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ABSTRAKT

V ramci diplomové prace byl studovan vliv keratinového hydrolyzatu ziskaného z kuteciho
pefi enzymatickou hydrolyzou na rostliny vystavené u¢inkiim tézkych kovti. Teoreticka ¢ast
pojednava o piipravé bilkovinnych hydrolyzati, jejich vyuziti a moznych ucincich na
rostliny. Posledni kapitola teoretické casti se vénuje fytoremediaénim technikdm a
moznostem posileni schopnosti rostlin akumulovat té¢zké kovy pfidanim chelatanich
¢inidel. Praktickd cast této diplomové prace byla zaméfena na sledovani vlivu aplikace
keratinového hydrolyzatu a tézkych kovii na vybrané druhy rostlin. Pro hodnoceni byl pouzit
test klicivosti na Petriho miskéach, pficemz jako hodnotici kritéria byla vypocétena a
sledovana klic¢ivost, délka kotenil 1 nadzemni ¢ésti, hmotnost suSiny, inhibice riistu a obsah
chlorofylu. Kadmium pfi koncentracich 5-20 mg/l nevykazovalo zdsadni negativni vliv na
mnozstvi biomasy rostlin a neprojevoval vyznamnou fytotoxicitu. Byl pozorovan jen mirny
inhibi¢ni efekt na rist jeCmene setého (Hordeum vulgare). Naopak rast rostlin byl vyznamné
sniZen vlivem arsenu, ktery projevil vysokou toxicitu a silnou inhibici riistu. Ukézalo se, Ze
ptidani keratinového hydrolyzatu ma pozitivni G€inek na rostliny, pfi aplikované koncentraci
400 mg/l zvysuje toleranci rostlin viici As a Cd. Pro stanoveni obsahu kadmia a arsenu v
rostlinach byla provedena analyza pomoci atomové adsorpcni spektrofotometrie (AAS). Na
zakladé¢ vysledku analyzy bylo zjiSténo a potvrzeno, Ze pfitomnost keratinového hydrolyzatu
zvySuje akumulaci As a Cd v rostlinach. FTIR analyza ukdzala specifické interakce, tj. na

chelatovou formu Cd, resp. As v kotfenech jeCmene set¢ho (Hordeum vulgare).

Kli¢ova slova: fytoremediace, t€Zké kovy, kadmium, arsen, keratinovy hydrolyzat, jecmen

sety (Hordeum vulgare), znecisténi zivotniho prostiedi



ABSTRACT

This master thesis studies the effect of keratin hydrolysate obtained from chicken feathers
by enzymatic hydrolysis on plants exposed to heavy metals. The theoretical part introduces
the preparation of protein hydrolysates, their use and possible effects on plants. Its last
chapter is devoted to phytoremediation techniques and the possibility of enhancing the
ability of plants to accumulate heavy metals by adding chelating agents. The practical part
of this thesis focuses on monitoring the effect of keratin hydrolysate and heavy metal
application on selected plant species. The germination test on Petri dishes was used to
evaluate germination, root and aerial length, dry weight, growth inhibition and chlorophyll
content. Cadmium at concentrations between 5-20 mg/1 did not show any significant
negative effect on the amount of plant biomass or phytotoxicity. Only a slight inhibitory
effect on the growth of barley (Hordeum vulgare) was observed. In contrast, plant growth
was considerably reduced by arsenic performing high toxicity and strong growth
inhibition. The addition of keratin hydrolysate was proved to have a positive effect on
plants by increasing their tolerance to As and Cd when applied at a concentration of

400 mg/l. Atomic adsorption spectrophotometry (AAS) analysis was carried out to
determine cadmium and arsenic content of the plants. Based on the obtained results, it has
been confirmed that the presence of keratin hydrolysate encourages the accumulation of As
and Cd in plants. FTIR analysis showed specific interactions, specifically the chelated form

of Cd and As in the roots of barley (Hordeum vulgare).

Keywords: phytoremediation, heavy metals, cadmium, arsenic, keratin hydrolysate, barley

(Hordeum vulgare), environmental pollution
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UvVOoD

Znecisténi zivotniho prostifedi t€zkymi kovy zlstdva aktualnim problémem jiz nékolik
desitek let. Z divodu neznalosti minulych generaci byly tyto latky pouzivany ve velkém
mnozstvi a byly uvoliiovany do zivotniho prostiedi. Zavaznym problémem je skutec¢nost, ze
tézké kovy jsou persistentni, relativné mobilni, maji schopnost hromadit se v zivotnim
prostiedi a biologickych organismech a nasledné¢ kontaminuji potravni fetézec. Proto je

jejich odstranéni vzdy obtizné.

Fytoremediace je jednou z ekologicky Setrnych metod, jak tyto latky odstrafiovat. Nékteré
rostliny maji akumulaéni vlastnosti, mohou absorbovat t¢zké kovy z pidy, vody nebo
vzduchu a akumulovat je v rostlinnych tkanich, pfipadné pfeménit tyto polutanty na formu,
ktera je pro Zivotni prostiedi méné toxicka. Pro podporu vitality rostlin lze pouzit bilkovinné
hydrolyzaty. Je znama schopnost bilkovinnych hydrolyzatt zvySovat odolnost rostlin vici
riznym druhim stresu a snizovat negativni dopady tézkych kovii na rostliny (Bartucca et al.,
2022). Nicmén¢ dosud nebylo védecky prokazano, ze by tyto hydrolyzaty zdroven zvySovaly

schopnost rostlin akumulovat a eliminovat tyto kontaminanty z prosttedi.

Cilem prace je ovéfit, zda 1ze pouzit keratinovy hydrolyzat zivoc¢isného ptivodu ke zvySeni
tolerance péstovanych rostlin oproti tézkym kovim; zhodnotit U¢inky bilkovinného
hydrolyzatu vyrobeného z druhotné suroviny na vybrané druhy rostlin, nalézt optimalni

koncentraci hydrolyzatu podporujici rist rostlin.

Tato studie je dilezita z hlediska vyznamného pfispévku k ochrané zivotniho prostiedi,
nebot’ vyuziva keratinovy hydrolyzat ziskany z kuteciho pefi, které je vedlejSim produktem,
a tim pfispiva k efektivnimu vyuziti odpadu.

