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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva problematikou aplikace nanozeleza (nZVI) za ucelem chemicky
podporované fytostabilizace zinku (Zn) pro snizeni mobility tohoto prvku v prostiedi.
Interakce nZVI1 a Zn byly sledovany béhem experimentu na rajéeti jedlém (Lycopersicon
esculentum L.), rostliny byly péstovany v hydroponickém roztoku. Dale byly posouzeny
ucinky této interakce na pfijem vody, pfijem makrozivin a zeleza (Fe). Pouziti nZVI se
ukazalo jako vhodné feSeni pro stabilizaci nizSich koncentraci Zn (100 uM) Vv kofenovém
systému rostlin, respektive pro Ucely podporované fytoremediace. OvSem pulsobeni nZVI
nemélo vyznamny vliv na vysoké koncentrace Zn (500 pM). Béhem aplikace Zn ve
zvySenych koncentracich byla pozorovéana snizend schopnost pfijmu vody rostlinou, coz mize
mit za nésledek 1 omezeni pfijmu makrozivin. Nadale je nutné vénovat pozornost dalSim

vyzkumim a studovat vlivy aplikace nanocastic a jejich interakce v zivotnim prostiedi.
Klicova slova:

hydroponie; imobilizace; kovy; nanocastice zeleza; rajce



Abstract

The diploma thesis deals with the issue of nanoscale Zero-Valent Iron (nZV1) application for
the chemically assisted phytostabilization of zinc (Zn) in order to decrease mobility of this
element in the environment. The interactions of nZVI and Zn have been investigated during
the experiments using tomato plants (Lycopersicon esculentum L.), which were grown in a
hydroponic solution. Furthermore, the effects of the interactions on the uptake of water,
macronutrients and iron (Fe) have been assessed. The use of nZVI proved to be an effective
solution for the stabilization of lower concentrations of Zn (100 uM) in the root system or for
purposes of the assisted phytoremediation. However, the impact of nZVI was not significant
high concentrations of Zn (500 uM). During the application of Zn at increased concentrations
a decrease in water uptake has been observed, which can limit the macronutrient uptake. It is
necessary to pay attention to further research and study the effects of the nanoparticles

application and their interactions in the environment.
Key words:

hydroponics; immobilization; iron nanoparticles; metals; tomato
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1. Uvod

vvvvvv

siroké $kaly problémd v oblasti Zivotniho prostiedi (ZP) a ve vzniku novych remedia¢nich
technologii. Dochazi k rozvoji inovativnich postupii dekontaminace prostfedi (Novakova &
kol. 2009; Grieger & kol. 2010; Arruda & kol. 2015). Nanodcastice, jako je naptiklad
nanozelezo (nZVI1, nano zero-valent iron), nabizeji diky svym vlastnostem Cetna vyuziti pro
chemickou stabilizaci a tedy remediaci ZP. Vysoka reaktivita a velky specificky povrch t&chto
latek mohou vést k imobilizaci rizikovych kontaminant v pud¢, ¢imZ dochazi ke snizovani
jejich dostupnosti pro rostliny a zivé organismy. Zavedeni nanocastic Fe do ptdy za ucelem
fixace kontaminujici latky ovSem vyzaduje detailni studium vlivu na procesy a organismy
zijici v daném prostiedi (O’Carroll & kol. 2013).

Pouze nékolik studii se zabyvalo moznymi riziky spojenymi s pouzitim nZVI a jeho aplikaci
in situ (Grieger & kol. 2010; Arruda & kol. 2015). Nékteré vyzkumy upozoriiuji na to, Ze
nanocastice by mély byt studovany piimo v prostiedi, ve kterém se redlné¢ vyskytuji, protoze
jejich vlastnosti se znacn¢ lisi v zavislosti na okolnich podminkach (Song & kol. 2013).
Nedostatecné prozkoumanou oblasti je také u€inek nanocastic na organismy nasledkem jejich
bioakumulace. Rostliny jako primarni producenti piedstavuji potencionalni vstup nanocastic
do dalSich sloZek potravniho fetézce a jejich hromadéni v télech vyssich organismi (Arruda &

kol. 2015).

Studium a posouzeni vzajemnych interakci nanocastice-kov-rostlina je pro ucely této prace
stézejni. Vliv aplikace Zn a jeho vzdjemné interakce s nZVI a rajcetem byly sledovany
V hydroponickém systému. VyuZiti hydroponického roztoku umoZiiuje pfimo pozorovat
reakce, které se mohou odehravat v rostlinach béhem podporované fytostabilizace Zn pomoci
nZVI. V disledku téZby a zpracovani nerostnych surovin se Zn stal jednim z vyznamnych
kontaminanti prostfedi v nékterych oblastech CR. Hlavni oblasti kontaminovanou timto
prvkem je Ptibramsko. Ziskané poznatky budou podkladem pro dalsi studium stabilizace
rizikovych prvkll (RP) v prostfedi a navazuji tak na dosavadni vyzkumy na katedie
geoenvironmentalnich véd (CZU), zabyvajici se mj. vlivem nanoZeleza na chovani
kontaminantd a vyvoj rostlin. I pies vyhody plynouci z vyuzivani nZVI pii (fyto)remediaci
prostiedi je nutné vénovat zvySenou pozornost dal§im vyzkumim, zejména z hlediska

nezédouciho vlivu na fyziologii rostlin.
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2. Cile prace
Hlavnim cilem prace je experimentalné zjistit a posoudit u¢innost imobilizace Zn pomoci
nZV1 v hydroponickém systému na vybrané modelové rostliné a zhodnotit dusledky

vzajemnych interakci pro rostlinu.

Znalosti ziskané studiem interakci modelové rostliny s nZVI a Zn budou ptinosem pro dalsi
vyzkumy tykajici se vyuzivani nanocastic jako ¢inidla vhodného ke stabilizaci RP v prostiedi

v kombinaci s péstovanim plodin.

15



3. Kontaminace pad kovy

Znecisténi pudniho prostiedi RP se v poslednich letech stdva zavaznym problémem a
potencialni hrozbou pro lidské zdravi. Hlavnimi zdroji antropogenniho znecisténi jsou
aplikace hnojiv, pramyslovd vyroba a likvidace domdacich a primyslovych odpadnich
materialti. Primyslova ¢innost a s ni spojena produkce odpadii obecné vedou ke zvySenému
vyskytu fady kovi/metaloidi v pudach, jako je napft. arsen (As), kadmium (Cd), chrom (Cr),
méd’ (Cu), rtut’ (Hg), olovo (Pb) nebo zinek (Zn). Vstup téchto latek do potravniho fetézce
zavisi jednak na zdroji, ze kterého pochazeji, dale na jejich mnozstvi, vlastnostech ptdy a
schopnosti pfijmu rostlinami. VétSina pfirozené se vyskytujicich RP se nachéazi ve forméch,
které nejsou biologicky dostupné pro rostliny. OvSem prvky, které se do pidy dostaly diky
lidské ¢innosti, maji obvykle vysokou tzv. biodostupnost (Bolan & kol. 2014).

V disledku tézby a zpracovani nerostnych surovin dochézi k velmi vyznamnému
znecistovani prosttedi RP. Béhem tézby a zpracovani rud vznikd tvz. hlusina, kterd tvori
zakladni sloZzku dilnich odpadi. Staré dilni odpady jsou hlavnim zdrojem znecisténi, nebot’
obsahuji velké mnozstvi RP v dlsledku vyuzivdni netinnych téZebnich technologii.
Vzhledem k malé velikosti Castic, omezenému mnozstvi esencialnich zivin a organické
hmoty, vysokému obsahu kovi/metaloidd, nizkému pH a nedostatku bézné padni struktury,
tento odpadni material nepodporuje rast rostlin nebo pidni mikrobialni spolecenstvi. Rist
rostliny je omezovan zejména klimatickymi podminkami, napt. na suchych mistech s vysokou
mirou salinity. Riziko v suchych oblastech spoc¢iva predevSim v nachylnosti k vétrné disperzi

a vodni erozi v misté vyskytu hlusiny (Valentin-Vargas & kol. 2014).

Mezi oblasti, které jsou nejvice postizeny tézbou a zpracovanim nerostnych surovin v CR, se
fadi severni Cechy, oblast Kutné Hory nebo Pfibramsko (Tlusto§ & kol. 2007). Pravé okoli

Ptibrami je postiZzeno kontaminaci Zn, kterému je v této praci vénovana nejvétsi pozornost.

vvvvvv

stale pretrvava (Van€k & kol. 2005; Ettler & kol. 2006; Tlusto§ & kol. 2007). V dtsledku
prumyslové Cinnosti a tézby je Zn Casto pfitomen jako zneCiStujici latka v primyslovych

odpadnich vodach (Krzisnik & kol. 2014).

3.1 Zinek v pudé a rostlinach
Zinek je vyznamny esencialni prvek s vysokou mobilitou v pidé a vysokou schopnosti
transferu do rostlin (Némecek & kol. 2010). Nadbytek Zn muze negativné pusobit na

Calviniv cyklus a fotosyntézu, jelikoz tento prvek zasadnim zplsobem ovliviluje
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metabolismus rostlin (Mateos-Naranjo & kol. 2014). ZvySené koncentrace Zn mohou mit
toxické ucinky pro rostliny, které se projevuji v podobé chlorézy listi (obr. 1), zhorSené¢ho
ristu a nutriéni nerovnovahy (Cambrollé¢ & kol. 2012). V pudnim prostiedi se v nejveétsi miie
vyskytuje ve formé Zn** (Mejstiik 1991; Maderova & Paton 2013). Nékteré studie prokazuji
toxické ucinky Zn v zavislosti na jeho koncentraci napt. na cukrové fepé (Beta vulgaris L.).
Mezi hlavni pfiznaky se fadi chlordza listii, redukce riistu kofene a vyhonkt a oxidacni stres

rostlin (Sagardoy & kol. 2009; Gutierrez-Carbonell & kol. 2013).

Obr. 1 Toxické G¢inky ptisobeni Zn v podobé chlordzy listu u rajéete (Taiz & kol. 2015)

4. Moznosti fytoremediace
Rizikové prvky v pid€ nejsou biologicky rozlozitelné, proto dochazi k jejich hromadéni a
vstupu do potravniho fetézce. Vhodnou remediacni metodou lze zabranit dalSimu Sifeni RP
(Ali & kol. 2013; Mahar & kol. 2016). Moderni technologie fytoremediace jsou zaloZeny na
riznych mechanismech, které zahrnuji fytoextrakci, fytodegradaci, rhizodegradaci,
fytoakumulaci, rhizofiltraci, fytovolatilizaci a fytostabilizaci (Soudek & kol. 2008; Ali & kol.
2013). Fytoremediace obecné vyuziva ptirodni nebo geneticky modifikované rostliny, které
jsou schopny extrakce Ci stabilizace nebezpecnych latek (véetné radionuklidl, pesticidd,
polychlorovanych bifenyld a polycyklickych aromatickych uhlovodiki) a méni je napt. na
slou¢eniny metabolitt (Ali & kol. 2013; Mahar & kol. 2016). Pti fytoremediaci hraji hlavni
roli zelené rostliny a asociované mikroorganismy, které snizuji koncentraci nebo toxickeé
ucinky kontaminujicich latek (Ali & kol. 2013).
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Mezi nejznaméjsi metody fytoremediace patii fytoextrakce, béhem které dochéazi ke vstupu
zneCiStujicich latek z pidy nebo vody do rostlinného téla. Kontaminanty jsou pfijimany
kofeny rostlin a k jejich hromadéni dochazi v nadzemni biomase, tedy vyhoncich (Ali & kol.
2013; Mahar & kol. 2016). Fytodegradace je degradace organickych polutantt rostlinami za
pomoci enzymu. Rhizodegradace je metoda, ktera vyuzivad kofenovy systém rostlin pro
zvySeni vyskytu ptdnich bakterii a omezuje tak pfitomnost znecistujicich latek v pudé. Pri
fytoakumulaci dochazi ke vstiebavani kontaminantli kofeny, skonecnou akumulaci ve
vyhoncich rostlin. Rhizofiltrace se aplikuje pfi odstraiiovani znecisténin ve vodnim prostiedi,
polutanty jsou absorbovany kotfeny. V pfipadé¢ fytovolatilizace se jednd 0 pfijem
kontaminantd rostlinami, jejich pfeménu na t€kavou formu a uvolnéni do atmosféry (Soudek
& kol. 2008; Ali & kol. 2013). Tato prace je dale zaméfena zejména na (chemicky

podporovanou) fytostabilizaci.

