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Abstrakt

Remediace pudy znamena postup k odstranéni nebo uUplnému pieruSeni cesty
kontaminant k receptorim jako jsou lidé, zivocichové a voda. Fytoremediace je
jedna z technik remediace, kdy dochazi k vyuziti rostlinného systému pro odstranéni
kontaminantti, vV tomto ptipad¢ kovi a polokovi z ptidy. Rostliny extrahuji polutanty
z pudy kofenovym systémem. Piijem kontaminujicich latek rostlinou muze byt také
zvysSen pouzitim transgennich rostlin. Transgenni rostliny jsou metodami genového
inzenyrstvi upraveny V jejich dédi¢ném zékladu za Gcelem zlepSeni jejich vlastnosti.
V experimentalni ¢asti je zhodnocena interakce cCinidla pouzitého pro chemickou
stabilizaci rizikovych prvkl v pudé¢ s rhizosférou slune¢nice. Pro ucely experimentu
byla pouzita modelova pida kontaminovana vice kovy. Puada (fluvizem) byla
odebrana z aluvia feky Litavky, siln¢ znecisténého As, Cd, Pb a Zn. Puda byla
extrahovand vodou a chloridem védpenatym a mnozstvi vylouZenych kovl bylo
porovnano vzhledem ke zménam v jejich mobilité.

Z vysledkl je patrné, ze ptidané Cinidlo ovliviiuje pH, které se po piidani zvysilo
z kyselych hodnot na hodnoty neutrdlni. Dale ovliviiuje mobilitu témét vsech
obsazenych kontaminantii, jako jsou Zn, Pb, Cd a As. Piedevsim Vv rhizosferni vrstvé
mobilita velmi vyrazné klesla. Imobilizace rizikovych prvki samotnou rostlinou bez

pfidaného ¢inidla nebyla sama o sobé pfilis efektivni.

Klicova slova: kontaminovana pada, kovy, polokovy, fytoremediace, stabilizace



Abstract

Soil remediation process is designed to eliminate or completely interrupt the path of
contaminants to receptors such as people, animals and water. Phytoremediation is
one of the remediation techniques that uses plant systems from the soil — the metals
and metalloids in this case. Plants extract pollutants from the soil through the root
system. Contaminant uptake by plant can also be increased using transgenic plants.
Transgenic plants are modified by genetic engineering in their hereditary basis in
order to improve their properties. The experimental part aids at evaluating the
interactions between the stabilizing agent and the rhizosphere of sunflower. A model
multi-metal contaminated soil was used for the purpose of the experiment. Soil
(Fluvisol) was collected in the Litavka River alluvium heavily polluted with As, Cd,
Pb and Zn. The soil was extracted with water and calcium chloride, the amount of
leached metals was compared with respect to changes in their mobility.

It is visible that the added agent influences the pH, which increased from acidic to
neutral value after the addition. Furthermore, the agent affects the mobility of almost
all contained contaminants such as Zn, Pb, Cd and As. The decrease in theis mobility
was the most pronounced especially in the rhizosphere soil. Immobilization of risk

elements using sunflower plant itself without added agent wasn't so effective

Key words: contaminated soil, metals, metalloids, phytoremediation, stabilization
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1. Uvod

Kontaminovana puda je celosvétovy problém. Do pudy se dostavaji zneciStujici
latky z primyslovych ¢innosti, z odpadu atd.

Vzhledem Kk tomu, ze zpidy se dostava do vody a potravniho fetézce mnoho
Skodlivych latek, je nutné tento problém fesit. Kovy a polokovy ovliviiuji jak lidsky
organismus, tak i1 dal$i organismy a zivotni prostfedi. Existuji zptisoby jak se timto
problémem zabyvat. Jednim z nich je mobilizace kovli a polokovli pomoci rostlin
(fytoremediace). Fytoremediacni metody jsou fytodegradace, fytoextrakce a
fytostabilizace. Fytostabilizaéni metoda je stale popularnéjsi a vyuzivana hlavné
proto, ze je efektivni, cenové pfistupnéjsi a lépe piijiméana vefejnosti. Jeji velka
vyhoda je také v tom, Ze esteticky obohacuje zdevastovanou krajinu.

Rostliny se vyuzivaji na pidach siln¢ znecisténych kovy a polokovy nebo dal§imi
znecistujicimi latkami, ale také k docisténi pudy po pouziti jinych postupd. Je
dialezité vybrat vyhovujici typ rostlin s rozsdhlym kofenovym systémem a zachovani
co nejmensi translokaci kovl z kofentd do vyhonkl kviili omezeni $ifeni kovi do
potravniho fetézce. K fytostabilizaci mize byt pridana chemicka stabilizace, ktera je
jednou z in situ sanacnich technologii. Tato technologie znamena, Ze ke stabilizaci
dochdzi napt. pomoci pfidavkl oxidl Zeleza, manganu nebo hliniku. Oxidy manganu
jsou diky svym pfiznivym vlastnostem a jejich pfirozenému vyskytu v pudach

dobrym sorbentem toxickych kovii a polokovi.



