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Autorsky referat

Pod skupinu polychlorovanych bifenylt fadime velkou skupinu latek, odvozenych od
bifenylu. PCB jsou charakterizovany dvémi spojenymi aromatickymi jadry substituovanymi
na 1. az 10. misté atomem chloru. Existuje 209 kongenerti PCB.

PCB byly pouzivany jako pifenaSece tepla v primyslovych zafizenich vyZzadujicich
ohiev na vysoké teploty, jako chladici oleje v transformétorech napéti a jinych elektrickych
zafizenich, kde se uplatiiuji jejich vyborné izola¢ni vlastnosti a vysokd stabilita, byly
pouzivany 1 jako spotfebni materidl, jako plastifikdtory polymert, piisada do barev,
natérovych hmot a tiskafskych barev, jako soucést prostfedkli na ochranu rostlin i pro jiné
ucely, a proto se jich do zivotniho prostiedi dostalo velké mnozstvi.

Tyto latky jsou schopné akumulovat se do lidskych a zvifecich tukovych tkani, ale i
do rostlinnych pletiv. Jejich pfitomnost v lidskych i zvifecich tukovych tkanich zpisobuje
znaéné zdravotni problémy, a to napf. poSkozeni jater a ledvin, zaZivaci potiZe, potize s
rozmnozovanim, vyrazky a nadory.

Akumulaci PCB do rostlinnych pletiv 1ze vyuZit k odstranéni téchto latek ze Zivotniho
prostiedi. Tento proces se nazyva fytoremediace. Fytoremediace uzivd zelenych rostlin k
pfesunu, akumulaci a odstranéni polutantli z Zivotniho prostfedi nebo zmirnéni jejich
Skodlivého $itent.

Ptitomnost PCB v piidé mliZe u rostlin vyvolat stresovou reakci, kterd mlize mit rtizné
podoby. Jednou z nich je i zména obsahu aminokyselin v rostlinach.

Cilem této diplomové prace na téma: ,,Vliv zneciSténi pud PCB na metabolismus
rostlin®“ bylo prozkoumat zmény obsahi jednotlivych aminokyselin a obsah jednotlivych
kongenert PCB absorbovanych do rostlin.

Pro experiment byly pouZity Ctyfi rostlinné druhy, a to fedkvicka, mrkev, petrzel a
celer. Nadobové pokusy s témito druhy zelenin byly kontaminovany sedmi indikatorovymi
kongenery PCB, a to kongenerem ¢. 28 (2,4,4'-trichlobifenyl), 52 (2,2°,5,5'-
tetrachlorbifenyl), 101 (2,2,4,5,5 -pentachlorbifenyl), 118 (2,3",4,4",5-pentachlorbifenyl),
138 (2,2°,3,4,4°,5 -hexachlorbifenyl), 153 (2,2",4,4",5,5 -hexachlorbifenyl) a 180
(2,2°,3,4,4°,5,5" -heptachlorbifenyl), které byly zvoleny na zaklad¢ jejich vysoké koncentrace

v minulosti pouzivanych technickych smésich.



Kontaminace ptidy vybranymi kongenery PCB (kongenery 28, 52, 101, 118, 138, 153

a 180) vedla ke zvySeni jejich obsahu v testovanych zeleninach. V porovnani s kontrolnimi

nekontaminovanymi vzorky doslo k narastu u fedkvicky o 698,3 ng/kg susiny (17 x), u mrkve

0 691,9 ng/kg susiny (11,5 x), u petrzele o 569,7 pg/kg susiny (7,5 x) a u celeru o 749,1 pg/kg

suSiny (5,5 x). Nejvétsi absorpce a akumulace sumy kongenertt PCB se tedy prokazala u

redkvicky.

Nejveétsi absorpce byla prokazana u kongeneru ¢. 28 (zejména u fedkvicky a celeru),

dale pak u kongeneru ¢. 52 ( také u fedkvicky a celeru), nejmensi absorpce byla u

kongeneru ¢. 180, a to u vSech sledovanych zelenin.

Vysledky experimentu ukézaly zmény v obsahu vybranych aminokyselin v zavislosti

na kontaminaci pidy a druhu péstované zeleniny.

V bulvach fedvicky rostouci na kontaminované zeminé se obsah glycinu oproti
kontrolnimu vzorku zvysil o 72,5 %, dale a-isoleucin o 58,7 %, isoleucin o 46 %,
threonin az o 148 %, tryptofan az 0 213,3 %, prolin 0 92,7 % a kyselina asparagova o
30,7 %.

V petrzeli doslo podobné jako v ptipadé bulev fedkvicky k nartstu glycinu o 32,7 %.
Dale byl zjistén nartst kyseliny glutamové o 157 % oproti kontrole, kdezto u
threoninu doSlo k poklesu o 55,5 % oproti kontrolnimu vzorku.

V kotfenu mrkve péstované na pidé s obsahem PCB pievazuje vyrazny pokles
vybranych aminokyselin v porovnani s kontrolou, a to u fenylalaninu o 45,3 % a
tryptofanu o 100 %. Ke zvySeni obsahu aminokyselin oproti kontrolnimu vzorku doslo
u kyselina glutamové, a to o 51,5 %, prolinu o 43,2 %, asparaginu o 50,5 %.

U vzorku celeru doslo ke zvySeni obsahu oproti kontrolnimu vzorku alaninu o 106,7
% a sarkosinu o 102, 6 %. K poklesu obsahu aminokyselin oproti kontrolnimu vzorku

doslo u glutaminu o 100 % a tryptofanu o 32,5 %.
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Thesis summary

Into the group of polychlorinated biphenyls belong many components, they are the
derivates of the biphenyls. PCBs are characterized with two linked aromatic rings substituted
with 1 to 10 chlorine atoms. There is nowadays 209 congeners of PCBs.

PCBs were used as a heat transporters in industrial installations for water heating
working with high temperatures, as cooling oils in voltage transformators and in other electric
installations, where is a great insulating property and stability needed. They were used as
exhausting materials, plastificators of polymers, additives to the colours, paints and toners,
components of plant protecting agents and for many other usings, therefore is an environment
polluted so much with PCBs.

These substances are able to accumulate themselves into the humans and animals fat

tissues and also into the plants tissues. In human and animal bodies they incur many health
diseases, for example liver and kidney diseases, digestion problems, reproduction defects,
rashes and tumours.
Accumulation of PCBs into the plant tissues we can use to eliminate these substances from
environment. This proces is called a fytoremediation. The fytoremediation uses green plants
to move, accumulate and eliminate the pollutants from environment or to reduce their harmful
diffusion.

PCBs may cause the stress response in plants, which may take a different forms. One
of them is change of content of amino acids in plants.

The aim of this thesis “The effect of soil polychlorinated biphenyls contamination on
plant metabolism” was to explore changes to the contents of amino acids and content of
congeners of PCBs absorbed into plants.

For my experiment were used four plant species, as radish, carott, parsley and celery.
The pot experiment with these vegetables were contaminated with seven indicator PCBs
congeners, congener number 28 (2,4,4 -trichlobiphenyl), 52 (2,2°,5,5 -tetrachlorbiphenyl),
101 (2,2°,4,5,5 -pentachlorbiphenyl), 118 (2,3°,4,4",5-pentachlorbiphenyl), 138
(2,2,3,4,4°,5 -hexachlorbiphenyl), 153 (2,2°,4,4°,5,5 -hexachlorbiphenyl) a 180
(2,2,3,4,4°,5,5 -heptachlorbiphenyl), which were choosen for their concentration in technical

mixtures and environmental samples.



e Contamination of soil with the PCB congeners (congeners 28, 52, 101, 118, 138, 153,

and 180) caused their increased content in tested vegetables. Compared with untainted
control samples there was an increase in radishes by 698,3 pg/kg of solids (17x), in
carrot by 691,9 pg/kg of solids (11,5x), in parsley by 569,7 ng/kg of solids (7,5x) and
in celery by 749,1 pg/kg of solids (5,5x). The biggest absorption and accumulation of

total PCB congeners content was detected in the sample of the radishes.

e The most absorbed PCB congener was number 28 (in radishes and celery), then number

52 (in radishes and celery), the least absorbed PCB congener was number 180 in all of

the samples.

The results of the experiment demonstrated changed content of selected amino acids in

relation to the contamination of the soil and the grown vegetable specie.

In the tuber of radish grown in contaminated soil, the content of glycine is higher than
in control sample by 72,5 %, next a-isoleucine by 58,7 %, isoleucine by 46 %,
threonin by 148 %, tryptophan by 213,3 %, proline by 92,7 % and aspartic acid by
30,7 %.

In parsley, as well as in case of radish, was the content of glycine higher by 32,7 %.
Then an increase of glutamic acid by 157 % was found compared to the control
sample, but in case of threonine the content was lower than in the control sample by

55,5 %.

e In the root of carrot grown in soil contamined with PCB congeners dominates a higher

decrease of selected amino acids compared to the control samples, phenylalanine by
45,3 % and tryptophan by 100 %. The increased content of amino acids was achieved
with glutamic acid by 51,5 %, proline by 43,2% and asparagines by 50,5 %, almost the

same as in the previous vegetables.

e In the sample of celery was increased alanine by 106,7 % and sarkosine by 120,6 %.

The decreased content of amino acids was achieved with glutamine by 100 % and

tryptophan by 32,5 %.
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Pouzité zkratky

ALA - alanin

alLE - a-isoleucin

AMK - aminokyseliny

ASN - asparagin

ASP - kyselina asparagova

BCCA - aminokyselina s rozvétvenym fetézcem

beta-AiB - f-aminoisomaselnd kyselina

COV - ¢&istirna odpadnich vod

DMSP - dimetylsulfoniopropionat

DNA - deoxyribonukleova kyselina

DNT - dinitrotoluen

EPA - Environmental Protection Agency — Agentura pro ochranu zivotniho prostiedi

GABA - y-aminobutyrat

GC/MSD - plynova chromatografie s hmotnostni detekci

GLN - glutamin

GLU - kyselina glutamova

GLY - glycin

GSH - glutathion

HYP - hydroxyprolin

ILE - isoleucin

LEU - leucin

LYS - lysin

kongener PCB ¢.: 28: 2,4,4-trichlobifenyl
:52:2,2°,5,5 -tetrachlorbifenyl
:101: 2,2°,4,5,5 -pentachlorbifenyl
: 118:2,37,4,4°,5-pentachlorbifenyl
: 138:2,27,3,4,4",5 -hexachlorbifenyl
:153:2,2°,4,4°,5,5 -hexachlorbifenyl
: 180: 2,27,3,4,4°,5,5 -heptachlorbifenyl

NPK - hnojivo obsahujici dusik, fosfor a draslik

PAH - polycyklické aromatické uhlovodiky

PC - fytochelatiny
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PCB — polychlorovany bifenyl

PCDD - polychlorodibenzo-p-dioxiny
PCDF - polychlorodibenzofurany
PCE - perchlorethen

PHE - fenylalanin

POP - persistentni organické polutanty
PRO - prolin

RNA - ribonukleova kyselina

SAM - S-adenosylmethionin

SAR - sarkosin

TCE - trichlorethen

THR - threonin

TNT - trinitrotoluen

TPH - parathormon

TRP - tryptofan

TSCEF - transpiracni koncentracni faktor

TYR - tyrosin
VAL - valin
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1. Uvod

Pod skupinu polychlorovanych bifenylt fadime velkou skupinu latek, odvozenych od
bifenylu (difenylu). Bifenyl je aromaticky uhlovodik, v némz jsou jednoduchou vazbou
spojena dvé benzenova jadra. Bifenyl lze ziskat pyrolyzou benzenu, piisobenim kovi na
halogenbenzeny nebo zahiivanim diazoniovych soli s benzenem, krom¢ toho je obsaZzen i v
¢ernouhelném dehtu, produktech pyrolyzy ropy a v ropnych frakcich (teplota varu 255 - 265
°C). Jde o latku velice reaktivni, lze ji nitrovat, sulfonovat, halogenovat (chlorace, bromace).
Vyznamné pouziti maji pfedevsim chlorované derivaty bifenylu - polychlorované bifenyly
(PCB).

PCB piedstavuji skupinu 209 izomerti se sumarnim vzorcem C,H,, CI , kde pocet
atomu chloru je jeden az deset, pficemz je statisticky nepravdépodobny vznik kompletni
smési béhem chlorace bifenylu (internetovy zdroj €. 1).

Polychlorované bifenyly (PCB) spolu s polychlorodibenzo-p-dioxiny (PCDD) a
polychlorodibenzofurany (PCDF) jsou zéstupci skupiny latek nazyvanych POP (Persistent
Organic Pollutants) neboli persistentni organické polutanty. Studie ukézaly jejich
dlouhodobou akumulaci v piddch a sedimentech a také postupnou bioakumulaci do
potravinovych fetézcl. Hlavni zdravotni riziko souvisi s dlouhodobou expozici (Campanella
et. al, 2001).

Chlorované bifenyly, které vstupuji do organismu pokozkou, dychacim systémem a
zazivacim traktem, se podobné jako dalSi slouceniny skupiny persistentnich organickych
polutantii (POP) ukladaji do tukovych tkani.Testy na laboratornich zvifatech prokazaly, ze
PCB mohou piisobit poskozeni jater a ledvin, zaZivaci potize, potiZze rozmnozovani, vyrazky a
nadory. Dusledky dlouhodobého vystaveni ucinku malych mmnozstvich téchto sloucenin
nejsou vSak zatim znamy (Horak, 2002).

Klinickymi pfiznaky po prodélani nemoci YUSHO a YUCHENG (zptsobené
vystavenim PCB a dioxiniim) byla tmava pigmentace pokozky, chlorakné, vétsi vyskyt
infekénich onemocnéni v disledku snizené obranyschopnosti organismu, neurologicka
poskozeni. T¢hotnym zendm se rodily déti s nizs$i porodni hmotnosti, s pigmentaci na kizi,
nehtech, otoky v obli¢eji, poruchami osifikace lebecnich kosti. VSechny pfiznaky vcetné
rustové retardace po Case vymizely (Voprsalova, 1997 )

Popsané¢ ucinky PCB zahrnuji koZni toxicitu, imunitni toxicitu, ovlivnéni
reprodukénich procest, teratogenitu, poruchy stitné zlazy a kancerogenitu (Campanella et. al,

2001).
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Aminokyseliny (AMK) jsou zdkladnimi jednotkami protein, z nichz jsou proteiny
syntetizovany. Mohou byt také vyuzity v energetickém metabolismu a mnoho znich je
nezbytnou slozkou potravy. Analyza ohromného mnozZstvi bilkovin ztémét vSech
myslitelnych zdrojt ukézala, ze vSechny proteiny se skladaji z 20 zékladnich aminokyselin.
S vyjimkou prolinu jsou to vSechno a-aminokyseliny, nebot’ maji karboxylovou i primarni
aminoskupinu na tomtéZ uhlikovém atomu. Prolin, jako jedina vyjimka, obsahuje sekundarni
aminoskupinu, a tak je vlastné o-iminokyselinou, i kdyz je bézné zafazovan mezi
aminokyseliny.

Chemicka povaha AMK urcuje jeji chemické chovani, které se projevuje v biologii
rostlin a ve vytvareni uzitkovych vlastnosti kulturnich rostlin. Aminokyseliny hraji dilezitou
roli v latkovém metabolismu, protoze jsou zavadény do enzymovych proteint — jsou
prekurzory ostatnich dusikatych latek a maji rozsahlou modifikaéni ulohu v regulaci aktivity
enzymu ve vSech oblastech metabolismu (Voet a Voetova, 1990; Vasdkové a Vomastkové,

1992).
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2. Cil prace

Cilem diplomové prace je studium vlivu polychlorovanych bifenylech (PCB), jejich
ucinkl na metabolismus rostlin, pfedev§im na zmény v obsahu aminokyselin.

