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AUTORSKY REFERAT

Arzen se nachdzi v zemské klfe a je rozSifen v zivotnim prostfedi. Nepatii mezi
esencialni prvky rostliny a v koncentraci 10-25 mg/kg se projevuje toxicky. Vyskytuje se jako
AsV, Aslll, AsO, As-III, DMA a MMA. Pfirodnimi zdroji arzenu jsou magma, litosféra
a sedimenty. Patfi mezi mobilni prvky a akumuluje se v piid€. Antropogennimi zdroji arzenu
jsou predevsim tepelné elektrarny, zeméde€lska pida a povrchové vody. Od 70. let 20. stoleti
jsou ve vétsiné evropskych zemich zakazany pesticidy s obsahem arzenu.

V nadobovém pokuse byly vroce 2007 vypéstovany rostliny Spenatu setého
(Spinacia oleracea L. cv. Matador). Do nadob bylo odvdZeno 5 kg zeminy, promichané
s 0,5 g N (ve form¢ NH4NOs), 0,16 g P a 0,4 g K (ve formé K,HPO,). Arzen byl ptidan
ve form¢ Na,HAsO,4.7H,0 v davce 25, 50 a 75 mg As/kg. Po celou dobu trvani experimentu
byla vlhkost zeminy udrZovdna na 60 % maximalni vodni kapacity zavlahou
demineralizovanou vodou. Spenat byl sklizen v plné zralosti. Vzorky K, As 1/1, As 2/1
a As 3/1 byly sklizeny 28.5.2007 a vzorky Asl/2 a As 2/2 byly sklizeny v dobé kveteni
11.6.2007. Po vyextrahovani bylo stanoveno celkové mnozstvi arzenu a dalSich vybranych
prvkiit metodou atomové absorpéni spektrometrie. Stanoveni metabolitii v butanolové frakci
a ekdysteroidii bylo provadéno metodou HPLC.

Prace sledovala plisobeni stupiiované a toxické davky arzenu bcéhem vegetace
na stresovy metabolismus rostlin Spendtu. Vlivem zvySeného mnozstvi arzenu v pudé
dochazelo k sniZzeni vynosu ¢erstvé biomasy a suSiny. Zaroven s rostoucim mnozstvim arzenu
v pudé rostl obsah arzenu v rostling.

U vzorkli dochazelo k nartistu manganu a poklesu zinku v biomase. U vzorkl z prvniho
odbéru se s rostoucim mnozstvim arzenu v biomase zvysoval i obsah fosforu, ktery rostlina
potiebuje k tomu, aby se vyrovnala s toxickym plisobenim arzenu. Snizujici se obsah arzenu
dobte koreluje s klesajicim obsahem vapniku v BuOH frakci. Z polynomi 2. stupné vyplyva
vysokd zavislost hot¢iku, fosforu, manganu a =zinku na mnoZstvi arzenu. Jedna
se o antagonistické vztahy.

Ekdysteroidy u rostlin nemaji zatim zcela objasnénu funkci. Pfedpoklada se, ze tvori
obranné¢ mechanismy pied mechanickym posSkozenim rostlin a jsou obranou pied utoky
hmyzu. Rostliny reaguji na abioticky stres zménou koncentrace ekdysteroidi. Laboratornimi

pokusy se zjistilo, ze mnozstvi 20-hydroxyekdysonu vzroste vlivem zvySené¢ koncentrace



arzenu v pud¢ oproti kontrole. V dob¢ kveteni dochazi ke zvysSené tvorbé ekdysteroidii, avSak

u vzorku As 2/2 jiz rostlina upfednostnila tvorbu jinych latek nez ekdysteroidi.

Kli¢ova slova: arzen, stresovy metabolismus, HPLC, Spenat, ekdysteroidy



ABSTRACT

Arsenic occurs in earth’s crust and everywhere in environment. It is not essential trace
element and in concentration 10 — 25 mg/kg is toxic for plant. Forms of arsenic are AsIII,
AsV, As0, As-III, MMA, DMA. Natural sources of arsenic are magma, lithosphere
and sediments. Arsenic is mobile element and can accumulate in soil. Anthropogenic sources
of arsenic are thermal power station, agriculture soil and surface waters. Since 1970s
pesticides with arsenic are forbidden in Europien countries.

In our pot experiment were grown plant of spinach (Spinacia oleracea L. cv,. Matador)
in 2007. In containers 5 kg soil were mixed with 0.5 g N (in form NH4NOs), 0.16 g P
and 0.4 g K (in form K,;HPO,). Arsenic was added in form Na,HAsO,.7H,0 in concentration
25, 50 and 75 mg As/kg. During the experiment was kept moisture 60 % of maximum water
capacity with demineralized water. Spinach was harvested in full maturity. Samples K,
As 1/1, As 2/1 and As 3/1 were harvested in 28.5.2007 and samples As 1/2 and As 2/2
in 11.6.2007 during blooming period. After extraction total arsenic content and content
of other elements were determined using methods atomic absorption spectrometry.
Metabolites in butanol fraction and ecdysteroids were detected by HPLC method.

We monitored the effect of increasing and toxic concentration of arsenic on stress
metabolism of spinach plants. Yield of fresh biomass and dry matter decreased with
increasing content of arsenic in soil. Concentration of arsenic in plant increased with
increasing concentration of arsenic in soil.

In samples manganese concentration increased and zinc concentration decreased
in biomass. Increased content of phosphorus, which is necessary for plant to face up to toxic
effect of arsenic, was determined in samples from the first harvest. Decreasing amount
of arsenic in BuOH fraction corelates with decreasing amount of calcium. Plynomial function
of the 2" degree show high dependence magnesium, zinc, phosphorus and manganese
on arsenic concentration. It means antagonistic relationship.

Function of phytoecdysteroids in plants is not yet clear. We suppose their function like
defense mechanism against mechanic damage or against insect attack. Plants react on abiotic
stress with change of ecdysteroid’s concentration. In our experiment the content
of 20-hydroxyecdyson increased with increasing content of arsenic. In blooming period
the production of ecdysteroids is higher, but in sample As 2/2 plant preferred production
of another substances than ecdysteroids.

Key words: arsenic, stress metabolism, HPLC, spinach, ecdysteroids
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1. UVOD

Vlivem stale rostouci lidské populace dochazi k ¢im dal vétSsimu zatéZovani
a zneCiStovani zivotniho prostiedi. Vznikaji nové koncepce a strategie zabyvajici se trvale
udrzitelnym rozvojem, ochranou biodiverzity a krajiny, ale vyviji se i nové technologie
a strategie, které odstranuji Skody napachané na zivotnim prostiedi.

K jedném z vyznamnych znedistovateli Zivotniho prostiedi patii rizikové prvky. Radi
se mezi n¢ arzen, olovo, zinek, kadmium, rtut’, chrom a nikl. Jedna se o prvky hojné rozsitené
v zivotnim prostiedi a jejich mnozstvi znané stoupé vlivem lidské populace. Rizikové prvky
jsou soucasti vSech slozek Zivotniho prostfedi a siln€ ovliviiuji nejen rostliny a Zivocichy, ale
jejich u€inky se mohou v krajnich ptipadech projevit i smrtelné na ¢lovéku, proto se jim
v posledni dobé vénuje stale vEtsi pozornost. Snahou je snizit produkei téchto latek a vyrobkt
rizikové prvky obsahujici a samoziejm¢ odstranit t€zké kovy z kontaminovanych oblasti
remediacnimi technologiemi. Ekologickou formou remediaci jsou fytoremediace, které
k odstranéni kontaminantu z prostfedi vyuzivaji vhodné rostliny.

Piedkladand prace se zabyva vyskytem arzenu v zivotnim prostiedi a jeho vlivem
na metabolismus rostlin. Arzen patfi k nejdéle zndmym toxickym prvkim. V ekosystému
se pohybuje specifickymi cestami svého biologického cyklu. Z tohoto cyklu mize vystupovat
a kumulovat se v pidé nebo v Zivych organismech. Pouziti arzenu v travicstvi je véci davné
minulosti. Zato jej vSichni znaji jako prostfedek k hubeni mysi a hmyzu, ochrané rostlin proti
Skiidetim, dfeva proti hnilob¢. Jiz od starovéku se pouziva k vyrobé 1é¢iv. Zatimco akutni
otravy arzenem dnes nejsou cCasté, stale Castéji se v oblastech se zvySenym obsahem arzenu
vyskytuji kozni choroby, neurologické a hematologick¢ zmény, rakovina kuze, plic,
mocového méchyfe a dal$i onemocnéni. Davnd popularita arzenu je bohuzel odvozena
z jeho ryze zapornych vlastnosti. Je to prvek, ktery tvofi vesmés jedovaté slouceniny. Vynika
mezi nimi predevSim stary znamy otrusik neboli utrejch, coz neni nic jiného nez obycejny

oxid arzenity As;Os.



2. CIL PRACE

Arzen patii mezi rizikové prvky a jeho zvySena koncentrace v pid¢ plisobi jako stresovy
faktor na metabolismus rostlin. Dochazi ke sniZzeni vynosu biomasy i kvality péstované
plodiny. Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jak obsah arzenu v pudé ovliviiuje jeho
kumulaci v rostling, v tomto pfipad¢ Spenatu, a jaky je jeho vliv na metabolismus rostliny.
Jako projev stresu v rostlin€ byly sledovany zmény v obsahu ekdysteroidli na obsahu arzenu -
latek vyskytujici se v riznych koncentracich v rostlinach, jejichz vyznam neni doposud zcela

objasnén.



3. LITERARNI RESERZE

3.1 PUVOD

Nézev arzen se odvozuje z feckého slova arsenikon, coz znamend mocny, silny, u¢inny.
V elementéarni formé ho piipravil v poloviné 13. stoleti Albertu Magnas z arzeniku, jednoho
z nejstarSich znamych jedd. K poznani jedovatosti arzenu jiz v ddvnych dobéch ptispélo
pouzivani jeho sulfidii, k 1écbé viedt, doporuCované Hippokratem témei pired dvéma a piil
tisici lety. Pozdé&ji zminéné sulfidy doporucovali jako ucinnd l1é€iva nejcasteji ve forme masti
Aristoteles, Plinius star§i a Paracelsus. Posledni z jmenovanych autorti popsal klinicky obraz
otravy arzenem 1 jeji 1é¢eni. V soucasné dob¢ jsou akutni otravy spiSe vzacné, nicméné
predmétem intenzivniho z4jmu jsou pozdni UCinky expozice arzenu, zejména jeho

karcinogenni G¢inky (Bencko a kol., 1995).

3.2 CHARAKTERISTIKA

Arzen se nachazi jako elementarni prvek v zemské klife a je Siroce rozsifen v Zivotnim
prostfedi. Arzen mulze byt metylovin na monomethylarsenovou kyselinu (MMAA),
dimethylarsenovou kyselinu (DMAA) nebo trimethylarsenoxid (TMAO) za piitomnosti
mikroorganismil. Nejtoxictéjsi formou je AslII (Duker a kol., 2005).

Arzen je prvek nachazejici se ve vzduchu, vodé¢, pad¢, rostlinach a ve vSech Zivych
tkanich. Byl pouZzivén také jako 1€k v chemoterapii az do roku 1945, ale nemél velky efekt pfi
1é¢bé. Chronicka otrava arzenem ma za nasledek poskozeni ledvin, jater, srdce, mozku
a snizenou imunitu. Pasobeni arzenu na c¢lovéka je spojovano srakovinou plic a kuze
(Eisler, 2007).

V ptirodé¢ se vyskytuje ziidka v elementarni formé. Arzen se vyskytuje v péti
modifikacich. Nejbéznéjsi je kovovy arzen, také nazyvany Sedy arzen. Je to leskly a kiehky
kov, vyznacujici se nizkou elektrickou vodivosti a diamagnetickymi vlastnostmi. Na vzduchu
arzen sublimuje, pfi zahfivani pod tlakem taje pfi 817 °C. Pary jsou nazloutlé a jejich
prudkym ochlazenim se ziska Zluty arzen, rozpustny v sirouhliku. Pary tékaji s vodni parou
a maji silné redukéni Gcinky. Plsobenim svétla se opét méni na kovovy arzen. Pfechodnym
produktem je Cerny arzen, ktery je sklovité amorfni a nevede elektricky proud. Pii teploté
270 °C se méni na kovovy arzen. Zahfivanim ¢erného arzenu se rtuti pii 150 °C vznika

rombicky arzen. Redukci roztoku As,Os; v HCI chloridem cinatym vznikd hnédy arzen. Pfi



zahtivani na vzduchu shoii arzen namodralym plamenem za vzniku bilého dymu As;Os.
Vétsina sloucenin arzenu jsou latky rozpustné ve vodé (halogenidy, oxyhalogenidy, fosfor).
Nerozpustné jsou pouze sirniky, selenid, arzenidy, sulfoarzenidy a nékteré arzenitany.
Na rozdil od sulfidt jsou oxid a halogenidy snadno tékavé jiz pti pomérné nizkych teplotach
(Trebichovsky a kol. , 1997).

Geochemické chovani arzenu v jednotlivych slozkach ptirodniho prostfedi (zejména
v pudé, podzemnich a povrchovych vodich a v jejich sedimentech), tedy jeho ptipadné
hromadéni, nebo naopak pohyb a piestup mezi témito slozkami, jsou urovany nékterymi
jeho vyznaénymi vlastnostmi. PredevSim je schopen existovat ve vice valen¢nich stavech
(ato vrozmezi zcela béznych fyzikdlnich a chemickych podminek prostiedi), dale ma tésny
vztah ke geochemii zeleza v supergennich podminkach prostredi (tj. za viceméné
normalniho tlaku a teploty), akonecné jeho slouceniny se méni biologickou cinnosti

(Sktivan, 1996).

3.3 FORMY ARZENU

Anorganické formy arzenu jsou oxidovany in vivo, biomethylovany a obvykle rychle
vylouceny v moci. Naproti tomu organické formy arzenu nepodléhaji obvykle transformacim
(Eisler, 2007).

Arzen se vyskytuje v pfirodé¢ v nekolika oxidacnich stavech: As+V, As+III, AsO,
As—III. Ve vodnim prostiedi najdeme anorganicky arzen v podob& arzenité a arzeni¢né
kyseliny a jejich soli. Anorganické slouCeniny arzenu mohou byt bakteriemi methylovany
na organické formy MMA (monomethylarsenova kyselina), DMA (dimethylarsenova

kyselina) a plynné derivaty arzenu (Bissen, Frimmel, 2003).



