzato z Duchacek a Hrdlicka (2009).
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Antioxidacni schopnost 6PPD spociva v ochrané pryze pied negativnimi ucinky
pusobeni radikalovych forem kysliku, jejichz vlivem dochazi k poskozeni C-H a C-C
vazeb v kaucukovych polymerech a naslednému spusténi autokatalytické oxida¢ni reakce.
Timto procesem vznikaji nestabilni uhlikové radikaly schopné odsStépovat atomy vodiku
z dalSich molekul a vytvaret tak hydroxoperoxidy a jiné uhlikaté radikaly, ¢imz dochazi
k celkové destabilizaci matrice materialu. Ugelem antioxidaénich aditiv je blokovat a
rozkladat vznikajici peroxidové radikaly, coz vede k terminaci feté¢zové reakce (Duchacek
a Hrdlicka, 2009; Narathichat a kol., 2010; Rapta a kol., 2009). 6PPD dale poskytuje
ochranu pied katalytickou degradaci piisobenim médi a jinych tézkych kova (OECD,
2004).

3.2.1.1 Slozeni a vlastnosti 6PPD

6PPD se vyrabi vtekutém nebo pevném skupenstvi, nejcastéji ve formé
hnédofialovych pastilek, které jsou dobfe rozpustné v organickych rozpoustédlech typu
aceton, benzen aj. (Duchacek a Hrdli¢ka, 2009). Rozpustnost ve vod¢ je nizkd, uvadi se
1 mg/l pti 20 °C, teplota tani je stanovena na 50 °C a molarni hmotnost ¢ini 268,41-268,5
g/mol (OECD, 2004; Van Vlaardingen a kol., 2003).

Obr. €. 3: Granule 6PPD, zdroj obr.: autorka prace.

Vyroba spociva v reakci 4-aminodifenylaminu s methylisobutylketonem (MIBK)
V uzavieném systému nésledované katalytickou hydrogenaci a odseparovanim piebytku
methylisobutylketonu. 6PPD vykazuje, v zavislosti na parametrech vyroby, primérnou

Cistotu 98 %, piimési tvoti N, N-bis-(4-N"-(1",3"-dimethylbutyl) aminofenyl)-N-fenylamin,
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N-(4-aminofenyl)-anilin a N-(1"-(2"-methylpropyl)-3°,5"-dimethylhexyl)-N"-fenyl-1,4-
fenyl diamin (OECD, 2004).

3.2.1.2 Toxicita 6PPD

K absorpci 6PPD dochézi prostiednictvim gastrointestinalniho traktu, pokozky a
respiraci (BUA,1998; OECD 2004). K nejcetnéjSim piipadim expozice dochazi skrze
tkadn€ pokozky a plic, coz vede ke zvySené detekci dychacich a koznich obtizi u pracovnikt
gumarenskych provozt (Hervé-Bazin a kol., 1977; Knejzlik a kol., 2000). Ptestoze je
tékavost a prasnost 6PPD nizka, pti vyssich teplotach dochdzi k navyseni jeho koncentrace
vV ovzdusi (OECD, 2004).

Pfi oralni intoxikaci organismu je akutni toxicita hodnocena jako mirnd. U
pokusnych potkanti byly indikovany pfiznaky zahrnujici snizeni aktivity, hypotermie,
snizeni dechové frekvence (bradypnoe), priijmy a projevy spojené s patologickymi 1ézemi
dychacich a travicich organi. OECD (2004) uvadi prumérnou hodnotu LDsp, U Samic
potkani na 893 mg/kg Zivé hmotnosti, resp. v rozmezi 500 — 1000 mg/kg, u samcti na 1005
mg/kg, resp. 1000 — 2000 mg/kg. BUA (1998) uvadi souhrnnou hodnotu LDs pro potkany
a mySi > 2000 mg/kg. Projevy chronické toxicity pii opakované peroralni aplikaci
poukézaly vliv 6PPD na krevni buiiky (vyskyt anémie a trombocytézy) a na funkce jater
(ztuénéni, narust hmotnosti) (OECD, 2004), dale byl pozorovan ¢inek na funkce ledvin a
sleziny (BUA, 1998). Na zaklad¢ vyzkumii 28 — 48 denni expozice byly stanoveny
hodnoty NOAEL= 6 mg/kg/den a LOAEL= 25 mg/kg/den. Pfi expozicich o délce od 13
tydni do 24 mésict byly stanoveny hodnoty vyssi (NOAEL= 75 mg/kg/den a LOAEL >
75 mg/kg/den), coz detekuje nizkou biodostupnost 6PPD pro exponované organismy
(OECD, 2004).

Provedené testy akutni toxicity pii dermalni aplikaci vykazaly ptiznaky v podobé
nechutenstvi, snizeni aktivity a letargie. U kralikd byla stanovena hodnota LDsq > 3000
mg/kg zivé vahy, pficemz Uhyn pokusnych zvifat je spojovan se sniZzenym piijmem
potravy. OECD (2004) hodnoti 6PPD jako mirn¢, ptipadné sttedn¢ drazdivé.

Struktura slou¢eniny vykazuje podobnost s dfive hojné¢ vyuzivanym antiozonantem
uvadénym pod oznacenim IPPD (N-izopropyl-N'-fenyl-p-fenylendiamin). IPPD je
sloucenina extrahovatelna vodou a pii styku s pokozkou zptsobuje u citlivych jedinct silné
alergické reakce projevujici se zarudnutim ktize a tvorbou puchyit (Duchéacek a Hrdlicka,

2009; Hervé-Bazin a kol., 1977).
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Obr. €. 4: Struktura IPPD, ptevzato z Duchacek a Hrdlicka, 2009.

<;;:}—NH—<::3}—NH—?H—CH;QH—GHJ

CH, CH,

Ptestoze je u 6PPD p-fenylendiamin substituovan vyssimi alkyly, coz snizuje jeho
rozpustnost ve vodé (Duchacek a Hrdlicka, 2009), byla evidovana tada ptipadi pozitivnich
alergickych reakci u pracovnikl, u nichZz byla potvrzena také alergie na IPPD a vybrané
dals$i antidegradanty (Fontana a kol., 2001; Hervé-Bazin a kol., 1977).

V souvislosti s bezpe¢nosti pracovniho prostiedi byly také provadény testy na
pfitomnost 6PPD v organismu pracovniki, které potvrdily nalez antidegradantu v moci za
standardnich pracovnich podminek v koncentraci 0,1- 1,3 pg/l (OECD, 2004), ve
zhorSenych pracovné - hygienickych podminkach dokonce v rozmezi 9,4— 236,7 ng/l
(Pavan a kol., 1987).

U 6PPD nebyly prokazany mutagenni (BUA, 1998; Zeiger a kol., 1987),
klastrogenni (George a Kuttan, 1996) ani teratogenni uc¢inky (OECD, 2004). V 80. letech
bylo 6PPD povazovano za potencialni karcinogen (Pavan a kol., 1987), analyzy vsak jeho

karcinogenitu nepotvrdily (BUA, 1998; Nilsson a kol., 2008, OECD, 2004).

3.2.1.3 Ekotoxicita a osud 6PPD v zivotnim prostiedi

6PPD svym industridlnim charakterem odpovida definici xenobiotika, jakozto
syntetické latky, kterd se v Zivotnim prostiedi pfirozené nevyskytuje a organismy vici ni
nemaji vyvinuty adapta¢ni mechanismy (Chromd a kol., 2001; Stiborova a kol., 2004).
Vzhledem k organické povaze slouceniny a schopnosti antidegradantu migrovat v matrici
materialu jsou jeho vyskyt a chovani v Zivotnim prostiedi predmétem vyzkumd.

Obecné jsou xenobiotika typu aromatickych amintl, fenolatd, nitroaromatl aj.
oxidovdna v procesu biotransformace za plsobeni enzyml oxygenas (mono- a
diooxygenas), ¢asto v kooperaci s peroxidasami (Stiborova a kol., 2004). 6PPD je vSak
témet rezistentni vaci biotransformacnim procesim, na druhou stranu rychle podléha
abiotické a biotické degradaci za vzniku N-fenyl-p-benzochinoniminu,
1,3-dimethylbutylaminu a 4-hydroxydifenylaminu. Mezi faktory determinujici pribéh
degradacnich procesii patfti mnozstvi kysliku, hodnota pH, pfitomnost tézkych kovl a

teplota (OECD, 2004).
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Obr. ¢. 5: 1,3-dimethylbutylamin a 4-hydroxydifenylamin, pfevzato z
http://www.chemicalbook.com/ a https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/.

Testy abiotické degradace ve vzorcich pfirodnich vod prokazaly 57% tucinnost
odstranéni po 2 hodinach a az 97% po 22 hodinéach testovani. Ve vodach o nizkém pH a
nizké teploté ¢ini doba odhadované stability 6PPD tydny, zatimco polocas rozpadu je pii
25 °C pouhy den. Akceleratory procesu jsou ve vodé ptitomny kyslik a ptipadna stopova
mnozstvi tézkych kovii (OECD, 2004; Van Vlaardingen a kol., 2007). 6PPD je dale citlivé
na pusobeni slune¢niho zafeni a snadno podléha fotolyze, polocas rozpadu v atmosféie je
odhadovén na 1 hodinu (BUA, 1998).

Pro analyzu vlivii na mikrobialni spolecenstva byly provedeny testy s aktivovanym
kalem sledujici vliv 3 hodinové expozice na spotiebu kysliku, z nichz vyplyva hodnota
ECso vV rozmezi 420 — 450 mg/l (Nilsson a kol., 2008; OECD, 2004). Tyto testy maji v§ak
jen odhadovy charakter, nebot’ 6PPD jako antioxidant reaguje s kyslikem (BUA, 1998).
Testovaci organismy kalu déle slouzi k hodnoceni mikrobiologické degradability, kterd pfti
28 dennich pokusech vykazala u¢innost pouhych 2 % (OECD, 2004), pti 32 denni analyze
doslo k mineralizaci pouze 7,2 % vzorku (BUA, 1998; Nilsson a kol., 2008).

Z ekotoxikologického hlediska vykazuje 6PPPD znac¢né riziko bioakumulace,
stanovené hodnoty logaritmu koeficientu oktanol-voda (log Koy) piekracuji limitni hranici
3. OECD (2004) uvadi pro log Koy hodnotu 4,68 a Nilsson a kol. (2008) 5,4. Testy na
kapru obecném (Cyprinus carpio) prokazaly také mirnou bioakumulac¢ni schopnost
vybranych produkti degradace 6PPD, zejména N-fenyl-p-benzochinonaminu a
1,3-dimethylbutylaminu (OECD, 2004).

V navaznosti na vysledky akutnich testl ekotoxicity pro vodni organismy (tab. ¢. 1)
bylo zjiSténo, Ze 6PPD piedstavuje v ramci tii sledovanych trofickych trovni nejvyssi
riziko pro ryby. Vzhledem k rychlosti degradace latky ve vodé je vSak limitovana mira jeji
potencialni kumulace ve vodnich organismech (Nilsson a kol., 2008; OECD 2004). Dle
hodnoceni ECHA a REACH (nafizeni o registraci, evaluaci a autorizaci chemickych latek)
nespliiuje 6PPD kriteria pro klasifikaci latky jako tzv. PBT (perzistentni, bioakumulativni a

toxicka) pouze v oblasti perzistence.
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Tab. €. 1: Vysledky testii ekotoxicity 6PPD pii expozici variabilnich organismi

Exponovany organismus LCso/EC50/NOEC

Slunecnice velkoploutva LCso 24 hod = 0,65 mg/l (BUA, 1998)
(Lepomis macrochirus) LCso 96 hod = 0,4 mg/l (Nilsson a kol., 2008)

Pstruh duhovy LCso 96 hod = 0,14 mg/l (Nilsson a kol., 2008)

(Salmo gairdneri)

Medaka japonska LCso 96 hod = 0,028 mg/l (OECD, 2004)

(Oryzias latipes)

Jele¢ek velkohlavy LCso 96 hod = 0,45 mg/l (BUA 1998; Van Vlaardingen a kol.,

(Pimephales promelas) 2007)
LCs0 96 hod = 0,15 mg/l (Nilsson a kol., 2008)
LCsp 28 d = 0,15 mg/l (OECD, 2004)

Hrotnatka velka ECs0 48 hod = 0,51 — 0,82 mg/l (Nilsson a kol., 2008)

(Daphnia magna) ECso 48 hod = 0,23 mg/l (Van Vlaardingen a kol., 2003)
NOEC = 0,25 mg/l (Nilsson a kol., 2008)

Selenastrum ECs0 96 hod = 0,6 mg/I (Nilsson a kol., 2008; OECD, 2004)

capricornutum NOEC = 0,2 mg/l (OECD, 2004)

3.2.2 Oxid zine¢naty a jeho vyznam

Variabilita vlastnosti oxidu zine¢natého (CAS 1314-13-2) determinuje moznosti
jeho aplikace v gumarenské vyrobé. Pro zvyseni odolnosti vybranych kauc¢ukut vii¢i oxidaci
podléhajicim kyselinam se davkuje jako vulkaniza¢ni ¢inidlo (nejcastéji ve smési s oxidem
hotecnatym), které participuje na vytvareni pficnych vazeb mezi fetézci kaucukovych
uhlovodiki. V soucasné vyrobni technologii figuruje zejména jako aktivator pfi
vulkanizaci elementarni sirou, jehoz vlivem dochdzi k navySeni kvantity pfi¢cnych vazeb az
0 60 %, a tim k uspote vulkaniza¢nich ¢inidel. Oxid je vSak nutné pfevadét na formu
rozpustnou v kaucuku ptidavkem mastnych kyselin (Duchacek a Hrdlicka, 2009; ECB,
2008; Fishbein,1991).

V minulosti byla spotfeba ZnO vyssi, vyuzival se naptiklad jako svétly pigment
(tzv. zinkova béloba) nebo jako enzymaticky jed pfi stabilizaci pfirodnich kaucukt, kde
paradoxné nahrazoval stabilizatory na bazi amoniaku (Duchacek a Hrdlicka, 2009).

S ohledem na vysokou cenu a také environmentalni rizika se v soucasnosti
davkuje malé mnozstvi, primérné tvoii kolem 1 — 2 % hmotnosti pneumatiky (Moezzi a

kol., 2012). Efekty oxidu zine¢natého na kone¢ny produkt zahrnuji zvySeni tepelné a

16




mechanické odolnosti, pfilnavosti, snizeni negativnich vlivi UV zéfeni a zpevnéni vazby

mezi pryzi a ocelovou konstrukei (ECB, 2008; Moezzi a kol., 2012).

3.2.2.1 Slozeni a vlastnosti oxidu zine¢natého

Oxid zine¢naty se aplikuje v podob¢ bilého nebo nazloutlého prasku bez zépachu a
chuti, s ¢asticemi o velikosti v rozmezi 0,1 — 10 um (100 — 10 000 nm) Vv zavislosti na
vyrobni technologii a pozadovanych vlastnostech. Cistota materiélu se pohybuje nad 90 %
a jako primési figuruji olovo, kadmium, Zelezo, mineralni oleje a minoritni podil
organickych a anorganickych castic a kyselin (ECB, 2008; EPA, 1987; Moezzi a kol.,
2012).

Obr. ¢. 6 : Oxid zinecnaty, zdroj obr.: autorka prace.

Kovovy zinek se ziskava bud’ téZbou, nebo elektrolyticky, a vysledny produkt
vznika jeho oxidaci. Dlouhodobé je 50 — 60 % svétové produkce oxidu zine¢natého
vyuzivano pravé vV gumarenském prumyslu (Duchaéek a hrdli¢ka, 2009; Moezzi a kol.,
2012).

Molérni hmotnost ZnO je stanovena na 81,38 g/mol, rozpustnost ve vod¢ je nizk4,
< 1,6 mg/l, je v8ak dobie rozpustny v kyselinach, hodnota pH se pohybuje kolem 8. Pii
pisobeni vysokych teplot zistava stabilni, jeho teplota tani je vyssi nez 1975 °C (ECB,
2008; Moezzi a kol., 2012).
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3.2.2.2 Toxicita oxidu zine¢natého a jeho pfimési

Toxické ucinky oxidu zineCnatého je nutné posuzovat ze dvou hledisek. Prvni
zastupuje samotnd jeho praskova forma a druhé frakce uvolnitelné z matrice materialu
V podobé¢ zine€natych, kademnatych a olovnatych ionti.

Pevny oxid je dle GHS (Globaln¢ harmonizovaného systému klasifikace a
oznacovani chemikalii) povazovan za netoxicky (Moezzi a kol., 2012; Wang a kol., 2008).
Provedené testy neindikovaly mutagenni nebo teratogenni ucinky (EPA, 1987; Moezzi a
kol., 2012). Oxid zine¢naty také nevykazuje pfimou karcinogenitu, n¢které studie se vSak
veénuji jeho nepiimému vlivu na formaci tumorti, pfi niz muze figurovat bud’ jako inhibitor,
nebo akcelerator rastu nadoru (EPA, 1987; Kasprzak a kol., 1988).

K expozici praskovou formou oxidu zine¢natého dochazi nejcastéji inhalaci,
pozienim nebo epitelem pokozky (EPA, 1987). Inhalace pevnych cCastic muze vyvolat
projevy tzv. zinkové horeCky vznikajici pifi inhalaci par a zahrnujici zimnici, kaSel,
hore¢ku, napéti na hrudniku aj. (Moezzi a kol., 2012; Warheit a kol., 2009). V piipadé
velmi malych ¢astic dochazi k jejich depozici v plicnich sklipcich, kde je jejich dalsi osud
ovlivnén rozpustnosti ve vod¢ a fyziologickym stavem plic (EPA, 1987).