Obsahy aminokyselin jsou porovnavany ve vzorcich fedkvicky, mrkve, petrzele a
celeru, a to jak mezi zminénymi druhy zelenin, tak mezi kontrolnimi vzorky (péstovanymi na
pude¢ bez polychlorovanych bifenyld) a vzorky péstovanymi na pidé¢ s definovanym obsahem

polychlorovanych bifenyld.
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3. Literarni reSerse
3.1. Vlastnosti polychlorovanych bifenyli

PCB jsou charakterizovany dvéma spojenymi aromatickymi jadry substituovanymi na
1. az 10. misté atomem chloru. Existuje 209 kongenerti PCB odliSujicich se po¢tem a polohou
chloru. Nicméné jen 29 molekul je zajimavych z hlediska Zivotniho prostiedi. Tyto molekuly
si udrzuji vysokou tepelnou i chemickou stabilitu. Cim vice je molekula chlorovana, tim méné
je ve vodé rozpustna a tékava. Dusledkem jsou tyto vicechlorované molekuly stabilni
v zivotnim prostfedi ( Campanella et al., 2001; Javorska a kol., 2004).

Podle stupné chlorace jsou PCB bezbarvé az Zluté, méné chlorované PCB jsou
kapaliny, vicechlorované jsou pevné latky. PCB maji nizkou tenzi par, vysokou dielektrickou
konstantu, nizkou rozpustnost ve vod¢, jsou snadno rozpustné v organickych rozpoustédlech,
olejich a tucich, jsou hydrofobni. PCB jsou velmi odolné¢ vic¢i Gc¢inkim kyselin a zasad,
redukci, nepodléhaji oxidaci béznymi oxida¢nimi CcCinidly, jsou témét rezistentni vici
hydrolyze a alkoholyze.

Toxicita PCB jesté neni pfesné objasnéna, soudi se vSak, ze velmi uzce souvisi se
stupném chlorace (¢im vys$si pocet substituenti, tim je toxicita PCB vys$si), a také s umisténim
chlorii na bifenylu (toxické jsou zejména kongenery substituované v poloze meta a para)

(Totevova a kol., 1997; Zeeb et al., 2006).
3 2 2' 3
4 4'
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3.2. Vyroba a pouziti polychlorovanych bifenyli
PCB byly pouzivany jako pienaSece tepla v primyslovych zatfizenich vyzadujicich
ohiev na vysoké teploty, dale pak jako chladici oleje v transformatorech napéti a jinych
elektrickych zatizenich, kde se uplatiovaly jejich vyborné izola¢ni vlastnosti a vysoka
stabilita. Byly pouzivany i jako spotfebni material, jako plastifikatory polymert, piisada do
barev, natérovych hmot a tiskatskych barev, jako soucast prostfedkli na ochranu rostlin i pro
jiné ucely (Macek et al., 2002; Mikoskova a kol., 2004 a Zeeb et al., 2006)
Natéry v zemédé€lstvi predstavuji jejich zdroj — prechazeji pak do mléka nebo tuku

jate€nich zvirat (Horak, 2002).
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Jednim z nejvétSich zdroju znecisténi PCB jsou skladky, odkud se dostava nejvice
PCB do povrchovych a spodnich vod. Mensi mnozstvi unika pfi odpafovani barev a natérd,
rozkladem pfi bézném skladovani a neodbornou likvidaci pramyslovych kapalin.

PCB byly poprvé syntetizovany v roce 1881 a komeréné se zacaly vyrabét v roce
1929. Vyroba byla celosvétové omezovana od konce 60. let (internetovy zdroj ¢.1).

U nés (v CSSR) se PCB vyrabély v CHEMKO Strazské - jejich vyroba byla zastavena
az k 31.12.1983. V Ceskoslovensku bylo vyrobeno pres 20 000 tun PCB. Dosavadni svétova
produkce PCB se odhaduje na 1,5 milionu tun. Pfedpoklada se, ze z tohoto mnozstvi jiz 31 %
uniklo do prostiedi, 65 % se dosud vyuziva v uzavienych systémech a pouze 4 % byla

likvidovana ve spalovnach (internetovy zdroj ¢.1).

3.3. Kontaminace pedosféry polychlorovanymi bifenyly

Jak jiz bylo uvedeno, PCB patfi do skupiny persistentnich organickych polutantt
(POP). Obsahy t&chto latek v zemédélskych ptidach CR jsou monitorovany od po¢atku 90. let
20. stoleti. Diky dlouhodobému sledovani z4téze nasich zemédélskych pad POP bylo zjisténo,

ze zavazné jsou vstupy POP do pidy prostiednictvim:

o imisnich spadii v oblastech zvySeného vyskytu primyslu

o zatéze ze spalovani tuhych paliv v intravilanech

. kontaminované vody v inundac¢nich pasmech nekterych fek
. aplikaci kali COV na zemédélskou ptidu (Vacha, 2004).

Internetovy zdroj ¢.3 uvadi, ze se v souCasné dobé se PCB jiZ nevyrdbéji, emise
pochézeji z pouzivani vyrobkil a z odpadt s obsahem PCB. Malé¢ mnozstvi PCB se také mtize
vyskytovat v celé fad¢ halogenovanych slou¢enin. Dal$im zdrojem emisi PCB v prostiedi
jsou kaly z odpadnich vod, pouZivani vyrobki s obsahem PCB, nelegalni nakladani s odpady
z téchto vyrobki, spalovani primyslovych ikomunélnich odpadl a uniky ze =zatizeni
pouzivajicich PCB. Velké mnoZzstvi PCB se také uvoliiuje pii piehfati nebo explozi
transformatortt a kondenzéator. Zdrojem jsou také primyslové procesy, napi. elektrarny a
zpracovani Zeleza a oceli. NejvyznamnéjSim zdrojem je vSak redistribuce jiz diive
uvolnénych PCB. V soucasné dob¢, kdy se PCB nevyrabéji a jejich pouzivani je regulovano,

jsou vsak nové uniky do prostiedi ve srovnani s minulosti minimalni.
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Mezi nejvyznamnéjsi antropogenni emise patii:

e nakladani s odpady (skladkovani, spalovani odpadi);

e Uniky ze zatizeni pouzivajicich PCB (transformatory, kondenzatory).

3.4. Degradace polychlorovanych bifenyli
3.4.1. Fyzikalné — chemicka degradace

Vzhledem k vlastnostem PCB je jejich degradace fyzikalné — chemickymi metodami
znacn¢ ndro€nd a hlavné draha.

Jednou zmoznych metod je spalovani PCB ve vysokych martinskych pecich za

vysokych teplot (nad 1300°C) (Totevova a kol., 1997).

3.4.1.1. Skladkovani
Legislativné je povoleno ukladat vybrany tuhy odpad obsahujici PCB latky do 100

mg.kg_1 na nékolika v CR povolenych skladkach. BohuZel Ize konstatovat, Ze nékteré podniky
vedeny svoji ekonomickou situaci, vyvazely na skladky i metalické slozky kompenzac¢nich
kondenzatorti, kdy se naplii kontaminovaného oleje vylévala do spolecné nadrze na kapalné
olejové odpady. Zvlasté nebezpecné jsou metalické dily s pfepdzkami, z kterych se olej
obtizné vyléva a které mohou (dle zahrani¢nich Gdaji) i poté obsahovat az 50 % plvodni

dielektrické napln¢ (internetovy zdroj €. 4).

3.4.1.2. Spalovani

Rotacni pece predstavuji universalni spalovaci zatizeni, které je uzivano ke spalovani
tuhych odpadti v kontejnerech, kusovych, granulovanych, aj. Pece jsou rovnéz pouzivany ke
spalovani suspenzi, kalt a past. Toto zafizeni spaluje v teplotnim rozmezi od 800 °C do 1 600
°C. Rotacnich peci je vyuzivano ve spalovné postavené firmou Austrian Energy pro Aliachem
v Ostravé, kterd je jedina ¢eskd spalovna s opravnénim zneskodnovat odpady s obsahem PCB.

V CR se vedou odborné diskuse o vyuZivani cementaiskych peci ke spolehlivému

zneSkodnovani olejii, obsahujicich latky PCB. Jsou uvadény argumenty, ze teplotni slinovani
a doba prodleni ve spalovacich prostorach rotacnich peci az 70 m dlouhych jsou dostacujici
pro uplny rozklad PCB a na druhé stran€ obrovsky objem CaO a CaCO, jsou hnaci silou pro
dehalogenacni reakce. Zahrani¢ni zkusSenosti a hlavné pak dokonald absence PCB, PCDD a

PCDF v exhalacich jsou uvadénymi argumenty pro tyto aplikace. Nékteti védci tento zaveér
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povazuji za nejednoznacny, kvili nehomogennimu rozlozeni teplot pti spalovani a nejistote
v dehalogenaénim procesu.

Dale se pro spalovani PCB mohou vyuZzivat cyklonovd ohnist€ a fluidni ohniSté

(internetovy zdroj €. 4).

3.4.1.3. Spoluspalovani Cistirenskych kalti z odpadnich vod s polychlorovanymi bifenyly

V poslednim desetileti se prosazuje v evropskych zemich zakaz skladkovani a
kompostovani Cistirenskych kalti, nebot’ obsahuji v fadé ptipadd PCB v nezanedbatelnych
mnozstvich, nemluve o tézkych kovech. V soucasné dob¢ se jevi vyrazny trend spoluspalovat
tyto materialy ve velkych uhelnych energetickych zafizenich. Energetické zafizeni v
Heilbronnu s odsifovaci jednotkou spaluje tyto kaly v rozsahu 2-4 % (vztazeno na suSinu).
Kaly je nutno pfedsouset, aby se nezhorSovala kvalita emisi. Velice dobré vysledky jsou

dosahovany v cirkulac¢nich fluidnich kotlich, narist emisi CO a N,O byl vSak pozorovan pii

spalovani vlhkych kalii (internetovy zdroj €. 4).

3.4.1.4. Termicka desorpce

Termickd desorpce je ex-situ proces slouzici k odstraniovani tékavych a stfedné
t€kavych latek, které jsou sorbovany v odpadu. Zahiivanim na teploty dostate¢né vysoké
(obvykle 170 az 550 °C), dojde k vytékani téchto latek. Pouziva se nepiimého ohievu k
odpareni organickych kontaminantii a jejich separace od tuhé faze. Termicka desorpce neni
metodou samonosnou a musi byt doplnéna technologii ke zpracovani vyt€kanych
kontaminantil v odplynu. Obecné je tato metoda levna a je ji mozno pouzivat na odpady
obsahujici max. 10 % hm. organickych latek a minimalné 20 % hm. tuhého podilu. Metoda je
pouzivana v USA od roku 1991 k odstraiiovani PCB ze zemin. Vyhodou je skutecnost, Ze lze
timto zptisobem s vysokou ucinnosti pfecistit zeminy kontaminované smésnou kontaminaci,
ktera je pro PCB kontaminace obvykld (vedle PCB se Casto vyskytuji 1 t€kavé chlorované
uhlovodiky nebo ropné produkty). Pouziva se obvykle kombinace termickd desorpce s

chemickou dehalogenaci (internetovy zdroj €. 4).

3.4.1.5. Chemicka likvidace
Uvodem je tieba konstatovat, Ze chemické likvidace je neekonomické v porovnani se
soucCasnou praxi skladkovani, at’ jiz upravenych (solidifikovanych nebo komprimovanych)

nebo neupravenych toxickych materiali. Toto vyplyva ze skutecnosti, Ze cenova politika
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nezvyhodiiuje procesy konecného znesSkodnéni Skodlivin pted skladkovanim, které odklada
feSeni problémil do budoucnosti se v§emi riziky pro Zivotni prosttedi (internetovy zdroj €. 4).
3.4.1.5.1. Sodikova metoda

Sodikova metoda byla komeréné vyuzivana jiz v 80. létech firmou Sun-Ohio (USA)
pod nazvem PCBX proces (n¢které firmy pouzivaji nazev Acurex proces) k dechloraci PCB v
olejich a dalSich materidlech. Slouceniny sodiku, ¢i jiného alkalického kovu, jsou uspésné
aplikovatelné na dehalogenace pievazné PCB. Reakéni mechanismus je radikalovy a metoda
musi byt z bezpecnostnich hledisek dobife oSetfena. Z hlediska detoxifikace PCB je tato
metoda vysoce spolehliva, nebot’ k dechloraci dochazi bez ohledu na stupen dechlorace nebo
stability chloru na aromatickém jadre. Vyznamnym omezenim této metody je nebezpeci

hoteni Na, ¢i vybusnosti systému pfi styku se vzdusnou vlhkosti (obsah vlhkosti < 0,1 hm.

-1
%). Z ekonomickych divodl je metoda vhodnd pro znecisténi materidlu PCB do 8 g.kg .

Proces zaruCuje dekontaminaci pod 2 ppm PCB. I kdyz dehalogenace materialt
kontaminovanych PCB probihd na 100%, jeji praktické vyuziti z hlediska bezpe¢nostniho je
problematické zvlasté pak pti vyuziti v provoznim méfitku. Pii dechloraci PCB v olejich je
navic nejveétsi nebezpeci v nedokonalém zabranéni emisi PCB ve formé jemné mlhy

zpracovavaného PCB v odplynu (internetovy zdroj €. 4).

3.4.2. Bioremediac¢ni technologie
3.4.2.1. Obecna charakteristika bioremediace

Cilem bioremediace je degradace organickych polutantt tak, aby jejich koncentrace byla
bud’ pod hranici detekéniho limitu nebo takova, ze by nepfevysovala koncentra¢ni limit dany
ptislusnou vyhlaSkou. Bioremediace 1ze vyuzit pro ¢isténi piid, spodnich vod, odpadnich vod,
kalt a plynt. Bioremedia¢ni technologie se v soucasnosti soustfed’'uji zejména na degradaci
ropy a ropnych produkt, polycyklickych aromatickych uhlovodiki, chlorovanych a
alifatickych uhlovodiki a v posledni dobé se ukazuje i1 perspektivnost vyuziti téchto
technologii pro POP, konkrétné polychlorované uhlovodiky. Praktické vyuziti
bioremedia¢nich procesu je vSak limitovano fadou faktorti, které vlastni proces bioremediace
v konkrétnim prostiedi ovlivituji.

Faktory, které ovliviuji ispésnost pouzité¢ biomeredia¢ni technologie jsou nésledujici:
o pritomnost organismt (mikroorganismd, rostlin), které jsou schopné efektivné

degradovat polutant,
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o schopnost téchto organismu transformovat organicky polutant akceptovatelnou

rychlosti na vyslednou koncentraci polutantu povolenou zdkonem,

o pii degradaci vznik latek (meziproduktt), které by v dosazené koncentraci nebyly
toxické,
. na kontaminované lokalité pfitomnost dalSich chemickych latek nebo jejich smési,

které by potlacovaly rist a metabolickou aktivitu degradacni mikroflory,

. dostupnost polutantli mikroorganismim,

. na lokalité zajiSténi nezbytnych podminek stimulujici rist a degradacni metabolismus
pouzitych organismu, napt. organické ziviny, kyslik nebo vhodné akceptory elektrond,
stopové prvky, vlhkost prostfedi, odpovidajici teplota, pH, zdroj uhliku a energie pro rist,
induktor katabolické drahy,

o cena technologie musi byt niz8§i nebo pii nejhorSim stejna jako cena jiné technologie

schopné destruovat cilovy polutant.