Obr 1. Zjednodusené premeny arzenu v zivotnim prostiedi (Adriano, 2001)
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3.4 PRIRODNI ZDROJE ARZENU

Hlavnimi rezervoary arzenu jsou magma, sedimenty, vody hlubokych oceani
a kontinentalni a oceanska troposféra. Arzen je mobilni prvek, ale neakumuluje se v ovzdusi,
rostlindch ¢i vodé, ale kumuluje se v pidé, ale nedistribu¢ni organismy zabranuji Skodlivym
akumulacim (Eisler, 2007).
Obr 2. Cyklus arzenu (Matschullat, 2000)
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3.4.1 Litosféra

Arzen v biosféfe, hydrosféfe i atmosféfe pochdzi z litosféry. Primérny obsah arzenu
(klark) v kontinentalni kife je kolem 3 mg/kg, podil arzenu v jednotlivych hornindch se vSak
znacn¢ lisi. V zulach je ho kolem 2 mg/kg, v piskovcich a vapencich 1 mg/kg, v biidlicich
se obsahy pohybuji kolem 10 mg/kg. V Ceském masivu zejména jilovce a prachovce
permokarbonu, tfetihorni a kiidové jily, kulmské btidlice Nizkého Jeseniku a silurské btidlice
Barrandienu maji obsahy obvykle jest¢ o néco vyssi.

Kromé¢ béznych hornin se arzen koncentruje na nékterych loziskach nerostnych surovin.
Primérny obsah v uhli je uvadén mezi 12 a 18 mg As/kg. V Ceském masivu je velkym
rezervoarem arzenu hnédé uhli. Uhelné sloje severoCeské panve obsahuji arzen v priméru
40 mg/kg, kdezto v panvi sokolovské 333 mg/kg. Zvétravanim arzenopyritu, popiipad¢ jinych
mineral obsahujicich arzen, vznikaji sekundarni minerdly, nejcastéji arzeni¢nany. Jejich
vznik a stabilita (nerozpustnost) zavisi na geochemickém prostfedi lokality, na jejich
chemickém slozeni a krystalové struktufe. Pfi oxidaci ve vodnych roztocich vznika
na povrchu arzenopyritu oxyhydroxid zeleza a hydroxidy a oxyhydroxidy arzenu. Arzenopyrit
je v zemské kiife stabilni, pokud se nachazi pod hladinou podzemni vody. Octne-li se vyse,
v z6n¢€ nenasycené vodou, dochazi k jeho oxidaci a tim 1 k uvoliiovani prvkil, z nichz vznikaji
sekundarni mineraly, zejména ve zvétravacich zoénach sulfidickych lozisek (nejcastéji
arzeni¢nan Zeleza skorodit). Cast slozek uvolnénych z arzenopyritu se dostane do podzemnich

a povrchovych vod a vysrazi se pozdéji v sedimentech (Skfivan, 1996).

3.4.2 Sedimenty

V sedimentech je AsV redukovan na AslIl a methylovan na methylarzenovou nebo
dimethylarzenovou kyselinu. Tyto slouc¢eniny mohou byt dale methylovany na trimethylarzen
nebo redukovany na dimethylarzen a mohou tékat do atmosféry. AsV je sedimenty
absorbovan mnohem vice nez jiné formy arzenu. Adsorpce zavisi predevsim na koncentraci
arzenu, charakteristice sedimentu, pH a iontové koncentraci ostatnich sloucenin. Dulezity
mechanismus adsorpce arzenu na jezerni sedimenty zahrnuje interakci mezi anionty arzenu
a oxidy kovl. Arzen je zabudovdvan do sedimentii b&hem tvorby oxidl, méné castéji
je adsorbovan do jiz existujicich sedimentl. Koncentrace arzenu v sedimentech souvisi
s obsahem manganu, pfedeviim Mn”". Mobilita arzenu v sedimentech a jeho uvolfiovani

do vody je spojeno se sezonnimi zménami (Eisler, 2007).



V sedimentech je obvykle mnozstvi arsenu 5 — 10 mg/kg. Pisek a piskovec obsahuji
mens$i mnozstvi arsenu diky vysokému obsahu kiemene a Zivce. Biidlice maji vysoky obsah

arzenu vzhledem k obsahu pyritu (Smedley, Kinniburgh, 2002).

3.4.2.1 Uvoliiovani sulfidicky vazaného horninového arzenu

Jednim z procesti, které mohou misty az v katastrofickych rozmérech urychlit a rozsifit
vstup arzenu do piirodniho prostiedi, je zvétravani sulfidickych nerosti obsahujicich tento
prvek. Nejbézn&jsim z nich je arzenopyrit, FeAsS. Je tfeba si uvédomit, Ze tyto mineraly
vznikaly za extrémnich podminek tuhnuti a diferenciace horninovych magmat, diametralné
odlisnych od podminek, sjakymi se dnes setkavame na zemském povrchu. Uz z tohoto
pohledu je zifejmé, ze krystalické fdze (minerdly) takto vzniklych hornin jsou vlastné
v béznych podminkach prostfedi nestabilni aje jen otazkou, jak rychle na zemském
povrchu zvétravaji. Chemicky rozklad sulfidickych minerdld v pfirodé spolecné pusobi
atmosféricky kyslik, oxid uhli¢ity, popfipadé¢ dalsi atmosférick¢é kyseliny a voda.
V arzenopyritu, ktery tomuto rozkladu podléha pomérné rychle, nakonec postupné oxiduji
vSechny jeho chemické slozky: sulfidicka sira oxiduje na siranovy anion (ve vodé obihajici
pii louhovani vznikd kyselina sirovd), uvolnéné zeleznaté ionty se postupné oxiduji
na zelezité, které vSak zlistavaji ve vzniklém extrémné kyselém prostiedi v roztoku, a arzen
je za téchto podminek piitomen v roztoku ve formé nedisociované kyseliny arzenité. Tato
kyselina se za pfistupu vzduchu pozvolna déle oxiduje na ionty kyseliny arzeni¢né. Znamena
to, Ze zprvu zustavaji vSechny chemické slozky arzenopyritu v roztoku. Teprve pozdéji a dale
od mist chemického zvétravani arzenopyritu dochazi k postupné neutralizaci odtékajicich
roztokl. Ta ma za nasledek hydrolyzu do té¢ doby rozpusténych iontli trojmocného Zeleza, pti
které se z vody zacina vylucovat rezavy hydroxid Zelezity. Diky jeho specifickym chemickym
vlastnostem a velikému povrchu vznikajici srazeniny je na této fazi (sorpcné a spolusrdzenim)
zachycovana také vétSina arzenu. Je vSak tieba fici, Ze jednotlivé popsané déje probihaji
ruznou rychlosti a nékteré z nich jsou ve skutecnosti velmi pomalé. Naptiklad polocas reakce,
pii které jsou v pfirodnich systémech povrchovych vod oxidovany rozpusténé formy

trojmocného arzenu na As(V), je v fadu hodin az dni (Skfivan, 1996).



3.4.2.2 Rizika premist'ovani arzenu ze sedimentarnich hornin

V historii vyvoje zemského povrchu na mnoha mistech vznikly piscité sedimenty, které
byly pozdéji zpevnény anyni jsou podstatnou slozkou tmelu jejich kifemennych zrn
oxohydroxidy trojmocného zeleza. Piskovce cCasto obsahuji zna¢né koncentrace arzenu.
Protoze vSak tyto sedimenty vznikly za normalnich (oxidac¢nich) pfirodnich podminek,
je v nich arzen vcelku bezpecné fixovan, ato iv jejich zvodnélych horizontech. Pfestava to
v8ak platit ve chvili, kdy v podobné sedimentarni hornin€ vyrazné ovlivnime (chemicky nebo
biologickou aktivitou) hodnotu oxidacné redukéniho potencialu prostiedi (Eh), tzn. v tomto

ptipadé jeho schopnosti redukovat trojmocné zelezo (Skiivan, 1996).

3.5 ANTROPOGENNI ZDROJE ARZENU

Pomér antropogennich zdroji ku pfirodnim je 3:1. Lidé vyuZzivanim piirodnich zdroji
zpisobuji znecisténi vody, vzduchu a piidy. Emise se mohou akumulovat v rostlinich
a zivoCiSich. V pid¢ se muze arzen akumulovat diky pouzivani pesticidii, insekticidd,

hnojenim, spalovanim fosilnich paliv, pouzivanim v praimyslu (Mandal, Suzuki, 2002).

3.5.1 T¥i hlavni zdroje arzenu
Tepelne elektrarny: VétSina arzenu zjisténého na naSem uzemi se dostala do ovzdusi
z tepelnych elektraren spalujicich hnédé uhli. Dalsi ¢ast se nachazi v popelu tohoto uhli

(nad 100 mg/kg), a zejména v popilcich, kde obsahy dosahuji mnoha set i vice mg/kg.

Zemédélské piidy: Primémy obsah arzenu v zemédélskych pudach Ceské republiky
se odhaduje kolem 8 mg/kg. Do pud rocné vstupuje 102 g/ha arzenu (z toho 83 %
z atmosférickych spadt, 13,3 % z hnojiv. Vystupy arzenu ¢ini 35 g/ha, z toho 50 % erozi,
35 % do rostlin, 23 % do vod).

Povrchové vody: ZvySené obsahy arzenu v cCeskych vodach jsou odrazem jak velkych
geologickych jednotek, tak i lokalnich zdroji spojenych s lidskou cinnosti (naptiklad
s tepelnymi elektrarnami). Pfirozené lokalni zdroje (lozisko Mokrsko) se také projevuji

ve slozeni vod v jejich blizkém okoli (Pertold, 1998).



3.5.2 Pouziti arzenu

Svétova produkce arzenu s pohybuje kolem 75 000 — 100 000 tun, ztoho na USA
piipada cca 21 00 tun a spotfeba kolem 40 000 tun. Nejvétsim importérem arzenu je Svédsko.
Témét 97 % vyprodukovaného arzenu je ve formé As,Os;, ztoho 74 % je pouzivano jako
ochranné prostfedky na dfevo a stromy a 19 % jako agrochemikalie (insekticidy, herbicidy,
fungicidy a latky na podporu rdstu rostlin a zivocichil). Mensi mnozstvi jsou pak pouzivana
pti vyrobé skla, elektronice, v 1ékatstvi a veterinaistvi (Eisler, 2007).

Dle smérnice 2003/2/ES se nesmi slouCeniny arzenu pouzivat a latky obsazené
v piipravcich uréenych k pouziti jako ochrana ptfed zneciStovanim mikroorganismy,
rostlinami nebo zvifaty u trupti lodi, kost, plovaka, siti a jiného zafizeni nebo vybaveni
pouzivaného k chovu ryb a mekkysu, jakéhokoliv zafizeni nebo vybaveni, kterd jsou zcela
nebo &asteéné ponofena nebo k oetieni dieva. Pesticidy s obsahem arzenu nejsou v Ceské
republice uz vice jak 50 let registrovany (http://eur-lex.europa.eu, 17.12.2008).

Produkce arzenu stoupala asi do poloviny ctyficatych let (v roce 1943 dosahla
cca 70000 t). Spostupnym nahrazovanim arzenovych pesticidd, zvlasté insekticidd,
ucinnéjSimi  z hlediska akutni toxicity méné nebezpeCnymi preparaty — predevSim
DDT - doslo pak k pozvolnému poklesu produkce arzenu. Arzenové pesticidy pouzivali
zemédeélei véetné vinait ve formé sloucenin arzenitanu sodného Na,HAsOs, vapenatého
Ca(AsO;),, octoarzenitanu médnatého-svinibrodské zelené Cu(CH;COO),.3Cu(AsO;),,
pyroarzenitanu méd’natého (Cu,As;0s), arzeniCnanu vapenatého (Ca2As205), a arzeni¢nanu
sodného (Na;HAsOs.12H,0). Arzen je soucasti prostiedkl ke konzervaci dieva proti houbam
(Wolmanova stl, obsahujici 25 9% arzenitanu sodného). MenSi mnozstvi se pouziva
ve farmaceutickém primyslu, ve sklafstvi, pro veterinarni ucely, pfi vyrob¢ protiparazitalnich
lazni, konzervaénich prostredktl na kiize, otravenych vnadidel, nékterych herbicidd, jedi proti
kobylkam a pfi preparaci loveckych trofeji. Elementarni arzen kovovy se pouziva pii vyrobé
slitin. Do olova na vyrobu brokt se ptidadva pro zvyseni povrchového napéti slitiny k dosazeni
dokonalého kulovitého tvaru. ZvySuje odolnost médi ke korozi, zlepSuje jeji mechanické
vlastnosti a zvysuje bod tuhnuti. Malé mnozstvi ptidané do zlata vyrazné zlepsuje jeho tvrdost
a kiehkost. Krystaly arzenidu gallia se pouzivaji jako kvantové generatory svételného zatizeni
v laserech. Kyselina arzeni¢na a jeji organické derivaty kyseliny 4-aminofenylarzenicné
a 3-nitro-4-hydroxyfenylarzeni¢né se v nékterych zemich, zvlast€¢ v USA, piidavaji
do krmnych smési pro néktera hospodarska zvitata v koncentracich 25 az 45 mg/kg jako

rustové stimulatory (Bencko a kol., 1995).



3.5.3 Rizika uniku arzenu z uloZist’ uhelnych popilku

Spalovani uhli, vzhledem k obrovskému rozsahu této aktivity a také proto, ze uhli Casto
obsahuje zna¢né koncentrace arzenu, ma za nasledek patrné nejvyznamnéjsi vstupy arzenu
do prostiedi zpisobené clovékem, a to hned dvoji cestou:

1) emisemi do ovzdu$i, kde je arzen pfitomen zejména ve formé povlaki
kondenzovaného As,0s na jemnych ¢asticich kominovych tlett
2) ukladanim popilkt a Skvary.

Prvni proces vede pies atmosféru k rozptylu arzenu do Sirokého okoli od zdroje emisi,
druhy znamena moznost vzniku vyznamnych zdrojii mistniho zamotfeni povrchovych
a podzemnich vod. Rizika uvolnéni arzenu z ulozist’ uhelnych popilkil jsou do zna¢né miry
podobna rizikiim jeho tniku z piskovcl bohatych arzenem. Popilky zpravidla obsahuji vyssi
koncentrace Zeleza, které pak po hydrataci povrchu jednotlivych castic popilku v pfirodnim
prostiedi a vzniku oxohydroxidi zeleza piedstavuje nejvyznamnéj$i prostfedek poutani
arzenu. Dal$i mobilizace takto vazaného arzenu opét piichazi v ivahu (ve zvodnélych

vrstvach loziste) pfi sniZzeni hodnot pH daného prostiedi (Skiivan, 1996).