2. Cil prace

Cilem préace je teoreticky piehled o problematice piid kontaminovanych rizikovymi
prvky, které ohrozuji ¢lovéka, Zivotni prostiedi a dal$i organismy. Dale je cilem
pfiblizeni vlastnosti rizikovych prvki, jejich mozné odstranéni nebo usmérnéni
pomoci remediacnich technik. Cilem experimentu bylo zjisténi vlivu aplikovaného
stabiliza¢niho ¢inidla na mobilitu prvki v pidé kontaminované rizikovymi prvky a
jeho dalsi interakce v rhizosféfe slunecnice ve srovnani s pidou neovlivnénou

pfitomnosti rostliny.



3. ReSersni ¢ast

3.1Kontaminovana pida

Kontaminace pudy je celosvétovym problémem a miize byt povazovan za hlavni
prekazku udrzitelného rozvoje. NaruSuje rovnovahu ekosystému a zpisobuje zvyseni
ekonomickych ztrat a posSkozeni lidského zdravi. Kontaminace pidy je zpusobena
pfedevS§im emisemi z primyslu, ¢innosti nakladani s odpady a dtlnimi hluSinami.
Ptevladajici pidni kontaminanty zahrnuji potencialné toxické kovy a polokovy,
toxické organické latky a radionuklidy (Tabak et al., 2005). Zvysené hladiny kovu a
polokovu v pid¢ byly zaznamenany v mnoha prumyslovych zemich a oblastech.
Tyto latky, jako je napiiklad chrom, kadmium, rtut a olovo mohou ohrozit
ekosystémy a lidské zdravi prostfednictvim vstupu do potravinového fetézce nebo
piimého vystaveni kontaminované pudé/vodé (Wuana, Okieimen, 2011).

Organické zneciStujici latky, mnaptiklad tékava chlorovand rozpoustédla,
polychlorované bifenyly (PCB) a ropné produkty jsou dalsi vSudypiitomné
kontaminanty vzhledem ke své toxicité, mobilité a hojnosti druhi. Tyto organické
polutanty stézi degraduji v padé¢, jsou Skodliveé pro ¢loveka a zivotni prostiedi

(Arias-Estévez et al., 2008).

3.2 Kovy a polokovy v ptudach

Mezi kovy a polokovy se tadi Zelezo, zinek, méd’, mangan, cin, chrom, kadmium,
olovo, rtut’ aj. Nékteré kovy jsou v malych mnoZstvich nezbytné pro Zivot (naptiklad
stopové prvky méd’, zinek a mangan). Jiné kovy vSak nejsou nezbytné pro Zivot a
pusobi toxicky na ¢loveéka, zvifata a rostliny (naptiklad rtut, olovo a kadmium),

(Kalina, 2004).

3.2.1 Olovo

Olovo (Pb) je wvysoce toxicka latka pro zivé organismy. Jeho schopnost
bioakumulace casto zpisobuje akutni chronickd onemocnéni, ktera poskozuji lidsky
organismus, je-li vdechnuto nebo pozito (Duruibe et al., 2007 a Wuana, Okieimen,

2011). Olovo bylo Siroce pouzivano jako surovina ve vyrobnich procesech, jako
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stielivo, baterie, loziska vodoinstalace, glazury, zévazi, tmely, barviva, pigmenty a

pesticidy (Wuana, Okieimen, 2011 a McCartor, Becker, 2010).

3.2.2 Chrom

Zemska kura je tvotena z 0,037% az 0,044% slouceninami chromu. Chrom ma
vysokou teplotni odolnost a je velmi tvrdy. Chrom neoxiduje na vzduchu, je obecné
znamy ve dvou oxida¢nich stavech jako Cr (III) a Cr (VI). Podle Svétové
zdravotnické organizace (WHO) je Cr (VI) jednim z nejtoxictéjSich kovu v ptirodé
(Ramamurthy et al., 2015 a Mandal et al., 1983).

Chrom v Sestimocném stavu je V zivotnim prostiedi nezddouci. Vzhledem ke své
toxicité, vysoké rozpustnosti a mobilité¢ ve vodé je 500 krat toxictéjsi nez Cr (III)
(Rashid et al., 2011). Ve zdravotnictvi je uznan jako plicni karcinogen a pusobi
dal$imi G¢inky na dychani, kizi, ledviny, jatra a zptisobuje hematologické problémy

(Sahaetal., 2011).

3.2.3 Rtut

Rtut’ (Hg) je pfirozené se vyskytujici toxicky prvek pfitomny v prostfedi v nizkych
koncentracich (Gothberg, Greger, 2006). Pfirozena koncentrace rtuti ma tendenci
zistat ve velmi uzkych mezich (mezi 10 a 200 mg.kg™ (Adriano, 2001 a Tack et al.,
2005), aby byla zajisténa optimalni ekologicka rovnovaha. Rtut’ je jednim ze Sesti
programem OSN o chemické bezpeénosti (Keeler et al., 2006). Protoze se jedna o
vysoce toxicky kov (Cooper et al., 2001), ma u vétSiny zivych organismti neptiznivé
ucinky (Diet zet al., 2000) jako jsou neurologicka poSkozeni zejména u déti (Zhang,
Wong, 2007 a Counter et al., 2002).