K vyse uvedenym faktorim dale pfistupuji napt. moznosti piipravy adaptovanych
bakterii se zvySenou degradacni schopnosti nebo, v 90. letech tolik diskutované, vyuziti

geneticky modifikovanych bakterii a rostlin (internetovy zdroj ¢.1).

3.4.2.2. Rozdéleni bioremediac¢nich technologii
Dle Singha a Warda (2004) a internetového zdroje €. 1 lze bioremedia¢ni technologie
rozd¢lit dle mista jejich aplikace na:

o in situ, které jsou aplikovany piimo na zkontaminované lokalité; jsou relativné

levné, ale jejich prubéh je obtizné kontrolovatelny,

o ex situ, ve kterych je kontaminovany material odstranén z ptivodni lokality a
bud’ k degradaci dochéazi na misté odstranéni (on site), nebo je odstranéna kontaminovana
matrice pfevezena na jiné misto, kde probihd vlastni biodegradacni proces na
dekontaminacéni ploSe nebo v bioreaktoru (off site). Pfemistovani kontaminované zeminy
¢i spodni vody sice znacné zvysSuje celkové naklady, ale proces je velmi dobie
kontrolovatelny.

Mezi in situ technologie patii bioventing, podpoiend bioremediace, pfirozena atenuace

a fytoremediace.
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Ex situ technologie zahrnuji bioremediace v suspenznim systému, bioremediace v
pevné fazi, do které patii technologie jako jsou land farming a kompostovani a jejich

modifikace.

3.4.2.3. Fytoremediace

Javorska a kol. (2004) a internetovy zdroj ¢. 1, MaliSova (2009) a Kucerova a kol.
(1997) uvadéji, ze fytoremediace je definovana jako uziti zelenych rostlin k presunu,
akumulaci a odstranéni polutantt z zivotniho prostfedi nebo zmirnéni jejich skodlivého $ifeni.
V mnoha studiich bylo prokazano, ze rostliny jsou schopné akumulovat a pfeménovat
anorganické i organické polutanty. Mezi anorganické latky znecistujici Zivotni prostiedi patii
predevsim tézké kovy — mangan, zinek, kobalt, olovo, kadmium a z organickych latek jsou to
ropné uhlovodiky, muni¢ni odpady (TNT, DNT), nitroslou¢eniny nebo chlorovana
rozpoustédla (TCE, PCE), bojové chemické latky, polyaromatické uhlovodiky, chlorované
pesticidy, organofosfatové insekticidy (parathion) a polychlorované uhlovodiky.

Pro uc¢innou fytoremediaci je dilezité, aby znecistujici latky byly snadno dostupné
kotfenovému systému rostlin, ktery tyto latky dale transportuje do rostlinnych pletiv, kde jsou
preménovany a ukladany. Na celém procesu se podileji také mikroorganismy, které ziji v
symbidze s rostlinami, zejména v oblasti rhizosféry — kofenové ¢asti rostlin.

Dostupnost latky, pro u¢innou fytoremediaci, zavisi na pomeéru lipofility sloucenin,

typu ptidy a stafi kontaminanti (Mackova a Macek, 2005).

Rostliny pii dekontaminaci uplatiiuji nékolik mechanismu:

. piimou absorpci kofeny, nasledny ptesun do rostlinného pletiva a akumulaci ve formé
nefytotoxickych metabolitl; nékteré rostliny absorbuji organické latky piimo z
kontaminované pidy; nerozpustné latky se vétSinou vazi pevné na povrch kofent,
latky s vyS$$i rozpustnosti jsou transportovany piimo do rostlinnych pletiv, kde mohou
byt riznymi detoxika¢nimi mechanismy pfemeénovany na nefytotoxické slouceniny a déle
pak ukladany napt. do vakuol nebo ve formé ligninu do bunécné stény.

. uvolnovani enzymi do prosttedi, které podporuji mikrobialni aktivitu a biochemickou
transformaci v piid€; ve vzorcich pid z kontaminovanych mist bylo identifikovano pét
enzymovych systému, které se pravdépodobné podileji na transformaci organickych latek
v zivotnim prostfedi. Patii mezi né¢ dehalogenasy, reduktasy organickych sloucenin,

peroxidasy, lakasa (fenoloxidasa) a nitrilasy.
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zvySenou mineralizaci latek v rhizosféte, ktera je typickda pro cinnost hub a

mikrobidlnich konsorcii; v kofenovém systému rostlin je obvykle pfitomno nejvice

bakterii (asi 106-108) a dale asi 105 aktinomycet a 103 hub na gram pidy. Rostliny
napomahaji mikrobidlni mineralizaci v rhizosféfe tim, ze uvoliuji do pudy latky, které
mohou slouzit mikroorganismiim jako zdroj uhliku a energie pro kometabolismus
organickych latek znecistujicich zivotni prostiedi. Rostlinné exudaty obsahuji hlavné
enzymy, alifatick¢ a aromatické latky (fenoly, terpeny, flavonoidy), aminokyseliny a
cukry. Neékteré ztéchto latek mohou ptisobit téZ jako induktory bakteridlnich drah
degradace nékterych organickych xenobiotik (napt. polychlorované bifenyly) (Javorska a

kol. (2004) a internetovy zdroj ¢. 1, MaliSova (2009) a Kucerova a kol. (1997)).

Dle Tlustose a kol. (2004), internetového zdroje €. 2, Macka et al. (2000), Zehnalka a

kol. (2005) a Kucerové a kol. (1997) rostliny pouzivaji pro transformaci polutantti, na

rozdil od mikroorganismi, zcela odlisSné mechanismy. Ty mizeme rozdé¢lit dle zplsobu

uplatnéni:

Fytoextrakce (fytoakumulace) zaloZena na schopnosti rostlin pfijimat a akumulovat
Skodlive latky ve svych kotenech 1 nadzemnich ¢astech.

Transformace (fytodegradace) je pifima degradace organickych polutanti na méné
toxické nebo netoxické slouceniny.

Rhizosférni degradace vyuziva ¢innosti rostlin a mikroorganismil.

Rhizofiltrace, pii které dochédzi k adsorpci nebo absorpci polutantli, pfitomnych v
nejbliz§im okoli, do kofend rostlin. Tento mechanismus je podobny fytoextrakci, ale
pouziva se pro odstranéni polutantli ze spodnich vod, spise nez z ptidy. Pokusy mohou byt
provadény in situ nebo je voda pfeCerpana do specidlnich nadrzi vyplnénych kotfeny
ptislusnych rostlin. Pfedpéstovavané rostliny ziji ve vodnych prostiedich s nizkou
hladinou kontaminace a az po urcité dob¢€ jsou piesazeny pfimo na kontaminované misto.
Z mnoha testovanych rostlin se jako jedny zneju¢inngjSich ukazaly hydroponicky
pestované slunecnice, napi. vyuzivané k odstranéni radionuklidi z povrchové vody v
okoli Cernobylu.

Fytostabilizace napoméha stabilizovat kontaminované misto, snazi se omezit
roz§ifovani polutantl napt. erozi nebo prosakovani do spodni vody jejich pevnéjsi vazbou
na pudni Castice. Pouziva se pfi rekultivacich kontaminovanych ploch, kde pfes pomérné

nizké hladiny koncentraci polutantli neroste pfirodni vegetace.
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o Ptevedeni do plynné faze, kdy nékteré polutanty prochazeji rostlinou do listd a t¢kaji
do atmosféry ve stejné nebo ¢astecné modifikované forme. Jak bylo prokazano u topolu,
90 % TCE (trichlorethylenu) odebrané¢ho z pidy bylo odpateno.

. Uziti rostlin pro odstranéni polutantl ze vzduchu, které vyuziva schopnosti nékterych
rostlin véazat polutanty pfitomné v ovzdusi na povrch listi napi. schopnost vazat olovo

zachycené z benzinovych zplodin.

Americka spole¢nost pro fyziologii rostlin ( The American Society for Plant Physiology)
odhaduje, ze néklady na konvenc¢ni odstranéni kontaminované zeminy jsou témeét desetkrat vyssi na
remediaci jedné tuny zeminy neZ pii pouziti fytoremediace (Mackova et al., 1997).

Fytoremediace miize byt aplikovana pii odstrafiovani anorganickych i organickych
polutantt pritomnych v pevnych ¢astech (ptida), kapalnych ¢astech (voda) a ve vzduchu. Je
také znamo, ze fytoremediace je nejlépe vyuzitelna na velkych plochéach, kde kontaminace
dosahuje maximalné do 5 metri hloubky.

Vyhodou fytoremediace jsou velmi nizké nédklady, vysoka efektivita, produkce
biomasy muze dosdhnout az 100 tun na hektar plochy za rok. Pfi riistu rostlin nedochdzi k
poskozovani zivotniho prostiedi, jelikoz nejsou potfeba tézké stroje ani pfevoz zeminy.
Pouzivani fytoremediace je téz akceptovano vetejnosti. Podle Kucerové a kol. (1997) mezi
dalsi vyhody patii minimalni poskozeni okoli, energie na fytoremediaci se ziskava ze
slune¢niho zafeni a ma i esteticky ptinos.

Nevyhodou fytoremediace je negativni ovlivnéni jejiho pribéhu a vysledné
kontaminace riznymi vlastnostmi plidy a Zivotnimi podminkami v misté znec€iSténi. Struktura
pudniho profilu, pH, koncentrace soli, polutantii a pfitomnost dalSich toxint - tyto faktory
mohou byt limitujici s ohledem na toleranci pouzité rostliny. Kontaminanty se mohou
hromadit v listech a mohou byt znovu uvolilovany (napi. pii opadavani listll) do prostiedi. V
nékterych piipadech se zvySuje rozpustnost polutanti a miZze dojit k jejich rozsifeni do
okolniho prostoru.

Oblasti kontaminované urcitym typem organickych latek nebo anorganickych latek,
vyzaduji specificky typ rostlin nebo vétsi podet rostlin ve skuping. Casto se pouziva vojtéska
pro svoji schopnost fixovat dusik a vlastnostem kofenti, které zasahuji do vhodné hloubky.
Déle se pro fytoremediace osvédCily stromy z rodu Salicaceae (topoly a vrby), které jsou
znaéné odolné a relativné rychle rostou. Rebfi¢ek vodni (vodni mor kanadsky) (Elodea
canadnesis) byl vyuzit pro odstraiiovani Skodlivych latek ze spodnich vod. Pokusy byly

provadény 1 se stolistkem (Myriophyllum aquaticum) , ktery dokéze odstranit s vysokou
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ucinnosti a velmi rychle trinitrotoluen (TNT) (Tlusto$ a kol. (2004), internetovy zdroj €. 2,
Macek et al. (2000), Zehnalek a kol. (2005) a Kucerova a kol. (1997)).

Tlustos a kol. (2004) a MaliSova (2009) uvadéji, ze vyznamnou roli pii fytoremediaci
maji rostliny s vysokou schopnosti hromadit rizikové latky — tzv. hyperakumulatory. Do této
skupiny rostlin mizeme zatadit napt. huseni¢ek Hallertiv (Arabidopsis hallerii L.) nebo
penizek modravy (Thlaspi caerulescen), ktery dokaze véazat az 30 g.kg™ niklu, 43 gkg™' zinku
a2 g kg kadmia a olova. Jeho nedostatkem je viak mala tvorba biomasy.

Fytoremediace se velice asto vyuziva pii odstranéni tézkych kov z prostiedi.

Je zndmo, ze rostliny pro zvySeni ptijmu nékterych prvkil, napt. zeleza, vytvaii v rhizosfére
prostiedi zvySujici rozpustnost a pohyblivost téchto prvki. U vstupu tézkych kovi listy
(foliarni ptijem) je situace pravdépodobné jest¢ méné jasna, nez jak je tomu u pfijmu Zivin
prostiednictvim kofent. Vliv tézkych kovii byl experimentélné studovan u vice nez 200 druht
rostlin. Tézké kovy vstupuji do rostlin z pidniho roztoku koteny, jejich transport je pak
ovlivnén celou fadou mechanismut. Prvni selektivni piekazkou pro vstup tézkych kovl do
rostlin je bunécnad sténa. Je znamo, ze pfi vstupu do bunééné stény se tézké kovy mohou vazat
do celé skupiny chemickych sloucenin, ptedevSim polysacharidické povahy (pektiny aj.).
Interakce kovii s bunécnou sténou, jak se podle souCasnych vyzkumii zdd, neni pfimo
regulovana. Aviak pravé zmény koncentrace H' iontli mohou vést k pohybu tézkych kovi k
cytoplazmatické membrané. Prostup pfes cytoplazmatickou membranu je proces, ktery je
zcela jisté velmi pfisn¢ regulovan fadou specializovanych prenaseCovych kanall, at’ jiz za
spotieby energie, nebo za vyuziti presné regulovaného gradientového presunu iontl. Tezké
kovy transportované do cytoplazmy buné€k mohou byt piimo vdzany do sloucenin obsahujici
ve své molekule siru — metallothioneinu podobné proteiny, glutathion (GSH) a fytochelatiny
(PC). Fytochelatiny jsou peptidy majici schopnost vazat t¢zké kovy. Ze syntetizovanych PC
vznikd za ptitomnosti iontd kovli M-PC komplex (M: Cd, Hg, Ag, atd.), ktery je oznacovan
jako LMW M-PC komplex (nizkomolekularni komplex), kde jsou cysteinovymi rezidui
vyvazéany tézké kovy. Takto vznikly komplex piejde pfes membranu tonoplastu do vakuoly.
Ve vakuole je LMW M-PC komplex pfeménén na HMW MPC komplex (vysokomolekularni
komplex) pomoci inkorporace S*. Mechanismus detoxikace prostiednictvim PC byl doposud
prokazan u kadmia, stiibra, médi a arsenu. NejlepSim aktivatorem je kadmium nasledovano
stiibrem, bismutem, olovem, zinkem, médi, rtuti a zlatem. Bylo prokézano, ze glutathion je
vychozi molekulou pro syntézu PC. Glutation je jednim z nejrozsifenéjSich neproteinovych
thiolli, vyskytujicich se prakticky ve vSech buiikach rostlinnych i1 zivociSnych organismi.

Jeho hlavni funkce spociva v detoxikaci celé fady organickych i anorganickych sloucenin,
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antioxida¢ni obran¢ a bunéfné signalizaci. Popsané thiolové slouceniny pifimo reguluji
koncentraci tézkych kovi v pletivech rostlin, a tak udrzuji homeostdzu téZkych kovi. O
dal§$im pohybu takto vazanych kovl v celistvé rostliné je zndmo velmi malo. Je
pravdépodobné, ze dochéazi k redistribuci komplext tézkych kovi (mySleno vSech vyse
jmenovanych) pomoci vodivych pletiv rostlin. Rostlina mé pro odstranéni nebezpecného
prebytku tézkych kovl velmi malo moznosti, ale ptesto byly n¢které z nich popsany

a) odstranéni tézkych kovl v kofenovych exudatech zpét do pidy

b) ukladani do trichomt

¢) ukladani do starych listh

d) ukladani do odumirajicich pletiv — borka.

Z uvedené¢ho vyplyva, Ze snahou rostliny je deponovat téZzky kov na mista, kde bude
zamezena jeho dalsi pohyblivost v rostliné (EPA, 2000).