4.1 Fytostabilizace

Dalsi fytoremediacni metodou je fytostabilizace, kterd je zalozena na vyuzivani rostlin ke
stabilizaci kontaminanti v padnimi vodnim prostiedi. Dochazi ke snizeni biologické
dostupnosti a mobility RP, ¢imz se zabrdni jejich migraci v pid¢, do podzemnich vod nebo
jejich vstupu do potravniho fetézce (Soudek & kol. 2008; Michalkova & kol. 2014). Kofeny
rostlin mohou prostfednictvim sorpce, precipitace a komplexace omezit pohyb kontaminantt

Vv rhizosféfe (tj. na rozhrani mezi piidou a kofeny rostlin; obr. 2).

Fytoremediace
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Obr. 2 Schéma znazornujici vztahy mezi (i)mobilizaci, biodostupnosti a remediaci RP (Bolan
& kol. 2014)
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Metodu je vhodné aplikovat v oblastech, kde je zapotiebi obnovit vegeta¢ni pokryv, ale
z divodu zvysené kontaminace prostiedi zde nelze vyuzit bézné druhy rostlin. Typickymi
rostlinami pro remediacni aplikaci jsou freatofytické stromy (tj. hluboko kofenici stromy,
které jsou schopny ziskavat vodu z velkych ptdnich hloubek) pro hydraulickou kontrolu a
travy s vlaknitymi kofeny pro kontrolu eroze (Soudek & kol. 2008). Mezi uspéSné pouzivané
rostliny patii napf. nékteré traviny komeréni povahy (Agrostis spp. a Festuca spp.), které jsou
nejéastéji vyuzivany k fytostabilizaci Cu, Zn a Pb (Mahar & kol. 2016). Rostlinné kofeny a
vegetacni pokryv stabilizuji pudni povrch a zabranuji rozptylovani kontaminantli vodni a
vétrnou erozi (Rizzi & kol. 2004; Soudek & kol. 2008). Vybér rostlin je kli¢ovym aspektem
pro uspéS$nou sanaci pud degradovanych dilni ¢innosti. Takové rostliny by mély tvofit
rozsahly kotfenovy systém a velké mnozstvi biomasy (Rizzi & kol. 2004). Fytostabilizace

znamena, Ze polutanty pietrvavaji v piidé€, ale jejich pohyb je omezen (Ali & kol. 2013).

Obnovenim vegetacniho krytu a mikrobidlnich spoleCenstev fytostabilizaci puady
kontaminované Pb a Zn (v dasledku dulni ¢innosti) se zabyvali Galende & kol. (2014). Byl
sledovan vliv aplikace kravské kejdy, dribeziho trusu a papirenského kalu smichaného
S driibezim trusem, dale byla sledovana vhodnost vyuziti pfirozené¢ se vyskytujiciho druhu
rostliny, kostfavy ¢ervené (Festuca rubra). Aplikace organickych hnojiv vedla k imobilité¢ Pb

a Zn v pudé. Nejvétsi produkce biomasy byla pozorovéana po aplikaci driibeziho trusu.

4.2 Chemicky podporovana fytostabilizace

Sifeni kontaminantii v piidnim prostfedi miize byt omezeno riznymi metodami stabilizace.
Stabiliza¢ni techniky, vCetné chemické stabilizace, fytostabilizace a jejich kombinace, se
ukdzaly jako vhodné&j$i a méné destruktivni moZnosti neZ b&zné zplisoby remediace (napf.
odtézeni pudy, prani pudy nebo jeji zmrazovani atd.). Hlavnim cilem chemické stabilizace je

snizit biologickou dostupnost a mobilitu RP Vv prostiedi (Komarek & kol. 2013).

Mobilita Zn je ovliviiovana pfitomnosti P, Ca, oxidid Fe, Mn, Al a organické hmoty
(Kumpiene & kol. 2008). Oxidy kovi jsou piirozenou soucasti pudniho prostfedi. Oxidy jsou
schopny adsorbovat toxické kovy/metaloidy a prostifednictvim jejich prekurzort (naptf. nZVI)
je mozné snizit mobilitu a biologickou dostupnost téchto znecistujicich latek. Tak zvané
starnuti oxidl vyznamnym zptsobem ovlivituje sorpci a chovani kovii/metaloidi. Vyuziti
nanooxidii Fe muze byt u€innym nastrojem pro odstranéni nebo stabilizaci RP v prostiedi
(Komarek & kol. 2013). Zinek muze precipitovat s hydroxidy, uhliCitany, fosfaty,

molybdenany, sulfidy a dalsimi anionty. V nékolika studiich byla feSena moznost stabilizace
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Zn v pudé pomoci P (Kumpiene & kol. 2008). Brown & kol. (2005) studovali efektivitu
sanace kontaminované pady in situ. Bylo zjisténo, Ze je mozné snizit dostupnost Pb, Cd, Zn
ve vysoce kontaminované pid¢, a to zménami v ptidnim sloZeni. Jako nejucinné;jsi se ukazalo
piidavat do pudy P ve formé trojitého superfosfatu nebo kyseliny fosfore¢né (H3PQO,). Pridani
P vedlo ke zvySenému riastu rostlin, snizené koncentraci kovu v rostlinnych pletivech a
zvySeni mikrobidlni aktivity. OvSem tyto zmény v pidnim slozeni nebyly dostacujici pro
snizeni biologické dostupnosti Cd, Pb a Zn, aby bylo mozné obnovit pfirozenou funkci pudy.
Su & Wong (2004) prokazali, ze uCinnym prostiedkem pro snizeni dostupnosti Cu, Zn, Ni a
Cdje smés polétavého popilku a Cistirenského kalu. Experiment ukazal, ze tato smés
podporovala nejen rdst modelové rostliny, ale také se snizovala dostupnost RP jejich
chemickou modifikaci na méné dostupné formy. Také Alvarez-Ayuso & Garcia-Sanchez
(2003a; 2003b) poukazuji na to, ze jilové mineraly jsou velmi efektivnimi nastroji pro
stabilizaci Zn a dal$ich prvka. Lee & kol. (2009) testovali u€inky vyuziti vdpence, cervené¢ho
bahna a strusky na extrahovatelnost RP, jejich dostupnost pro rostliny (hlavkovy salat
(Lactuca sativa)) a mikrobialni aktivitu. Po aplikaci bylo zji§téno snizené mnozstvi
rozpustnych a extrahovatelnych kovi v pudé. Tento jev byl doprovazen zvySenou mikrobialni
aktivitou a snizenou schopnosti rostlin pfijimat kovy. Jako nejucinnéjsi alternativa pro

snizovani koncentrace RP v rostlinach se ukazalo vyuziti cerveného bahna.

5. Vyuziti nanocastic ke stabilizaci kontaminantii

Nanotechnologie mohou piispivat ke zlepseni stavu ZP a udrzitelného rozvoje. V ramci
vyvoje nanotechnologii dochazi k prevenci vzniku znec€iSténi a stale se vyviji nové a U€inngjsi
technologie pro sanaci kontaminovaného prostfedi. Tyto materialy, diky svym rozmérim a
usporadani, ziskdvaji nové vlastnosti, které jsou dané zmeénou jejich fyzikalnich, chemickych
a biologickych vlastnosti. Castice jsou schopny na zakladé malych rozméri reagovat se svym

prostiedim na urovni jednotlivych molekul ¢i atomi (Burkhard & kol. 2006).

5.1 Nanocastice

Mezi nanocastice patii ty materidly, u nichz se alespoil jeden rozmér pohybuje v rozmezi 1 —
100 nm (Novakova & kol. 2009; Sovova & Koci 2012). Vyroba a vyuzivani anorganickych
nanocastic se v poslednich letech rozsitila do celé fady odvétvi, jako jsou chemicky pramysl,

zdravotnictvi, ale také Setrna remediace ZP (Sanchez & kol. 2011).
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I kdyz jsou nanocastice pfirozenou soucasti prostiedi, prumyslova vyroba téchto
nanomateridlll vyvolava fadu otdzek, souvisejicich s vyrobou, charakterizaci a interakci mezi
nanocasticemi a jednotlivymi slozkami prostiedi (Arruda & kol. 2015). Mezi nejvyznamnéjsi
zdroje prirozené se vyskytujicich nanocastic se fadi vedlejsi produkty spalovani, jako je
spalovani uhli, ropy, spalovani dieva, vyfukové plyny z automobilii, aerosoly v atmosféie a

¢innost sopek (Bystrzejewska-Piotrowska & kol. 2009).

Konkrétni aplikace nanoCastic zavisi nejen na jejich pocateénich morfologickych
vlastnostech, slozeni, velikosti atd., ale také na fyzikdlné-chemickych vlastnostech
jejich okoli (Sanchez & kol. 2011). Mezi nevyhody spojené s vyuZivanim nanocastic se fadi
jejich tendence ke shlukovani (Van der Waalsovymi silami a magnetickymi interakcemi),
¢imz dochazi ke zvétSovani velikosti ¢astic, a tim se snizuje reakéni povrch (Novakova & kol.
2009). Nové postupy se proto zamé&fuji na povrchovou modifikaci ¢astic s ohledem na jejich
pozdg&jsi aplikaci. Modifikace povrchu muze také ovlivnit agregaci nanocastic, ktera mize
ovliviiovat jejich toxicitu a chovani v ZP (Bystrzejewska-Piotrowska & kol. 2009; Sanchez &
kol. 2011; Elsaesser & Howard 2012).

Charakterizace nanocastic je zasadni pro ziskani detailnich informaci o jejich vlastnostech a
pro spravnou aplikaci. Existuje velké mnozstvi modernich technik pro urceni napt. slozeni,
morfologie a velikosti castic (skenovaci elektronova mikroskopie — SEM, transmisni
elektronova mikroskopie — TEM (obr. 3), mikroskopie atomarnich sil — AFM atd.; Arruda &
kol. 2015).

Obr. 3 Fotografie nanomaghemitu (y-Fe;O3) z transmisniho elektronového mikroskopu
(Vitkova & kol. 2015)
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5.2 NanoZelezo (nZVI — nanoscale Zero-Valent Iron)

V soucasné dob¢ se mezi hojné vyuzivané materialy fadi ¢astice nZVI, které funguji jako
silné redukéni ¢inidlo. Zelezo patii mezi pfirozené slozky ZP, a tudiz pii jeho aplikaci za
ucelem sanace in-situ nedochazi ke vnaseni nezadouci latky do prostfedi (Novakova & kol.
2009).

Struktura nZVI je tvofena jadrem a obalem. Jadro obsahuje zejména elementarni Fe a
ziskavaji se zn&ho elektrony, které reaguji s kontaminanty ZP. Obal je slozen predev§im
z oxidt/hydroxida Fe a dochazi zde ke tvorbé komplexi (Novakova & kol. 2009; Li & kol.
2016; obr. 4).

Fe (Hydr)oxidovy
obal (FeOOH)

Srazeni ||  Oxidace

n+z)+
e (n+z)

Me

Me-Fe-OOH™

Koprecipitace

Obr. 4 Struktura nZVI (O’Carroll & kol. 2013)

Chemicka redukce je nejcastéji vyuzivana metoda k vyrobé nZVI, a to predev§im diky své
jednoduchosti. Ziskany produkt se navic vyznacuje homogenni strukturou, kterd ukazuje na
vysokou reaktivitu. Hlavnim cilem vyvoje novych metod pro vyrobu nZVI je snizeni

vyrobnich nakladd, které umozni rozsahlejsi uplatnéni nZVI v praxi (Stefaniuk & kol. 2016).

Bylo dokéazano, ze nZVI je t€¢innym dekontaminacnim prostiedkem zejména pfti odstranovani
nezadoucich latek v podzemnich a odpadnich vodach, vcetné chlorovanych organickych
sloucenin, aromatickych nitrosloucenin, dusi¢nant, chloristanti, RP (Pb, Cr, Zn, Cu, As),
technickych barviv a fenolu (Novakova & kol. 2009; Fu & kol. 2014; Li & kol. 2016).