3.2.4 Arsen

Arsen je metaloid s vlastnostmi kovu i nekovi a je obecné charakterizovan jako
toxicky kov. Arsen je vysoce toxicky a zpusobuje vazné zdravotni nasledky, jako
jsou naptiklad diabetes, kardiovaskularni poruchy, poruchy nervového systému a
rakovina. Na molekularni Grovni jsou tyto ucinky zpusobeny v dasledku zvyseného

oxida¢niho stresu, poskozeni DNA a inhibice rdznych proteini, zejména



transkripénich faktord regulacnich proteind a indukce nebo inhibice apoptozy.
Pouziti arsenu jako smrticiho jedu je znamo po mnoho let. Vzhledem k jeho
pouzivani K vrazdéni (Steck-Flynn, 2007) a jeho silnym ucinkam je arsen nazyvan
"kral jedd" (Jones, 2007). Kontaminace zivotniho prostfedi arsenem, zejména zdroju
pitné vody, je zpisobena piedevsim lidskou ¢innosti.

Dnes je kontaminace arsenem hlasena v mnoha Castech svéta a jsou zpravy O
velkoplo$ném znecisténi arsenem v regionu delty feky Gangy v Bangladési a Indii,
které piinesly nesmirnou pozornost. V této ¢asti svéta je vysoka pocetnost vzniku
zdravotnich nasledkll souvisejicich s arsenem. Za ucelem kontroly kontaminace
arsenem Vv piirodnich zdrojich vody, vydala Svétova zdravotnickd organizace
pokyny, podle nichz maximalni povolena hodnota arsenu v pitné vod¢ je 10 ppb (ppb
= parts per billion). Mnoho zemi v$ak tuto hodnotu piekracuje, naptiklad Argentina
(200 ppb), Mexiko (400 ppb) a Indo-Bangladésska oblast (800 ppb). Tyto zem¢& mayji

extrémné vysoké koncentrace arzenu v pitné vodé (Flora, 2011).

3.2.5 Kadmium

Kadmium muZe byt ve velmi malém mnozstvi prospésné pro zvitata, avSak obecné je
povazovano za neesencidlni prvek jak pro zvifata, tak pro rostliny. Lze tedy fici, ze
zne€ist'ujicich zivotni prostiedi (Sillanpad, Jansson, 1992).

Kadmium je jednim z kovli emitovanych do Zivotniho prostiedi z primyslové
¢innosti a z riznych chemickych produkti. MiZe snadno vstoupit do potravniho
fetézce, protoze je slabé vazan na pldni slozky ve srovnani s jinymi stopovymi
prvky. Vzhledem k tomu, ze se kadmium vaze s n¢kolika lidskymi onemocnénimi a
zpusobuje vazné onemocnéni ledvin a plic a dalsi patologické symptomy, byl
projeven zna¢ny zajem o chovani kadmia v prostiedi pudy (Bruemmer et al., 1986,
Nriagu, 1980 a Zaman et al., 2009).

3.2.6 Zinek
Zinek (Zn) je esencidlni stopovy prvek pro vétSinu organismil a je vSudypiitomny
V pidnim prostifedi. Kontaminace ptdniho prostiedi nadmérnym mnozstvim zinku

pochazi z riznych zdroju, jako jsou tézebni ¢innost, doprava Zn rudy, taveni a Zn



prumysl (Lamb et al., 2009). Kromé¢ toho byly vysoké hladiny zinku nalezeny v pudé
od ruznych piedmétia, které =zinek obsahovaly (Lock, Janssen, 2001). V
kontaminovanych lokalitich se Zn bézné vyskytuje v pomémné vysokych
koncentracich v porovnani s jinymi kovy, jako jsou arsen, kadmium, olovo a méd’. |
kdyz je zinek nezbytny pro mnoho funkci v organismu, jeho piebytek mize vést
K toxicité. Zn v mimoifadné vysoké koncentraci v pudé zplsobuje toxicitu i u
¢loveka, proto je toxicita pro ekologické receptory vazny problém. Zinek je relativné
mobilni stopovy prvek v aerobnim pidnim prostfedi ve srovnani s jinymi

ptechodnymi kovy, jako méd’ a olovo (McBride et al., 1997).

3.3 Nebezpeci kontaminovanych pud pro ¢lovéka a Zivotni

prostredi

Kromé neptiznivého ovliviiovani ristu rostlin maji rizikové prvky neptiznivy vliv na
zivotni prostiedi jako takové. Mezi vyznamné zdroje kovi a polokovt v pudé patii
prumyslova ¢innost, t€Zebni aktivity, zneisténa voda a Cistirenské kaly (Lebeau et
al., 2008). Byly pouzity rizné metody pro remediaci zivotniho prostiedi znec¢isténého
rizikovymi prvky, nicméné pouziti biologickych metod se prokazalo jako G¢inné€j$i a

levngjsi (Lynch, Moffat, 2005 a Salt et al., 1995).

3.4 Remediace

Pojem remediace znamena dekontaminaci, nebo postupy pro odstranéni ¢i preruseni
cesty kontaminantd k riznym receptorim jako jsou naptiklad lidé, rostliny a

podzemni vody (Helmut, 2013).