Kombinace ekologicky Setrného pfistupu k remediaci kontaminovanych oblasti s efektivnim

vyuzitim odpadnich materialti mtize byt rozhodujicim faktorem k udrzitelnéjsi budoucnosti.
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I. TEORETICKA CAST
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1 TYPY BILKOVINOVYCH HYDROLYZATU A JEJICH
CHARAKTERISTIKA

Zivotni trove a rostouci populace obyvatelstva je pfimo umérna nartstu spotiebniho zbozi
a spotieby potravin, zejména masa. Naptiklad, podle Gdaji Ceského statistického tGifadu
driibezi maso stéle zistava oblibenym mezi ob&any CR a jeho spotieba neustale roste. Uvadi
se, ze za poslednich 10 let se mnozstvi zkonzumovaného dribeziho masa zvysilo o 5,3 kg

na 29,8 kg na obyvatele (Celkova spotieba potravin loni vzrostla, 2021).
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Obrazek 1 Primérna spotieba masa od roku 1989 do roku 2020 uvadéna v hodnot¢ na
kosti' na obyvatele za rok (Pfevzato Spotieba masa v hodnoté na kosti (na obyvatele za
rok), (2021))

! rovna se ekvivalentu vahy jate¢né upravenych tél (maso doméacich kopytnik®), u driibeziho masa se jedna o
hmotnost driibeze po vyjmuti organt na jatkdch. Maso v hodnot¢ na kosti je jate¢na mrtva vaha masa, které
bylo ziskano jako piilky, étvrts &i kusy masa. Zahrnuje i podminéné pozivatelné maso (nuceny vysek) (NAPLN
PUBLIKOVANYCH POLOZEK, 2021).
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Zivodi§na vyroba, zpracovani a prib&zné zvyseni spotieby masa ma za nésledek vznik
velkého mnozstvi vedlejSich produkti Zivocisného piivodu v podobé odpadii jako jsou kosti,
ktGze, vnitfnosti. Tyto pfi vyrobé nevyuzitelné ¢asti (az 50 % hmotnosti Zivocicha)
v nékterych ptipadech piedstavuji vazny ekonomicky a ekologicky problém. Nicméné jak
jiz prokézala cela tada studii, mohou byt tyto odpady po jejich Gpravé a zpracovani
vyznamnym zdrojem dobie dostupné a levné suroviny pro celou fadu odvétvi — zemédélstvi,

kosmetika aj.

Z vedlejsich produktt vyroby ziistavaji materialy bohaté na kolagen, ktery je obsazen v kiizi,
Slachach, chrupavce ¢i kostech, (driibezi, hovézi, praseci, konsky, rybi ze sladkovodnich ryb
a motsky z riznych moiskych zivocichil), elastin, ktery najdeme ve vazech (z hovéziho
dobytka, prasat a driibeze), nebo keratin, jehoz zdrojem jsou pefi, praseci srst, vina, kopyta
a drapy. Neustaly rist driibezaiského primyslu ukazuje na piimé zvyseni produkovanych
odpadu z driibezaren a jatek, nejvice vyprodukovaného pevného odpadu ptipada na pefi. Az
10 % celkové hmotnosti driibeze zaujima peti (Grazziotin et al., 2006). To znamena, Ze
denné v ramci celé CR po zpracovani 250 tis. kusti dribeze na jatkach je vyprodukovéano
15-20 tun pefi. Jen ¢ast pefi se pere a zpracovava v textilnim primyslu (pouziva se na vypli
polstait volného ¢alounéni, prosivanych prikryvek a ozdobnych polstait, pétovych bund),
pii vyrabéni sportovniho vybaveni (Sipy do luki, rybaiské navnady) atd. Avsak vétSina peti
zustava nevyuzita a jako odpad se spaluje nebo uklad4 na skladku (Gupta et al., 2023).

Takové likvidace neni uzite¢na, ponévadz cenné latky obsazené v peti zlstavaji nevyuzity.

Studie zamétené na vyuziti odpadnich materiali z masného primyslu, ptfedevsim kufeciho
pefi, jako obnovitelného zdroje, jsou predmétem zajmu mnoha studii. Jednou z moZznosti je
hydrolyza, ktera ptredstavuje klicovy proces pfi ziskavani bilkovinnych hydrolyzata, které

nachazeji vyuZiti napf. jako biostimulanty nebo biohnojiva pro podporu riistu rostlin.

Bilkovinné hydrolyzaty ptedstavuji slozité smési peptidii a aminokyselin vytvotrenych
Stépenim peptidovych vazeb v polypeptidovém fetézci. Jsou vyrdbény chemickymi,
enzymatickymi nebo mikrobidlnimi metodami. Pfi rozhodovéni, kterda metoda bude
nejvhodnéjsi pro dany typ odpadu, a volbé postupu hydrolyzy jsou kli¢ovymi faktory
vlastnosti zpracovavan¢ho odpadu, dostupnost a cena cinidel, pfipadné jejich toxicita,

pozadovana kvalita vysledného hydrolyzatu a nasledna aplikace vyrobeného produktu.
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1.1 Hydrolyzaty na bazi keratinu

Keratin patii mezi nerozpustné fibrilarni (vlaknité) proteiny syntetizované v epitelidlnich
bunikach vyssich obratlovct, které plni strukturalni a ochranné funkce. Jako jiné proteiny i
keratiny se mohou lisit svou strukturou. Obecné se keratiny déli do tii skupin: alfa-, beta- a
gama-keratiny.

e a-formy keratinu se vyskytuji u savct, jsou soucasti roht, kiize, viny, kopyt a maji

vvvvvv

e [-formy keratinu jsou nej¢astéjsi slozkou pefi, Supin, zobii u plazii a ptak.

e Molekuly y-formy jsou amorfni matrixové proteiny (do 15 kDa), nejcastéji jsou
uréeny jako spojovaci materidl v keratinovych vldknech pro tvorbu makrofibril

vlast, viny a srsti (Krej¢i, 2014).

Keratin miize byt aplikovan v riznych oblastech. Vyznamné vlastnosti keratinovych
materiald, jako jsou biokompatibilita, porovitost, biodegradabilita, bobtnavost, schopnost
absorpce tekutin a mechanické vlastnosti, umoziiuji nalézt uplatnéni v oblasti regenerativni
mediciny (pfi regeneraci svalii, nervi, kosti a kloubi, vcetné zubnich implantatd) a
tkanového inZzenyrstvi.