Znacnou nevyhodou nZVI je jeho nedostateCna stabilita, obtizné¢ oddé€leni od (Cisticiho)
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média, rychlad pasivace materialu a omezena pohyblivost ¢astic v dasledku tvorby aglomerat
(Chekli & kol. 2016; Stefaniuk & kol. 2016). Rychla agregace ¢astic nZVI snizuje velikost
jejich povrchu béhem reakce. Remediacni vlastnosti nZVI lze vSak ucinné zlepsit povrchovou
modifikaci, napf. pfidanim jiného kovu a vytvofenim slitiny na povrchu Fe (napt. Pd, Pt, Ag,
Cu, Ni). Mal¢ mnozstvi téchto kovii v povrchové vrstvé nZVI zptlisobuje zvysSenou reaktivitu
vysledné ¢astice a poskytuje dobrou ochranu proti pasivaci (Stefaniuk & kol. 2016).
Modifikace povrchovych vlastnosti nZVI je jednim z hlavnich postupt, jejichz cilem je
zvySeni disperze nZVI ve vodném prostiedi a mobility v poréznim prostiedi. Povrchova
uprava zpusobuje zmeénu povrchového nédboje nZVI, tim se zabranuje elektrostatické
pritazlivosti molekul a snizuje se jejich agregace (Grieger & kol. 2010; Stefaniuk & kol.
2016).

Existuje mnoho faktord, které ovliviiuji reaktivitu nZVI s kontaminanty, patfi sem zejména
velikost povrchu, stafi nanocéstice, stabilizatory povrchu nZVI a koncentrace kontaminantt

(O’Carroll & kol. 2013).

6. Rostliny v hydroponickém systému

Hydroponie je moderni technologie, diky které je mozné péstovat rostliny bez pudniho
substratu. Ziviny potfebné pro vyvoj rostlin jsou ziskavany z zivného roztoku. Pé&stovani
rostlin pomoci hydroponie méa své vyhody i nevyhody. Mezi hlavni vyhody patfi
recyklovatelnost vody v systému, snadnd kontrola vyzivy rostlin, vysoka produkce
péstovanych plodin a diky mozné kontrole se plodindm vice dafi. Nevyhodou je, Ze absence
pudy muze snadno vést k rychlé smrti rostlin. Vétsi rostliny maji kviali zhorSené moznosti
podpéry Spatné podminky pro rist. Tento systém je vhodny pro péstovani rostlin mensiho

vzristu, jako jsou byliny, raj¢ata a listova zelenina (Stone 2014; obr. 5).
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Obr. 5 Rostliny v hydroponickém systému (foto Svengrova 2015)

6.1 Prijem zinku

Zinek je dilezitou slozkou pro mnoho fyziologickych procest odehravajicich se v rostlinach,
jako jsou fotosyntéza, dychani a syntéza proteint. Siran Zn, Zn-EDTA a Zn-DTPA jsou Casto
vyuzivanymi slou¢eninami pii péstovani kultur v zivném roztoku, a to zejména pro udrzeni
potiebné koncentrace tohoto prvku v rostlindch. Uvedené syntetické chelaty maji nékolik
nevyhod, napf. toxicita a naruSeni rovnovahy mezi stopovymi prvky, zejména pii jejich
vyuziti v hydroponickych systémech. Chelaty inhibuji srazeni Zn v roztoku a rostlinami jsou
pfijimany v mnohem mensi mife (vzhledem k jejich velikosti) nez volné kationty Zn
(Mohammadi & Khoshgoftarmanesh 2014). Bernhard & kol. (2005) studovali vliv Zn, ktery
byl obsazen v luznich sedimentech v Nizozemsku, na pfijem a akumulaci u tfi modelovych
rostlin. Psinecek vybézkaty (Agrostis stolonifera), brukev fepka (Brassica napus) a jetel
plazivy (Trifolium repens) jsou druhy, které se bézné vyskytuji v nivach fek. Experiment se
uskutecnil jednak v polnich podminkach za piitomnosti vSech abiotickych a biotickych
faktorti prostfedi a jednak v fizenych podminkach s vyuzitim hydroponie. Koncentrace Zn
byly béhem testovani postupné zvySovany. U vSech druhti byla prokazana sniZzenéd produkce
biomasy nebo délky kofenti a zvySend koncentrace Zn ve vyhoncich. Studie dokazuje, Ze
kombinace dat ziskanych z obou Setfeni byly podobného charakteru. Moghaddasi & kol.
(2013) péstovali okurky seté (Cucumis sativus L.) v zivném roztoku, ktery obsahoval

nanocastice pfipravené rozemletim pryzovych pneumatik. Pneumatiky obsahuji 1 —2 % Zn a
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nekteré studie poukazuji na to, Ze by tyto materidly mohly byt pouzity jako efektivni a
bezpecné hnojivo pro rostliny. V této studii byla porovnavana ucinnost nanocastic
obsahujicich Zn a komeréné vyuzivaného hnojiva obsahujiciho siran zine¢naty (ZnSO,). U
okurek péstovanych za pomoci hydroponie, do niz byly pfidany nanocastice, byla prokéazéana

vyssi akumulace Zn v kofenech 1 vyhoncich a vétsi produkcee plodi okurek.

Mihucz & kol. (2012) zkoumali akumulaci a distribuci Fe, Cd, Ni a Pb v riznych rostlinnych
¢astech. Modelovou rostlinou byl topol (Populus jacquemontiana var. glauca cv. Kopeczkii),
ktery byl péstovan za pomoci hydroponie. Hydroponicky roztok obsahoval také dva rozdilné
chelatory Fe(III): citrat Fe(IIT) a Fe(ll1) EDTA. Obsah Fe a akumulace rizikovych kovii byla
obecné vys$i za pouziti citratu Fe(Ill). Transport Fe k vyhonkiim rostliny zavisel zejména na
typu chelatu Fe(Ill) a rizikovém prvku, ktery byl pouzit. Bylo zjisténo, ze Pb se hromadilo
pouze V kofenovém systému. Topol byl stanoven jako vhodna dfevina pro fytoremediaci

prostfedi kontaminovaného Cd a Ni.

7. Rajée jako modelova rostlina pro studium fyziologie
Rajce je jednou z hlavnich plodin vyuzivanych ke spotiebé lidmi po celém svété, a proto se
tato plodina stala predmétem celé¢ fady vyzkumut. Jedlé rostliny mohou Skodlivé latky

akumulovat ve svych pletivech a transportovat je do nadzemnich ¢asti nebo plodu (Lopez-
Moreno & kol. 2016).

Lopez-Moreno & kol. (2016) studovali ucinky ferit kobaltovych (CoFe;04) nanocastic na rist
a vyvoj raj¢at. Tyto nanocastice jsou studovany pro jejich mozné vyuziti v 1ékatskych védnich
oborech. Jejich vlastnosti jsou vhodné napt. pii studiu nanocastic za pouziti magnetické
rezonance. Védci zkoumali toleranci rajéat jedlych (Solanum lycopersicum L.) vuéi ferit
kobaltovym nanocasticim. Rajcata byla péstovana v hydroponickém médiu, do kterého byl
pidavan ferit kobaltu v koncentracich 0-1000 mg.I*. Bylo zjisténo, Ze nano&astice
neovlivnily kliceni ani rust rostlin. Rajcata projevila schopnost tolerovat tyto latky az do
koncentrace 1000 mg.I™ bez viditelnych piiznaki toxicity. Dale bylo zjisténo, Ze pfi
koncentraci 1000 mg.I™ mohou ferit kobaltové nanoéastice stimulovat riist korentl. Song &
kol. (2013) testovali fytotoxicitu rostlin za ptitomnosti dvou rtiznych nanocastic, jednalo se o
nanocastice oxidu titani¢itého (TiO,, aerosol) a nanocastice stiibra (Ag, koloid). Autofi si
kladli za cil vyvinout metodu, kterou lze aplikovat na Sirokou Skdlu riznych typt Castic. Pro

studium toxicity bylo vyuzito rajée jedlé (Lycopersicon esculentum L.), které bylo v piipadé
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zkoumani ucinkt nanocastic TiO, péstovano ve skleniku za pomoci komeréné vyuzivané
pudy a v piipad¢€ nanocastic Ag byl pouzit roztok Hoaglandu (zivny roztok hydroponického
systému). Bylo zjisténo, Ze studované typy nanocastic nemaji toxické ucinky na kli¢ivost
rostlin, ale u nanocastic Ag byla pii kazdé testované koncentraci této latky prokazana redukce
rustu kofentl. Fytotoxicita nanocastic Ag byla u dospélych rostlin prokdzana zejména nizSim
obsahem chlorofylu, vyssi aktivitou antioxida¢niho enzymu (superoxid dismutasy) a snizenou
tvorbou plodt rostlin. Nanocéstice TiO, mély fytotoxické ucinky pii nejvyssi koncentraci
(5000 mg.kg'l), kdy se projevila zvySend aktivita superoxidu dismutasy. Tento metodicky
piistup by mohl byt uzitecCny pro stanoveni relativni toxicity nanoc¢astic u péstovanych rostlin
a pro porovnani vysledkli z pokust provadénych v laboratornich a pfirodnich podminkach.
Haghighi & Pessarakli (2013) studovali vliv roztoku kiemiku (Si) a nanocastic Si ve formé
SiO; na toleranci rajéat jedlych (Solanum lycopersicum L.) viéi zasoleni v rané fazi rustu.
Experiment byl proveden ve skleniku za vyuziti hydroponického roztoku. Vysledky ukazuji,
ze Si by mohl podporovat fotosyntetickou aktivitu rostlin a chranit je pfed nebezpecnymi
ucinky zasoleni. Nebyly zjistény vyznamné rozdily mezi aplikaci roztoku Si a aplikaci
nanocastic Si. Obé formy byly G€inné 1 pfi nizSich koncentracich u vétSiny métfenych

charakteristik (obr. 6).

oy

Obr. 6 Utinky chloridu sodného (NaCl) na semeniky rajéat: a) semenik bez znamek hnédnuti,

R
—

b) prvni znamky hnédnuti semeniku rajcete v disledku stresu zptisobeného salinitou,

) zhnédnuti semeniku rajcete (Haghighi & Pessarakli 2013)

Bressy &kol. (2013) ve svém vyzkumu demonstruji efektivitu modernich analytickych metod
pti studiu RP obsazenych v rostlinach. Vyuziti ICP-OES (optickd emisni spektrometrie s
induk¢né vazanym plazmatem) a ICP-MS (hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem) technik je vhodné pro stanoveni obsahu stopovych prvkid v analyzovanych
vzorcich rostlin. Pomoci téchto metod 1ze provést rozsahlou prvkovou analyzu, umoziujici
simultanni stanoveni celé skaly prvkl najednou. Mezi vyhody patii zejména rychlost analyzy

a potfeba malého mnozstvi vzorku. Experiment se zabyval koncentracemi patnacti prvka (Al,
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Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Se, Sn, Sr, V a Zn) u tii druht rajcat (Khaki, Cherry a
Italy) v riznych fazich vyvoje. Bylo zjisténo, ze v kone¢né fazi vyvoje rajéata vykazovala
vy$$i koncentrace vétSiny méfenych prvki. Organicky péstovana rajéata (ve srovnani s rajéaty
péstovanymi konven¢né) obsahovala vétsi mnozstvi stopovych prvkd a méné toxickych

prvk.

8. Rizika nanocastic pro Zivotni prostiredi

Zvysujici se produkce a vyuZzivani nanoéastic vede k jejich stale Gast&j$imu uvoliovani do ZP,
a tim muze dochazet k ovlivilovani organismi v ném zijicich. Nanocastice se diky svym
vlastnostem pouzivaji také v celé fadé¢ primyslovych a biomedicinskych aplikaci. Mezi
nejvice vyrabéné nanocastice se fadi oxidy kovi (Fe, Ag, Ti, Zn, Si) a nanocastice na bazi
uhliku (fullereny véetné jedno a vicevrstevnych uhlikovych nanotrubic), s tim souviseji obavy

spojené s chovanim a dopady téchto latek na prostiedi (Canesi & kol. 2015).

