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SUMMARY

The contribution deals with the basic aspects of phytoremediation
technology and its theoretical study by using in vitro models. In the first part of
the lecture are defined the principles of phytoremediation and special processes
as phytoextraction, biotransformations, and xenobiotics storage are discussed. In
the second part our own results with radionuclides phytoextraction are
presented. It was shown, that PSr, B7Cs, and *’Ba were effectively extracted
from aqueous media by using in vitro cultivated whole plant species such as
Helianthus annus, Zea mays, Sinapis alba, Brassica napus, and Pisum sativum.
The extracted ions were translocated from roots to shoots in amounts which are
sufficient for practical application of phytoremediation. In the last part of the
contribution phytoextraction, metabolism and storage of chlorinated aromatic
xenobiotics pentachlorophenol are in the centre of interest. In the in vitro
phytoextraction experiments it was established, that pentachlorophenol is
efficiently extracted from the cultivation media by plant species e.g. Pisum
sativum, Zea mays, or Medicago sativa. The study of pentachlorophenol
biotransformation and plant storage was carried out using '‘C labelled
pentachlorophenol, which was prepared by original synthetic procedure. The
experiments with labelled pentachlorophenol demonstrated, that the compound
investigated or its metabolites are translocated to shoots and are stored in the
lignin component of the cell walls.



SOUHRN

Ptrednaska se zabyva zakladnimi aspekty fytoremediacni technologie a
jejim teoretickym studiem. Prvni ¢ast definuje vlastni fytoremediaci a diskutuje
zakladni procesy jako fytoextrakce, biotransformace a uklddani xenobiotik
v rostlinnych tkanich. Ve druhé ¢asti jsou prezentovany vlastni vysledky
v oblasti fytoextrakce radionuklidd. V experimentech s *’Sr, *’Cs, a *’Ba bylo
prokéazano, Ze in vitro kultivované rostlinné species jako Helianthus annus, Zea
mays, Sinapis alba, Brassica napus a Pisum sativum jsou schopny efektivné
extrahovat uvedené radionuklidy a transportovat je do nadzemnich casti. Treti
¢ast prednaSky se zabyva fytoextrakci a metabolismem chlorovaného
xenobiotika pentachlorfenolu. Fytoextrakéni experimenty prokazaly u¢innou
extrakci pentachlorfenolu v in vitro kulturach rostlin jako Pisum sativum, Zea
mays €1 Medicago sativa. Studium vlastni transformace a ukladdani
pentachlorfenolu bylo provedeno pomoci '*C znaéeného pentachlorfenolu, ktery
byl pfipraven originalni radiochemickou syntézou a prokazal, ze zkoumana latka
¢1 jeji metabolity jsou transportovany do nadzemnich ¢asti rostlin a ukladany do
ligninovych struktur bunécné stény.
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1. Uvod

Rozvoj védy a techniky ptispél zdsadné ke zlepSeni Zivotni trovné lidské
populace, rovnéz vSak piinesl fadu negativnich jevii mezi které nepochybné
patii 1 kontaminace ekosystému produkty ¢i odpadnimi latkami chemického,
elektrotechnického a strojirenského primyslu nebo odpadnimi produkty
energetiky. Casta je i kontaminace ptd a vod produkty spotiebni chemie, které
v minulych dobach Casto nebyly testovany z hlediska jejich osudu v biosfére.
Navic je vtomto piipad¢ zavazny fakt, ze tyto latky mohou byt v biosfére
a v této form¢ atakovat potravni fetézce vyssich zivocicht a tim 1 ¢lovéka.

Poznani nebezpeci plynouciho z ptitomnosti jak cizorodych organickych
sloucenin, tak 1 nepfirozenych koncentraci napt. tézkych kovi, vedlo
k bezprostfedni snaze najit technologické postupy, které¢ by vedly
dekontaminaci. Byla tak vyvinuta tada in situ 1 ex situ technologii, vice ¢i méné
finann¢ a ekonomicky naro¢nych, vedoucich k Castecné ¢i  Uplné
dekontaminaci. Je ovSem rovnéz nutné Kkonstatovat, ze fada téchto
technologickych postupt piedstavuje hruby zdsah do krajiny se vSemi z toho
plynoucimi dasledky. Na druhé strané byly vyvinuty ¢i se testuji technologie
vyrazné priznivej$i, ba 1 dokonce zlepSujici vzhled krajiny. V soucasné dobé¢
nejprogresivngji rozvijejicim se procesem tohoto typu je fytoremediace.

2. Fytoremediace

Fytoremediace je definovana jako uZiti zelenych rostlin k pfesunu,
akumulaci nebo odstrafiovani kontaminantli =z Zivotniho prostiedi [1].
Fytoremediacni technologie vyuziva vSech biologickych, chemickych a
fyzikalnich procesti, které¢ maji souvislost s ristem a vyZzivou vysSich rostlin. Pro
uspéch této technologie je nutnd biologickd dostupnost kontaminantl, ktera je
dana predevSim lipofilitou latky, typem pidy a stdfim kontaminace [2].
Fytoremediace ma nejvétsi uplatnéni na mistech s povrchovym znecisténim a je
velmi U¢innad predevsim pro hydrofobni polutanty, jako naptiklad aromatické
uhlovodiky, chlorovana rozpoustédla nebo nitroslou¢eniny. Uéinna je rovnéz
pro ionty kovii a radionuklidi .

Fytoremediacni technologie se postupné stdva jednim z procest, ktery
vyrazné prispiva k odstranéni xenobiotik z zivotniho prostiedi. Navic podobné
procesy probihaji v ptirod¢ zcela piirozené a vzhledem k obrovskému mnozstvi
rostlinné biomasy neni tento pfirozeny piispévek k dekontaminaci rozhodné
zanedbatelny. O to vic je potfebné zabyvat se vlastnim mechanismem interakce
rostlin s xenobiotiky, nebot” Casto lze, zvlasté v ptipad¢ organickych polutanti,
predpokladat metabolickou aktivaci polutantli primarnich.