V piehledové praci Timorshina a kol. (2022) byla také popsana schopnost keratinovych
materialii adsorbovat rtizna barviva a tézké kovy, coz podle autorti lze potencialné vyuzit
pro sanaci odpadnich vod kontaminovanych témito latkami. AvSak keratinové adsorbenty
maji Spatné mechanické vlastnosti, coz Ize vyfesit misenim s jinymi polymery, jako je napf.
celuloza. VyfeSeni problému timto zplsobem prokazalo ucinnost pii zlepSovani
mechanickych a regeneracnich vlastnosti bioadsorbentu na bazi keratinu (Timorshina et al.,

2022).

Kromé biochemickych vlastnosti je dal$i vyhodou keratint jejich nizka cena, protoze jsou
tyto proteiny ziskavany zejména ze zemédélského odpadu. Napt. podle Callegaro a kol.
(2019) peti obsahuje 90 % keratinového proteinu (o-keratin 41 az 67 %, B-keratin 33 az
38 %, zbytek pfipadéd na amorfni keratin).

Jednim ze zplsobi efektivniho vyuziti pevného keratinového odpadu je pfiprava
rozpustného keratinu (keratinovych hydrolyzat), coz je vlastné smés aminokyselin a
oligopeptidi keratinového pluvodu. Keratinové hydrolyzaty se 1is$i svym slozenim v

zavislosti na zpisobu jejich vyroby. Hydrolyza provadénd chemickou cestou je obvykle
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jednodussi a rychlejsi nez cestou enzymatickou/mikrobialni, ma vysoké vytézky, ale
zahrnuje pouziti silnych kyselin, alkalickych nebo jinych ¢inidel (naptfiklad redukénich
¢inidel), Casto pti vysokych teplotach a tlaku vyzadujicich vysoké energetické vstupy. AvSak
chemickd hydrolyza probihd nespecificky, coz mize vést k destrukci aminokyselin a
produkci latek s vysokym obsahem popela. Takovy nedostatek muize ovlivnit Cistotu a
kvalitu vyslednych hydrolyzatl, coz mize byt nezddouci predevsim v aplikacich, kde je

vyzadovana vysoka Cistota produktu.

Z tohoto divodu se v posledni dobé pro zpracovani keratinovych materidli vyuziva
enzymova hydrolyza, pti které nejsou pouzivany vysoké koncentrace agresivnich chemikalii
a cely proces se kona za spoluptisobeni nizsich teplot a atmosférického tlaku. Enzymatické
metody hydrolyzy jsou Castéji preferované, protoze nabizi fadu vyhod vcetné selektivity,
Setrnych procesnich podminek, zachovani aminokyselin, snadné kontroly stupné hydrolyzy
a nasledné inaktivace enzymu. Ackoli je enzymatickd hydrolyza obvykle rychla a probiha
béhem né¢kolika hodin, hlavni nevyhodou stale zlistivd omezend dostupnost komercnich
specifickych protedz, jako jsou naptiklad keratindzy, ur€ené pro hydrolyzu keratinovych
substratt (Callegaro et al., 2019). Nicméné cena enzymu je na takové Urovni, Ze ziskani
hydrolyzatu enzymovou technologii je méné¢ finanén¢ nakladné ve srovnani s pouzitim

kyselé ¢i alkalické hydrolyzy (Mokrejs et al., 2014).

Hydrolyza bilkovin zprostfedkovand mikroorganismy je zavisla na mikrobialnim rdstu a
sekreci extracelularnich proteaz s keratinolytickou aktivitou a dalSich enzymu. Ve srovnani
s enzymatickymi a chemickymi metodami mikrobidlni zptisob ma prodlouZenou dobu
hydrolyzy a ¢ast uvolnénych aminokyselin a peptidi mikroorganismy spotiebovavaji k
udrzeni svého ristu (Callegaro et al., 2019). Vyvijeny jsou také kombinované metody
vyroby hydrolyzati s pouzitim jak keratinaz tak i alkalii a reduk¢nich ¢inidel, jako jsou
sifi¢itany.

Podle studie Sionkowska a kol. (2011) ultrafialové (UV) zafeni zptsobuje nepatrné zvySeni
celkové absorpce keratinovych hydrolyzatii, zejména v rozmezi 250-280 a 320-410 nm, coz
ukazuje na moznost modifikace molekulové hmotnosti a vlastnosti keratinovych
hydrolyzat. Fotochemicka degradace keratinovych hydrolyzath mtze byt velmi uzZite¢na
pro proces piipravy keratinovych hydrolyzati s nizkou molekulovou hmotnosti, ktera je
niz§i ve srovnani s chemicky oSetfenymi hydrolyzaty. Keratinové hydrolyzaty modifikované

pomoci UV zafeni nachazeji uplatnéni v kosmetickych aplikacich.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

Perspektivnim uplatnénim je vyuziti keratinovych hydrolyzati v obalovém pramyslu pro
pfipravu biodegradabilnich (a jedlych) filmu, vldken, f6lii ¢i povlakti na maso, ryby a driibez

(Mokrejs et al., 2014).

Diky pokroku v enzymové hydrolyze a zajmu spotiebitell hydrolyzaty jsou vhodné pro
vyuziti v riznych odvétvich primyslu, naptiklad v I€kafstvi (tkanové inzenyrstvi), pfi
vyrobé kosmetickych piipravkl (péce o vlasy a pokozku), v zemédélstvi jako dusikata
hnojiva a ristové stimuldtory, v krmivaistvi jako zdroj bilkovinného krmiva pro dobytek

(Mokrejs, Langmaier, 2008).

Pouziti keratinovych hydrolyzata jako soucésti mikrobidlniho média ptispiva k udrzitelnému
vyuzivani zivo¢isného odpadu. Aminokyseliny a oligopeptidy obsazené v hydrolyzatech

mohou slouzit jako levny zdroj organického uhliku a dusiku pro rast mikroorganismi.