Chovani nanocastic v prostfedi zavisi na ruznych parametrech. Nanocastice mohou byt
seskupeny do mikroskopickych ¢astic nebo vlozeny do exponovanych materialt, mohou
korodovat, rozpoustét se a ménit svou morfologii (jejich povrch se méni spole¢né se zménami
v prostiedi; Sanchez & kol. 2011). Tyto ¢astice se v piirodé promichavaji a reaguji s dalsimi
slozkami, jako je organickd hmota, hydrofobni organické kontaminanty a anorganické ionty
véetné RP (Baker & kol. 2014; Canesi & kol. 2015). Vyzkum Auffana & kol. (2009) ukazal,
ze chemicky stabilni kovové nanocastice nemaji vyznamny toxicky vliv na buiky, ale
nanocastice schopné oxidace, redukce nebo rozpousténi jsou cytotoxické a genotoxické pro
bunééné organismy. Z téchto diivodi je vhodné jesté pied zavedenim nanocastic vyhodnotit

rizikové faktory jejich aplikace.

Baun & kol. (2008) doporucuji, aby posouzeni rizik nanocastic bylo zaméteno nejen na jejich
toxicitu jako takovou, ale aby se braly v ivahu i mozné interakce s pfitomnymi polutanty,
které by mohly vést ke zménam v jejich biologické dostupnosti, biokoncentraci a toxicité.
Tyto interakce mohou vyvolat celou fadu reakci v organismech na rtuznych turovnich

biologické struktury. Biologické Ui€inky takovych Skodlivin lze obvykle jen téZko pfedvidat.

Komplexni vyuzivani nanoc¢astic povede k tvorbé znaéného mnozstvi nové generace odpadu.
Z téchto divodl je nutné vénovat pozornost vyvoji novych metod, které budou fesit toxicitu
nanomateriali. Vhodnou alternativou by mohlo byt vyuzivani bakterii a jinych organismu

k opétovnému pouziti vybranych nanocastic (Bystrzejewska-Piotrowska & kol. 2009).
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9. Toxicita nanoc¢astic pro rostliny
Dilezitym aspektem pro posuzovani rizik spojenych s nanocasticemi je pochopeni jejich
interakce s rostlinami. Vliv na rostliny se li$i v zavislosti na sloZeni, koncentraci, velikosti a

dal$ich fyzikalné-chemickych vlastnostech nanocastic a rostlinnych druhtt (Ma & kol. 2010).

Potencialné toxické kovy, jako jsou Cu, Cd, Hg, Ni a Zn, se vazi na bunécné komponenty
vcetné bilkovin. Tento zasah do bunécnych procest Casto zplisobuje redoxni nerovnovahy a
oxidaéni stres u rostlin (Ma & kol. 2010). Lin & Xing (2007) a Doshi & kol. (2008) dokazali,
7e nanocastice obsahujici Zn a Al maji toxické uc¢inky na kliceni a rust kofeni. Zkoumano
bylo Sest sazenic zeméd€lsky vyznamnych druht rostlin. Vyrazné byla snizena biomasa u
jilku vytrvalého (Lolium perenne), dale byla sniZzena schopnost tvorby krycich pletiv u kotent
a kortikalni buniky byly vysoce vakuolizované. Shah & Belozerova (2009) sledovali vliv
nanocastic kovt (Si, Pd, Au, Cu) na kli¢eni semen salatu. Vysledky ukazaly, ze nanocastice
Pd a Au piinizkych koncentracich, nanocastice Si a Cu pfi vysokych koncentracich a
kombinace nanocastic Au a Cu mély pozitivni vliv na kliceni semen. Cilem studie Ma & kol.
(2013) bylo zhodnotit toxicitu a akumulaci nZVI pomoci dvou bézné se vyskytujicich rostlin
(orobince sirokolistého (Typha latifolia) a hybridnich topolt (Populous deltoids x Populous
nigra)). Byl prokazan silny toxicky u¢inek na rostliny, a to za zvySenych koncentraci nZVI
(> 200 mg.I™ u orobince a 1000 mg.I™ u hybridnich topoli), ale p¥i nizsich koncentracich
(<50 mg.I'") byl pozorovan zvyieny riist u orobince. Tato nanolastice také pronikla do

epidermalni bunék vyskytujicich se na kotenech rostlin.

V ramci nékterych vyzkumu bylo zjisténo, Ze nanocastice mohou mit neptiznivy vliv na Cisté
kultury bakterii, jako je Escherichia coli. V téchto pfipadech muze oxidace nZVI vést
k produkeci reaktivnich forem kysliku v zivych buikach. Na druhou stranu ionty Fe mohou
vstoupit do bun¢k a zpisobit oxidacni stres, ktery mize spolu s dalSimi vlivy poskodit jejich

membrany, coz vede k bunééné smrti (Machado & kol. 2013).

Nanocastice nejsou toxické pouze pro sazenice rostlin, ale také pro rostlinné bunky a fasy (Ma
& kol. 2010). Vngjsi bunétnad membrana je rozhranim mezi bunkou a vnéj§im prostiedim a
umoziuje selektivni transport iontli, molekul a také nanocéstic. Stabilita membrany muze byt
narusena bud’ pfimo (fyzické poskozeni), nebo nepiimo (oxidace), coz mize vést k bunécné
smrti. Schopnost nanocastic vniknout do rostlinné buiiky pfes membrany usnadiiuje jejich
selektivni propustnost a transportni mechanismy. Interakce nanocastic S membranami do

znaéné miry zaviseji na povrchovych vlastnostech nanoc¢astic (Elsaesser & Howard 2012).

28


http://www.sciencedirect.com.infozdroje.czu.cz/science/article/pii/S0169409X11002328
http://www.sciencedirect.com.infozdroje.czu.cz/science/article/pii/S0169409X11002328

Vzhledem Kk tomu, ze tyto latky jsou schopny pronikat buné¢nou sténou a plazmatickou
membranou, vnikaji také do cévnich svazkl (xylem). Takto mohou byt transportovany do

stonkli a listd. Diky pisobeni nanoc¢éstic mize byt narusen proces déleni bunck (Ma & kol.

2010).

Nanomaterialy mohou zlepsSit schopnost kliceni u nékterych rostlin, ale zarovenn mohou
nepiiznivé ovlivnit jiné druhy rostlin (Khot & kol. 2012). Vétsina studii této problematiky
byla provedena v fizenych podminkach za pomoci hydroponie (Ma & kol. 2010). Péstovani
rostlin v pud¢, ktera ma komplexni a polyfunkéni charakter, se miize v porovnani
S hydroponii vyrazné liSit ve sledovanych parametrech. Fytotoxickému chovéani nanomateriala
je tieba vénovat zvySenou pozornost. Pochopeni zdkladnich mechanismii a interakci jiz pted

jejich zavedenim je kli¢ové.
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10. Metodika

10.1 Navrh experimentu

Nanozelezo se dle mnoha vyzkumi zda byt vhodnym fe$enim pro sanaci ZP. N4§ experiment
do jisté miry simuluje procesy, které se odehravaji v redlném prostiedi kontaminovaném RP.
Vyzkum probihal za ¥izenych podminek ve skleniku FZP. P&stovanim vybrané modelové
rostliny v hydroponickém roztoku byl sledovan vliv aplikace nZVI na imobilizaci a pfijem Zn
a vzajemnych interakci mezi nZVI, Zn a rostlinou. Hydroponicky systém byl zvolen jako

zjednoduseny obraz podminek pro chemicky podporovanou fytostabilizaci.

Pro dosazeni stanovenych cili prace byla v hydroponickych podminkach péstovana jedna
zZ nejvice vyuzivanych plodin, rajée jedlé (Lycopersicon esculentum L.). Rajéata jsou zdrojem
mnoha Zivin a sekundarnich metabolitl, které jsou dilezité pro lidské zdravi. Plody rajcat
obsahuji antioxidanty (vitamin C, karotenoidy, fenolické slouceniny, flavonoidy a fenolické
kyseliny). Pfitomnost nutricnich nebo toxickych latek v rajcatech je zavisla na péstebnich
podminkach a vyuzivani pesticidi a hnojiv. Schopnost akumulace kovli se mezi péstovanymi

druhy a kultivary zna¢né 1isi (Bressy &kol. 2013).

10.2 Péstovani rostlin

Semena rajc¢at byla s vyuzitim plastovych sadbovacu ptredpéstovana v 6 1 perlitu, ktery byl
smichdn s3 | pladniho substratu, tedy v poméru 2:1. Rostliny byly za téchto podminek
péstovany po dobu 14 dni, dokud nedosahly velikosti zhruba 5 cm. Nasledné byly po omyti
kotfenového systému vybrané vzorky sazenic pieneseny do hydroponického systému (obr. 7).
Pro péstovani byly vyuzity neprihledné Samla boxy (IKEA, velikost: 40x20x20, objem: 5 1),
které byly pfikryty vikem se 6 otvory pro upevnéni rostlin. Reprezentativni vzorky rostlin
byly po 6 kusech umistény do 12 boxit, do kterych byly z akvarijniho aeratoru zavedeny
hadice s pfivodem vzduchu. Zapojeni vzduchového systému podporuje provzdusnéni
kofenového systému rostlin. Sazenice rajéat byly péstovany za fizenych podminek pti

teplotach v rozmezi 20-25 °C, sazenice byly osvétleny 24 hodin denn¢.

30



Obr. 7 Zobrazeni hydroponického experimentu s upevnénymi sazenicemi rajéat (foto

Svengrova 2015)

10.3 Priprava Hoaglandu a jeho aplikace

Pro ucely experimentu bylo ptipraveno 30 1 modifikovaného roztoku Hoagland, ktery
obsahoval specifické mnozstvi zivin (makro- @ mikroZzivin; tab. 1). Poté bylo do Hoaglandu
piidano 30 ml hydroxidu draselného (KOH) a pomoci pH-metru (pH 3310 SET 2, WTW,
Némecko) bylo zméfeno pH piipraveného roztoku. Vysledné pH bylo upraveno tak, aby
hodnota doséhla ptiblizn€ pH 6,5. Jednotlivé boxy byly napustény zhruba do 2 svého objemu
roztokem Hoaglandu a zbytek byl doplnén (pfiblizné do % objemu jednotlivych boxii)
destilovanou vodou, kterd byla dle potieby prubézné doplnovana (tj. v zavislosti na
vypatovani). Hoagland byl za stejnych podminek pfipraven a obménovan 1x za tyden. Pozice
jednotlivych boxti umisténych na stole ve skleniku byly jednou tydné ndhodné ménény pro

zajisténi stejnych podminek pro vSechny testované boxy.
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Tab. 1 Koncentrace jednotlivych makro- a mikrozivin pouzitych pii ptipravé modifikovaného

Hoaglandu (Martinez-Fernandez & kol. 2015a)

Hydroponicky roztok | Koncentrace (nM)
M akroZiviny
Ca(NOs3),-4H,0 2000
KNO; 2000
NH;NO; 1000
KH,PO, 1000
MgSO,-7H,0 500
MikroZiviny
H3BO; 25
MnSO,-H,0 2
ZnS0O,-7H,0 2
CuSO,-5H,0 0.5
(NH4)sMo0,0,4-4H,0 0.1
NaCl 50
FeEDDHA 20
pH 6.5

10.4 Aplikace nZVI

Po 14 dnech bylo do nové piipraveného roztoku Hoaglandu pfiddno nZVI. Bylo pfipraveno
60 1 Hoaglandu, ktery tentokrat obsahoval jiné pomeéry zivin, konkrétné u makrozivin byla
znateln¢ snizena koncentrace u jednotlivych sloucenin (tab. 2) a chelat FeEEDDHA byl
nahrazen FeSO,4-7H,0, aby kvili jeho pfitomnosti nedoslo K naruseni piijmu nZVI. Poté bylo
zmé&feno/upraveno pH (6,5) a do roztoku byl ptidan MES pufr o koncentraci 17,568 g/60 |.
V této ¢asti pokusu bylo do 30 1 roztoku pifidano 1,5 g nZVI a zbylych 30 1 bylo ponechano
bez aplikace nZVI, ¢ili 6 boxl obsahovalo nZVI a dalSich 6 boxl slouZzilo jako kontrola.
Umisténi boxii bylo opét nahodné zménéno. Kvili usazovani nZVI na dné€ boxu byly tyto
boxy kazdy den promichévany, dle potifeby byla také dopliiovana destilovana voda a koteny
jednotlivych rostlin v kazdém boxu byly od sebe navzajem separovany, aby nedoslo k jejich

proristani.
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Tab. 2 Upravené koncentrace makro- a mikrozivin pouzité pii ptipravé Hoaglandu

