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AUTORSKY REFERAT

Ve své diplomové praci na téma ,,V1iv kontaminace pliidy arsenem na stresovy metabolismus
rostlin® jsem se zabyvala vlivem obsahu arsenu v rostling Spenatu setého na mnozstvi rostlinnych
metabolitl (sterollt).

Arsen se fadi mezi rizikové prvky, coz je skupina prvki kontaminujici zivotni prostredi.
Vyskytuje se v puade, ovzdusi i ve vodé. Ve vysokych koncentracich plisobi negativné na
rostliny, zivo€ichy a ¢lovéka. Zdrojem kontaminace arsenu jsou piedevsim piipravky obsahujici
arsen pouzivané v zeméd¢lstvi, t€Zba rud nebo spalovani uhli.

Pokusnou rostlinou v nasledujicim pokusu byl Spenat sety (Spinacia oleracea L. cv.
Matador). Rostliny S$penatu setého jsme zvolili proto, Ze Spenat kumuluje rizikové prvky
v nadzemnich ¢astech. Pokus byl zaloZen na ¢ernozemi ze stanovist€ Praha — Suchdol. Do ptudy
bylo ptidano hnojivo NPK. Do 5 kg ptudy bylo 0,5 g N (ve formé NH4NO3), 0,16 gP a 0,4 g K
(ve form¢ K,;HPOy). Arsen byl pfidan ve formé Na,HAsO,4.7H,0. Jedna z variant byla kontrolni,
bez ptidavku arsenu. Do dalsich tii variant bylo p¥idano 25, 50, 75 mg As.kg” zeminy.

Po sklizni Spendtu byla provedena selektivni extrakce jeho nadzemni biomasy, zaméfena na
stanoveni obsahu arsenu v jednotlivych frakcich a na stanoveni rostlinnych metaboliti (sterolt).
Pti extrakci byla pouzita tato rozpoustédla : petrolether, butanol, methanol voda, voda pti 25-
30°C, voda pti 90-95°C, methanol + voda + kyselina chlorovodikova.

Vysledkem téchto extrakci byl obsah arsenu v jednotlivych frakcich. Stanoveni arsenu
bylo provedeno pomoci pfistroje ICP (optickd emisni spektrometrie s indukéné vazanou
plazmou). Zjisténé hodnoty ukazuji celkovy obsah arsenu v jednotlivych variantach a schopnost
Spenatu akumulovat arsen ve své biomase. Nejvyssi hodnoty arsenu v rostliné byly zjistény u
varianty As3 (6,745 mg.kg™), kde byl pridavek arsenu do pudy nejvyssi 75 mg.kg”. Vysledky
potvrzuji, Ze se vzrustajicim mnoZstvim arsenu v pidé roste i mnoZzstvi arsenu v rostliné. Ale
zaroven dochazi ke snizovani vynosu Cerstvé hmoty i vynosu susiny $penatu.

Pro stanoveni rostlinnych sterolt byla vyznamna petroletherova frakce. V této frakci byly
sledovany hodnoty sitosterolu a kampesterolu, stanoveny pomoci pfistroje HPLC. Z vysledki je
patrné, ze arsen mnozstvi rostlinnych sterolll vyznamné ovliviiuje. Doslo k jejich Ubytku, a tim

naruseni metabolismu rostliny, konkrétné ke zvySeni propustnosti rostlinnych membran.

Klic¢ova slova: arsen, piida, steroly, extrakce, Spenat sety



ABSTRACT

The thesis “The effects of arsenic soil contamination on the stress metabolism of plants” is
focused on the effect of arsenic effect on a spinach plant and the content of plant metabolites
(sterols).

Arsenic is catagorized as a risk element, belonging to a group of elements contaminating the
environment. They are found in the soil, the air and water and can have negative effects on
plants, animals and humans the high concentrations of these elements. The main source of As
contamination are products used in agriculture, the mining of ores and coal burning.

The spinach (Spinacia oleracea L. cv. Matador) was used as model plant for this experiment
as this plant cumulates risk elements in the above-ground parts. The experiment was carried out
in chernozem soil at the Prague — Suchdol base. The soil NPK fertilizer was mixed with — 0.5 g
of nitrogen (in the form of NH4NO3), 0.16 g of phosphorus and 0.4 g of potassium (in the form
of K,HPO,) were applied into 5 kg of soil. Arsenic was applied in the form of Na,HAsO4.7H,0.
In rate 25, 50 and 75 mg of As.kg™ soil.

A sequential extraction of the above-ground biomass using after the spinach harvest was
focused on determination of arsenic concentration in the individual fractions and analysis of
plant substances. Petroleum ether, butanol, methanol water, H,O (25-30°C hot), H,O (90-95°C
hot) and methanol+water+HCI were all the solvents used during the extraction.

Arsenic concentration of the individual fractions was determined. An ICP apparatus (optical
emissions spectrophotometry with inductively bound plazma) was used for this analysis. The
detected values show the arsenic content in the individual samples and the ability of the spinach
plant to accumulate arsenic in its biomass. The highest vaules of arsenic were found in the As3
(6.745 mgkg") treatment with the highest arsenic rate (75 mgkg'). The results confirm,
increase of as content arsenic in the plant. After application of As into soil. Yield of fresh and
dry matter decrease in the process.

Petroleum ether fraction was important for analyses of plant sterols. The values of sitosterol
and campesterol, using the HPLC apparatus, were monitored in this fraction. The results,
confirmed that arsenic significantly influenced the content of plant sterols. Metabolism of the
plant had been disrupted, due to the decrease of sterols, specifically content and therefore the

permeability of the plant membranes was increased.

Key words: arsenic, soil, sterols, extraction, spinach
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1. Uvod

Zachovani zdravého zivotniho prostiedi je v soucasné dobé jednim z vaznych problémi
lidstva. Dtlezitou tlohu pfitom sehrava antropogenni ¢innost, kterd intenzivné vyuziva ptirodni
prostiedi. Zejména zeméd¢€lstvi je vystaveno vstupim mnoha latek, které jsou mu cizi. Jednim
z negativnich projevll antropogenni ¢innosti je pravé zamoteni potravniho fetézce cizorodymi
prvky, které se dostavaji do ptidy a vody a odtud do rostlinnych organti pouzivanych k vyrobé
potravin. Rostlinami mohou byt tyto prvky rovnéz pfijimany i piimo z atmosféry (Zrust et al.,
2002).

Zivotni prostfedi mnoha zemi svéta je znegisténo, predevsim v dusledku primyslové vyroby,
tézby a dopravy. Mezi nebezpecné latky patii organické polutanty, radioaktivni latky a rizikové
prvky. Do skupiny rizikovych prvka (RP) se fadi zejména arsen, kadmium, chrom, méd’, nikl,
olovo a zinek. Vzhledem k vysoké stabilité rizikovych prvki v zivotnim prostfedi je nutno fesit
problém, jak vy¢istit takto kontaminovanou ptidu (Richtrova et al., 2005).

Terminy stopové kovy, tézké kovy a toxické kovy jsou cCasto navzdjem zaménovany.
Pouzivaji se pro skupinu kovovych prvki, které predstavuji urcité riziko pro biotiku. Termin
stopové kovy se vztahuje na kovy, které jsou pfitomné v organismu nebo v zivotnim prostiedi ve
velmi nizkych koncentracich odpovidajicich jednotkdm ppm. Toxické kovy jsou takové kovy,
které pii zvySenych koncentracich ptsobi $kodlivé na vSechny organismy v ekosystému vcetné
¢lovéka. Ekotoxikologicka terminologie upiednostiuje v piipad¢ kovii nebezpecnych pro biotiku
termin tézké kovy a do této skupiny zahrnuje predevs§im méd’, zinek, kadmium, olovo, chrom,
nikl, mangan a Zelezo, k nimz navic pfifazujeme polokovy selen a arsen (Kafka, Puncochatova,
2002).

Znepokojeni nad arsenem (As) je pochopitelné a cCasto i opravnéné. Arsenové smési byly
preferovany jako vrazdici a sebevrazedné Cinitelé jiz v obdobi stfedovéku kvili svym jedovatym
charakteristickym rysim (Eisler, 2007). Slou€eniny arsenu jsou silné toxické s vysokou
kumulativni schopnosti v organismech. Arsen byvd oznaCovan jako protoplazmaticky jed,
protoze muize pronikat bunéénymi membranami do protoplazmatického prostotu, a hluboce tak

postihovat zivou hmotu (Kafka, Puncochérova, 2002).



2. Arsen

2.1 Obecna charakteristika arsenu

2.1.1 Periodicka soustava prvk

Chemicka znacka je As, je to toxicky polokovovy prvek. Toxické vlastnosti slouc¢enin
arsenu byly znamy jiz ve starovéku (Internetovy zdroj 1). Pocatky jeho vyuziti spadaji daleko do
minulosti. Ve starém Egypté byl vyuzivan arsen jako aditivum do barev (Kafka, Puncochatova,
2002). Nazev arsen se odvozuje zifeckého slova "“arsenikon’’, coz znamend mocny, silny,
ucinny. Jeho atomové ¢islo je 33, atomova hmotnost 74,11, specifickd hmotnost 5,727 g.cm'3 ,
patti do Vb skupiny Mendélejovy periodické soustavy (Bencko et al., 1995). Hustota arsenu je
5,73 g.cm™, jeho teplota tani je 817°C a teplota varu 613°C. B&né se vyskytuji v t&chto
oxidac¢nich stupnich: -111, 0, III, V (Adriano, 2001).

2.1.2 Fyzikalni a chemické viastnosti

Bencko et al. (1995) déli stopové prvky do 4 skupin: 1. esencidlni. 2. pravdépodobné
esencialni, 3. neesencidlni, 4. toxické prvky. Arsen se fadi do ¢tvrté skupiny, kam spolu s nim
patii Cd, Pb, Hg. Prvky z této skupiny maji negativni G€inky na organismus jiz pfi nizkych
koncentracich.

Hlavni vzorec toxicity je AsH; > As™ > As’ > RAs-X. Toxicita arsenu zavisi na fadé
faktori, vCetné chemické formy: anorganické formy arsenu jsou vice toxické nez organické a
arsenitan (As ) je vice toxicky nez arseni¢nan (As V') (Smith et al., 1998).

Arsen se dale fadi mezi cizorodé prvky, tyto prvky nejsou neptirozenou soucasti rostlinnych
a zivoCisSnych potravin a krmiv. Jsou to latky povazovany za nebezpecné pro zdravi a zZivot
Clovéka. (Zrust et al., 2002). Patii ke skupiné stopovych prvki; to znamend, ze jakmile ptekroci
obsah As urovenn stopové koncentrace v prostiedi mize vést k toxickému ucinku. ZvySena
uroven koncentrace v lidském organismu muze zpusobit karcinogenni a teratogenni piiznaky
(Vacha et al., 2008).

Pro mnoho pldnich polutantdi, regulacni kritéria pro remediaci nebo zdravi jsou obvykle

zalozené na Ucincich na lidské zdravi jako koncovy bod, ale jisté polutanty jsou toxické pro


http://cs.wikipedia.org/wiki/Polokov

faunu a floru dan¢ho tzemi v koncentraci které neovlivituje ZivoCichy nebo lidské zdravi.

Arsenik je dobry ptiklad na takovou zneciStujici latku (Smith et al., 1998).