1.2 Hydrolyzaty na bazi kolagenu

Kolagen je zakladni stavebni jednotkou vSech zivych organismu, patii mezi fibrilarni
bilkoviny, pro které je charakteristicka vlaknitd struktura. Kolagen tvoii pfiblizné¢ 30 %
vSech Zivocisnych bilkovin a je soucasti klize, chrupavek, kosti, je obsazeny v rohovce,
cévach, meziobratlovych ploténkach a stfevech. Typickymi surovinovymi zdroji kolagenu
jsou slachy z hovéziho dobytka, ov¢i kiize, hovézinova Skara, veptovicova kiize a kolagenni
extrakty z kosti. Dal§im pomérné vyznamnym zdrojem pro vyrobu kolagenu je odpad z
rybarského primyslu. Kolagen lze ziskat z rlznych komerénich ryb, hvézdic, Zralokd,

moiskych jezkl, meduz a hub (Timorshina et al., 2022).

Kolagen nasel své uplatnéni v riznych oblastech. Diky své vlaknité podstaté,
kontrolovatelnému sitovani a moznostem rozkladu enzymy lidského téla kolagen ma velmi
vyznamné pouZiti v 1ékarstvi. Na vlastnosti tohoto materidlu jsou kladeny vysoké naroky,
musi byt biokompatibilni, permeabilni, porovity, mit dobré mechanické vlastnosti jako je
pevnost, protoze kolagenni preparaty jsou aplikovany na regeneraci kloubdl a musi odolat
vznikajici zaté€Zujici sile pfi jejich Cinnosti. Kolagen muze byt v riznych fyzikéalnich forméach
(gel, roztok, prasek, filmy, membrany, rouna atd.) a ma Sirokou aplikaci. Kolagenni roztok
se uplatiuje jako expandér plasmy, injekce pro 1é€bu kosmetickych defektl, nosi¢ 1€civ.
Gelova forma se vyuziva v krémech pro kosmetiku a taky jako nahrada sklivce. Kolagenni
vlakna se pouZzivaji jako cévni ndhrady, chirurgicky Sici materidl, tkany ¢i pleteny nosic
tkan¢ a protézy chlopni (Mokrejs, Langmaier, 2008). Nerozpustnou formou bilkoviny jsou

kolagenové houby ziskané zpénovanim roztoku Zelatiny. Schopnost absorbovat tekutiny a
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vysoka adhezivita umoziuje jejich vyuziti jako kryci material popalenin, otevienych ran atd.
Houby efektivné chrani rany pfed mechanickym traumatem, vysychanim a bakterialnimi

infekcemi.

Diky vysoké adsorpcni kapacité a malym rozmeérim jsou kolagenové nanocastice vyuzivany
jako systémy pro cilené podavani 1é¢iv (Timorshina et al., 2022).

Kolagen se hojné pouziva v kosmetice a estetické medicing€. Diky své schopnosti regulovat
obsah vlhkosti a udrzeni pruznosti v pokozce je vyznamnym komponentem kosmetickych
pripravka ve formé masek, geld, krému k péci o télo 1 vlasy. Lze jej také pouzit ve forme

injekci jako podkozni vyplné.

Moznosti vyuziti kolagenu v medicing, farmacii a kosmetice jsou podporovany podobnosti

zviteciho kolagenu s lidskym kolagenem, coz minimalizuje imunitni reakce.
V potravinafském primyslu maé fadu aplikaci:

e jako vychozi surovina pro vyrobu zelatinovych vyrobkt

e vyroba jedlych obal pro baleni masa, uzenin, ryb a dalSich vyrobki

e vyuziti v tekutych proteinovych dopliicich stravy

e modifikace struktury pti vyrob& pekarenskych produktii

e (iSténi piva

e soucast potravinafskych povlaki

e forma kolagennich kapsli nebo praski jako dopliku stravy

e umoznéni poZzadovaného tvaru a struktury masnych vyrobki

e regulace viskozity ovocnych napoju.

Vzhledem k masovému vyuZivani v potravinafstvi musi vyrobeny kolagen spliiovat ptisné
hygienické piedpisy kladené na jeho stupeni €istoty, coZ se nasledné odrazi v cené produktu.

Obecn¢ potravinaisky kolagen musi splitovat nasledujici pozadavky:

e kiize musi pochazet jen z dobytka, ktery byl zpracovan v masném prumyslu a byl

veterinarn€ zkontrolovan ze strany inspek¢énich organti

e musi byt zajiSténa absence jakychkoliv kontaminujicich toxickych chemikalii a

pesticidi

e nesmi obsahovat zadné cizorodé¢ latky, jako je Spina, hmyz, prach apod.
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e kolagen musi byt bez jakéhokoliv mikrobialniho napadeni
e celkovy maximalni obsah tézkych kovii nesmi presahnout 10 ppm (parts per million).

Kolagen je vyuzivan i pro krmné tcely psit a kocek. Pro vyrobu bilkovinného krmiva se
zpracovavaji klihovky z hovéziho a jiného dobytka spolu s ptisadami (barviva, chutové

latky, aromata) (Mokrejs, Langmaier, 2008).

1.2.1 Zelatina

Zelatina je ve vodé rozpustny protein piedstavujici heterogenni smési peptidi, majici
schopnost za specifickych podminek tvofit transparentni gel. Ziskdva se z nativniho
kolagenu (285-300 KDa), coz je primarni forma kolagenu v jeho pfirozeném stavu, ktery je
pritomen v kostech, Slachach a ktizi zvirat. Velky potencial je ve zpracovani rybi Zelatiny, a
to hlavné z toho dliivodu, Ze po zpracovani ryb tvoii odpad obsahujici kolagen zhruba 21 %

(ktize, kosti, ploutve) (Karim, Bhat, 2009).

Obecné se zelatina ziskava ze zvifecich kosti, kiizi a Slach §tépenim kolagenu pfi extrakci
kolagennich materiali vodou pfi zvysené teploté (nad 40 °C). Pivodni surovy material
prochézi predzpracovanim v kyselém ¢i alkalickém prostfedi, po némz v nékolika fazich
nasleduje postupné extrahovani Zelatiny za zvySujici se teploty dosahujici az 90 °C. Po
extrakci pro zajisténi pozadované Cistoty produktu a vlastnosti nasleduje filtrace, zahusténi,

tvorba gelu, suseni, a nakonec mleti na ¢astice pozadované velikosti.
Zelatiny maji Siroké spektrum pouZiti:

e cca 10 % celosvétové produkce zaujima technickd Zelatina pro potieby technické

praxe

e cca 60 % — jedla Zelatina, ktera je aplikovana v potravinafském primyslu. Z divodu
schopnosti tvorby pény se pouziva pii vyrobé ,pénovych sladkosti” typu

marshmallow. V pekarenstvi se vyuziva jako stabilizator
e fotograficky primysl vyuziva fotografickou Zelatinu, coz je cca 15 %

e farmaceuticky primysl vyuzivd farmaceutickou zelatinu, cca 15 %. Vyuziva se k
vyrobé meékkych a tvrdych Zelatinovych tablet, kapsli a expandérti plasmy. (Mokrejs,
Langmaier, 2008).
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1.2.2 Hydrolyzat kolagenu

Pro vyrobu kolagennich hydrolyzati je mozné pouzit jakékoliv odpady bohaté na kolagen,
nejcastéji se vyuzivaji hovézi a vepiové kiize. Ve srovnani s zelatinou predstavuje
hydrolyzat kolagenu smés kratkych nizkomolekularnich peptid s molekulovou hmotnosti v

rozmezi 3-6 kDa.