Hydroponicky roztok | Koncentrace (nM)
MakroZiviny
Ca(NO3),-4H,0 400
KNO; 2000
NH;NO; 1000
KH,PO, 20
MgSO,-7H,0 200
MikroZiviny
H3;BO; 20
MnSO,4-H,0O 2
ZnS0O4-7H,0 2
CuS0O,4-5H,0 0.2
(NH4)¢Mo0,0,4-4H,0 0.1
NaCl 50
FeSO,-7H,0 10
pH 6.5

10.5 Aplikace Zn

Po 7 dnech od aplikace nZVI byl do vSech boxu pfidan Zn ve formé ZnSOy4-7H,0. Pokus byl
navrzen tak, Ze do jednotlivych boxl bylo napipetovano bud’ 100, nebo 500 uM této
slouceniny. Vzdy byl vybran jeden kontrolni box (bez nZVI) a jeden, ktery obsahoval nZVI a
do obou byla aplikovana stejna koncentrace ZnSQy4-7H,0 dle schématu (obr. 8). Roztoky
s obsahem nZVI1 byly z divodu usazovani nadale promichavany, kofeny oddé&lovany a

destilovana voda byla v ptipad¢ potieby dopliiovana.
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fazvil [ K Y (nzvi)[ K Y[wzvi) [ K

100uM| |500nM| [100puM| [S00uM] 1100pM| |S00nM
Zn Zn Zn Zn Zn Zn

K Y[ozviY[ K ) [(uzvi)[ K ) [nzv]

100uM| |500uM| |100uM| |500uM| |100pnM] |S00uM
Zn Zn Zn Zn Zn Zn

Obr. 8 Aplikace Zn ve dvou koncentracich do jednotlivych boxu (nZV1: boxy s aplikaci
nZVI, K: kontrolni boxy bez aplikace nZVI)

10.6 Odebirani vzorkii rostlin v priibéhu péstovani
V pribéhu péstovani rostlin bylo v urcitych fazich vyzkumu odebirdno potfebné mnozstvi
rostlinnych vzorkli, aby mohl byt sledovan a analyzovan vliv aplikace roztoku a jeho

modifikaci na rostliny v Case.

10.6.1 Prvni sklizen

Tésné pred aplikaci Zn bylo provedeno prvni sklizeni rostlin. Z kazdého boxu bylo odejmuto
jedno rajce, tj. dohromady 12 rostlin. Nasledné byly u kazdé rostliny zvlast' zvazeny vyhonky
a kofeny (tzv. Cerstvda hmotnost). Jednotlivé vzorky byly nasledné ulozeny do celkem 24

obalek (tj. 12 obalek s vyhonky a 12 obalek s kofeny) a ususeny (70°C).

10.6.2 Druha sklizen

O 6 dni pozdéji byla provedena druhd sklizen rostlin (tj. cca tyden po aplikaci Zn). Z kazdého
boxu byla odebrana opét jedna rostlina a zaznamendna cerstvd hmotnost jednotlivych
vyhonkl a kofenll. Znovu bylo pfipraveno 24 obalek, tj. pro 12 kusi kofenti a 12 kusl
vyhonkli pro nasledné suSeni. Zaroven byly odebrany vzorky kotfeni pro analyzu SEM,
konkrétné vzorky po interakci s 500 uM Zn (kontrolni varianta bez nZVI a kofenovy systém

vystaveny pusobeni nZVI). Vzorky kofenli byly zhruba v polovingé své délky odfiznuty
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pomoci skalpelu a umistény na Petriho misky. Kofeny byly bez dal$i tpravy nasledné

lyofilizovény.

Po druh¢ sklizni byl nasledujici den do 12 boxt na hydroponii aplikovan standardni typ
Hoaglandu (viz kapitola 10.2 Piiprava Hoaglandu a jeho aplikace) a sledovan vliv zavedeni

neupraveného roztoku na rostliny.

10.6.3 Treti sklizen
Po aplikaci standardniho Hoaglandu byla o tyden pozdé&ji provedena posledni sklizen rostlin.
Béhem treti sklizn€ byl znovu z kazdého boxu odebran 1 vzorek rostliny a obé ¢asti (vyhonky

a kofeny zvlast)) byly opét zvazeny a pripraveny na suseni jako v piedchozich skliznich.

Vzorky rostlin ze vSech tii sklizni byly umistény do susarny v laboratofi. Po tiplném vysuseni
byla opét zvazena hmotnost obou rostlinnych ¢asti. Zaznamenana byla tedy vaha Cerstvé

odebranych i usuSenych vzorka rostlin (tzv. sucha hmotnost).
10.7 Analyza ICP-OES

10.7.1 Priprava vzorkt

Vzorky rostlin z prvni sklizné byly z pivodnich 24 vzorki zredukovany na 12 vzorkd. To
znamend, Ze napf. vyhonky z kontrolnich boxt byly vZdy po dvou odebranych vzorcich
zpracovany spolecné, nakonec byly ziskany 3 vzorky vyhonktl, respektive kofent,
Z kontrolnich boxt. Stejnym zpisobem byly zpracovany vzorky ziskané zboxi s

obsahem nZVI (tab. 3). Vzorky z druhé a tteti sklizné byly ponechany v piivodnich poctech.

Tab. 3 Integrace shodnych vzork rostlin z 1. sklizné

VYHONKY| KORENY

Cislo boxu| Aplikace nzZvl | Zkumavka | Zkumavka

1 Kontrola 1+4 1+4

2 nZVI 2+3 2+3

3 nZVI

4 Kontrola

5 Kontrola 5+8 5+8

6 nZVI 6+7 6+7

7 nZVI

8 Kontrola

9 Kontrola 9+12 9+12

10 nZV| 10+11 10+11

11 nZVI

12 Kontrola
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Vsech 60 vzorkl rostlin (12 z prvni sklizn€, 24 z druhé sklizné a 24 vzorkl z tieti sklizn¢)
bylo pred zacatkem digesce rostlinného materialu rozemleto pomoci analytického mlynku
(IKA A 11, IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Némecko).

10.7.2 Digesce rostlinného materialu

Pro chemicky rozklad rostlinného materialu bylo navazeno 150 mg materidlu a nasledn¢ byl
tento material umistén do zkumavek ztvrzeného plastu. Do vSech zkumavek byly
odpipetovany 2 ml peroxidu vodiku (H2O;) a pozd¢ji bylo ptidano 8 ml kyseliny dusi¢né
(HNO3). Po ukonéeni chemické reakce zpusobené piidanim H,O, a HNOj3; byly nadoby
umistény na topnou desku (HT, Harry Gestigkeit, Némecko). Teplota byla nastavena na
150 °C a rozklad probihal ptiblizné 16 hodin (pfes noc). Druhy den byla provedena filtrace
materialu (0,45 um) do odmérnych ban€k (25 ml). Objem jednotlivych roztoku/vyluht byl
pokazdé doplnén destilovanou vodou po rysku. Vznikly roztok byl diikladné protiepan a pielit
do plastovych zkumavek (10 ml) pro ICP-OES analyzu.

10.7.3 Analyza ICP-OES

Analyzou ICP-OES (Agilent 730, Agilent Technologies, USA) byla provedena detekce Siroké
Skaly prvkd, které byly obsaZeny v rostlinach. Pro tcely této studie nebyly pouZity informace
o vSech analyzovanych prvcich, pocet prvki byl zredukovan a Setfeni probéhlo pouze u
nasledujicich prvkl: Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, P a Zn. Jedna se o prvky, které byly

soucasti modifikovaného Hoaglandu a/nebo pfidavany v pribéhu experimentu.

10.8 Analyza SEM

Z odebranych a lyofilizovanych vzorkl kofenti bylo odfiznuto cca 0,5 cm materialu a ten byl
umistén na vodivou lepici pasku ptfipravenou na specidlnim drzéku pro SEM. Vzorek byl
nasledné¢ pokoven vrstvou uhliku. Snimky byly pofizeny skenovacim elektronovym
mikroskopem TESCAN VEGA3XMU (TESCAN Ltd., CR; operatorka: Mgr. Noemi
Mészarosova, Geologicky tstav AV CR, v. V. i.) vybavenym energiové disperznim rtg-

spektrometrem (EDS) Bruker QUANTAX200 pro semi-kvantitativni chemickou analyzu.

10.9 Statistické zpracovani

Data byla v ptipad¢ prvni sklizn¢ zpracovana pomoci T-testu (Studentiv t-test) a v ptipadée
druhé a teti sklizn¢ byla data vyhodnocena pomoci jednocestné analyzy variance (ANOVA)
v prostiedi pocitacového programu SPSS (IBM Corporation 2010). Vsechna data podle

Kolmogorova-Smirnova testu vykazovala normalni rozdéleni. Rozdily mezi vypoctenymi
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daty, respektive jejich praméry, byly testovany pomoci Tukeyho testu, aby byly rozdily
signifikantni, musely se hodnoty priméri pohybovat na hladiné vyznamnosti < 0,05. Méfeni

ucinkd jednotlivych aplikaci na rostliny probihalo vzdy ve 3 opakovanich (n = 3).

37



11. Vysledky

Pro nasledujici graficka zobrazeni vysledkii byly vybrany pouze nejvyznamnéjsi proménné, a
to: Cerstva vaha rostlin, obsah makrozivin (Ca, K, P, Mg), Fe a Zn. Pro kazdou proménnou
byly vytvoreny dva grafy, tj. porovnani pro vyhonky a koteny. Dale byly u sledovanych prvka
zobrazeny vysledky pro prvni a tieti sklizen, tedy porovnani hlavnich zmén na zacatku a na
konci experimentu. Hlavni vysledky jsou slovné zhodnoceny. Stejna pismena u chybovych
usecek v jednotlivych grafech naznacuji, ze nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi
aplikacemi, zkratka ns = neni signifikantni, s = signifikantni. Kompletni vysledky analyz pro

vSechny méfené parametry jsou uvedeny v piiloze ¢. 1 a 2.

11.1 VIiv na biomasu

V této kapitole je zhodnocen vliv experimentalnich podminek na biomasu se zaméfenim na
zmeény v Cerstvé hmotnosti rostlin. Bylo zjisténo, ze pfi prvni sklizni nebyla ¢erstva hmotnost
kotenil ani vyhonki plisobenim nZVI ovlivnéna. Bylo v§ak zaznamenéno Sedivéni kofenli u
boxl s aplikovanym nZVI. V dalSich etapach, tj. po aplikaci Zn, byly sledovany odlisné
reakce rostlin. U kontrolnich boxii byl béhem experimentu pozorovan vétsi ubytek roztoku
nez u boxu obsahujicich nZVI. Pii tfeti sklizni byly rostliny v kontrolnich boxech schopny
regulovat piijem vody stejnym zplsobem pro ob¢ aplikované koncentrace Zn (100 i 500 pM).
Ptitomnost nZVI v kofenech pii koncentraci 100 uM Zn méla pozitivni vliv na ptijem vody
rostlinou, tzn., ze pii koncentraci 100 uM Zn byla Cerstva hmotnost vyssi u vzorkti s obsahem
nZV]1, zatimco pii aplikaci 500 uM Zn rapidnim zpisobem klesla (obr. 9, obr. 10). U box,
které obsahovaly 500 uM Zn, byly prokazany toxické uc¢inky na vyhonky i kofeny rostlin ve
vetsi mife nez u boxli s obsahem 100 uM Zn. MoZznym vysvétlenim je, Ze nZVI je schopno
1épe zabranit toxicité¢ zplisobené Zn pouze pii nizsich koncentracich (100 uM Zn). Vzhledem
k tomu, Ze nebyly zjistény zadné signifikantni rozdily u suché hmotnosti rostlin, zmény
zjisténé u Cerstvé hmotnosti pii posledni sklizni musely byt ovlivnény akumulaci vody

Vv rostlinach.
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Obr. 9 Grafické zobrazeni Cerstvé hmotnosti vyhonk rostlin u prvni a treti sklizné
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Obr. 10 Grafické zobrazeni Cerstvé hmotnosti kofent rostlin u prvni a tieti sklizné
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Ptiblizn€ 5 dni od aplikace Zn byly na rostlinach pozorovany viditelné znadmky toxicity, a to U
vSech box1, do kterych bylo aplikovdno 500 uM Zn. Pozorovano bylo Zloutnuti a seschnuti
listd a tvorba hnédych pruhli na stoncich (pravdépodobné byla naruSena funkce vodivych
pletiv; obr. 11).