V pokusu popsaném MaliSovou (2009) byla k fytoremediaci pidy kontaminované
tézkymi kovy (v okoli feky Litavky na Piibramsku) pouzita smés listi z vrb, a to z Salix
smithiana, S. alba, S. rubens a S. dasyclados. Ze ziskanych vyslednych dat bylo patrné, Ze
listi kontaminovanych vzorkl obsahuje vyrazné vice kadmia (30x), olova (30x) a zinku (5x)
nez listi nekontaminované. Arsen, ktery byl v pad¢ obsazen také ve vysokém mnozstvi, nebyl
rostlinou akumulovan. V tomto pokusu byly téz stanoveny obsahy nékterych aminokyselin. Je
zfejmy vysoky vyskyt kyseliny asparagové ¢i asparaginu a glutamové ¢i glutaminu, serinu,
glycinu a cysteinu.

Kucerova a kol. (1997) uvadéji, Ze dalSimi rostlinami uplatiovanymi pii fytoremediaci
jsou vodni hyacinty, pouZivané jako soucdst programu pro c¢iSténi uzitkové vody pied
vypousténim do fek. Pfi odstraniovani lipofilnich polutanti byly pfi testech na polich pouzity
cukina (Cucurbita pepo L.convar. giromontiina cv. Diamant F1), dyné (Cucurbita pepo L.cv.
Gerber Zentner) a okurka (Cucumis sativus). Cukiny a dyné vykazovaly vysokou schopnost
akumulace dibenzofurani z pudy, okurky pak vyssi schopnost absorpce ze vzduchu.

K identifikaci nékterych druhli polutant vyskytujicich se ve vzduchu, jejichz
koncentrace se nedéd stanovit béznymi analytickymi metodami, byly uzivany cerné ofeSaky
(Juglans nigra), topoly (Liriodendron telipifera), duby (Quercus alba) a javory (Acer
saccarum, Acer rubram), napt. ke zjiSténi koncentrace PCB v Indiané. PCB se kumuluji
v klife stromil a jejich koncentrace udava stupen kontaminace oblasti.

Mackova a Macek (2005) uvadéji, ze stupenn akumulace polutantii ze vzduchu zavisi
na rozdelovacim koeficientu vodné a plynné faze, typu polutantu, druhu rostliny, velikosti a

typu povrchu listi a také na obsahu lipidli v epidermu listd. JiZz v poloviné 70. let byla ve
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Svédsku vyhodnocovana schopnost riiznych druhti méstské zelené absorbovat polyaromatické
uhlovodiky z vyfukovych plynt. Jako nejicinngj$i se ukézal jirovec madal (Aesculus
hippocastanum L.), ktery ma vSak v soucasnosti velmi snizenou aktivitu vzhledem k pozeru
listd klinénkou korovcovou. V Japonsku je nyni intenzivné studovana schopnost rostlin

zneSkodnovat oxidy dusiku.

K detoxifikaci riiznych organickych slouc¢enin maji rostliny rizné mechanismy.
I Latky znacné odolné vi¢i degradaci mohou byt nékterymi rostlinnymi druhy
metabolizovany na nefytotoxické slouceniny, ovSem nefytotoxické nemusi vzdy znamenat
netoxické z hlediska napf. savcil a zejména ¢loveka. Mize dochazet 1 k redukci na mutagenni
¢i karcinogenni slouceniny. V prvém kroku jsou slouceniny aktivovany vnesenim néjaké
funk¢ni skupiny, napt. hydroxylaci, ve druhém kroku dochézi €asto ke konjugaci s polarni
slouceninou zvysujici rozpustnost ( napi. cukry nebo aminokyseliny), a ve tietim kroku je
misto exkrece jako u zivocichtll sloucenina uloZena ve vakuole, nebo napt. zapolymerovana do
ligninu. Mize dochazet i kredukci nékterych sloucenin, i k aktivaci promutageni na

mutagenni, ¢i karcinogenni slouc¢eniny (Mackova a Macek, 2005).

Za UCelem zjisténi schopnosti vybranych druhii rostlin akumulovat PCB ve své
biomase byl ve skleniku katedry agrochemie a vyzivy rostlin na CZU v Praze v roce 2004
zalozen modelovy vegetacni experiment s lehkou ptidou, charakterizovanou jako fluvizem,
ktera byla obohacena pfesn¢ definovanou smési kongenerti PCB, a to kongenery 28, 52, 101,
118, 138, 153 a 180, které patii mezi nejtoxictéj$i. Vybrané rostliny modelovaly tfi rtizné
pestebni systémy — intenzivni zelinaisky s mrkvi (Daucus carota L.) ur¢enou pro piimou
spotiebu, zatravnénou plochu s monokulturou kostiavy (Festuca rubra L.) a vrbu (Salix —
klon S 391), jakozto predstavitele alternativniho vyuziti zemédé€lského fondu se specifickymi
fytoextrakénimi schopnostmi. Vysledky prokdzaly, Ze z péstovanych rostlin byl jednoznacné
nejvyssi obsah sumy i vSech jednotlivych kongenert stanoven v mrkvi. Maximalni hodnoty
byly nalezeny v kofenu, kde byla zjis§téna vice neZ pétindsobna koncentrace sumy kongeneril
PCB oproti nati. Pfijem PCB nadzemni biomasou kostfavy byl nékolikanasobné niZsi,
casteCné 1 ovlivnény dobou vegetace. I pres nizsi nalezené koncentrace PCB v biomase
kostravy, by se tato rostlina, diky své vysoké pokryvnosti, dala uplatnit pfi fytostabilizaci pid
kontaminovanych PCB. Celkové nejnizsi obsah PCB byl zjistén v biomase vrb, a to jak ve
vétvich, tak 1 v listech. Tato rostlina se za i¢elem remediace ptid znecisténych PCB jevi jako

neefektivni Javorska a kol. (2005).
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Chekol et al. (2004) uvadéji, ze byla prozkoumana moznost absorpce a translokace
PCB do kukuftice (Zea mays L.), kapusty (Brassica oleracea var. capitata L.), mrkve (Daucus
carota L.) zkontaminovaného kalu a mrkev méla v rostlinnych pletivech nejvyssi
koncentraci, nasledovala kapusta a kukufice. Nicméné tyto koncentrace, s vyjimkou slupky
mrkve, byly velice malé a nesouvisely se stupném kontaminace polychlorovanymi bifenyly

v pudé. Dalsi vysledky potvrdily, Ze translokace PCB do zrn kukufice jsou nezanedbatelné.

Zeeb et al. (2006) uvadéji, ze v riznych pokusech bylo dokazano, ze se kongenery
PCB s niz§im poctem atomil chléru nachazely hojnéji v nadzemni biomase nez v kotenech.

Zeeb et al. (2006) provedli pokus s absorpci a translokaci PCB deviti raznymi
rostlinnymi druhy — tfemi druhy tykve obecné (Cucurbita pepo ssp. pepo), dvéma zeleninami
— sojou lustinatou (Glycine max) a tolici vojtéskou (Medicago sativa), tfemi travami —
kostravou rakosovitou (Festuca arundinacea), chrastici rdkosovitou (Phalaris arundinacea) a
lilii mnohokvétou (Lilium multiflorum) a osttici (Carex normalis) a hodnotila jejich
remediacni potencial. Rostliny byly péstovany ve skleniku za pouziti ttech riznych zvétralych
pud odebranych ze tii lokalit kontaminovanych PCB na tzemi Kanady. Pidy byly znecistény
smesi Alocloru 1260 (obchodni nazev primyslové vyrabéné smeési kongenerit PCB). Bylo
stanoveno celkové mnozstvi kongenertt PCB 1 samostatné pfes 100 kongenerti PCB, a to jak
v pudé, tak i v samotnych rostlinnych pletivech.

Vysledky prokazaly vyssi koncentrace PCB v nadzemnich rostlinnych pletivech nez
v kofenech. Nejvyssi koncentraci byla zaznamenana v kotfenech kostfavy rakosovité (6500
vystaveny vys§im koncentracim kontaminantli nez ostatni ¢asti rostlin a jejich pfirodni funkci
je absorbovat vodu a ostatni molekuly z pidy. PCB se mohou také adsorbovat na vnéjsi
povrch kofene, coz mohlo pfispét ke zjistétnym zvySenym koncentracim v kofenech.
Koncentrace PCB v nadzemnich rostlinnych tkanich byla obecné nizsi, ale detekovatelna.
Nejvyssi koncentrace byla v nadzemnich ¢astech pozorovéana u osttice (Carex normalis) (470
ug/g) a nejnizsi v sdje lustinaté (0,32 pg/g). Vysledky ukézaly, Ze rostliny (hlavné variety
Cucurbita pepo) jsou schopné extrahovat PCB zpudy a piemistit je zjejich kofend do
nadzemnich rostlinnych pletiv. Kongenery v piidé€, kotenech a pletivech indikuji, Ze tetra- a
hexa-chlorbifenyly maji nejvétsi podil v nadzemnich tkénich, kdezto kongenery s vétSim
poctem atomti chloru (napt. hepta- a okta-chlorbifenyly ) maji nejvétsi podil v kofenech.

Kultivary s6ji lustinaté, kostfavy rakosovité, tolice vojtésky, lilie mnohokvété, ostiice,
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chrastice rakosovité i tykve obecké fungovali dobie pfi nizSich koncentracich PCB v pude,

ale vétSina ukazala toxicky efekt v piidach s vyssi koncentraci PCB.

V nize uvedené tabulce uvadim piiklady pouziti fytoremediac¢nich technologii pro

odstranéni organickych i1 anorganickych polutantii z Zivotniho prostiedi.

metoda Cil procesu | médium kontaminanty rostliny Status
fytoextrakce Extrakce a | Pada, sedimenty, | kovy: Ag, Cd, Co, Cr, Cu, | Hof¢ice indicka, A%
zachyceni kaly Ei%l’i(l)\r/fl?l;ll\iﬁ(})/’: Ni, Pb, Zn; Plenizev:k,. tafice, laboratoci,pilot
kontaminantu 90Sr, 137Cs, 239Pu, lslyllljr;?((i:rrllili(e)iooly ni pokus, ptidni
238,234U aplikace
rhizofiltrace Extrakce a | Podzemni a | Kovy a radionuklidy Sluneénice, V laboratofi a
zachyceni povrchové vody Hocice indicka, pilotni pokus
kontaminantu Hyacint vodni
fytostabilizace | omezeni Puda, sedimenty, | As, Cd, Cr, Cu, Hoi¢ice indick4, Pudni aplikace
kontaminantu Kaly, Hs, Pb, Zn Hybridni topoly,
travy
rhizodegradace | Odstranéni Puda, sedimenty, | Organické slouCeniny | moruSe Cervend, | Pudni aplikace
kontaminantu Kaly, podzemni | (TPH, PAH, chlorovana | travy, hybridni
vody rozpoustédla, pesticidy, | topoly, ryze,
PCB) orobinec
fytodegradace | Odstranéni Pida, sedimenty, | Organické slou€eniny, | fasy, hybridni | Pudni pokus
kontaminantu Kaly, podzemni a | chlorované rozpoustédla, | topoly, vrba
povrchové vody fenoly, herbicidy, | Cerna, tisovec
vybusniny dvoutady
fytovolatilizace | Extrakce Podzemni vody, | Chlorovanad rozpoustédla, | topoly,  hoicice | Laboratorni a
kontaminantu sedimenty, kaly nékteré anorganické | indickd, vojtéska, | padni aplikace
z media a jeho prvky (Se, Hg, As) trnovnik akat
uvolnéni  do
ovzdusi
Kontrola Omezeni ¢i | Podzemni a | Vodorozpustné hybridni  topol, | Ptdni pokus
vodniho degradace povrchové vody anorganické i organické | vrba,
rezimu kontaminantu slouceniny
Vegetativni Omezeni Puda, sedimenty, | Organické a anorganické | topoly, vrby Ptdni aplikace
kryti kontaminantu, | kaly slouceniny
(evapotrans- kontrola eroze
piracni kryti)
Luzni koridory | Odstranéni Povrchové a | Vodorozpustné organické | topoly Pidni aplikace
(kontrola kontaminantu podzemni vody a anorganické slouceniny
plosnych zdrojii
znecisténi)
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Tabulka 1: ptiklady pouziti fytoremediac¢nich technologii pro odstranéni organickych i

anorganickych polutantii z zZivotniho prostiedi (EPA, 2000).

3.5. Metabolismus xenobiotik u rostlin

Metabolismus xenobiotik u rostlin miizeme dle Mackové a Macka (2005) rozdélit do
tii fazi, prestoze rostliny nemaji skute¢nou efektivni cestu vylucovani jako Zivocichové. 1.
faze je transformacni, 2. faze je konjugaéni a 3. fazi nazyvame fazi ukladani, kterd
nahrazuje vyluCovani. Mistem ukladani v builkach jsou vakuoly a bunéfna sténa pro
rozpustné respektive nerozpustné konjugaty. Rostliny se podobaji jatrim mimo jiné i svou
schopnosti metabolizovat Siroké spektrum xenobiotik, vcetn€ polychlorovanych a
polycyklickych uhlovodiki.

Me¢éfenim enzymovych aktivit béhem transformace kontaminantii smiSenych s pidnimi
vzorky bylo identifikovano pét enzymovych systémi, které se pravdépodobné vyznamné
podileji na preméné organickych latek v Zivotnim prostiedi. Jsou to dehalogenasy,
nitroreduktasy, peroxidasy, laktasa a nitrilasa. Nasledujici obrazek ilustruje potencialni ptijem

a transformace organickych polutanta v pude.
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sorpce v pudé
desorpce

Obrazek 1: Potencidlni piijem a transformace organickych polutanti v ptidé (Schnoor, 2002)

3.6. Metabolismus polychlorovanych bifenyli u rostlin

Rostliny odbouravaji PCB jinym mechanismem a o produktech tohoto odbouravani je
znamo pomé&rné malo.

Prvni zminky o pfeméné PCB rostlinnymi bunikami se objevily v 70. letech a jako
prvni krok pfemény PCB byla zjisténa hydroxylace. Tim se rostlinny metabolismus podoba i
metabolismu zivo¢isSnému. Pfi dalSim studiu vznikajicich hydroxyderivati byla vyslovena
hypotéza, ze kongenery s chlorem v ortho poloze podléhaji pfeméné v rostlinnych buiikach
snadné&ji nez ostatni kongenery.

V provadénych pokusech byly sledovany pfemény monochlorbifenylt a

dichlorbifenylt nejprve bunikami kultury lilku - Solanum nigrum SNC-90. U dichlorbifenylt
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pokusy potvrdily u¢innéjsi metabolizaci kongenerti s chlorem v ortho-poloze. Naopak ze tii
existujicich monochlorbifenylli byl nejsnadnéji metabolizovan 4-chlorbifenyl. V dalsi fazi
téchto pokusti byla sledovana pfeména monochlorbifenylt ¢tyfmi kulturami rostlinnych
bunék (Solanum nigrum SNC 90 — lilek ¢erny, Armoracia rusticana K 54 — kien selsky,
Nicotiana tabacum - tabak virzinsky, Medicago sativa — vojtéSska setd) a srovnanim se
standardy identifikovany jako metabolity n€které hydroxychlorbifenyly.