3.5.4 Potraviny

V nékterych potravinach nachazime i v ptirozenych podminkach vétsi mnozstvi arzenu.
Nejvice ho obsahuji moisti mékkysi a z méné exotickych produktl nejvice oves. Vino a vinny
mosSt mohou prilezitostné obsahovat vétsi mnozstvi arzenu, které je obvykle siln¢ redukovano
v pribéhu zpracovani, protoZe je kumulovano kvasinkami. Ukdzalo se, Ze vinné kvasinky
obsahovaly arzen v koncentracich do 150-180 pg/kg. Maso miiZze obsahovat stopy arzenu
pouzivaného jako ridstovy stimulant, ¢i tonikum v nékolika davkach pted porazkou.
Ptilezitostn¢ dochazi ke kontaminaci vyrobkl z obili, pfi jehoz suSeni bylo pouzito koksu
vyroben¢ho zuhli svysokym obsahem arzenopyritu. Arzenem byly kontaminovany
potravinaiské vyrobky obsahujici zelatinu z klize ovei oSetfovanych protiparazitarnimi
laznémi. Vyskytl se dokonce pfipad zna¢né kontaminace Cokolady z obalového papiru
barveného arzenovymi pigmenty. Podobné piipady se ale vyskytuji jen vzacné. Nejvyssi
pfipustné mnozstvi arzenu je v mléce 0,05 mg/kg, v mase 0,1 mg/kg, v zelenin€é 0,5 mg/kg
vyjma brambor, kde je limit 0,3 mg/kg (Bencko a kol., 1995).

Tolerovany tydenni piijem anorganického arzenu je 0,015 mg/kg lidské vahy. V piipadé
organického arzenu je povoleny ptijem 0,05 mg/lidské vahy/den (Uneyma a kol., 2007).

10



3.5.5 Odpady s obsahem arzenu

Odpadni arzenové vapno — zdrojem tohoto odpadu je vyroba nezeleznych kovi.

Odpadni sulfid arzenity — zdrojem je chemicky primysl a vyroba pracich prostitedki.

Ostatni odpadni slouceniny — z chemického, sklarského a keramického primyslu.

Skoroditovy kal — z vyroby nezeleznych kovi.

Ostatni odpady — elektrarenské strusky a popilky, smetky z méstskych komunikaci, kaly
z COV (Trebichovsky a kol., 1997).

3.6 ZPUSOBY ZNESKODNOVANI ARZENU

e Vysrdzeni arzenového ferihydritu, kde se rozpustnost snizuje pii vysSich pomérech
zeleza k arzenu (>4). Pfi rekrystalizaci na o-FeOOH (a-goethit) miZze dojit
k uvolnovani arzenu. Tato metoda je vhodna napt. v polnich podminkach Bengalska,
kde se pitna voda upravuje dostupnou zvétralinou, obsahujici volné hydroxidy zeleza.

e Vysrazeni ve form¢ arzeni¢nanii Fe a Ca. Nejstabilngj$i je skorodit (rozpustnost
<1 mg/kg) dobie krystalovany v prostiedi s pomérem zeleza a arzenu nejméné 3,
za pH 4 az 10. Pokud je v arzeni¢nanech ptitomen také vapnik, maji vys$si rozpustnost.
Krystalizace skoroditu je primyslové nejucinnéjsi metodou k odstranéni arzenu
z roztoku. V posledni dob¢ byla vypracovana modifikace této metody, provozovana
pii 90 oC za atmosférického tlaku, kterd probiha za postupné neutralizace a zarucuje
dobrou krystali¢nost skoroditu a tim i jeho nizkou rozpustnost.

e Arzenové strusky mohou obsahovat az 10 % As a jsou velmi malo rozpustné. Neni
vSak znamo jejich dlouhodobé chovani.

e Arzenové cementové smési fyzicky uzaviraji slouceniny arzenu a zamezuji jejich
dalSimu reagovani. Pouzivaji se napf. k vypliovani vydobytych dulnich prostor
(tézené lozisko zlata Bourneix ve Francii).

e Technologie SMITE (synthetic mineral immobilization technology), kterymi
se vyrabéji arzenové analogy stabilnich mineralt, naptiklad svabit Ca5(AsO4)3F, coz
je mineral apatitového typu.

e Je znamo 34 kment bakterii, které oxiduji toxicky As3- na As5+ v odpadnich vodach.
Biometylaci pfechdzeji anorganické slouceniny arzenu na rtizné slouceniny organické

(Pertold, 1998).
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3.7 KOLOBEH ARZENU V PRIRODE

3.7.1 Ovzdusi

Koncentrace arzenu v ovzdusi se b&zné pohybuji v rozmezi 0,4 - 30 ng/m’. MnoZstvi
inhalovaného arzenu v nezneciSténém prostiedi je 120 ng, zcehoz pouze 30 ng
je absorbovano (Mandal, Suzuki, 2002).

Do atmosféry se dostdva arzen predev§im diky vétrné erozi, vulkanickym emisim,
volatizaci z pidy a spalovanim uhli. Koncentrace arsenu v destovych ¢i sné¢hovych srazkach
nad venkovskymi oblastmi je obvykle niz§i nez 0,03 pg/l. V industridlnich oblastech,
v blizkosti sopek a v mistech, kde se spaluji uhli, jsou tyto hodnoty vyssi 0,5 - 16,0pg/l
(Smedley, Kinniburgh, 2002).

3.7.1.1 Biomethylace — pFirozeny vstup tékavych slou¢enin arzenu do ovzdusi

Dal$im zajimavym rysem arzenu je jeho schopnost tvorby plynnych sloucenin. Jejich
objev ma uz pomérné¢ dlouhou historii, kterd se odviji od objevu toxického tzv. Gosiova
plynu. Pivodné B. Gosio, italsky badatel, zjistil, ze se ve vlhkych vytapetovanych
mistnostech vyviji jedovaty plyn, a to vSude tam, kde bylo pouZito barviv obsahujicich arzen.
Pozdéji, r. 1901, popsal tnik jedovatého plynu neznamého sloZeni i z kultur urcitych plisni
obsahujicich oxid arzenity. Mechanizmus vzniku tohoto plynu vysvétlil jednoznaéné teprve
r. 1945 F. Challenger. Ten zjistil, Ze jde o trimethylarzin, ktery vznika biologickou methylaci
anorganickych slou¢enin arzenu. Pozdé€ji se zjistilo, Ze k biomethylaci slou¢enin arzenu
dochazi bézn¢ v anaerobnim prostfedi sedimenti povrchovych vod a zamokienych pud.
V tomto piripadé maji pfislusny reakéni mechanizmus na svédomi jednobunécné
mikroorganizmy (napf. rod Methanobacterium) ana dé&ji se podili derivat vitaminu B12,
methylkobalamin. Tento pfirozeny proces umoziuje prestup arzenu pivodné
vazaného v sedimentech a pidach do pfislusnych vod a odtud (ve form¢ plynného dimethyl-
a trimethylarzinu) a7 do ovzdusi. Tam ovSem osudy arzenu nekonéi. Uginkem
vzdusného kysliku a za spoluucasti ultrafialového zafeni a atmosférické vlhkosti se tyto
sloucCeniny arzenu castecné oxiduji na tzv. kakodylovou kyselinu (CHj3);HAsO,, ktera
je vymyvana destovymi srazkami a vraci se tak na zemsky povrch. Biologickd methylace
arzenu, jeho Unik do atmosféry, naslednd oxidace a zpétné vymyvani arzenu na zemsky
povrch uzaviraji kolob¢h tohoto zajimavého prvku v ptirodnim prostiedi. Zaroven predstavuji

vysvétleni dvou vyznamnych vySe uvedenych pfirozenych vstupii arzenu do ovzdusi
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ve form¢ tékavych sloucCenin arzenu moiského a suchozemského ptivodu. O celkovém
rozsahu biologické methylace arzenu si miiZeme ucinit pfedstavu z odhadované velikosti

souctu obou vstupt do atmosféry, kterd ¢ini roéné zhruba 3 600 tun arzenu (Sktivan, 1996).

3.7.2 Voda

Ve vod¢ se arzen vyskytuje v organické (AsV) i anorganické formé (Aslll) a to jak
v rozpusténé tak v plynné podobé. To v jaké podobé se arzen bude vyskytovat ve vodnim
prostiedi zavisi na pH, obsahu organickych latek, suspendovanych casticich, rozpusténém
kysliku a dalSich faktorech. Primarné se arzen vyskytuje ve vodé jako rozpustny iont nebo
jako pevné nebo kapalna castice. Velmi ziidka se ve vod¢ vyskytuje v elementarnim stavu
As0. Nejcastejsi formy arzenu ve vodnim prostiedi jsou arzeni¢nany, arzenitany nebo
methanarzenova kyselina. Anorganickd forma arzenu (AsV) se nejcastéji nachazi ve vodach
s vysokou koncentraci rozpusténého kysliku, neutrdlni pH, redukovanym obsahem
organického materidlu. Opacné podminky podminuji vyskyt sulfidd arzenu. V chladnéjSich
mésicich je dominantni formou arzenu (AsV) a v teplejSich je Castéjsi vyskyt methylovanych
forem arzenu. Moiské fasy transformuji arzenitany na netékavy methylovany arzen jako
naptiklad na methanarzenovou kyselinu a zaroven syntetizuji v tucich rozpustné slouceniny
arzenu. Moftsky fytoplankton je schopen akumulovat arzen ve vysSich koncentracich
a preménovat anorganické formy arzenu na methylované formy, které jsou pozd¢ji preneseny
do potravnich fetézci (Eisler, 2007).

Arzen se nachazi v malych koncentracich v pfirodnich vodach. Povolené maximum
v pitné vodé je 10pg/l. Tato norma je platna pro staty EU. Napiiklad Indie nebo Bangladés,
staty majici problém s vysokou koncentraci arzenu v pitné vodé, maji tyto limity mnohem
vyssi az 50 pg/l. Motska voda obsahuje obvykle 0,001 — 0,008 mg/l (Mandal, Suzuki, 2002).

V prostiedi s pH niz$im jak 6,9 se Castéji objevuje arzen ve formé HyAsO, °, ve vodach
s vyssich pH je Gast&jsi vyskyt HAsO,>. V redukénich podminkach pii pH niz§im nez 9,2
prevlada H3;AsOs’. V piitomnosti extrémné vysoké koncentrace rozpuiténé siry mizeme
pozorovat vyznamné mnozstvi rozpusténych As-sulfidii. Redukéni kyselé prostiedi podporuje
vyluCovani As;Ss3, AsS nebo jinych mineralt s obsahem arzenu. Koncentrace arzenu ve vodé
zalezi na zdroji arzenu, jeho dostupném mnozZstvi a geochemické charakteristice prostiedi.
V tekoucich vodach jsou koncentrace obvykle nizké 0,1 — 0,8 mg/l. V geotermalnich
oblastech miize obsah arzenu v fekdch dosahovat az 10 — 70 mg/l (Smedley, Kinniburgh,

2002).
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Obr 3. Cyklus arzenu cerpaného z artézskych vod (Adriano, 2001)
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3.7.2.1 Arzen v usazeninach povrchovych vod

Zajimavy je ovSem i dalsi osud arzenu, fixovaného (Casto ve vysokych koncentracich)
v prirozenych chemogennich srazeninach hydroxidu zelezitého, které jsou predevsSim
produkty sulfidického zvétravani. V teplych mésicich roku dochézi k teplotnimu rozvrstveni
rybni¢ni vody, v disledku mikrobidlni ¢innosti je v hlubSich vrstvach spotiebovan veskery
rozpustény kyslik a v takto vzniklém odkysliceném prosttedi dochazi k redukci Fe(III)
pritomného v usazenin€é. Vznikajici dvojmocné zelezo prechazi do roztoku, kam se spolu
s nim uvoliuje také sorbovany arzen. Takovato Zelezem a arzenem obohacena voda ptichazi
v prostoru vypusti pod hrazi do styku s atmosférickym kyslikem, kde se proto opét tvofi
rezava srazenina hydroxidu Zelezitého, vznikajici oxidaci rozpusténych Fe*” ionti. Popsané
transformace sloucenin Zeleza, jez probihaji v tomto pfirozeném reakénim systému, maji
za nasledek, Ze se koncentrace arzenu v jednotlivych typech vod silné lisi: pti hlading rybnika
bylo vzdy méné nez 10 g As/l, u dna v dobé¢ teplotniho rozvrstveni bylo nalezeno az 80 g As/l,

ve vypusti pak az 120 g As /1 (Skiivan, 1996).

3.7.2.2 Odstranovani arzenu z kontaminovanych vod

Pfi odstranovan arzenu z vody je nutné odstranit obé formy arzenu As(III) i As(V). Mezi
zakladni pouzivané technologie se fadi sorpce na aktivnim hliniku a vyména iontd s vyuzitim
polymeri. Ob¢ tyto metody vSak vyZaduji upravu pH nebo pre-oxidacni ¢i post-oxidaéni
upravy. Proto byla vynalezena novd metoda odstrafiovani arzenu z kontaminovanych vod
s vyuzitim polymerniho hybridniho sorbetu, ktery vykazuje velmi dobrou mechanickou

pevnost a je schopen odstranit obé formy arzenu aniz by bylo tieba provadét upravu pH
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¢1 oxidaci. Navic nezpiisobuje zménu kvality vycisténé vody. Dalsi vyhodou je jeho

schopnost regenerace a opétného vyuziti (DeMarco a kol., 2003).

3.7.3 Piuda

Hlavnimi zdroji arzenu v pidé¢ jsou arzenopyrit (FeAsS) a dalsi sulfidy obsahujici As
jako hlavni nebo stopovou komponentu, napt. 16lingit (FeAs2) nebo pyrit (FeS2) s obsahem
arzenu. Po uvolnéni ze sulfidi je As(III) oxidovan na As(V) a v zavislosti na jeho koncentraci
mohou slouceniny arzenu koprecipitovat s nové tvofenymi hydro-oxidy Zeleza (HFO) nebo
mohou byt adsorbovany na povrchu téchto mineralli, popfipadé se mohou zapojit do obou
1 oxohydroxidy hliniku a jilové mineraly. Mobilita arzenu v pid¢ je velmi nizka ve srovnani
s mobilné€jsimi elementy, jako jsou kadmium nebo zinek. Anorganické slouceniny arzenu jsou
arzenu v pud¢ je zavisla na procesech sorpce a biotransformace téchto sloucenin jak v oblasti
rhizosféry, tak 1 v okolni pidé¢ a speciace arzenu v pudnim roztoku je odpovédna
za kvantitativni a kvalitativni aspekty speciace arzenu v rostlinach (Székova a kol., 2007).