Obr. 11 Tvorba hnédych pruhti na stoncich rostlin u boxd s obsahem 500 uM Zn (foto

Svengrova 2015)

Pii posledni sklizni byl u dvou rostlin v boxech s obsahem nZVI (100 uM Zn) pozorovan
znacny nartist biomasy (kofenti i vyhonkil) a roztok Hoaglandu byl ve velké mife rostlinami
spotiebovan. U vSech boxii s obsahem 500 pM Zn byla u péstovanych rostlin sledovana

inhibice rastu (kofend i vyhonkt), tvorba hnédych pruhi na stoncich a chloréza listd (obr.
12).
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Obr. 12 Toxické p¥iznaky rostlin u boxi s nZVI (500 uM Zn; foto Svengrova 2015)

11.2 Vliv na prijem a koncentraci makroZivin v rostlinach

Nejvyssi koncentrace sledovanych Zivin ve vyhoncich byly pozorovany u prvni sklizné, a to
s nevyznamnymi rozdily mezi nZVI a kontrolni variantou. Po aplikaci 100 uM Zn byly
v boxech s obsahem nZVI pozorovany zvysené koncentrace Ca a Mg ve vyhoncich (obr. 13,
14) oproti boxtim s koncentraci 500 uM Zn, a to diky prokazatelné vySSimu pif{jmu vody
rostlinami pomoci kotfenli nezZ u boxli s obsahem 500 uM Zn (v pfitomnosti nZVI). U P
nebyly pozorovéany rozdily mezi aplikaci nZVI spole¢n¢ se 100 uM Zn a aplikaci nZVI
spolecné¢ se 500 uM Zn, ale byly pozorovany vysSi koncentrace P po aplikaci nZVI
V porovnani s kontrolou (obr. 15). Draslik byl jedinym makroprvkem, u kterého nebyly

prokézany signifikantni rozdily mezi sledovanymi variantami (obr. 16).
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Ca ve vyhoncich
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Obr. 13 Grafické zobrazeni koncentraci Ca ve vyhoncich rostlin u prvni a tieti sklizné
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Obr. 14 Grafické zobrazeni koncentraci Mg ve vyhoncich rostlin u prvni a tteti sklizné
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Obr. 15 Grafické zobrazeni koncentraci P ve vyhoncich rostlin u prvni a tfeti sklizné
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Obr. 16 Grafické zobrazeni koncentraci K ve vyhoncich rostlin u prvni a tieti sklizné
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Analyza kotfenii obecné ukédzala vyznamny vliv koncentrace Zn a/nebo nZVI na piijem
makrozivin a na rozdil od vysledki analyzy vyhonkii byly pozorovany vyrazné zmény
v trendech i mezi sledovanymi prvky. V kofenovém systému rostlin byly u tfeti sklizné
pozorovany signifikantni rozdily u Ca, Mg a K (obr. 17, 18, 20), a to pfi porovnani boxi s
aplikaci nZVI pfii koncentraci 100 uM Zn a boxt s nZVI pfi koncentraci 500 uM Zn. Vépnik
byl dokonce kofeny rostlin pfijiman nejvice pii koncentraci 500 uM Zn (6,28 mg.g™* suché
vahy; obr. 17). Fosfor byl prvkem, u kterého nebyly dokazany rozdily mezi aplikaci 100 a 500
UM Zn u boxt s nZVI (obr. 19).
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Obr. 17 Grafické zobrazeni koncentraci Ca v kotfenech rostlin u prvni a tfeti sklizné
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Obr. 18 Grafické zobrazeni koncentraci Mg v kofenech rostlin u prvni a tteti sklizné
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Obr. 19 Grafické zobrazeni koncentraci P v kotenech rostlin u prvni a treti sklizné
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Obr. 20 Grafické zobrazeni koncentraci K v kofenech rostlin u prvni a teti sklizné

11.3 Vliv na prijem a koncentraci Zeleza v rostlinach

Jelikoz aplikované nZV1 obsahuje znaéné mnozstvi Fe, byl sledovan vliv aplikace ¢astic nZVI
na obsah Fe ve vyhoncich (obr. 21) a v kotfenech (obr. 22). Bylo zaznamenano, ze Fe se ve
zvySené mife akumuluje v kofenech rostlin (obr. 22), nicméné€ nebyl prokazan jeho piijem do
rostlinnych vyhonkti (obr. 21). ZvySené koncentrace Fe v kofenech rostlin byly oproti
kontrolam pozorovany u vSech tii sklizni, v€etné signifikantnich rozdili v koncentraci Fe
zjisténych také u 2. sklizné¢. Béhem 3. sklizn€¢ byly zjiStény vyznamné rozdily u boxt
S obsahem nZVI, a to mezi dvéma aplikovanymi koncentracemi (100 a 500 uM Zn). Nejvyssi
koncentrace Fe byly stanoveny u boxt s 500 pM Zn (8,99 mg.g” suché vahy; obr. 22).
Uvedené vysledky naznacuji, Ze Castice nZVI interaguji vyhradné s kofenovym systémem

rostlin a neovliviiuji pfitomnost Fe ve vyhoncich.
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Obr. 21 Grafické zobrazeni koncentraci Fe ve vyhoncich rostlin u prvni a tieti sklizné
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Obr. 22 Grafické zobrazeni koncentraci Fe v kofenech rostlin u prvni a tieti sklizné
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11.4 Vliv na prijem a koncentraci zinku v rostlinach

Podle ptedpokladu se koncentrace Zn ve vyhoncich 1 v kofenech zvySovaly V zavislosti na
mnozstvi pfidaného Zn. Maximalni koncentrace byla zaznamenana v ptfipadé kofenl a pii
aplikaci 500 pM Zn (5,89 mg.g™ suché véhy). Bylo zji§téno, Ze koncentrace Zn ve vyhoncich
byly srovnatelné pro kontrolni boxy bez nZVI a po aplikaci nZVI (obr. 23). Jina byla situace
Vv ptipad¢ koteni, kde u boxti s nZVI byl zaznamenan pokles Zn pro koncentraci 100 uM Zn,
respektive nariist koncentrace Zn pii pouziti 500 pM Zn (obr. 24). Tento rozdil je
pravdépodobné zpisoben tim, ze nZVI je schopno stabilizovat Zn pouze pii nizsich
koncentracich (100 uM), dokud se nenaplni jeho sorpéni kapacita. V piipadé vyssi
koncentrace Zn (500 uM) neni imobilizace tohoto prvku pomoci nZVI G¢inna. Signifikantni
rozdily pro jednotlivé aplikace (u kotfent i vyhonk) byly zjiStény také u 2. sklizné (Ptiloha 1
a2).
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Obr. 23 Grafické zobrazeni koncentraci Zn ve vyhoncich rostlin u prvni a treti sklizné
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Obr. 24 Grafické zobrazeni koncentraci Zn v kotfenech rostlin u prvni a teti sklizné

11.5 Zobrazeni korenti v mikroméritku

Vysledky analyzy SEM jsou zndzornény na obrazku 25, kde je porovnani varianty s nZVI
(obr. 25a) a kontrolni varianty bez nanod&astic (obr. 25b). Castice Fe jsou reprezentovany
svétlymi shluky na povrchu kotene, zejména na kofenovém vlaSeni. Bodova analyza EDS
prokédzala pfitomnost Zn v téchto casticich (obr. 25a, sp. 61) s maximalni zjiSténou
koncentraci 0,72 hmot. %, coZ ukazuje na sorpci Zn na povrch nZVI. Vzhledem k vysoké
pouzité koncentraci Zn (500 uM) byla ptfitomnost tohoto kovu ve zna¢né mife detekovéana
také pfi analyze samotnych kofenil (obr. 25a, sp. 62). Maximalni naméfena koncentrace Zn
dosahovala hodnot 7 hmot. %. V kontrolni varianté byla na prvni pohled potvrzena absence
castic Fe. Opét byla potvrzena pfitomnost Zn pii analyze kofeni pomoci EDS (obr. 25b, sp.
64). Hodnoty koncentrace dosahovaly az 3,65 hmot. % Zn. Vysledky jsou v souladu

s trendem pozorovanym u chemické analyzy Zn u kotenii (obr. 24).
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Sp. 61 Sp. 62 Sp. 64

Spektrum

Obr. EDS Vzorek Jednotky P S K Ca Fe Zn
A Spel nZzZvi hmot % 031 010 (.18 77.60 (.36
A Sp 62 nZVl humot % 1 68 1.50 191 035 2.07 518
B  Sp.&4 Kontrola hmot % 1.09 1.32 0.73 0.22 082 3.50

Obr. 25 Zobrazeni kotfenll ve zpétn€ odrazenych elektronech pomoci SEM s odpovidajici
analyzou EDS: (A) kofen po expozici ¢asticim nZVI a 500 uM roztoku Zn, (B) kofen po
expozici 500 uM roztoku Zn (kontrola; zpracovala: Vitkova 2016)
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12. Diskuze

12.1 Vliv nanocastic Zeleza na prijem vody

Bylo dokéazéano, ze ptitomnost nZVI v kofenovém systému ovliviiovala transport vody do
rostlinného téla, a to v zavislosti na koncentraci ptidaného Zn. Po aplikaci 100 uM Zn byla
pozorovana zvysSena schopnost rostlin akumulovat vodu, naopak aplikace 500 uM Zn vedla
ke snizené schopnosti rostlin pfijimat vodu svymi kofeny. Martinez-Fernandez & kol. (2015a)
krom¢ jiného sledovali vliv ucinkti nanomaghemitu (y-Fe;O3) ve dvou koncentracich (50
mg.I" a 100 mg.I"") na hydraulickou vodivost kofenii u sluneénice ro¢ni (Helianthus annuus
L.), péstované v hydroponickém systému. Bylo zji§téno, Zze ob¢ koncentrace maji vliv na
ptijem vody kofeny, nejvétsi redukce hydraulické vodivosti kofenii byla zaznamenana u
aplikace 100 mg.I" nanomaghemitu. Trujillo-Reyes & kol. (2013) zkoumali uginky
nanocastic CeO, na fedkev setou (Raphanus sativus), tyto nanocastice byly aplikovany ve
tiech koncentracich (50 mg.1™, 100 mg.I" a 200 mg.I™), nejvyssi obsah vody v kofenech byl
zaznamenan u nanocastic CeO, jejichz povrch byl obalen kyselinou citronovou (CgHgO7), pti
koncentraci 50 mg.I". Ma & kol. (2013) ve své studii uvad&ji, e transpiraéni rychlost u
hybridnich topolli a orobince Sirokolistého byla nejvyssi u kontrolnich vzorki a postupné byla
snizovana se zvySujicimi se koncentracemi piiddvaného nZVI (0, 25, 50, 200, 500 a

1000 mg.I™").