Kromé hydroxychlorderivatii byly identifikovany dal$i mozné produkty vznikajici
pfeménou PCB - benzoova kyselina, chlorbenzoova kyselina, hydroxybifenyly i bifenyl. Z
vysledka vyplynulo, Ze rizné rostlinné druhy mohou metabolizovat tytéz PCB na strukturné
odlisné chlorhydroxyderivaty; 4-chlorbifenyl mize byt metabolizovan na rtizné produkty,
avSak 4-chlor-4’-hydroxybifenyl vznikd v kazdém piipadé. Béhem pfemény mize dojit k
pfesmyku a ptesunu polohy chloru (coz bylo publikovano i diive, jak u zivoc¢isnych bunék,
tak u buné€k rostlinnych). Preménou PCB rostlinnymi bufikami mohou vznikat latky
s jednodussi strukturou, které byly identifikovany i u mikroorganismu. Z tohoto faktu plyne i
velkd pravdépodobnost ucasti jinych enzymovych systémil nez monooxygenasy cytochromu
P450. Existuje velka pravdépodobnost, Ze rostlinné produkty PCB jsou pro bakterie snadnéji
dostupné a 1épe degradovatelné substraty (internetovy zdroj €. 1).

Ohtsubo et al. (2004) uvadéji, ze cesta bifenylové degradace vedouci pies konverzi
bifenylu na meziprodukt trikarboxylovou kyselinu a benzoét, je katalyzovana fadou enzymu:
BphA, BphB, BphC, BphD, BphE, BphF a BphG. Nicmén¢ uc¢innost a meziprodukty reakce
jsou odlisné od téch pro degradaci bifenylu a zaviseji na poctu a pozici atoma chloru na
bifenylovém kruhu. I kdyz se PCB skladaji z mnoha kongenerd, existuje obecna korelace
mezi jejich strukturou a biodegradabilitou.

Nizka vodorozpustnost PCB a jejich tendence se pevné poutat v pide€ jsou limitujicimi
faktory pro jejich efektivni degradaci. Intracelularni degrada¢ni enzymy zplisobuji, Ze se PCB
rozlozi a vstoupi do cytoplasmy bunky, kde jsou metabolizovany. Jedna z cest, jak zvysit
solubilizaci (rozpustnost) je pouziti tenzidii. Je tfeba uvést, Ze nékteré tenzidy podporujici
solubilizaci PCB nemusi nutné vést ke zvySené biodegradaci PCB. Miize to byt zpiisobeno
dvéma zpusoby: 1. toxicitou tenzidii pro bunku a 2. zachycenim PCB v micelach tenzidi,
které mohou snizit biodostupnost PCB. Pro bioremedia¢ni postupy jsou vhodnégjsi biotenzidy
nez syntetické, protoze jsou pro builky méné toxické a vice biodegradabilni. Jednim
z problémi pouzivani tenzidii je jejich vysokd cena. Pfizniva alternativa je pouzivani

biotenzidi produkovanych mikroorganismy, které rozkladaji PCB.
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PCB se akumuluji v cytoplasmatické membrané bunky a naruSuji jeji funkci. Zda se,

ze kmeny schopné degradovat PCB maji mechanismy jak zmirnit tyto ucinky.

Macek et al. (2002) popisuji pokus kde bylo vybrano pies 40 rostlinnych kultur ze 14
druhti rostlin pro jejich schopnost transformace PCB. Schopnost pieménovat PCB se 1isi u
jednotlivych kultur stejnych rostlinnych druhti. Rostlina s nejlepsi schopnosti konverze PCB
je dle vysledkd pokusti Mackové et al. (1997) a Kucerové et al. (1998, 2000 in Macek et al.,
2002) klon SCN — 90 lilku ¢erného (Solanum nigrum).

Chekol et al. (2004) uvadégji, ze byla zkoumana schopnost adsorpce a translokace PCB
kukufici (Zea mays L.), kapustou zelnou (Brassica oleracea var. capitata L.) a mrkvi (Daucus
carota L.) z kontaminovaného kalu z odpadnich vod. Mrkev méla v rostlinnych pletivech
nejvyssi koncentraci PCB, nasledovala ji kapusta zelna a nakonec kukufice. Nicméné byly
tyto koncentrace, s vyjimkou pokozky mrkve, velice nizké a nesouvisely se stupném

kontaminace pudy.

Dle Kacalkové a TlustoSe (2008) byla zjisténa schopnost rostlin kukutice (Zea mays),
kapusty (Brassica oleracea) a mrkve (Daucus carota) piijimat a akumulovat PCB z
kontaminovanych ¢istirenskych kali ve své biomase, pficemZ nejvysSi koncentrace v
rostlinnych pletivech byla zaznamenana u mrkve. Vysledky vyzkumu ukazuji, Ze nckteré
variety dyn¢ (Cucurbita pepo ssp.) jsou vysoce efektivni pro extrakci PCB z pldy, vyrazné
vys$i koncentrace PCB byly zaznamenany v kotfenech oproti nadzemni biomase. AvSak
vSechny testované rostliny vykazovaly zndmky stresu, pokud byly péstovany na puadach s
velmi vysokou kontaminaci polychlorovanymi bifenyly.

Z jejich pokusu provedeném na pozemku byvalé spalovny nebezpecénych odpadii
v Hradci Kralové vyplyva, ze vysledky jednoletého experimentu prokazaly rozdilnou
schopnost rostlin pfijimat polychlorované bifenyly z pidy u rostlin slune¢nice ro¢ni
(Helianthus annuus), kukufice seté (Zea mays) 1 nadzemnich ¢asti topolu (Populus nigra x P.
maximowiczii). Celkové nejvyssi obsah ptijatych PCB byl nalezen v kofenech kukufice a
slune¢nice
vyrazné nizsi obsah byl nalezen v listech vSech tii testovanych rostlin a jest¢ mirné nizsi
ve stoncich rostlin. U tohoto experimentu byly brany v potaz kongenery PCB ¢&. 28, 52, 101,
118, 138, 153 a 180. Do budoucna je tfeba pokus zopakovat a ziskané vysledky porovnat a

také ovéfit vliv piidnich vlastnosti na poutani PCB rostlinami.
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Pti vybéru vhodné rostliny ¢i rostlin je velmi dilezité, zda a do jaké miry ovliviuji
ostatni organismy zijici v prostfedi. Exudaty rostlin ovliviiuji rist mikroorganismi, poskytuji
jim Ziviny a limituji tak mnozstvi mikrobialni biomasy v pudé, n¢které latky z rostlin mohou
ptsobit jako induktory bakteridlnich degradacnich drah, nékteré allelopatické slouceniny
inhibuji rist konkurenc¢nich rostlin a mohou ovliviiovat i slozeni rhizosférni mikroflory okoli.
Jedna se o velice specifickou zdleZitost, rozdily v ucinnosti rostlin z hlediska podpory
mikroflory a degradace organickych sloucenin byly pozorovany i na trovni jednotlivych
odrid. Je tfeba také posoudit nakolik hrozi, ze slibny rostlinny druh pfeneseny do nové oblasti
muZe byt invazivni a §ifit se nekontrolovan€ 1 mimo kontaminované Gizemi.

Je tfeba mit na zfeteli dilezitost systémul in vitro, nebot vyznamné pfispivaji
k efektivité¢ studia ulohy rostlin v remediaci kontaminovanych Uzemi ¢i tokt. Odstranéni
samotné toxické slouceniny neni jedinym dulezitym tkolem bioremediace, je tfeba védét,
jaké produkty vznikaji, jaka je jejich toxicita pro rostliny, Zivo€ichy 1 ¢loveka, a jak jsou tyto

latky déale metabolizovany napft. pidnimi mikroorganismy (Mackova a Macek, 2005).

3.7. Transpiracni koncentracni faktor

Organické slouceniny, které jsou akumulovany do kotent, pfechazeji xylemem do
vyhonki a listd. Pfima akumulace je dana tzv. u¢innosti akumulace, kterd zavisi na rychlosti
transpirace a koncentraci kontaminantu. Uginnost piijmu pro vaskularni rostliny (pro
slouceniny, které nejsou ihned transformovany) se nazyva Transpira¢ni koncentracni faktor
(TSCF), ktery predstavuje pomér mezi koncentraci slouceniny v transpiracnim proudu
rostliny a koncentraci v ptdni vodné fazi. Transpiracni koncentracni faktor se vypocte podle
nasledujiciho vzorce: U = (TSCF) * (T) * (C), kde je
U — rychlost akumulace mg/den
TSCF — t¢innost akumulace
T — transpirac¢ni rychlost L/den
C — koncentrace kontaminantu mg/L .
Pro slouceniny, které jsou pfeménovany biochemickym aparatem rostliny na mezifazi koten —
voda, nelze vySe zminény vztah uplatnit, nebot’ akumulace je ddna vazbou kontaminantu na

rostlinou tkan a biochemickymi reakcemi premény (Mackova a Macek, 2005).
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3.8. Stres u rostlin
3.8.1. Formy stresu u rostlin
Dle Prochazky a kol. (1998), Ashrafa a Harrise (2005) a Piterkové a kol. (2005) jsou
rostliny v pribéhu svého zivota vystaveny velmi proménlivym podminkdm vnéjSiho
prostiedi. Ty mohou nejen zpomalovat jejich zZivotni funkce, ale také poskozovat jednotlivé
organy a v krajnim piipad€ vést i k jejich uhynuti. Nepfiznivé vlivy vnéjsiho prostiedi
zavazn¢é ohrozujici rostlinu oznacujeme jako stresové faktory (stresory). Termin stres je
obvykle pouzivan pro souhrnné oznaceni stavu, ve kterém se rostlina nachazi pod vlivem
stresorti. Nejde piitom nikdy o néjaky ustdleny a snadno definovatelny stav, ale spiSe o
dynamicky komplex mnoha reakci.
Nejdulezitesi stresové faktory, se kterymi se rostlina setkdva v ptirod¢:
e abiotické faktory - fyzikalni: mechanické G€inky vétru
nadmérné zateni (UV, viditelné)
extrémni teploty (horko, chlad, mraz)
- chemické: nedostatek vody (sucho)
nedostatek kysliku (hypoxie, anoxie)
nedostatek zivin v pudé
nadbytek iontl soli a vodiku v ptidé
toxické kovy a organické latky
toxické plyny ve vzduchu
e biotické faktory: herbivorni zivo¢ichové (spdsani, poranéni)
patogenni mikroorganismy (viry, mikrobi, houby)

vzajemné ovlivnéni (alelopatie, parazitismus)

Vyzkum vztahi mezi vnéjSim prostiedim a stresem v rostlinach obvykle za¢ina studiem
prenosu podnétll vyvolavajicich stres na rozhrani organti rostliny s vnéjSim prostfedim a
dale pak ptfenosem signalii uvnitf rostliny. Stresové faktory mohou pronikat do vnitiniho
prostfedi rostlin rGznych druhli nestejn€ snadno, a to pfredevSim v disledku rizné
vyvinutych ochrannych struktur. Tento zpisob ochrany ma pievdzné pasivni a
dlouhodoby charakter (napf. tlusta kutikula na listech, vyraznd impregnace bunéénych
stén). Z fyziologického hlediska jsou mnohem zajimavéj$i mechanismy aktivni odolnosti

(stress tolerance), omezujici negativni dopad stresori az po jejich proniknuti
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k plazmatické membrané bunék a do symplastu. V takovém piipadé dochazi ke spusténi

fetézce zmén, ktery byva oznacen jako stresova reakce. D€lime ji na nékolik fazi:

e poplachova faze — naruSeni bunéénych struktur a funkci bezprosttedné po zacatku
pusobeni stresového faktoru

e restitucni faze — imobilizace kompenzacnich mechanism, které sméfuji ...

e faze rezistence - ...ke zvySeni odolnosti rostliny viici pisobicim faktorim

e faze vyCerpani — pii dlouhodobém a intenzivnim plisobeni stresového faktoru mize

byt zvyseni odolnosti rostliny vysttidano dal$im poklesem odolnosti

Obrazek 2: Idealizovany prubéh stresové reakce u rostlin (Prochazka a kol., 1998)

Zakladni schéma pribéehu stresové reakce vSak nevypovida viibec nic o rozmanitosti
vlastniho plsobeni stresortl ani o koordinaci slozit¢ho komplexu reakci, kterymi je podlozena
odpovéd rostliny na jejich plsobeni.

Pribéh stresové reakce a jeji konecny vysledek zavisi jak na intenzité a délce plisobeni
stresového faktoru na danou rostlinu, tak i na geneticky vazanych pfedpokladech odpovédi,
souhrnn¢ oznac¢ovanych jako adaptacni schopnosti. Ptechodné zvyseni odolnosti ziskané pod
vlivem stresoru nazyvané jako aklimace muze byt zaloZzeno jak na zménach rychle
pomijivych (tvorba specifickych metabolitil), tak i na zménach trvalejSich (zmény v tvorbé
novych organti a v jejich vnitini struktufe).

Zvyseni odolnosti a opétovné ustaveni homeostdze i za dlouhodobého ptlisobeni
stresortt byva obvykle dosahovano jen za cenu jistych dodatecnych energetickych nakladu,
hlavné na syntézu specifickych metabolit. I nékteré dalsi zmény v metabolismu zajist'ujici

vysokou odolnost (napf. udrzovani zvySené koncentrace osmoticky aktivnich latek) byvaji
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Casto provazeny snizenim rychlosti ziskavani novych zdroji hmoty a energie, a tedy i
sniZzenim rychlosti ziskdvani novych zdroji hmoty a energie, a tedy i1 snizenim rychlosti
tvorby biomasy.

Studium stresu u rostlin zijicich v pfirodnich podminkach je také komplikovano tim,
ze Casto vice stresovych faktorti pisobi soucasné. Interakce mezi nimi mohou podstatné ménit
charakter stresové reakce ve srovnani s pltisobenim kazdého faktoru oddé€lené. Plsobeni
stresoril byva také ¢asto omezeno pouze na cast rostliny (listy ¢i kofeny), ve které dochazi
k lokélni stresové reakci, ale ta miize druhotné zplsobovat stres i v ostatnich organech.
(Prochézka a kol., 1998)

Dle Singha (2004) hraji pifi abiotickém stresu rostlin tyto molekuly: nckteré
aminokyseliny (pfedev§im prolin), kvarterni amonné slouceniny (napf. glycinbetain,
prolinbetain, [B-alaninbetain a cholin-O-sulfat) a tercidlni sulfoniové slouceniny jako 3-
dimetylsulfoniopropionat (DMSP). Kvarterni amonné slouc¢eniny a DMSP jsou derivovany
z prekurzort aminokyselin. Dilezitd je i1 role aminokyselin obsahujicich siru, jako napf.
methioninu a S-adenosylmethioninu (SAM). Jejich role pfi rezistenci rostlin na stres je podil
na tvorb¢ cysteinu jako prekursoru peptidi (glutathionu a fytochelatinti), které tvoti chelaty s
tézkymi kovy a usnadiiuji detoxifikaci herbicida.

Aminokyseliny alanin a y-aminobutyrat (GABA) se vyrazn¢ hromadi v rostlinach
pfi anaerobnim stresu. O téchto aminokyselindch se hodné hovoii v souvislosti s anaerobnim

metabolismem uhliku a intracelularni pH regulaci.

Dle Staszkové a Taborského (2005) schopnost rostlin snizit riziko poskozeni vlivem
chladu a mrazu je spojena s odolnosti vii¢i tomuto stresoru. Je vSeobecné zndmo, ze zvySena
odolnost rostlin k nizkym teplotam a mrazu je zaloZena na tvorbé osmoticky aktivnich latek
jako jsou aminokyseliny (napf. prolin, hydroxyprolin, arginin, glutamin, asparagin, threonin,
y-aminomaselna kyselina), cukry (hlavné fruktosa a sacharosa), nenasycené mastné kyseliny,
dale na syntéze stresovych proteinil, fytohormont, polyfenolickych sloucenin a dalsich latek.