Pii testech na potkanech se projevila schopnost oxidu vyvolat nedédicné
chromozomalni poskozeni, pfi némz dochazi k navySeni poctu hyperdiploidnich bunék
v Kostni dfeni p¥i expozi¢nich koncentracich 0,1 a 0,5 mg/m® (EPA, 1987).

Nov¢jsi studie vénuji pozornost zejména ucinklim nanocastic oxidu zine¢natého,
jehoz svétova produkce neustdle roste. Oproti klasickému oxidu se odliSuji velikosti
primarnich castic a specifického povrchu, coz jsou vlastnosti, které ovliviiuji moZnosti
jejich rozptyleni a ucinka (Bhuvaneshwari a kol., 2015; Xia a kol., 2008). Wang a kol.
(2008) studoval na mysich akutni toxicitu jednorazové oralni aplikace Castic praskového
oxidu o velikosti 20 a 120 nm. U obou velikostnich frakci bylo pozorovano zvyseni
viskozity krve zplisobené navySenim miry koagulace, coz mlZe vést k potenciondlnimu
riziku srde¢ni ischemie. LDsg jednorazové expozice u mysi bylo stanoveno na 7 950 mg/kg
a jako cilové organy plsobeni ¢astic o velikosti 120 nm byly determinovany zaludek,
srdce, jatra a slezina. Nanocastice také vykazuji zna¢né toxické ucinky vici G- a G+
bakteriim, zatimco jejich vliv na T-lymfocyty je minimalni (Reddy a kol., 2007). Ve
specifickych bunécnych testech prokazaly také poSkozeni bunc¢k vyvolané oxida¢nim
stresem a zanéty (Xia a kol., 2008). Existuji vSak rozdilné nazory na piiciny toxicity oxidu

zine¢natého, at’ jiz v podob& prasku nebo nanocastic (Chen a kol., 2016). Dle nékterych
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nazorl stoji za negativnimi U€inky primarné fyzikalni vlastnosti ¢astic (Kumari a kol.,
2011), jini pfisuzuji vyssi vliv uvolnénym zine¢natym kationtim (Chen a kol., 2016),
piipadné kombinaci obou faktor (Kim a kol., 2016).

Zinek je pro organismy prvkem esencidlnim, a to prestoze se jednd o tézky kov
(Kader a kol., 2015). Je soucéasti vybranych metalloenzymii (napi. protedzy, RNA
polymerazy, nékterych dehydrogendz), slouzi k maximalizaci katalytické funkce
vybranych enzymu, hraje dilezitou roli v metabolismu proteinii, nukleovych kyselin aj.
(EPA, 1987). Nékteré analyzy detekuji ur¢ity stupen ochrany zinku pied teratogennimi a
dalsimi G¢inky kadmia (Chemek a kol., 2016; Moezzi a kol., 2012; Onosaka a Tanaka,
1991).

Perordlné piijaty zinek je absorbovan skrze tkan¢ gastrointestinalniho traktu,
nejvice pak ve dvanacterniku. Odhadem 70 — 80 % z celkové davky je nasledné
exkretovano stolici, mo¢i a potem. Pfi akutni expozici dochédzi k nevolnosti, zvraceni,
letargii, vysokym teplotdm a dalSim pfiznaktim, chronické Gcinky jsou spojeny s detekci
kovové chuté v ustech, vznikem anémie zkompetice s médi a dlouhodobymi
gastrointestinalnimi potizemi (EPA, 1987).

Krom¢ zine¢natych kationtl predstavuji dal§i separovatelné slozky zejména
kationty olovnaté a kademnatg.

Olovo je tézky kov vyznacujici se specifickou organovou toxicitou. Flora a kol.
(2012) a Hodgson (2004) uvadi, ze 85 — 95 % ptijatého olova je deponovano v kostech a
zdaleka nejcitlivéj§i odezvu na intoxikaci vykazuje nervovy systém. V rdmci periferni
nervové soustavy zpusobuje olovo patologické zmény a degeneraci motorickych axoni
(encefalopatie), v centralni nervové soustavé se pak projevuje asymptomaticky. Pfi
chronické expozici dochazi k vyvolani demence a dalSich neurologickych onemocnéni
(Landrigan, 1989). Pfitomnost olova Vv organismu dale vyvolava nékolik typi anémie, pti
niz dochézi k posSkozeni biosyntézy hemut inhibici cytoplasmatického enzymu ALA-D
(typu dehydratdzy), mitochondridlni ferrochelatdzy a hem synteazy a dale k urychleni
destrukce erytrocytll (Flora a kol., 2012; Hodgson, 2004; Landrigan, 1989). Zinek vSak
pusobi antagonisticky vii¢i olovu tim, Ze inhibuje jeho absorpci v gastrointestindlnim traktu
(Cerklewski a Forbes, 1976).

Také kadmium spadd do kategorie toxickych tézkych kova. Dle TARC (1993) je
fazeno mezi latky pro €lov€ka prokazatelné karcinogenni (skupina 1), déle se vyznacuje
mutagennimi (Jin a kol., 2003) a teratogennimi ucinky (Onosaka a Tanaka, 1991). Pti

perordlnim vstupu dochazi ke vsttebani odhadem 7 % celkové davky tkanémi
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gastrointestinalniho traktu (Ninkov a kol.,, 2016) a naslednému transportu krvi do
specifickych organi, v nichz se dlouhodobé kumuluje (Chang a kol., 2012; Ninkov a kol.,
2016). Cilovymi organy jsou zejména jatra, ledviny a v ptipad¢ inhalace také plice (Chang
a kol., 2012; Hodgson, 2004). Akutni otrava kadmiem se projevuje poskozenim stievniho
epitelu, nevolnosti, zvracenim a bolesti bficha a pfi inhalaci otokem plic (Hodgson, 2004;
Ninkov a kol., 2016). Pti dlouhodobé expozici vykazuje hepatotoxicitu a nefrotoxicitu
vyvolanim imunosuprese. Jeho pfitomnost podminiuje tvorbu leukocytt, které napada;ji
zdravé bunky organismu a vyvolavaji v nich oxidaéni stres a zanéty vedouci k dysfunkci a
naslednému selhani jater a zejména ledvin (Chang a kol., 2012; Jirup a Akesson, 2009;
Ninkov a kol., 2016). Dale mize zpisobovat poskozeni kosti a rozedmu plic (Chang a kol.,
2012). Kadmium vykazuje velmi vysoky biokoncentra¢ni faktor (Thompson a kol., 2005),
vzhledem k obtizné exkreci z organismu. Chang a kol. (2012) odhaduje jeho polocas zivota
na 15 — 20 let, Hodgson (2004) az na 30 let.

V reakci organismu na ptitomnost tézkych kovii (Zn, Cd, Pb aj.) hraje vyznamnou
roli nizkomolekularni protein metallothionein. Metallothionein obsahuje specialni komplex
sloZzeny z cysteinovych rezidui thioneinu, dale z histidinu a aromatickych kyselin, ktery je
schopen adsorbovat ionty tézkych kovl a snizit tim jejich toxicitu a dostupnost pro
organismus (EPA, 1987; Hodgson, 2004; Matyja a kol., 2016; Onosaka a Tanaka, 1991).
Takto navazané kovy jsou poté deponovany napt. v jatrech (EPA, 1987). Ptitomnost
tézkych kovl vyvolava biosyntézu proteinu v zaludku, ledvinéch, jatrech a také tenkém

stfevé (Onosaka a Tanaka, 1991).

3.2.2.3 Ekotoxicita oxidu zinecnatého a jeho ptimési

Vyzkum Locka a Janssena (2003) zahrnuje porovnani ekotoxickych ucinkt riznych
forem zine¢natych sloucenin pti sledovani populaci zizaly hnojni (Eisenia fetida), roupice
bélavé (Enchytraeus albidus) a chvostoskoka (Folsomia candida). Z jejich vysledku
vyplyva, Ze oxid zinec¢naty dispergovany v pudnim roztoku vykazuje niZsi toxické u€inky
nez slou€eniny ve vod¢ 1épe rozpustné (zine¢naté soli). OvSem v ptipadé, kdy jsou jeho
Castice voln¢ rozptyleny v pidé a jsou exponovanym organismem zkonzumovany,
vykazuje toxicitu naopak nejvyssi.

Prestoze je oxid zinecnaty ve vodé téméf nerozpustny, pisobenim externich
podminek dochézi k uvolfiovani zinetnatého iontu Zn?* (EPA, 1987). Francis a Dodge
(1988) uvadi 100% rozpustnost ¢astic pii 40 hodinovém testu za pfitomnosti anaerobnich,

dusik fixujicich bakterii rodu Clostridium sp. Kuvolnéni frakci dochéazi produkci
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mikrobialnich metaboliti a sniZenim hodnoty pH. Mobilita a dostupnost Zn** koreluje
s hodnotou pH, tvrdosti vody, teplotou a mnozstvim rozpusténého kysliku (Nikinmaa,
2014; Skidmore, 1964). Vysoké pH vody, piipadné jeji vyssi tvrdost, limituje toxicitu
zinku (Nikinmaa, 2014; Wik, 2007).

ZineCnaty iont vykazal prokazatelnou toxicitu pro btichatku Ceriodaphnia dubia
(Wik, 2007), pro nalevniky druhu Tetrahymena thermophila (Moezzi a kol., 2012) a dalsi
vodni organismy, zejména ryby (McRae a kol., 2016). Pti testech akutni toxicity byla pro
Daphnia magna stanovena LDsy 36 hod na 861,06 ug/l, pro 96 hod na 67,91 ug/l, pficemz
vy$$i mira tolerance dafnii je dana pfitomnosti zinku v jejich potravé. Obecny odhad
hodnoty LDsq pro obratlovce se pohybuje v rozmezi 1,5 — 20,1 mg/l, pro bezobratlé
0,50 — 58,1 mg/l (Attar a Maly, 1982). Uéinky se projevuji kyslikovym deficitem
v disledku ztlusténi lamelarniho epitelu zaber (Nikinmaa, 2014), nedostatkem vapniku
vlivem kompetice (McRae a kol., 2016) a pii dlouhodobém pisobeni thynem v dasledku
oxidac¢niho stresu (Skidmore, 1964; McRae a kol., 2016).

Mezi vizualni projevy fytotoxicity zineCnatého kationtu jsou fazeny chlorozy
zilnatiny, Cervené nebo Zluté zbarvené olisténi a zakrsly vzrlst rostlin vlivem inhibice
elongace a bunécného deleni (EPA, 1987). Nadbytek zinku vede k oxida¢nimu stresu
vznikajicimu generovanim volnych radikalti a reaktivnich forem kysliku, které poskozuji
membranové lipidy, proteiny, pigmenty a nukleové kyseliny, dale ovliviiuje homeostaticky
systém sniZenim piijmu a transportu dalSich esencidlnich Zivin (Jiang a Wang, 2008).

Tézké kovy predstavuji riziko na nékolika urovnich. Jiz ve stopovém mnoZstvi
vyvolavaji u individualnich organism negativni U¢inky a svou schopnosti vysoké
bioakumulace naruSuji potravni fetézce. Jejich biodostupnost je limitovdna zejména
hodnotou pH, jehoZ snizeni vétSinou zvySuje jejich mobilitu a tim 1 rizika (Thompson a
kol., 2005; Wang a kol., 2016).

Kadmium a olovo patii, na rozdil od zinku, mezi prvky neesencidlni (Mustafa a
Komatsu, 2016). Olovo ptitomné v rostlinnych tkanich ovliviiuje piijem mineralti a vody,
¢imz limituje ristové schopnosti rostlin, a dale inhibuje aktivitu -SH skupin vybranych
enzymu (Jacquart a kol., 2016).

Fytotoxické u¢inky kadmia jsou determinovany nejen jeho koncentraci v pude, ale
také rostlinnym genotypem (Irfana a kol., 2014). Pfestoze se jedna o prvek nezadouci,
rostliny jej dokazi velmi jednoduse piijimat kofenovym systémem (Laspina a kol., 2005;
Lindberg a kol., 2007). lonty kadmia (Cd?") transportované do bun&k se navazuji na

membrany a enzymy, pfi¢emz poruSuji jejich stabilitu a funkci (Irfana a kol., 2014,
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Laspina a kol., 2005). Byl prokazan jejich negativni vliv na metabolické procesy,
zahrnujici zejména fotosyntézu a respiraci, a dale na piijem vody a zivin (Irfana a kol.,
2014; Romero-Puertas a kol., 2007), pfi¢emz k nejvyssi kompetici dochazi s hot¢ikem,
sodikem a Zelezem (Lindberg a kol., 2007). Vzhledem k chemické podobnosti s nékterymi
nutrienty (Zn, Ca, Fe) mize vlivem kadmia dochazet k jejich vytésiiovani z vybranych
protein (Mustafa a Komatsu, 2016) a kompetici v pfijmu (Wang a kol., 2016). Podobné
jako u zinku, dochazi i piisobenim kadmia k vyvolani oxida¢niho stresu tvorbou volnych
radikala a reaktivnich forem kysliku, coz vede ke zvySeni propustnosti bunécénych
membran, inaktivaci vybranych enzymu a poSkozeni nebo mutaci DNA (Romero-Puertas a
kol., 2007). Nasledkem kontaminace kadmia dochazi také k inhibici rastu rostlin (Laspina
a kol., 2005; Wang a kol., 2016).

Pfi testech akutni toxicity Cd** na populace Daphnia magna byla stanovena LDsg
36 hod na 203,80 pg/l, pro 96 hod na 5 ug/l a prahova davka < 3,4 mg/I. Pro obratlovce se
hodnota LDs, pohybuje v rozmezi 0,11 — 8,4 mg/l, pro bezobratlé 0,07 — 8,4 mg/l (Attar a
Maly, 1982). Ptijem cd* organismem je svazan s transportnimi mechanismy vapniku a
zeleza (Lindberg a kol., 2007), Pb** je absorbovéano cervenymi krvinkami (Thompson a
kol., 2005). U zivocichii dochézi k tvorbé komplexii s metalothioneniny a jejich nasledné

depozici zejména v jatrech, ledvinach a zaludku (Thompson a kol., 2005).

Tab. ¢. 2: Porovnani ekotoxicity zinku a kadmia

Exponovany organismus LCso

Slune&nice velkoploutva | LCsp 96 hod (Zn°*) = 5,38 mg/l (Mount, 1966)
(Lepomis macrochirus) LCso 96 hod (Cd**) = 1,94 mg/I (Picketing a Henderson, 1966)

Kapr obecny LCso 96 hod Zn“*) = 7,8 mg/I
(Cyprinus carpio) LCso 96 hod (Cd**) = 0,24 mg/I (Rehwoldt a kol., 1972)
Jele¢ek velkohlavy LCsp 96 hod (Zn**) = 6,2 —13,7 mg/l

(Pimephales promelas) LCso 96 hod (Cd*") = 0,63 — 1,05 mg/I
(Picketing a Henderson, 1966)

Motylice LCso 96 hod (Zn**) = 26,2 mg/I
(Zygoptera sp.) LCso 96 hod (Cd*") = 8,1 mg/l (Rehwoldt a kol., 1973)
Gammarus sp. LCsp 96 hod (Zn**) = 8,1 mgl/l

LCso 96 hod (Cd**) = 0,07 mg/I (Rehwoldt a kol., 1973)

22




Biochemickou ochranu rostlin pfed toxicitou tézkych kovi zajiStuji zejména
fytochelatiny. Jedna se o peptidy bohaté na -SH skupiny a s obecnou strukturou (y-Glu-
Cys)n-x (n = 2-11, X = Gly, Ser, B-Ala, Glu, Gln), vznikajici transpeptidazovou reakci
glutathionu v buné¢ném cytosolu katalyzovanou enzymem fytochelatinsynthasou (FiSer a
kol., 2014; Jacquart a kol., 2016; Lindberg a kol., 2007). K aktivaci enzymu dochazi
v piitomnosti kovovych iontd (Cd?*, Pb?*, Zn?*, Cu®* aj.), které jsou nasledn& pomoci
thiolovych skupin na fytochelatiny navdzadny a vzniklé komplexy jsou aktivné
transportovany do vakuol nebo exkretovany z bunék (FiSer a kol., 2014; Lindberg a kol.,
2007).

3.2.3 Retortové saze a jejich vyznam

Pojem saze (CAS 1333-86-4) ptedstavuje obecny nazev pro skupinu pramyslové
vyrabénych sloucenin, jez jsou tvofeny témér sférickymi ¢asticemi elementarniho uhliku
spojenymi do agregati (IARC, 2010). Jedna se o svétové nejpouzivanéj$i nanomaterial
s Casticemi o velikosti desitek az stovek nanometrii, vyznacujici se velkym specifickym
povrchem (Duchacek a Hrdlicka, 2009; IARC, 2010). Okolo 90 % svétové produkce sazi
je vyuzivano v gumarenském pramyslu, ztoho 65-70 % zastupuje vyroba pneumatik
(IARC, 2006; Straif a kol.; 2000).

Na zékladé€ principu vyroby a pouzitych vstupnich surovin lze rozlisit nékolik jejich
typl (lampové, kandlové, termické aj.), s pfevazujici vyrobou ze syntetickych kaucuku
vSak 95 % celkové produkce zastupuji saze retortové (Duchacek a Hrdlicka, 2009; IARC,
2010; Janik, 1999).

Gumarenské saze slouzi jako pigmenty se schopnosti absorpce UV zafeni, ¢imz
snizuji riziko degradace materialu, a zejména jako aktivni plniva modifikujici mechanické
vlastnosti pryze, pfedevSim jeji tvrdost, pevnost a rezistenci vici abrazi. Pevnost je
zvySovana fyzikalni adsorpci kaucukovych castic na aktivni energeticka centra na povrchu
sazi (Duchacek a Hrdlicka, 2009; Malac, 2005). Odpadové forum (2004) uvadi jejich
primérny obsah v pneumatikach v rozmezi 21,5 — 22 % hm., podle Maléace (2005) mohou
zastupovat az 30 % hm, IARC (2010a) uvadi 20 — 40 % hm. v zavislosti na typu

pneumatiky a pozadovanych vlastnostech.