Hodnotime-li fytoremediaéni proces nelze ale opomenout 1 urcité
nevyhody, které tato technologie v sob& skryva. PredevSim se jednd o
dlouhodoby dekontaminacni proces, ktery nelze uskute¢nit v pribéhu jednoho
vegetacniho obdobi. Dekontaminace, kterd je obvykle Umérna mnozstvi
vyprodukované biomasy, je potom zavisla na povaze pidy, obsahu dostupnych
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zivin, klimatickych podminkéach ale zaroven i1 na charakteru polutantu a jeho
toxicité vici pouzité rostlinné species. Vyhodou jsou vSak velmi nizké naklady.
Pti pfedbéznych kalkulacich bylo vypocteno, Ze ndklady na remediaci pomoci
rostlin 1ze snizit az na 0,05 EUR/m’[1].

Pii zkoumani ucinnosti fytoremediace byla zjiSténa druhova zavislost.
Velmi vyhodné z hlediska u¢innosti se pro organické polutanty ukazuji stromy
z rodu Salicaceae (topoly a vrby), z nichZ pfedev§im hybridni topoly jsou velmi
odolné a rychle rostou. Klasickym ptikladem redlné aplikace je pouziti
hybridnich topolt (Populus deltoides nigra, cv. Imperial Carolina) v lowé¢
s cilem vytvofeni naraznikové zony pro dusi¢nany a atrazinové herbicidy. Po
aplikaci rostlin koncentrace dusi¢nanii ve spodni vod¢ klesla z 50-100 mg/l na
méné nez 5 mg/l a celkové mnoZstvi atrazinu v ptidé bylo sniZeno o 10-20 %
[3]. Podobné byly topoly pouZity pro odstraiiovani chlorovanych alifatickych
uhlovodikt, 2,4,6-trinitrotoluenu a aromatickych uhlovodikti z pidy [4]. Pouziti
hybridnich topolii ma vSak i svoji stinnou stranku. Jedna se o rostlinu pomérné
agresivni, kterd se rychle rozsifuje a vyrazné¢ méni charakter krajiny. Z tohoto
hlediska jsou pro fytoremediaci vyhodnéj$i mensi rostliny, s vyhodou pak
kulturni rostliny, u kterych je zvlddnuta agrotechnika a daji se na konci
vegetacniho obdobi sklidit a odpovidajicim zplsobem zpracovat. Z tohoto
hlediska lze vyuzivat rostliny jako napt. kukufice, fepka, hoicice, vojtéska Ci
ruzné kultivary trav. Byly testovany 1 dalsi kulturni rostliny. Tteba cukiny ¢i
dyné (Cucurbita pepo L. convar. Giromontiina cv. Diamant F1, C. pepo L. cv.
Gelber Zentner) prokazaly vysokou schopnost akumulace dibenzofurand.
V piipad¢€ pouZiti rostlin okurky seté byla dokonce prokazana vysokd akumulace
uvedeného xenobiotika ze vzduchu [5].

Z hlediska odstranovani iontll téZkych kovl ¢i radionuklidi je situace
obdobna. Rostliny v ur€ité druhové zéavislosti jsou schopny absorbovat kovové
ionty a ukladat je ve svych tkanich. Zvlastni pozornost je v tomto ohledu
vénovana takzvanym hyperakumulatorim, coz jsou takoveé rostlinné druhy, které
maji mimotadnou schopnost akumulovat kovy a to az v koncentracich 1 — 10
mg/g suSiny. V této souvislosti je vSak tfeba si uvédomit, Ze tyto species
vétSinou vykazuji zvySenou selektivitu pro urcity kovovy iont, navic to jsou
v prevazné vétsSing rostliny s malym vzrastem (fada z nich patii do skupiny
sukulentl) a mnohdy nevhodné jak z hlediska agrotechnického, tak i1 z hlediska
potfebnych klimatickych podminek. Z uvedeného vyplyvd, ze mnohem
vyhodnéjsi se jevi druhd moZnost, pouzit rostliny s vysokym nartstem biomasy,
1 kdyZ vysledna koncentrace v rostliné na konci vegetaéniho obdobi je pomérné
nizka.

Zvl1astni pozornost si zasluhuji studie sledujici schopnost vysSich rostlin
extrahovat a akumulovat ionty radionuklid. V tomto ohledu je fytoremedia¢ni
technologie zvlast¢ vyhodnd, protoze zdaleka nelze ptedpokladat dosazeni
toxickych koncentraci iontli v pfipad¢ radioaktivniho spadu. V tomto smyslu
byla publikovano n€kolik podnétnych praci, které se zabyvaji akumulaci iont
kobaltu, stroncia ¢i cesia ve vybranych rostlinnych druzich [6,7]. Vysledky jsou
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zéavislé nejen na druhu rostliny a radionuklidu, velky vliv hraje i typ pudy,
mineralni zdsobeni rostlin, obsah organické slozky v pudé, obsah soli apod.
Typickou studii fytoremediace je potom prace Entryho a Watruda [8] zabyvajici
se extrakci "'Cs a *°Sr zuméle kontaminovaného piskového substratu.
Vysledky byly vice nez slibné, v jednom vegetatnim obdobi bylo rostlinami
Panicum virginatum extrahovano piiblizné¢ 40% na zacatku vnesené aktivity pro
oba studované kontaminanty.