Ziskani hydrolyzatu kolagenu se provadi jak v kyselém prostiedi (zfedénd HCI, H2SOs,
H3POs4), tak v alkalickém prostiedi (KOH, NaOH nebo Ba(OH)»), ¢i za plisobeni enzymu
(energeticky méné narocny zpusob), pfipadné jejich kombinace (Mokrejs, Langmaier,

2008).

K enzymatické hydrolyze se obvykle pouzivaji proteolytické enzymy, jako jsou alkalaza,
trypsin, pepsin, a-chymotrypsin, papain, neutraza, pii urcité teploté a optimalni hodnoté pH.
Vyzkumnici také doporucuji pouziti mikrobidlnich kolagenaz. Rozpustnost a funkéni
aktivita hydrolyzéatu (antioxidac¢ni, antimikrobidlni) souvisi s typem a stupném hydrolyzy a
také s typem enzymu pouzitého v procesu (Ledn-Lopez et al., 2019). Intenzivni enzymaticka
hydrolyza vede k vétsi fragmentaci molekul. Pokud se pouzije enzymatickd metoda
hydrolyzy na vyciSténou kizi bez podkozniho vaziva, 1ze ziskat hydrolyzat kolagenu spolu

s hydrolyzatem keratinu a elastinu.

Prostiednictvim alkalické hydrolyzy hovézich kiizi 1ze ziskat nejen hydrolyzat kolagenu, ale
také elastinu nebo jejich smés, ptiCemz vysledny produkt zavisi na konkrétnim postupu
extrakce. Nicméné vyuziti chemické hydrolyzy ma nékolik nevyhod, jako je Ziravost (po
neutralizaci se vytvaii vysoka koncentrace soli) a niz§i nutri¢ni vlastnosti v konecném
produktu. Vyhodou vsech téchto typti hydrolyzatt je jejich snadna rozpustnost ve vode i
alkoholu a schopnost vytvaret Cisté a prihledné roztoky bez zépachu, bezbarvost,

prithlednost, schopnost emulgace a stabilizace (Mokrejs, Langmaier, 2008).

V  posledni dobé se wvyviji proces extrakce kolagenu pomoci ultrazvuku
(frekvence > 20 kHz). Ultrazvuk vyvolava intenzivni turbulenci v kapalin€, coZ zlepSuje
pfenos hmoty, urychluje chemické reakce a tim zkracuje dobu trvani procesu. ZvysSeni
vytéZznosti je mozné dosdhnout zvySenim amplitudy ultrazvuku. Nicméné intenzivni
ultrazvuk potencidlné miize poskodit strukturu bilkovin. Podle Matinong a kol. (2022)
kombinace ultrazvuku s enzymy zkratila dobu hydrolyzy, zvysila u¢innost extrakce a Cistotu
kolagenu ve srovnani s procesem zahrnujicim pouze enzym. Nicmén¢ autofi upozoriuji, Ze

je potfeba dal§i vyzkum v oblasti optimalizace celého procesu (doba trvani, amplituda
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ultrazvuku, teplota, koncentrace enzymu) tak, aby dochazelo k minimalnimu poskozeni

struktury kolagenu (Matinong et al., 2022).

Konec¢né funkéni vlastnosti kolagenového hydrolyzatu zavisi na zdroji, extrakéni metodé a
pouzitém enzymu, obvykle je biologicky dostupnéjsi diky svym menSim molekuldrnim
rozmérim, coZ znamena, ze miZze byt snadnéji vstiebavdn a vyuzivan. Diky svym
vlastnostem, jako jsou bezbarvost, nizk4 viskozita ve vodnych roztocich, neutralni zépach,
prihlednost, emulgace a stabilizace, tvorba pény a filmu, rozpustnost, smacivost,
dispergovatelnost, nosi¢ latek s nizkou alergenitou a také antimikrobidlni a antioxidacni

aktivita, hydrolyzaty nasly Siroké uplatnéni v praxi.

Hydrolyzat kolagenu ma dobré biologické funkce jako je schopnost zadrzovat vodu,
absorbovat a zadrzovat vlhkost, plsobit proti starnuti pokozky pro kosmetické aplikace
(Leon-Lopez et al., 2019). Vyuzivd se v potravinaiském pramyslu (napt. jako slozka
kotenicich smési, nédhrada suseného mléka, nosi¢e antioxidantli, regulator viskozity
ovocnych napoji), pii vyrobé tenzidu, jako ristové stimulatory pro rostliny (dodéavaji se na
trth v podobé kapalnych koncentrati nebo pevnych substratll), mikroenkapsulace
v zem&délstvi. Také maji dalsi primyslové aplikace. Pouzivaji se jako plniva do plastd a
gumarenskych smési (pii vyrob¢é pneumatik), adhesiva, pii vyrobé cementu, jako absorbent

formaldehydu pfi vyrobé drevotiiskovych desek (Mokrejs, Langmaier, 2008).

V soucasné dob¢ hydrolyzaty slouzi ve vyrobcich jako emulgatory, koloidni stabilizatory,
pénidla, zjemnujici latky a mikroenkapsulaéni cinidla. PouZivaji se k vyrobé
biodegradabilnich obalovych materialt a hydrogel. Rostouci z4jem o tyto materidly tzce
souvisi s rostoucim trendem nahrazovat latky syntetické latkami ptirodnimi (Gomez-Guillén

etal., 2011).
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2 VLIV BILKOVINOVYCH HYDROLYZATU NA ROSTLINY

Latky pfirodniho pivodu nabizeji vynikajici moznosti pro péci o zemédélské plodiny,

ponévadz jsou pfirozené Setrné k zivotnimu prostiedi.