3.2.3.1 SlozZeni a vlastnosti retortovych sazi

Saze maji podobu Cernych pevnych castic praskového charakteru, které se lisuji do

peletek nebo granuluji a které neobsahuji anorganické necistoty a snadno extrahovatelné
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organické latky. Obecné jsou tvofeny z 95 — 99 % elementdrnim uhlikem, z 0,1 — 3,5 %
kyslikem a z 0,3 — 0,6 % vodikem (Duchacek a Hrdlicka, 2009). Velikost primarnich ¢astic
se pohybuje v rozmezi 10 — 400 nm (IARC, 2010).

Na rozdil od klasickych sazi, které¢ vznikaji jako nezaddouci odpad pii spalovani
uhlikatych latek a jejichz slozeni nelze pfedem determinovat, vznikaji retortové saze
Vv fizeném kontinualnim procesu nedokonalé oxidace rezidualnich tézkych oleji s obsahem
polyaromatickych latek (Duchacek a Hrdlicka, 2009; Mala¢, 2005; Wang a kol., 2003).

Ve specialnim spalovacim reaktoru, tzv. retort¢, dochazi pii teplotach
1200 (1400) — 1500 (1800) °C k pyrolytické dekompozici vstfikované vstupni suroviny.
Vzniklé saze jsou odvadény se spalinami do chladi¢l, kde dochazi k jejich zachyceni a
zchlazeni v proudu vody a nasledné separaci v cyklonech (Duchacek a Hrdlicka, 2009;
Mala¢, 2005). Behem procesu se jednotlivé priméarni €astice shlukuji do agregatii, na
jejichz povrchu jsou chemicky sorbovany komplexy obsahujici kyslik v podobé
fenolickych, karboxylovych, ketonickych a dalSich funkénich skupin a které maji vliv na
reaktivitu, pH, elektrickou vodivost a jiné vlastnosti sazi (Duchacek a Hrdlicka, 2009;

Herink a kol., 2008).

Obr. ¢. 7: Retortové saze, zdroj obr.: autorka prace

3.2.3.2 Toxicita sazi

Gumarenské saze jsou dle IARC klasifikovany jako karcinogeny skupiny 2B , latky
pro ¢lovéka potencionalné karcinogenni (IARC, 2010 a; Rim a kol., 2011; Straif a kol.,
2000).
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V zavislosti na sloZeni vyrobnich surovin vznikd pii jejich dekompozici Siroka
Skala polycyklickych aromatickych uhlovodiki (PAH) a jejich derivatd. Aplikaci
variabilnich extrakcnich Cinidel byly v sazich na obecné urovni detekovany PAH typu
pyren, anthracen, benzo[a]pyren, chrysen, fluoranthen, naftalen, fenanthren a nékteré jejich
dusikaté derivaty (IARC, 2010; Medalia a kol., 1983; Wik a Goéran, 2005). Vybrané PAH
se vyznacuji prokazatelnymi nebo potencidlnimi karcinogennimi a mutagennimi ucinky
nebo zvysuji karcinogenitu jinych latek (Schippers a kol., 2000), pfipadné mohou byt
teratogenni (Freitag a kol., 1985). Zatimco US-EPA (2001) klasifikuje benzo[a]pyren a
chrysen jako latky pro ¢lovéka pravdépodobné karcinogenni (skupina 2B), IARC (2010b)
fadi benzo[a]pyren do kategorie pravdépodobnych karcinogent (skupina 2A) a chrysen
mezi mozné karcinogeny (skupina 2B). Tyto uhlovodiky jsou vSak v Casticich za
normalnich podminek velmi siln¢ adsorbovany, coz limituje jejich potencidlni zdravotni
rizika (Medalia a kol., 1983, Parkes a kol., 1982). Na stranu druhou byl vSak u pracovnikt
vyroby sazi prokdzan vyskyt specifickych PAH (zejména derivati pyrenu) v moci
(Gardiner a kol., 1992).

Hodnoceni rizik expozice sazim je vSak obecné velmi problematické, nebot
diverzita uzivanych gumarenskych surovin vytvaii smésné expozicni podminky a
znemoznuje realnou identifikaci karcinogennich hrozeb. A dalsi problematiku predstavuje
separace vn&jSich vlivl, jako napf. kufactvi, véku, Zivotnich podminek aj. (IARC, 1982;
Kogevinas a kol., 1998).

Vyzkum Parkese a kol. (1982) uvadi, Ze provedené epidemiologické studie
nemohou podat relevantni dikazy vlivu sazi na zvySeni rizika umrti na rakovinu. Dle
Straifa a kol. (2000) mohou byt pouze koncentrované inhala¢ni expozice, k jakym muze
dochézet pfi navaZzovani a michani kauCukovych smési, spojeny se zvySenym rizikem
rakoviny hrtanu. Tsai a kol. (2001) vSak upozoriiuje na rozdil extrakénich podminek
Vv laboratornich podminkéch a fyziologickém prosttedi plic.

Kogevinas a kol. (1998) a Straif a kol. (2000) se shoduji na skute¢nosti, ze piestoze
jsou v gumarenském primyslu evidovany diikazy o zvySeném riziku rakoviny plic,
zaludku a hrtanu, jsou tato data limitovana nedostatkem informaci o kauzalité jednotlivych
specifickych latek.

Bolognesi a Moretto (2014) uvadi, ze gumarenské suroviny mohou piedstavovat
také genotoxické riziko. V testech na pokusnych zvifatech vykazaly slozky sazi
prokazatelné mutagenni (IARC, 1996) a genotoxické ucinky (IARC, 2010a). In vivo testy

na potkanech prokézaly naruseni fyziologickych mechanismii vedouci k tvorbé reaktivnich
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forem kysliku, k oxidaci bazi a lamani vladken DNA, dale k peroxidaci lipidii a sekreci
zanétlivych mediétorti, které mohou individudlné vyvolavat sekundarni genotoxické
ucinky vedouci az k formaci tumora ¢i poskozeni a zanétim plic (Driscoll a kol., 1997,
Elder a kol., 2005, Gallagher a kol., 2003; Gilmour a kol., 2004;). Driscoll a kol. (1996)
dale uvadi, ze inhalaci sazi dochdzi k mutagennim zménam tkani plicnich sklipkd,

epitelové hyperplazii, pti niz dochdzi k progresivnimu mnozeni bunék.

3.2.3.3 Ekotoxicita a osud sazi v zivotnim prostiedi

Obecny problém spojeny s vyuzivanim modernich primyslovych nanomaterialt je
spojen s nedostatkem znalosti tykajicich se jejich ucinku a perzistence v zivotni prostiedi.
Jejich schopnost agregovat je ¢astecné determinovana podminkami prostfedi, coz miize
ovliviiovat jejich toxicitu a biodostupnost (Nikinmaa, 2014). V rlznych pftirodnich
matricich se jejich chovani mize zna¢n¢ odliSovat.

Polycyklické aromatické uhlovodiky jsou schopny vysoké kumulace v Zivotnim
prostfedi vlivem jejich nizké rozpustnosti a mobility, rezistence k degradacim a vysoké
hodnoté koeficientu Kq (Wilson a Jones, 1993). Stopovym mnozstvim PAH obsaZenych
v gumarenskych sazich je mezi organickymi latkami extrahovanymi z pneumatik
pfipisovana nejvyssi ekotoxicita. Uvoliuji se v omezené mife V podminkach vyssiho pH
extrakéniho c¢inidla (Wik a Goran, 2006). Vyluhy sobsahem PAH jsou podezielé
z teratogennich ucinkd pro drapatku vodni Xenopus laevis (Mantecca a kol., 2007) a
prokazanym inhibitorem pro Daphnia magna (Wik, 2007). Wik a Goran (2005) uvadi, ze
mira bioakumulace PAH v rybach ve frekventovanych dopravnich oblastech miize byt az
pétkrat vyssi, nez v referencnich pfirodnich vodach. PAH ptitomné ve vodnim prostfedi
podléhaji fotolyze (Tobiszewski a Namiesnik, 2012), nebo se vlivem své hydrofobni
povahy vazi na Castice sedimentti (Tobiszewski a Namies$nik, 2012; Varanasi, 1989).
Fyziologie vodnich organismi je schopna PAH biotransformovat na aktivni metabolity az
s fadoveé vysSimi negativnimi UCinky, coz predstavuje riziko pro organismy na vysSich
trofickych urovnich, ¢lovéka nevyjimaje (Varanasi, 1989).

V ptipad€ kontaminace piid dochazi k pfijmu PAH rostlinami prostfednictvim listd
a kofenti, odkud jsou transportovany do dalSich orgédnt (Edwards, 1983). Podil takto
ptijatych uhlovodiki je vSak nizky, vzhledem k jejich nizké rozpustnosti a stabilité
(Simonich a Hites, 1995). Ve fytomase dochazi k akumulaci, metabolickym transformacim

a volatilizacim tékavych slouc¢enin. Vyssi podil PAH je biodegradovan nebo mineralizovan
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pudni mikroflérou, jejiz skladba a existencni podminky jsou determinovany kofenovymi
exudaty, coz je zékladem fytoremediacnich zasahti (Yang a kol., 2007).

PAH naakumulované v rostlinné biomase jsou poté zdrojem kontaminace vysSich
stupitt potravniho fetézce. Vodou lze zpovrchu rostlin odstranit méné nez 25 %

kontaminantt (Edwards, 1983).

3.3 Gumarenska vyroba jako potencionalni zdroj polutanti a
xenobiotik

3.3.1 Problematika pneumatik

Charakter vyroby a variabilita pouzivanych aditiv a latek fadi primysl vyroby
pneumatik mezi opodstatnéné rizikova odvétvi. Jiz od 50. let je svétova gumarenska
vyroba predmétem védeckého zdmu v disledku expozici latkdm karcinogenni,
genotoxické a jinak negativni povahy (Bolognesi a Moretto, 2014; Hodgson, 2004;
Kogevinas a kol., 1998). Od 70. let doslo ke znatelnému zlepSeni hygienicko-pracovnich
podminek, k navySeni Cetnosti a efektivity kontrol pracovniho prostfedi a také ke zméndm
ve vyrobnich recepturach, pfesto je zdjem o zdravotni rizika spojend s gumarenstvim stéle
velky (Kogevinas a kol., 1998).

Scénare vstupu vybranych kontaminanti do Zivotniho prostfedi zahrnuji cyklus
pocinajici jejich vyrobou, pii niz dochazi k produkci emisi, pevnych odpadii a odpadnich
vod. Dalsi stupen pifedstavuje transport do podniku vyroby pneumatik, pficemz lze v

pfipad¢ uniku piedpokladat kontaminaci variabilnich matric a ekosystémd.

Obr. ¢. 8: Potencionalni vstupy kontaminantt do Zivotniho prostfedi

Produkce Vyroba PouZivani Odpadni Recyklace

Transport

latek pneumatik pneumatik pneumatiky pneumatik

Pii vyrobé pneumatik se pii vytvafeni smési pro vulkanizaci tvoii pevné odpady
obsahujici riznorodou smésici chemickych latek, které je nutno odstraiiovat specialnimi
fyzikalné-chemickymi postupy nebo spalovanim. Jejich pfipadné ulozeni na skladku
piinasi potencionaln¢ vysoké riziko nekontrolovatelného charakteru a neznamého rozsahu,
vzhledem k moznosti antagonistickych a synergickych ucinki jednotlivych latek a jejich

rizné reaktivité pii expozici environmentdlnim podminkdm. Pfi zpracovani vybranych
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latek dochazi k produkci odpadnich vod, zejména pii ¢isténi vulkanizac¢ni jednotky
(OECD, 2004). Zejména u oxidu zine¢natého a sazi dochézi, vlivem jejich praSnosti, také
ke kontaminaci ovzdusi (IARC, 2010; Moezzi a kol., 2012).

Specifickou problematiku piedstavuje opotiebeni pneumatik. Primérma hmotnost
pneumatiky pro osobni auta ¢ini 7 kg, pro lehké nakladni automobily 11 kg, pro
zemédelské stroje 100 kg a vice, pricemz 75 — 80 % hmotnosti tvoii smés pryze
s chemickymi aditivy. Na konci své Zzivotnosti vykazuji pneumatiky pramérny ubytek
hmotnosti 0 10 — 15 %, k ¢emuz dochazi postupnou abrazi béhounu (Odpadové forum,
2004).

Pryzovy materidl je tvofen Sirokou Skdlou chemickych sloucenin, znichz jsou
nékteré snadno extrahovatelné vodou, ¢imz se stava zdrojem téchto latek v prostiedi. Jeho
obruSovanim vznikaji ¢astice (tzv. tire debris) o velikosti < 1 — 100 um, jejichz kvantita se
podle Gualtieri a kol. (2005a) pohybuje v rozmezi 24 — 360 mg/km/automobil. Castice o
rozmérech nad 10 pm se usazuji na povrchu vozovek, kde dochazi k interakci se
srazkovymi vodami a transportu vyluhti do Zivotniho prostiedi (Mantecca a kol., 2007).
Goran (2013) uvadi hodnotu PEC pro tyto Castice v povrchovych vodach v rozmezi 0,03 —
56 mg/l a pro sedimenty 0,3 — 155 g/kg suSiny. ObruSovanim uvolnéné ¢astice 0 velikosti
mensi nez 10 pm prechazeji do atmosféry. Mantecca a kol. (2007) a Gaultieri a kol.
(2005b) uvadi, Ze az 3 — 7 % PMyg v urbannich a industridlnich oblastech je tvofeno prave
témito Casticemi, které tak mohou participovat na zvySeném riziku kardiovaskularnich
onemocnéni u dospélych osob, respiracnich chorob u déti a znecisténi ovzdusi a vod.

Namaha materidlu vede také k uvoliiovani antidegradantti. Vulkanizaci kaucukt
dochdzi k pevnému navazani 20 — 45% aditiv do struktury materialu, zbylé mnoZstvi v§ak
muze byt extrahovano vodou nebo organickymi rozpoustédly. Pfi porovndni
antidegradantti typu DPPD (diaryl-p-fenylendiamin) a 6PPD bylo zjisténo, ze vyluhy
obsahujici 6PPD vykazuji mnohem nizsi fototoxicitu (OECD, 2004; Wik, 2007).

Studie zaméfené na identifikaci anorganickych toxickych komponentli pneumatik
se nejcastéji shoduji na roli zinku jako majoritniho zdroje toxického plisobeni, a to
predevsim pro vodni ekosystémy (Councell a kol., 2004; Mantecca a kol., 2007; Wik,
2007). Pneumatiky obsahuji v praiméru 100 g oxidu zine¢natého (Moezzi a kol., 2012),
pficemz z 1 opotiebeného kusu se potencialné uvolni az 4,5 g zinku (EPA, 1987). Councell
a kol. (2004) uvadi, Ze obrusovani pneumatik pfedstavuje, zejména pro povrchové vody
vV dopravou zatiZzenych oblastech, vyznamnéj$i zdroj zinku neZ atmosférické depozice.

Vysledky analyz upozornuji na uvolnéni az 35 % dostupného zinku pii 7 denni extrakci
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vodou z ¢astic o velikosti < 100um (ECB, 2008). Existuji také analyzy zalozené na
realnych podminkach sledujicich potencidl kontaminace smyvl z parkovist’ a komunikaci.
Greenstein a kol. (2004) simuloval ptisobeni srazek na parkovisté o rizné intenzité adrzby
a uzivani. Z vysledki jeho analyz vyplyva, ze pusobenim deStové vody dochazi
K uvoliovani velkého mnozstvi zinku, na stran¢ druhé vsak nevede k extrakci organickych
latek v takové mite, aby byly zodpovédné za toxicky efekt.

Soucasné tendence environmentalni ochrany vytvaii tlak na zménu vyrobnich
receptur za pouziti méné rizikovych surovin a také na racionalni naklddani s odpadnimi
pneumatikami, nebot’ pneumatiky s ukoncenou zivotnosti pfedstavuji dlouhodobou vyzvu
VvV oblasti ochrany zivotniho prostiedi. Pfestoze testy nepotvrdily jejich ekotoxicitu
(Odpadové forum, 2004), existuje fada studii potvrzujicich potencidlni rizika spojena se
schopnosti vybranych komponentl uvoliiovat se také z celistvé pryZové matrice piisobenim
vngjsich vlivii. Smolders a Degryse (2002) uvadi, ze béhem prvnich 12 mésict expozice
odpadnich pneumatik externim podminkam dochazi k uvolnéni 10 — 40 % ptitomného
zinku do vyluhu, zarovenn vSak dochazi k navySeni pH, coz limituje jeho ptipadnou
mobilitu. Problém také nastava v oblastech, kde jsou odpadni pneumatiky vyuzivani pro
konstrukci vodnich bariér a umélych koralovych utest (Gualtieri a kol., 20053).

Diference miry toxickych G¢inki mezi celymi pneumatikami, jejich fragmenty a
casticemi tkvi pouze ve velikosti specifického povrchu, ze kterého se mohou jednotlivé
chemické substance uvolfiovat t€kdnim nebo vyluhovanim, proto lze predpokladat
akutngjsi ucéinky kontaminantd uvolnénych z ¢astic, nez zneporuseného materialu
(Gualtieri a kol., 2005b; Wik a Goran, 2005).