2.1.3 Vyskyt

Arsen se vyskytuje v péti modifikacich: Sedy, zluty, ¢erny, rombicky a hnédy. Nejbéznéjsi je
kovovy neboli Sedy arsen. Je to ocelové Sedy, leskly a kiehky kov, vyznacujici se nizkou
elektrickou vodivosti. Na vzduchu arsen sublimuje, pfi zahtivani pod tlakem taje pii 817°C.
Pary As jsou nazloutlé; jejich prudkym ochlazenim se ziska Zluty arsen, rozpustny v sirovodiku.
Plsobenim svétla nebo mirnym zahtatim se rychle méni na kovovy As. Pfechodnym produktem
je Cerny arsen, ktery je sklovité amorfni a nevede elektricky proud. Zahiivanim ¢ern¢ho As se
rtuti pfi 150°C vznikd rombicky arsen. Redukci roztoku As;O3 v HCI chloridem cinatym vznika
hnédy arsen (Trebichavsky et al., 1997).

Jeho pramérny obsah v zemské kife byva zhruba 3 mg.kg™”, aviak jeho mnoZstvi v horninach
je riizné, v zulach se vyskytuje v mnozstvi kolem 2 mg.kg”, v piskovcich a vapencich je to
obvykle 1 mg.kg™" a v bfidlicich dosahuje hodnoty kolem 10 mg.kg™ (Pertold, 1998). Arsen se
muze zapojovat do potravniho fetézce a patii mezi inhibitory biochemickych reakci (Internetovy

zdroj 3).

2.1.4 Slouceniny arsenu

Slouceniny arsenu jsou vysoce jedovaté, a to jak akutné, tak chronicky. Nekteré jsou téz
prokazanymi mutageny, karcinogeny a teratogeny. Za netoxicky byva povazovan kovovy arsen,
ktery je vSak v organismu pfeménén ve své toxické slouceniny. Slouceniny trojmocného arsenu
jsou vSeobecné jedovatéjsi nez slouceniny arsenu pétimocného, nebot’ mohou 1épe vnikat do téla.
Mezi nejjedovatéjsi slouCeniny arsenu patii oxid arsenity As;Os (arsenik, otrusik), chlorid
arsenity AsCl;, dale arsenovodik AsHj3, z organickych slouenin je nejvyznamnéjs$i bojovy
lewisit (Internetovy zdroj 4). Arsenik (As;Os) je asi nejznaméjsi slouceninou arsenu viibec. Jeho
smrtelna davka je 120 mg. AsHj; (arsenovodik; arsin; nyni arsan) je plyn, ktery se objevuje jako
necistota v nekterych technickych plynech. K organickym sloufenindm arsenu patii bojova
chemicka latka Lewisit, smés chlorvinylarsinti. Akutni otrava se projevi gastroenteritidou,

zvracenim a krvavymi prijmy (Prokes et al., 2005).



2.2 Mobilita do Zivotniho prostiedi

V bézném okolnim zivotnim prostfedi se vSichni setkdvame s jistou nizkou hladinou
expozice arsenem, kterd ale organismus nijak neposkozuje a existuji naopak studie, které
dokazuji, ze velmi nizké davky arsenu v pfijimané potrave jsou dilezité a prospésné. Bezesporu
je vsak prokazano, ze trvalé vystaveni organismu zvySenym davkam sloucenin arsenu vede k
poskozeni zdravi (Internetovy zdroj 1).

Je znamo, ze arsen se v riznych slozkach Zzivotniho prostfedi vyskytuje ve velkém poctu
anorganickych 1 organickych sloucenin, které se od sebe li§i chemickymi vlastnostmi,
toxikologickymi charakteristikami, biopfistupnosti pro rostliny a chovanim v systému ptida —

rostlina (Szdkova et al., 2007a).

Adriano (2001) definoval faktory ovliviiujici pohyblivost a biologickou dostupnost arsenu:

e Chemické slouceniny arsenu — Arseni¢nany (V) a arsenitany (III) jsou primarni druhy

arsenu v pudach a pfirodnich vodach. As (III) je nejvice rozpustny a mobilni stejné tak
jako nejvice toxicky.

e pH — Utinek pH na sorpci As (III) se ukazal byt zavisly na povaze mineralniho povrchu.
V pidach snizkym obsahem oxidd, zvySeni pH ma maly uU¢inek na mnoZstvi
adsorbovaného As (V), zatimco ve velmi oxidované ptd¢ se adsorpce As (V) snizila se
stoupajicim pH.

e Oxidy manganu a zeleza — Role oxidti Fe, Mn a Al ma velky vyznam pro zptisob dopravy

As v prostiedi. Obecné€, koncentrace arsenu jsou mnohem vys$si v usazeninach nez ve
vodé v kontaminovanych vodnich ekosystémech.

e Textura pudy a jilové minerdly — Obecné, pohyblivost a dostupnost As je vétsi

v pis¢itych ptidach nez v jilovitych ptadach.

e Redukéni potencidl — Anaerobni podminky aktivuji soubor chemickych a biologickych
procest, které mohou ménit fyzikalné-chemické vlastnosti piid a sedimentii pro sorpci
arsenu.

e Konkuren¢ni ionty — Konkuren¢ni anionty byly méné efektivni v pfesunuti arsenu od

padniho komplexu, vzor pro As (V) je HoPO,” > H,AsO 4> SO4” > COs> a vzor pro As
(I1T) je HPO4 > H3As0; > F > SO4> > CO5™".

e Rostlinny faktor - Odli$na snasenlivost arsenu mezi jednotlivymi rostlinnymi druhy.




V ekosystémech se mohou rizikové prvky pohybovat specifickymi cestami svych
biogeochemickych cykli. Z téchto cykli v riiznych momentech vystupuji a kumuluji se velmi
Casto napf. v pudach nebo Zivych organismech. S mobilitou kovli je uzce spjata rozpustnost
sloucenin ve vodé — ¢im je slouCenina rozpustnéjsi, tim je mobilita vyssi. Dulezita je také
rozpustnost v kyselinach, zejména v kyselin¢ sirové a dusi¢né, které jsou cCasto pritomné
v Zivotnim prostfedi. Silné¢ kyselé vodni srdzky mohou zvySovat rozpustnost sloucenin a
z ptidniho roztoku mohou byt snadno piijimany rostlinami nebo mohou byt vymyvany do

povrchovych vod (Kafka, Pun¢ochéarova, 2002).

2.3 Zdroj kontaminace

Arsen se v zivotnim prostfedi vyskytuje v ovzdusi, ptid€ i ve vodach. Pouzivanim pesticidi
na bazi arsenu je divodem pfitomnosti tohoto polokovu v nékterych kulturnich rostlinach, ale
napf. i ve vinnych napojich. Arsen se vyskytuje jako doprovodny prvek nejcastéji v rudach médi,
stiibra a olova a pii ziskavani téchto kovii zrud se uvolituje do Zivotniho prostfedi (Kafka,

Puncochatova, 2002).
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e Zpracovani rud

e Aditiva do skla

o Zemédélstvi (hnojiva, insekticidy)
e Koureni

e [é&Civa pro veterindrni medicinu

e Ochranné ptipravky na dievo

(Kafka, Puncocharova, 2002)

Existuji také ptirozené zdroje arsenu. Jsou to naptiklad sulfidické minerdly, arseni¢nany,
sopecné plyny a geotermalni prameny (Adriano, 2001). Pfirozené¢ je arsen soucasti téchto
sulfidickych minerala: arsenopyrit (FeAsS), I6llingit (FeAs), realgar (AssS4) a auripigment
(As2S3) (Soudek et al., 2006).

V souvislosti s diirazem na kvalitu produkce je nezbytnym piedpokladem cisté prostiedi a
rizikovymi prvky nezatizena pida. Pfitom jen Céast vstupd je pifimo ovlivnitelna zemédélcem.
Mezi vstupy, které zemédé€lec nemilize piimo ovlivnit, patii bezesporu kvalita srazek.

V souvislosti s vyznamnym omezenim emisi z prumyslu v obdobi 90. let minulého stoleti se
5



zietelné omezil obsah rizikovych prvkl ve srazkové vod¢. To miizeme vidét v tabulce €. 1.

(Balik et al., 2004)

Tab. ¢ 1 Mnozstvi As v atmosférickych spadech (g.ha”.rok’) v CR za obdobi 1997 — 2003,
(Balik et al., 2004)

DalSim zdrojem se po aplikaci do plidy stavaji statkova hnojiva, a to jak mineralni, tak i
organickd. Jak je déale zfejmé ztabulky ¢. 2, mohou byt znaénym zdrojem As, kromé
fosfore¢nych hnojiv, také hnojiva dusikatad a véapenatd. Proto je nezbytna kontrola kvality

pouzivanych hnojiv ze strany statu (Balik et al., 2004).

Tab. ¢. 2 Zdroje As v zemedelstvi (ppm v susiné) (Kabata-Pendias , Pendias , 2001)

Arsen netvorii t¢kavé slouceniny, do ovzdusi se dostava prakticky pouze lidskou ¢innosti.
Z ovzdusi se potom bud’ spadem nebo vymytim deStém dostava do piidy nebo vody, kde muize
pietrvavat velice dlouhou dobu, protoze ma znac¢nou schopnost kumulovat se v sedimentech.
Arsen tvorfi hlavni slozku nékterych mineralii rozsitenych po celém svété. Voda z oblasti velkého
vyskytu téchto minerdli miize obsahovat nadprimérné koncentrace As. Arsen se nachazi také
v uhli. Prim&ma koncentrace je 0,5 — 100 mg.kg”. Jednim z mala pfirozenych zdroji arsenu
v ovzdusi je vulkanickd ¢innost. Atmosférickym spadem se As dostava do vody nebo do pidy

(Internetovy zdroj 3).



Tab. ¢. 3 Zdroje arsenu podminené lidskou cinnosti (v tisicich tun.rok) (Petrold, 1998)

Zdroje arsenu Atmosféra Pida Voda
Metalurgie médi, niklu 14,3 67,5 28.4
Spalovani uhli 6,2 35,1 -
Chemikalie v zeméd€lstvi a lesnictvi 3,5 4,6 -
Ocelafstvi 0,06 5,9 -
Vypalovani lesti a pastvin 3,0 - -
Vyroba cementu 2,1 - -

Primémy obsah arsenu v Zivé hmot& rostlin je 0,5 mgkg' (max. obsahy vétsinou
nepiekraduji 2 mg.kg™"), v popelu rostlin 5 mgkg" (Trebichavsky et al., 1997). Kofinek et al.
(2003) uvadi, ze fytotoxicky obsah arsenu v rostlinné biomase je v rozmezi 3 az 10 mg.kg™.

Vyznacna je i ekotoxicita arsenu. Ve vysokych koncentracich je arsen toxicky pro rostliny.
Na polich oSetfovanych opakované pesticidy s obsahem arsenu se arsen zabudovava do pudy a
zpusobuje snizeni urodnosti kulturnich rostlin, jako jsou napf. jemen nebo vojtéska. Na arsen

také citlivé reaguji stromy (Kafka, Puncochérova, 2002).