12.2 VIiv nanocdastic Zeleza na piijem makroZivin

Ptitomnost nZVI po piidavku Zn o koncentraci 100 uM ve vétSiné piipadi prokazala
pozitivni dopad, diky kterému dochazi ke zvySenému ptijmu téchto zivin rostlinou (Ca, Mg, P
a K). ZvySené koncentrace Zn V prostiedi vSak pravdépodobné vedou k naruSeni transportniho
systému rostlin, a to i za ptitomnosti nZVI. Martinez-Fernandez & kol. (2015b) studovali vliv
nanomaghemitu (y-Fe;Os3) na slunecnici ro¢ni. Bylo zjisténo, ze v porovnani s kontrolou a
aplikaci kompostu spole¢né s nanomaghemitem byla zfeteln€ sniZzena koncentrace Mg a Na
v kofenech rostlin. V pfipad€é vyhonkid byly zjiStény signifikantni rozdily u K, Mg a Na.
Naproti tomu Martinez-Ferndndez & kol. (2015a) uvadi po aplikaci nanomaghemitu zvySené
koncentrace Ca, K, Mg a S ve vyhoncich slunecnice ro¢ni, zatimco u kofent rostlin nebyly
zjistény zadné signifikantni rozdily v koncentracich sledovanych makrozivin. Tripathi & kol.
(2015) zkoumali G¢inky nanocastic Si (vyuzit byl Na,SiO3) na sazenice hrachu setého (Pisum
sativum L. cv. Azad P-1). Pti koncentraci 10 uM nanocastic Si byl zjistén zvySeny obsah Mg,

Ca, K a P v kotfenech i vyhoncich rostlin.
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12.3 VIiv nanocastic Zeleza na piijem Zeleza a zinku

Zvysena koncentrace Fe byla zaznamenéana pouze v kofenovém systému sledovanych rostlin
(obr. 22). Tento jev muze byt vysvétlen jednak akumulaci nanoc¢astic v kofenech rostlin a
jednak jejich casteCnym rozpousténim a uvolnovanim Fe do roztoku. Nicméné nedochdzi
k jeho transportu do nadzemnich ¢asti rostlin. ZvySené koncentrace Fe v kofenech pozorovali
také Martinez-Fernandez & kol. (2015a) pfi pouziti nanomaghemitu jako stabiliza¢niho
Cinidla. Nejvyssi koncentrace Fe byla zaznamenana pii koncentraci 100 mg.l‘1 této
nanocastice v roztoku. Pro vyhonky rostlin nebyly stanoveny zadné signifikantni rozdily.
Martinez-Fernandez & kol. (2015b) uvadi, ze co se tyée koncentrace Fe v kofenech a
vyhoncich, nebyly zjistény zadné signifikantni rozdily pro jednotlivé aplikace. Trujillo-Reyes
& kol. (2014) se zabyvali studiem uG¢inkli nanomateridlli Fe/FezO4 a Cu/CuO na hlavkovy
salat (Lactuca sativa). Oba materidly byly syntetizovany pomoci chemické redukce
(FeSO4:7H,0 a CuSO,4-5H,0). Nanomaterialy byly do hydroponického roztoku aplikovany
v davkach 10 a 20 mg.I™ a iontové slougeniny (FeSO4-7H,0 a CuSOy-5H,0) byly aplikovany
v koncentraci 10 mg.I™. Bylo zjisténo, Ze po aplikaci iontovych slouenin a nano&stic oxidd
Fe byla koncentrace Fe v kofenech (ve srovnani s kontrolou) vyznamnym zplsobem
navySena. ZvySené koncentrace Fe v kofenech byly také (ve srovnani s kontrolou)
pozorovany po aplikaci nanocastic a iontovych sloucenin obsahujicich Cu. Po aplikaci
iontovych sloucenin (Fe i Cu) nebyly u listd salatu zjistény zadné rozdily v koncentraci Fe.
Studie tedy naznacuje, ze Fe bylo vazéno pouze v kofenech. lontové slouceniny a nanocéstice
Fe nemély skoro zadné negativni u€inky na bunéénou membranu. Toto zjiS§téni naznacuje, ze
nedochazelo k redukci pfijmu zivin do rostlinného téla. Wang & kol. (2016) sledovali vliv
nZVI v nasledujicich koncentracich 0, 100, 250, 500, 750 a 1000 mg.kg " na ryzi. Bylo
zjisténo, Ze celkovy obsah Fe se v prokazateln€ vétSi mife objevoval v kofenovém systému
rostlin. U vyhonkd nebyly zjistény vyznamné rozdily v obsahu Fe mezi aplikaci nZVI a
kontrolou. Vysledky poukazuji na to, Ze zvySend koncentrace nZVI v pidé mulzZe vést k
nedostatku Fe u sazenic ryze. Aktivni transport Fe z kofent do vyhonkii byl diky nZVI
zablokovan. V porovndni s kontrolou, byla ve vyhoncich sledovdna vyznamné nizsi
koncentrace Fe, a to i pii aplikaci 1000 mg.kg’ nZVI. Zvysené koncentrace nZVI
Vv rostlinach se projevovaly v podobé& chlordzy listl a redukce rtistu sazenic. Lopez-Moreno &
kol. (2016) zkoumali vliv aplikace ferit kobaltovych (CoFe;O4) nanocastic na rajée jedlé,

které bylo péstovano v hydroponickém roztoku. Nejvétsi koncentrace Fe byly stejné jako
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v predchozich piikladech stanoveny v kofenech (po aplikaci 1000 mg.I™ ferit kobaltovych

nanocastic).

Koncentrace Zn v kotfenech byla ovlivnéna pfitomnosti nZVI (obr. 24). Bylo zaznamenéano, ze
nZVI Iépe vaze Zn pfi nizsich koncentracich, a tim nedochazi k jeho transportu do vyhonka
Vv takové mife jako pii vysSich koncentracich. Naproti tomu Martinez-Fernandez & kol.
(2015a) nezaznamenali zadny vliv nanocastic maghemitu na koncentraci Zn v kotfenech ¢i
vyhoncich. Jind studie Martineze-Fernandeze & kol. (2015b) vSak uvadi vyznamny pokles
koncentrace Zn ve vyhoncich sluneénice ro¢ni, ktera byla péstovana v kompostu s obsahem
nanomaghemitu (v porovnani s kontrolou). Podobna situace nastala také u kofenu téchto
rostlin. Trujillo-Reyes & kol. (2014) zjistili, ze zvySenou koncentraci Zn v kofenech rostlin
hlavkového salatu (ve srovnani s kontrolou) vyznamné ovlivnila aplikace CuSO4-5H,0 a
nano-Cu/CuO, ovsem koncentrace Zn v listech salatu ovlivnéna nebyla. Na zakladé vyzkumu,
ktery provadéli Lopez-Moreno & kol. (2016), byl pozorovan vliv aplikace nanocastic
CoFe;04 na rajce jedlé. Kofeny rostlin obsahovaly v porovnani s kontrolou (bez nanocastic)
niz§ koncentrace Zn. Nano&astice pfidané v koncentraci 62,5 mg.I™t vyznamné redukovaly
schopnost pfijmu Zn kofeny rostlin. Transport Zn z kofeni do listd byl ve srovnani

s kontrolou vys§i pii aplikaci 62,5 a 1000 mg.I™ ferit kobaltovych nano&astic.

Barrameda-Medina & kol. (2014) provadé€li srovnavaci analyzu toxickych ucinkd Zn na
hlavkovy salat (Lactuca sativa cv. Phillipus) a brukev zelnou (Brassica oleracea cv. Bronco).
Zinek byl do hydroponického roztoku, ve kterém byly rostliny péstovany, aplikovan
v koncentraci 500 uM, a to ve form¢ ZnSO,. Oproti vysledktim této diplomové prace byly
zjistény signifikantni rozdily (pro kontrolu bez aplikace Zn 1 pro aplikaci 500 uM Zn) v suché
hmotnosti kofenii u obou sledovanych rostlin, avSak rozdily v suché hmotnosti listd byly
sledovany pouze u brukve zelné. Sarret & kol. (2002) mimo jiné porovnavali vliv riznych
koncentraci Zn na akumulaci tohoto prvku v riznych rostlinnych ¢astech. Pro ucely této
studie byl v hydroponickém roztoku péstovan huseni¢ek Hallerav (Arabidopsis halleri).
Semena nésledné péstovanych rostlin byla pro porovnani odebirana ze dvou populaci, jednalo
o populaci vyskytujici se v oblasti, kterd byla kontaminovdna Zn v disledku hutniho
prumyslu, a oblast, v nizZ nebyla zaznamendna kontaminace timto prvkem. Na rozdil od naSich
vysledkt bylo zjisténo, Ze po aplikaci 100 uM Zn ve formé¢ ZnSO, (u populace
Z nekontaminované oblasti) se objevovaly vyssi koncentrace Zn v nadzemnich ¢astech rostlin
nez v kofenovém systému. Vysledky nasi studie ukazuji, Ze v kontrolnich boxech (bez nZVI,

s aplikaci 100 uM Zn) se vyssi koncentrace Zn v prokazatelné vétSi mife objevuji v kofenech
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sledovanych rostlin (obr. 24). Nicmén¢ pii vzajemném plsobeni nZVI a 100 uM Zn u naSich
vzorkil nebyly pozorovany viditelné znamky toxicity. Podobné¢ nebyly negativni reakce rostlin
sledovany ani u husenic¢ku z nekontaminované populace, jak uvadi Sarreta & kol. (2002). To
muze dokazovat, ze aplikace nZVI (spolu s nizsi koncentraci 100 uM Zn) je ucinnym

prostiedkem pro potlaceni toxickych uc¢inka zptisobenych Zn.
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13. Zavér

Aplikace nanocastic zeleza je v soucasnosti jednim z aktualnich témat pii feSeni kontaminace

prostiedi RP a hleddni metod Setrné remediace.

Vysledky testovani v hydroponickém systému ukéazaly vliv nZVI (50 mg.I™) a pfitomnosti Zn
(100 a 500 uM) na schopnost rostlin transportovat vodu z kofenti do vyhonkd, pfijem
makrozivin, Fe a Zn. V pfitomnosti nZVI byl po aplikaci 100 uM Zn pozorovan narust
biomasy, zatimco nasledkem zvySeného mnozstvi Zn (500 uM) byla pozorovana snizena
schopnost akumulace vody V rostlinach, a tim dochazelo k potlaceni rustu. Pfijem makrozivin
byl v porovnani s kontrolou (tj. bez nZVI) obecné nejvyssi pii koncentraci 100 uM Zn.
Aplikace nZVI zieteln¢ zvysila mnozstvi Fe pouze v kotenech rostlin. Nizs§i koncentrace Zn
Vv pfitomnosti nZVI byly pozorovany u kotfenti a vyhonkt pti aplikaci 100 uM roztoku. Bylo
tedy prokazano, ze nZVI funguje jako stabiliza¢ni ¢inidlo Zn pouze pii nizSich koncentracich
tohoto kovu. Koncentrace vys§i nez 100 mg Zn.kg™ suché véhy jsou pro rostliny toxické.
Nanozelezo pravdépodobné nedokdze zabranit plsobeni Zn ve vySSich koncentracich

z diivodu omezené sorp¢ni kapacity.

Dalsi vyzkumy by mély byt zaméfeny na sledovani téchto interakci v plidnim prostiedi,
jelikoz interakce rostlin v uméle vytvofenych podminkach se mohou zna¢né liSit od téch

realnych.