Jak vyplyva z ptedchazejicich kapitol a fady vyzkumnych praci (Taskin, Kurbanoglu, 2011),
kuteci pefi 1ze povazovat za vyznamny zdroj proteinového hydrolyzatu. Toto pefi obsahuje
kli¢ové mineralni prvky, jako je vapnik, fosfor a hoicik, a také bilkovinny keratin, ktery je

bohaty na glutamat, cystein, glycin, arginin a fenylalanin (Taskin, Kurbanoglu, 2011).

2.1 Hnojiva bohata na dusik

Dusik (N) je jednou z hlavnich zivin, kterou rostliny potiebuji pro tvorbu bunééného
materidlu a k zajisténi spravného funkcéniho metabolismu pro sviyj rist a vyvoj. Aby se
zvysila uroda a kvalita plodin, dusik je ¢asto pfiddvan do plidy jako soucdst komer¢nich

hnojiv tzv. NPK hnojiva.

V pftipadé pefi, které obsahuje vysoké mnozstvi dusiku, skoro 15 % (hmotnostné), neni
efektivni jeho pfimé aplikace, jelikoz tento dusik je vazan v keratinové struktufe a neni
snadno dostupny mikroorganismiim pro rozklad a uvolnéni ve formé, kterou mohou rostliny
vyuzit. Dostupngj$i formy dusiku, které jsou schopné rostliny piijmout, Ize ziskat
zpracovanim pefi chemickou, enzymatickou nebo mikrobialni cestou, tedy vyradbénim
keratinového hydrolyzatu, ktery je fazen do kategorie obnovitelnych zdroji dusiku pro
rostliny a pfedstavuje potencidlni zemédé&lské vyuziti jako biohnojivo. Vzhledem k nizkému
pomeéru uhliku a dusiku (C/N) v hydrolyzatech probiha rychld mineralizace organického N
pudni mikroflérou, coZ uvolfiuje minerdlni N pro piijem rostlinami. AvSak rychlost
mineralizace N mtze byt ovlivnéna i jinymi faktory, napt. fyzikalni a chemické vlastnosti

hydrolyzata a ptdy.

Ve studii Callegaro a kol. (2019) je uvedeno, Ze jsou Siroce zkoumadny metody zahrnujici
mikrobialni fermentaci s mezofilnimi bakteriemi. Tyto metody nabizi Setrny a udrZitelny
zpusob nakladani s odpady, a to jak z hlediska ochrany Zivotniho prostiedi, tak 1 z
ekonomického hlediska. Pfi vyrobé hydrolyzatu mikrobidlni fermentaci se vyuziva 5-20 g
peti/l a kultivace obvykle probiha pti 30-40 °C, 24 az 96 h. Obvykle po aplikaci hydrolyzatu
bylo pozorovéano zlepSeni riistu a Zivotnich funkci rostlin. Podobné t¢inky byly sledovany

po aplikaci hydrolyzata ziskanych termochemickymi metodami. Studovanymi rostlinami
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byly zejména bengalsky hrach, pSenice, zito, fazole, ryze a jina zelenina. Jak je uvedeno v
ptehledové praci Callegaro a kol. (2019) a v Tab. 1, pozitivni u¢inek se obvykle projevil
zvysenou kli¢ivosti semen, na délce koifenil a jejich hmotnosti, kvalit¢ a délce vyhonki.

Zaznamenana byla i zvySena produktivita biomasy.
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Tabulka 1 Potencialni moznosti vyuziti hydrolyzata jako hnojiv (pfevzato a upraveno Callegaro a kol. (2019))

Vyroba hydrolyzatu Aplikace jako hnojiva
Keratinovy Zdl'Oj I'Jéinnost (Ve srovnani
Metoda Agent/¢inidlo Podminky Aplikace s kontrolou, pokud neni uvedeno
jinak)
Vyssi kli¢ivost a hmotnost
o Mikrobialni Paenibacillus woosongensis 7,5 g/l peti, 30 °C, . kofenti (mokra a suchd biomasa)
Celé pefii o . do pidy RN y . .
(v kultivacnim mediu) TKB2 pH 8,5,48 h a vyssi pocet kotenovych hliz u
bengalského hrachu
. 20 o/l e, 60 °C, o VVyD§§i kliéi\’/ost a hr’no“cnost
Thermoactinomyces sp. RM4 do pady kotenii (mokra a sucha biomasa)
pH 10,0, 96 h .
u bengalského hrachu
Rist ryze a sucha biomasa
5 g/l peti, 30 °C kofenti a vyhonktl) byly podobné
Amycolatopsis sp. MBRL 40 &1 pet, ’ do pady ( oreni a t/y onv Y ) Y Vy podobhe
120 h jako pfi pouziti moCoviny
(referencni hnojeni)
26,7 g/l pefi,
tenotroph Itophili :
Stenotrophomonas maltophilia 40 °C, pH 7,8, na listy Vi riist &inského zeli
DHHJ
72 h
Cerstva hmotnost a obsah
) 10 g/l peti, 30 °C, . chlorofylu v listech rajcat, okurek
B B2
acillus polymyxa B20 pH 7.2, 144 h do pudy a bilého zeli podobné
referen¢nimu hnojeni
DV kveten] bana K
Chryseobacterium sp. RBT 10 g/l peti, 37°C, | do pdy/na dfrllzflgj‘s’.sll sljlfibzeerfll1 arélg? O\'mz)s ,
) p- pH7.5,30h listy ! > VYSSLVYROSY

bananu
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Tabulka 1 — POKRACOVANI Potencialni moZnosti vyuziti hydrolyzat jako hnojiv (pfevzato a upraveno Callegaro a kol. (2019))