Fyziologické a biochemické ptsobeni prolinu v rostlinném organismu je
mnohostranné. Abiotické a biotické stresory (chlad, mraz, vysoka teplota, sucho, zasoleni,
tézké kovy, napadeni rostlin patogenem, atd.) jeho obsah zvySuji casto jiz za n¢kolik hodin po
nastupu stresu. Prolin miZe vstoupit do energetického metabolismu rostlin a tim napomoci k
piekonani stresové zatcze.

Dle Holubce (2005) je nejvyznamnéj$im chemickym vlivem na piidu a rostliny salinita

a s ni Casto spojena alkalita. Zasolené pudy lze obecné charakterizovat jako ovlivnéné
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pritomnosti vysoké koncentrace elektrolytu nebo extrémnimi hodnotami pH. Tyto extrémni
podminky omezuji rast vétSiny rostlin a slouzi jako prostfedi pouze pro druhy, které zde
mohou pfezivat nebo salinitu/alkalitu tolerovat. Druhy slanych stanovist’ se oznacuji jako
halofyty.

Fyziologické ptlisobeni salinity na rostliny je z ¢asti fyzikalné¢ — osmotické a z Casti
chemické, podle druhu pfitomnych iontli. Aby si rostliny zachovaly turgor, koncentrace
osmoticky aktivnich latek v protoplastu musi piesahovat koncentraci vody v okoli
kofenového systému. VétSina nehalofytnich rostlin omezuje rist, kdyz osmoticky tlak
pludniho roztoku doséhne 2 at, pro soli-tolerantni rostliny je to az 47 at a halofyty pokracuji v
normalnim rastu daleko za tuto hranici. Osmoticky tlak bunécnych roztoki mize dosdhnout
hodnot az 100 at. U vétSiny rostlin (v€etné halofyt) slané podminky vyrazné¢ omezuji
klicivost semen a preziti klicnich vzeslych rostlin. Jejich uspésné vykliceni je omezeno na
obdobi, kdy je koncentrace soli niz8i. Této skuteCnosti se vyuziva v zemédé€lstvi. Pro
vykli¢eni vojtésky je tfeba vydatnou zavlahou snizit koncentraci soli, a kdyz kli¢ni rostliny

zesili, jsou uz vici zasoleni tolerantng;jsi.

3.9. Aminokyseliny

Aminokyseliny (AMK) jsou zékladnimi jednotkami proteind, z nichz jsou proteiny
syntetizovany. Mohou byt také vyuzity v energetickém metabolismu a mnoho znich je
nezbytnou slozkou potravy. Analyza ohromného mnozstvi bilkovin ztémét vSech
myslitelnych zdroji ukdzala, Ze vSechny proteiny se skladaji z 20 zdkladnich aminokyselin.
S vyjimkou prolinu jsou to vSechno a-aminokyseliny, nebot’ maji karboxylovou i primarni
aminoskupinu na tomtéz uhlikovém atomu. Prolin, jako jedina vyjimka, obsahuje sekundarni
aminoskupinu, a tak je vlastné o-iminokyselinou, i kdyz je bézné zafazovan mezi
aminokyseliny (Voet a Voetova, 1990).

Dle Vasakové a Vomastkové (1992) jsou chemické vlastnosti aminokyselin zavislé
na funkéni skupinidch obsazenych v jejich molekule. Monoaminokyseliny jsou téméf
neutrdlni, nebot’ kysely vliv jejich karboxylu (-COOH) se vyrovnava s alkalickym vlivem
aminoskupiny (-NH,). U aminodikarboxylovych kyselin ptevladaji karboxyly a proto jsou
povahy kyselé. Diaminokarboxylové kyseliny jsou z podobného diivodu zasadité. Ve vodnych
roztocich se AMK chovaji jako amfoterni elektrolyty.

Chemicka povaha AMK urcuje jeji chemické chovani, které se projevuje v biologii
rostlin a ve vytvareni uzitkovych vlastnosti kulturnich rostlin. Aminokyseliny hraji dilezitou

roli v latkovém metabolismu, protoze jsou zavadény do enzymovych proteint — jsou
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prekurzory ostatnich dusikatych latek a maji rozsdhlou modifikacni tlohu v regulaci aktivity
enzymu ve vSech oblastech metabolismu.

Skladbu jednotlivych AMK v rostlinné organismu Ize fidit napt. agrotechnikou —
obdé€lavanim pidy se podpofi jeji aerace a zvysi se obsah kyseliny asparagové, asparaginu a
glutaminu jako prekursort nukleovych kyselin. Obsah jednotlivych AMK v jejich souboru se
da také ovlivnit Slechténim rostlin, zdsahy pomoci regulacnich latek apod. Pfevaha nebo
relativni zvySeni mnozstvi jedné AMK vyvolad posun latkového metabolismu, coz se projevi
ve vlastnostech odrudy.

Zehnalek a kol. (2006) uvadéji, ze kromé piidy miize byt zdrojem dusiku pro rostliny
atmosféra. Molekula N, je chemicky velmi stabilni a k jejimu zapojeni do obéhu v Zivych
organismech je nezbytna jeji redukce na amonné ionty. Nejefektivnéj$Sim zdrojem amoniaku
pro vyssi rostliny jsou bakterie rodu Rhizobium, které ziji symbioticky na kofenovém systému
bobovitych rostlin a jejich ¢innosti je fixovano 10 aZ 30 g dusiku na m? za rok. V kofenovych
hlizkach se tésné spojuji bakteridlni buniky, které degeneruji na tzv. bakteroidy s bunkami
hostitelské rostliny. Bylo zjisténo, Ze v bakteroidu probihd redukce dusiku na amoniak a
v cytosolu buiiky se tvofi kyselina asparagova, asparagin a glutamin, které se potom uplatiuji
v metabolismu dusiku.

Kli¢ovou ulohu pii syntéze aminokyselin méa glutamat, ktery v rostlin€ predstavuje
pool a-aminodusiku. Skupina aminotransferdaz se vyzna¢nou mérou podili na vzajemnych
preménach aminokyselin a na mnohych syntetickych pochodech, napf. na syntéze
sekundarnich metaboliti. Uhlikaté skelety pro riizné aminokyseliny jsou odvozeny prevazné
z intermediatii fotosyntézy, glykolyzy a citratového cyklu. Rostliny jsou schopny piijimat
dusik i ve form& NH; a nékterych aminokyselin za udasti celé skupiny enzymd. Podle
novéjsich poznatkd miize byt na lokalitach s nizkym obsahem Zivin nebo s vysokym obsahem
organickych latek pfijiman dusik v organickych formach. Na téchto stanovistich vylucuji
koteny rostlin zvySené mnoZzstvi polyfenold, které urychluji rozklad bilkovin na
aminokyseliny. Ty jsou spolu s fenoly pfijimany rostlinami a nésledné zaclenény do

metabolismu (Zehnalek a kol., 2006).
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Tabulka 2: Vzorce aminokyselin obsazenych v proteinech (Voet a Voetova, 1990)
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Aminokyseliny s nabitym postrannim retézcem, kyselé

CoO 0
Asparagovi kyselina H—C —CH el

| \
NH; 0

Cl.'OO O
Glutamovd kyselina Hag ol on

NH; O

3.9.1. Vlastnosti vybranych aminokyselin

Prolin hraje v rostlinach dtlezitou ulohu v mnoha fyziologickych i biochemickych
pochodech. Je vyuzivan jako zdroj respiracni energie pfi regeneraci organismil vystavenych
stresovym podminkdam. DileZitost prolinu pro mikroorganismy, rostliny a zivocichy
nespociva pouze vjeho vyznamu jako vyznacného faktoru, ktery napomaha organismu
prekonavat negativni vlivy prostfedi (nizka teplota, sucho, zasoleni, infekce), ale i ve
vyvojovych procesech, napt. pti oplozeni, kde prolin podporuje fertilitu pylu i spermii
(Vasékova, Vomastkova, 1992).

Dle Frydlové a kol. (2007) je jednim z mechanismi udrZeni stability buiiky po
pusobeni stresovych faktorti (vysoké teploté a suchu) syntéza osmoticky aktivnich latek (napf.
prolinu), jako adaptace na stres. ZvySend hladina prolinu ovlivnila odpovédi aktivit
antioxida¢nich enzymd, prolin ziejmé zasahuje do stresovych odpovédi rostlinné bunky.
Z pokusu s rostlinami tabdku (Nicotina tabacum) a transgennimi rostlinami se zvySenou
produkci prolinu, lze usuzovat, Ze transgenni rostliny byly méné postizeny stresovymi
podminkami, v disledku ¢ehoz byly schopny po ukonceni stresu obnovit ve vyssi mife
antioxida¢ni enzymaticky systém.

Dle Sharma a Dietze (2006) ma prolin jakoZto proteinogenni aminokyselina rizné
funkce, a to napf. osmolytickou, odstraniuje volné radikaly, je stabilizator makromolekul a je
sloZzkou bunécnych stén. Pti zasoleni se prolin kumuluje ve vSech tkanich v koncentracich az

1 mol.I"". Zvy3eni hladiny prolinu koreluje se zvy3enou toleranci k zasoleni.
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Mnoho rostlin prolin akumuluje pti vodnim deficitu, zasoleni, nizké ¢i vysoké teploté a jinych
environmentalnich stresech. ZvysSend regulace prolinu je ¢asto spojovana s vyskytem tézkych
kovt a jejich pfijmem rostlinami, a to jiz fasami.

Na zakladé¢ znamych vlastnosti mize byt prolin zapojen pfi stresu tézkymi kovy
riznymi mechanismy, a to osmo- a redox- mechanismy, tvorbou chelatd s kovy a
vyplavovanim volnych radikald. Role prolinu v osmoregulaci a nasledné delegujici
schopnosti rostlin odolavat vodnimu deficitnimu stresu, je dobfe znama. Kavikishor et al.
(1995 — IN Sharma S. S.; Dietz, K. J.; (2006). The significance of amino acid-derived
molecules in plant response and adaptation to heavy metal stress.) uvedli, Ze transgenni tabak
obsahujici zvySené mnozstvi konstitutivniho prolinu je méné citlivy na inhibi¢ni Gc¢inky
osmotického stresu.

Je pravdépodobné, ze prolin vyrovnava vodni deficit vznikly v disledku expozice
tézkym kovim.

U nékterych rostlin byla objevena schopnost prolinu uzavtit praduchy.

Glycin, kyselina aminooctova, nejjednodussi aminokyselina, jedind proteinogenni
aminokyselina bez asymetrického uhliku, neesencidlni (syntetizovana ze serinu nebo
glyoxylatu). Je obsaZena ve vétSim mnozstvi hlavné v kolagenu a elastinu; je vychozim
metabolitem pro biosyntézu purinovych bazi a hemu. V mozku se podili na excitacnich
(budivych) ucincich kyseliny glutamové; je vyznamny zejména pro ukladani informaci.
V mozkovém kmeni, hibetni miSe a v sitnici oka obratlovci ma dilezitou funkci jako
inhibi¢ni (tlumivy) neurotransmiter (internetovy zdroj 2).

Glycin je jednou ze sloucenin, které tvoii fytochelatiny. Fytochelatiny jsou schopné
poutat rizikové prvky pifi obranné reakci rostliny do chelatovych komplexi. Zakladni
sekvenci polypeptidu je spojeni molekul kyseliny y-glutamové a cysteinu s jednou molekulou
glycinu (y-Glu-Cys)nGly, kde n = 2-11 (Tlustos, 2006).

Younis et al. (2008) uvedli, Ze glycin limituje maximalni toleranci ke stresu rostliny
zasolenim.

Fenylalanin je jednim z produktli, ze kterych syntézou vznika rostlinny resveratrol.
V fad€¢ studii bylo prokazano, Ze resveratrol jakoZto polyfenol ptirodniho plvodu je
biologicky aktivni, méa vyrazné antioxidacni vlastnosti a pohlcuje volné radikaly. Nachazi se
v hroznech vinné révy (Smidrkal a kol., 2001).

Dle Herrera-Rodriguez et al. (2006) byla prokdzana vyznamna role asparaginu pfi

mobilizaci dusiku béhem kliceni lupiny bilé (Lupinus albus), fazole mungo (Vigna radiata) a
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baviniku srstnatého (Gossypium hirsutum). OvSem mira zapojeni asparaginu pii kli¢eni
nezavisi na rostlinném druhu. Zatimco role asparaginu pii klieni je relativné dobie
zdokumentovana, udajii o jeho ucasti pii starnuti je malo a jsou ponc¢kud rozporuplné. Na
jedné stran€ se rostliny po sklizni nebo indukované nedostatkem svétla vyznacuji intenzivni
syntézou asparaginu. Na druhou stranu se v kli¢nich rostlinach fedkvicek nachazi pouze
stopové mnozstvi asparaginu pii pfirozeném starnuti. Pfesto v pokusech z 90. let byly
hlaSeny indukce genu asparagin-syntetazy v listi chfestu pfi pfirozeném starnuti, i kdyz obsah
asparaginu ve starnoucich listech nebyl prokéazan.

Glutamin a asparagin jsou dileziti pfi transportu dusiku v rostlinach. Obsah
asparaginu a glutaminu byl sledovan v kli¢nich rostlinach slune¢nice (Zea mays), a to od
kliceni po starnuti a byl posuzovan jejich vliv pfi hospodafeni s dusikem v riznych fazich
kliceni i vzchdzeni. Suché semeno obsahuje mnohem méné glutaminu nez asparaginu, ktery
byl pifevladajici béhem kliceni. Do konce kli¢eni se obsah glutaminu 1 asparaginu znacné
zvysil. Na zacatku rastového obdobi byly hladiny glutaminu tfikrat vyssi nez asparaginu.
Ukézal se také prudky narist celkového obsahu aminokyselin kolem zacatku rhstového
obdobi kli¢ici rostliny.

Hjorth et al. (2006) studovali zmény v obsahu volnych aminokyselin u celedi
lipnicovitych (Poaceae) pti rizném stresu. Stres zpusobeny nizkym pH zvysil obsah prolinu a
snizil obsah histidinu a argininu v Pennisetum clandestinum. Obsah glutaminu, asparaginu a
argininu v metlicce kiivolaké (Deschampsia flexuosa (L.) Trin.) byl zvySen vysokym
obsahem dusiku. Akumulace prolinu byla pozorovana v jeCmenu jarnim (Hordeum
districhum L.) a pSenici seté (Triticum aestivum L.) po stresu chladem, zatimco stres na
kadmium u kukufice seté (Zea mays L.) zvysil obsah lysinu a methioninu a snizil obsah
glutaminu a asparaginu. Akumulace prolinu byla také zaznamendna u rostlin vystavenych
stresu zplisobenym suchem, chladem ¢i zasolenim. ZvySeni obsahu prolinu bylo také

zaznamenano pii pouziti nékterych herbicidu.

Aminokyseliny cystein a methionin obsahuji siru, jakozto esencidlni nutriet. Rostliny
a mnoho mikroorganizmili jsou schopné utilizovat anorganicky sulfat a asimilovat ho do
téchto aminokyselin, dale pak do ko-enzymii a vitaminti. Asimilace sulfatu v rostlinach byla
podrobné studovana, protoze sira ma mnoho funkci v rostlinném metabolismu a pti obrané

proti stresu (Koptiva et al., 2009).
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Ushakova et al. (2006) uvedli vysledky svého pokusu s obsahem volnych
aminokyselin pfi stresu slanorozce rozpestieného (Salicornia europaea) zasolenim.