3.4.1 Techniky remediace

Remediacni techniky lze rozdélit do dvou skupin: neptimé a piimé. Nepiimé
remediace (ex situ) se zabyvaji upravou (sanaci) vytézené pudy a to bud’ na misté (on
situ) nebo specialnimi upravami mimo mista znecisténi podle konkrétnich podminek.

Piimé remediace (in situ) se uskuteciiuji pfimo na misté tpravou znecisténé pudy
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anebo podzemni vody (Cao et al, 2002, Mendez a Maier, 2008, Sun et al., 2013 a
Zanussi et al., 2013).

3.5Chemicka stabilizace

Stabilizace kovli a metaloidii ke snizeni jejich mobility a biologické dostupnosti
Vv pudé mize byt dosazeno pouzitim zivych rostlin a souvisejicich mikrobialnich
spolecenstev v kofenové zoné (fytostabilizace), pouzitim imobilizacnich cinidel
(chemicka stabilizace) nebo kombinaci obou postupti (podporovana fytostabilizace)
(Komarek et al., 2013 a Kumpiene et al., 2008). Metoda chemické stabilizace je
zalozena na aplikaci ¢inidel, které jsou G¢innymi sorbenty snizujicimi mobilitu a
naslednou biologickou dostupnost rizikovych prvkia v kontaminovanych puadach.
Remediace zalozené na in situ chemické imobilizaci je aplikace nendkladného
materialu, jako jsou naptiklad alkalické materialy (Illera et al., 2011), jilové mineraly
(Liang et al., 2014 a Sun et al., 2013) a organické doplnky (Liu et al., 2009 a Park et
al., 2011). Tyto materidly minimalizuji biologickou dostupnost a transport kovi a
polokovii v piidnim prostfedi vzrlstajicim pH pidy, zvySeni adsorpce, iontovou
vymeénou, komplexaci ¢i srazecimi reakcemi (Cao et al., 2008, Sun et al., 2009 a
Udeigwe et al., 2011). Chemicka imobilizace se od nedavna dostava do poptedi diky
svym efektivnim ndkladiim, rychlé implementaci a udrzitelnosti Zivotniho prostiedi.
Je také povazovana za potencidlni hodnotnou alternativni techniku pro rozlehlé
pramyslové aredly a zeméd¢€lské ptudy, skladky ¢i pudy, které byly siln€ znecisténé

(Hllera et al., 2004 a Zanussi et al., 2013).

3.7 Fytoremediace

Fytoremediace je pouziti rostlin k degradaci (fytodegradace), extrakci (fytoextrakce)
¢i imobilizaci (fytostabilizace) kontaminujici latky z pudy a vody (Sharma and
Reddy,2004). Fytoremediace mize byt podpotfena bud’ zvysenim schopnosti piijmu
kontaminanti rostlinou, nebo zménou puldnich vlastnosti za ucelem zvyseni
biologické dostupnosti téchto kontaminujicich latek. Pfijem kontaminujicich latek
rostlinou maze byt také zvySen pouzitim transgennich rostlin (Bhargava a Srivastava,

2014), nebo naockovanim umélou endofytickou bakterii (Bell et al., 2014).
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Fytoremediace byly vyvinuté pro Sirokou Skalu aplikaci nejen pro anorganické, ale i
pro organické polutanty. Pro remediaci kovi, polokovi a radionuklidi se vyuziva

predevsim fytoextrakce a fytostabilizace (Dercova et al., 2005).

3.8 Fytoremediacni procesy

Rostliny (obrazek ¢. 1) jsou vysazeny na kontaminovanou pudu a dochazi zde
k fytoremedia¢nim procestim:

Fytoextrakce — Rostliny odstranuji kovy z pudy koncentraci do skliditelnych ¢asti.
Fytodegradace — Rostliny a souvisejici mikroby degraduji organické polutanty.
Rhizofiltrace — Kofeny rostlin absorbuji kovy z odpadnich vod.

Fytostabilizace - Rostliny snizuji mobilitu a biologickou dostupnost znec¢ist'ujicich
latek v zivotnim prostiedi bud imobilizaci, nebo zabranénim jejich migrace
(PULFORD, 2003).

Fytovolatilizace - Zné¢ist'ujici latky se méni pomoci rostlin na formu, ktera vytéka

do okoli.

Fytovolatilizace

DO
Fytostimulace

Fytoextrakce

Fytodegradace

Fytostabilizace

Obrazek €. 1: Schéma fytoremediac¢nich strategii (Favas et al., 2014).



3.9 Fytoextrakce

V procesu fytoextrakce rostliny extrahuji polutanty zpidy svym kofenovym
systétmem a uskladiiuji je pfevazné v zelené biomase (jen Caste¢né v kotfenech),
pricemz cely proces je mozné periodicky opakovat az do pozadované¢ho snizeni
celkového znecisténi. Ziskand biomasa se nasledn¢ zpracuje tak, aby doslo
ke zkoncentrovani polutantu a to mikrobidln¢ (kompostovanim), tepelné

(zpopelnénim nebo spalovanim), anebo chemicky (extrakci), (Dercova et al., 2005).