Koncentrace arzenu v pud¢ s pohybuji v rozmezi 5-10 mg/kg. Kyselé pidy s obsahem
siry vzniklé oxidaci pyritu jsou relativné bohaté na arzen. Podpovrchové ptdni horizonty jsou
chudsi na arzen, ktery se vlivem volatizace uvolnuje do ovzdusi nebo vyluhem dostava
do nizSich vrstev. Dominantnim zdrojem arzenu v pudé je geologické podlozi, dale pak
industrialni zdroje, v zemé&délstvi pouZivané pesticidy a hnojiva (Smedley, Kinniburgh, 2002).

Mobilita arzenu v pad¢ zavisi na typu pudy, pH , redoxnim potencidlu a obsahu zeleza,
manganu, hlinku, vapniku, hof¢iku v pad¢, piirodnich organickych latkach a jilu (Bisssen,
Frimmel, 2003).

Sulfat Zeleza se Casto pouziva k redukci mobility arzenu v piid€. Pozvolné uvoliovani
Fell poskytuje idedlni podminky pro oxidaci AsIII na AsV, ktery se pak snadno adsorbuje
na hydroxid Zeleza. Stejn¢ tak oxidy manganu mohou adsorbovat vysoké mnozstvi arzenu
a tim snizovat jeho mobilitu a toxicitu. Naopak alkalické materialy v ptidé zvySuji mobilitu
arzenu. Jilovité pidy obsahuji velmi mald mnoZstvi arzenu diky jeho silnym vazbam na jil
(Kumpiene a kol., 2008).

V aerobnich podminkich se v vyskytuje arzen v pidé nejéastdji ve form& AsO4”
vazany na jilové mineraly. V kyselych piidach se naléza arzen v podobé AlAsOs a FeAsO4

(Matschullat, 2000).
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Fytotoxické ucinky arzenu v pidé jsou redukovany zvySenym obsahem vépna,
organického materidlu, zeleza zinku a fosforu v piidé. Polocas rozpadu arzenu v pidé je 6,5

roku trioxidu arzenu az po 16 let u arzeni¢nanu olovnatého.(Eisler, 2007).

3.7.3.1 Model chovani arzenu v systému puda-rhizosféra-rostlina

Model zahrnuje ptijem arzenu, chemickou speciaci v pidnim roztoku a interakci s piidni
pevnou fazi a rostlinnou vyzivu zelezem a fosforem. Individudlni procesy zndzornéné
v modelu jako proudy/ transformace (plné ¢ara) a vlivy/interakce (teCkovana ¢ara) jsou dobie
znamé, ale dosud nebyly pro popis arzenu v systému pida-rhizosféra-rostlina aplikovany.
Tento model zdiiraznuje kliCové procesy a jejich interakce a mize byt napomocen v dalSim
studiu chovani arsenu v rhizosféfe suchozemskych rostlin. Arzen je v pad¢ asociovan
s oxidy-hydroxidy zeleza. Hodnota pH v rhizosféfe se muze liSit od pH v okolni pidé
az o dv¢ jednotky. Za aerobnich podminek je arzen pfitomen v pidnim roztoku jako AsV
a desorbuje se ze sorpcnich mist za zvySeni pH. Uvolnéni arzenu a fosforu do ptidniho
roztoku muze nastat rozpuSténim oxidihydroxidi Zeleza jak pii zmenSeni redukéniho
potencialu indukovaného rostlinou, tak pfi drastickém poklesu pH v rhizosfére. Redukce AsV
na AslIl vede k jeho zvySené pfistupnosti pro organismy a k toxicité pro rostliny. Pfijem
zeleza a arzenu mohou interagovat, protoze mobilizacni procesy indukované koteny, majici
za ucel zvysit rozpustnost Zeleza z jeho oxidi/hydroxidd, nevyhnutelné vedou k uvolnéni
zelezem vazaného arzenu. Byly popsany dva odlisné typy reakce kofentll, jmenovité strategie
I a II, jako mechanismus pro ziskani zeleza. Pfedev§im uvolnéni redukénich a chelatac¢nich
sloucenin zvySuje piistupnost arzenu pro organismy v rhizosfére. Karboxylové kyseliny
uvolnéné rostlinami s nedostatkem fosforu se podili na mobilizaci anorganického fosforu
v rhizosféte. Takové procesy také ovliviiuji pfistupnost arzenu pro rostliny vzhledem k zndmé

podobnosti arzeni¢nanu a fosfore¢nanu (Soudek a kol., 2006).
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Obr 4. Model chovani As v systému puda-rhizosféra-rostlina (Soudek a kol., 2006)
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3.7.4 Organismy

Zvitata vystavovand vlivim arzenu si mohou na néj vypéstovat toleranci. Nejspis je to
spojeno se schopnosti methylace v Zivém organismu. Buiikky se mohou adaptovat na ptisobeni
arzenu zvySujici se biotransformaci a zvySenym mnozstvim methylovanych forem.
Koncentrace arzenu v tkanich motskych organismi je nejvyssi v tucich, svalech a méni
se se stafim organismi, geografickou polohou a antropogennimi vlivy. Obecné lze fici,
ze tkan¢é obsahujici hodné tukli vykazuji také vyssi koncentrace arzenu. Nejvyssi hodnoty
30 mg/kg byly zaznamenany ve svalovin¢ zraloka Mustelus antarcticus a hodnota 16,2 mg/kg
ve svalech Raja sp. Rekordni hodnota u motského savce byla 2,8 mg As/kg tuki v téle
velryb. Vyssi koncentrace arzenu v télech motskych zivoCichii je dana jejich dobrou

schopnosti akumulovat arzen z vody a z potravy (Eisler, 2007).

3.7.4.1 Arzenolipidy

Pfirodni arzenolipidy jsou analogy neutradlnich lipidi jako jsou monoglyceridy,
glykolipidy, fosfolipidy a fosfonolipody. Nachdzi se v mikroorganismech, houbach,
rostlinach, liSejnikach, rybach i bezobratlych organismech. Arzenolipidy jsou konecnymi

produkty detoxifikace arzenitant, kterda zahrnuje redukci, oxidacni methylaci a adenosilaci.
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Biogenese arzenolipidii souvisi s piirozenym vyskytem metaboliti arzenu (Dembitsky,

Levitsky, 2004).

3.7.4.2 Detoxikace
Methylace arzenu AsV na methylarzen a dimethylarzenovou kyselinu je hlavnim

detoxikaénim mechanismem v téle savcl. Pfed methylaci, kterd se nejCastéji odehrava

v jatrech, dochazi k redukci AsV na AslII (Eisler, 2007).

3.7.4.3 Mikroorganismy

Mikroorganismy diky své adaptabilit¢ a diversit¢ mohou existovat i ve velmi Spatnych
podminkach, nevhodnych pro riist nékterych vyssich rostlin. Obsahuji rezervoar dualezitych
gend, které jsou vyznamné pii detoxifikaci kovi (LeDuc, Terry, 2005).

Dulezitou roli pfi oxidaci a redukci arzenu v pidé, sedimentech, Cistirenskych kalech
apod. hraje aktivita mikrobidlni biomasy. Pudni bakterie jsou také schopny redukovat
arseni¢nany na arsenitany a poté je methylovat na dimethylarsan. Rovnéz houby jsou schopny
konvertovat organické i anorganické slouceniny arzenu na tékavé methylarsany. Metabolicka
aktivita specifickych mikrobialnich populaci ptidni biomasy hraje vyznamnou roli ve speciaci

anorganického arzenu v padnim roztoku (Szakova a kol., 2007).

3.7.4.4 Ptaci

Poznatky o otravé AslIl u ptakd, které se projevuji ztizenou koordinaci svald,
zpomalenosti a tézkopadnosti, trhavymi pohyby, pokleslymi o¢nimi vicky, schoulenosti,
ztratou orientacniho reflexu, neschopnosti pohybu, jsou velmi podobné piiznakim otrav
jednoho az Sesti dni. Predpoklada se, ze letalni efekt akutni otravy arzenem, je zpisoben

destrukei krevnich cév, coz ma za nasledek snizeni krevniho tlaku (Eisler, 2007).

3.7.4.5 Savci

Savci jsou vystaveni arzenu primarné diky kontaminované vegetaci a vodé, popiipadé
vlivem antropogennich aktivit. Casto jsou pouZivana potravni aditiva s obsahem arzenu pro
podporu riistu. Vstfebavani arzenu do téla zvitete se déje inhalacemi, absorpci pokozky nebo
sliznici. Rozpustné formy arzenu jsou piijimany sndze a ve vySSich koncentracich. AslII
inhibuje mitochondridlni respiraci, zptsobuje distalni neuropatii a poruchu motoriky

(Yokel a kol., 2006).
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3.8 ARZEN A JEHO UCINKY NA CLOVEKA

Arzen miize byt absorbovan s potravou, inhalacemi, priinikem ptes pokozku ¢i sliznice.
Do bun¢k se arzen dostava aktivnim transportem. Nejcastéji je arzen do t¢la dostavan
potravou a vétSinou je pak vyluCovan moc¢i béhem prvnich par dni. Nejtoxictéjsi formou
je anorganicky AsIII nejméné pak AsO. Rozpustnost ve vod¢ a télnich tekutinidch souvisi
s toxicitou. Cim méné toxick4 forma tim méné& je ve vodé rozpustna. A¢koli metabolismus
arzenu v motskych a suchozemskych organismech je podobny, v moiskych organismech jsou

koncentrace arzenu mnohem vyssi.(Eisler, 2007).

3.8.1 Toxicita pro ¢lovéka

AsHj, plynna forma arzenu, je nejvice toxicka a smrtelna davka je 250mg/m’. Pro AsIII
je letalni davka 34,5 mg/kg (Bissen, Frimmel, 2003).

Rozpustné slouceniny arzenu jsou absorbovany stievy a vylouceny ledvinami dale pies
mocové cesty ven z téla. Methylované formy arzenu (anorganické formy AslIl a AsV ) jsou
detoxifikovany v jatrech na MMAA a DMAA. I pfesto jsou tyto detoxifikované formy
toxické pro clov€ka a savce. AslII je toxicky pfedevsim diky jeho vazbam na SH skupinu
enzymu a proteinl a zplsobuje jejich denaturaci. Se vzristajicim mnozstvim kysliku v burice
zpisobuje jejich rozpad. AslIl inhibuje v lidské téle vice nez 20 enzymii. AsV je svou
strukturou podobny fosforu a mize ho v lidském téle nahrazovat naptiklad v kostech. AsV
se snadno hydrolyzuje, coz brani pfeméné fosforu ve formé¢ ADP na formu ATP a tim
spotiebovava energii. Aslll, nejvice toxickd forma arzenu, zplisobuje rozpad cervenych
krvinek, ktery mutze vést az k hemolytické anémii. Interakce s SH skupinami proteinti
a enzymu inhibuje sodiko-draselné pumpy v erytrocytech. AslII také snizuje schopnost DNA
opravnych systému, coz miize vést k nddorovému bujeni (Duker a kol., 2005).

Arzen byva oznacovan jako protoplazmaticky jed, protoze mlze pronikat bunécnymi
membranami do protoplazmatického prostoru a hluboce tak postihovat bunéénou hmotu.
Je klasifikovan 1 jako kapilarni jed, protoze zpusobuje propustnost stén krevnich kapilar

(Kafka, Puncocharova, 2002).
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3.8.1.1 Akutni otrava

Symptomy akutni toxicity se objevi vétSinou 30 minut po pfijmuti vétsi davky arzenu.
Pokud je arzen pfijiman potravou mohou se tyto pfiznaky objevit pozdéji. Mezi nejCastéjsi
projevy akutni toxicity patii slabost, bolest svalli, zvraceni a prijmy. Prudka otrava probiha
bud’ pod obrazem gastrointestindlniho syndromu v disledku paralyzy kapilar mezenteria,
protoZe arzen je silny kapilarotixicky jed, nebo po poziti enormnich davek, ptipadné rychlém
vstiebani jedu rannou plochou poSkozené sliznice pod obrazem paralytického asfyktického

syndromu s rychlym bezvédomim a obrnou ob&hu a dychani (Saha a kol., 1999).

3.8.1.2 Chronicka otrava
Nejcastéji zasahuje arzen orgdny jako jsou stfeva, jatra, ledviny, pokozka, krevni ob¢h
a muze zpusobovat vypaddvani vlasl, zvySenou pigmentaci, tvrdnuti pokozky, rakovinu,

vaskularni onemocnéni, neurozy (Duker a kol., 2005).

3.9 ROSTLINY

Arzen patii mezi nejintenzivnéji studované rizikové prvky z divodu jeho toxicity pro
¢lovéka 1 ostatni zivocichy. Rovnéz fytotoxicita tohoto prvku je zndma. Povazuje hladinu As
v rostlinach 0,01-1 mg/kg za normalni a obsahy 3—10 mg/kg za fytotoxické. Byl rovnéz
prokazan vliv zvySené koncentrace As na snizeni absorpce nékterych mikroprvki jako B, Cu,
Mn a Zn rostlinami (Szakova a kol., 2007).

Na polich oSetfovanych pravidelné pesticidy s obsahem arzenu se arzen zabudovava
do pudy a zpisobuje sniZeni trodnosti kulturnich rostlin jako jsou napiiklad je¢cmen nebo
vojtéska (Kaftka, Puncocharova, 2002).

Arzen neni pro rostliny esencidlni Zivinou, pfesto byly zjiStény zvySené vynosy pii
péstovani na ptidach s nizkymi koncentracemi arzenu. Tento efekt byl pozorovan u odolnych
plodin jako jsou brambory, kukufice, Zita a pSenice. Suchozemské rostliny akumuluji
pfednostné AslIIl. Fosfaty inhibuji pfijem arzenu rostlinami. Toxicita arzenu se v rostliné
projevuje blokaci syntézy proteind. Schopnost rostlin pfijimat arzen je vy$$i v pudach
s hrubsi texturou s malym koloidnim materidlem a mensi schopnosti vymeény iontii. Aby mohl
byt arzen rostlinou pfijiman musi byt v mobilni formé. Methylovany arzen at jiz v podobé¢
herbicidli nebo defoliantii je rozpraSovan na povrch rostlin a néasledné se tyto latky dostavaji
do piidy bud’ piimo pfti aplikaci téchto vyrobkli nebo pii oplachu rostlin vodou. Dalsi formy

arzenu se dostdvaji do pudy z kofenti rostlin nebo po smrti rostliny pii jejim rozkladu.
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Fytotoxické reakce organického a anorganického arzenu jsou odlisné. Primarné ovlivituje
arzen v rostlindch aktivaci svétla, pravdépodobné narusenim pentosofosfatového cyklu.
AslIII pronikaji pies rostlinou kutikulu v mnohem vétsich koncentracich nez AsV. Pfi priniku
dochazi k poklesu turgoru. Fytotoxicita herbicidii je charakterizovana chloraci, zastavenim
rustu, postupnym hnédnutim, dehydrataci a smrti. Rostliny mohou pfijimat arzen
prostfednictvim kofent a listli. Koncentrace arzenu v rostliné pak souvisi s obsahem arzenu
ve vod¢ a v pudé. Pidy obohacené o rostliny, které byly kontaminovany arzenem , nemaji
nijak znateln¢ poSkozeny cyklus CO, ¢i nitrifikaci. Z toho vyplyva, ze pokud ptidame
do pudy arzen, neovlivni nam to rozklad rostlinnych pletiv ptidnimi mikroorganismy
(Eisler, 2007).