Obr. 1: Cesta rizikovych prvkii od zdrojii do potravin, (Adriano, 2001)

Zdroje rizikového predm

Vzduch ’ Fiida Voda

’ Zvirata

e
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2.3.1 Arsen v pudé

Reakce a transformace arsenu v pud¢ a jejich zavislost na fyzikalné-chemickych pidnich
vlastnostech byla Siroce zkoumana (Tlustos, 2004). Mezi faktory, které se nejvice podili na vysi
ptijmu prvku z pidy nebo z atmosféry, patii fyzikalné — chemické vlastnosti sledovanych prvki
a pudy, druhu, stafi a Cast rostlin, charakter a intenzita znecisténi pudy a atmosféry, klimatické
podminky dané oblasti apod. (Vincenc, 1997). Dalsi roli v pfijmu jednotlivych slou¢enin arsenu

rostlinou, hraji plidni vlastnosti a zdroj kontaminace arsenem. Ukézalo se napt., Ze anorganické

vvvvvv

2007a).

Absorpce arsenu rostlinami z kontaminovanych ptd piedstavuje zdravotni riziko, které mize
ovlivnit pouziti zeméd¢€lské pidy. Metody pro omezeni rizika jsou Zaddny. Navrhované oSetienti
zahrnuje srazeni zelezitych oxidii v kontaminované pud¢, piidavkem siranu Zeleznatého
a vapence (Warren et al., 2003).

Obsah As je nejvyssi ve svrchni vrstvé ptidy 0 — 20 cm a smérem do hloubky klesa (Zrust et
al., 2002). Vysoké obsahy jsou v sedimentech, zvlasté jilovych. Nejvice As maji horniny
obsahujici sulfidy a uhelnou ptimés. Zdrojem zamoteni zemédélskych pid je predevsim popilek
a odsifovaci produkty z kotelen, které byly aplikovany do pudy, nebo se tam dostavaji ve formé
imisi. Tato situace odrazi skute¢nost, ze nejvétSim zdrojem pro vnos As do piid jsou emise (Zrust
et al., 2002).

Jednim z dalSich zdrojii arsenu v pidé miize byt aplikace kali na zeméd¢€lské pudé, které je v
soucasné dobé dosti popularnim tématem. Z toxikologickych udajii zabyvajicich se situaci v CR
jsou zavazné ukazatele pro hodnoceni ptd a kali, které jsou obsazeny ve vyhlasce ¢. 392/2001
Sb. Ministerstva Zivotniho prostfedi CR. Mezni hodnoty koncentraci vybranych rizikovych
prvki vpudé a kalech vymezuji maximalni hodnoty koncentraci, po jejichz piekroceni by
mohlo dojit k poSkozeni funkci pidy a slozek zivotniho prostfedi, hodnoty jsou uvedeny

v nasledujici tabulce €. 4 a 5 (Kaftka, Punocharova, 2002).



Tab. ¢. 4 Mezni hodnoty koncentraci vybranych rizikovych prvkii v pude v extraktu lucavkou

krdlovskou (mg.kg™ susiny) (Vyhlaska MZP ¢ 382/2001 Sb.)

As 20 15
Cd 0,5 0,4
Cr 90 55
Cu 60 45
Hg 0,3 0,3
Ni 50 45
Pb 60 55
Zn 120 105

Tab. ¢. 5 Mezni hodnoty koncentraci vybranych rizikovych prvkii v kalech pro jejich pouziti na
zemédélskeé pidé (Vyhlaska MZP ¢ 382/2001 Sb.)

Cd 5
Cr 200
Cu 500
Hg 4
Ni 100
Pb 200
Zn 2500

Stabilita rizikovych prvkl v ptidé je na rozdil od jinych slozek prostiedi (atmosféra, voda)

vysoka, a tak znecisténi mize mit dlouhodoby nebo dokonce trvaly charakter. Jejich samovolna
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degradace je zna¢n¢ limitovana dlouhymi polocasy rozpadu a jejich obsah miize byt pozvolna
sniZovan napi. vyluhovanim, pfijmem rostlinami, erozi, vyparem (Tlustos et al., 2003).

Obvykle se nachazi v pid¢ v anorganickych formach — arsenitan As (III) a arseni¢nan As
(V); zpravidla v pétimocném stavu, protoze forma As (III) oxiduje na formu As (V). Pétimocna
forma arsenu se nachazi méné toxickd. V prvni fadé ke zneciSténi pidy arsenem vede
atmosférické depozice, zaplavy a rozsifovani kolem dualnich vysypek (Vécha et al., 2008). Arsen
se v pidach vyskytuje hlavné ve form¢ arsenitanii nebo arseni¢nanti Zeleza a hliniku, které jsou
tézko rozpustné. Arsen je siln¢ vazan na oxidy a hydroxidy Fe a Al, organickou hmotu a jilové
mineraly. V nepfitomnosti oxidii dochéazi snadno k biologické redukci (methylaci) a ke vzniku
silng toxickych alkylovych slouc¢enin As (Trebichavsky et al., 1997).

Casté koncentrace ve vét§iné hornin jsou v rozsahu 0,5 az 2,5 ppm, arsen je rozdéleny dost
rovnomérné ve vyznamnéjSich typech hornin. Pouze v jilovych sedimentech je primérna
koncentrace vysoko 13 ppm. Arsen je vSudy pritomny prvek ve svrchni litosféie (Kabata-
Pendias, Pendias, 2001). V puidé se arsen p¥irozen& vyskytuje v koncentraci 0,009 a 1,5 mg.kg™'
a teprve nad koncentraci 1,5 mgkg ' byva pida povazovana za kontaminovanou arsenem
(Soudek et al., 2006).

Pro stanoveni obsahu prvkd a jejich sloucenin v biologickych materidlech a dalsich
materidlech Zivotniho prostfedi jsou dnes pouzivany moderni instrumentalni analytické metody,
jako je atomova spektrometrie ve vSech znamych modifikacich, metody molekulové
spektrofotometrie, elektrochemické metody, hmotnostni spektrometrie, nuklearni analytické
metody a mnoho dalSich. Pro stanoveni jednotlivych sloucenin ¢i typd vazeb analyzovanych
prvki pak vystupuji do popiedi metody plynové ¢i kapalinové chromatografie ¢asto v kombinaci

s n€kterou z vySe uvedenych metod (Székova, Tlustos, 2004).
Podle Benese (1993) jsou stupné obsahu As v ptidach klasifikovany takto:

Tab. ¢. 6 Stupné obsahu As v piidach, (Benes, 1993)

Hodnoty Obsah

Do 5 mg.kg" Obsah nizky

5,1 —20 mg.kg" | Obsah stiedni
Nad 20 mg.kg" | Obsah vysoky
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Obsah v piidé kolisa od stop k hodnotam 40 mg.kg™. V nizkych koncentracich se vyskytuje
ve vulkanickych plynech, pramenité i motské vodé. V nepatrnych koncentracich je proto
prakticky vzdy pfitomen ve vSech zivociSnych a rostlinnych pletivech a tekutinach. V ptirod¢ se
nejcastéji vyskytuje ve forme sulfidd, z nichZ nejcastéjsi je arzenopyrit (Benco et al., 1995).

V piidé se mohou obvyklé koncentrace zvysit na stovky mg.kg" po nékolikatém pouZivéni
postrikli arsenovymi pesticidnimi preparaty, v okoli huti zpracovavajicich rudy barevnych kovi,
pfipadné pfi jejich tézbé (napi. Piibramsko, Krompachy) nebo v okoli tepelnych elektraren
spalujicich uhli s vy$§im obsahem arsenu. S jeho vzristajici koncentraci klesa v pidé obsah
dusiku, stoupa titr Escherichia coli a klesa kli¢ivost semen (Benco et al., 1995).

Migraci arsenu ovliviiuje granulometrické slozeni pad, obsah Fe;Os, pH pldy (s rostoucim
pH vzrlstd obsah As) a vlhkost klimatu. Arsen se diky vysokému redukénimu potencidlu snadno
vyluhuje z podorni¢i. V CR je koncentradni rozmezi As v pudach 1,8 — 18,4 g.t”!, pramér &ini
7 g.t'. Nejvyssi obsahy v CR byly pozorovany v hnédych pudach na kyselych vyvielinach
(8 — 18 g.t"), permskych jilovcich (14 — 15,5 g.t'). Naopak velmi nizké obsahy As (pod 3 g.t™)
vykazuji piidy na pararulach, ortorulach, granulitech a svorech. Velmi vysoké koncentrace As
byly zjistény v mistech aplikace arsenovych pesticidii (az stovky g.t'), kalti z koZeluzen nebo
COV (50 — 90 g.t™), v okoli huti (400 — 2500 g.t™), slévaren a uhelnych elektraren. Arsen se
hromadi v povrchovych vrstvach pady. Hodnota 50 g As.t™” je jiz pro rostliny toxické a vyvolava
druhotny deficit Zn (Trebichavsky et al., 1997).

Arsen se hromadi v povrchovych vrstvach pidy a miZze ji Casem sterilizovat pro rust
nékterych rostlin, zejména motylokvétych. Toxicita pro rostliny je modifikovana rozpustnosti
pouzitého preparatu, obsahem zeleza v pid¢, pfipadné pouzitymi druhy primyslovych hnojiv.
Na silné¢ kontaminovanych ptidach rostliny absorbuji vétsi kvanta arsenu, avSak v mnozstvi,

které neptedstavuje akutni zdravotni nebezpeci pro ¢lovéka (Benco et al., 1995).

2.4 Prijem As rostlinami

Proces pfijmu Zivin je ovliviiovan mnoha faktory. Jsou to faktory wvnitini, ovlivnéné
samotnou rostlinou, a dale faktory vnéjsi, predevsim klimatické, povétrnostni a plidni (Vanék et
al., 2002).

Hlavnim zdrojem rizikovych prvkl pro rostlinu je pida, pfipadné zivny roztok. Jednim

24

¢asticich. Rostliny snadno odebiraji rizikové prvky, které jsou rozpustény v pidnim roztoku, kde
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se nachazeji v iontovych formach nebo ve formé chelati a komplexa (Kabata-Pendias, Pendias,
2001).

Rostliny akumulujici arsen ho mohou ulozit v kofenech nebo ho pfemistit do nadzemni ¢asti.
Zda se, ze dvoudélozné rostliny premistuji do nadzemni Casti vice arsenu nez jednodélozné
rostliny. Rozdilnost v misté uloZeni arsenu naznacuje rozdilné mechanismy uchovani i transportu
arsenu v rostlinach (Soudek et al., 2006).

Pohyb rizikovy prvki ke koteniim se d¢je difuzi a hmotovym plidnim tokem. V bezprostiedni
blizkosti kotenti dochazi po reakci rizikovych prvka s organickymi kyselinami vylu¢ovanymi
rostlinou k tvorb¢ chelatt, zvysSuje se difuzni gradient a zrychluje ptijem prvku. Transport prvku
z vnéjSiho roztoku bunécnou sté€nou je proces pasivni, kdy jsou ionty transportovany difuzi
(Cibulka et al., 1991). Ionty téchto prvki jsou velmi snadno pifijimany kotfeny, nebot” selektivita
transportnich proteini je ziejmé nedostatecna pro jejich rozliSeni od téch prvki, které jsou pro
zivot rostliny nezbytné. Po vstupu do buné€k inaktivuji nékteré enzymy a redoxni systémy. lonty,
které proniknou bunécnou sténou, se soustfedi v prostiedi plazmatické membrany — plazmalemy.
Zvyseny koncentracni gradient vede k transportu iontil pfes plazmalemu do buiiky. Permeabilita
bun&éné stény je vyrazné vyssi nez permeabilita plazmalemy. Cést iontdl je transportovana piimo
apoplastem pies plazmalemu do cytoplasmy. V kotenech také dochazi k nejvétsimu hromadéni
rizikovych prvki. Cést toxickych iontd je piesto translokovana i do nadzemnich organd, kde
nejvice ovliviiuje fyziologické procesy v listech, v prvé fadé fotosyntézu (Prochazka et al.,
1998).