Jednou z moznosti vyuziti odpadnich pneumatik je jejich recyklace za tcelem
vyroby aktivniho uhliku. Aktivni uhlik je vzhledem ke svym sorpénim vlastnostem
vyuZzivan mimo jiné pro tcely ipravy a ¢isténi odpadnich a pitnych vod. San Miguel a kol.
(2002) provedl studii tykajici se problematiky ptechodu vybranych anorganickych prvki
(zinku, chromu, kadmia, siry aj.) do recyklatu a jejich zpétného uvoliiovani do vod. Bylo
zjisténo, Ze pii neutrdlnim pH dochazi k zna¢né limitaci dostupnosti vétSiny analyzovanych
prvki, vyjma siry, jejiz hodnoty vSak neptekrocCily hygienické limity nezavadnosti. Podle
OECD (2004) miize byt recyklaci teoreticky uvoliiovano 1 6PPD.

V obecné roviné piedstavuji nejvyssi riziko kontaminace neodborna manipulace

nebo likvidace vzniklych chemickych odpadi a havarijni Gniky pfi jejich transportu.
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3.3.2 Enzymaticka aktivita jako indikator kontaminace pudniho prostiredi

M¢feni enzymatické aktivity slouzi k bioindikaci stavu pfitomné mikroflory, ktera
je schopna reflektovat antropogenni zatizeni pid a tim i miru naruSeni pfirozenych
podminek (Dick a kol., 2000; Singh a Kumar, 2008). Vystupy analyz pfedstavuji
informace o zmén¢ chovani zpisobené neschopnosti organismti se na latku adaptovat,
nikoli o samotném principu toxického efektu (Moriarty, 1999).

Pudni enzymy jsou biologicky syntetizované proteinové latky (Shukla a Varma,
2011) zastavajici dalezitou funkci v cyklu Zivin, procesu dekompozice organické hmoty a
udrzovani biochemické rovnovahy pidniho prostiedi (Dick a kol., 2000). Extracelularni
enzymy, které vpudnim roztoku nepodlehnou degradaci nebo denaturaci, vytvari
komplexy se substratem a hydrolyzuji nerozpustné nebo makromolekularni latky, ¢imz
zpiistupniuji jejich frakce (Burns a Dick, 2002). Extra- nebo intracelularni enzymy jsou
produkovany majoritn¢ bakteriemi a houbami, pouze zlomek jich je plivodem rostlinného
nebo zivocisného (Singh a Kumar, 2008).

Piidni mikrofléra je citlivd na pfitomnost téZkych kovl a vysoké koncentrace
stopovych prvku. Jejich ptidavek vede k naruseni schopnosti bunécného rastu, coz
zpisobuje naruseni enzymatické aktivity a tim i pfirozenych biochemickych procesi
Vv pudéach (Fu a Tabatabai, 1989). Kromé pfitomnosti xenobiotik nebo polutantli ovliviiuji
enzymatickou aktivitu také pfirozené pudni vlastnosti, zejména obsah organické hmoty
jakozto energetického zdroje (Wolinska a Stepniewska, 2012) a hodnota pH. pH
determinuje skladbu a diverzitu mikrobnich spolecenstev a také limituje dostupnost zivin
nebo inhibitorl z pidniho roztoku (Dick a kol., 2000)

Mezi nejcastéji analyzované enzymy jsou fazeny dehydrogendsy, fosfatésy,

ureasy, celulasy, proteasy, nitratreduktasy aj. (Singh a Kumar, 2008).

3.3.2.1 Dehydrogenasy

Obecny nazev dehydrogendsa zastit'uje celou Skala intracelularnich enzymu, které
jsou soucasti bunéénych enzymatickych systému, napft. citratového cyklu, respiracniho
metabolismu aj. (Wolinska a Stgpniewska, 2012), a spadaji do skupiny oxidoreduktas (Gu
a kol., 2009). Tyto enzymy jsou soucasti fetézce elektronového transportu, piesouvaji
vodik z organického substratu k anorganickému akceptoru, ¢imz dochazi k oxidaci ptidni

organické hmoty (Matyja a kol., 2016; Shukla a Varma, 2011; Wolinska a Stepniewska,
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2012). Zucastiuji se tak respiracniho cyklu ptdnich mikroorganismi (Shukla a Varma,
2011).

Dehydrogenasy jsou pfitomny ve vSech zivych mikrobidlnich buitkach, nekumuluji
se vV pud¢ a vyznacuji se vysokou citlivosti vii¢i zménam v prostiedi, proto se méefeni jejich
celkové aktivity (DHA) vyuziva pro analyzu biologickych a chemickych parametrd ptd a
hodnoceni ekotoxicity chemickych latek (Casida, 1977; Matyja a kol., 2016; Wolinska a
Stepniewska, 2012). Velmi Casto se uzivaji pro identifikaci pid kontaminovanych tézkymi
kovy, které jsou schopny navéazat se na aminokyseliny a -SH, -COOH, -NH a -NH;
skupiny pfitomné v enzymech, ¢imz dochazi k jejich ireverzibilni inaktivaci (Matyja a kol.,
2016; Tan a al.,, 2016). Dehydrogenasy jsou majoritn¢ produkovany anaerobnimi
mikroorganismy (Wolinska a Stepniewska, 2012).

3.3.2.2 Nitratreduktasa

Extracelularni enzym nitratreduktdsa je nezbytnou soucésti kolobéhu dusiku.
Redoxni centrum je uloZzeno hluboko ve struktufe proteinu, proto dochazi k imobilizaci
enzymu do polymert typu polypyrrol, polyviologen aj., které napomahaji zvyseni jeho
elektrické vodivosti (Sachdeva a Hooda, 2016). V podobé nitratového biosenzoru se
katalyticky podili na prvni fazi denitrifikace pfi redukci dusi¢nanti na dusitany za
ptitomnosti odpovidajiciho kofaktoru (napt. NADH) (Abdelmagid a Tabatabai, 1987;
Sachdeva a Hooda, 2016). V kyselych ptudach je redukce dusi¢nanti rychlost limitujicim
procesem denitrifikace (Abdelmagid a Tabatabai, 1987; Fu a Tabatabai, 1989).

Nitratreduktisa je mikrobidlniho plivodu a vykazuje pomérné€ nizkou
termotoleranci. K jeji inaktivaci dochazi pfi teplotach nad 40 °c, teplotni hranice je dle
Abdelmagida a Tabatabaie (1987) 0 15 — 20 °C nizsi, neZ u v&tsiny enzymi. K prokazané
inhibici, zejména v kyselych ptdach, dochazi také ptisobenim iontt tézkych kovi. Mezi

nejucinn&jsi inhibitory patii Cd**, Zn**,Pb ?*, Cu**, AI** aj. (Fu a Tabatabai, 1989).

3.3.2.3 Kysela fosfatasa

Fosfatdzy tvofi skupiny extraceluldrnich enzymii katalyzujicich hydrolyzu
anhydridi a ester kyseliny fosfore¢né. Kysela fosfatdza spadd do podskupiny
fosfomonoesteras (Eivazi a Tabatabai. 1977) a tvoti nedilnou souc¢ast procesu mineralizace
organickych substratii s obsahem fosforu (Gilbert a kol., 1999; Sarapatka, 2003).

Kyselé fosfatasy jsou dominantni v acidifikovanych pidach (Juma a Tabatabai,
1976), jejichz pH se pohybuje v rozmezi 0-7 (Gilbert a kol., 1999).
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Fosfatasy jsou produktem bakteridlniho, rostlinného i zivocisného metabolismu
(Sarapatka, 2003). U rostlin je mira produkce enzym determinovéna jejich druhem, popt.
varietou, a také managementem pud (Biinemann a kol., 2011; Shukla a Varma, 2011).
Pfirozen¢ zvysSenou aktivitu Ize detekovat zejména v rhizosféfe v pudach s nizkym
obsahem anorganickych forem fosforu (Biinemann a kol.,, 2011), k Gtlumu dochazi
alkalizaci nebo pritomnosti inhibitori, napf. tézkych kovi (Juma a Tabatabai, 1976;

Sarapatka, 2003).
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4  Material a metody

4.1 Testy kli¢ivosti ve vyluzich Cistych latek

Vyznam testi klicivosti semen vysSich rostlin spo¢ivd ve zhodnoceni miry
negativnich U¢inkd vodnych vyluht vybranych latek na schopnost semen vykli¢it a na
prvni faze rastu kofene a rostliny. Pro tuto analyzu byly zvoleny vodné vyluhy o 4
koncentracich vychozich latek - 10%, 5%, 1% a 0,1% a varianta kontrolni
s demineralizovanou vodou. Latky byly extrahovany po dobu 6 dni pfi laboratorni teploté
25 °C ve 100 ml demineralizované vody. Pro kazdou koncentraci analyzované latky byla
vytvotena 4 opakovani a pro celou sérii 3 kontrolni vzorky, analyza zahrnovala celkem 51

vzorkda.

Tab. ¢. 3: Navazky latek (g) pro testy kli¢ivosti

Koncentrace ZnO 6PPD Saze (technicky uhlik)
10% 10,002 10,002 10,005
5% 5,003 5,005 5,005
1% 1,004 1,000 1,003
0,1% 0,101 0,100 0,100

Na dno Petriho misek byl vlozen filtra¢ni papir a na n&j bylo umisténo 10 semen
fedkve (Raphanus sativus L. var. sativus). Pipetou bylo ptidano 10 ml ptislusného vyluhu a
do kontrolnich variant 10 ml demineralizované vody. Misky byly pfikryty vickem a
ponechany 48hodinové expozici pii laboratorni teploté. Po 24 hodinach byla provedena

prvni kontrola, po dalich 24 hodinach zavére¢né hodnoceni.

Obr. ¢. 9: Provedeni testu kli¢ivosti semen fedkve (Raphanus sativus L. var.

sativus) na vyluzich ¢istych latek

]
 p—
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4.2 ZaloZeni pudnich variant

Nadobovy pokus byl zalozen pro provedeni dlouhodobych terestrickych testi vlivu
vybranych latek na pfitomnou mikrofloru a adaptabilitu vysSich rostlin. Pro ucely této
prace byly pouzity dva odlisné typy pud: ptuda lesni z lokality Piedni Zborovice (okres
Strakonice) a pida orna z lokality Mélnik (okres Mélnik), vyznacujici se odliSnymi

fyzikéalnimi, chemickymi a mikrobiologickymi parametry.

Tab. ¢. 4: Zakladni charakteristiky pokusnych zemin (obsah pfijatelnych prvka

stanoven metodou Mehlich 111)

Pudni P K Mg
série Lokalita pHker | Corg. (%) mg.kg™

Lesni Ptfedni Zborovice | 3,08 3,6 59 88 129
Orna Meélnik 5,76 1,2 33 235 133

Varianty série S lesni pidou byly zalozeny dne 7. 6. 2016, varianty s piidou ornou
dne 21. 6. 2016. Do oznacenych plastovych nddob vystlanych filtraénim papirem bylo
navazeno 1,5 kg nepfesaté zeminy, kterd byla zbavena velkych rostlinnych zbytkd a
anorganickych piimési a kontaminovdna pfisluSnym mnozstvim analyzované latky.
Celkem bylo pro kazdou ptidu vytvofeno 7 variant o koncentracich 0,1 %, 0,01 % a 0 %
dle tabulek ¢. 5 a 6. Vzorky byly pravideln¢ zavlazovany 100 ml demineralizované vody a
ponechany inkubaci pii 25 °C v pokusnych sklenicich Ceské zemé&délské univerzity

V Praze.

Tab. €. 5: Znazornéni pokusu u pudni série S ozna¢enim: Lesni

Varianta Navazka pudy (g) | Navazka latky (g)
6PPD 0,1 % 1500,3 1,505
6PPD 0,01 % 1500,5 0,151

Zn0 0,1 % 1500,8 1,502

Zn0 0,01 % 1501,0 0,152

Saze 0,1 % 1502,0 1,506

Saze 0,01 % 1502,0 0,150
Kontrola 1500,3 0
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Tab. €. 6: Znazornéni pokusu u ptidni série S oznacenim: Orna

Varianta Navazka pudy (g) | Navazka latky (g)
6PPD 0,1 % 1500,8 1,502
6PPD 0,01 % 1501,2 0,151

Zn0 0,1 % 1500,9 1,504

Zn0 0,01 % 1500,6 0,151

Saze 0,1 % 1501,6 1,503
Saze 0,01 % 1500,9 0,150
Kontrola 1500,3 0

Obr. ¢. 10: Nadobovy pokus s variantami série lesni pida

4.3 Stanoveni suSiny vzorku

Susina vzorkii byla stanovena pro aplikaci ve vypoctech aktivit jednotlivych
sledovanych enzymi. Stanoveni bylo provedeno dle metodiky uvedené v Jednotném
pracovnim postupu UKZUK ¢&. 30020.1 Stanoveni vlhkosti gravimetricky.

Do ptedem zvazenych kadinek bylo navazeno 20,00 g pfirozené vlhkych pidnich
vzorkd, které byly nasledné vysuseny pii teploté 105 °C do konstantni hmotnosti. Po

vysuseni byly vzorky opétovné zvdzeny a obsah susiny v % byl stanoven dle vzorce:

m2
%DM =—x 100
ml

kde:

% DM obsah susiny v %;

m; navazka vzorku pidy pfed vysusenim v g;
m; navazka vzorku pudy po vysuseni v Q.
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Tab. €. 7: Vysledky stanoveni % suSiny u ptdnich variant

Varianta Lesni p. | % susiny || Varianta Ornd p. | % suSiny
Kontrola 97,411 || Kontrola 89,591
6PPD 0,1 % 98,115 |(|6PPD 0,1 % 89,234
6PPD 0,01 % 97,663 ||6PPD 0,01 % 88,480
Zn0 0,1 % 98,623 ||ZnO 0,1 % 89,926
Zn0 0,01 % 98,154 ||/Zn0O 0,01 % 88,739
Saze 0,1 % 97,759 ||Saze 0,1 % 88,867
Saze 0,01 % 98,497 ||Saze 0,01 % 89,182

4.4 Stanoveni vybranych enzymatickych aktivit

Schéma odbéru vzorkl pro stanoveni vybranych enzymatickych aktivit je uvedeno
na obr. &. 11. Cerstvé odebrané ptdni vzorky byly prosety pies sito s primérem ok 2 mm a
pripadné rostlinné zbytky byly ru¢né odstranény. Proseté vzorky byly pfed navazovanim
k analyzam uloZeny v plastové uzaviratelné vzorkovnici.

Stanoveni enzymatické aktivity bylo provadéno vzdy po mésici inkubace pidni
vzorkll a celkem byly provedeny 3 série stanoveni. Pro kazdé stanoveni byla vytvofena

série 28 vzorku.

Obr. €. 11: Obecné schéma enzymatickych pokusii

6PPD Zn0 Saze

koncentrace 0,1 %
—3 opakovani+ 1
blank

koncentrace 0,01 %

—3 opakovani+ 1
blank

koncentrace 0,1 %
—3 opakovani+ 1
blank

koncentrace 0,01 %
— 3 opakovani+ 1
blank

koncentrace 0,1 %
—3 opakovéni+ 1
blank

koncentrace 0,01 %
— 3 opakovani+ 1
blank

kontrola (spoletnd) — 3

opakovani a 1 blank
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4.4.1 Aktivity dehydrogenas

Pro stanoveni aktualni aktivity dehydrogenas byla pouzita metodika uvedend
v normé CSN EN ISO 23753-1 (Kvalita ptidy— Stanoveni aktivity dehydrogenazy v ptidé —
Cast 1: Metoda pouzivajici trifenyltetrazolium chlorid (TTC)) s upravenou dobou
inkubace. Vzorky pud s piidavkem 2,3,5-trifenyltetrazolium chloridu byly inkubovany po
dobu 20 hodin a vyprodukovany trifenylformazan (TPF) byl nasledné¢ stanoven
spektrofotometricky pii vinové délce 485 nm.

Do oznacenych 100 ml Erlenmayerovych bané¢k bylo navazeno 5,00 g Cerstvé
odebraného pudniho vzorku. Ke kontrolnim vzorkiim bylo automatickou pipetou piidano
5 ml tris pufru o ¢ = 0,1 mol/l (roztoku tri(hydroxymethyl)aminomethanu) o pH 7,8 a
Kk ostatnim vzorkiim bylo pipetovano 5 ml substratového roztoku (1,5% roztok TTC v tris
pufru pro jilovité a humozni pudy). Baiky byly uzavieny zatkou, obsah byl ru¢né jemnym
krouzivym pohybem promichéan a vzorky se ponechaly inkubaci v termostatu pii teploté 25
C. Po inkubaci bylo ke vzorkim pridano 25 ml acetonu pro extrakei vzniklého
trifenylformazanu, vzorky byly jemné promichany, uzavieny a ulozeny na 2 hodiny do
tmy. Po hoding byly vzorky opét ruén¢ promichany a dal$i hodiné v poloSeru ptefiltrovany
ptes francouzsky skladany filtr. Obsah TPF ve filtratu byl stanoven proti blanku
s acetonem na piistroji PerkinElmer Lambda 25.

Vysledna aktivita dehydrogenés byla vypoctena dle vzorce:

_ (pcs — pbs) x V x 100
“= m X DM X t

kde:

a aktivita dehydrogenas v mg TPF/kg suché pudy/hod,
Pes pramérna koncentrace TPF ve vzorku v pg/ml;

Dbs koncentrace TPF v kontrolnim vzorku v pg/ml;

Vv objem vzorku v ml;

m priamérna navazka vzorku v g;

DM suSina vzorki v %);

t délka inkubace v hod.
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4.4.2 Aktivita nitratreduktasy

Aktivita nitratreduktasy byla stanovena dle metodiky Abdelmagid a Tabatabai
(1987). Vzorky byly inkubovany po dobu 24 hodin se substratovym roztokem KNOj3 a
ptidavkem 2,4-dinitrofenolu (DNP), ktery slouzi k blokaci energie potifebné pro nastup
druhé faze denitrifikace, redukce dusitanti (Abdelmagid a Tabatabai, 1987). Vysledny
obsah dusitand byl stanoven spektrofotometricky pfi vinové délce 520 nm.