Ze zemédélskych plodin jsou na U€inky As nejcitlivéjsi luskoviny. Fytotoxicita arzenu
se u rostlin projevuje plazmolyzou pletiv kofenti a zloutnutim listli vedoucim az k nekroze
Spicek a okraji listii (Pavlikova a kol., 2007).

Fytotoxicita arzenu se liSi v zavislosti na rostlinném druhu, mnozstvi arzenu v pide¢,
na pudnich vlastnostech a jejim slozeni a také na teplot¢ (Naidu a kol., 2006).

Tolerance k arzenu zalezi na druhu rostliny a mize vyplyvat ze dvou strategii: nepfijeti
arzenu (excluder) nebo akumulace arzenu (akumulator). Strategie nepiijeti arzenu zahrnuje
zabranéni pfijmu arzenu nebo omezeni transportu arzenu do nadzemnich c¢asti rostliny. Tuto
strategii uplatituje napi. Typha latifolia hojné rostouci na pidé kontaminované arzenem.
Akumulacni strategie ptredpokladd silnou akumulaci arzenu v rostliné. Toto je strategie
nékolika suchozemskych rostlin rostoucich na haldach po tézbé nerost, které obsahujici
hodn¢ arzenu, napt. Agrostis tenuis. Ptestoze je rostlina schopna akumulovat velké mnozstvi
arzenu, na to aby mohla byt oznaena za hyperakumuldtor, je nutné splnit jest¢ druhou
podminku a sice absorbce rizikovych prvkl az 1000 mg As/kg suSiny (Soudek a kol., 2006).

Arzen je piijiman rostlinou vyuzitim fosfatového transportniho systému. Arzen
inaktivuje fadu enzymu diky své vysoké afinité k thiolové skupiné proteint. V piitomnosti
fosfore¢nanii je pfijem arzenu inhibovén zatimco v pfitomnosti arzenu je fosfat jen slabé
inhibovan. U suchozemskych rostlin existuje mezi arzenem a fosforem kompetetivni
interakce b&hem piijmu rostlinou. Toxicita arzenu caste¢n¢ blokuje syntézu proteini
a dochazi k interferenci s proteinovou fosforylaci, avSak pfitomnost fosforu zabraiuje této
reakcei (Soudek a kol., 2006).

Piijem arzenu rostlinou je ovlivnén texturou pidy a kompetici a fosforecnany. Nizké
davky fosfatd vytla¢i arzen z pudy a zvysi tim jeho piijem a fytotoxicitu, zatimco vétsi davky

fosfati soutézi s arzenem na povrchu kotent rostlin a snizuji tak jeho pfijem a fytotoxicitu.

21



Mnozstvi piijatého arzenu rostlinou se zvySuje s jejim rtistem. Fytotoxicita arzenu je znacné
ovlivnéna jeho chemickou formou a koncentraci. Ve vodé¢ rozpustné formy jsou mnohem vice
toxické nez pevné vazané formy. Aslll ma vyznamny inhibi¢ni efekt na mitochondridlni
respiraci. Diky chemické podobnosti arzenu k fosforu se arzen ucCastni mnoha reakci
v bunikdch a mutze pusobit 1 jako substituent fosforu v DNA. Inhibice enzymi v DNA
opravné, zpusobend arzenem, muze zapiicinit poSkozeni DNA. AsIII je slaby mutagen, ale
potenciondlni komutagen (Patra a kol., 2004).

Biokoncentrac¢ni faktor musi byt vétsi nez 1, tedy koncentrace kovu v rostliné musi byt
vetsi nez koncentrace kovu v pide¢. Rostliny akumulujici arzen ho mohou ulozit v kotfenech
nebo ho pfemistit do nadzemni ¢asti. Zda se, ze dvoudélozné rostliny premistuji do nadzemni
¢asti vice arzenu nez jednodélozné rostliny. Rozdilnost v misté ulozeni arzenu naznacuje
rozdilné mechanismy uchovani i1 transportu arzenu v rostlindch. Arzen akumulujici
se v bunkach kotent tak, jak to miizeme napf. pozorovat v kofenovém systému rajéat, mize
byt soucasti strategie nepiijeti arzenu. Pokud je velka koncentrace arzenu v nadzemni ¢asti,
ale ne v kofenech, mize byt prave transport kofeny-nadzemni ¢ést dilezity pro toleranci, tak
je tomu napf. u Pteris vittata. U této rostliny byla nalezena ve starSich listech vétsi
koncentrace arzenu nez v mladSich, coz lze vysvétlit tak, ze xylém, kterym je arzen
transportovan, vede prave pres starsi listy po celou dobu vegetace. Transport arzenu z kofena
do starnoucich listd byl povazovan za detoxifikacni proces, protoze rostlina se mize arzenu
zbavit opadem listl. To, ze bylo u volné rostouci Pteris vittata nalezeno vice arzenu v zivych
listech nez v mrtvych, se pfipisuje vymyti arzenu z mrtvych listd vodou nebo pfenosu arzenu

spolecné s zivinami pfed opadnutim listh do Zivych listd (Soudek a kol., 2006).
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Obr 5. Mechanismus rostlin — prijem, translokace a detoxikace arzenu (Tripathi a kol., 2007).
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TRENDS in Biotechnology

3.9.1 Hyperakumulatory arzenu

Prvnimi objevenymi hyperakumulatory arzenu jsou Pteris vittata a P. calomelanos.
Ob¢ kapradiny produkuji velkd mnozstvi biomasy, takze jsou vhodnymi kandidaty pro tcely
fytoextrakce. Produkce biomasy P. vittata se dokonce po aplikaci As zvySila. Koeficient
biologické absorpce je definovany jako pomér koncentrace prvku v nadzemni cCasti rostliny
a koncentrace prvku v pudé. Faktor akumulace je definovany jako pomér koncentrace prvku
v nadzemni ¢asti rostliny a koncentrace prvku v kofenech.

Tolerantni rostliny maji tendenci omezit pfenos ptida-rostlina a kofen-nadzemni cast,
hyperakumulatory aktivné arzen pfijimaji a transportuji do nadzemnich ¢asti. Pro extrakci

nejsou vhodné rostliny s akumulaénim faktorem a casteéné i koeficientem biologické
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absorpce mens$im jedné. Podle konceptu akumulator-excluder by se rostliny tolerantni
k arzenu mély pti akumulaénim faktoru < 1 tadit k excluderiim i pfes zvySenou koncentraci
kontaminantu v nadzemni ¢asti. Hyperakumulace arzenu bude zfejm¢ vlastnosti nezavislou
na vnéjSich podminkéach, nez ziskanou ptizplisobenim se prostiedi, protoze i populace
z nekontaminovanych mist jsou schopny hyperakumulovat arzen. O procesech indukovanych
koteny v rhizosféfe se predpokladd, Ze usnadiiuji pfijem arzenu hyperakumulatorem
(Soudek a kol., 2006).

Rostliny pfijimaji arzen v podobé AsV a Aslll vyuzitim fosfdtovych pienaseci
a aguaglyceroporinii. Malé mnozstvi organického arzenu (monomethylarzenova kyselina
MMA a dimethylarzenova kyselina DMA) mohou byt také pfijimany pfes neznamé
pienasede. Rostliny asimiluji sulfaty (SO, *) na cystein (Cys) k syntéze glutathionu (GSH)
ve dvou krocich, které jsou zavislé na ATP. V prvnim kroce je g-glutamilcystein (gEC)
syntetizovan pomoci g-glutamilcysteinsyntetazy (g-ECS) s vyuzitim cysteinu a g- glutamové
kyseliny (g-Glu) jako substratu. V druhém kroce je GSH syntetizovan za pifitomnosti
glutationovésyntetazy (GS) s vyuZitim glycinu (Gly) jako substratu. Reakci na arzen rostlina
indukuje  syntézu  fytochelatinu  (PCn), polymert GSH za Uucasti enzymu
fytochelatinsenytetazy (PCS). Pred detoxifikaci je AsV redukovan na AslIII arzenreduktazou
(AR) s vyuzitim GSH jako resultantu. Fytochelatiny a GSH v koordinaci s AslIl vytvari

rizné komplexy, které jsou obsazeny predevs§im ve vakuolach (Tripathi a kol., 2007).

3.9.2 Ochranné mechanismy rostlin

K ochrané rostlin pfed otravou rizikovymi prvky si musi rostlinné bunky vytvaret
ochranné mechanismy, které inaktivuji ionty téchto prvki. Za vyznamné inaktivatory
rizikovych prvkil jsou povazovany fytochelatiny, peptidy nachazejici se v autotrofnich
rostlindch a nékterych houbach. Tyto peptidy se objevi v rostliné po indukci rizikovym
prvkem. Fylochelatiny hraji roli v homeostazi rizikovych prvki v rostliné a maji strukutu
(c-glu-cys)n-gly, kde n = 2-11. Jednd se o mechanismus, ktery reguluje dostupnost ionti
prvku v rostlinné bunce (Zenk, 1996).

Fytochelatiny jsou syntetizovany z GSH a syntéza konci po ukonceni expozice
rizikovymi prvky. Fylochelatiny vazi arzen do svych triolovych skupin a tim chrani rostlinu

pted skodlivym vlivem arzenu (Sneller a kol., 1999).
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3.9.3 Fytoremediace

K omezeni kontaminace se pouziva fytoimobilizace nebo fytostabilizace, k odstranéni
je vhodna fytoextrakce a fytovolatizace. Fytostabilizace vyuziva rostliny k stabilizaci
mnozstvi kontaminantu. Fytofiltrace zahrnuje vyuziti rostlin k ¢isténi vodniho prostredi.
Fytovolatizace znamend extrakci kovli zplidy rostlinou a jejich nasledné uvolnéni
do atmosféry volatizaci. Ptfi fytoextrakci rostlina absorbuje kovy zpludy a pfesune
je do nadzemnich vyhonkd, kde se kovy akumuluji (Padmavathiamma, Li, 2007).

Do budoucna by mohl byt vyuzivan potencial mokiadi konstruovanych specielné pro
remediace zemédé€lskych drendznich vod a primyslovych odpadnich vod. Rostliny mohou
akumulovat t€zké kovy ve své skliziiové biomase (fytoextrakce) nebo je mohou pfeménovat
na té¢kavé formy a vypoustét (fytovolatizace). Rostlinné hyperakumulatory a nékteré mikrobi,
které¢ jsou tolerantni vuci tézkym kovim, akumuluji je a detoxifikuji jsou dilezitymi
rezervoary unikdtnich genti, které mohou byt importovany do rychlerostoucich rostlinnych

druhti, ¢imz se zvysi ucinnost fytoremediaci (LeDuc, Terry, 2005).

3.10 EKDYSTEROIDY

3.10.1 Obecna charakteristika

Uhlikova kostra ekdysteroidi se nazyvd cyklopentan-perhydro-fenantren s [
postrannim fetézcem na C-17. Tato kostra vznikd biosyntézou terpenu pomoci nebalonové
kyseliny, cholesterolu a dalSich sterol. Cely postranni fetézec prekurzort sterolti drzi
strukturu vzniklych ekdysteroidii. Takto vznikaji naptiklad ekdysteroid Ci7.9 Stdpenim
postranniho fetézce vznikaji ekdysteroidy Ci4, Cyi, Cpa Zékladni stavba ekdysteroidu je
charakterizovana a-hydroxylovou skupinou v pozici C-14 a [-hydroxylovou skupinou
v pozici C-3. Ekdysteroidy jsou vysoce hydroxylované¢ s dvéma az osmi hydroxylovymi
skupinami. Dal$i moznosti je alternativni dvojitd vazba v jedné z nasledujicich pozic: 4-5, 8-
9,9-11, 12-13, 14-15, 24-25, 25-26 nebo 24-28. Druhd oxo skupina se mlize objevit v pozici
C-2, C-3, C-12, C-17, C-20 nebo C-22. Zatimco pocet zooekdysteroidii se odhaduje na sto,
rostlinnych ekdysteroidi se predpokladd na vice nez 250. Pocet, poloha a pozice
hydroxylovych substituentl zajistuje tak velkou diverzitu. Zooekdysteroidy maji maximalné
8 hydroxylovych skupin. Ecdysteroidy s hydroxylovou skupinou v pozici C-9, C-12, C-17,
C-19, C-21, C-24, C-28 a C-29 s objevuji pouze v rostlinach. Ptirodni derivaty ekdysteroida
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zahrnuji estery ( organickych 1 anorganickych kyselin), ethery (s organickymi alkoholy)
a glykosidy. Toxicita ekdysteroidli je velmi nizka. Letdlni davka je 6,4 g/kg (Béthori,
Pongracz, 2005).