Tolerantni rostliny maji tendenci omezit pienos puda-rostlina a kofen-nadzemni Ccast,
hyperakumulatory, nebo-li rostliny s extrémné vysokou akumulaci dané¢ho prvku, aktivné
pfijimaji arsen a transportuji jej do nadzemnich ¢asti. Pro extrakci nejsou vhodné rostliny
s akumula¢nim faktorem a castecné i koeficientem biologické absorpce mensim nez jedna.
Podle konceptu ,,akumulétor-excludor by se rostliny tolerantni k arsenu mély pti akumula¢nim
faktoru << 1 tadit k excludorim i pfes zvySenou koncentraci kontaminantii v nadzemni casti.
Hyperakumulace arsenu bude patrn€ vlastnosti nezavislou na vnéjSich podminkéch, nez
ziskanou pfizplisobenim se prostfedi, protoze i populace z nekontaminovanych mist jsou
schopny hyperakumulovat arsen. O procesech indukovanych koteny v rhizosfére se predpoklada,
ze usnadiiuji pfijem arsenu hyperakumulujici rostlinou (Soudek et al., 2006).

Koncentrace As v rostlindch na nekontaminovanych piidach je v rozsahu 0,009 az 1,5 ppm
susiny, u listové zeleniny se obsah blizi k horni hranici rozmezi a v ovoci je obsah spiSe nizsi.
Traviny z polovyprahlého klimatického pasma obsahuji zvySené mnozstvi As, od 1,1 do 5,4 ppm
suSiny. Je zjisténo, Ze houby jsou pomérné vysokym akumuldtorem As. N¢které piiklady jsou
uvedeny v tabulce €. 7 (Kabata-Pendias, Pendias, 2001).
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Tab. ¢. 7 Obsah arsenu v potravinach a pici rostlin (ppb) (Kabata-Pendias, Pendias, 2001)

Rostlina ppb
JeCmen 3-18
PSenice 50,3-10

Zeli 20-50
Spenat 200-1500
Salat 20-250
Mrkev 40-80
Brambory 30-200
Rajce 9-120
Jablko 50-200
Pomeranc¢ 11-50
Jeteloviny 20-160

2.5 Stres rostlin

Rostliny jsou v pritbéhu svého Zivota vystaveny velmi proménlivym podminkdm vné&jSiho
prostiedi. Ty mohou nejen zpomalovat jejich Zivotni funkce, ale také poskozovat jednotlivé
organy a v krajnim ptipadé vést i k jejich uhynuti (Prochédzka et al., 1998).

Pribéh stresové reakce vyvolané u rostliny zavisi na intenzité a délce ptasobeni stresového
faktoru, ale 1 na adaptacni schopnosti rostliny. Odezva rostliny na stresové podminky je
komplexni projev. Stresové podminky vyvolévaji paralelni a nebo po sobé jdouci déje, rychlé
fyziologické a pomalé morfologické procesy, jejichZ mechanismus mtize ovliviiovat metabolické
zmény piimo ¢i nepiimo vyvolané stresem. Nékteré zmeény v metabolismu zajistujici vysokou
odolnost byvaji ¢asto provazeny snizenim rychlosti tvorby biomasy (Pavlikova et al., 2003).

Bezprostiedné po zacatku plisobeni stresového faktoru dochézi k naruseni bunéénych struktur
a funkci (poplachova faze). Pokud intenzita plisobeni stresoru nepiekracuje letalni Uroven,
dochazi zahy k mobilizaci kompenza¢nich mechanismt (restitu¢ni faze), které¢ sméruji ke
zvyseni odolnosti rostlin vii¢i pasobicim faktorim (faze rezistence). Ne vzdy vsSak toto zvySeni
ma trvaly charakter. Pfi dlouhodobém a intenzivnim plisobeni stresového faktoru mize byt

vysttidano dal§im poklesem (faze vycerpani) (Prochazka et al., 1998).
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Obr. 2: Idealizovany prubéh stresové reakce, (Prochdzka et al., 1998)
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2.6 Absorpce a piizpiisobeni v rostlindach

Toxické ionty vstupuji do bunck prostiednictvim absorpcnich procesti, které pohybuji

zakladnim stopovym prvkem. Rostliny mohou piijmout stopové prvky bud’ z jejich povrchd,

pomoci kotfentl nebo kombinaci obou (Patra et al., 2004).

Mezi jednotlivymi rostlinnymi druhy existuji velké rozdily pokud se jedna o absorpci,

akumulaci a toleranci k rizikovym prvkim (Adriano, 2001).

V ptdach a sedimentech je As znam vysokym sklonem ke kyselym povrchiim, rozsah zévisi

na n¢kolika biogeochemickych faktorech. Velikost ¢astic, povaha zékladnich mineralt, pH,

reduk¢ni potencidl a konkurencni ionty, vSechny maji vliv na adsorp¢ni procesy (Adriano, 2001).

Patra et al. (2004), uvad¢ji, ze mnozstvi prvku pohlceného rostlinou zavisi na:

e koncentraci a vzniku prvku v pidnim roztoku

e jeho pohybu z plidy k povrchu kotfene

e transportu z povrchu kotfene do kofene

e jeho pfemisténi z kofene k vyhonku
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Potencidl mobilizace prvkll v pudé zavisi v prvni fadé na obsahu prvki, rozpustnosti
organické hmoty, pidnim pH a pidnich charakteristikach jako oxidace a kationtovd vyménna
kapacita. Rostlinnd absorpce mobilnich iontii pfitomnych v plidnim roztoku je velkou mérou
uréend celkovym mnozstvim tohoto iontu v pid¢ ale v ptipadé siln¢ absorbovanych iontu,
pohlceni zavisi vice na mnozstvi vyprodukovaného koteny (Patra et al., 2004).

Toxicita a pfijem arsenu je spojeny s jeho oxidacnim stavem a druhem slouceniny. Proto je
pouh¢ zjisténi celkového mnozstvi arsenu ve vzorku nedostate¢né pro odhad rizikovosti pro
prostiedi. Urceni druhu slouceniny arsenu v rostliné mize poskytnout diilezitou informaci, ktera
muize napomoci pochopit mechanismus akumulace, translokace, transformace a detoxifikace
(Soudek et al., 2006). Naptiklad Tlusto$ et al. (1998) ve své studii uvadi, ze pfijem As
fedkvickou velmi zalezi na jeho formé v ptidé a klesa v fad¢ - As org. > As V+> As IlII+.

Arsen v anorganickych a organickych formach se uzival jako pesticid, rostlinné defolianty a
herbicid, mohlo dojit k nahromadéni v zeméd¢€lskych pidach a v rostlinach. Rostliny pohotové
piijmou arsenitany a arseni¢nany, vyznamnéjSi formy arsenu, piijem je velmi ovlivnény pudni
strukturou a konkuren¢nimi fosfaty. Nizka Groveil fosfatd presune arsen z pidnich ¢éstic, zveétsi
se absorpce a fytotoxicita, zatimco vetsSi mnozstvi fosfatl soutézi s arsenem v kotfenovych
povrsich k snizeni absorpce a fytotoxicity. Hromadéni arsenu rostlinou miize byt ovlivnéno
dalsimi faktory, jako jsou rostlinné druhy, typ a zplsob aplikace. Ztidka dochazi k tomu, ze
arsen nahromadény v rostlinach dosdhne takové irovné aby poSkozoval zvifata a ¢loveka (Patra
et al., 2004).

Neexistuje dikaz, ze by arsen byl pro rostliny esencidlnim prvkem, piestoze v nizkych
koncentracich stimuluje rast rostliny. Z hydroponickych experimenti, ve kterych byl testovan

vvvvvv

v roztoku (Soudek et al., 2006).

2.7 Tolerance rostlin

Jak uvadéji Patra et al., (2004) rostliny péstované na kontaminovanych mistech potiebuji
vyvinout néjaky stupeni snasenlivosti k toxicit¢ kovu za ucelem preziti.
Omezeni piijmu prvku je nejbéznéjsi mechanismus odolnosti rostliny vuéi rizikovym

prvkim. Existuji rizné mechanismy redukce:

e ulozeni v bunécnych sténach
e chelatova sekrece
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Tolerance rostliny k arsenu zalezi na druhu rostliny a mtze vyplyvat ze dvou strategii:
nepfijeti arsenu (excludor) nebo akumulace arsenu (akumuldtor). Prvni strategie zahrnuje
zabranéni pfijmu arsenu nebo omezeni transportu arsenu do nadzemnich c¢asti rostliny. Tuto
strategii uplatituje naptiklad Typha latifolia hojné rostouci na pid¢ kontaminované timto
prvkem. Naopak druha strategie predpoklada silnou akumulaci arsenu v rostliné. Toto je
strategie n€kolika suchozemskych rostlin rostoucich na haldach po t€zb¢€ nerost, které obsahuji
hodné arsenu, napt. Agrostis tenuis (Soudek et al., 2006).

Jako reakci na stres zptsobeny zvysenou hladinou rizikovych prvki mohou rostlinné bunky
uplatnit ochranné systémy, jako jsou imobilizace rizikovych prvkd v bunéénych sténéch,
omezeni vstupu pres membrany, syntéza metallothioneint, tvorba komplexii vazajicich rizikové
prvky, syntéza stresovych proteini, redukce specifickych stresovych metabolitd, napt. ethylenu
(Pavlikova et al., 2003).

Rostliny jsou trvale ptizplisobeny k vykonavani vSech zivotné dilezitych funkci za pomérné
velkého kolisani faktori vnéjsiho prosttedi. Pokud vsak toto kolisani pfekroci jistou mez (hranici
tolerance), dojede v rostliné k poruchdm struktur a funkci. Soucasné vSak dojde i k aktivaci
napravnych procesti na Grovni molekularni, biochemické a fyziologické. Tento mimotadny stav
rostliny, oznacovany jako stres, mize vést bud’ k dosazeni nové homeostaze, nebo k uhynuti

postizeného organu ¢i celé rostliny (Prochéazka et al., 1998).

2.8 Fytotoxicita

Arsen patii mezi nejintenzivnéji studované rizikové prvky z diivodu jeho toxicity pro ¢loveka
1 ostatni Zivo€ichy. RovnéZ fytotoxicita tohoto prvku je zndma (Székova et al., 2007a).

Toxicky vliv se ihned neprojevuje vizualng. Teprve pozvolnym zvySovanim dochdzi
k nepfiznivym zméndm v pidé, které pak maji za nasledek celkové sniZeni plidni urodnosti
(Benes, 1993).