V nadzemni biomase se obsah glycinu, prolinu, lysinu, argininu a kyseliny asparagové zvysil.

Dle Joshi et al. (2010) jsou metabolické cesty threoninu, methioninu a isoleucinu
v rostlinach efektivné propojeny. JelikoZ threonin a methionin slouZzi jako substrat pro syntézu
isoleucinu, jejich syntéza a katabolismus v riznych vyvojovych fazi a pii riznych
podminkach prostfedi ovlivituji dostupnost isoleucinu. Methioningama-lyaza a threonin-
deaminéza udrzuji rovnovahu isoleucinu v rostlindch pfi riizné dostupnosti substratu. Obsah
volnych aminokyselin jako osmolytt pfi abiotickém stresu hraje dilezitou roli v toleranci viici
tomuto stresu. Zejména akumulace aminokyselin s rozvétvenym fetézcem (BCAA) jako napf.
leucinu a valinu je béhem osmotického stresu vyvoldna mnohokrat. Cesty BCAA jsou
v rostlinach dobfe znamy, protoze poskytuji prekurzory pro fadu rostlinnych sekundarnich
metabolitl. Threonindeaminaza a methionin y-lyasa, stejn¢ jako akumulace isoleucinu, jsou

vyvolany osmotickym stresem.

Methionin je nutricné dilezitd aminokyselina, kterd se v nizkych koncentracich
nachazi v rostlinnych pletivech. Methionin je rovnéz zakladnim metabolitem v rostlinnych
bunkach, protoze svym prvnim metabolitem S-adenosylmethioninem (SAM) ovliviluje
nékolik klic¢ovych sloucenin, jako napf. polyamidy a biotin. SAM je také donorem primarni
methyl skupiny, kterd reguluje rizné procesy v rostlindich. SAM methyltransferdza se podili
na primarnim i sekunddrnim metabolismu. Mezi piiklady patii tvorba lipidi, DNA, RNA,
proteintl, pektinu, alkaloidl a fytosterold, rovnéZ se podili na syntéze chlorofylu a vonnych
tékavych aroma a sloucenin. U vyssich rostlin se SAM také podili na tvorbé hormonu
ethylenu, ktery ovliviiuje vyvojova stadia vCetné zrani a starnuti. Vyznamné se také podili na
rustu rostlin.

Ptes jeho nutri¢ni a regulaéni vyznam, faktory regulujici obsah methionu v rostlinach
nejsou uplné znamy. Obsah methioninu je ¢astym limitnim faktorem v nutri¢ni hodnoté

plodin. Mimo jiné hraje methionin ustfedni roli pti zahajeni transkripce mRNA (Amir, 2010).

Younis et al. (2008) zkoumali nepfiznivé G€inky NaCl a manitolu na obsah
aminokyselin, proteinti a nukleovych kyselin ve vzorkach semen bobu obecného (Vicia faba).
Semena kli¢ila v médium s piidavkem bud’ iontového (NaCl) nebo osmotického (manitol)

stresoru. Byly prokdzany vyznamné zmény v celkovém obsahu a relativnim slozeni
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aminokyselin, a to zejména u prolinu, glycinu, alaninu, serinu a kyseliny glutamové a

asparagove.
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4. Pokus
4.1. Material a metody:

Pro nddobovy experiment byla vybrana ptida ¢ernozem, obsahujici 24,2 % jilu, 58,9 %
prachu a 16,9 % pisku, s pH 7,4 a obsahem organického uhliku (Cox) 1,26 %.

Nadoby se zeminou (5 kg zeminy na nddobu) byly hnojeny NPK (0,16 g P, 0,4 gK a
0,5 g N — pro tedkvicku, mrkev i petrzel, 1,0 g N — pro celer na nddobu) a kontaminovany
sedmi indikatorovymi kongenery (IUPAC ¢. 28, 52, 101, 118, 138, 180; 100 pg
individualniho kongeneru na 1 kg zeminy). Tyto indikatorové kongenery jsou pouzivany
k identifikaci PCB, protoze se nejvice vyskytovaly v technickych smésich a vzorcich
odebranych z Zivotniho prostiedi. Takto kontaminované nadoby se zeminou byly osety
semeny jednotlivych zelenin, a to mrkve (Daucus carota L. — odrida Nantska), petrzele
(Petroselinum crispum L. — odriida Dobra, fedkvicky (Raphanus sativus L. — odrida DUO a
celeru (Apium graveolens L. — odrida Kompakt.

Kazda varianta byla zalozena ve tfech opakovanich a soucasné byly zalozeny i
kontrolni nekontaminované varianty. Po vzejiti rostlin ve skleniku bylo v kazdé nadobé&
ponechano 10 rostlin mrkve, 10 rostlin petrzele, 10 rostlin fedkvicky a 5 rostlin celeru a
nadoby byly pfemistény do venkovni vegetacni haly. B&hem vegetacni doby byly rostliny
pravidelné zalévany demineralizovanou vodou a oSetfovany proti Skiidciim a chorobam. Po
sklizni byly rostliny omyty demineralizovanou vodou a rozdéleny na nadzemni biomasu a
koteny. Rostliny byly sklizeny v pIné trzni zralosti.

Stanoveni obsahu jednotlivych kongenerit PCB ve vzorcich rostlin bylo provedeno
podle modifikované metody EPA (US EPA 1999). Rostlinné extrakty byly analyzovany na
plynovém chromatografu s hmotnostni detekci (GC/MSD) firmy Agilent Technologies typ
6890N/5975.

4.2. Postup stanoveni aminokyselin

Sklizenou biomasu (fedkvicka, mrkev, celer, petrzel) jsem rozdrtila. Navazila jsem od
kazdého druhu cca 1g, vlozila do kddinky a zalila 10,5 ml MeOH s demineralizovanou vodou
v poméru 7:3. Extrakce probihala 48 hod. pfi teploté -30°C. Po dvou dnech jsem kadinky
v lednice vyndala a tekutinu slila do zkumavek ur¢enych do centrifugy (pro oddé¢leni zbytka
biomasy od vyextrahovaného roztoku). Na centrifuze se vzorky tfepaly pti 10 000
otackach/min. po dobu 20 minut. Poté jsem vodny extrakt slila do maly vialek, takze mi

zlstala pouze Cista vyextrahovana kapalina.
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Za pomoci procesu Ez:faast jsem piipravila vzorky k analyze pomoci plynové chromatografie

nasledovné:

1.

10.

11.

12.
13.

14.

100 pl vzorku jsem napipetovala pomoci specialni Spicky (z Ez:faast) do vialky a Spicku
jsem vyhodila

do vialky jsem piidala 100 ul Reagentu 1 a kratce protiepala na tfepacce

. na specialni injek¢ni stiikacku o objemu 1,5 ml jsem nasadila specidlni Spicku se sorbetem

a velice pomalu (cca 1 minutu) jsem natahovala vzorek do stiikagky. Spi¢ku jsem sundala
z injek¢ni stiikacky a nechala ve vialce. Ve $pi¢ce mi zistaly nasorbované aminokyseliny.
Obsah z injekeni stiikacky jsem odsttikla (je uz nepotiebny).

do vialky se Spickou jsem napipetovala 200 pl Regentu 2. Pii tomto procesu se Spicka
z vialky nevyndava, pouze se mirn€ vysune, aby vznikl prostor pro pipetu.

Opét jsem vzala injekeni stiikacku, nasadila na ni Spicku a opé€t jsem roztok protahla pies
Spicku (cely objem). Obsah injekéni stiikacky jsem odstiikla.

do vialky jsem pipetou ptidala 200 pl elu¢niho média. Eluéni médium jsem méla
pfedpiipravené podle navodu v Ez:faast (smiseni Reagentu 3A s Regentem 3B).
Promiseni obou Reagentl jsem docilila opakovanym natazenim kapalin do pipetovani
Spicky.

Injekéni stiikacku o objemu 0,6 pl jsem naprazdno povytdhla na pilku a poté jsem natdhla
roztok tak, aby se pouze dotkl filtru injekce, pak jsem roztok vypustila zpét do vialky.
Spi¢ku z injekce jsem vyhodila.

Specialni ,,zlatou* injekci jsem do vialky ptidala 50 pl Reagentu 4. Vialky jsem se injekci
nedotykala, pouze jsem Reagent 4 vkapla.

Po dobu 5 — 8 sekund jsem obsah vialky protfepala na tfepacce, poté jsem nechala roztok
po dobu 1 minuty ustalit. Postup jsem jesté jednou zopakovala.

»Zlatou injekci jsem ptidala do vialky 100 pl Reagentu 5, protfepala na tfepalce a
nechala 1 minutu odstat. Roztok se mi rozdé¢lil na 2 faze — kalnou a ¢irou.

Do nové lahvicky jsem napipetovala 75 pl pouze ¢iré faze (svrchni ¢ast rozhrani)
z ptedchozi vialky, lahvicku jsem zaviela. Zbytek obsahu vialky jsem vylila.

Kapalinu z lahvicky jsem vysusila plynnym dusikem.

Po odpareni tekutiny jsem ptidala do lahvicky 75 pl Reagentu 6, pfepipetovala do insertu
(male sklenéné tyc¢inky) a uzaviela do ptivodni lahvicky.

Tento cely postup jsem zopakovala se vSemi 24 vzorky.
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Obrazek 3: Sada EZ: faset pro stanoveni aminokyselin (internetovy zdroj €. 5)
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Popis 8 kroku analyzy aminokyselin podle EZ: faset (internetovy zdroj ¢. 6)

Krok 1: Smiseni vzorku a interniho standardu ve vialce
pro piipravu vzorku (vialky)
Vyhoda: interni standard pro lepsi kvantifikaci

o

Starting Sample

Krok 3: odstranéni necistot z SPE sorbentni $picky s
promyvacim roztokem
Vyhoda: dokonale o¢isténi vzorku pro snadnou a
presnou kvantifikaci

Krok 5: Pridani deprivatiza¢niho reagentu
Vyhoda: Deprivatizace je dokoncena za 2 minuty,
pii pokojové

Add
Derivatizing
Reagent

~Organic
Laar

~AUBOLS
et Layer

Krok 7: dokonceni vyc¢isténi a deprivatizace vzorku...
vstiiknuti do plynového chromatografu nebo do

kapalinového chromatografu s vyuzitim hmotnostni
spektrometrie

Vyhoda: velice stabilni , zderivatizovani zabrani ztratam vzorku

W AminoAcid A Detergent @ Protein Salt

Aminokyseliny Detergenty Bilkoviny Sole
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S{Jther Contaminants

Krok 2: Nasani objemu do SPE sorbentni §picky
Vyhoda: nepfejdou proteiny s dlouhym fetézcem ani

mocovina

Jou

A Sorbent Tip

Krok 4: Vylouceni aminokyselin a SPE sorbetu ze
$picky do vialky na ptipravu vzorku
Vyhoda: téméf zadna ztrata aminokyselin

Krok 6: Odbér organické vrstvy obsahujici

aminokyseliny do vzorkovaci vialky
Vyhoda: dalsi ¢istici krok k zabezpeceni
presné a snadné kvantifikaci

Crganic
Layes

Krok 8: Chromatograficka analyza
Vyhoda: celkové urceni ptes 50 aminokyselin
a dipeptidt v jednom kroku

Ostatni kontaminanty



4.3. Vysledky pokusu

MRKEV

vzorek s

obsahem kontrolni

PCB vzorek

NLLLUJI\VIUI\

vzorek s

obsahem kontrolni

PCB vzorek
AMK | mnoZstvi AMK [mikromol/kg]
ALA 3,953714 4,219363
SAR 4,453144 4,740088
GLY 3,33778 1,93464
VAL 4,256873 3,87159
beta-
AiB 8,19804 7,465464
LEU 0,835984 0,850471
alLE 2,440746 1,538153
ILE 2,570081 1,761319
THR 5,011031 2,02059
PRO 13,25993 6,880524
ASN 12,26744 10,62383
TPR 0,438483 0,139961
ASP 9,344938 7,151329
HYP 0 0
GLU 0,577133 0,570961
PHE 0,206073 0
GLN 0 0
LYS 0 0
TYR 0 0
TRP 0 0

Po vyextrahovani aminokyselin ze vzorkl

a naslednym urCenim jejich obsahli plynovou

chromatografii mi vysly nasledujici vysledky:

Ta
bul
ka

Ta

bul
ka
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PETRZEL

vzorek s

obsahem kontrolni

PCB vzorek
AMK mnozstvi AMK [mikromol/kg]
ALA 7,916974 8,187951
SAR 8,610724 8,872845
GLY 1,68151 1,26711
VAL 1,555893 1,632391
beta-
AiB 3,053211 3,157612
LEU 0,637086 0,730874
alLE 0,746007 0,882042
ILE 0,786307 0,846791
THR 0,556647 1,25213
PRO 0,526385 0,564897
ASN 34,33188 34,26461
TPR 0,148827 0,165683
ASP 6,767709 6,91484
HYP 0 0
GLU 1,359629 0,529082
PHE 0 0,214251
GLN 0 0
LYS 0 0
TYR 0 0
TRP 0 0




ALA 6,960507 7,017435
SAR 7,68251 7,719756
GLY 1,989402 2,201675
VAL 2,633593 3,008305
beta-

AiB 4,819684 4,443186
LEU 2,037672 2,269342
alLE 1,438934 1,727623
ILE 1,519902 1,818854
THR 4,508851 5,86261
PRO 30,2531 17,17495
ASN 116,6403 57,78034
TPR 1,738662 1,792256
ASP 26,43683 27,13832
HYP 0 0
GLU 1,064865 0,702777
PHE 0,468941 0,856523
GLN 0 0
LYS 0 0
TYR 0 0
TRP 0 1,066037
Tabulka 6:

Nasleduje grafické vyobrazeni naméfenych

hodnot u jednotlivych vzorkl zelenin:

Tabulka 5:
CELER

vzorek s

obsahem

PCB kontrolni vzorek
AMK mnozstvi AMK [mikromol/kg]
ALA 2,245946 1,086555
SAR 2,704668 1,334767
GLY 5,867745 5,916819
VAL 5,416313 5,654688
beta-
AiB 4,512006 4,240533
LEU 11,68036 12,16487
alLE 7,771602 8,5028
ILE 8,226394 8,921633
THR 14,70539 17,56009
PRO 6,798421 7,400633
ASN 456,6323 429,2592
TPR 0 0
ASP 13,24949 15,12978
HYP 9,211653 9,644372
GLU 28,85559 30,49019
PHE 8,383732 8,592341
GLN 0 57,46352
LYS 6,361981 6,611388
TYR 5,094615 5,082232
TRP 2,641711 3,912225
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Graf 1:

Zmény obsahu AMK ve vzorku redkvi¢ky
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Graf 2:

Zména obsahu AMK ve vzorku petrzele
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Graf 3:

Zména obsahu AMK ve vzorku mrkve
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Graf 4:

Zmeéna obsahu AMK ve vzorku celeru
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Pro jasnéjsi vyhodnoceni vysledki jsem vzala v potaz hodnoty, které se od sebe u kontrolniho vzorku a u vzorku péstovaném na piadé
obsahujici polychlorované bifenyly (PCB) 1i§i minimaln€ o 30 %. Z téchto hodnot jsou vytvoieny i1 nasledujici grafy.

Hodnoty u vzorku fedkvicky jsem posuzovala porovnanim hodnot kontrolniho vzorku se vzorkem péstovanym s PCB. Z vysledka
vyplyva, Ze obsah glycinu se zvysil o 72,5 %, dale a-isoleucin o 58,7 %, isoleucin o 46 %, threonin az o 148 %, tryptofan az o0 213,3 %, prolin

0 92,7 % a kyselina asparagova o 30,7 %.