Obr 6. 20-hydroxyekdyson (Dinan a kol., 2001)

3.10.2 Vyznam pro ¢lovéka
Ekdysteroidy Casto pouzivaji lidé, kteti chtéji zvysit narust své svalové hmoty. Tyto
latky jsou obsazeny v ptipravcich s nazvy Ecdysten, Leveton nebo Prime Plus. Zminéné
preparaty zlepSuji anabolickou aktivitu, pfedchédzi proteinové nerovnovaze a podporuji nartist
pracovni kapacity. U atletl zvySuji vykon, ale také zptsobuji hormondlni zmény . Rovnéz
byla zaznamenéana redukce chemoluminescence v moci a snizeni malonovych dialdehydu.
Dalsi efekty jsou nasledovné:
e zvySuji syntézu proteinti, 20-hydroxyekdyson a turkesteron zptisobuji nartst
svalové hmoty a jaterni tkané
e stimuluji karbohydratovy metabolismus- anabolické steroidy ucinné redukuji
hyperglykemickou odpovéd™ na exogenni glukagon
e ovliviiyji biosyntézu lipidii a ochranu jater- pisobenim ekdysteroidi dochazi
ke snizeni hladiny cholesterolu. Dale pak zlepSuje chemické slozeni Zluci,
zvySuje hladinu zlu¢ovych kyselin a bilirubinu
e maji také vliv na rovnovdhu moci vkrvi a ledvinovou disfunkei —snizuji
mnozstvi moci v krvi a zbytkového dusiku
e snizuji hypoazetomicky efekt
e 20-hydroxyekdyson obnovuje funkeci ledvin
e antiarytmicky efekt ekdysteroida
e imunostimulujici efekt

e antioxidacni Gc¢inky (Bathori, Pongracz, 2005).
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3.10.3. Fytoekdysteroidy

Ekdyson a 20-hydroxyekdyson jsou svlékaci hormony u arthropod. Nalezeny byly
i u rostlin. Oba dva byly také soucasti insekticidl, indikatory hlisti a nékterych lidskych
onemocnéni. Obe dvé molekuly jsou steroidy rozpustné ve vodé. Jejich struktury se lisi pouze
v substituci hydroxylové skupiny u 20-hydroxyekdysonu a hydrogenu (u ekdysonu) v pozici
C-20. Tato substituce méni hydrofobicitu téchto dvou molekul, ekdyson je vice hydrofobni.
Extrakce ekdysonu, 20-hydroxyekdysonu a ostatnich ekdysteroidii se provadi nepolarnim
rozpoustédlem, napiiklad methanolem nebo butanolem a dale pak vodou o teploté 80-90 °C
(Modlin a kol., 1994).

Ekdysteroidy jsou vysoce polarni steroidni hormony zodpoveédné za rist a vyvoj mnoha
¢lenovcd a na mnoho z nich mohou mit letalni efekt (Soriano a kol., 2004).

Byly zjiStény v mnoha rostlinnych druzich, ne vSak ve vSech. Koncentrace
fytoekdysteroidii v rostlindch je asi 100-1000krat vétSi nez koncentrace ekdysteroidil
v hmyzu. Pro zjisténi mnozstvi fytoekdysteroidii v rostlindch se vyuzivd metody RIA
(radioanalyza), HPLC (vysocevykonné kapalinové chromatografie) a bioanalyzy. Kombinaci
téchto metod je mozné efektivné identifikovat i velmi mala mnozstvi ekdysteroida
v rostlindch. Zaroven lze determinovat profil ekdysteroidl a podle toho urcit o jaky rostlinny
druh se jednd.Tyto pfistupy jsou vyuzivany téz k analyzdm ekdysteroidti v hmyzu. Doposud
bylo zjisténo, ze ekdysteriody jsou obsazeny ve vSech c¢astech rostliny. Kvalitativné se vsak
lisi ekdysteroidy v rostliné a v semeni. V rostlindch je pfitomno pomérmné velké mnozstvi
helix-hydrolizovatelného konjugétu, ktery neni v semenech. Kofeny rostlin obsahuji vétsi
mnozstvi ekdysteriodli nez je tomu v jinych castech rostlin a v listech je jsou také vétsi
koncentrace nez ve stvolu. Kofeny mohou byt mistem biosyntézy ekdysteroida

(Dinan, 1994).

3.10.3.1 Piedpokladana funkce fytoekdysteroidi

Pestrost ekdysteroidnich konjugéati hmyzu byla identifikovana z vajec, ovérii a larev
riznych druhtt hmyzu. Ekdysteroidy izolované z tkani vajec a ovarii slouzi jako zasobarny
aktivnich ekdysteroidd nutnych k embryondlnimu vyvoji. Ekdysteroidy rozpoznané
v postembryonalnim stadiu jsou primarnimi inaktivaénimi produkty v utrobach a jsou tak
dobrou ochranou hmyzu pted potravnimi ekdysteroidy. Na rozdil od hmyzu, kde jsou funkce
ekdysteroidi znamy, jejich funkce u rostlin nejsou dosud objasnény. V rostlindch se nachazi

Siroka skala ekdysteroidii (Grebenok a kol., 1994).
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Phytoekdysteroidy se mohou vyskytovat v Sirokém spektru rostlin. Zjisténi, ze rostouci
koncentrace fytoekdysterioddi v reakci na rostouci mechanické poskozeni a aplikaci
poskozeného hormonu, methyl jasmonatu je shodny s pfedstavou, zZe fytoekdysteroidy mohou
chranit rostliny pted utoky hmyzu (Soriano a kol., 2004).

Studie zabyvajici se vyzivou potvrdily, ze mnoho fadii hmyzu vykazovalo vyvojové
abnormality a vzrostla mortalita vlivem pozieni fytoekdysteriodl. Fytoekdysteriody mohou
stimulovat zastraSovaci receptory a maji regulacni funkci, kterd zahrnuje syntézu
a katabolické reakce, diky nimZ se mozna podati zjistit ptesnou funkci fytoekdysteriodi, ktera
neni dosud objasnéna. Na zaklad¢ soucasnych znalosti o ekdysteroidech se predpoklada, ze ve
Spenatu ma 20 hydroxyekdyson funkci rostlinného hormonu (Schmelz a kol., 2000).

Predpoklada se, ze fytoekdysteroidy maji v rostlinach funkci hormont, ale zd4 se vice
pravdépodobné, ze by mohly odrazovat hmyz a zpiisobovat jeho hormonalni nerovnovahu
a tim zpusobit naruseni vyvoje hmyz ¢i dokonce jeho smrt. Pokusy na rostlinach celedi
merlikovitych ukézaly, ze v riznych rostlinich stejné celedi se vyskytuje jiné mnozstvi
1 odli$na kvalita fytoekdysteroidii. (Dinan, 1994).

Vsechny rostlinné druhy maji kapacitu k produkci i tfeba jen malého mnoZstvi
fytoekdysteroidli. Coz je dulezity poznatek, protoze pak mizeme genetickymi modifikacemi
zvysit mnozstvi ekdysteroida v rostling€ a tim zvysit jeji ochranu. Ochrana spociva v postupné
akumulaci toxinli a nestravitelnych latek pro hmyz. ZvySenim koncentrace ekdysteroidil
v rostliné za celem jeji ochrany pied hmyzimi predatory nedochéazi k zvySeni rizika pro
obratlovce nebo ¢loveéka. ZvySeni obsahu ekdysteroidl je provadéno v genovém inzenyrstvi
ekdysteroidniho biosyntetického cyklu nebo jeho regulaci k zajiSténi adekvatni urovné
fytoekdysteroidnich analogii, které zatim nebyly polyfagnimi predatory detoxifikovany.
Fytoekdysteroidy nejsou toxické pro savce a mohou byt pouzity ve farmakologii nebo
medicing€. Ekdysteroidy jsou steroidni hormony mnoha ¢lenovcli a bezobratlych. Z hmyzu
reguluji svlékani larev a metamorfozu, ale mohou mit vliv 1 na reprodukci a embryogenezi.
Majoritnimi ekdysteroidy jsou nasledujici: 20-hydroxyekdyson a 20-dihydroxyekdyson
(Dinan a kol., 2001).
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3.10.3.2 Fytoekdysteroidy ve Spenatu

K biosyntéze ekdysteoridii v rostliné Spenatu (Spinacia oleracea) dochdzi az b&hem
ontogeneze primarnich a sekundérnich listli. Behem ontogenetického vyvoje rostliny dochéazi
k jejich apikalnimu transportu. Ve starSich pletivech dochazi ke snizovani mnoZzstvi
ekdysteroidt vlivem jejich transportu do apikalnich ¢asti rostlin a do nové vznikajicich tkani
(Grebenok, Adler, 1993).

Uvnitf semene $penatu je obsazeno 17 pg ekdysteroidi zatimco osemeni obsahuje pouze
1 pg. Béhem prvnich dvaceti dni vyvoje je hladina ekdysteroidii konstantni. Po 20 dnech
dochdzi k zvySovani obsahu ekdysteroidi timérné s vékem rostliny. Fyziologickd troven
ekdysteroidu klesa a stoupa v zavislosti na vyvoji poméru pg ekdysteroidii na gram cerstvé
hmotnosti. B&hem tohoto cyklu jsou ekdysteroidy syntetizovany v apikalnich listech

(Grebenok, Adler, 1991).
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4. METODIKA

4.1 VYPESTOVANI VZORKU

Nadobovy pokus byly zalozeny vroce 2007 ve vegetacni hale katedry
agroenvironmentalni chemie a vyZivy rostlin CZU v Praze. Pro pokus byl pouzit $penat sety
(Spinacia oleracea L. cv. Matador).

Do jednotlivych nadob bylo odvazeno po 5 kg zeminy ze stanovisté Suchdol (7ab. 1
a Tab. 2) promichané s 0,5 g N (ve form¢ NH4NO3), 0,16 gP a 0,4 g K (ve formé K,HPOy).
Arzen byl ptidan ve formé Na,HAsO,.7Hyo0 v davee 25, 50 a 75 mg As kg dle schématu
pokusu (7ab. 3). Kazda varianta byla pétkrat opakovéana. Po celou dobu trvani experimentu
byla vlhkost zeminy udrzovdana na 60 % maximalni vodni kapacity zavlahou
demineralizovanou vodou. Spenat byl sklizen v plné zralosti. Nadzemni biomasa byla
zvézena a ze sklizené rostlinné biomasy byla ¢ast usuSena pii 60 °C pro stanoveni obsahu

arzenu a Cast byla uchovéna v tekutém dusiku pro analyzu rostlinnych metabolitu.

Tab. 1: Vybrané agrochemické a pedologicke charakteristiky pouZité zeminy
Pudni typ Pidni druh pH KVK (mvalkg™) Cox (%)
Cernozem Jilovitohlinita 72+0,2 258 +4 1,83 +£0,41

Tab. 2: Celkovy obsah Zivin v ¢ernozemi stanoveny dle Mehlicha (mg.kg”) a celkovy obsah
As

Pidni typ Ca Mg K P Ast

Cernozem 8973,8 202,2 2354 75,0 18,0

Tab. 3: Schéma pokusu

Varianta Hnojeni Pridavek As (mg.kg™)
Kontrola NPK 0

Asl NPK 25

As2 NPK 50

As3 NPK 75

30




4.2 BODOVE STRUKTUROVANA METODIKA POSTUPU IZOLACI
FRAKCI Z CERSTVEHO MATERIALU

2.1.
2.2.

2.3.

2.3.1.

23.2.

2.3.3.

234.

2.3.5.

2.6.1.1

2.6.1.2

2.3.6.

2.4.

2.5.

Uprava vzorku: Homogenizace + odvazeni

Extrakce methanolem (MeOH): 11 x 50 ml, ultrazvukovano 40 minut
Odparovani extraktu k vytfepani: Odpatfeno na 1/100 objemu a rozpusténo v 150
ml MeOH a 100 ml H,O

1. Vytfepavajici systém: Vytfepavani rozpusténého extraktu. Pfesnéji jde o extrakci
kapaliny (MeOH + voda (3:2)) kapalinou (petrolether)

Zakladni vytfepavani: 12 x 50 petroletherem - ziskany dv¢ frakce a) petroletherova
frakce Pe/fla a b) vodné methanolova frakce VM/fla (pro zavérecné spojeni)
Odpariovani frakce - VM/fla: Odpafeno na 1/10 objemu, zakoncentrovanim
je odstranén MeOH

Odparovani frakce - Pe/fla: Zakoncentrovano na 150 ml

Zpétné vytiepani Pe/fla: 2 x 20 ml a 1 x 30 ml MeOH + H,O (1:1) - ziskany dvé
frakce a) petroletherova frakce - Pe/fbl (pro zavérecné spojeni) a b) vodné metanolova
frakce - VM/f1b

Zavérecné zpétné vytrepani VM/f1b: Ziskana frakce po zpétném vytiepani VM/f1b
se vytfepala 1 x 50 ml a 1 x 30 ml petroletherem - ziskany dvé frakce
a) petroletherova frakce - Pe/f2 (pro zavérecné spojeni) a b) vodné methanolova frakce
VM/fIc (pro zivérecné spojeni)

Uprava petroletherové frakce = I frakce: Spojeni frakce Pe/fbl + Pe/f2
a odpafeni do sucha, zvdzeni frakce, odvazeni vzorkl k analyze a ptiprava vzorku
k analyze podle typu analyzy.

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

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

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

2. Vytiepavajici systém: Vytfepavani rozpusténé frakce mezi vodu a butanol.

Piesné&ji jde o extrakcei kapaliny (voda) kapalinou (butanol = BuOH)
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2.5.1.

2.5.2.

2.5.3.

2.5.4.

2.5.5.

2.6.2.1.

2.6.2.2.

2.6.3.1.

2.6.3.2.

3.1.
3.2.

3.3.

3.3.1.

3.3.2.

3.3.3.

3.3.4.

3.3.5.

Ziakladni vytiepavani: 8 x 30 BuOH - ziskany dvé frakce ) BuOH frakce - B/fla
a b) vodna frakce - V/fla (pro zavérecné spojeni)

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

Zpétné vytrepani B/fla: 2 x 20 ml a 1 x 30 ml H,O - ziskany dvé frakce @) BuOH
frakce B/fb1 (pro zavérecné spojeni) a b) vodna frakce V/f1b

Zavéretné zpétné vytrepani V/f1b: Ziskana frakce po zpétném vyttepani V/f1b
se vytfepala 1 x 50 ml a 1 x 30 ml BuOH - ziskany dvé frakce @) BuOH frakce -
B/f2 (pro zavérecné spojeni) a b) vodna frakce V/flc (pro zavérecné spojeni)

Uprava 1. BuOH frakce = II. frakce: Spojeni frakci B/fbI + B/f2 a odpaieni
do sucha, zvéazeni frakce, odvazeni vzorkd k analyze a pfiprava vzorku k analyze
podle typu analyzy.

Analyza II. frakce: HPLC (ekdysteroidy), IR (metabolomicka analyza), ICP
(stanoveni prvki)

Uprava 1. vodné frakce = III. frakce: Spojeni frakce V/fla + VM/fIc a odpaieno
do sucha, zvadzeni frakce, odvazeni vzorkli k analyze a pfiprava vzorku k analyze
podle typu analyzy.

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

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

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

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

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

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

Zpétné vytiepani B/fla: 2 x 20 ml a 1 x 30 ml H,O - ziskany dvé frakce @) BuOH
frakce B/fb1 (pro zavérecné spojeni) a b) vodna frakce V/f1b

Zavéretné zpétné vytrepani V/f1b: Ziskana frakce po zpétném vyttepani V/f1b
se vytfepala 1 x 50 ml a 1 x 30 ml BuOH - ziskdny dvé¢ frakce a) BuOH

frakce - B/f2 (pro zavérecné spojeni) a b) vodna frakce V/flc (pro zavérecné spojeni)
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3.6.1.1.