Fytotoxicita As se u rostlin projevuje plazmolyzou pletiv kotfeni a zloutnutim listl vedoucim
az k nekroze Spicek a okraji listl. Byl rovnéz prokdzan vliv zvySené koncentrace As na snizeni
absorpce nékterych esencidlnich mikroelementi, jako jsou B, Cu, Mn a Zn (Pavlikova et al.,

2007).
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2.9 Fytochelatiny

Nejrizngj$i zdroje zneciSténi pfinutily mikroorganismy, rostliny i Zivocichy k vytvofeni
ochrannych mechanismi. V jejich Zivotnim prostiedi je pfitomna celd Skala prvki vcetné
tézkych kovu, které predstavuji jednu z nejvyznamnéjSich skupin toxickych latek. Mechanismy
detoxikace a metabolismus tézkych kovl jsou intenzivné studovany u rtiznych organismu. Pokud
jsou rostliny vystaveny Uc¢inkiim tézkych kovil, zahdji jejich buiky syntézu fytochelatin (PC),
coz jsou peptidy, které maji schopnost véazat tézké kovy, a zajiStuji tak rostlin¢ transport
toxickych ionti do vakuoly kde jiz bezprostiedn¢ svou toxicitou rostlinny organismus
neohrozuji. Tyto peptidy jsou také oznaCovany jako rostlinné metalothioneiny (Vacek et al.,
2003). Obecna struktura fytochelatinti je (y-GluCys)n-Gly (Soudek et al., 2006).

Mechanismus detoxikace prostfednictvim PC byl doposud prokézan u kadmia, stiibra, médi a
arsenu. Pro studium PC ma velky vyznam také objasnéni principl transportu fytochelatinovych
komplext pfes bunécnou sténu, cytoplazmatickou membranu a membranu vakuoly. Za hlavni
funkci PC je povaZovana detoxikace tézkych kovti (Vacek et al., 2003).

Detoxifikace arsenu indukovanymi fytochelatiny byla potvrzena riznymi technikami, avSak
mnoho experimentalnich tymid ztroskotalo na pokusu dokazat tvorbu komplexu arsen-
fytochelatin, takze role fytochelatinti pfi akumulaci a detoxifikaci je stale nejasna (Soudek et al.,
2006).

Piimé identifikace komplexu je obtizna. Pokud jsou fytochelatiny ze vzorku extrahovéany
médiem pii pH > 7, pravdépodobné budou komplexy disociovat na volny fytochelatin a
arseni¢nan (redukci fytochelatini a oxidaci arsenitanu). Pokud je tedy v extraktu z rostliny

detekovan arseni¢nan, miize pochazet z komplexu arsenitan-fytochelatin (Fitz et al., 2002).
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3. gpenz’lt sety (Spinacia oleracea L. cv. Matador)

Spenat sety je nejznaméjdi a nejrozsifendjsi $penatovou
zeleninou, to znamend listovou zeleninou upravovanou vaienim.
Pravdépodobné vznikl z planého druhu Spinacia tetranda, ktery roste
od Kavkazu pies Turkestan a ran az po Afghénistan. Spenét patii do
celedi Merlikovité (Chenopodiaceae) (Pekarkova, 2002).

Rostlina Spenatu je jednoletad. Vytvari nejdiive rtzici syté
zelenych hladkych nebo bublinatych lesklych listl, pozdéji

rozvétveny, 60 az 70 cm vysoky kvétni stonek. Rostlina je vyrazné

| dlouhodenni, proto pfi pozdnim jarnim vysevu vybiha rychle do

Obr. 3: Spendt sety kvétu. Cennou slozkou S$penatovych listli jsou bilkoviny, mineralni

(Internetovy zdroj 5) latky (predevsim jod a zelezo), dale provitamin A a vitamin B1, B2,
C, K a kyselina kiemicita (Pekarkova, 2002).

Rostlina Spenatu obsahuje pomérné vysoky obsah mineralnich latek: Ca 8300 mg, P 4300
mg, S 2350 mg, Mg 980 mg, Fe 60 mg na 1000 g Cerstvé hmoty, vitaminu C 50-80 mg, A 2,5-7
mg 1 dalSich jako BI1, B2, B6, E, K, PP. Ma pomérn¢ vysoky obsah dusikatych latek 3,5 %,
cukrii 1,5 %. Vysoky je vSak i obsah kyseliny $tavelové 290-320 mg (Maly et al., 1998).

Spenat v nadzemnich organech dosti vyrazné akumuluje nitraty, zvIasté pfi omezeném ristu.
Proto je hnojeni dusikatymi hnojivy nejvyznamnéjSim opatienim. Pfi hnojeni je nutné brat

v vahu mnozstvi dusiku, které je k dispozici v ptidé (Vanck et al., 2002).

3.1 Podminky péstovani

Listova zelenina patii ke stfedné naroénym zeleninam na Ziviny (Hlusek et al., 2002). Spenat
je rostlina nenaro¢na na klima, vyzaduje vSak ptdu s dostatkem zivin. Slouzi dokonce péstitelim
jako indikétor plidni Urodnosti. Potfebuje také dostatek vldhy a dostatecné svételné stanoviste.
Rychle roste, takze se hodi do mezifadkd smiSenych kultur s pomalu rostoucimi zeleninami
(Pekarkova, 2002).

Nesnasi kyselé pudy, optimalni pH je neutralni, nebo slabé alkalické, nejvhodnéjsi jsou
propustné piscitohlinité plidy s dostatkem humusu. M4 vysoké naroky na vodu, vzhledem ke

kratkému vegetacnimu obdobi a pomérné¢ mélkému kotfenovému systému. Na nedostatek vldhy
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reaguje pomalym riistem, tvorbou nizkého poctu listi a pfedCasnym vybihanim do kvétu (Maly
et al., 1998).

Nedostatek vapniku vyvolava u listovych zelenin poruchy rastu a vyvoje (nesnasi kyselou
pudni reakci). U Spenatu vyvolava zvySeny obsah kyseliny S$tavelové v rostlin€, coz ma za
nasledek tvorbu Zloutnoucich a natrpklych listd. Spenat je pfitom povazovan za indikativni
rostlinu na pH. Spenétu nejlépe vyhovuje pH 6,0-7,5. Velmi dobie roste pii hodnoté 6,6 (Hlusek
et al., 2002).

3.2 Spendt a rizikové prvky

Listova zelenina patii k velmi citlivym druhiim na tyto prvky v piidé a ve zvySené mife je
pfijima a kumuluje v nadzemnich castech (hlavné Spenat a saladt). Stejnym zpisobem muize

kvalitu ovlivnit i zne¢isténa atmosféra (Hlusek et al., 2002).

Cibulka et al. (1991), rozdélili jednotlivé druhy zelenin podle relativni akumulace rizikovych

prvki v jedlych podilech:

e Vysoky piijem — salat, Spenat, feficha, mrkev, ¢ekankové puky,

e Stiedni pfijem — kapusta, fepa, fedkvicka, hoi¢ice, brambory,

e Nizky pfijem — hlavkové zeli, sladka kukufice, brokolice, kvétik, rtizickova kapusta,
celer,

e Velmi nizky pfijem — luskoviny, meloun, okurka, rajce.
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4. Steroly

Ve svém pokusu jsem se zaméfila pfedevSim na sledovani mnozstvi sterolit v zavislosti na
mnozstvi arsenu ve Spendtu piijatého z pudy.

Prestoze membrany jednotlivych organel se ponékud 1isi svym sloZenim, submikroskopickou
strukturou a funkci, je jisté, Ze vSechny maji jednotny princip molekuldrni organizace.
Biomembrany se podileji na realizaci takika vSech zakladnich Zivotnich funkci buiiky: na
metabolickych pfeménach, na transportu molekul, na transformaci energie a na informacnich
procesech. Zakladni komponentou vSech biomembran jsou molekuly lipidd a bilkovin. V mensi
mife jsou v biomembranach zastoupeny sacharidy ve formé glykoproteini a glykolipidu.
V lipidové sloZzce membran jsou zastoupeny dvé kategorie lipida: fosfolipidy (fosfatidy) a
steroly (Prochéazka et al., 1998).

Rostlinné membrany obsahuji méalo nebo Zadny cholesterol a misto toho obsahuji nékolik
druhti fytosterold, které jsou strukturou podobné cholesterolu, ale obsahuji methyl nebo ethyl
skupinu v C-24 (Moreau et al., 2002).

Rostlinné steroly jsou zakladni soucésti membréan vSech eukaryotickych organismii (Piironen
et al., 2000). Eukaryotické buniky maji vyvinuty mechanismus pro udrzovani stalé Grovné
volnych sterold. Ackoli steroly jsou zakladni soucasti eukaryotickych membran, nejsou
rovnomérné rozdéleny vSude v bunice a mnozstvi volného sterolu v kazdé ¢asti je jedinecné
(Yang, 2006).

Na rozdil od zivocisnych a houbovych buné€k, které obsahuji jen jeden vyznamnéjsi sterol,
rostlinné bunky obsahuji komplex sterolli, ze smési sterolti ¢asto prevlada sitosterol, stigmasterol
a 24-methylcholesterol (Hartmann, 1998). Kvasinky a houby obsahuji dal§i membranové steroly,
jako je ergosterol, ktery ma mezi C 7 a C 8 dvojnou vazbu. Velmi rozmanité steroly byly zjistény
v moiskych zivocCiSich riznych kment. V postrannim fetézci na C 17 obsahuji napiiklad
cyklopropanové kruhy a terminalni methylenové skupiny (Voet, Voetova, 1990).

Rostlinné steroly jsou primarni soucésti bunécnych membran, kde tidi ptizplisobivost a
propustnost. Mens$i ¢ast sterold slouzi jako zdroj pro derivaty steroidu, kde byla nedavno
identifikovana nova tfida rostlinnych rastovych latek zvanych brasinosteroidy (Schaller, 2003).

Obvykle zkoumané rostlinné steroly jsou sitosteroly, stigmasteroly a kampesteroly. Rostlinné
oleje jsou bohatym zdrojem esterii sterolti. Rostlinné steroly, zvané také fytosteroly, obsahuji
pies 250 riznych sterolti a ptibuznych smési v rozli¢nych rostlinach a motskych materialech.

Nejbéznéjsi jsou sitosteroly, stigmasteroly a kampesteroly ( 4 — desmethyl sterol). 4 — methyl
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sterol a 4,4 — dimethyl sterol jsou obvykle jen méné dilezitou soucasti rostlin (Piironen et al.,

2000).

4.1 Struktura

Chemicka struktura téchto sterolii je podobna jako cholesterol, 1iSi se pouze v postranim
fetézci. Napftiklad, sitosterol a stigmasterol maji etylovou skupinu v C- 24, kampesterol ma
methylovou skupinu ve stejné pozici (Piironen et al., 2000).

Struktura sterolu sestdva ze Ctyt uhlovodikovych kruhli a postranniho osmi uhlikového
fetézce (viz obr. 4). Neobsazena OH skupina volného cholesterolu umoznuje jeho interakci s
vodou, proto je volny cholesterol ¢astecné hydrofilni (esterifikovany cholesterol ma na OH

skupiné navdzanou mastnou kyselinu, je proto zcela hydrofobni) (Internetovy zdroj 2).

Obr. 4: Vzorec steroli

Obr. 5: Nazvoslovi fytosterolu (napr. sitosterol)
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4.2 Biologickd funkce v rostliné

Steroly fidi pfizpisobivost membran a nepochybné hraji roli v adaptaci membran k teploté.
Volna hydroxylova skupina ve volnych sterolech je dilezitym faktorem umoziujicim jeho
zvlastni interakce s fosfolipidy a proteiny v membranach. VSechny rostlinné steroly jsou schopny
fidit ptizptisobivost membran s riznou efektivitou. Sitosterol a kampesterol jsou nejvice ucinné.
Steroly také hraji funkci v bunétné odliSnosti a rozsifeni. Jejich hromadéni v semenech
pravdépodobné poskytuje zasobu pro kli¢eni a rist novych bunék (Piironen et al., 2000).