3. Principy fytoremediacni technologie
Z hlediska mechanismu lIze fytoremediacni procesy rozdélit na nékolik

déji:
- fytoextrakce
- fytotransformace
- rhizofiltrace
- fytostabilizace

Fytoextrakce je zakladnim procesem, ktery sleduje prechod xenobotika do
kotenového systému, ptipadné néslednou translokaci rostlinnym organismem. Je
podstatna a vyuzitelna jak pro organické slouceniny, tak pro kovové ionty.

Fytotransformace je metabolicky proces, ktery za pomoci enzymovych systémt
pretvaii ptivodni extrahované molekuly organickych polutanti na molekuly
odpovidajicich metaboliti. Enzymy zu¢astnéné v tomto pochodu jsou predevsim
rostlinné peroxidasy, v urCit¢é mife jsou metabolity 1 vysledkem pulsobeni
oxygenas souvisejicich s rostlinnym cytochromem P450. Metabolické ptemény
¢1 modifikace skeletu se samoziejmé tykaji vyhradné organickych molekul.
V této souvislosti je vhodné piipomenout analogii mezi metabolismem
xenobiotik u zivoCichll a rostlin. U zivocichll je tato manipulace tfifazova.
V prvni fazi dochazi k zavedeni ¢i odmaskovani polarnich funkcnich skupin, coz
vede ke zvyseni hydrofility molekuly. Druhé faze biotransformace, nazyvana téz
konjugacni, spojuje bud’'to pivodni, Castéji vSak jiz transformované molekuly
s polarnimi nosici, coz dale zvysi polaritu molekuly v niz je obsazen zékladni
skelet xenobiotika. V této formé, kterd je snadno prostupnd vylucovacim
systémem, je také konjugat, ¢i metabolit vylou¢en. Podobné procesy probihaji i
v rostlinnych organismech s tim rozdilem, Ze vylucovaci faze je nahrazena
ukladanim v rostlinnych tkanich, rostlina totiZz nema efektivni vyluCovaci
system, ktery by ji umozZnil zbavit se cizorodé substance ¢i jejiho metabolitu
(konjugatu). Ukladani téchto transformovanych ¢i konjugovanych latek probiha
pomérné slozitym a v soucasné dobé jesté ne uplné vyfeSenym mechanismem.
Uloznym mistem pro nékteré konjugaty jsou vakuoly [9]. Znaéna pozornost byla
v této souvislosti vénovdna mechanismu transportu metabolitli pfes membranu
vakuol. Casto se vtomto piipadé hovoii o tzv. vakuolarni pumpé, kterd je
specifickd pro glutathionové konjugaty [10]. Mechanismus vlastniho pfenosu je
nejCastéji prezentovan dvéma modely a to model pumpy, ktery predstavuje
tvorbu poru, kterym mohou prochazet hydrofilni substraty, nebo model flip-flop,




pii1 kterém se substrat vaze na vnéjsi ¢ast membrany a pieklopenim se dostava
do vakuoly [11]. Metabolity, které nemohou byt ulozeny timto postupem,
podléhaji tzv. sekundarni konjugaci, kterd ptedstavuje reakce s nékterymi
slozkami bunécné stény, jako jsou ligniny, pektiny, nebo hemicelulosy. Timto
mechanismem se ukotvi k bunéné sténé¢ a cely proces Ize chapat jako
imobilizaci metabolitu, ktery potom nemulze vyrazné¢ naruSovat zakladni
metabolické funkce rostliny.

V souvislosti s ukladanim metabolith organickych sloucenin je vhodné se

zminit rovnéz o osudu kofenovym systémem rostlin sorbovanych a v rostliné
transportovanych iont kovl. Nelze tady samozifejm& hovofit o néjaké
transformaci, nejnov¢jsi vyzkumy vSak dokazuji, Ze ionty jsou v rostling
kompletovany, a vtéto form& rovnéz ukladany do vakuol, ¢i dochazi
k imobilizaci komplexti na bunénych sténach. Nejcastéjsimi komplexacnimi
¢inidly v rostlinach jsou kromé organickych kyselin [12] takzvané fytochelatiny
[13], které lze charakterizovat jako cysteinem bohaté peptidy a rovnéz
metalothioneiny, coZ jsou opét cysteinem bohaté proteiny s vysokou afinitou
kationtim kovu [14].
Fytostabilizace je definovéna jako proces, ktery ma za ukol zastavit Sifeni
kontaminantu do $irSiho okoli. Bariéra kofenti rostlin mtize v urc¢itych ptipadech
omezit migraci polutanti v pud¢ at uz mechanismem kotenové adsorpce ¢i
absorpce nebo tvorbou nerozpustnych forem v diisledku interakce kontaminantu
s kofenovymi exsudaty. Podobny proces, ktery se tyka dekontaminace
znecisténych vod se nazyva rhizofiltrace. Oba tyto procesy se spiSe vyuZzivaji pii
manipulaci s kovovymi ionty resp. radionuklidy, jsou vSak pouzZitelné 1
v ptipadech znecisténi organickymi slou¢eninami [15].

V diskutované souvislosti je rovnéZ nutné se alespoil zminit o dalSim
faktoru tésné souvisejicim s uc€innosti fytoremediacnich procesii. Oblast kotent,
kterad se nazyva rhizosféra a kde probihéd primarni proces absorpce kontaminantii
nelze omezit pouze na popis interakci mezi plidni matrici, pidnim roztokem a
vlastnimi kofeny. Je nutné zahrnout rovnéz fakt, Ze rostlina produkuje
nezanedbatelné mnozstvi organickych exsudatt, které vyrazné podporuji rast
pudnich mikroorganismii. Ve svém disledku tento fakt vyrazné ovliviiuje jak
speciaci v pfipad¢ anorganickych iontl, tak mulze zpisobovat ftadu
mikrobidlnich biotransformaci v pfipad€¢ pfitomnosti organickych polutanti
[16].