3.6.1.2.

3.6.2.1.

3.6.2.2.

4.1.

4.2.

4.6.

5.1.

5.2.

5.6.

6.1.
6.2.1.

Uprava 2. BuOH frakce = IV. frakce: Spojeni frakci B/fbl1 + B/f2 a odpaieni
do sucha, zvéazeni frakce, odvazeni vzorkd k analyze a pfiprava vzorku k analyze
podle typu analyzy.

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

Uprava 2. vodné frakce = V. frakce: Spojeni frakce V/fla + VM/flc a odpaieno
do sucha, zvéazeni frakce, odvazeni vzorkd k analyze a pfiprava vzorku k analyze
podle typu analyzy.

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

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

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

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

Extrakce H,O pri 90 — 95 °C: Systém postupné extrakce H,O. Vzorky se extrahuji
postupné pii nasledujicich podminkach; 90-95 °C, ultrazvukovano 30 minut s 50 ml
a 10 minut vateno pii 100 °C, pak nechano 20 minut nad 14zni a nakonec 90 — 95 °C
ultrazvukovano 30 minut vzorek. Cely systém byl opakovan 3 krat. Nakonec byl
vzorek extrahovan 50 ml H,O pti 90 — 95 °C ultrazvukovan 30 minut. Zbyla voda
byla ze vzorku odstranéna vyplachnutim vzorku s 50 ml MeOH.

Uprava 4. H,0 frakce pii 90 — 95 °C = VI frakce: Frakce je odpafena do sucha,
zvazena a po odvazeni vzorkl k analyze jsou pfipraveny vzorky k analyze podle
typu analyzy.

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

Extrakce MeOH+H,O+HCI (493:493:14): 5 dnti 1x 100 ml, 60 dnti1 20 x 50 ml
Odparovani extraktu: Do manipulacni baiikky s 150 ml extraktu, kam se pribézné
slivaji jednotlivé izolované extrakty bylo pfiddno 5 ml BuOH a prubézné je zde
odpatfovano po kazdych 150 ml roztoku skoro na 1/50, opét ptidat 2 ml BuOH
a 5 ml MeOH a odpafit skoro do sucha. Po kazdém ptidani 3 x po 5 ml MeOH vzdy

odparit do sucha. Tim se zbavime zbytkové HCI a pH bude neutrélni.
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6.2.2.

6.3.

6.3.1.

6.3.2.

6.3.3.

6.3.4.

6.3.5.

6.6.1.1.

6.6.1.2.

6.6.2.1.

6.6.2.

7.1.

7.6.

Odparovani extraktu, prenaseni a skladovani pro vytrepavani: Vzorek se
pribézné z manipulacni banky po odstranéni HCI pfenasel po rozpusténi do zasobni
banky, kde byl opét odpaten. Po ukonceni extrakce byla frakce rozpusténa v 40 ml
BuOH a 200 ml H,O

2. Vytrepavajici systém: Vytfepavani rozpusténého extraktu. Pfesnéji jde o extrakci
kapaliny (voda) kapalinou (butanol - BuOH)

Zikladni vytirepavani: 8 x 30 ml BuOH - ziskdny dvé frakce @) BuOH frakce -
B/fla a b) vodna frakce - V/fla (pro zévérecné spojeni)

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

Zpétné vytirepani B/fla: 2 x 20 ml a 1 x 30 ml H,O - ziskany dvé frakce ¢) BuOH
frakce B/fb1 (pro zavérecné spojeni) a b) vodna frakce V/f1b

Zavérecné zpétné vytiepani V/fl1b: Ziskana frakce po zpétném vytiepani V/f1b se
vytfepala 1 x 50 ml a 1 x 30 ml BuOH - ziskany dv¢ frakce @) BuOH frakce - B/f2
(pro zavérecné spojent) a b) vodna frakce V/flc (pro zavérecné spojent)

Uprava 3. BuOH frakce = VIII. frakce: Spojeni frakci B/fbI + B/f2 a odpafeni do
sucha, zvazeni frakce, odvazeni vzorki k analyze a ptiprava vzorku k analyze podle
typu analyzy.

Analyza VIIIL. frakce: HPLC (? flavonoidy), IR (metabolomickd analyza), ICP
(stanoveni prvkil)

Uprava 5. vodné frakce = IX. frakce: Spojeni frakce V/fla + VM/flc a odpaieno
do sucha, zvazeni frakce, odvdzeni vzorkli k analyze a ptiprava vzorku k analyze
podle typu analyzy.

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

Izolace a uprava extrakénich zbytku = X. frakce: Kvantitativni pievedeni na
Petriho misky a v susarn€ vysuSeno do sucha pii 40 °C do konstantni hmotnosti.

Analyza X. frakce: IR (metabolomicka analyza), ICP (stanoveni prvkil)
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Foto 1: Vzorky Spenatu kontrola vievo, As 2/1
vpravo (autor Doc. Pavlikovd, Csc.)

Do MeOH frakce se extrahovaly mastné kyseliny, fosfolipidy, estery mastnych kyselin,
steroly a jejich konjugaty, flavonoidni latky a dal§i. Do petroletherové frakce se extrahovaly
steroly a nepolarni latky. BuOH  frakce obsahovala aminokyseliny, oligopeptidy,

oligosacharidy, nizkomolekularni proteiny a ekdysteroidy.

35



Obr. 7 Grafické schéma postupu

[Uprava vzorku: homogenizace a odvéieni)

’ — 1. (petrolether) a
Odpareni 2. vytfepavaci :
Extrakce MeOH 11x 50 ml extraktu g~ (butanol - BuOH) g, Uprava frakei
E na ulrazvuku po 40 min. k vytfepavani systém k analyzam

'

Analyza 1. (petroletherova)
frakce: HPLC (steroly), IR
metabolomickd analyza (MbA)

}

Analyza I1I. (1. H,0)
frakce: GC-MS
(aminokyseliny), IR

Analyza II. (1. BuOH)
frakce: HPLC
(ekdysteroidy), IR (Mb.

a ICP (stanoveni prvkt) a ICP (stanoveni prvkil
) ' Odpareni ;
Extrakce MeOH+H,O 15x 50 - extraktu —— vytiepavaci Uprava frakei
na ulrazvuku po 40 min. k vytfepavani (BuOH) systém k analyzim
|

| }

Analyza IV. (2. BuOH) frakce: H Analyza V. (2. H,0) frakece: GC
(ekdysteroidy), IR (MbA) (aminokyseliny), IR (MbA)
a ICP (stanoveni prvki) i i

[Extrakce H,0 pri 250C 14x 50 ml na ulrazvuku po 40 ming—> Uprava frakce k analyzam

l snalyza VL. (3. H,0) frakce: GC-MS (aminokyseliny), IR analyza a ICP (stan

Extrakce H,O pii 950C 4x 50 ml, po kazdé 2x  w———- Uprava frakce k analyzim
po 40 min. na utrazvuku a mezi 10 min. pauza

Gnalyza VII. (4. H,0) frakce: GC-MS (aminokyseliny), IR (MbA) a ICP (stan

Odparovani HCI z
Extrakce MeOH+H,O+HCI extrag(tu,a l,'lp’l‘aVa e 2. VYLFEPAVACT g Uprava frakei
20x 50 ml na ulrazvuku po 50 min k vytfepavani (BuOH) systém k analyzam

Analyza VIII. (3. BuOH) frakce:
(MbA) a ICP (stanoveni prvki)

(Izolace extrakénich zbytkﬁ] 3 Uprava frakce k analyzam

!

Analyza X. (extrakéni zbytky) frakce: IR (MbA) a ICP (stanoveni prvki)
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4.3 STANOVENI CELKOVEHO OBSAHU ARZENU A DALSICH
PRVKU

UsuSeny rostlinny materidl byl rozloZen na suché cest¢ ve smési oxidacnich plyni
(Oz + O3 + NOy) s vyuzitim ptistroje APION (Tessek, CZ) (Miholové a kol., 1993). Popel byl
rozpustén v Iml 1,5 % HNOs;. Arzen byl stanoven metodou generace hybridd na atomovém
absorp¢nim spektrometru Varian SpectrAA-300 (Australia) vybaveném generatorem hybridi

VGA-76.

4.4 STANOVENI VYBRANYCH METABOLITU V BuOH FRAKCI

Stanoveni vybranych metaboliti bylo provadéno pomoci HPLC od firmy Waters. Vzduch
byl z eluentl odstrafiovan pomoci degaseru Waters - In-Line Degasser AF (4-kanalovy
vakuovy degasser). Eluentu byly do kolony pumpovany pomoci pump Waters Delta 600
(Kvarternarni gradientové Cerpadlo), gradient byl kontrolovan pomoci Waters 600 Controller,
ktery byl fizen pomoci programu Empowerl Application. UV spektra byly méfena pomoci
UV - PDA detektoru Waters 2996 - Photodiode Array Detector (detektor diodového pole).

Jako eluent byl pouzivana voda 2 krat destilovana (po druhé pak s NaOh a manganistanem
draselnym) - roztok eluentu A, specialni MeOH ke gradientové eluci vyuZivany pro
HPLC - methanol G - for gradient elution, ACS - roztok eluentu B. Nastii byl provadén
pomoci Rheodynu 77251 s 5 pl smyckou.

Vsechny analyzy byly provadény na koloné, pted kterou byl nejprve predkolonkovy filtr
od firmy Supelco (Valco Pre-Column Filter s fritou z antikorozni oceli o priméru pér 0,5 pm)
a nasledné¢ HPLC predkolonka od firmy Supelco - Ascentis C8 (I.D. 4,0 mm, délka 2 cm,
velikost zrn stacionarni faze 5 um). Byla pouzita HPLC kolona od firmy Supelco - Ascentis
C8 (I.D. 4,6 mm, délka 25 cm, velikost zrn stacionarni faze 5 pm). Parametry staciondrni
faze: 15 % uhliku, charakteristika zrn -silikagel vysoce Cisty, sféricky, faze - oktadecylsilan,
pokryti povrchu 4 um / m% obsah kovii je pod 5 ppm, povrchova plocha 450 m? / g, velikost
por 100 A, operaéni rozsah pH 2 - 8, teplotni rozsah < 70 °C. Kolony byly umistény
v kolonovém termostatu s chlazenim (Column owen Waters), ktery byl béhem analyzy

vyhiivan na 25 °C.
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4.5 STANOVENI EKDYSTEROIDU
Ekdysteoidy byly stanovovany ve dvou prvnich BuOH frakcich. Prvni a druhd BuOH

frakce byla kromé& analyzy ekdysteroidi analyzovana také na volné konjugaty
sterylglykosidt. Proto byla provedena eluce MeOH, ale také byl tomu uzptisoben monitoring
UV vlnovych délek. Pro sledovani sterylglukosidii byly UV vInové délky monitorovany
pii 205 (blizi se maximu), 210 (pfi této vlnové délce byly tyto latky kvantitativné
vyhodnocovéany) a 215 nm a pro sledovani ekdysteroidi pak soucasné s predchazejicimi
vlnovymi délkami byly UV vlnové délky monitorovany pii 235, 245 (blizi se maximu;
pii této vlnové délce byly ekdysteroidy kvatitativné¢ vyhodnocovéany) a 255 nm. Kolona byla
termostatem vyhiivana na 25 °C. K analyze pro 1. BuOH frakci byl pouzit nasledujici
gradient: start 90 % eluentu A a 10 % B, do 50. minuty 30 % A, do 70. minuty 0 % A
a 100 % B, pak izokratické podminky (100 % B) do 130 minuty. Sterylglykosidy nejsou
soucasti této diplomové prace, proto nebyly vyhodnocovany.

Od 130 do 132 névrat na pivodni podminky a nasledovné do 150 minuty se ustalovala
kolona na ptvodnich podminkach. K analyze pro 2. BuOH frakci byl pouzit nasledujici
gradient: start 90 % eluentu A a 10 % B, do 50. minuty 30 % A, do 70. minuty 0 % A a 100 %
B, pak izokratické podminky (100 % B) do 100 minuty. Od 100 do 102 navrat na pivodni
podminky a nasledovné¢ do 120 minuty se ustalovala kolona na plvodnich podminkéch.
Frakce byky napichovany o objemu 5ul (o koncentraci 1 mg izolované frakce byl rozpustén
v 1 ml MeOH).

Uvedené vysledky jsou ziskané z 1. BuOH frakce, protoze v 2. BuOH frakci byla zjisténa
pouze stopovd mnozstvi. Analyza 1. BuOH frakce byla delsi, protoze v ni mohly byt jesté
obsazeny nepolarni latky.

Pro vyhodnoceni 20-hydroyekdysonu byla jiz dfive provedend stanoveni na
2. (SEPARON C 18) a 3. odlisné koloné. Toto bylo provadéno z diivodu ovéieni, ze se

vzorek déli, a ze stanovujeme praveé 20-hydroxyekdyson.
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Foto 4: HPLC Waters Foto 5:HPLC kolona Supelco - Ascentis
C8 s predkolonkou
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 VYNOS CERSTVE BIOMASY A SUSINY

K pokusu bylo pouzito Sest vzorkd Spenatu. Kontrola, vzorek As 1/1, As 2/1 a As 3/1
byly sklizeny v plné zralosti 28.5.2007. Vzorky As 1/2, As 2/2 a As 3/2 byly sklizeny
11.6.2007, tedy v dob¢ kveteni. V tomto vegetatnim obdobi dochazi u rostlin k omezenému
pfijmu latek z pidy. Vynos vzorku As 3/2 vlivem toxického plisobeni arzenu v padé byl
natolik maly, Ze ho nebylo moZné pouzit pro stanoveni ¢erstvé biomasy ani pro extrakce.

Fytotoxickd davka arzenu je jiz 3-10 mg/kg (Szakova a kol., 2007). Z grafu 1 je patrné,
Ze mnozstvi biomasy s rostoucim mnozstvim arzenu klesa. Toto zjisténi odpovida vysledkim
v jiz diive publikované literature (Paivoke, Simola, 2001). Obsah suSiny se také s rostoucim
mnozstvim arzenu snizuje (7ab.1). Tento fakt neplati u vzorka z druhého odbéru. Zde dochazi
naopak k mirnému narGstu mnozstvi suSiny, avSak tato mnozstvi jsou stale nizs§i oproti
kveteni mé nizs8i podil listové plochy a vice Zilnatiny. Kazda rostlina pfijima arzen jinak.
Symptomy toxicity u rajat byly sledovany az po pifiddni vice nez 25 mg/kg
(Szakova a kol., 2007). Podobné je tomu i u paprik, které také patii do skupiny rostlin,
v kterych nedochazi k transportu arzenu do nadzemni biomasy vlivem rostouci koncentrace
arzenu v pudg. Tyto rostliny si tvofi obranné¢ mechanismy, které akumuluji arzen v kotenech
a blokuji jeho translokaci v rostling (Szédkova a kol., 2007). Naopak stimulace rastovych
parametrii u rajc¢at byla pozorovana u rostlin, které byly péstovana na pidé¢ s koncentraci
arzenu 15 mg/kg (Miteva, 2002).