3.10 Fytostabilizace

Fytostabilizace je technika zaméfena na vyuziti rostlin ke snizeni negativniho vlivu

zne€ist'ujicich latek v pud¢ a na ptiléhajici slozky zivotniho prostiedi, véetn¢ vodnich
ploch, zemédélské plidy atd. Fytostabilizace je nejucinnéjs$i na pozemku, ktery je
vysoce kontaminovan tézkymi kovy, ostatnimi anorganickymi zneciSt'ujicimi
latkami, a také kde jsou zbytky ropy. Takova plda je charakterizovana okrajovou
nebo neexistujici vegetaci, degeneraci ptidy a povrchovych ekosystémi. Tato ptda je
proto velmi nachylnd a slouzi jako sekundérni zdroj zneciStovani v disledku silného
vétru, vodni eroze, vysoké urovné povrchového odtoku a vyplavovani do

podzemnich vod (Gupta, 2013).

3.10.1 Priklad vyuziti fytostabilizace

Pfi zaniku tézby zlstavaji pramyslové doly ¢asto opusténé (Tordoff et al. 2000).
Podle ministerstva obchodu, primyslu a energetiky v Koreji (Kmotie, 2010) existuje
v Koreji ~2200 dolt k tézbé rud, z nichz 96% je nyni uzavieno a mohou byt
oznacovany za dlouhodobé zdroje znecisténi zivotniho prostiedi (Kmotie, 2010). U
dilnich odpadi a hluSin je znamo, Ze maji nejvétsi dopad na zivotni prostiedi,
protoze maji nejvétsi koncentrace toxickych prvkli a jsou nejvice nachylné
k rozptyleni vétrem a vodni erozi (Dudka, Adriano, 1997 a Wong et al., 1998).

Konvencni technologie pouzivané pii nakladani s padni hluSinou se zaméfily na
fyzikalni a chemické stabilizace. Fyzikalni stabilizace zahrnuje pokryti nestabilniho

dilniho odpadu neskodnymi materialy, aby doslo ke snizeni vétrné disperze a vodni
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eroze. Chemicka stabilizace ma za cil zabranit Sifeni tézkych kovl za pouziti
chemickych latek, které poskytuji vrstvu rezistentni viici vétru a vode. Pouziti
chemickych metod je omezeno kvuli jejich nedostatecné stalosti a potieb¢
pravidelnych kontrol. Kromé toho, rozsifena aplikace téchto fyzikalné-chemickych
metod je omezena dostupnosti vhodnych materiald a vysokymi néklady na dopravu
(Tordoff et al., 2000).

Fytostabilizace, zfizeni vegetaéniho pokryvu na hlusiné pomoci rostlin je sanaéni
strategie, ktera je v Soucasné dobé piedmétem zkoumani (Mendez, Maier, 2008,
Alvarenga et al., 2009a, Alvarenga et al., 2009b, Cunningham et al., 1995).

Mnoho opusténych, diive vyuzivanych doli ma zpomalenou pfirozenou vegetacni
kolonizaci. K béznym fyzikalné-chemickym omezenim rustu rostlin na hlusinach
patii extrémni pH, vysoky obsah soli, nedostatek potfebnych Zivin, ptebytek kovil,
vysoka objemova hmotnost, nevhodna struktura, pomala infiltrace vody, Spatné
zadrzovani vody a nizka propustnost vzduchu (Wong, 2003). K pitekonani téchto
omezeni mohou byt pfidana dalsi opatieni. Stabilizace kovli miize byt kombinovana
s fytostabilizaci k ptekonani fyzikdlné-chemickych omezeni a vytvoreni vegetacniho
pokryvu. Pokud je takové ozelenéni v kombinaci s imobilizujicimi prostiedky, mize
byt povaZovana za podporovanou fytostabilizaci (Alvarenga et al., 2009a, Alvarenga
et al., 2009b).

Vybér vhodnych rostlinnych druhti je zédsadni pro dosazeni UispéSné fytostabilizace.
Zvolené rostliny by mély vytvofit rozsahly kofenovy systém a velké mnozstvi
biomasy v pfitomnosti vysokych koncentraci tézkych kovid, a to pii zachovani
translokace kovii z kofent do vyhonku tak nizkych, jak je to mozné a tim omezeni

Sifeni kovu do potravniho fetézce (Pulford, Watson, 2003, Rizzi et al., 2004).

3.11 Reostliny vyuzivané k fytoremediaci

Pii vysokych koncentracich kovl v prosttedi existuji rizné mechanismy vyuZivané
rostlinami, pro udrZzeni iontové homeostazy, ¢imz mohou eliminovat nepiiznivé
ucinky pfitomnych kovii (Clemens, 2001). Kofenové exudaty jsou schopné chelatace
rizikovych prvkli a bunécné stény tak mohou tyto prvky vazat. Uvniti bunék

produkuji slouceniny jako fytochelatiny a metalothiony s vysokou afinitou pro tyto
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kovy, které tak mohou vazat a fidit jejich cytoplazmatické koncentrace tim, zZe je

pfepravi pies tonoplast a nasledné ulozi do vakuoly (Hall, 2002).