Do polykarbonatovych centrifuga¢nich zkumavek bylo navazeno 5,00 g Cerstve
odebrané proseté pliidy. Ke vzorkim byly automatickou pipetou postupné piidany 4 ml
roztoku 2,4-dinitrofenolu o ¢ = 0,9 mmol/l, 1 ml roztoku KNOs; 0 ¢ = 25 mmol/l a 5 ml
demineralizované vody. Zkumavky byly uzavieny Sroubovacim uzavérem a obsah byl
ruéné promichan. Kontrolni vzorky byly vlozeny do mraziciho boxu, kde byly ponechany
pii teplotd -20 °C, ostatni vzorky byly inkubovény v termostatu pii 25 °C, oboji po dobu 24
hodin. Po inkubaci a roztati kontrolnich vzorku pii laboratorni teploté bylo ke vzorkiim ve
zkumavkach pipetovano 10 ml roztoku KCI o ¢ = 4 mol/l, suspenze byla ru¢né promichana
a ihned filtrovan ptes skladany filtr.

Pro spektrofotometrické stanoveni se do 20 ml zkumavek prevedlo 5 ml filtratu,
k némuz byly pfidany 3 ml NH4CI pufru o pH 8,5 a ¢ = 0,19 mmol/l a 2 ml barevného
¢inidla (roztoku sulfanilamidu a N-(1-naftyl)ethylenamin hydrochloridu s pfidavkem
kyseliny trihydrogenfosfore¢né). Zkumavky byly uzavieny parafilmem, obsah ru¢né
promichd a ponechan reagovat 15 minut pfi laboratorni teploté. Obsah dusitanii byl

stanoven proti blanku s demineralizovanou vodou na ptistroji PerkinElmer Lambda 25.

Vzorec pro vypocet aktivity nitratreduktasy:

(S —C) x 20 x 100

ANR = mX5XDM
kde:
ANR  aktivita nitratreduktasy v ug N/g susiny/24 hod;
S prumérny obsah dusitant ve vzorku v ug N;
C obsah dusitani v kontrolnim vzorku v pg N;
20 objem extraktu v ml,
m navazka pudniho vzorku v g;
5 alikvotni podil filtratu v ml;
DM susina pudnich vzorki v %.
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4.4.3 Aktivita kyselé fosfatazy

Stanoveni aktivity kyselé¢ fosfatdzy bylo provedeno dle metodiky Bremner a
Tabatabai (1969). Padni vzorky s piidavkem p-nitrofenylfosfatu byly inkubovany pii 25 °C
a vysledny obsah p-nitrofenolu byl stanoven spektrofotometricky pii vinové délce 400 nm.

Do 100 ml Erlenmayerovych ban¢k byly navdzeny 2,00 g Cerstvé odebraného
ptesatého pudniho vzorku, pfidany 2 ml destilované vody a 8 ml tris pufru o ¢ = 0,1 mol/l a
pH 6,05. Zvlh¢ené vzorky byly ponechany 5 minut pfi laboratorni teploté a nasledné k nim
byly automatickou pipetou piidany 2 ml roztoku p-nitrofenylfosfatu o ¢ = 0,0115 mol/l,
vyjma kontrolnich vzorkti. Po promichani krouzivym pohybem byly banky uzavieny a
vzorky uloZeny na 2 hodiny do termostatu S pfedem nastavenou teplotou na 25 °C. Po
inkubaci byly pipetovany 2 ml CaCl, o ¢ = 0,5 mol/l a 8 ml NaOH o ¢ = 0,5 mol/l. Ke
kontrolnim vzorkiim byly dodate¢né pridany 2 ml p-nitrofenylfosfatu. Vysledné suspenze
byly nasledné filtrovany ptes skladané filtry a pro analyzu byly filtraty zifedény 20krat, tj.
do 20 ml zkumavek byl pipetovan 1 ml filtratu a doplnén 19 ml roztoku NaOH o ¢ = 0,01
mol/l.

Obsah p-nitrofenolu byl stanoven proti blanku s demineralizovanou vodou na

piistroji PerkinElmer Lambda 25. Aktivita kyselé fosfatazy byla vypoétena pomoci vzorce:

(S—C) X 20 X 22 X 1000
AKF =

mXt
kde:
AFK  aktivita kyselé fosfatazy v pmol p-nitrofenolu/g/hod;
S pramérny obsah p-nitrofenolu ve vzorku v umol/ml;
C obsah p-nitrofenolu v kontrolnim vzorku v pmol/ml;
20 redici faktor filtratu;
22 objem extraktu v ml;
m primérnd navazka ptadniho vzorku v g;
t délka inkubace v hod.

4.5 Testy Kkli¢ivosti a riistu na kontaminovanych pidach

Piidni vzorky nadobového pokusu byly po 4 mésicich inkubace pouzity pro
testovani ucinkl chronické expozice kontaminantiim na vyssi rostliny ve srovnani s ¢inky
akutnimi. Do kazdé varianty bylo zasazeno 15 semen lupiny bilé (Lupinus albus), ktera

byla vybrana pro své adaptabilni schopnosti vi¢i nizkému pH. Semena byla zapravena do
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pudy a pravidelné zavlazovana 100 ml demineralizované vody. Vzorky byly ponechany v
pokusnych sklenicich Ceské zemédélské univerzity v Praze pii kontrolované teploté 25 °C.
Schopnost semen vykli¢it a stav nadzemni biomasy byl pravidelné¢ monitorovan po

dobu 1 mésice, poté bylo provedeno zavérecné hodnoceni.

4.6 Testy kli¢ivosti na pudnich vyluzich

Vzhledem k povaze vysledkt kli¢ivosti na kontaminovanych pudach byl test
kli¢ivosti proveden pouze u pidniho vyluhu série piidy orné (Mélnik). Varianty pidy lesni
(Ptedni Zborovice) byly pro své velmi nizké pH z tohoto stanoveni vylouceny.

Pro vytvofeni pudnich vyluhd bylo do uzaviratelnych plastovych nadob navazeno
po 10,00 g cCerstvé odebrané pteseté pidy, k niz bylo pfidano 100 ml demineralizované
vody. Obsah byl poté homogenizovan na tfepacce po dobu 1 hod a vznikld suspenze
prefiltrovana pies skladany filtr.

Na dno plastovych misek byl vlozen filtraéni papir, na néjz bylo ulozeno 6 semen
lupiny bilé (Lupinus albus), které byly zality 10 ml pfislusného vyluhu, Vv pfipadé
kontrolnich vzorkdi 10 ml demineralizované vody. Celkem bylo vytvofeno 7 variant
s pudnimi vyluhy a 1 varianta s demineralizovanou vodou, pro kazdé stanoveni byla
provedena 4 opakovani. Misky byly uzavieny vickem a ponechany 5 dni pfi laboratorni

teploté. Po 3 dnech byl proveden kontrolni odpocet, po 5 dnech zavére¢né hodnoceni.

Obr. ¢. 12: Provedeni testu kli¢ivosti semen lupiny bilé (Lupinus albus) na pidnich

vyluzich
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4.7 Zpracovani vysledki analyz

Pro ziskani grafickych vystupl a vypocta byla ziskana data zpracovana v programu
MS Excel a pro statistické porovnani (zjisténi zavislosti proménnych, porovnani souborti

dat v ¢ase) v programu Satistical2 od spolecnosti StatSoft.
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5 Vysledky

5.1 Testy klicivosti na vyluzich €istych latek

Pii prvnim kontrolnim odectu po 24 hodinidch od zaloZeni testu byly zjistény
problémy s kli¢enim semen fedkve seté (Raphanus sativus L. var. sativus) u kontrolnich
variant s demineralizovanou vodou, ze tii opakovani kli¢ila semena pouze v jednom.
Naopak ve vSech sledovanych koncentracich 6PPD zacala semena klicit bez obtiZi, stejné
jako u koncentraci 0,1 % a 1 % oxidu zine¢natého a sazi. U vzorku vyluhil sazi a ZnO o
koncentraci 5 % a 10 % doslo pouze k mirné inhibici.

Po 48 hodinach vykézaly kontrolni vzorky kli¢ivost srovnatelnou se vzorky
analyzovanych vyluhl. V demineralizované vodé vykli¢ilo v priméru 9 rostlin, avSak
pouze u 5 z nich se vytvotily listy.

U 6PPD nebyly identifikovany inhibi¢ni ucinky na kli¢eni semen u zadné
z testovanych koncentraci. U variant 0,1 % a 10 % vykli¢ilo v priméru 9 semen, u
koncentraci 1 % a 5 % byla kli¢ivost 100%. U antidegradantu byl ve srovnani s kontrolni
variantou stanoven vys$si pramérny pocet rostlin opatienych listy (graf ¢. 1), které vSak
byly ve vSech opakovani drobné a se zvySujici se koncentraci se zvySovala také mira jejich

fyziologického poskozeni.

Graf ¢. 1: Vysledky testu klic¢ivosti semen fedkve seté (Raphanus sativus L. var.
sativus) ve vyluzich 6PPD

10%
5%
B s listy
® vyklicena
1%
0.10%
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U koncentraci vysSich nez 0,1 % byl sledovan vyskyt stupnujicich se nekroz
kofenovych pletiv (obr. ¢. 13). Rostliny u koncentrace 1 % tvofily drobné listy bez
zjevného poskozeni, u koncentraci 5 % a 10 % doslo k celkovému zakrnéni kli¢icich

rostlin a vyskytu vyraznych listovych chlordz a nekroz okrajti listové cepele (obr. €. 14).

Obr. ¢. 13: Priklad poc¢atecnich nekrdz koteni u vyluhu 6PPD o koncentraci 1 %
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Série vzorka obsahujicich vyluhy oxidu zine¢natého vykazaly vysoky primér poctu
vyklic¢enych a olisténych rostlin. U koncentraci 0,1 % a 5 % doslo k vykliceni v priméru 9
semen, u koncentraci 1 % a 10 % byla zaznamenana 100% kli¢ivost. Bylo pozorovano, ze
se zvysujici se koncentraci se zvySovala také schopnost klickl tvofit listy. Ve vyluhu o
koncentraci 0,1 % bylo v priméru 6, u koncentraci 1 % a 5 % shodné 7 a v 10% vyluhu 8
olisténych rostlin. Kli¢ici rostliny byly vétSinou zelené a bez zjevnych zndmek nekréz,

chloroz ¢i deformaci.

Graf ¢. 2.: Vysledky testu kli¢ivosti semen fedkve seté (Raphanus sativus L. var.

sativus) u vyluhtt ZnO

10%

W g listy
® vyklicena

1%

0,10%

U sazi (technického uhliku) nebyly na konci testu prokazany zZadné inhibi¢ni G€inky
na kli¢ivost semen fedkve seté (Raphanus sativus L. var. sativus), u vzorkt o koncentraci 1
% doslo k nadprimérné elongaci kofent (nejdelsi métil 19 cm, obr. ¢. 15). U vyluht o
koncentracich 0,1 %, 1 % a 5 % vykli¢ilo primérn¢ 10 semen, u koncentrace 10% doslo
k poklesu na 9 semen. V sériich o koncentraci 0,1 % a 1 % bylo detekovano v priméru 8
zelené olisténych rostlin, u koncentrace 5 % 9 a u varianty s 10% vyluhem doslo ke snizeni
Vv priméru na 7 rostlin tvoficich listy. U vybranych opakovani 10% koncentrace doslo
K mirnému utlumu tvorby listové biomasy a po¢atkim chlordz, obecné lze vSak rostliny

Vv celé sérii hodnotit jako zdrave vypadajici.
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Graf ¢. 3.: Vysledky testu kli¢ivosti semen fedkve seté (Raphanus sativus L. var.

sativus) u vyluht sazi
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B vyklicena
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Souhrnné vysledky testu kli¢ivosti na vyluzich &istych latek jsou znazornény
v grafech €. 4 a 5. Na zakladé¢ statistického hodnoceni vysledkd vyplyva, Ze nebyla zjisténa
linedrni zavislost mezi poctem nevykliCenych semen a koncentraci analyzované latky ve

vyluhu (R? gppp = 0,096; R? 7,0= 0,0927, R? saze= 0,0449).
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Graf ¢. 4.0 Shrnuti primérnych vysledkd testu klicivosti semen fedkve seté

(Raphanus sativus L. var. sativus)
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Graf ¢. 5: Primérny pocet vykli¢enych rostlin s listy
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g
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5.2 Analyzy enzymatickych aktivit

5.2.1 Aktivita dehydrogenas

Souhrnné vysledky monitorujici vyvoj aktivity dehydrogenés v sérii vzorka lesni
pudy jsou uvedeny v tabulkach ¢. 9 a 10 a znazornény v grafu €. 6.

V prvnim stanoveni byla pro vzorky lesni pudy (lokalita Predni Zborovice)
stanovena referenéni hodnota aktivity dehydrogends na 0,10631 mg TPF. kg™*. h™
K nejvyssi detekované inhibici enzymi doslo u variant obsahujicich 0,1% koncentrace
6PPD a sazi, tj. -149,41 % v ptipad¢ antidegradantu a - 68,90 % Vv piipad¢ sazi. Také nizsi
koncentrace 6PPD snizila enzymatickou aktivitu na 32,94 % oproti kontrolni varianté,
podobné jako varianta ZnO 0,01 % (na 40,31 %). Méné nez o polovinu byla aktivita
inhibovana u varianty saze 0,01 % (na 62,77 %). Naopak v piipadé varianty ZnO 0,1 %
doslo ve srovnani s referencni hodnotou k nérastu aktivity na 112, 25 % (0,11933 mg TPF.
kg. h™%). Vramci stanoveni muselo byt vyjmuto 1 opakovani varianty 6PPD 0,1 %
z divodu silného zabarveni laboratorniho vzorku.

V druhém hodnoceni bylo detekovdno mirné sniZzeni enzymatické aktivity u
kontrolni varianty (0,09208 mg TPF. kg™. h™). V sérii byla nejvys§i inhibice op&tovng
naméfena u vzorku 6PPD 0,1 % (24,44 % oproti referen¢ni hodnot¢), druha nejvyssi u
vzorku ZnO 0,1 % (na 32,54 %), coz lze povazovat, ve srovnani s prvnim méfenim, za
velmi vyznamny pokles. U 0,01% koncentraci variant sazi a ZnO doSlo ve srovnani s prvni
analyzou kK mirnému narustu aktivit. Ke znatelnému zvySeni enzymatické aktivity doslo u
varianty 6PPD 0,01 %, ktera dosahovala produkci 0,08202 mg TPF. kg™. h™ 89,07 %
aktivity referen¢ni (kontrolni) varianty. V této sérii stanoveni byla vyjmuta 2 opakovani u
varianty 6PPD 0,1 % a 1 opakovani varianty 6PPD 0,01 % z diivodu silného zabarveni
vzorkl.

Ve tfetim méfeni nedoSlo u kontrolni varianty k detekci zmén. Ve srovnani
s aktivitou vykdzanou ve 2. stanoveni doSlo k jejimu vyznamnému poklesu u varianty
6PPD 0,01 %, ktera byla stanovena na -6,37 % aktivity kontrolni varianty. K mirnému
poklesu doslo také u varianty 6PPD 0,1 % (0,01098 mg TPF. kg™. h™, tj. na 11,92 %). Po
poklesu se opétovné zvysila enzymatickd ¢innost u vzorku ZnO 0,1 %, z 0,02996 na
0,12222 mg TPF. kg™. h™, tj. na 132,73 %. Nejvyssi nartst byl naméfen u varianty saze 0,1
%, ktery se 149,77 % ptevySoval aktivitu u varianty kontrolni. Mezi vzorkem saze 0,01 %
a kontrolou byl naméfen jen mirny rozdil (96,56 %). Ze stanoveni bylo opétovné vyjmuto

1 opakovani varianty 6PPD 0,1 % z divodu silného zabarveni vzorku.
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Tab. €. 8: Vysledky série stanoveni aktivity dehydrogends u variant lesni ptidy

Lesni Aktivita dehydrogenas

pida mg TPF. kg*.h™
inkubace: 20 h 1. stanoveni 2. stanoveni 3. stanoveni
Kontrola 0,10631 0,09208 0,09208
6PPD 0,1 % -0,15884 0,0225 0,01098
6PPD 0,01 % 0,03502 0,08202 -0,00587
Zn0 0,1 % 0,11933 0,02996 0,12222
Zn0 0,01 % 0,04285 0,05147 0,073
Saze 0,1 % -0,07325 0,05622 0,13791
Saze 0,01 % 0,06673 0,07005 0,08891

Tab. €. 9: Porovnani vysledkt stanoveni ve srovnéani s kontrolni ptdni variantou

Lesni Aktivita dehydrogenas

puda v porovnani vii¢i kontrolni varianté (%)
kontrola = 100 % 1. stanoveni 2. stanoveni 3. stanoveni
6PPD 0,1 % -149,41 24,44 11,92
6PPD 0,01 % 32,94 89,07 -6,37
Zn0 0,1 % 112,25 32,54 132,73
Zn0 0,01 % 40,31 55,90 79,28
Saze 0,1 % -68,90 61,06 149,77
Saze 0,01 % 62,77 76,08 96,56

Graf ¢. 6: Vyvoj aktivity dehydrogenas u vzorki série lesni pudy
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Nebyl zjisteén statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky 1. a 2. stanoveni
(p=0,3128 > o= 0,05), ani mezi hodnotami 2. a 3. stanoveni (p= 0,5 > o= 0,05).