Sitosterol a 24-methylcholesterol jsou nejvice U¢inné steroly pro omezeni pohyblivosti
fosfolipipi. Trans-orientovana dvojnd vazba v C 22 v postranim fetézci molekuly sterolu
vyznamné redukuje jeho stavebni funkci, coz bylo ovéfené srovnadnim mezi sitosterolem a
stigmasterolem (Hartmann, 1998).

Cholesterol je pritomny ve stopovém mnozstvi v nékolika druzich vyssSich rostlin. Steroly
jsou prekurzory k nékterym skupinam steroidii jako sapogeniny, ekdysteroidy, kardenolidy,
estrogeny a androgeny. Bylo navrhovano, Ze steroly pusobi v rostlindch jako hormony, ale je
nejisté, jestli tak pfimo funguji. Druhd role sterolu v rostlinadch souvisi s propustnosti membran,
steroly jsou soucasti membran (Johansson-Kornfeldt, 1979).

Rostlinny material a zvlasté rostlinné oleje obsahuji volny a esterifikovany sterol a glykosid
sterol ktery muze byt esterifikovany k acylovanému glykosid sterolu. Volné steroly, sterol
glykosid a acylovany sterol glykosid jsou do jisté miry zaclenéni do bunéénych membran. Jako
cholesterol v sav¢i bunce vykonava dilezitou roli ve struktufe a funkci bunéénych membran

(Piironen et al., 2000).
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5. Material a metody

5.1 ZaloZeni pokusu

Nadobovy pokus byl zaloZen vroce 2007 ve vegetacni hale katedry agroenvironmentalni
chemie a vyzivy rostlin CZU v Praze (viz obr. 6). Pro pokus byl pouzit $penat sety (Spinacia

oleracea L. cv. Matador).

Obr. 6: Vegetacni hala KAVR CZU v Praze

Do jednotlivych nadob bylo odvéazeno po 5 kg zeminy ze stanovisté Suchdol (tabulka ¢. 8 a
tabulka ¢. 9) promichané s 0,5 g N (ve formé NH4NOs), 0,16 gP a 0,4 g K (ve formé K,HPO,).
Arsen byl piidan ve formé Na,HAsO,.7H,0 v davce 25, 50 a 75 mg As kg dle schématu
pokusu (tabulka ¢. 10). Kazdd varianta byla pétkrat opakovana. Po celou dobu trvéani
experimentu byla vlhkost zeminy udrzovdna na 60 % maximalni vodni kapacity zavlahou
demineralizovanou vodou. Spenat byl sklizen v plné zralosti. Nadzemni biomasa byla zvaZena a

ze sklizené rostlinné biomasy byla ¢ast ususena pii 60°C pro stanoveni obsahu arsenu a ¢ast

byla uchovana v tekutém dusiku pro analyzu rostlinnych metabolita.

Tab. ¢. 8 Vybrané agrochemické a pedologické charakteristiky pouzité zeminy

Cernozem Jilovitohlinita 7,2+0,2 258 +4 1,83 +0,41
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Tab. & 9 Celkovy obsah Zivin v ernozemi stanoveny dle Mehlicha (mg.kg”) a celkovy obsah As

Pudni typ Ca Mg K P Ast
Cernozem 8973,8 202,2 2354 75,0 18,0
Tab. ¢. 10 Schéma pokusu
Varianta Hnojeni Pridavek As (mg.kg™")
Kontrola NPK 0
Asl NPK 25
As2 NPK 50
As3 NPK 75

UsuSeny rostlinny materidl byl rozlozen na suché cesté ve smési oxidacnich plynt (O, + O3 +

NOx) s vyuzitim ptistroje APION (Tessek, CZ). Popel byl rozpustén v Iml 1,5 % HNO;. Arsen

byl stanoven metodou generace hybridi na atomovém absorpénim spektrometru Varian

SpectrAA-300 (Australia) vybaveném generatorem hybridi VGA-76.

5.2 Izolace frakci 7 Cerstveho materialu Spenatu setého

Pro mé stanoveni byla vyznamna petroletherova frakce. Na ostatnich stanovenich, jsem se

podilela a proto zde i1 tuto metodiku pro zajimavost uvadim.

2.1.
2.2.

2.3.

2.3.1.

Uprava vzorku: Homogenizace + odvaZeni

Extrakce methanolem (MeOH): 11 x 50 ml, ultrazvukovano 40 minut

Odparovani extraktu k vytiepani: Odpaieno na 1/100 objemu a rozpusténo v 150 ml

MeOH a 100 ml H,O

1. Vytirepavajici systém: Vytifepavani rozpusténého extraktu. Presnéji jde o extrakci

kapaliny (MeOH + voda (3:2)) kapalinou (petrolether)

Zakladni vytiepavani: 12 x 50 petroletherem - ziskdny dvé frakce a) petroletherova

frakce Pe/fla a b) vodné methanolova frakce VM/fla (pro zavérecné spojeni)
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2.3.2.

2.3.3.

234.

2.3.5.

2.6.1.1

2.6.1.2

2.3.6.

2.4.

2.5.

2.5.1.

2.5.2.

2.5.3.

2.54.

2.5.5.

2.6.2.1.

2.6.2.2.

Odparovani frakce - VM/fla: Odpateno 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 zdvérecné spojeni) a b) vodné metanolova
frakce - VM/f1b

Zavéretné zpétné vytiepani VM/f1b: Ziskana frakce po zpétném vytiepani VM/f1b se
vytfepala 1 x 50 ml a 1 x 30 ml petroletherem - ziskany dv¢ frakce a) petroletherova
frakce - Pe/f2 (pro zavérecné spojeni) a b) vodn¢ methanolova frakce VM/flc (pro zavérecné
spojeni)

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

Analyza 1. frakce: HPLC (analyza volnych a konjugovanych sterold, predevsim f-
sitosterolu), IR (metabolomické analyza), ICP (stanoveni prvkil)

Uprava vodné MeOH frakei - VM/f1: Spojeni frakci VM/fla + VM/fIc a odpaieno
na 1/ 10 objemu.

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

2. Vytiepavajici systém: Vytiepavani rozpusténé frakce mezi vodu a butanol. Piesné&ji

jde o extrakci kapaliny (voda) kapalinou (butanol = BuOH)

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

Odparovani frakce V/fla: Odpaieno 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 - ziskdny dvé frakce @) BuOH
frakce B/fb1 (pro zavérecné spojeni) a b) vodna frakce V/f1b

Zavérefné zpétné vytrepani V/fIb: Ziskana frakce po zpétném vyttepani V/f1b se
vytiepala 1 x 50 ml a 1 x 30 ml BuOH - ziskany dv¢ frakce @) BuOH frakce - B/f2 (pro
zdvérecné 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,
zvazeni frakce, odvazeni vzorkl k analyze a pfiprava vzorku k analyze podle typu
analyzy.

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

3.6.1.1.

3.6.1.2.

3.6.2.1.

3.6.2.2.

4.1.
4.2.

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

Analyza III. frakce: GC-MS (analyza volnych a vazanych aminokyselin), IR

(metabolomicka analyza), ICP (stanoveni prvki)

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

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

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

Zikladni vytirepavani: 8 x 30 ml BuOH - ziskany dv¢ frakce @) BuOH frakce - B/fla
a b) vodna frakce - V/fla (pro zavérecné spojeni)

Odparovani frakce V/fla: Odpaieno 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 - ziskdny dvé frakce @) BuOH
frakce B/fb1 (pro zavérecné spojeni) a b) vodna frakce V/f1b

Zavérecné zpétné vytrepani V/fIb: Ziskanad frakce po zpétném vyttepani V/f1b se
vytiepala 1 x 50 ml a 1 x 30 ml BuOH - ziskany dv¢ frakce @) BuOH frakce - B/f2 (pro
zdvérecné spojeni) a b) vodna frakce V/flc (pro zavérecné spojeni)

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

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

Uprava 2. vodné frakce = V. frakce: Spojeni frakce V/fla + VM/flc a odpateno do
sucha, zvazeni frakce, odvazeni vzorkl 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 pfi 25-30°C: 15 x 50 ml, ultrazvukovano 2x30 minut a 30 minut pauza
Uprava 3. H,0 frakce pii 25-30°C = VL. frakce: Frakce je odpafena do sucha, zvaZzena

a po odvazeni vzorki k analyze jsou ptipraveny vzorky k analyze podle typu analyzy.
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4.6.

5.1.

5.2.

5.6.

6.1.

6.2.1.

6.2.2.

6.3.

6.3.1.

6.3.2.
6.3.3.
6.3.4.

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 ndsledujicich podminkéch; 90-95°C, ultrazvukovéano 30 minut s 50 ml a 10
minut vafeno pii 100°C, pak nechano 20 minut nad lazni 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 ultrazvukovéan 30 minut. Zbyla voda byla ze vzorku
odstranéna vyplachnutim vzorku s 50 ml MeOH.

Uprava 4. H,O frakce pii 90-95°C = VII frakce: Frakce je odpafena do sucha,
zvazend a po odvazeni vzorkl k analyze jsou pfipraveny vzorky k analyze podle typu
analyzy.

Analyza VII. frakce: GC-MS (analyza vazanych aminokyselin), IR (metabolomicka

analyza), ICP (stanoveni prvki)

Extrakce MeOH+H,O+HCI (493:493:14): 5 dnd 1x 100 ml, 60 dnd 20 x 50 ml
Odparovani extraktu: Do manipulac¢ni baiky s 150 ml extraktu, kam se pribézné
slivaji jednotlivé izolované extrakty bylo pfidano 5 ml BuOH a prabézné je zde
odpafovano po kazdych 150 ml roztoku skoro na 1/50, opét pfidat 2 ml BuOH a 5 ml
MeOH a odparit skoro do sucha. Po kazdém ptidani 3 x po 5 ml MeOH vzdy odpatit do
sucha. Tim se zbavime zbytkové HCI a pH bude neutrélni.

Odparovani extraktu, prenaseni a skladovani pro vytiepavani: Vzorek se prubézné
z manipulacéni baniky po odstranéni HCI ptenasel po rozpusténi do zasobni banky, kde
byl opét odpaien. Po ukonceni extrakce byla frakce rozpusténa v 40 ml BuOH a 200 ml
H,O

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

Zikladni vytirepavani: 8 x 30 ml BuOH - ziskany dv¢ frakce @) BuOH frakce - B/fla
a b) vodna frakce - V/fla (pro zavérecné spojeni)

Odparovani frakce V/fla: Odpaieno 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 - ziskdny dvé frakce @) BuOH
frakce B/fb1 (pro zavérecné spojeni) a b) vodna frakce V/f1b
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6.3.5.

6.6.1.1.

6.6.1.2.

6.6.2.1.

6.6.2.

7.1.

7.6.