K dispozici jsou rostliny zvané hyperakumulatory, které jsou schopné absorbovat
velké mnozstvi rizikovych prvki, zatimco jejich rust neni ovlivnén. Tato schopnost
muze byt G¢inna pro odstranovani kovii a polokovl ze znecisténych pid. Nékteré z
téchto rostlin patii do ¢eledi Brassicaceae, ve které je omezeny pocet druhi rostlin
(Assuncao et al., 2001). Hyperakumulatory musi mit schopnost homeostaze béhem

rustu ve znecisténém prostredi (Verbruggen et al., 2009).
3.12 Transgenni rostliny vs. prirodni hyperakumulatory

Transgenni rostliny jsou takové, do jejichz dédiéného zakladu byly metodami
genového inzenyrstvi vpraveny geny z jinych, nepiibuznych organismi (Ondfej M.

2008).

Idedlni rostlina s praktickym vyuzitim ve fytoremediacni technice musi nutn¢ mit
zna¢nou schopnost absorpce a akumulace kovt, aby mohla snizit délku remedia¢niho
procesu. Rostliny hyperakumulujici kovy byly nalezeny v celé fadé ¢eledi cévnatych
rostlin, velmi casto jsou zastoupené u dvoudéloznych rostlin celedi brukvovité
(Brassicaceae). Nicméng, vétsina znamych druhd rostlin hyperakumulujicich kovy je
selektivnich, co se pfijmu kovi tyce, rostou pomalu, produkuji relativné malé
mnozstvi biomasy a vétSina z nich mize byt pouzita pouze v jejich pfirozeném
prostiedi. Navic aplikace hyperakumulujicich rostlin miize byt dale omezena, protoze
je malo znamo o jejich agronomickych vlastnostech, ochrané proti Skudctm,
schopnosti rozmnozovani a fyziologii. Rostou c¢asto v odlehlych oblastech a v
nékterych piipadech je jejich stanovisté ohrozeno tézbou, rozvojem a dalSimi
aktivitami. Z tohoto duvodu se zda, Ze vyvoji transgennich rostlin je slibnou
alternativou vzhledem ke zlepseni absorpce a akumulace kovl a tolerance jejich
toxicity. Takova akumulace kovli a tolerance by mohla byt zvySena expresi
ptirodnich nebo modifikovanych gent kodujicich antioxida¢ni enzymy nebo ty, které

jsou zapojeny do biosyntézy glutathionu a fytochelatint (Gratao, 2005)
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Material a metody

Amorfni oxid manganu (AMO) byl syntetizovan dle Della Puppa et al., (2013) za
pouziti modifikované metody pro pfipravu birnessitu (Ching et al., 1997). Hodnota
pH studovanych oxidi byla méfena v deionizované vodé pii poméru 1:10 w/v, bod
nulového naboje (pHzpc) byl stanoven pomoci imerzni techniky (Fiol a Villaescusa,
2009). Specificky povrch AMO byl stanoven Brunauer-Emmett-Teller (BET)

metodou s vyuzitim analyzatoru Nova e-series (Quantachrome Instruments, USA).

4.2 Pudni vlastnosti

Pro ucely této studie byla pouzita modelova pida kontaminovana vice kovy. Puda
(fluvizem) byla odebrana z aluvia feky Litavky, silné¢ znecisténého As, Cd, Pb a Zn
v dusledku blizké historické ¢innosti huti v Piibrami. Zékladni fyzikalné-chemické
vlastnosti studovanych pid jsou shrnuty v tabulce ¢. 1. Vzorky ptdy byly odebrany z
povrchové vrstvy (0-20 cm), usuSeny na vzduchu, zhomogenizovany a prosety pres
2mm nerezové sito. Zrnitostni sloZeni pudy bylo stanoveno hydrometrickou motedou
(Gee and Or 2002). Hodnota pH pidy byla méfena v suspenzi deionizovanou vodou/
1M KCI (1:2,5, wiv), (ISO 10390:1994). Celkovy obsah organického uhliku (TOC)
byl stanoven pomoci analyzatoru uhliku TOC-L CPH (Shimadzu, Japonsko).
Kationtova vyménna kapacita byla stanovena extrakci 0,1 M BaCl, (Carter a
Gregoriche 2008). Pseudo celkové koncentrace prvka byly stanoveny rozkladem
Vv lucavce kralovské (US EPA metoda 3051a) s ptsobeni mikrovinného zatreni (SPD-
Discover, CEM, USA). Obsah kovi v digestatu byl nasledné uréen pomoci optické
emisni spektrometrie s indukéné¢ vazanym plazmatem (ICP-OES, Agilent 730,
Agilent Technologies, USA). Standardni referen¢ni material 2710a Montana Soil [
(NIST, USA) byl pouzit pro kontrolu ptesnosti analyz. VSechny pouzité chemikélie
byly v analytické kvalité.
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4.2.1 Vysledky pidni charakteristiky

Pouzitd ptuda (tabulka ¢. 1) pochazejici z blizkosti hutniho pramyslu, coze je hlavni
divod kontaminace, ma zvySené obsahy As, Cd, Pb a Zn. Koncentrace téchto prvka
v pid¢ (tabulka ¢. 1) vysoce ptekracuje limitni hodnoty stanovené Ministerstvem
zivotniho prostiedi Ceské republiky (vyhlaska &. 13/1994 Sb.). Z kontaminantti mé
Vv pd¢ nejvetsi podil Phb.