Zavérem obecné Casti je rovnéz vhodné ptipomenout i dalsi disledky
teoretického studia fytoremediace. Vyzkum tc¢innosti fytoextrakce a akumulace
dovoluje nalézt vztahy mezi mnoZstvim v rostliné kumulovaného xenobiotika a
jeho koncentraci v okolnim prostfedi. U vhodnych species tak je moZzné na
zéklad¢ stanoveni koncentrace polutantu ¢i1 jeho vyznamného metabolitu
vyhodnotit celkovou expozici sledovanym kontaminantem. Tento postup je
nazyvan biomonitorovanim a byl napiiklad prakticky pouzit ve Finsku pro
stanoveni dlouhodobé zatéze trichloroctovou kyselinou [5]. Pouzitou rostlinou




byla borovice, ktera se k monitorovani fady latek pouzivd prakticky v celé
zépadni Evrop¢.

Nelze pominout ani fakt, ze testovani Siroké Skaly rostlinnych druhil vede
na jedné stran¢ k nalezeni rostlinych species ¢i jejich kultivart s vysokou
absorp¢ni ¢1 akumulaéni schopnosti, na druhé strané¢ vSak odhaluje druhy c¢i
kultivary, které maji schopnost akumulace xenobiotik minimélni a jsou tak
vhodné pro zemédélskou produkci na neptili§ kontaminovanych piidach.

Jakkoli se muze zdat, ze praktické vyuziti fytoremediacni technologie je
jesté¢ v zacatcich, je nutné konstatovat, ze diskutovand technologie je
progresivné se rozvijejici metodou, ktera jiz nasla i komer¢ni vyuziti, a jakkoli
se zd4 vzdalend béZnému zivotu tak je v této souvislosti vhodné uvést praci
profesorky Pesetové [17], ktera sledovala fytoabsorpci oxidu uhelnatého, oxidi
dusiku, formaldehydu, benzenu a chlorovanych rozpoustédel bézné péstovanymi
pokojovymi rostlinami. Ziskané vysledky byly vice nez piekvapivé.
V simulovaném kontaminovaném prostiedi, které obsahovalo 120 ppm oxidu
uhelnatého nebo 50 ppm oxidli dusiku bylo po 24 hodinich kontaktu
s Chlorophytum sp. (zelenec) odstranéno 96 % CO a 99 % pavodniho mnoZstvi
oxidii dusiku, v piipad¢ Epipremnum sp.(potos) 75 % puvodné vneseného CO.
Pro organické slouceniny se ukazaly nejucingj$i druhy Philodendron scandens,
Chlorophytum elatum, Aglaonema sp., Sansivieria trifasciata, Dracaena
fragrans a Spatiphyllum clevelandii, tedy pokojové rostliny bézné i v Ceskych
interiérech.

4. Studium fytoremediace (vlastni vysledky)

4.1. Fytoextrakce radionuklidi

Studium fytoremediace se bézné¢ provadi na riznych urovnich od
modelovych systéml vin vitro uspofddani pies sklenikové studie az po
praktické polni simulace €i redlné testovani. V naSi laboratofi se zabyvame
pravé teoretickymi aspekty fytoremediace, pfedev§im studiem fytoextrakce a
transportu xenobiotik ¢i iontli. Experimenty jsou provadény ptevazné v in vitro
uspotradani. Kultivace in vitro a s ni spojené experimenty maji nékolik vyhod.
PfedevSim rlst rostlin je nezdvisly na rocnim obdobi a klimatickych
podminkdch vegetacni sezdény, rostliny jsou naprosto sterilni, odpada tedy
interakce rostlinného organismu se vSemi druhy patogent ¢i Skidcu,
nezanedbatelnou vyhodou je 1 rychlejsi rist rostlin ve srovnani s polnimi
podminkami. Toto uspotfaddni tedy umoziiuje sledovat vzajemnou interakci,
v tomto piipad€é anorganickych iontl s rostlinou, bez dalSich ruSivych vlivd,
navic je mozné vhodnymi zménami kultivaénitho media simulovat rizné
minerdlni sloZzeni pid a tim 1 pldnich roztokl, ptipadné testovat vliv
metabolickych aktivatori i chelata¢nich Cinidel, které se pii fytoextrakci kovl
zpud ¢i vod obcas pouzivaji. Na druhé stran€ je nutno ptiznat, Ze in vitro
experiment je mnohem méné komplexni, nebot’ zdaleka nepostihuje vSechny
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faktory realné kultivace v pfirodé, ukazuje se vSak ze je velmi vhodnym a
cennym podkladem pro dal$i semiredlné a redlné experimenty.

Studium fytoextrakce v podstaté zahrnuje kultivaci sterilnich rostlin na
vhodn¢ vybraném mediu s ndslednou kontaminaci radionuklidem. V tomto
pfipad€ neni nutnd primérni faze testovani toxicity, nebot’ koncentrace téchto
kontaminanti Ize v realném uspofaddni povazovat za velmi nizké, tudiz
predpoklad fytotoxicity neni redlny. V jedné z provedenych studii jsme testovali
schopnost rostlin extrahovat ze Zivného media ’Cs, *’Sr a '*’Ba. Kultiva¢ni
médium dle Murashiga a Skooga [18] bylo kontaminovano za sterilnich
podminek roztokem jednotlivych radionuklidi a postupné byly odebirany
vzorky media a vyhodnocen ubytek aktivity. Tyto experimenty byly provedeny
na fad¢ rostlinnych species, vesmées vybranych z bézné kultivovanych rostlin se
snadnym zdrojem semen a dobfe zvladnutou agrotechnikou (napt. kukufice-
rizné kultivary, fepka ozima, hoic¢ice bild, slunecnice obii nebo peluska jarni).
Ptiklady ziskanych fytoextrakcnich kiivek jsou uvedeny na obrazku 1.
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Obr. 1 Casova zavislost tbytku ’Sr v kultivaénim mediu pro in vitro
kultivované rostliny: slunecnice obfi a hoi€ice bila. Hodnoty aktivity na ose
y jsou vyjadieny v % vychozi aktivity. Kultivace tii rostlin v jedné bance.
Vychozi hodnota aktivity je stanovena 1 minutu po pfidani sterilniho
roztoku radioizotopu do kultivaéniho media. Méfeni radioaktivity bylo
provedeno metodou kapalinové scintilace. Vynesené hodnoty jsou
primérem 3 — 6 experimentli. Hodnoty ziskané¢ kultivaci media bez
pritomnosti rostlin jsou odecteny.