Vyroba hydrolyzatu Aplikace jako hnojiva
Keratinovy zdroj Ucinnost (ve srovnani
Metoda Agent/¢inidlo Podminky Aplikace s kontrolou, pokud neni uvedeno
jinak)
Mikrobialni 500 g peti, 60 %
(kultivace v pevné Streptomyces sampsonii GS 1322 vlhkost, pH 8,0, do pidy Vyssi klicivost a rist pSenice
fazi) 24 dni
Podobna listova plocha, hmotnost
susiny a obsah chlorofylu pacule
obecné; podobné trendy pro
zvySeni obsahu chlorofylu, délky
pefi:voda = 1:3, luskii, vynosu z rostliny a
Hydrotermalni aprava Nasycena para 160-180 °C, 0,6- do pady hmotnosti sta semen fazole
0,9 MPa, 30 min mungo pii pouziti hydrolyzata
pefti a drubezi podestylky (5:1) s
50 % doporuceného NPK ve
srovnani se 100 % hnojenim
NPK.
Sledovany fytotoxické a
pefi:voda = 1:5, nefytotoxické ucinky na index
0,1 g Ca(OH).»/g kli¢ivosti semen Spenatu
Termochemické Alkalickd hydrolyza suchého pefi, — japonského v zavislosti na
180 °C, 1 MPa, aplikované davce (pozitivni
30 min ucinek byl pozorovan pii aplikaci
150 ppm TOC)
o Mikrobialni . . . 5 g/l mletého pefi, 0 Vyssi kliéivo§t z’i rust faz'oli
Mleté peti . . Bacillus amyloliquefaciens 6B 37°C,pH 7,2, do pudy mungo ve srovnani s nehnojenou
(v kultiva¢nim mediu)
12h kontrolou
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Tabulka 1 — POKRACOVANI Potencialni moZnosti vyuziti hydrolyzat jako hnojiv (pfevzato a upraveno Callegaro a kol. (2019))

Vyroba hydrolyzatu Aplikace jako hnojiva
Keratinovy zdroj Ucinnost (ve srovnani
Metoda Agent/¢inidlo Podminky Aplikace s kontrolou, pokud neni uvedeno
jinak)
Vyssi rist a hmotnost susiny
(kofent a vyhonkil) a zvySeny
10 g/l mletého pocet a hmotnost kofenovych hliz
Bacillus licheniformis ASU peti, 30 °C, do pady u bobu ve srovnani s nehnojenou
pH 72,120 h kontrolou; synergické ucinky
hydrolyzatu a inokulace
mykorhiznimi houbami
20 g/L mletého
Aspergillus niger peti, 30 °C, do pady VysS8i rlst a vynos hrachu
pH 5.7,168 h
5 g/L mletého Rist a hmotnost susiny (kofent a
Bacillus pumilis KHS-1 pefi, 40 °C, do pudy vyhonki) mrkve a ¢inského zeli
pH 6.0, 72 h podobné referencnimu hnojeni
Thermoactinomyces sp. 3H, 8H a ¢l aneteho petl, . o ..
M4 (konsorcium) 55°C,pH 7,2, do pudy Vyssi klicivost a rust zita
72 h
Bacillus licheniformis AS-S24-1 20 g/l mletého Kliceni, rtst a Cerstva biomasa
Enzymaticka keratindza imobilizovana na pefi, 45 °C, do pudy bengélského hrachu podobné
magnetickych nanocasticich Fe;O4 pH 9,0,48 h nebo vyssi
Mokra a sucha hmotnost rostlin
o , , 30 % H»SOs, . fepky podobna jako pfi
Termochemickd Kyseld hydrolyza 80°C,4h do piidy referenlén?rf hnoj eniJ(moéI:)Vina a

dusi¢nan amonny).
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Tabulka 1 — POKRACOVANI Potencialni moZnosti vyuziti hydrolyzat jako hnojiv (pfevzato a upraveno Callegaro a kol. (2019))

Keratinovy zdroj

Vyroba hydrolyzatu

Aplikace jako hnojiva

Metoda

Agent/¢inidlo

Podminky

Aplikace

U¢innost (ve srovnani
s kontrolou, pokud neni uvedeno
jinak)

Vinény odpad

Termochemicka

Alkalicka hydrolyza

100 g/1 vinéného
odpadu, 0,15 M
KOH-0,05 M
NaOH, 120 °C,
20 min

do pady

Vyssi klic¢ivost, rust a Cerstva
biomasa Zita

Vlna

Chemické + ultrazvuk

Alkalickd hydrolyza

20 g/l viny, 30 g/l
KOH, 2.4 g/l
NaOH, 24 h +

akusticka kavitace
(20 kHz, 40 %
maximalniho
vykonu 750 W,

30 min

do pidy

Vyssi klicivost a rist pSenice

Hydrotermalni

Piehrata voda

pom¢ér vina: louh

~ 1, nasycend para

pti 170 °C, 7 bard,
60 min)

Vyssi klicivost a délka kotenti
tefichy seté (Lepidium sativum)
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Bilkovinné hydrolyzaty potencialné mohou plisobit jako rostlinné biostimulanty, ponévadz
smési polypeptidi, oligopeptidli a aminokyselin ziskané ¢astecnou hydrolyzou bilkovin jsou
piijimany pfimo kofeny a listy rostlin a pfenaSeny do dal$ich rostlinnych pletiv (Colla et al.,
2015). Vyznamnou aminokyselinou je ztohoto pohledu tryptofan, ktery je zékladni

aminokyselinou pro syntézu kyseliny indoloctové (ptirodni fytohormon).

vvvvvv

hraje kli¢ovou roli v mnoha procesech rtistu a vyvoje rostlin. Biologické ucinky tohoto
pfirozeného hormonu rostlin jsou Siroce rozmanité a zahrnuji kontrolu prodluzovani bunék,
diferenciaci tkani, déleni bunék, a také regulaci apikalni dominance (Stukenik, 2023). IAA
ptispiva ke stimulaci prodluzovani bunék koleoptilii a stonku rostliny ve sméru, ktery vede
k ristu stonku, coZ je zdsadni pro vertikalni rast rostlin. Sou€asné stimuluje bunééné déleni,
¢imz umoznuje rozrastani rostliny a tvorbu novych tkani. Kromé toho, ma vliv na zakladani

sekundarnich kofentl, coz je podstatné pro zajisténi ptijmu vody a zivin z pudy.

Gezgincioglu a Atici (2023) ziskali bilkovinny hydrolyzat z kufeciho peti alkalickou
hydrolyzou, ktery obsahoval 19 proteinogennich a 3 neproteinogenni aminokyseliny a takeé
pro rostliny uzitecné soli. Jako rostlinny materil pro pokus byly pouzity odriidy Altindane
a Bezostaya pSenice (7riticum aestivum L). Béhem péstovani plodiny jsou rostliny
vystavovany pusobeni nezadoucich podminek prostfedi véetné stresu z nizkych teplot, a
proto vyzkumnici zjistovali vliv hydrolyzatu na rostliny a sledovali reakci na stres pii

nizkych teplotach.