4.3 Experiment s rhizoboxy

Rhizoboxy jsou specialni boxy pro péstovani rostlin, umoziujici snadné a
uzivatelsky jednoduché oddéleni rhizosferni pidy od kofent rostlin za pomoci
nylonové nano-membrany (Wenzel et al., 2001). Experimenty v rhizoboxech byly
provedeny za téelem vyhodnoceni vlivu pouZitého stabiliza¢niho ¢inidla (AMO) na
mobilitu kovi v pidé a jeho interakci ve rhizosféte slunecnice (Helianthus anuus L).
Nejprve byla puda smichana s AMO (1%, w/w) a zalévana deionizovanou vodou po
dobu 4 tydni pifi zachovani 60-70% vlhkosti pidy. Poté byly pidni kompartmenty
téchto rhizoboxli naplnény pidou a do kazdého rhizoboxu bylo zasazeno 10
slune¢nicovych semen. Rhizoboxy byly zalévany deionizovanou vodou a po 30
dnech ristu byly celé rostliny (tzn. stonky a kofeny) sklizeny. Vzorky rhizosferni
pidy byly odebrany jako 0,5 mm tenka vrstva pod membranou ovlivnéna piitomnosti
kotentl. Vzorky volné pudy (tj. pidy, ktera nebyla v kontaktu s kofenovymi exudaty)
byly odebrany z opacné casti rhizoboxu.

Vzorky byly suSeny na vzduchu a nasledné analyzovany. Hodnota pH (tabulka ¢. 3)
u vzorki byla stanovena v suspenzi s deionizovanou vodou (1:2,5 w/v). Vzorky pidy
byly poté extrahovany 0,01 M CaCl, (Quevauviller, 1998) a deionizovanou vodou
(1:10 w/v) po dobu 2 hodin, odstfedény a poté piefiltrovany ptes 0,45 um nylonovy
stiikackovy filtr. Ve filtratu byla zméfena hodnota Eh a obsah kovi a rozpusténého

organického uhliku (DOC) byl stanoven pomoci ICP-OES a TOC/DOC analyzatoru.
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4.3.1 Vysledky rhizoboxového experimentu

Hodnota pH pudy (tabulka ¢. 2) byla méfena po extrakci deionizovanou pro padu
rhizosferni kontrolni a s pfidavkem AMO a ptdu volnou kontrolni a s pfidavkem
AMO. U pudy rhizosferni a volné je pH témét stejné hodnoty a po ptidani AMO se
pH u obou pud zvysi o cca 1,2 jednotky.

Tabulka ¢. 1 Zakladni fyzikalné-chemické vlastnosti studované pudy. Limitni koncentrace
kovli / metaloidl v zemédé€lskych pudach jsou nastaveny podle vyhlasky Ministerstva
zivotniho prostiedi Ceské republiky ¢. 13/1994 Sb.

PHH20 5,95

PHkcel 4,97

TOC (%) 2,35

Zrnitostni sloZeni (%)

Jil (%) 5

Prach (%) 20

Pisek (%) 75

Ptdni druh Fluvizem

Celkova koncentrace kovii (mg kg Limitni koncentrace
) (n=3) (mg kg™)
As 332 +£20 30

Pb 4234 + 429 140
Cd 42 +2 1

Zn 4107+ 179 200
Cu 72+3 100

Fe 36 563 £1120 neni limit
Mn 4785 + 581 neni limit
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Tabulka ¢. 2: Hodnota pH stanovena v suspenzi s deionizovanou vodou
(RHIZO - rhizosferni vrstva, BULK - volna puda, C - kontrolni piida, Amo - amorfni oxid
Mn)

RHIZO BULK
C 5,98900 + 0,309 C

5,83125 £ 0,42017

7,23100 £ 0,490 7,09150 £ 0,720513

AMO AMO

AMO (tabulka ¢. 3) se ukazalo jako uc¢inna zména ve stabilizaci. U vSech danych
prvkl obsahuje pida s ptidavkem AMO nejmensi hodnotu mg/kg kontaminanti

vylouzenych ve vode.

Tabulka €. 3: Vlastnosti amorfniho oxidu manganu (AMO)

pH PHzpc BET
(m° g™t
AMO 6.45 6.97 135

Piidani AMO ma nejvétsi vliv na mobilitu Zn (obrazek ¢. 2 a, b) jak v rhizosferni,
tak ve volné pudé u obou extrakci. Vliv rhizosferni pidy je ocividny vzhledem
¢. 2 ¢, d) ma AMO také nejvétsi vliv na snizeni mobility, ovSem neni tomu tak ve
volné pidé extrahované DEMI (obrazek €. 2 ¢). Zde je vidéet, ze mobilita prvku neni
nizka jako u vrstvy rhizosferni, kterd vykazuje nizkou hodnotu u obou extrakci. Cd