Z grafu je ztejmé, ze béhem kultivace nastdva vyznamny ubytek aktivity
v kultivacnim mediu. Snad je$t€¢ podstatnéjsi je vSak fakt, Ze tendence
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extrahovat radioaktivni substanci pietrvavd béhem celého kultivacniho cyklu.
Znamena to predevsim to, ze béhem kultivace dochézi k pribézné extrakci, byt
jeji rychlost se ve vétSing piipadil s casem ponékud snizuje. Pokud cely proces
hodnotime z tohoto hlediska, neni tfeba diskutovat fakt ponékud dramatictéjSiho
ubytku aktivity béhem prvnich dvou dnt kultivace, ktery je zcela bézny a
ncktefi autoii jej vysvétluji sorpci, nékteii elicitaci rostlinného metabolismu. At
uz je tento d¢j zpusoben jakymkoliv procesem, nepodafilo se ndm prokazat
vyznamnéj$i mnozstvi extrahovatelné aktivity pfi  pokusech uvolnit
predpokladané povrchoveé sorbované ionty sonikaci ¢i extrakci v pfitomnosti
chelata¢nich ¢inidel.

Z vysledkl rovnéz vyplyva druhova zavislost Ui€innosti extrakce a v této
souvislosti je nutné poznamenat, 7e ziskané vysledky nesleduji rozdily
v odliS$ném nariistu biomasy pro jednotliva species a tudiZ namétené rozdily jsou
disledkem rozdilné schopnosti rostlinnych druhii extrahovat ionty testovaného
kovu.

Zajimavé je rovnéZz porovnani ucinnosti fytoextrakce pro rtzné
radionuklidy. V tabulce 1 jsou uvedeny zaokrouhlené priamérné hodnoty
fytoextraéni Uc¢innosti vypoctené jako % ubytku vychozi aktivity pro tfi
radonuklidy a nej¢astéji nami testované rostlinné druhy.

Rostlina Sr B7cs 33Ba
PeluSka jarni 60 10 40
Slunecnice obii 65 30 55
Kukurice seta 60 30 60
Hoi¢ice bila 80 70 70
Repka ozimd 50 40 70

Tab.l Primérné hodnoty Ubytku radioaktivity ve fytoextrak¢nich
experimentech pro testované radionuklidy a sadu rostlinnych species
(vyjadieno jako % ubytku vychozi aktivity).

Srovnani fytoextrakcnich kiivek dale umoziuje analyzu nejen celkové
ucinnosti v jednom kultivaénim cyklu, ale 1 posouzeni rychlosti potencialni
dekontaminace vzhledem k riiznym radionuklidim. Na obrazku 2 je uvedeno
takové srovnani pro rostliny hoicice bilé.
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Obr. 2 Srovnani fytoextrakénich kiivek pro rostliny hoicice bilé
a "°Sr, ’’Cs a '*’Ba (y osa jako procenta vychozi aktivity).

Samotné studium fytoextrakce je sice zdsadni, nicméné nepostihuje faktor
transportu do nadzemnich ¢asti rostliny, ktery je zhlediska fytoremediace
podstatny nebot’ se predpoklada transport do nadzemnich ¢asti rostlin, které by
nasledné¢ bylo mozné sklidit a vhodné zpracovat. Za ucelem studia distribuce
radionuklidii v rostlin€ byla v nasi laboratofi provedena fada experimenti, které
mely zjistit do jaké miry probihd transport extrahovanych radionuklidi
v kultivovanych species. Vysledky pro *°Sr jsou uvedeny v tabulce 2 jako
distribuce mezi kofenovou, stonkovou a listovou tkani. Pfepocet na jednotkovou
hmotnost rostlinné tkdn¢ potom umoziiuje snadno porovnat extrakéni ucinnost
jednotlivych rostlinnych species.

Tkal} vs. YoAo/g peluska | slunecnice | kukufice | hoF€ice | Fepka
rostliny

List 15 35 13 17 20
Stonek 15 27 13 13 24
Koren 32 32 27 26 31

Tab. 2 Distribuce *’Sr v jednotlivych ¢astech rostlin. Vysledky jsou vyjadieny
v procentech vychozi aktivity a vztazeny k 1 g rostlinné tkané..

Z tabulky 2 vyplyva i dalsi zasadni poznatek, Ze *’Sr je nejen extrahovéano
kofenovym systémem, ale je nasledné transportovano do nadzemnich casti
rostliny. Z hlediska ’Sr se jevi jako nejvyhodngj§i rostlinny organismus
slunecnice &i fepka, °’Cs se v nadzemni &asti koncentruje nejvyrazngji u hoiice
a fepky (az trojnasobné mnozstvi v nadzemni ¢asti vzhledem ke kotenové, pfti
celkové extrakci kolem 60 % vychozi aktivity), u 'Ba je pomér mezi
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kofenovou a nadzemni casti 1:2 prakticky uniformné u vSech testovanych
rostlin.