Tab. 1: Vynos susiny a hmotnost navazky

vzorek |suSina (g) |navazka na extrakci (g)
1.|K 7,79 10,20
odbér | A5 1/1 6,96 13,10
As 2/1 6,54 11,50
As 3/1 3,21 10,30
2.|As 12 6,72 10,30
odbér | As2/2 6,81 10,00
As 3/2 X X
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Graf'1: Vynos cerstvé biomasy na nadobu
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5.2 CELKOVY OBSAH PRVKU V BIOMASE SPENATU

Ackoli je arzen zakladni slozkou mnoha rostlin, vi se malo o jeho biochemické funkci
v rostlin¢ (Kabata a kol., 2007). V pokusnych vzorcich bylo sledovano celkové mnozstvi
arzenu, manganu a zinku (Graf 2). Malé mnozstvi arzenu je obsazeno v témét kazdé pude,
proto obsah arzenu u kontroly neni nulovy. Celkova koncentrace arzenu v listech a kofenech
markantné vzroste po pfidani sloucenin arzenu do pidy (Tlustos§ a kol., 2004). S postupnym
zvySovanim davek arzenu do pidy dochazi k zvySovani obsahu arzenu i v biomase Spenatu
u naseho pokusu. Stejné je tomu i u manganu. Mnozstvi zinku naopak klesa.

Graf 2: Celkovy obsah vybranych prvkii v biomase spendtu
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5.3 OBSAH ARZENU A NEKTERYCH PRVKU V BuOH FRAKCI

Obsah arzenu ziskanych v BuOH frakci se nejprve zvysil vzhledem ke kontrole
a postupné pak dochazi k jeho snizovani (7ab. 2). Znamena to, ze ve vzorku, ktery rostl
na nejvice kontaminované pudé, jsme ziskali nejmensi obsah arzenu v BuOH frakci. Vétsina
slab&ji véazanych forem arzenu se uvolnila jiz v ptedchozich frakcich. Naptiklad
v petroetherové frakci dochdzi naopak k zvySovani mnozstvi arzenu v zavislosti na zvySujici
se kontaminaci pidy. Béhem BuOH extrakce neni uvolnéna Céast arzenu pevné vazana.
PocateCni narGist mnozstvi arzenu oproti kontrole miize byt zpisoben reakci rostliny
po zvySeni kontaminace v pudé. V BuOH frakci klesa mnoZstvi arzenu, protoZze se tvofily
latky, které souvisi s rezistenci stresového metabolismu a neobsahovaly pfimo arzen.

Tab. 2: Obsah prvkit prepocteny na 1 mg frakce
Obsah prvki na 1 mg frakce (mg)

vzorek As Ca Mg P

K 0,131 0,858 0,386 0,108
As 1/1 0,175 1,611 0,336 0,071
As 2/1 0,152 1,310 0,359 0,079
As 3/1 0,025 0,840 0,720 0,083
As 1/2 0,137 0,595 0,428 0,088
As 2/2 0,172 1,335 0,640 0,097

Tab. 3: Hmotnost BuOH frakce

vzorek |hmotnost frakce hmotnost frakce na
(mg) 1 g susiny (mg)
K 66,30 8,50
As 1/1 106,60 15,32
As 2/1 119,50 18,27
As 3/1 133,90 41,71
As 1/2 153,20 22,80
As 2/2 116,00 17,03
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5.4 ZAVISLOST OBSAHU NEKTERYCH PRVKU NA OBSAHU
ARZENU VE VZORKU

Vlivem méniciho se mnozstvi celkového arzenu ve vzorku dochazi také ke zménam
u ostatnich prvkl obsazenych v rostlin€. Deficit néjakého esencialniho prvku mize vyvolat
vrostliné prijem dalSich mikronutrientd. Interakce mezi chemickymi prvky maji
antagonisticky nebo synergicky charakter. Ackoli mnoho interakci je spjato s fyziologickymi
procesy v rostling, nckteré reakce souvisi spedochemickymi procesy. Mezi hlavni
antagonistické reakce v pude patii Mn - Zn, Mn - As, P - As, P - Mn, P - Zn, Mg - Mn,
Mg - Zn. Interakce mezi prvky v pudé maji slozity charakter, ale hlavni roli zde hraji sorp¢ni
schopnost pudnich  ¢astic, povrch kofenovych bunék a kofenové exudaty
(Kabata a kol., 2007).

Z grafu 3 je vidét, Ze ¢im niz8i je mnozstvi arzenu v BuOH frakei, tim vét§i mnozstvi
hot¢iku se z této frakce uvolni. Znamena to, Ze silné kontaminovana piida arzenem snizuje
prijem hoiciku rostlinou.

K tomu, aby rostlina dobfe snasela vyssi davky arzenu, potiebuje i vyssi davky fosforu
(Graf 4). Reakce arzenu s enzymy a blokovanim toku fosforu v rostlinném systému zptisobuje
poruchy v energetickém toku v buiikach. Inhibice kofenového rdstu a nasledna smrt je
zpusobena stresem vyvolanym arzenem (Kabata a kol., 2007). Roztoky fosforu efektivné
ovliviiuji extrakei specificky vazaného arzenu z povrchu minerdlii. Fosfaty v pade jsou
schopny uvoliiovat As V z adsorpcniho mista diky malé velikosti a vysokému naboji. Pfidani
arzenu do pudy vede ke zvySeni koncentrace arzenu v rostliné v porovnani s kontrolou
v poradi DMA [1 As V [] As III (Tlustos a kol., 2004). Koncentrace fosforu ovliviiuje piijem
a transformaci jednotlivych forem arzenu. PV a AsV jsou pfijimany stejnym transportnim
systémem pies plazmatickou membranu. Rostouci koncentrace fosforu zvySuje procento
arzenu v kotfenech a vyhoncich. Také se ukazuje, Zze koncentrace fosforu miize podporovat
translokaci arzenu z kotenti do vyhonkt (Szakova a kol., 2007).

VétSina studii na interakce As-P byla provedena na uméle kontaminovanych ptdach.
Predpoklada se, ze vyznamné odliSna bude koncentrace nestabilniho As a P v ptuidach, které
postupn¢ piijimaly As béhem dlouhé doby skrze antropogenni procesy. Bylo dokazéano, ze As
se rychle v ptidé méni na nepftistupny, coz vede ke snizené toxicité (Soudek a kol., 2006).

Stejna zavislost ndm vysla i u manganu. Opét se zvySoval obsah manganu s rostoucim

celkovym mnoZstvim arzenu v biomase Spendtu (Graf 5). Obsah manganu se méni béhem
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vegetativniho obdobi a jeho koncentrace se zvySuje v starSich Céastech rostliny
(Kabata a kol., 2007). To se potvrdilo i v naSem pokusu (Graf 2).

Obecné se ze zjisténych vysledki da fici, ze ¢im vice arzenu je v pudé, tim vice
se ho kumuluje v biomase Spenatu a rostlina méa vétSi potiebu ziskavat dalsi prvky jako
naptiklad, fosfor, mangan, hoi¢ik. Toto neplati u zinku (Graf 6). Z grafu 6 je patrné,
ze s rostoucim mnozstvim arzenu klesd obsah zinku v rostling. Vliv zvySené koncentrace
arzenu na sniZeni absorpce zinku rostlinami byl jiz diive prokézan (Székova a kol., 2007).
Zinek ma esencialni metabolickou roli v rostliné a stimuluje rezistenci rostlin proti suchu,
vysokym teplotdm a nékterym houbovym onemocnénim. Toxické mnozstvi zinku pro rostlinu

je 300 - 400 mg/kg (Kabata a kol., 2007).

Graf 3: Zavislost mnozstvi horciku na mnozstvi arzenu v BuOH frakci
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Graf 4: Zavislost mnoZstvi fosforu na mnozstvi arzenu v BuOH frakci
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Grafy 3,4,5 a 6 znazoriiuji pomoci polynomu 2. stupné zavislost nékterych prvkl
na mnoZstvi arzenu. Koeficient determinace R® vysel u viech prvki vysoky, coz znadi

vysokou zavislost.

Graf'5: Zavislost mnoZstvi manganu na mnoZstvi arzenu
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Graf 6: Zavislost mnoZstvi zinku na mnozstvi arzenu
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5.5 OBSAH 20-HYDROXYEKDYSONU

Mnozstvi 20-hydroxyekdysonu ve frakci klesa oproti kontrole, ale naopak nartista
v Cerstvé biomase a v susSin€ (7ab. 4). Zména koncentrace ekdysteroidil je reakci na abioticky
stres zplsobeny zvySenym mnoZzstvim arzenu. Ve vzroku As 1/2 zpozdéjSiho odbéru
se markantné¢ zvySuje obsah 20-hydroxyekdysonu oproti kontrole. Tento jev souvisi
s narastem ekdysteroidit v dobé kveteni spolu s dalSimi specifickymi latkami naptiklad
prolinem. U vzorku As 2/2 rostlina upfednostnila tvorbu jinych latek nez ekdysteroida. Tyto
latky maji pfimou korelaci s fertilitou pylu (napt. glykoproteiny s vysokym obsahem prolinu)

(Wu a kol., 2001).

Tab.4: Obsah 20-hydroxyekdysonu

obsah 20E (ng)
vzorek |v 1 mg frakce |v1 g cCerstvé biomasy v 1 g susiny
K 11,80 67,40 502,60
As 1/1 8,90 103,60 666,10
As 2/1 10,00 101,30 646,80
As 3/1 6,80 87,80 619,50
As 1/2 16,30 168,40 1156,60
As 2/2 8,25 61,25 415,45

46



Aby se tvofil prolin a zabudoval se do glykoproteidi, tak se musi snizit jeho mnozstvi
a prestavad byt aktivni alosterickd inhibice a pak dochdzi k tvorbé prolinu z glutamové
kyseliny (Pavlikova a kol., 2007).

Zvyseni  20-hydroxyekdysonu v  rostliné neni vys§i nez obvykly obsah
20-hydroxyekdysonu v rostliné obsahujici vice ekdysteroidl (Leuzea carthamoides)
(Pavlik a kol., 2004).

Dalsi moznou hypotézou je, ze 20-hydroxyekdyson nema primarn¢ obrannou funkci
proti napadeni hmyzem. Mnozstvi 20-hydroxyekdysonu se méni béhem ontogenetického
vyvoje rostliny (ustni sdéleni — Pavlik, 2009).

Ve S$penatu stejné jako v kukufici nebo pSenici existuji ekdysteroid fosfaty, pfirozené
latky rostlin. Z literatury (Kabata a kol., 2007) vime, ze atom fosforu je nahrazovan atomem
arzenu. Muzeme tedy soudit, ze cast 20-hydroxyekdysonu se pfeménila na konjugat
s arzenem. Ten jsme nemohli detekovat, protoze ho dosud nikdo neizoloval a neméame jeho
standard. Je pravdépodobné, Ze konjugaty by mohly byt v extraktech, ale pro potvrzeni by to
znamenalo tyto latky izolovat, coZz je nad rdmec této diplomové prace. Je nutné ziskat
minimalné 5 mg cCisté latky, aby bylo mozné provést analyzy pomoci IR spekter, MS spekter,
C-NMR a H-NMR spekter. Po provedeni téchto analyz je mozné urcit strukturu, ze jde
o konjugat arzenu z 20-hydroxyekdysonu. Izolace takového mnoZzstvi by trvala v disledku
stopového mnozstvi ve Spendtu vice jak jeden rok (vypéstovani velkého mnozstvi biomasy,
extrakce této biomasy, jejich vytfepani, zchromatografovani frakci pomoci HPLC). VSechny

frakce by musely byt monitorovany pomoci IR spekter pti vinové délce 1652 nm.
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6. ZAVER

Prace sledovala plisobeni stupiiované a toxické davky arzenu bcéhem vegetace
na stresovy metabolismus rostlin Spendtu. Vlivem zvySeného mnozstvi arzenu v pudé
dochazelo k snizeni vynosu Cerstvé biomasy a susiny. Toto zjisténi neplati u vzorkti z druhého
odbéru, které byly v dob¢ sklizné€ v jiném vegetacnim obdobi nez vzorky z prvniho odbéru.
V obdobi kveteni ma rostlina vétsi podil Zilnatiny nez listové plochy. Zaroven s rostoucim
mnozstvim arzenu v pudeé rostl obsah arzenu v rostling.

U vzorkii dochézelo k nartistu manganu a poklesu zinku v biomase. Stejny jev byl
pozorovan pii pokusech na Pisum sativum (Paivoke, Simola, 2001). U vzorkll z prvniho
odbéru se s rostoucim mnozstvim arzenu v biomase zvySoval i obsah fosforu, ktery rostlina
potiebuje k tomu, aby se vyrovnala s toxickym plsobenim arzenu. SniZujici se obsah arzenu
dobfte koreluje s klesajicim obsahem vapniku v BuOH frakci. Z polynomi 2. stupné vyplyva
vysokd zavislost hot¢iku, fosforu, manganu a zinku na mnoZzstvi arzenu. Jedna
se o antagonistické vztahy.

Ekdysteroidy u rostlin nemaji zatim zcela objasnénu funkci. Predpoklada se, Ze tvofti
obranné mechanismy pted mechanickym poskozenim rostlin a jako obrana pted utoky hmyzu
(Sorianoa kol., 2004). Rostliny reaguji na abioticky stres zménou koncentrace ekdysteroidi.
Laboratornimi pokusy se zjistilo, Ze mnozstvi 20-hydroxyekdysonu vzroste vlivem zvysené
koncentrace arzenu v pudé oproti kontrole. V dobé kveteni dochdzi ke zvySené tvorbé
ekdysteroidt, avSak u vzorku As 2/2 jiz rostlina upfednostnila tvorbu jinych latek nez
ekdysteroida

Stres zplsobeny rizikovymi prvky vyvola syntézu mnoha obrannych proteini. Mezi

znamé obranné mechanismy rostlin proti arzenu patii fytochelatiny (Békésiova a kol., 2008).
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