(obrazek ¢. 2 e, f) ma nizkou mobilitu podobné jako u Zn ve vSech ptipadech

v

cv v

rhizosferni vrstvy pidy s ptidavkem AMO. Volna puda s pfidavkem AMO nejevi

rozdilnou hodnotu oproti kontrole (obrazek ¢. 2 c).
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Obrazek ¢. 2: Mobilita kovi jednotlivych pad po extrakci deionizovanou vodou a CaCl,.
Zn (a) extrakce Demi, Zn (b) extrakce CaCl,, Pb (c) extrakce Demi, Pb (d) extrakce CacCls,,
Cd (e) extrakce Demi, Cd (f) extrakce CaCl,, As (g) extrakce Demi, As (h) extrakce CaCl,.
Statisticka analyza byla provedena zvlast pro kazdou extrakci daného prvku. Data se
stejnym pismenem reprezentuji statisticky totozné hodnoty (P<0,05) (n=3)
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5. Statistické vyhodnoceni

VSechny statistické analyzy byly provedeny pomoci programu SigmaPlot 12,5
(StatSoft Inc., USA). Experimentalni data byla vyhodnocena pomoci analyzy
rozptylu (ANOVA) pii <0,05 za pouziti Tukeyho testu.
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6. Diskuze

Pti hodnoceni vysledka ptidni charakteristiky je jasna vysoka hodnota obsazenych
kontaminantd As, Cd, Pb a Zn oproti limitnim hodnotdam stanovenych
Ministerstvem Zzivotniho prostfedi. Hodnota pH se ve sledovanych variantach
pohybovala v hodnotach od 6 do7. Z vysledki je patrné, Ze pH pudy se po piidani
AMO zvedlo v rhizosferni vrstvé z 5,9 na 7,2 a ve volné pudé z 5,8 na 7. Vliv na
zvySeni pH mize byt celkové mnozstvi piidani ¢inidla AMO.

U mobility prvki je jasna zména po ptidani AMO. Nejvétsi zmeéna v mobilité je
zaznamenana v rhizosferni vrstvé po interakci s kofeny slune¢nice. Pro
experiment s rhizoboxy je duleZzité vybrat spravny typ rostliny. Kofenové exudaty
se povazuji za hlavni faktor fidici mnozstvi mikrobidlni biomasy a aktivitu
v rhizosféte (Grayston et al., 1997, Bais et al., 2006). Je pravdépodobné, ze kazdy
kotenovy systém riznych typt rostlin ovlivni rhizosferni vrstvu jinak, i kdyz se
na celém svété, rostlina uzivana nejen jako potravina, ale i rostlina s energetickou
hodnotou a fytoremediaénim potencialem. Je dokumentovana jako kovovy
akumulator (Cindy et al., 2006, Niu et al., 2007, Fassler et al., 2010 a Rojas-
Tapias et al., 2012). Ptidani ¢inidla AMO nejvice snizilo mobilitu v rhizosferni
vrstvé pro Cd a Zn. Vypada to tedy, Ze AMO nejlépe pracuje v interakci
s rostlinou. Avsak rhizosferni vrstva pudy bez AMO jevi pouze minimalni
snizenou mobilitu, a to u prvku As a Pb. AMO snizil mobilitu kontaminanti a
muze byt pouzit jako stabiliza¢ni dopln€k na zneciSténé pudy (Ettler et al., 2014).
Porovnani extrakce DEMI s extrakci CaCl, ukazuji vykyvy, pti pohledu na grafy

je viditelny rozdil v mnozstvi extrahovanych prvkd.
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1. Zavér

Bylo zjisténo, ze AMO ovlivnilo pH pudy v rhizosferni vrstvé i ve volné pudé tak, ze
byl jeho narust z hodnoty 6 na 7, dale se ptidanim AMO do pidy jasné méni mobilita
kontaminanti. Interakce AMO s koteny slunecnice Vv rhizosferni vrstvé se jevi jako
nejvetsi pozitivni zména na snizeni mobility vSech kontaminujicich prvki, nejvice u
Zn a Cd. U As a Cd je mobilita nizka pouze v rhizosferni vrstvé s ptidanim AMO
extrahované deionizovanou vodou. Volna pida s pfidavkem AMO bez interakce se
slunec¢nici ukazuje také snizené hodnoty mobility kontaminantd, a to zejména u Zn,
Pb a Cd extrahovanych deionizovanou vodou. Oproti tomu Samostatna rhizosferni
vrstva pidy nevykazuje tak snizené hodnoty mobility kontaminantd, jako je tomu
s ptidanim AMO. Naopak, z grafu je jasné, Ze rhizosferni vrstva pudy ovlivnéna
kofeny slune¢nice ukazuje nejveétsi hodnoty mobility kontaminanti Cd, Pb, Zn a to
hlavné¢ po extrakci CaCl,. Je tedy jasné, Ze samostatna fytostabilizace, tedy
stabilizace kontaminanti v pudé pisobenim kofenti slunecnice by nestacdila ke
sniZzeni mobility kontaminantii do takové miry, jako je tomu ve vzajemné interakci
s ¢inidlem AMO. To se proto jevi jako c¢inidlo s vybornymi stabilizaénimi
vlastnostmi a jeho vlastnosti dobie pracuji ve vzajemné interakci s rostlinou, do
budoucna by bylo vhodné zhotovit experiment AMO ve vzajemné interakci s jinou

rostlinou a zjistit jeho vhodnost do vSech typtl ptd.
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