Na zékladé pomérné slibnych vysledkl byly provedeny modelové pokusy
fytoextrakce zuméle kontaminovaného substratu. Komeréni zahradnicky
substrat s definovanym mnozstvim minerdlnich Zivin a raSeliny byl
kontaminovan roztoky *°Sr, *’Cs a 'Ba o znamé aktivité a do substratu byly
vysazena semena pelusky jarni, slunecnice obfti, hoiCice bilé a fepky ozimé.
Kultivace byla provedena za umélého osvétleni v termostatovaném boxu.
Vzhledem k tomu, ze pouzité¢ kultivacni uspotadani nedovoluje dlouhodobé
kultivace a rovnéz z diivodl srovnani vysledkll jsme zvolili piiblizné€ stejnou
dobu kultivace pro interakci s kontaminovanym substratem, jako tomu bylo
v experimentech na kapalnych mediich. Procentudlni ucinnost fytoextrakce se
ukazala niZ8i, coz vyplyva z prostého faktu, Ze moZznost fytoextrakce je pouze
z pudniho roztoku, sorp¢ni kapacita piidy je vysoka a celkové mnozstvi iontd a
tim 1 radioaktivity je rozdé€leno mezi pevnou a kapalnou fazi piady. Pfesto vSak
uéinnost pro *°Sr 10 — 20 % vzhledem k celym rostlindm a 5 — 10 % vzhledem
k nadzemim ¢astem béhem pfiblizné tfitydenni kultivace je velmi uspokojiva.
V souhlase s experimenty na kapalnych médiich byla uc¢innost fytoextrakce u
P7Cs  podstatng nizsi nez u *’Sr. Vyrazné rozdily byly nalezeny u '*’Ba, coz
pravdépodobné souvisi s moznosti pevnéjsi sorpce na puidni ¢astice ¢i tvorbou
nerozpustnych forem. Trend druhové zavislosti a distribuce versus pfislusna
species byly nalezeny ve shodé s modelovymi experimenty na kapalnych
mediich, coz dokumentuje opravnénost a moznost zkoumani procest spojenych
s fytoremedia¢nimi technologiemi ve zvolenych na pouzitych in vitro
podminkach. Zavérem je mozné konstatovat, Ze na zdklad¢ uvedenych 1 dalSich
ziskanych vysledkil, je mozné povazovat za redlnou fytoextrakci zkoumanych
radionuklidli, samoziejmé se zietelem k aktudlnim podminkam.

4.2. Fytoextrakce, biotransformace a distribuce pentachlorfenolu.

(vlastni vysledky)
fytoremedia¢niho procesu s cilem stanovit UCinnost fytoextrakce, vliv na
zékladni enzymové systémy, zpisob enzymatického zpracovani a
pravdépodobnd mista ukladani pentachlorfenolu.

Pentachlorfenol je sloucenina, ktera nasla Siroké uplatnéni v béZném
zivoté prevazné ve formé fungicidu ¢i herbicidu. Obrovskd mnozstvi PCP byla
pouzita k impregnaci dfeva proti dfevokaznym houbam a Skiidciim. Postupem
Casu se vSak ukazalo, Ze je nebezpecna i pro vyssi organismy, chronicka otrava
se projevuje poskozenim jater, plic, ledvin a centralniho nervového systému.
Prokézano bylo rovnéz ukladani v tukové tkani. V Kanadé a ve Svédsku byly
nalezeny nezanedbatelné koncentrace PCP v tukovych tkanich hospodaiskych
zvifat. VSechna tato fakta vedla k zdkazu komer¢niho pouzivani PCP a
slouenina byla zafazena na seznam nejvyznamngjSich polutanti u
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Environmental Protection Agency. Z téchto divodl je pochopitelna extrémni
snaha zmapovat chovani PCP v zivych organismech. Zatimco osud PCP
v Zivo¢iSnych organismech a mikroorganismech je znadmy, interakce PCP
s rostlinami je zndma pouze z hlediska jeho herbicidniho plisobeni. Rovnéz je
potieba si uvédomit, Zze PCP je zna¢né perzistentni polutant, ktery se navic stale
objevuje v zivotnim prostiedi v disledku béleni chlorem ¢i chlorovani vody,
postupné¢ se uvoliuje zimpregnovanych difevénych konstrukci a ani pii
spalovani PCP oSetfeného dieva nedochazi k uplnému spaleni a urcitd Cast se
uvoliiuje a prechazi do ekosystému se spalinami.

Z hlediska strategie vyzkumu je v pfipad¢ organickych polutantli nutny
pon€kud jiny pfistup nez pii zkoumani radionuklidd. PredevSim ma vétSina
organickych sloucenin vliv na rist rostlin, mnohdy piimo herbicidni G¢innost.
Stanoveni schopnosti rlstu v pfitomnosti xenobiotika je potom zdkladnim
experimentem. Nasledujicim krokem je potom studie fytoextrakéni ucinnosti
s naslednou analyzou rostlin kultivovanych na mediu obohaceném o zkoumané
xenobiotikum z hlediska obsahu xenobiotika a pfitomnosti jeho metaboliti.
Z hlediska obsahu metabolitd je rovnéz nutné zkoumat i kultivaéni medium,
nebot’ nékteré konjugaty mohou byt vyluCovany zpétné¢ do media. Z hlediska
fytoremediace je to vazna skutecnost, kterd by mohla vyrazné zhorSovat
ucinnost procesu. V nékterych pfipadech je navic 1ucelné zkoumat
biotransformace oddélené za pouziti tkanovych ¢i organovych kultur. Vyhodné
jsou piedevsim suspenzni bunééné kultury, které rostou velmi rychle, maji velky
sty¢ny povrch sroztokem xenobiotika a byvaji metabolicky velmi aktivni.
Nevyhodou je, ze fada biotransfromacnich reakci probiha az v diferencovanych
buiikach vyvinuté rostliny a v nediferencované formé mohou byt nékteré
metabolické drdhy neuplné. Ma to vSak i1 kladny dopad, protoZe v kultuie
nediferencovanych bunék mohou byt nalezeny metabolity, které v celé rostliné
podléhaji velmi rychlé nasledné preméng.