Zavérefné zpétné vytrepani V/fIb: Ziskanad frakce po zpétném vyttepani V/f1b se
vytiepala 1 x 50 ml a 1 x 30 ml BuOH - ziskany dv¢ frakce @) BuOH frakce - B/f2 (pro
zdvérecné spojeni) a b) vodna frakce V/flc (pro zavérecné spojeni)

Uprava 3. BuOH frakce = VIII frakce: Spojeni frakci B/fb1 + B/f2 a odpaieni do
sucha, zvazeni frakce, odvazeni vzorki k analyze a ptfiprava vzorku k analyze podle
typu analyzy.

Analyza VIII. frakce: HPLC (? flavonoidy), IR (metabolomickéd analyza), ICP
(stanoveni prvkil)

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

Analyza IX. frakce: GC-MS (analyza vézanych aminokyselin), IR (metabolomicka

analyza), ICP (stanoveni prvkil)
Izolace a dprava extrakcénich zbytkia = X. fiakce: Kvantitativni prevedeni na Petriho

misky a v susarné vysuseno do sucha pti 40°C do konstantni hmotnosti.

Analyza X. frakce: IR (metabolomicka analyza), ICP (stanoveni prvkl)
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Obr. 7 : Schéma postupu extrakce
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5.3 Metodika stanoveni volnych sterolii_a sterylglykosidii v _petroletherové (I.)

frakci

5.3.1 Priprava vzorku k nastriku

1 mg petroletherové (I.) frakce bylo rozpusténo v 1 ml MeOH. Z frakce bylo odebrano 100 pl

rozpusténého vzorku k analyze na HPLC. Analyza byla provedena 3 krat.

5.3.2 Pristrojové vybaveni

Stanoveni vybranych metabolitli bylo provadéno pomoci HPLC od firmy Waters. Vzduch byl
z eluentli odstraiovan pomoci degaseru Waters - In-Line Degasser AF (4-kandlovy vakuovy
degasser). Eluenty 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 byla métena pomoci UV - PDA detektoru
Waters 2996 - Photodiode Array Detector (detektor diodového pole).

Jako eluent byla pouZzivana voda 2krat destilovéna (po druhé pak s NaOH a manganistanem
draselnym) - roztok eluentu A, specidlni MeOH ke gradientové eluci vyuZivany pro HPLC -
methanol G - for gradient elution, ACS - roztok eluentu B. Nastiik byl provadén pomoci
Rheodynu 77251 s 5 pl smyckou.

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

(Column owen Waters), ktery byl béhem analyzy vyhtivan na 25°C.
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5.4 Metodika stanoveni sterolit pomoci HPLC

Volné steroly byly stanovovany v prvni petroletherové frakci. Petroletherova frakce byla
krom¢ analyzy ekdysteroidii analyzovana také na volné konjugaty sterylglykosidi. Standardy
sterylglykosidi byly pfipraveny Dr. Vérou Siglerovou z UEB, Izotopové laboratofe, protoze
nejsou komeréné dostupné. Prvni vzorek byl analyzovan dvéma relativné totoznymi programy,
které se od sebe lisily délkou eluce MeOH a monitorovanim urc¢itych vlnovych délek. Protoze
bylo zjisténo, ze délka eluce je pfiliS dlouha, byla zkracena o 60 minut. Nami zvolena
koncentrace neumoznovala stanovovat n¢které barevné slouceniny, a proto bylo upusténo také
od monitorovani pii vlnovych délkach 660 nm (chlorofyl) a 455 nm (karoteny). Pro sledovani
sterylglykosidi byly UV vInové délky monitorovany pii 205 (blizi se maximu), 210 (pfi této
vinové délce byly tyto latky kvantitativné vyhodnocovany) a 215 nm. Pro sledovéani dalSich
moznych latek (metabolomicka analyza) obsazenych v extraktu byly vzorky monitorovany
soucasn¢ s predchazejicimi UV vinovymi délkami i pii 220, 245 a 260 a 400 nm. Kolona byla
termostatem vyhiivana na 25°C. K analyze pro petroletherovou frakci byl pouzit nasledujici
gradient: start 20 % eluentu A a 80 % B, do 15. minuty 0 % eluentu A a 100 % eluentu B, pak
izokratické podminky (100 % B) do 70 minuty. Od 70 do 72 néavrat na pivodni podminky a
nasledovné do 900 minuty se ustalovala kolony na ptivodnich podminkach. Frakce byly

napichovany o objemu 5 pl o koncentraci 1 mg izolované frakce byl rozpustén v 1 ml MeOH.
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6. Vyvsledky a diskuze

Vysledky, které zde budu hodnotit byly stanovovany na rostlinach Spenatu setého Spinacia
oleracea L. cv. Matador). Rostliny byly vypéstovany v nadobovém pokusu, ktery byl zalozen
vroce 2007 ve vegetaéni hale katedry agroenvironmentilni chemie a vyzivy rostlin CZU
v Praze. Vzorky byly odebirany ve dvou terminech. Prvni odbér byl proveden 28.5. ve Ctyfech
variantach: kontrola (0 mg Askg'), Asl (25 mg Askg'), As2 (50 mg Askg'), As3
(75 mg Askg?), a druhy odbér prob&hl 11.6. pouze ve dvou variantach: Asl (25 mg As.kg™),
As2 (50 mg Askg™'), kdy jiz byly rostliny $penatu setého ve fazi kvétu. Coz v n&kterych
ptipadech mize odliovat vysledky od vysledki z prvniho odb&ru. Varianta As3 (75 mg As.kg™)
se nepodafila odebrat, rostlina byla jiz v pokrocilé fazi kvétu a zaroven byla napadena Skiidcem

(mSicemi) viz. obr. 8.

Obr. 8 : Varianta As3 v dobé kvétu

6.1 Vynos Cerstvé hmoty a vynos susiny Spendtu

Jak mizeme vidét podle tabulky ¢.11 a grafu ¢.1, se vynos biomasy se zvySujicim se
mnozstvim pridavaného As snizuje. A to jak v ptipadé vynosu Cerstvé hmoty, tak i vynosu
susiny. Protoze jak ve svém clanku uvadéji Pavlikova et al., (2003), rostlina disponuje uréitymi
adaptacnimi mechanismy na nepiiznivé vlivy prostiedi, ale pouze do urcité hranice.
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U kontrolni varianty, ktera neni ovlivnéna zadnym piidavkem arsenu je vynos nejvyssi.
S postupné se zvySujicim se mnozstvim pfiddvaného arsenu je vynos niz8i. CoZ je patné na
obrazku v pfiloze ¢.2. Rostlina totiZ reaguje vyznamnym snizenim rtistu pii puisobeni rizikovych
prvki. I presto, ze Spenat je odolngjsi k rizikovym prvkiim, vysokd davka arsenu se na vynosu
Cerstvé biomasy projevila snizenim. Z tabulky je dale mozno vidét, ze u vzorku Asl 28.5. je
vetsi procentické zastoupeni suSiny, to je vtomto pfipad€ zplsobené ziejmé vétSim podilem

Zilnatiny oproti listové hmotg&.

Tab. ¢. 11 Vynos Cerstvé hmoty a vynos susiny Spenatu (g)

Vzorek vC SM % susiny VS
K 28.5. 50,8 10,748 12,42 6,32
Asl 28.5. 43,05 4,313 16,16 6,96
As2 28.5. 41,75 7,283 15,66 6,54
As3 28.5. 22,65 1,061 14,17 3,21
Asl 11.6. 53,5 - 12,56 6,72
As2 11.6. 46,2 - 14,74 6,81
SM............ smérodatné odchylka
VC..oooii. vynos Cerstvé hmoty (v g na nadobu)
VS vynos susiny (g)

Graf ¢.1: Vynos Cerstvé hmoty a vynos susiny Spendtu (g)

Vynos cerstvé hmoty a susiny Spenatu v (g)
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K 28.5. As128.5. As2 28.5. As3 28.5.
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6.2 Celkovy obsah As v jednotlivych variantach

Je patrné, Ze tvrzeni autort TlustoS et al., (2004), ktefi uvadi, ze se sniZujicim se
mnozstvim vynosu biomasy se obsah arsenu v biomase zvySuje, se i v nasSem pokusu potvrdilo.
Adriano (2001) tekl, ze snasenlivost arsenu mezi jednotlivymi rostlinnymi druhy je odlisna. Jak
uvadi Cibulka et al.,(1991), Spenat ma vysokou akumula¢ni schopnost vii¢i rizikovym prvkim.
Nejvyssi koncentrace arsenu je u varianty As3. Kdy dosahuje hodnoty As3 = 6,745 mg.kg". U
kontrolni varianty je vidét, ze i kdyz v tomto ptfipadé do pidy nebyl ptiddvam zadny arsen i
presto ho rostlina obsahovala (K = 0,425 mg.kg™). Je to zptsobeno piirozenych obsahem arsenu
v pudé, ktery rostlina piijala. Jak Kabata-Pendias, Pendias (2001) tika, obsah arsenu v rostlinach
rostoucich na nekontaminovanych pidach se pohybuje mezi 0, 009 - 1,5 mg.kg™". Kofinek et al.
(2003) uvadi, ze za fytotoxicky obsah arsenu v rostlinné biomase se povazuje rozmezi 3 az 10
mgkg'. Na zakladé nasich vysledkt Ize fici, e krom& kontrolni varianty je obsah arsenu
v rostlinné v ostatnich variantach toxicky.

Ptic¢inou zvySenych hodnot u variant z 2. odbéru Asl 11.6. a As2 11.6. oproti Asl 28.5. a
As2 28.5. je delsi doba vegetace a to, ze pii odebirdni vzorkll téchto variant byla rostlina ve fazi
kvétu.

Obsah arsenu v jednotlivych variantach je rovnéz zavisli na obsahu arsenu v ptidé. Cim vice

bylo arsenu v piidé, tim vice arsenu bylo stanoveno v rostlin€.

Tab. ¢ 12 Celkovy obsah As v jednotlivych variantach (mg.kg™)

Vzorek |Primér hodnot | Smér. odchylka
K 28.5. 0,425 0,123
Asl 28.5. 3,352 0,025
As2 28.5. 3,410 0,311
As3 28.5. 6,745 0,191
Asl 11.6. 3,920 1,245
As2 11.6. 4,330 0,113
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Graf ¢.2 : Grafické zndzornéni celkového obsah As v jednotlivych variantich (mg.kg™)

Celkovy obsah As v biomase Spenatu (mg.kg'1)
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K 28.5. As128.5. As2 28.5. As3 28.5.

6.3 Obsah As v pudé v jednotlivych variantach

Pro ziskani podrobnégjsSich informaci o distribuci prvki v jednotlivych slozkach pudy a o
zpusobu a pevnosti vazeb prvkil na tyto komponenty byla vyvinuta celd fada extrak¢nich Cinidel.
Volba chemické slouceniny pouzité pro extrakci se pak fidi poZzadavkem, kteréd frakce prvku ma
byt z dané pidy uvolnéna. Silné kyseliny nejsou schopny kvantitativné uvolnit prvky pevné
vazané na silikadtovou matrici ptidnich vzorki, pfesto se vyuZzivaji tyto extrakéni metody pro
priblizny odhad celkového obsahu prvki v pude, predevSim pii zevrubné znalosti piidnich
parametr. Lze konstatovat, ze tato ¢inidla uvoliuji potencialné mobilizovatelny obsah prvkl
v pudé, tj. takovy podil, ktery lze zménou fyzikalné-chemickych podminek (pH, sorpéni
kapacita, obsah plidni organické hmoty) pfevést na podil rostlindm pfistupny. Roztoky
neutrdlnich soli uvolnuji z pidy frakce prvki ptiblizn€ odpovidajici podilu prvki ptijatelnych
rostlindm. Jsou tedy velmi vhodné pfii studiu prestupu prvka z pudy do rostlin (Székova et al.,
2001).