Graf 5:
Zména obsahu AMK (min. o 30%) ve vzorku fedkvicky
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U vzorku petrzele doslo k narastu glycinu o 32,7 % a kyseliny glutamové o 157 % oproti kontrolnimu vzorku, kdezto u threoninu doslo

k poklesu o 55,5 % oproti kontrolnimu vzorku.

Graf 6:

Zména obsahu AMK (min. o 30%) ve vzorku petrzele
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U vzorku mrkve ptevazuje vyrazny pokles vybranych aminokyselin u vzorku péstovanych na pid¢ s obsahem PCB oproti kontrolnim

vzork, a to u fenylalaninu o 45,3 % a tryptofanu o 100 %. Ke zvySeni obsahu aminokyselin oproti kontrolnimu vzorku doslo u kyselina

glutamové, a to o 51,5 %, prolinu o 43,2 %, asparaginu o 50,5 %.

Graf 7:
Zména obsahu vybranych AMK (min. o 30%) ve vzorky mrkve
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U vzorku celeru doslo ke zvySeni obsahu oproti kontrolnimu vzorku alaninu o 106,7 % a sarkosinu o 102, 6 %. K poklesu obsahu

aminokyselin oproti kontrolnimu vzorku dos$lo u glutaminu o 100 % a tryptofanu o 32,5 %.

Graf &:
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Graf 9:

Porovnani obsahti AMK v jednotlivych vzorkach zelenin

| 116,6403 | 57,78034 456,632 | [429,2592
N

57,46352

obsah [mikromol/kg]

ALA SAR GLY VAL beta-
AiB

LEU

alLE

14

ILE THR PRO ASN TPR ASP HYP GLU PHE GLN

jednotlivé aminokyseliny

LYS TYR TRP

O Fedkvicka PCB M fedkviCka kontrola O petrzel PCB M petrZel kontrola B mrkev PCB M mrkev kontrola O celer PCB M celer kontrola

62



V tomto pokusu byly téz stanoveny obsahy jednotlivych kongenerit PCB
v jednotlivych zelenindch, a to jak ve vzorcich s obsahem PCB, taki v kontrolnich.

Nameétené hodnoty jsou v nasledujici tabulce.

Tabulka 7:
Obsah PCB v jednotlivych zeleninach
. kongenery | kontrola $ obsahem
zelenina PCB PCB
(ng/kg susiny)
28 10,1 151
52 8,6 138
101 5 111
. . 118 5 96
redkvicka 138 5 91
153 5 86
180 5 69
suma 43,7 742
28 15,1 131
52 19,9 127
101 6,3 113
mrkev 118 5,8 101
138 5 115
153 6,8 90
180 7,2 81
suma 66,1 758
28 20 119
52 19,8 113
101 11,5 90,4
petrzel 118 12,8 93,3
138 11,3 103,7
153 5,1 71,8
180 6,7 65,7
suma 87,2 656,9
28 31,8 189
52 41,5 176
101 28,7 184
celer 118 25,9 107
138 12,3 91
153 16,4 101
180 11,3 69
suma 167,9 917
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Graf 10:
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5. Diskuze

Zmény v obsahu jednotlivych aminokyselin se u vSech zelenin pomérné liSily. Tento
fakt mize byt zplisoben plisobenim mnoha vnéjSich faktorii na jednotlivé rostliny. Také
pestovani rostlin ve stresovych podminkach zpiisobenych kontaminaci pidy PCB mutze mit
za nasledek nerovnomérny rust jednotlivych rostlin, jak v rdmci jednoho rostlinného druhu,
tak mezi druhy zelenin navzajem. Tyto stresujici podminky se pak mohou projevit na
mnozstvi vypéstované a sklizené biomasy, a to jak nadzemnich c¢asti, tak 1 kofenti. Tento fakt
pak samoziejmé zplusobi rozdilny obsah jednotlivych aminokyselin, které se naptiklad
uplatiiuji pii ristu.

Znatné mnozstvi zkoumanych aminokyselin patfi mezi esencialni aminokyseliny,
jejichz obsah je v rostliné velmi maly a také zna¢né€ pohyblivy, coz se na vyslednych
hodnotach také mohlo projevit. Ve vyhodnoceni vysledkli pokusu jsou diskutovany hlavni
aminokyseliny, jejichz zména obsahu v rostlinach pfi stresujicich podminkéach jiz byla

prozkoumdana a objasnéna a je evidentni.

5.1. Redkvi¢ka

Ve vzorku kontaminované ftedkviCky se zvySily hodnoty aminokyselin oproti
kontrolnimu vzorku u glycinu o 72,5 %, déle a-isoleucinu o 58,7 %, isoleucinu o 46 %,
threoninu az o 148 %, tryptofanu az o 213,3 %, prolinu o 92,7 % a kyseling asparagové o
30,7 %. Prolin je aminokyselina, jejiz obsah je zvySuje pfi pomérné¢ velkém mnoZzstvi
vyrazny stres pro rostliny a obsah prolinu se podle o¢ekavani zvysil. Podobné jako v mém
experimentu Sharma a Dietze (2006) prokazali zvySenou hladinu prolinu spojenou s riiznymi
formami stresu, jako napi. se zasolenim nebo nizkou ¢i vysokou teplotou. ZvysSena
akumulace prolinu byla také pozorovana v je¢menu jarnim (Hordeum districhum L.) a
pSenici seté (Triticum aestivum L.) po stresu chladem, v pokusu provedeném Hjorthem et al.
(2006). Kyselina asparagova se podili spolu s asparaginem a glutaminem na metabolismu
dusiku. Jeji zvySeni mohlo zapfi€init ovlivnéni metabolismu dusiku abiotickym stresem
v podobé plisobeni PCB. V pokusu provedeném MaliSovou (2008) se prokazal také zvySeny
obsah kyseliny asparagové, asparaginu, kyseliny glutamové a glutaminu ve vrbach jako
odezva na stres zpusobeny tézkymi kovy. K podobnym zavérim dosli i Stazskova a
Taborsky (2005). Aminokyseliny threonin a isoleucin spolu v rostlinach tzce souvisi.

Threonin je jednou ze slozek tvofici substrat pro syntézu isoleucinu. Zejména akumulace
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aminokyselin s dlouhym fetézcem, jako napf. leucinu, je b&hem osmotického stresu
vyvolavana mnohokrat. Takovéto aminokyseliny jsou dilezitymi prekursory pro rizné
sekundarni metabolity. Akumulace isoleucinu byva vyvoldna osmotickym stresem.
Ptitomnost PCB v rostlin€ se na tomto projevu stresu muze jisté také podilet. ZvySeni obsah
glycinu, stejné jako u nasledujici petrzele mize byt zpisobeno obecnou odezvou rostliny na

pusobici stresor v podobé PCB.

5.2. Petrzel

U vzorku petrzele doslo k nartistu glycinu o 32,7 % a kyseliny glutamové o 157 %
oproti kontrolnimu vzorku, kdezto u threoninu doslo k poklesu o 55,5 % oproti kontrolnimu
vzorku. Kyselina glutamova je povaZovana za prekurzor biosyntézy neesencidlnich
aminokyselin glutaminu a prolinu, proto se zvyseni jejiho obsahu da pfisuzovat pocinajici
tvorbé prolinu 1 glutaminu vlivem stresu zptisobeného PCB. Dle Younis et al. (2008) se
vlivem stresu zasolenim ¢i osmotické stresu zvysil obsah mimo jiné i1 kyseliny glutamové,
glycinu a prolinu. Glycin je aminokyselina, jejichZ obsah v rostliné se zvysi plsobeni stresu,
a to hlavné zasolenim. Jelikoz prib¢h stresové reakce je obecné u vSech stresi rostlin stejny,
1ze ptedpokladat zvySeni glycinu jako reakce na plisobeny stres i PCB. V potaz miiZzeme brat
také citlivost rostlin na obsah zivin v pid¢, ktery na obsahem glycinu v rostlin€ (potazmo

v jednotlivych druzich zelenin) miZe mit také vliv.

5.3. Mrkev

U vzorku mrkve pfevazuje vyrazny pokles vybranych aminokyselin u vzorku
péstovanych na pidé s obsahem PCB oproti kontrolnim vzorkd, a to u fenylalaninu o 45,3 %
a tryptofanu o 100 %. Ke zvySeni obsahu aminokyselin oproti kontrolnimu vzorku doslo u
kyselina glutamové, a to o 51,5 %, prolinu o 43,2 %, asparaginu o 50,5 %. Obdobn¢ jako u
vzorku tfedkvicky, mlize byt zvySeny obsah prolinu zpiisoben stresem rostliny vyvolanym
péstovanim na pidé kontaminované PCB. ZvySeni obsahu prolinu mize vyvolat mnoho
biotickych 1 abiotickych stresort, jako napt. chlad, mraz, vysoka teplota, sucho, zasoleni,
tézké kovy ¢i napadeni patogenem. Jeho zvySeni tedy mohlo byt zplisobeno 1 zménou
venkovnich teplot pfi péstovani ve venkovnich vegetacnich halach tésné pied sklizni.
Asparagin je aminokyselina zvysujici odolnost rostliny vii¢i chladu a mrazu. Podili se také na
metabolismu dusiku, ktery nasledkem ptisobeni stresu mize byt zna¢né ovlivnén. Asparagin
také hraje vyznamnou roli pfi klieni, ¢astecné i pfi pfirozeném starnuti rostliny. V riznych

pokusech byla prok4zana vyrazné€ vyssi syntéza asparaginu po sklizni rostlin. V experimentu
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provedeném Hjorthem et al. (2006) byl obsah glutaminu a asparaginu v metlicce
kiivolaké zvySen vysokym obsahem dusiku. ZvySeni argininu milze znamenat jadnak
ovlivnéni metabolismu dusiku vlivem ptsobeni PCB na rostlinu, ¢i jeho zvySeni pfi procesu
pfirozeného starnuti rostliny.Jak jsem jiz uvedla, je kyselina glutamova prekurzorem piti
syntéze prolinu a glutaminu, proto jeji zvySeny obsah pfisuzuji pravé zvysenému obsahu

prolinu.

5.4. Celer

U vzorku celeru doslo ke zvySeni obsahu oproti kontrolnimu vzorku alaninu o
106,7 % a sarkosinu o 102, 6 %. K poklesu obsahu aminokyselin oproti kontrolnimu vzorku
doSlo u glutaminu o 100 % a tryptofanu o 32,5 %. Glutamin je dal§i z aminokyselin
podilejici se na metabolismu dusiku. Stejné jako v predchozich pifipadech zelenin mize byt
zmeéna v jeho obsahu zplisobena ovlivnénim metabolismu dusiku vyvolanym stresem rostliny
polychlorovanymi bifenyly. Jednotlivé duhy zelenin mohou byt také rizné citlivé na obsah
dusiku v piidé. Zména obsahu alaninu v rostlindch byla prokazéana pfti pisobeni stresu rostling
zasolenim a pifi anaerobnim stresu . Reakce rostlin na stres je zalozena na obecnych
pravidlech, proto usuzuji zvySeni obsahu alaninu stresové reakci zptisobené pisobenim PCB
¢i pfipadnym ovlivnénim anaerobniho metabolismu uhliku zplisobenym pravé ptitomnosti

PCB v rostling.

Z vysledkti celkového obsahu kongeneri PCB absorbovanych jednotlivymi
zeleninami vyplyva, Ze se obsah celkové sumy kongenerti PCB (kongenery 28, 52, 101, 118,
138, 153 a 180) zvysil, a to u fedkvicky o 698,3 pg/kg susiny (17 x), u mrkve o 691,9 pg/kg
suSiny (11,5 x), u petrzele o 569,7 pg/kg susiny (7,5 x) a u celeru o 749,1 pg/kg susiny (5,5
x). Nejveétsi absorpce a akumulace sumy kongenerit PCB se tedy prokdzala u tedkvicky.
V pokusu provedeném Javorskou a kol. (2005) byla stanovena celkova suma sedmi stejnych
kongenerti PCB jako v mému pokusu. Z hodnoceni fytoremediac¢nich schopnosti mrkve, vrby
a kostravy vyplynulo, Ze nejvétsi obsah sumy vSech jednotlivych kongenert byl stanoven
v mrkvi. Stejné jako u Chekola et al. (2004) byla prozkoumana absorpce PCB do kukufice,
kapusty a mrkve a mrkev obsahovala nejvétsi koncentraci PCB ze sledovanych plodin.
Vzhledem k porovnavani riznych rostlinnych druhii, vychazi nejvyssi koncentrace PCB u
mrkve. V mém pokusu je obsah PCB u mrkve podobné¢ vysoky, jako u fedkvicky. I kdyz je
nepatrné vys$si obsah PCB u fedkvicky, vysledky hodnot PCB u mrkve se shoduji s vysledky

pokusti jinych autord.
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Co se tykéd jednotlivych kongenerti PCB, nejvétsi absorpce byla prokdzéna u
kongeneru ¢. 28 (zejména u tfedkvicky a celeru), dale pak u kongeneru ¢. 52 ( také u
fedkvicky a celeru), nejmensi absorpce byla u kongeneru ¢. 180, a to u vsSech sledovanych

zelenin.
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6. Zavér
Ve vS8ech vzorcich zelenin péstovanych na ptdé kontaminované polychlorovanymi
bifenyly se zménily obsahy aminokyselin. ZvySeni obsaht fady esencialnich aminokyselin
muzeme piisuzovat jak pisobeni stresu vlivem piijmu polychlorovanych bifenylt rostlinami,
tak 1 rastu jednotlivych rostlinnych jedinct. Esencidlni aminokyseliny jsou dilezZité pfi
stavbé rostlinného téla, jejich obsahy mohou byt zna¢né rozkolisané jak mezi jednotlivymi
rostlinnymi druhy, tak 1 mezi jednotlivymi jedinci v ramci jednoho druhu. Ptisuzovat proto
zvyseni jednotlivych esencidlnich aminokyselin ptsobeni stresu by podle mého ndzoru
nebylo objektivnim hodnocenim a ze svych vysledkl bych tento fakt ani nemohla prokézat.
Prokazatelné vysledky ptisobeni stresu vlivem piijmu polychlorovanych bifenyla se
prokézaly u volnych aminokyselin, jejichz zmény obsahu v riznych rostlinnych druzich jiz
byly v fad¢ odbornych pokusti prokdzany a jsou evidentni. Mezi takové aminokyseliny patii

napfiiklad prolin, asparagin, kyselina asparagova, glutamin a kyselina glutamova.

Ohledné vysledkti absorpce jednotlivych kongenerti polychlorovanych bifenyli do
jednotlivych druhii zelenin, nejlepsi schopnost absorpce projevila fedkvicka (zvyseni celkové
obsahu kongeneru PCB 17-krat), dale pak mrkev (zvysSeni 11,5-krat). Petrzel a celer
absorbovali celkovou sumu kongenert PCB zhruba 2-krat az 3-krat méné. Ohledné
jednotlivych kongenert PCB, nejvice absorbovanym kongenerem byl kongener ¢. 28
(zejména u fedkvicky a celeru), dale pak kongener ¢. 52 ( také u tedkvicky a celeru),

nejmén¢ absorbovanym kongenerem byl kongener ¢. 180, a to u vSech sledovanych zelenin.

Vysledky mého experimentu se obecné shodovaly s vysledky dalSich studii této

problematiky.
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