Vlastni vyzkum zacal vybérem potencialné¢ vhodnych rostlinnych species
a stanovenim jejich schopnosti riistu v pfitomnosti rtiznych koncentraci PCP.
Vysledky pro nékteré testované rostliny jsou uvedeny v tabulce 3.

Rostlina Maximalni pouiiteln?i kopcentrace
PCP pro in vitro kultivaci (mg/1)
Brassica napus (fepka) 10
heliantu annuus (slune¢nice) 20
Medicago sativa (vojtéska) 5
Phacelia tanacetifolia (svazenka) 2
Sinapis alba (hoicice) 10
Triforium repens (jetel) 10
Trifolim incarnatum (jetel) 5
Zea mays (kukufice) 40

Tab. 3 Maximalni mozné koncentrace PCP pro in vitro kultivaci rostlin pfi

pouziti Murashige-Skoog media.
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V oblasti pouzitelnych koncentraci byly konstruovany fytoextrakéni
kiivky. Vlastni experiment byl provadén tak, Ze v ur€itém stadiu kultivace
rostlin byl do media pfidan roztok PCP a v definovanych ¢asovych intervalech
byly odebirany vzorky media. V nich byla koncentrace PCP stanovena
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii na zaklad¢ kalibra¢ni zavislosti
standardu PCP. Fytoextrakéni kiivky maji velmi podobny pribéh pro vétSinu
testovanych rostlinnych species. Po pocate¢nim rychlém poklesu koncentrace
PCP v mediu nastava pomalejsi faze ubytku PCP. Vétsi rozdily jsou v zavislosti
na pouzité koncentraci. Zatimco pfi nizkych koncentracich dochazi k ubytku az
na koncentrace pod 2,5 mg/l u vysSich koncentraci se projevuje pouze prvni
rychla faze poklesu koncentrace, nacez jeji hodnota ve zbylém testovacim
obdobi stagnuje, ¢1 dokonce mirné vzristd. Vysvétleni je nasnad¢, xenobiotikum
v pouzité¢ koncentraci poskozuje tkanové struktury a enzymatické systémy,
jejichz vyc€erpani vede k stagnaci biotransformace. Poskozené ¢i odumielé tkané
pak mohou uvolnit ¢ast vazaného PCP a tim nepatrné zvysit jeho koncentraci
v mediu. Fytoextrakéni kiivky PCP pro peluSku jarni jsou uvedeny na obr. 3
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3 Fytoextrakéni kiivky extrakei PCP peluskou jarni.
(In vitro kultivace na Murashige-Skoog mediu, stanoveni koncentrace
pomoci HPLC/UV 242 nm).

Po provedeni extrak¢nich experimentii bylo analyzovano jak medium, tak
1 homogenaty pouzitych rostlin ¢i jejich ¢asti. U analyz media se pfedpokladala
alespont minoritni pfitomnost glukosidu pentachlorfenolu, ktery byl nalezen
Harmsem [19] pi1 metabolickych pokusech se suspenznimi kulturami. Za timto
ucelem byl synteticky pfipraven standard pentachlorfenol--D-glukopyranosidu,
nicmén¢ tato latka nebyla v mediu prokazana a jeji tvorba a vylouceni do media
je zfejm¢ vlastnosti nediferencovanych bunck. S tvorbou metaboliti tzce
souvisi 1 aktivita enzymu pfitomnych v rostlinnych tkanich. Za timto ucelem
byla stanovena aktivita vybranych enzymili v homogenatech tkéani rostlin
vystavenych expozici PCP. Prvnim sledovanym enzymem byla peroxidasa, ktera
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je obecné povazovana za hlavni rostlinny detoxikacni systém pro xenobiotika.
Ke sledovani metabolického stavu rostliny jsme vyuzili enzym
fosfoenolpyruvatkarboxylasu, ktery je soucasti fotosyntetického komplexu
reakci. Stanoveni glukosidasy bylo provedeno vzhledem k vySe citovanému
podezieni tvorby PCP-glukosidu, ktery by mohl byt uvoliovan zpét do
rhizosféry. Navic je$t¢ k zhodnoceni metabolismu bylo stanoveno mnozstvi
chlorofylu. VétSina téchto pokustt byla provadéna s rostlinami kukufice
kultivovanymi na mediich sriznym mnozstvim PCP. Ziskané hodnoty
enzymovych aktivit ukazaly, Ze do koncentrace 15 mg/l se zvySuje aktivita
peroxidasy 1 fosfoenolpyruvat karboxylasy, coz svéd¢i o probihajicim
metabolismu PCP. Naopak mnozZstvi glukosidas se stoupajici koncentraci klesa,
stejné¢ jako mmnozstvi chlorofylu. Ztoho lze usoudit, Ze 1 pfes vnéjsi
bezproblémovy rlst je zadkladni metabolismus rostliny napadan pouzitym
xenobiotikem.
Studium obsahovych latek rostlinnych homogenati ziskanych ze species
kultivovanych na mediu s PCP pfineslo nékolik zajimavych informaci. Prvni
z nich bylo pomérné malé mnozstvi volného PCP a déle nepfitomnost vyrazného
mnozstvi n¢jakého metabolitu. VSechna tato fakta podporuji piedpoklad, Ze
pokud viibec dochézi k n¢jaké vyraznéjs$i biotransformaci, tak produkty jsou
velmi rychle ukladany v neextrahovatelné formé.