Cast vysledki této prace bude prezentovana na konferenci “18th International Conference on
Heavy Metals in the Environment”, 12. — 15. 9. 2016, Ghent, Belgie (Ptiloha 3).
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15. P¥ilohy

Ptiloha 1. Vysledné hodnoty vsech sledovanych proménnych ve vyhoncich rajcete jedlého v priabéhu jednotlivych sklizni (n = 3; primér +

smérodatna odchylka). Stejna pismena u smérodatnych odchylek ve sloupcich podle Tukeyho testu vyjadiuji nesignifikantni rozdily u aplikace:

ns: neni signifikantni; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

VYHONKY (mg.g ™ suché vihy)
Sklizeit | Aplikace nzv1 | Aplikace Zn [ Cerstvé vaha (g)[Sucha vaha (g) Ca Cu Fe | K Mg Mn Mo Na p | Zn
Kontrola 2 UM Zn 27.6+6.72 1.63+0.49 10.33+0.67 0.011+0.0009 b 0.30 +£0.057 35.8+1.20 3.42+0.19 0.077 £0.013 0.021 +0.001 0.52 +0.02 4.22 +0.530 0.10+0.013
1 nzvi 2 uM Zn 17.9+592 1.04+0.35 10.05+0.45 0.014+0.0008 a 0.28 +0.024 33.8+1.70 3.24+0.15 0.082 +0.010 0.019 +0.002 0.48 +0.02 4.72 +£0.622 0.09 +0.007
t Student ns ns ns * ns ns ns ns ns ns ns ns
Kontrola 100 uM Zn 25.3+3.22 1.93+0.18 8.23+0.84 0.008+0.0010 b 0.25 +0.002 27.6+1.08 2.75+0.20 0.055 +0.007 0.014 +0.002 0.61 +0.04 3.06 +0.368 0.31+0.035b
500 uM Zn 18.3+4.45 1.42+0.46 7.99+0.12 0.009+0.0011ab  0.22+0.034 28.4+0.78 2.64+0.07 0.057 +0.007 0.014 £0.002 0.56 + 0.04 3.06 +0.166 1.30+0.269 a
2 zvi 100 uM Zn 18.6+2.87 1.47+0.14 8.73+0.78 0.011+0.0011a 0.23 +0.024 29.5+1.50 2.72+0.30 0.062 +0.008 0.014 +0.003 0.53+0.07 3.64 +0.442 0.44+0.363 b
500 uM Zn 18.0+1.15 1.40+0.11 8.18+0.31 0.010+0.0004 ab  0.24 +0.039 30.2+1.45 2.75+0.17 0.062 +0.008 0.015+0.001 0.57 +0.07 3.18 +£0.099 1.46 +0.448 a
ANOVA ns ns ns * ns ns ns ns ns ns ns *
Kontrola 100 ©M Zn 13.7+7.11ab 1.61+0.40 7.96+0.27 b 0.009 +0.0002 b 0.19 +0.012 25.9+£0.67 242+0.11b 0.049 +0.003 0.013 £0.001 0.61 +0.04 3.07 +£0.054 b 0.38+£0.033 b
500 uM Zn 12.6+2.89ab 2.09+0.42 7.56+0.29 b 0.009+0.0008ab  0.18+0.014 26.5+255 2.32+0.12b 0.051 +0.010 0.015 +0.002 0.51+0.04 3.15+0.345b 1.52+0.092 a
3 zvi 100 M Zn 265+9.32a 2.15+0.66 9.92+0.87a 0.009+0.0005ab  0.19 +0.007 26.9+0.85 287+0.13a 0.047 +0.005 0.012 +£0.001 0.52 £ 0.05 4.22+0.585a 0.34+0.120 b
500 uM Zn 857+1.83b 1.37+0.27 7.87+0.48b 0.011+0.0010 a 0.17 £0.016 28.8+1.10 2.52+0.05b 0.057 +0.005 0.014 £0.001 0.56 + 0.04 3.35+0.335 ab 141+0.372a
ANOVA * ns * b ns ns bl ns ns ns * ool
Generdlni ANOVA ™ ns ok bl ns el ns ns * Hokx Fokk
H * * - * - - ok - - - -
nzvi ns b W W ns ns ns ns ns * ** ns
Zn ns ns ** ns ns ns ns ns ns ns ns el
H*nzVI *] ns * ns ns * ** ns ns ns ns ns
H*Zn ns ns W ns ns ns ns ns ns ns ns ek
nZVI*Zn ns ns ns ns ns ns ns ns ns * ns ns
H*nzZVI*Zn ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns




Ptiloha 2. Vysledné hodnoty vSech sledovanych proménnych v kotfenech rajcete jedlého v prubéhu jednotlivych sklizni (n = 3; primér +
smérodatna odchylka). Stejna pismena u smérodatnych odchylek ve sloupcich podle Tukeyho testu vyjadiuji nesignifikantni rozdily u aplikace:
ns: neni signifikantni; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

KORENY (mg.g *suché vahy)
Sklizei | Aplikace nzvl | Aplikace Zn [ Cerstva viha (g)[Sucha vaha (g) Ca Cu Fe K | Mg [ Mn Mo Na P Zn
Kontrola 2 pM Zn 6.27+1.94 0.26+0.12 4.90+0.61 0.021 +0.006 0.77 £0.224 28.7+3.15 2.17+0.128 0.15 +0.035 0.022 +0.0060 0.90 + 0.657 3.57+0.74 0.35+0.06
1 nzvi 2 pM Zn 453+1.38 0.18+0.05 5.52+0.50 0.031+0.008 4.74 +£2.501 27.2+0.39 2.13+£0.231 0.11+0.021 0.027 £ 0.0004 0.54 +0.031 3.72+0.53 0.34 £0.08
t Student ns ns ns * il ns ns ns | ns ns ns
Kontrola 100 uM Zn 5.18+0.18 0.22+0.03 3.71+0.66 0.015+0.002 0.43+0.067 b 17.1+1.90 1.11+0.227 0.05+0.010 0.009 +0.0016 0.62 +0.136 3.01+0.61 6.39+0.12b
500 uM Zn 3.85+0.95 0.16+0.06 3.61+0.49 0.015+0.003 0.57+0.131b 16.1+4.32 0.92+0.236 0.04 +0.010 0.010 +0.0026 0.69 + 0.237 2.69+0.35 855+0.22a
2 nzvi 100 yM Zn 4.87+0.83 0.28+0.07 4.23+0.37 0.019+0.001 290+0.736 a 20.8+1.51 1.38+0.239 0.04 +0.005 0.016 £ 0.0047 0.46 + 0.080 3.03+0.15 3.96 £1.04c
500 uM Zn 4.25+0.23 0.20+0.05 3.89+0.64 0.029 +0.012 3.45+1.455a 14.6 +3.04 1.01+0.115 0.04 +0.010 0.018 +0.0083 0.58 +0.083 3.10+0.51 9.08+0.61a
ANOVA ns ns ns ns *x ns ns ns ns ns ns Hkx
Kontrola 100 uM Zn 3.20+1.98b 0.14+0.15 5.03+0.32¢ 0.030+0.013 0.82+£0.365 ¢ 11.0+847ab 0.97+0.437b 0.03+0.010c  0.009 +0.0019 0.24 +0.057 ab 4.06+0.92b 2.40+0.76 bc
500 uM Zn 2.82+1.10b 0.16+0.03 5.88+0.21 ab 0.034+0.013 0.98+0.273 ¢ 256+1.40c 0.44+0.037 b 0.03+0.003c  0.012 +0.0081 0.22 +0.009 b 3.79+1.02b 475+1.18 ab
3 Vi 100 uM Zn 8.80+3.16a 0.34+0.15 5.38+0.36 C 0.028 +0.003 3.78+1.004 b 212+265a 1.97+0.222a 0.07+0.015a  0.019 +0.0081 0.32+0.021a 731+136a 1.35+0.25¢
500 uM Zn 2.17+0.55b 0.10+0.05 6.28+0.42a 0.052+0.017 899+1.713a 3.69+199¢c 0.52+0.004 b 0.05+0.015ab 0.021 +0.0065 0.19+0.015b 5.73+1.15ab 589+185a
ANOVA * ns ok ns Hokk >k Hokk ok ns ok * ok
Generalni ANOVA i * ns * ok * ns ns ns ns * w*
H s s . . o . e . . *x - -
nzvi s s - *o - s o s ok s - s
7n * s s * * - - s s s s [
H*nzVI * ns ns ns * * * ** ns ns ** ns
H*Zn + s * s * . . s s s s -
nZVI*Zn * ns ns ns * * * ns ns ns ns **
H*nZVI*Zn *| ns ns ns *| ns *| ns ns ns ns ns
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Introduction

Recently, the synthesis and utilization of iron bused nanomaterials with novel properties and functions
have been widely studied, both for their nano size and for their magnetic characteristics (Komarck ctal
2015). For that reason, the application of iron nanoparticles (NPs) is being rupidly extended and
environmental engineering has used them for remediation purposes, especially for the removal of
metal/metalloids from contaminated watcers and soils, or their stabilization thercin (Gomez-Pastora et al.,
2014; Martincz-Femandcz ct al , 2016b). However, their safety still represents an unknown barrier to their
full application. Even when most of the available studies on phytotoxicity of iron NPs have focused
mainly on their advantages, relatively few have examined the mechanisms of phytotoxicity, uptake,
translocation, and bioaccumaulation (Zhang et al., 2015), Considering the roots as the first organ which can
suffer from NPs interference in the soil, there is a need to evaluate the impacts on plant physiology of NPs
together with their potential ecotoxicity and interactions with the key processes in the rhizosphere
(Elsaesser and Howard, 2012). The aim of this experiment was to study the effects of two iron
nanomaterials (nZV1 and nFe;0,) on the plant response of tomato, focusing on the root water conductivity
and the effects derived directly from physical phytotoxicity.

Methods

To evaluate the root functionality of Solanum lycopersicum L. under ninoparticles exposure, a hydroponic
experiment was conducted to obtain intact root systems, und then evaluate the consequences of the
individual effects of the two selected NPs, It was performed in 5-1 containers, with 4 plants in each,
randomly distributed in a glasshouse (20-25°C, 13 h daylight/1 | h darkness, PAR 225 pE m ™~ s, 60-80%
H'Y). The plants were growing 23 days in a modified nutrient solution (Martinez-Femandez ct al., 2016a),
until the root system had developed sufficiently to allow the determination of the root hydraulic
conductivity (L,). Then, five treatments were imposed: Control without NPs; 50 and 100 mg 1" of nZV1 or
nFe,04. After the 5 days of treatment with nZV1 or nFe;0,, 1, was measured by pressurising the roots into
a Scholander chamber (model 600; PMS instruments Co., Corvallis, OR, USA) (Martinez-Femandez ot
al., 2016a). Sap was collected every 60 seconds using a synnge, placed in Eppendorf tubes and weighed
on a precision balance. Finally, the L (mg g’ FW h' MPa™') was calculated as the slope of the line
relating mg of gathered sap per g of fresh root and per hour to the external pressure applied (from 0.1 to
1.5 MPa). The plants (shoot and roots separately) were weighed just after harvesting (FW) and were dried
1o constant weight for the dry weight determination (DW). The Fe concentration was extracted from the
plant material by acid digestion (HNOYH,0,) at 210°C, and determined by inductively-coupled plasma-
optical emission spectrometry (ICP-OES) (Varian, VistaPro, Australia), The chiorophyll a (Chl a) and
chlorophyll b (Chl b) contents were determined with the method of Lichtenthaler and Wellbarm (1983),



Results

Table 1. Root hydmulic conductivity (L), Fe in the sap and shoot, and chlorophyll contents in FW of S.
lycopersicum cultivated hydroponically, after § days of exposure to nZV1 or nFe,0,. Mean values denoted
by the same letter do not differ significantly according to Tukey's test (p > 0.05), ns not significant.

Nanomaterial | Treatment Lo Fein the sup Fe in the Shoot  Chia Chlb
(mgg'b'MPa') (mgl") (mgkg') (mgkg')

nZV1 Control 2131 0.502 0.6314 15822 4874
+50mg1’' 2961 0316 0.4941 922b  289ub

+100mg 1’ 2316 0419 0,4336 6216 276b

ANOVA ns ns ns *» x

nFe;0; Control 2087 a 0.469 0.4824 14582 460

+S0mg 1" 1613 ab 0.451 0.5686 Mi6ab 350

+100mg 1’ 1266 b 0.395 0,4040 669 b 299

ANOVA - ns ns e ns

The high reactive cupacity of NPs could stimulate their adhesion o the epithelial root cell wall, and NPs
particles appeared changing the color of the roots surfaces (gray for nZV1 and red for nFe,0,), affecting
their inteructions with the external medium, Presumably, the accumulation of NPs in the epithelial cells of
the root surface interfered with the water transport because of physical and chemical interactions, with the
consequent L, reduction. However, changes in FW or DW were not detected bere (data not shown). The
recorded effects of nano-oxides on plants indicate lack of uptake, insignificant translocation to the shoots
(Martinez-Femandez ctal., 2016 a, b). The impucts on the roots may have affected the uptake of elements
such as Mg from the solution, 2 nutrient associated with the synthesis of chlorophyll.

Conclusions

Short-term treatments with nFe:0, et concentrations of 100 mg I had significant effects on the root water
uptake of S. lycopersicum plants, but no effects were detected for nZVI, which could be crucial during the
maintenance of plant water relations during more privative water conditions.
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