U kontrolni varianty série orné pudy (lokalita M¢lnik) byla pfi vSech stanoveni
namétfena mirn€ vyssi aktivita ve srovnani s kontrolni variantou série pidy lesni. Pro prvni
stanoveni byla referenéni hodnota stanovena na 0,12765 mg TPF. kg™. h™ a k nejvyssi
aktivita byla naméfena u vzorku saze 0,1 %, kde doSlo ke sniZzeni produkce
trifenylformazanu na 0,0579 mg TPF. kg h? (. na 45,36 %), tlum u ostatnich
kontaminovanych variant nebyl ve srovnani s prvnim stanovenim u série vzorkt lesni pudy
tak vyrazny (tab. ¢. 10 a 11 a graf ¢. 7). K nejnizsi inhibici doslo u varianty 6PPD 0,01 %
(na 85,19 %) a ZnO 0,01 % (na 72,54 %).

Pro druhé stanoveni byla vypoctena hodnota referencni aktivity na 0,12353 mg
TPF. kg™. h™. V tomto piipadé doslo k nejvyssi inhibici enzymatické aktivity u vzorku
saze 0,1%, na 39,90 % (0,04929 mg TPF. kg™. h™). U variant 6PPD 0,1 % a saze 0,01 %
byly naméfeny srovnatelné hodnoty, pokles se pohyboval v rozmezi 65-70 %. U varianty
6PPD 0,1 % doslo mezi stanovenimi k vyraznému nartistu ¢innosti enzymu (na 65,89 %) a
koncentrace 0,01 % vyvolala nadprimérnou enzymatickou aktivitu, kterd dosédhla 108,66
% aktivity referenéni. U vzorkll kontaminovanych oxidem zine¢natym doslo mezi
stanovenimi k mirnému poklesu, u koncentrace 0,1 % na 48,80 % au 0,01 % na 69,14 %.

Ve tietim stanoveni ¢inila referencni hodnota 0,18782 mg TPF. kg™, h™, coz lze
hodnotit jako mirny nariist oproti hodnoté piedchozi. K nejvyssimu Gtlumu doslo u variant
Zn0 0,01 %, u které bylo naméfeno pouze 61,56 % ve srovnani s aktivitou kontroly, a u
vzorku saze 0,1 % (67,19 %). Varianta ZnO 0,1 % dosahla 82,02 % s produkci 0,15416
mg TPF. kg*. h. Varianty 6PPD 0,01 % a saze 0,01 % doséhly podobnych hodnot
(95-99%). V ptipad¢ varianty 6PPD 0,1 % postupné doslo, po pocateéni vyznamné
inhibici, k vyraznému nartistu enzymatické aktivity, ktera produkci 0,32056 mg TPF. kg™.
h'! pievysila vice nez 1,5krat aktivitu ve vzorku kontrolnim (170,67 %). Ze stanoveni bylo
vylou€eno po 1 opakovani vzorki 6PPD 0,1 % a 0,01 % z divodu vyrazného zbarveni.

V ramci statistického hodnoceni nebyl prokazan vyznamny rozdil mezi vysledky 1.
a 2. stanoveni (p= 0,3975 > o= 0,05). Mezi vysledky 2. a 3. analyzy byl vSak statisticky
vyznamny rozdil detekovan (p=0,01172 < a= 0,05).
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Orna Aktivita dehydrogenas
pida mg TPF. kg™.h™
inkubace: 20 h 1. stanoveni 2. stanoveni 3. stanoveni
Kontrola 0,12765 0,12353 0,18782
6PPD 0,1 % -0,19482 0,08139 0,32056
6PPD 0,01 % 0,10874 0,13423 0,18553
Zn0 0,1 % 0,08741 0,06028 0,15416
Zn0 0,01 % 0,0926 0,08604 0,11562
Saze 0,1 % 0,0579 0,04929 0,12619
Saze 0,01 % 0,08346 0,08541 0,17883

Orna Aktivita dehydrogenas
puda v porovnani viic¢i kontrolni varianté (%)
kontrola=100% | 1.stanoveni | 2.stanoveni | 3. stanoveni
6PPD 0,1 % -152,62 65,89 170,67
6PPD 0,01 % 85,19 108,66 98,78
Zn0 0,1 % 68,48 48,80 82,08
Zn0 0,01 % 72,54 69,65 61,56
Saze 0,1 % 45,36 39,90 67,19
Saze 0,01 % 65,38 69,14 95,21

Graf ¢. 7: Vyvoj aktivity dehydrogenas u vzorki série orné piidy

Tab. €. 10: Vysledky série stanoveni aktivity dehydrogenas u variant orné ptdy

Tab. €. 11: Porovnani vysledkl stanoveni ve srovnani s kontrolni ptidni variantou

mg TPF.kg1lh!
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5.2.2 Aktivita nitratreduktasy

V prvnim stanoveni aktivity nitratreduktasy u vzorkii série lesni pida byla u
kontrolni varianty naméfena referencni hodnota 0,00115 pg N. g* suiny. 24 h™. Vyjma
vzorku saze 0,01 %, kde doslo ke statisticky zanedbatelné inhibici (na 99,13 %), doslo u
vSech variant k vyznamné nadprodukci dusiku. Nejvys$si hodnoty byly stanoveny u
varianty ZnO 0,1 %, ktera dosahla 0,01006 pg N. g™ susiny. 24 h™ (tj. 874,78 %), poté u
vzorku ZnO 0,01 % (narist na 467,83 %) a saze 0,1 % (448,70 %). 6PPD o koncentraci
0,1 % navysilo enzymatickou aktivitu na 290,43 %, ktera byla nizsi ve srovnani s variantou
6PPD 0,01 % (334,78 %).

Ve druhém kole hodnoceni doslo u kontrolni varianty k mirnému narastu
enzymatické aktivity na 0,00140 pg N. g susiny. 24 h™. U viech sledovanych variant,
vyjma 6PPD a saze o koncentraci 0,01 %, byla postupné snizena produkce dusiku, ktera
vSak zustala vyznamné nad produkci stanovené u kontrolniho vzorku. U 6PPD 0,01 %
doslo k navyseni na 350,71 % a u saze 0,01 % na 197,14 % referen¢ni hodnoty. Nejvyssi
aktivita byla op&tovné naméfena u varianty ZnO 0,1 % (0,00933 ug N. g™ susiny.24h™, tj.
666,43 %). Ze stanoveni bylo vyjmuto 1 opakovani varianty ZnO 0,01 % pro nestandardné
nizkou hodnotu.

Také pfi tietim stanoveni byla navySena enzymaticka aktivita u kontrolniho vzorku
na 0,00487 pg N. g’ sudiny. 24 h™’. Ve srovnani stouto hodnotou doilo u vzorkd
kontaminovanych sazemi k vyznamnym inhibicim. U vzorku saze 0,1 % byla aktivita
sniZzena na -13,96 %, u saze 0,01 % na -2,88 % referen¢ni hodnoty. K dal§imu vyraznému
sniZzeni produkce dusiku doslo u varianty 6PPD 0,01 %, ktera klesla na 0,00071 pg N. g’l
susiny. 24 h™ (1. 14,58 %), zatimco koncentrace 0,1% vykazala opétovné vysokou
nadprodukci (0,00829 pg N. g* susiny. 24 h, tj. 170,23 %). K nejvyssi enzymatické
aktivit¢ doSlo u vzorku ZnO 0,1 % (293,22 %), zatimco se snizenim koncentrace
kontaminantu na koncentraci 0,01 % doslo k vyznamné inhibici (na 3,90 %).

U série vzorkd lesni pidy nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily ani ve
vysledcich 1. a 2. stanoveni (p=0,931726 > o= 0,05), ani 2. a 3. stanoveni
(p= 0,860434 > o= 0,05). Vysledky pribézného hodnoceni aktivity nitratreduktasy u

vzorki lesni plidy jsou uvedeny v tabulkéch €. 12 a 13 a znazornény v grafu €. 8.
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Tab. €. 12: Vysledky série stanoveni aktivity nitratreduktasy u variant lesni pidy

Lesni Aktivita nitratreduktasy

puda ug N. g* susiny. 24h™
inkubace: 24 h 1. stanoveni | 2.stanoveni | 3. stanoveni
Kontrola 0,00115 0,0014 0,00487
6PPD 0,1 % 0,00334 0,00269 0,00829
6PPD 0,01 % 0,00385 0,00491 0,00071
Zn0 0,1 % 0,01006 0,00933 0,01428
Zn0 0,01 % 0,00538 0,00489 0,00019
Saze 0,1 % 0,00516 0,00385 -0,00068
Saze 0,01 % 0,00114 0,00276 -0,00014

Tab. €. 13: Porovnani vysledkl stanoveni ve srovnani s kontrolni plidni variantou

Lesni Aktivita nitratreduktasy

puda v porovnani viici kontrolni varianté (%)
kontrola = 100 % 1. stanoveni | 2. stanoveni 3. stanoveni
6PPD 0,1 % 290,43 192,14 170,23
6PPD 0,01 % 334,78 350,71 14,58
Zn0 0,1 % 874,78 666,43 293,22
Zn0 0,01 % 467,83 349,29 3,90
Saze 0,1 % 448,70 275,00 -13,96
Saze 0,01 % 99,13 197,14 -2,88

Graf ¢. 8: Vyvoj aktivity nitratreduktasy u vzorkt série lesni pady
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U vSech variant série orné pudy byla ve srovnani s ptidou lesni stanovena aktivita
rfddové vySsi. V prvnim hodnoceni byla stanovena referencni hodnota aktivity
nitratreduktasy na 0,05787 ug N. g'1 susiny. 24 h. Ve srovnani s touto hodnotou doslo
K nejvyssi inhibici u vzorku saze 0,1 %, ktera vykazala produkci 0,01116 pg N. g‘1 susiny.
24 h' (19,29 %). Na rozdil od série lesni doslo u variant kontaminovanych 6PPD
k inhibici, v ptipad¢ koncentrace 0,1 % na 40,44 %, u koncentrace 0,01 % na 46,40 %. Na
stranu druhou, stejné jako v sérii lesni pida byla nejvyssi produkce dusiku stanovena u
variant ZnO 0,1 % a 0,01 % (173,41 % a 117,76 % oproti referen¢ni hodnoté). Mirné
zvyseni enzymatické aktivity bylo také stanoveno u varianty saze 0,01 % (109,59 %).

Pti druhém stanoveni byl detekovan pokles enzymatické aktivity kontrolni varianty
na 0,04063 pg N. g™ susiny. 24 h™. Stejné jako v prvnim kole byla nejvyssi inhibice
stanovena u vzorku saze 0,1 %, tentokrat na 34,33 %. Nizsi koncentrace sazi vykazala
mirné snizeni produkce dusiku, ktera klesla na 79,03 % oproti referen¢ni hodnoté. Mezi
stanovenimi doslo k mirnému navyseni u vzorkli kontaminovanych 6PPD, u varianty 0,1 %
na 50,08 % a u 0,1% na 47,48 % Vv porovndni s variantou kontrolni. Zatimco nejvyssi
aktivita byla opétovné stanovena u vzorku ZnO 0,1%, kterd vice neZz dvojndsobné
prevysovala aktivitu referencni (213,71 %), u koncentrace 0,01 % doslo mezi stanovenimi
k projeviim inhibi¢nich u&inki (63,23 %, tj. 0,02569 pug N. g™ suginy. 24 h™Y).

Pro zavérecnou sérii hodnoceni byla stanovena referen¢ni aktivita nitratreduktasy
na 0,03715 pg N. g™ susiny. 24 h™', coz indikuje miry pokles piirozené enzymatické
¢innosti. V' tomto kole byla nejvyssi inhibice opét zjisténa u varianty saze 0,1 % (na 37,55
%, tj. 0,01395 pg N. g sudiny. 24 h™), naopak u vzorku saze 0,01 % doglo po predchozim
poklesu k vyrovnani s variantou kontrolni (na 101,91 %). U obou variant s pfimési oxidu
zine¢natého bylo zjisténo pievyseni referenc¢ni hodnoty, v pfipadé koncentrace 0,1 % témét
pétinasobné (na 497,85 %, tj. 0,18495 pg N. g™ susiny. 24 h™), u vzorku ZnO 0,01 % na
témaf 1,5 nasobek (142,45 %, tj. 0,05292 pg N. g* susiny. 24h™). U vzorki 6PPD doglo
k zaznamenani opétovného Utlumu inhibi¢nich G¢inkd, u koncentrace 0,1 % vrostla
naméfena aktivita na 82,77 % a u 0,01 % na 74,97 %.

Zatimco mezi vysledky 1. a 2. stanoveni u série vzorkli orné pidy byly zjistény
statisticky vyznamné rozdily (p= 0,039451 < a= 0,05), mezi 2. a 3. stanovenim takovy
vztah detekovan nebyl (p= 0,170853 > a= 0,05). Vysledky pribézného hodnoceni aktivity
nitratreduktasy u vzorki série orné pady jsou uvedeny v tabulkach ¢. 14 a 15 a znazornény

v grafu €. 9.
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Tab. €. 14: Vysledky série stanoveni aktivity nitratreduktasy u variant orné ptdy

Orna Aktivita nitratreduktasy

puda ug N. g7 susiny. 24 h*
inkubace: 24 h 1. stanoveni | 2.stanoveni | 3. stanoveni
Kontrola 0,05787 0,04063 0,03715
6PPD 0,1 % 0,0234 0,02116 0,03075
6PPD 0,01 % 0,02685 0,01917 0,02785
Zn0 0,1 % 0,10035 0,08683 0,18495
Zn0 0,01 % 0,06815 0,02569 0,05292
Saze 0,1 % 0,01116 0,01395 0,01395
Saze 0,01 % 0,06342 0,03211 0,03786

Tab. €. 15: Porovnani vysledkl stanoveni ve srovnani s kontrolni ptidni variantou

Orna Aktivita nitratreduktasy

puda v porovnani vii¢i kontrolni varianté (%)
kontrola =100 % 1.stanoveni | 2.stanoveni | 3. stanoveni
6PPD 0,1 % 40,44 52,08 82,77
6PPD 0,01 % 46,40 47,18 74,97
Zn0 0,1 % 173,41 213,71 497,85
Zn0 0,01 % 117,76 63,23 142,45
Saze 0,1 % 19,29 34,33 37,55
Saze 0,01 % 109,59 79,03 101,91

Graf ¢. 9: Vyvoj aktivity nitratreduktasy u vzorkt série orné pudy
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5.2.3 Aktivita kyselé fosfatasy

Aktivita kyselé fosfatasy byla hodnocena na zakladé produkce p-nitrofenolu (PNP).
V prvni sérii stanoveni (série vzorkti lesni puady) byla naméfena kontrolni aktivita
v piepoctu 4048 umol PNP.g™ .hod™. U 74dné z kontaminovanych variant nedoslo v tomto
varianty 6PPD 0,01 %, ktera dosahla 102,72 % a dale u varianty saze 0,1 % (106,25 %).
Nejvyssi nadprodukce PNP byla pozorovana u obou sledovanych koncentraci oxidu
zine¢natého. Ve vzorku ZnO 0,1 % doslo k nartstu na 115,22 % (tj. 4664 umol PNP.g™.
hod™), u varianty s 0,01% koncentraci na 120,92 % (tj. 4895 pmol PNP.g".hod™).

Pti druhém stanoveni bylo zaznamenano vyznamné snizeni pfirozené enzymatické
aktivity u vSech vzorkl (kontroly i kontaminovanych variant). Referen¢ni hodnota klesla
na 2200 pmol PNP.gt.hod™?, pod niz ani vtomto stanoveni neklesl zadny z vysledki.
Nejvyssi produkce PNP byla tentokrat detekovana u vzorku saze 0,1 %, tj. 2695 umol
PNP.g™*.hod™ (122,50 %), ostatni varianty vykazaly srovnatelné vysledky v rozmezi
104 — 110 %. Nejnizsi produkce byla stanovena u vzorku saze 0,01 % (103,00%), coz
poukazuje na mirny pokles ve srovnani s prvnim stanovenim.

Referenéni hodnota pro tieti kolo stanoveni vzrostla na 2585 pmol PNP.g™*.hod™.
V této sérii analyz se poprvé prokézaly inhibi¢ni GCinky jednotlivych kontaminantt.
K nejvétsimu métitelnému poklesu doslo u vzorkit 6PPD, u nichz enzymaticka aktivita
koncentrace 0,1 % poklesla na 76,17 % a varianty 0,01 % na 79,15 % ve srovnani
s kontrolou. Po pfedchozi aktivaci doslo také u vzorkt ZnO k detekci poklesu, u varianty
0,1 % na 2233 pumol PNP.g.hod™ (86,38 %), u 0,01 % na 2079 pmol PNP.g™".hod™
(80,43%), coz je srovnatelné s ucinky sazi o koncentraci 0,01 % (inhibice na 85,53 %).
Nadprodukce PNP byla stanovena pouze u vzorku saze 0,1 % (2717 pmol PNP.g™.hod™,
tj. 105,11 %).