Dalsi vyzkum se proto provadél s radioaktivné znacenym PCP. Vzhledem
k jeho komercni nedostupnosti bylo nutno provést jeho syntézu z dostupného
['“C]fenolu. I kdyZ znaény pentachlorfenol byl jiz v obdobnych studiich
nckolikrat pouZit, jeho ptiprava je v publikacich popsana jen velmi ramcové a i
podrobnéji popsané postupy [20,21] pouzivaji metodiku obdobnou primyslové
vyrobé a nepfiili§ vhodnou pro radiochemickou syntézu, tj. chlorace fenolu
plynnym chlorem za katalyzy chloridem hlinitym. Z tohoto divodu byla
vypracovana nova metoda pfipravy za pouziti Ballester-Molinet-Castanerova
¢inidla [22], ktera probihd v roztoku, bez pouziti plynného chloru a zaroven
poskytuje velmi dobré chemické vytézky s minimalnim zneciSténim
nizechlorovanymi produkty. Reakce je aplikovatelnd 1 na radiochemicky
experiment, byla provedena jak v provedeni snosi¢em, tak i v provedeni
beznosicovém. V neaktivnim experimentu byl chemicky vytézek 63 %,
v aktivnich experimentech bylo dosazeno radiochemickych vytézkia 47 %
v provedeni s nosi¢em, a 33 % v provedeni beznosiCcovém. Schéma reakce je
uvedeno na obr. 4
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Obr. 4 Schema piipravy [U-'*C]pentachlorfenolu. Meziprodukt
pentachlor-2,5-cyklohexadien-1-on byl v neaktivnim experimentu
1zolovan a identifikovan. Vlastni ptiprava probihd bez izolace
meziproduktu.

S pfipravenym znaCenym pentachlorfenolem byla provedena tada
experimentd. Orientatni  fytoextrakéni experimenty prokazaly shodu
s experimenty neaktivnimi. V ndvaznosti na tyto pokusy byla stanovena
distribuce radioaktivity v kofenové a nadzemni €asti rostliny a to jak méfenim
jednolivych segmentt rostliny pomoci LSC, tak i elektronickou autoradiografii.
Vysledky jednoznaéné prokazaly transport extrahovaného xenobiotika do
nadzemnich orgénti. Vzhledem k pfedpokladu, Ze PCP ¢i jeho metabolity jsou
ukladany do ligninovych casti bunééné stény, byly rostlinné tkané
homogenizovany a bunééné stény izolovany. Pfi tomto experimentu se potvrdil
predpoklad, ze vétSina inkorporované aktivity se nachdzi pravé v bunécné sténé.
Abychom dale potvrdili, ze PCP ¢i jeho metabolity se ucastni stavby ligninové
casti bunécné stény, byl proveden pokus o delignifikaci, pfi kterém dochazi ke
Sté€peni ligninu a pfevedeni do rozpustné formy. I v tomto ptipadé se ukazal
pfedpoklad jako spravny a vétSina aktivity po delignifikacni reakci ptesla do
roztoku.

Na zaklad€ experimentil s radioaktivné znacenym pentachlorfenolem lze
tedy konstatovat, Zze at’ uz PCP podléha metabolickému zpracovani v rostliné
z vetsi €1 mensSi miry, je jednoznacné distribuovan 1 do nadzemnich ¢asti rostlin,
kde se inkorporuje do ligninovych ¢asti bunééné stény ve formé
neextrahovatelného residua.
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posluchace oboru Klinickd a toxikologicka analyza. Od zacatku svého ptisobeni
na PfF UK vedu Praktikum z jaderné chemie. Ziskal jsem finan¢ni podporu pro
5 grantovych projektli, z nichz 4 byly granty FRVS a jeden pétilety grant EU
COST. Spolupracoval jsem na feSeni projektu ,Studium molekularni
architektury a molekularnich interakci biologicky vyznamnych proteini (MSMT
VS96141) a jsem cClenem feSitelského kolektivu projektu  “Vyvoj
radiochemickych postupti ptipravy radiofarmak (UJF AV CR). V soudasné dobd
jsem Clenem oborové rady doktorského studia organické chemie na PiF UK a
VSCHT Praze, ¢lenem piijimacich komisi do magisterského studia v oborech
organickd chemie, jaderna chemie a klinickd a toxikologickd analyza.
V posledné jmenovaném jsem rovnéz c¢lenem zkuSebni komise pro statni
bakalaiské zkousky. V pedagogické oblasti jsem se rovnéz podilel na vytvoreni
nové koncepce bakalatfsko-magisterského studia v oborech organicka chemie a
jaderné chemie.

Ve védecké praci jsem se zaméfil predevSim na pfipravu organickych
resp. znacenych slouc¢enin pro biochemické studie, ¢ast kapacity byla vénovana
studiu biosyntézy znafenych slou€enin v tkanovych kulturach vysSich rostlin:
V poslednich letech jsem se zaméfil na ekologickou problematiku ve smyslu
teoretického studia fytoremediacnich procestt ve vztahu k organickm polutantiim
a radionuklidim. V poslednich péti letech jsem spoluautorem 13 plvodnich
praci a 12 prispévkli na mezinarodnich konferencich.

Z dalsich aktivit bych rad uvedl, ze jsem ¢lenem vyboru odborné skupiny
jaderné chemie CSCH, dlouhodobé pracuji na excerpci literatury pro databazi
Beilstein .
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