Vysledky potvrdili té€snou zavislost mezi obsahem arsenu v rostlindich a obsahem arsenu
v pudé. To je dobie patné na grafu €. 4. Se zvysujici se davkou arsenu v ptidé dochazi k nartstu
mnozstvi arsenu v rostlin€, coz ve své praci potvrdili i Kofinek et al., (2003). Pfijem prvku
z pudy je rovnéz ovlivnén druhem ¢i stafim rostliny, charakterem znecisténi ale 1 klimatickymi

podminkami (Vincenc, 1997).
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Tab. ¢. 13 Pristupny obsah arsenu v piidé (mg.kg”)

K 28.5. 0,17
Asl 28.5. 5,71
As2 28.5. 9,70
As3 28.5. 25,99
Asl 11.6. 5,95
As2 11.6. 11,70

Graf ¢.3: Grafické znazorneni obsahu As v piide
Obsah As v pudé (mg.kg'1)

K 28.5.

As128.5.

As2 28.5.

Graf ¢.4: Trendova funkce prijmu arsenu rostlinou Spendtu setého

atu (mg.kg™)

Spenal
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Obsah As v biomase

o

Trend pfijmu As rostlinou
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Obsah As v pudé (mg.kg™)
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6.4 Petroletherova frakce volnych sterolii a esterit sterolii s mastnymi

kyselinami

V tabulce ¢. 14 jsou uvedeny koncentrace vybranych prvkl stanovenych v petroletherové

frakei.

Tab. ¢ 14 Obsah arsenu, fosforu a vapniku v mg.g” biomasy

K 28.5. 58,2 0,192 1,096 0,066 0,376 0,851 4,856

Asl 28.5.] 78,1 0,233 1,389 0,072 0,429 0,937 5,586
As228.5.| 455 0,227 0,898 0,057 0,225 0,726 2,872
As328.5.| 57,5 0,129 0,720 0,043 0,240 0,510 2,847
Asl 11.6.| 35,1 0,220 0,750 0,024 0,082 0,332 1,131
As211.6.| 39,1 0,341 1,333 0,038 0,148 1,533 5,994

6.4.1 Vyjadreni zavislosti As na P

K vyjadteni zavislosti ve vSech ptipadech jsme pouzili trendovou polynomickou funkci 2.
stupn€. Podle hodnoty spolehlivosti (determina¢niho koeficientu), jsme pak urcili danou
zéavislost prvki.

V tomto piipad¢ je determinacni koeficient R? = 0,8565 lze urdit, e zavislost arsenu na
fosforu je pomérné vysoka. Z hodnot, které jsme ziskali Ize usuzovat, ze ve vztahu As-P,
pritomnost fosforu zvysila koncentraci arsenu v nadzemni biomase. Coz ve své praci uvadéji i
(Székova et al., 2007b). Koncentrace fosforu je zavisla na mnozstvi a form¢ arsenu. Déle uvadi
7e, translokace As (V) od kofenll nastane stejnou cestou jako P (V) ale translokace As (III) se

déje jinou cestou.
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Tab. & 15 Obsah As a Pvmg.g” biomasy

Vzorek |Asv mg.g” biomasy |P v mg.g” biomasy
K 28.5. 1,096 0,376

Asl 28.5. 1,389 0,429

As2 28.5. 0,898 0,225

As3 28.5. 0,720 0,240

Asl 11.6. 0,750 0,082

As2 11.6. 1,333 0,148

Graf'¢. 5: Grafické znazornéni zavislosti

Zavislost As naP v (mg.g'1 biomasy)

0,5
041 Y= 0,0528x? + 0,2126x + 0,0405 _—

’ R? = 0,8565 *
0,3

] 0,2 k A

0,1

o T T T T T T T
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6.4.2 Vyjadreni zavislosti P na As

U této zavislosti 1ze rovnéZ fici, Ze je zavislost vysoka. Hodnota determina¢niho koeficientu
R? = 0,9472. Z toho vyplyva, Ze aby rostlina dobfe snasela vyssi davky arsenu potiebuje i vyssi

davky fosforu.
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Tab. & 16: Obsah P a As v mg.g " biomasy

Vzorek |Pvmg.g” biomasy | As v mg.g”' biomasy
K 28.5. 0,376 1,096

Asl 28.5. 0,429 1,389

As2 28.5. 0,225 0,898

As3 28.5. 0,24 0,72

Asl 11.6. 0,082 0,75

As2 11.6. 0,148 1,333

Graf'¢. 6: Grafické znazornéni zavislosti
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6.4.3 Vyjadreni zavislosti As na Ca

Zde je zavislost rovnéz dosti tésnd. Vysledky ukazuji, Ze zvySujici se obsah arsenu koreluje

se zvysujicim se obsahem vapniku v nasi frakci.
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Tab. & 17 Obsah As a Ca v mg.g” biomasy

Vzorek |Asv mg.g'1 biomasy | Ca v mg.g'1 biomasy
K 28.5. 1,096 4,856

Asl 28.5. 1,389 5,586

As2 28.5. 0,898 2,872

As3 28.5. 0,720 2,847

Asl 11.6. 0,750 1,131

As2 11.6. 1,333 5,994

Graf'¢. 7: Grafické znazornéni zavislosti

Zavislost As naCav (mg.g'1 biomasy)
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6.4.4 Vyjadreni zavislost P na Ca

Metabolismus fosforu a vapniku by mél mit velmi tésnou zavislost. To proto, ze aby rostlina
dobie snasela vyssi davky arsenu a metabolismus fosforu fungoval tak jak ma, potiebuje 1 vyssi
davky vapniku. Rovnéz i v tomto ptipad¢ je hodnota determinacni koeficientu dosti vysoka

R?=0,9952, a tim zavislost prvki pomérng uzka.
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Tab. & 18: Obsah P a Cav mg.g "' biomasy

Vzorek |Pvmg.g” biomasy | Ca v mg.g” biomasy
K 28.5. 0,376 4,856

Asl 28.5. 0,429 5,586

As2 28.5. 0,225 2,872

As3 28.5. 0,240 2,847

Asl 11.6. 0,082 1,131

As2 11.6. 0,148 5,994

Graf'¢. 8: Grafické znazornéni zavislosti

ZavislostP naCav (mg.g'1 biomasy)

51 y=7,1323% +9,2219x + 0,3391 /
44 R®=0,9957
Ca 3 1 /

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45 0,5

6.5 Obsah sterolu v jednotlivych frakcich

Mnozstvi steroli bylo stanovovano pii extrakci MeOH, po odpafeni extraktu a po
nasledném vytfepani. K vytfepani jsme pouzili petrolether a vzniklou frakci jsem zméfili na

ptistroji HPLC. Vysledky z tohoto méfeni jsou uvedeny v tabulce €. 19.

41



Tab. ¢. 19 Obsah volnych sterolii

Vzorek |Kampesterol pg.g” suSiny | Sitosterol pg.g” susiny
K 28.5. 4,28 28,13

Asl 28.5. 4,87 3,25

As2 28.5. 0,69 1,24

As3 28.5. 2,78 0

Asl 11.6. 1,21 4,43

As2 11.6. 14,2 33,65

Graf ¢. 9: Obsah volnych sterolii

Obsah volnych sterol (pg.g'1 susiny)

m Kampesterol
m Sitosterol

K 28.5.

As1 28.5.

As2 28.5. As3 28.5.

Casto zkoumané rostlinné steroly jsou sitosterol, stigmasterol a kampesterol. My jsme
v nasem pokusu sledovali obsah sitosterolu a kampesterolu v rostliné $penatu seté¢ho. Jak uvadi
Piironen et al., (2000), rostlinné steroly jsou zakladni soucasti membran vSech eukaryotickych
organismi. A podle Schallera, (2003) jsou rostlinné steroly primarni soucédsti bunécnych

membran, kde fidi ptizptisobivost a propustnost. Kampesterol a sitosterol jsou syntetizovany

v endoplazmatickém retikulu.

Z naSich vysledkt je vidét, Ze obsah arsenu v rostliné ovlivituje mnozstvi rostlinnych steroli.
U varianty As3 28.5. (to je varianta s nejvétsim piidavkem arsenu) je hodnota sitosterolt 0 pg.g™
suSiny. To znamena, ze vtomto vzorku byl obsah sitosteroli pod mezi detekce. Obsah

rostlinnych sterolti se postupné snizuje. Cim vice arsenu se v rostliné vyskytuje, tim mén¢ steroli
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je v rostlinné obsazeno. Tim dochazi k ovlivnéni membran, membrany se stavaji vice propustné.

Mnozstvi rostlinnych sterold rovnéz miize byt ovlivnéno druhem rostliny.
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7. Zavér

Rizikové prvky jsou jednoznacné jednim z kontaminantd zivotniho prostiedi, které ovliviiuji
vSechny organismy vcetné ¢loveka.

Z vysledkil této prace vyplyva, Ze vlivem zvysujiciho se mnozstvi arsenu do pidy dochézi
k vétsi akumulaci arsenu v nadzemni biomase S$penatu seté¢ho. Toto je dobie patné na polygonu
druhého stupng, kdy je hodnota determina¢niho koeficientu R* = 0,9631, coZ je zavislost tém&k
linearni. Ale zaroven v disledku ptidavku arsenu do pidy dochézi ke snizeni vynost jak Cerstvé
hmoty tak i vynost suSiny. Pokud bychom toto chtéli vyjadfit procenticky, lze fici, Ze u varianty
Asl (piidavek 25 mg As.kg") doslo ke sniZeni vynosu zhruba o 15 %, u varianty As2 (50 mg
Askg") 0 18 %, u varianty As3 (75 mg As.kg™) 0 55 % oproti kontrole.

DalSim cilem prace bylo zjistit jak dané mnozstvi arsenu pfijatého rostlinou ptisobi na
metabolismus rostlin. Je patrné, Ze dochazi k fyziologickym zménam v jejich metabolismu,
protoze véEtsi mnozstvi arsenu zplsobuje rostlingé stress. Reakci rostliny na stress mohou byt
metabolické poruchy. Ve frakcich, které byly extrahovany, bylo analyzovano mnozstvi arsenu
a dal$ich vybranych prvki. Z téchto vysledkt Ize usuzovat i jejich zavislost mezi sebou, kterou
jsme vyjadrtili pomoci polynomické funkce druhého stupné. Hodnoty determina¢niho koeficientu
potvrdily, Ze zéavislost arsenu na fosforu; fosforu na arsenu; arsenu na vapniku a fosforu na
vapniku je pomérn¢ vysoka.

Z vysledki extrakce je rovnéz patné, ze doslo ke snizeni obsahu sitosterolu a kampesterolu,
na které jsme se zamcfili. Jejich funkci v rostlinnych membranach je fidit pfizplisobivost
a propustnost. Po celkovém zhodnoceni vysledkil 1ze konstatovat, ze vlivem ptidavku arsenu
doslo k jejich snizeni, doSlo k poruSeni funkce membrany. Membrana se stala propustnéjsi, coz

samoziejme rostlin¢ zplisobuje stres.
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