Zatimco mezi vysledky 1. a 2. stanoveni byl stanoven statisticky vyznamny rozdil
(p= 0,000002 < a =0,05), mezi vysledky 2. a 3. stanoveni nikoli (p= 0,305552 > o= 0,05).
Souhrn namétenych dat ze série vzorkil lesni pidy je uveden v tabulkach €. 16 a 17 a

znazornén na grafu ¢. 10.
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Tab. €. 16: Vysledky série stanoveni aktivity kyselé fosfatasy u variant lesni pidy

Lesni Aktivita kyselé fosfatasy

pada umol PNP.g™ hod™
inkubace: 24 h 1. stanoveni | 2.stanoveni | 3. stanoveni
Kontrola 4048 2200 2585
6PPD 0,1 % 4543 2354 1969
6PPD 0,01 % 4158 2299 2046
Zn0 0,1 % 4664 2387 2233
Zn0 0,01 % 4895 2420 2079
Saze 0,1 % 4301 2695 2717
Saze 0,01 % 4620 2266 2211

Tab. €. 17: Porovnani vysledki stanoveni ve srovnani s kontrolni ptidni variantou

Lesni Aktivita kyselé fosfatasy

puda v porovndni vici kontrolni varianté (%)
kontrola = 100 % 1. stanoveni | 2.stanoveni | 3. stanoveni
6PPD 0,1 % 112,23 107,00 76,17
6PPD 0,01 % 102,72 104,50 79,15
Zn0 0,1 % 115,22 108,50 86,38
Zn0 0,01 % 120,92 110,00 80,43
Saze 0,1 % 106,25 122,50 105,11
Saze 0,01 % 114,13 103,00 85,53

Graf ¢. 10: Vyvoj aktivity kysel¢ fosfatdsy u vzorki série lesni pady
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U kontrolnich vzorkl série orné piidy byla zjisténa nizsi pfirozend aktivita kyselé
fosfatasy, referenéni hodnota prvniho stanoveni &inila 4015 pmol PNP.g™.hod™. Na rozdil
od série lesni pidy byla zjiSténa inhibice jiz po prvnim meésici inkubace u vSech
kontaminovanych variant. K nejvyssi odezvé doslo u vzorkii kontaminovanych oxidem
zine¢natym, u varianty ZnO 0,1 % klesla aktivita na 71,51 % (2871 umol PNP.g™>.hod™), u
ZnO 0,01 % na 80,55 % (3234 umol PNP.g™.hod™). Velmi nizky pokles byl stanoven také
u variant 6PPD 0,1 % (87,12 %) a 6PPD 0,01 % (90,14 %). Vysledky u variant saze 0,1 %
a 0,01 % byly téméf shodné s referenéni hodnotou.

Stejné jako u predchozi série, klesla i pti druhém stanoveni aktivita u kontrolniho
vzorku (na 1254 pmol PNP.g™.hod™). Témé&F shodnou aktivitu vykéazaly také varianty saze
0,01 % (100,88 %) a saze 0,1 % (102,63 %). Inhibice enzymatické ¢innosti ptetrvala u
vzorktt 6PPD 0,1 % (nartst na 95,61 %) a ZnO 0,1 % (nartst na 81,58 % referen¢ni
hodnoty). U variant 6PPD 0,01 % a ZnO 0,01 % doslo naopak k nadprodukci PNP,
vysledné aktivity vykazaly narust na 115,79 % (u 6PPD 0,01 %) a na 132,46 % (u ZnO
0,01 %).

Ve tfetim kole stanoveni byla detekovana inhibice u vSech vzorkl, vyjma varianty
Zn0 0,01 %, jejiz aktivita dosahovala 118,18 % hodnoty stanovené u kontrolni varianty (tj.
1452 pmol PNP.g".hod™). Vyssi koncentrace ZnO a 6PPD vykézaly nejvyssi utlum
enzymatické aktivity (na 72,73 % u ZnO 0,1% a na 79,55 % u 6PPD). Po vyrovnaném
vysledku ptedchoziho stanoveni doslo k poklesu také u variant saze 0,1 % (na 1188 pmol
PNP.g*.hod™, tj. 81,82 %) a saze 0,01 % (na 1353 pmol PNP.g .hod™, tj. 93,18 %).
Vzorek 6PPD 0,01 % vykézal shodny trend jako v sérii lesni pidy. Zatimco ve druhém
stanoveni u néj byla naméfena nadprodukce PNP, po dalSim mésici inkubace doslo
K poklesu na 91,67 % aktivity kontrolni varianty.

Mezi vysledky 1. a 2. stanoveni byl zjiStén statisticky vyznamny rozdil
(p=0,000011< o= 0,05), mezi vysledky 2. a 3. kola nikoli (p=0,724009 > 0=0,05).

Souhrn vysledkd dlouhodobého méteni aktivity kyselé fosfatasy u vzorkd série ornd ptda

je uveden v tabulkach ¢. 18 a 19 a znazornén v grafu ¢. 10.
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Tab. €. 18: Vysledky série stanoveni aktivity kyselé fosfatasy u variant orné ptidy

Orna Aktivita kyselé fosfatasy

pada umol PNP.g™ hod™
inkubace: 24 h 1. stanoveni | 2.stanoveni | 3. stanoveni
Kontrola 4015 1254 1452
6PPD 0,1 % 3498 1199 1155
6PPD 0,01 % 3619 1452 1331
Zn0 0,1 % 2871 1023 1056
Zn0 0,01 % 3234 1661 1716
Saze 0,1 % 3993 1287 1188
Saze 0,01 % 3872 1265 1353

Tab. €. 19: Porovnani vysledki stanoveni ve srovnani s kontrolni ptidni variantou

Orna Aktivita kyselé fosfatasy

puda v porovndni vici kontrolni varianté (%)
kontrola = 100 % 1. stanoveni | 2.stanoveni | 3. stanoveni
6PPD 0,1 % 87,12 95,61 79,55
6PPD 0,01 % 90,14 115,79 91,67
Zn0 0,1 % 71,51 81,58 72,73
Zn0 0,01 % 80,55 132,46 118,18
Saze 0,1 % 99,45 102,63 81,82
Saze 0,01 % 96,44 100,88 93,18

Graf ¢. 10: Vyvoj aktivity kyselé fosfatasy u vzorki série orné pidy

4500

Aktivita kyselé fosfatasy - série orna puda

4000 -

3500

3000 4

2500 4

2000

1500 4

mmol PNP.g . hod!

1000 -

500 -

1. stanoveni

2. stanoveni

3. stanoveni

B Kontrola
E6PPD 0,1 %
E6PPD 0,01 %
B7n00,1 %
m7n00,01 %
mSaze 0,1 %

mSaze 0,01 %

58




5.3 Testy klicivosti na pidach

Pro tento test byly pouzity ptidni varianty zaloZzené v nadobovém pokusu, které
byly ponechdny 4 meési¢ni inkubaci. V prubéhu pokusu byly zaznamenany problémy
s klicenim rostlin u vSech variant série lesni piidy, pravdépodobné vlivem velmi nizkého
pH (3,08).

V kontrolni varianté lesni pudy vykli¢ila pouze 3 semena lupiny bilé (Lupinus
albus), coz pti maximu 15 semen ¢ini 20 %. Srovnatelna kli¢ivost byla stanovena u variant
6PPD 0,1 %, ZnO 0,01% a sazi 0,1 %. Na vzorku s nizsi koncentraci oxidu zine¢natého, tj.
variant 6PPD 0,01 % a saze 0,01 % (6,67 %, tj. 1 semeno).

Pro hodnoceni primérné délky nadzemni biomasy byla u kontrolni varianty
naméfena referencni délka 11,30 cm. U obou sledovanych koncentraci sazi byl sledovan
nartst primérné délky oproti kontrole v priméru o 9,6 %. K nejvyssimu naristu doslo u
jediné vykli¢ené rostliny na pidé s 0,01 % koncentraci sazi (12,40 cm). Naopak k nejvétsi
inhibici tvorby nadzemni biomasy doslo u varianty 6PPD 0,01% , 40,71 % oproti kontrole.
U vzorkt 6PPD 0,1% a ZnO 0,1 % dosahovala primérné délka rostlin mirn€ nad polovinu
referen¢ni hodnoty (tj. 55,49 % a 53,1 %). Rostliny na variant¢ ZnO 0,01 % dosahly
v priméru 93,8 % referenéni hodnoty, tj. 10,60 cm. Vysledky testu kli¢ivosti Vv sérii lesni

pady jsou uvedeny v tab. ¢. 20.

Tab. ¢. 20: Souhrnné vysledky testu kli¢ivosti semen lupiny bilé (Lupinus albus) na

variantach série lesni ptida, 100 % = 15 semen

vyklicené % pramérna délka
Lesni puda rostliny [ vykli¢enych | nadzemni biomasy (cm)
Kontrola 3 20,00 11,30
6PPD 0,1 % 3 20,00 6,27
6PPD 0,01 % 1 6,67 4,60
Zn0 0,1 % 2 13,33 6,00
Zn0 0,01 % 3 20,00 10,60
Saze 0,1 % 3 20,00 12,37
Saze 0,01 % 1 6,67 12,40

Na nekontaminované (kontrolni) varianté¢ série orné pudy vykli¢ilo celkem 5

semen, tj. 33,33 %, coz ¢ini maximum pro celou sérii. Celkové 4 semena (26,67 %) se
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ujala u variant 6PPD 0,1 % a sazi 0,01 %. U varianty 6PPD 0,01% nevykli¢ilo zadné
semeno a u obou hodnocenych koncentraci oxidu zine¢natého 2 (13,33 %).

Pro tuto sérii byla referencni primérna délka nadzemni biomasy rostlin stanovena
na 12,55 cm. U variant 6PPD 0,1 % a saze 0,1 % doslo k jejimu pfevyseni, v prvnim
%, u niz dosahl v priméru 5,25 cm (41,83 %). Vysledky testu klicivosti ptid série orné jsou

uvedeny v tabulce ¢. 21.

Tab. ¢. 21: Souhrnné vysledky testu klicivosti semen lupiny bilé (Lupinus albus) na

variantach série orna ptuda, 100 % = 15 semen

vyklicené % primérna délka
Orna puda rostliny | vykli¢enych | nadzemni biomasy (cm)
Kontrola 5 33,33 12,55
6PPD 0,1 % 4 26,67 14,63
6PPD 0,01 % 0 0,00 0,00
Zn0 0,1 % 2 13,33 5,25
Zn0 0,01 % 2 13,33 10,85
Saze 0,1 % 3 20,00 19,20
Saze 0,01 % 4 26,67 9,83

Pfi porovnani obou sérii (grafy ¢. 11 a 12) lze konstatovat, ze vyssi primérné
kli¢ivosti dosahly vzorky série orné pudy, vyznacujici se vyssim pH (5,76). U obou sérii
byl shodn€ zaznamenan problém s kli¢enim a naslednou tvorbou nadzemni biomasy u
variant 6PPD 0,01 %. Vzeslé rostliny byly malého vzriistu, ovS§em bez dalSich zjevnych
stresovych projevi. Shodna kli¢ivost mezi sériemi byla stanovena u vzorktt ZnO 0,1 % a
saze 0,1 %, prestoze v ptipadé orné pudy byl u sazi zaznamendn vysoce nadprimérny
narGist biomasy. VyS$§i koncentrace oxidu zine€natého pusobila na rostliny u obou

stanoveni vyrazn¢ inhibicné.
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Graf ¢. 11: Porovnani kli¢ivosti semen lupiny bilé (Lupinus albus) mezi variantami

série lesni a orné pudy

Testy klicivosti s lupinou bilou
15 semen (max)

Pocet vvklicenych
o

B Orni puda

® Lesni puda

TR

Kontrola

6PPD 0,1 %
6PFPD 0,01 %
ZnO 0,1 %
Zn0 0,01 %
Sazel,1 %
Saze 0,01 %

Graf ¢. 12: Porovnani primérné délky nadzemni biomasy rostlin lupiny bilé

(Lupinus albus) mezi variantami série lesni a orné pudy
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Obr. ¢. 16: Narast rostlin lupiny bilé (Lupinus albus) v testu kli¢ivosti na ptidach

5.4 Testy klic¢ivosti na pudnich vyluzich

Test kli¢ivosti na pudnich vyluzich byl proveden pouze u vzorkl série orna ptda.

V pribéhu filtrace vykazal vyluh vzorku saze 0,1 % nestandardni zbarveni (viz obr. €. 16).

Obr. €. 16: Atypické zbarveni padniho vyluhu vzorku saze 0,1 % (vz. ¢. 6)

r\ v ‘re .,

Vzhledem Kk nulové Kkli¢ivosti semen lupiny bilé (Lupinus albus) ve vyluhu
kontrolni pidy a k nizké kli¢ivosti u variant s demineralizovanou vodou (3/24) byl za
referen¢ni hodnotu pro zavérecné hodnoceni zvolen celkovy pocet semen ve vSech 4
opakovani, tj. 24.

Nejvyssi pocet vykli¢enych semen byl stanoven u varianty 6PPD 0,01 % (5 semen,

tj. 20,83 %). Klicici rostliny nevykazovaly Zadné fyziologické projevy stresu. Ve vyluhu o

62



koncentraci 0,1 % vykli¢ila celkem 4 semena (tj. 16,67 %), ktera byla ve srovnani
s ptedchozi variantou mensi (viz obr. ¢. 17). U obou vyluhti s obsahem oxidu zine¢natého
vykli¢ila shodné 4 semena, u varianty s koncentraci 0,1 % byl na jedné strané¢ pozorovan
nejvyssi narlst, na strané druhé se vSak u kli¢icich rostlin objevily nekrozy kofenovych
Spicek. Pfi porovnani jednotlivych kontaminanti vykdzaly nejnizsi klicivost vyluhy
obsahujici saze. Ve variant¢ 0,1 % (nestandardné zbarveny vyluh) vykli¢ila pouze 2
semena (tj. 8,33 %) a nalezené rostliny byly zakrnélé. U varianty 0,01 % byla
zaznamenana 100 % inhibice kliceni.

Ze statistického Setieni vyplyva, ze neexistuje linedrni zévislost mezi koncentraci
kontaminantu v pidnim vyluhu a poctem nevykli¢enych semen. V ptipadé¢ 6PPD cini
hodnota R*= 0,125, u ZnO R?= 0,000 a sazi R*= 0,577.

Ptehled vysledki testu kliivosti na pidnich vyluzich je uveden v tab. €. 22.

Tab. €. 22: Vysledky testu kli¢ivosti semen lupiny bilé (Lupinus albus) na ptdnich

vyluzich
Varianty 3. den % 5. den %
kontrolni piida 0 0 0 0
6PPD 0,1 % 4 16,67 4 16,67
6PPD 0,01 % 5 20,83 5 20,83
Zn0 0,1 % 4 16,67 4 16,67
Zn0 0,01 % 4 16,67 4 16,67
Saze 0,1 % 2 8,33 2 8,33
Saze 0,01 % 0 0 0 0
kontrola (H20) 1 4,17 3 12,5

Obr. ¢. 17: Porovnani vzhledu kli¢icich semen lupiny bilé (Lupinus albus) u variant
6PPD 0,01 % a 0,1 %

3
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6 Diskuze

Problematika potencidlni kontaminace pid gumarenskymi surovinami dozajista
zasluhuje vyssi pozornost. Existujici environmentalni studie zaméiuji pozornost zejména
na U¢inky individudlnich latek na organismy vyssich trofickych trovni, pfipadné studuji
rizika spojena s jejich uvolilovanim z vulkanizované pryze, ovSem pouze zlomek se jich
veénuje jejich vlivu na pidni mikrofléru a vegetaci (Jackdale a kol., 2015).

Na zéaklad¢ testovani vyluhti Cistych latek lze usuzovat, ze zadna z vybranych
gumarenskych surovin nema v surovém stavu prokazatelné inhibi¢ni ucinky na klicivost
semen ani na tvorbu nadzemni biomasy fedkve seté (Raphanus sativus L. var. sativus)
(R%ppp = 0,096; R?n0 = 0,0927, R%aze = 0,0449). Limitujicim faktorem pro toho stanoveni
je velmi nizkd rozpustnost téchto latek ve vodé. 6PPD a saze jsou svym charakterem
obecné vici polarnim rozpoustédlim odolné a deklarovana rozpustnost oxidu zine¢natého
je nizsi, nez 1,6 mg/l (ECB, 2008). Z tohoto divodu byla extrakce provadéna po dobu 6
dnti. V zavéru pokusu byly kli¢ici rostliny hodnoceny jako zdravé, bez zjevnych projevil
stresovych reakci.

Pouze u vzorkli inkubovanych na vyluzich 6PPD byl pii vysokych koncentracich
zaznamenan negativni vliv antidegradantu na fyziologické funkce projevujici se nekrézami
pletiv a chlor6zami listl. Prokazatelné inhibi¢ni efekt nebyl stanoven ani po dlouhodobé
inkubaci ptidnich vzorkid pfi hodnoceni kli¢ivosti semen na plidnich vyluzich (série orné
pudy), ovSem sledovana semena lupiny bilé (Lupinus albus) ve varianté 0,1 % byla oproti
varianté 0,01 % zakrn¢ld. Tyto vysledky vSak nekoreluji s vysledky nadobového pokusu,
pfi némZ doslo u vyssi koncentrace v sérii orné pidy ke stimulaci narGstu biomasy
(pramérné o 2,08 cm oproti kontrole), zatimco u nizsi koncentrace ke kliceni nedoslo. U
série lesni pudy byl pozorovan jev podobny, koncentrace 0,01 % 6PPD vykdazala oproti
0,1 % negativngjsi ucinky.

Nejcitlivéjsi odezva na piitomnost 6PPD v pidé byla detekovana pii méfeni
enzymatické aktivity pfitomné mikroflory, zejména v piipadé¢ dehydrogends a
nitratreduktasy. Dehydrogenasy, jakoZto intracelularni enzymy, nepfimo kvantifikuji Zivou
mikrobialni slozku pudy (Wolinska a Stgpniewska, 2012). Kontaminace lesni série
granulemi 6PPD vedla k vysoké mife dlouhodobé inhibice jejich aktivity. Antidegradant
podléha jen v omezené mife mineralizaci, pravidelna zavlaha, velmi nizké pH a ptfitomna

mikroflora mohly urychlit degradaci matec¢ni latky na toxické produkty typu
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N-fenyl-p-benzochinonimin, 1,3-dimethylbutylamin a 4-hydroxydifenylamin a jejich
analogy, které¢ se vyznacuji vyssi rozpustnosti, a tim i snazsi distribuci v pidni matrici
(OECD, 2004). Dalsi hypotetickou moznosti je silné navazani 6PPD na ptdni organickou
hmotu (Ky,= 69 700) a projeveni jeho antioxida¢nich vlastnosti, které vedly k blokaci
substratu pro mikrobialni respiraci a naslednému thynu mikroorganismi (Matyja a kol.,
2016; OECD, 2004). U série orné pudy byla tato inhibice detekovdna pouze po prvnim
mésici inkubace, v del§im Casovém obdobi doslo k vyrovnani a az nadprimérné aktivaci
enzymul.

Podobny pribéh mélo hodnoceni aktivity nitratreduktasy u stejné ptidni série, pfi
némz byl pozorovan postupny pokles inhibi¢niho efektu 6PPD a jeho produktd. U série
vzorku s lesni piidou byl v kazdé fazi pokusu detekovan vyznamné aktivacni vliv vysoké
koncentrace. Inhibice detekovana u variant lesni série byla pravdépodobné také projevem
navazani 6PPD na organicky substrat a jeho znehodnoceni pro piitomné denitrifika¢ni
bakterie, coz vedlo k nedostatku elektroni pro redukci oxidovanych forem dusiku.

V ramci sledovani enzymatické aktivity dehydrogends a nitratreduktasy lze
usuzovat, ze z hlediska dlouhodobé expozice piid 6PPD predstavuje jeho niz§i koncentrace
bezprostifednéjsi environmentalni riziko.

V ptipad¢ oxidu zine¢natého Ize provést porovnani S vysledky studie, kterou
provedli Lin a Xing (2007) a ve které byly sledovany fytotoxické Ui€¢inky nanocastic oxidu
zine¢natého ve vodném vyluhu na semena brukve fepky (Brassica napus), jilku vytrvalého
(Lolium perenne) a tfedkve seté (Raphanus sativus). Zatimco v nami provedeném testu
s praskovym oxidem zinecnatym nebyla pozorovéna inhibice kliceni semen fedkve u Zadné
ze zvolenych koncentraci ZnO (primérna 90 — 100% klicivost), z vysledku jejich analyz
vyplyva, Ze pusobenim uvolnéného zinku z nanocastic doSlo k terminaci kotfenového
prodluzovani. Inhibi¢ni koncentrace (ICsp) byla u fedkve stanovena na hodnotu
5 mg/100 ml, tj. 0,005 g/100 ml, u jilku a brukve na 2 mg/100 ml. Pokhrel a Dubey (2013)
ve své praci porovnavaji t¢inky nanoc¢astic ZnO s rozpustnéjsi formou ZnSO4 na semenech
hlavkového zeli (Brassica oleracea var. capitata) a kukufice seté (Zea mays) pro
koncentrace v rozmezi 0,01 — 1000 pg/ml. Z jejich hodnoceni vyplyva, ze pouze u zeli
doslo k pozorované inhibici kliceni, kterd vSak byla prokazatelné niz$i, neZ u vzorkl
osetfenych ZnSO4. V ndmi provedeném testu s piidnim vyluhem opét nebyly pozorovany
inhibi¢ni u€inky ZnO na klicivost, u vyssi koncentrace byla vSak zaznamenana pocatecni

nekroza kofenu.
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U nadobového pokusu s kli¢enim lupiny bilé (Lupinus albus) na kontrolnich a
kontaminovanych pidach po 4 mési¢ni expozici nedoslo k detekci vyraznych stresovych
reakci. V ramci tohoto stanoveni nelze pominout vliv pfirozenych faktorti, zejména velmi
nizké hodnoty pH u série lesni ptda (3,08). Ovecka a Takac¢ (2014) tvrdi, ze pii pH < 5
dochazi k pfirozené redukci ristu rostlin zpisobené alokaci zdrojii pro zvySeni pH
Vv rhizosféte. Pro udrzeni pufracnich schopnosti jsou kli¢ovymi faktory obsah pldni
organické hmoty, dostupnost Fe a P a formy N v rhizosfére. Pravdépodobné z tohoto
divodu byla u kontrolni varianty série lesni piida zaznamenana tak nizka klicivost. Ziskana
data lze tedy povazovat za vysledek interakce ptirozenych plidnich vlastnosti a vlastnich
kontaminantd.

Stres vyvolany kontaminanty se projevil bud’ inhibici kliceni, nebo snizenim
schopnosti rostlin tvofit nadzemni biomasu. Pravé redukce rastu je jednim ze
zjevnych fyziologickych projevi expozice tézkym kovim. Kovové ionty snizuji schopnost
kofenii pfijimat vodu a také miru respirace a fotosyntézy (Ovecka a Takac, 2014).
Konkrétné u kontaminace ZnO byl prokazan vztah mezi jeho koncentraci a mnozstvim
rostlinné biomasy (Bandyopadhyaya a kol., 2015). Bandyopadhyaya a kol. (2015) vyuzili
ke svému testovani semena vojtéSskovitych rostlin a plidu charakterem jilovitd az
piscitojilovita s pH 7,8 = 0,1. Nanocastice oxidu zine¢natého prokazaly inhibi¢ni vliv az
pti koncentraci 0,75 g/kg (pokles na 23 % oproti kontrolni varianté). Pro porovnani, u
ZnCl; doslo pii stejné koncentraci k inhibici 0 80 %. Naopak v pokusech, které provedli
Kim a kol. (2011) na okurce seté (Cucumis sativa) nebyl prokazan vliv nanocastic ZnO na
tvorbu rostlinné biomasy pravdépodobné z diivodu imobilizace c¢astic v pudé. Takeé
Vv naSem nadobovém pokusu byl tento vztah indikovan. U obou ptdnich sérii byl
zaznamenan pokles na 50 — 60 % primérné délky nadzemni biomasy u varianty ZnO
0,1 % oproti varianté¢ ZnO 0,01 % a na cca 50 % oproti rostlindm v piidach kontrolnich.

Lze usuzovat, Ze fytotoxicita a biodostupnost oxidu zinecnatého koreluje
s rozpustnosti, velikosti a mirou agregace jeho Castic. Pfipadny piijem a bioakumulace
praSkového nebo nano-ZnO V rostlinné biomase je dle Kima a kol. (2011) sniZovan
CasteCnym ulpivanim c¢astic na povrchu kofenti a vyslednd stresova odpovéd je
determinovana také rostlinnym druhem a pudnimi faktory (Bandyopadhyaya a kol., 2015),
mobilita uvolnéného Zn** je pak determinovana zejména hodnotou pH pudy (Skidmore,
1964).

Ptestoze se ve vyrobni praxi oxid zineCnaty davkuje pro stabilizaci ptirodnich

kaucukt jako enzymaticky jed (Duchacek a Hrdlicka, 2009), ktery pisobenim zinku
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inaktivuje enzymy navazanim se na jejich thiolové, karboxylové, amidické aj. funkéni
skupiny (Matyja a kol., 2016), inhibice dehydrogenas indukovana jeho pritomnosti nebyla
prilis vysoka, v nékterych ptipadech vyvolal paradoxné aktivaci.

Vyzkumy Sachdeva a Hooda (2016) mohou objasnit prabéh aktivity nitratreduktasy
nasich pokusii u obou sledovanych piidnich variant. Sachdeva a Hooda (2016) se ve svych
pracich vénuji vyuziti nanomateridli na bazi kovli a oxidi kovl k umélé stabilizaci
nitratreduktasy. Pro zvySeni funkCnosti a ochrany vytvaii nitratreduktasa spojenim
S riznymi polymery biosenzory. Sila téchto interakci je rizna, pfili§ slabé vazby (napf. na
bazi adsorpce) mohou vést k exkreci imobilizovaného proteinu nebo k jeho denaturaci,
naopak pfilis silné vazby pak snizuji potencialni aktivitu enzymu. Pfi porovnavani riiznych
typlt nanocastic dosli k z&véru, ze vlivem ptitomnosti neshodnych atomi na strukturach
¢astic kovovych oxidli (mimo jiné 1 ZnO) mize u té€chto biosenzorli dojit k vysokému
navyseni jejich reaktivity. Také pii naSem hodnoceni byla u vyssi koncentrace stanovena
aktivita az n€kolikanasobné vyssi, nez aktivita nekontaminovanych vzorkda.

U variant snizs$i koncentraci ZnO doslo k viceméné postupnému snizovani
enzymatické aktivity, coz bylo pravdépodobné zplsobeno naruSovanim a rozpousténim
¢astic, u varianty lesni umocnéno extrémné nizkym pH, pfipadné vyCerpanim zinecnatych
iontd, které jsou v ur&ité mife esencialni pro funkci enzymu (EPA, 1987). Od&erpani Zn®*
vyvolalo snizeni aktivity, kterd vSak u vétSiny variant pifesahovala hodnoty naméfené u
nekontaminovanych pid.

V piipadé hodnoceni chovani a efektu retortovych sazi lze provést nepiimé
srovnani s vysledky studii porovnavajicich vliv riznych primyslovych nanomaterialti na
bazi uhliku (CBENMs) na rostliny, pfi¢emz vétsina téchto materialti se od gumarenskych
plnidel 1i8i pouze svymi tvarovymi vlastnostmi (napf. MWCNT - multi-walled carbon
nanotube, SWCNT- single walled carbon nanotube, aj.). Smirnova a kol., (2012) provedli
vyluhovou studii kliceni na vicenci pisecném (Onobrychis arenaria), pti které byla
pozorovana stimulace rstu kofenti a stonkti. Také Miralles a kol. (2012) zaznamenali pfi
inkubaci na agaru u vojtéSkovitych a pSenice zvySenou elongaci kofenli a navySeni
klicivosti. Autofi dale uvadi, ze doslo k adsorpci ¢astic na povrch kofenli bez vyznamného
pfijmu nebo translokace rostlinou. U kukufice seté (Zea mays) byl pozorovan u nizkych
koncentraci (do 20 mg/l) pozitivni vliv na kliceni a rdst rostlin a také na metabolismus Fe a
Ca, zatimco u koncentrovangjsich vyluhit MWCNT doslo k inhibici (Tiwari a kol., 2014).

Také v nasem pokusu byl pozorovan stimula¢ni vliv nizké koncentrace (1 %, tj. 1g/100ml)
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na prodluzovani kofent, zatimco u koncentrace 10% (tj. 10 g/100 ml) byl indikovan vliv
mirn¢ negativni.

V ramci simulace kontaminace pid sazemi doSlo u vysSi koncentrace
k nadprimérnému nartstu biomasy lupiny bilé (Lupinus albus) ve srovnani s kontrolnimi
variantami. Tento jev byl pozorovan u obou ptdnich sérii, ackoliv u série orné pudy byl
rozdil vyznamnégjsi (152,99 % oproti referenénimu vzorku). Lze se domnivat, ze byl
pozorovan shodny jev jako v piipad¢ vyluht Cistych latek s tim rozdilem, ze testovaci
organismy byly v menSim kontaktu s kontaminantem, ktery byl v pud¢ dispergovan,
vlivem ¢ehoz nedoslo k projevim negativnich uc¢inkti vyssi davky sazi. Dal§i moznosti je
vysoka mira agregace ¢astic, neumoziujici jejich prichod péry bunéénych stén, které dle
Hatami a kol. (2016) dosahuji v priméru < 20 nm. Naopak pii hodnoceni testl kli¢ivosti
na pudnich vyluzich v rdmci simulace nasledki dlouhodobé kontaminace doslo k detekci
jejich negativnich G¢inki, coz mize hypoteticky indikovat bud’ odliSnou reakci pouzitych
rostlin (Raphanus sativus L. var. sativus x Lupinus albus), nebo zménu pfirozenych
chemicko-biologickych parametri testované pudy uvoliovanim latek z narusenych ¢astic.
Obaly jednotlivych ¢astic jsou tvofeny kyslikatymi latkami a s jejich zvySujici se
koncentraci se snizuje pH sazi (Duchécek a Hrdlicka, 2009).

O mozném vlivu funkénich skupin tvoficich obaly sazi lze uvazovat také pii
hodnoceni vysledkii enzymatickych test. Teoreticky mohlo dojit k navazani sazi na
organicky substrat a tim jeho znepfistupnéni pro oxidaci, coZ vyvolalo pozorovatelnou
inhibici aktivity dehydrogends. NaruSovanim povrchu castic pasobenim pH a
mikroorganismit mohlo postupné dojit k uvoliovani elementarniho uhliku, ktery mohl
zCasti tento substrat substituovat, coz ve vysledku vedlo k opétovné obnové mikrobidlniho
spoleCenstva. Také nitratreduktasa vykazala vysokou citlivost vii¢i kontaminaci sazemi.
Zatimco v sérii orné pudy pretrvaval v pribéhu 3 mésicli znan€ negativni Uc€inek vysoké
koncentrace a relativni rezistence vici koncentraci nizsi, v prostfedi s niz§im pH doslo
teoreticky opét k naruseni ¢astic provazené postupnou inaktivaci enzymd.

Enzymaticka aktivita zastava nezastupitelnou roli v degrada¢nich procesech v pude¢.
Pidni organicka hmota je komplex, ktery podléha syntézam a degradacim, a vyvazenost
téchto procesti determinuje mnozstvi dostupného organického uhliku, pfispiva k pidni
agregaci, optimalni vodni retenci, dostupnosti Zivin a ovliviiuje diverzitu mikrobialnich
spolecenstev (Burns a kol., 2013). V ramci hodnoceni vysledkli enzymatickych testa je
vSak nutné piihlédnout také k pfirozenym plidnim faktortim, které maji vliv na aktivitu

proteinovych latek. Jednim z nich je hodnota pH, ktera mimo jiné ovliviiuje koncentraci
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inhibitord nebo aktivatorti v pidnim roztoku a také efektivni koncentraci zpracovavaného
substratu (Dick a kol., 2000).

Byla pozorovéna korelace mezi aktivitou dehydrogenas a pH. Levyk a kol. (2007)
uvadi, ze pti pH v rozmezi 1,5 — 4,5 dochazi k potlaceni potencidlni enzymatické aktivity,
podle vyzkumu Wolinska a Stgpniewska (2012) dochazi ke stejnému jevu i pti pHgc 4,1.
Na stranu druhou vSak Ghaly a Mahmoud (2006) nestanovili pokles koncentrace substratu
specifického pro dehydrogenasy pii pH niz§im nez 6,5. V ptipad¢ naSich pokusii byl
sledovan pouze mirny rozdil mezi aktivitami dehydrogends v kontrolnich puadnich
vzorcich, na stranu druhou byla vSak vyssi mira pozorovéana u série orné puda, vyznacujici
se vys$im pH. Koper a kol. (2008) také zminuje pozitivni korelaci mezi aktivitou
dehydrogenés a obsahem organického uhliku.

Pfi pribézném hodnoceni enzymatické aktivity byly obecné nejcitlivéjsi odezvy
zaznamenany u dehydrogenas a nitratreduktasy, zatimco Kysela fosfatasa projevila zna¢nou

rezistenci vici ptitomnosti kontaminanta.
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Zavér

Byly zhodnoceny ucinky antidegradantu 6PPD, praskového oxidu zine¢natého a sazi
na pudni mikrofléru dvou rozdilnych ptudnich vzorka a na adaptacni schopnosti dvou
rozdilnych druhti vyssich rostlin.

Pfi tniku do ptd s odliSnymi vlastnostmi vykazaly latky odlisné ekotoxické ucinky.
Sledované stresové reakce rostlin se druhové lisily.

Vodné vyluhy cistych latek neprokazaly inhibi¢ni G¢inky na semena fedkve seté
(Raphanus sativus L. var. sativus). Pouze u vyluhi antidegradantu 6PPD byl
pozorovan s rostouci koncentraci zvysSujici se vyskyt nekr6z a chlor6z. U nizké
koncentrace sazi (1 %) byl pozorovan pozitivni vliv na prodluzovaci rist kofend.
Projevy ekotoxicity antidegradantu 6PPD a jeho degradacnich produkti byly
vyznamnéj$i u pud s velmi nizkym pH (3,08), coz indikuje vliv pH na miru jeho
degradability a ekotoxickych ucinki.

Plisobenim abiotickych a biotickych faktort doslo ve sledovanych piidach k uvolnéni
Zn?* z &astic praskového ZnO, coZ se projevilo sniZeni tvorby nadzemni biomasy u
lupiny bilé (Lupinus albus) ve variantach s vyssi koncentraci kontaminantu.

Castice ZnO v pudnich vzorcich o koncentraci 0,1 % mohly uméle vyvolat stabilizaci
a tim 1 nadpramérnou aktivaci enzymu nitratreduktasy. Na zakladé stanoveni aktivity
dehydrogenazy nelze potvrdit, Ze by pisobil ZnO jako enzymaticky jed.

Pti akutni expozici sazim doslo k elongaci koteni u kli¢icich semen fedkve seté a po
chronické expozici pid také ke stimulaci ristu nadzemni biomasy u lupiny bilé. Na
stranu druhou byla v8ak zaznamenana inhibice kliceni lupiny na piidnim vyluhu.

V pribéhu inkubace doSlo u sazi pravdépodobné k naruseni struktury castic a
uvoliovani funkénich latek. Tyto latky negativné mohly negativné ovlivnit pfirozené
parametry pud, coz se projevilo inhibici aktivity vybranych enzymi. Zarovein mohlo
dojit k uvolnéni elementarniho uhliku, ktery se stal energetickym zdrojem pro
pfitomnou mikrofloru.

Vyraznéjsi nebo diive se prokazujici odezvy byly detekovany u lesni ptidni série.
Zatimco dehydrogenasy a nitratreduktasa prokazaly vysokou citlivost vii¢i pfitomnosti
kontaminanti v pudé, aktivita kyselé¢ fosfatdsy nevykazala vramci 3mési¢niho

hodnoceni vyznamné rozdily.
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