Vzorky semenackll pSenice bez ptfidan¢ho hydrolyzatu z kufeciho peti slouzily jako
kontrola. Po jednorazovém nastiikani 0,1 % vodného roztoku proteinového hydrolyzatu na
11denni semenacky pSenice (aplikace na listy) byly oSetfené a neoSetfené rostliny pfeneseny
do chladnych podminek na 3 dny. Konkrétné teplota béhem dne byla 5 °C a b&hem noci
2 °C.

Po 3 dnech byly vSechny rostliny sklizeny a pouzity pro biochemické a fyziologické analyzy.
Rust rostlin byl stanoven méfenim délky kotfenii a stonkll a poté byla stanovena jejich susina
pti 70 °C. Autofi ve své praci uvadi, Ze u rostlin oSetfenych hydrolyzatem doslo ke zlepSeni
rustovych parametrl rostlin, a to i u rostlin, které byly vystaveny chladu. Po aplikaci
hydrolyzatu doslo také u rostlin ke zvySeni obsahu fotosyntetického barviva, volného prolinu
a rozpustného cukru, zatimco obsah fenolickych latek v semenéaccich obou testovanych

odrid se pfi chladovém stresu sniZil. Kromé toho aplikaci hydrolyzatu doslo k potlaceni
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hladiny reaktivnich forem kysliku (jako je O; a H>O:) a peroxidace lipidi (jako napf.

malondialdehyd), jejichZ obsah se zvysil samotnym chladem.

Studie ukézala, Ze ptsobeni kombinace hydrolyzat + chlad vyznamné zlepSilo inhibici
stejnych parametri vyvolanych chladem ve srovnani se samotnym chladem. ZlepSeni
zpusobend vyuzitim bilkovinného hydrolyzatu se obecné pohybovala mezi 10 % a 25 % u
stejnych parametr. OSetfeni hydrolyzat + chlad zvysilo ¢erstvou hmotnost semenackll o

25 % u Altindane a o 13 % u Bezostaya.

Na zavér své studie Gezgincioglu a Atici (2023) navrhuji, aby bilkovinny hydrolyzat ziskany
z odpadniho kufeciho pefi byl vyuzit nejen jako podpora rustu a vyvoje pSenice za
normalnich podminek, ale také se uZzival pro zlepSeni jeji tolerance vici nizkoteplotnimu

stresu.

V ramci vyzkumu Matgorzaty Popko a kolektivu (2015) byl testovan produkt vyrobeny na
bazi dribeziho pefii jako prosttedek k podpote kliceni fepky (Brassica napus L. var. napus).
Odpadni pefi bylo zpracovano pomoci kysel¢ hydrolyzy. Experimenty prokazaly, Ze
aplikace proteinového hydrolyzatu méla vyznamny vliv na zvyseni biomasy rostlin. Obsah
dusiku v rostlinach se zvysil o 76,2 %, fosforu o 5,20 %, drasliku o 37,3 % a hoiciku o
29,6 % ve srovnani se slozenim rostlin v kontrolni skuping. PouZiti rovnéZz vyznamné
ovlivnilo obsah manganu a zinku v testovanych rostlindch. ZlepSena Gc¢innost byla spojena

s ptitomnosti aminokyselin ziskanych prostfednictvim hydrolyzy (Popko et al., 2015).
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3 FYTOREMEDIACE

Fytoremediace je biologickou metodou remediace, kterd vyuziva schopnost zelenych rostlin
nebo rostlin spolu s mikroorganismy k rozkladu, fixaci a adsorpci ruznych druht
kontaminantl nebo k jejich transformaci na méné toxické slouceniny ¢i derivaty (Vanék et
al., 2017). NejcCast€ji sanovanou matrici je pida, avSak je mozné vyuzit tuto metodu také pii
sanaci sedimentd, kall, vzduchu a vody. Ve srovnani s konvencnimi fyzikalné-chemickymi
metodami odstrailovani polutantii ze Zivotniho prostfedi fytoremediace je levnéjsi,
dostupnéjsi, neinvazivni, efektivnéjsi a verejnosti 1épe akceptovatelnou alternativou. Miize
se vyuzit jako doplitkova technologie k jinym technickym sana¢nim metoddm. Jedna se o
pomalejsi, ale trvalej$i proces, miize poskytnout dlouhodobé feseni pro kontaminované
lokality. K vyhodam pouziti této metody patii nizké naklady na realizaci (rostliny nevyzaduji
pokrocilé technologie, zafizeni nebo chemikalie) a energetickd nendro¢nost (vyuzivaji se

ptirozené procesy fotosyntézy a metabolismu rostlin).

Tézké kovy jsou anorganického pivodu a z hlediska ochrany zivotniho prostifedi jsou
charakterizované jako kovy s toxickym u€inkem na organismy (toxické kovy). Kvili
intenzivnimu a nadmérnému pouzivani fosfatovych hnojiv, istirenskych kald, komunalniho
kompostu a dlilnich odpadi spolu s nedostate¢nou kontrolou primyslového rozvoje doslo k
hromadéni tézkych kovl v padé. Tézké kovy mohou zlstat v pidé po mnoho let a
predstavuji potencidlni riziko fytotoxicity a kontaminace potravniho fetézce (Halim et al.,
2003). Celosvétove jsou tézkymi kovy znecistény rozsahlé oblasti zemského povrchu a jsou
povazovany za jedny z nejvyznamnégjSich znecist'ujicich latek (Bartucca et al., 2022). Jen
zfidka dochazi ke kontaminaci jednim téZkym kovem, zpravidla se ve zneciSténych piidach

vyskytuji soucasné dva nebo vice té¢zkych kovi.

V této souvislosti se pozornost vyzkumnikii zamétuje na vyvoj technologickych postupii pro
odstranéni kontaminantu pomoci rostlin. Prostfednictvim kofenil rostliny absorbuji kovy,
poté dochézi k transportu do nadzemnich ¢asti rostlin, jako jsou stonky a listy, kde jsou kovy
akumulovany. Nasledné jsou tyto rostliny sklizeny a odstranény, ¢imz se z pidy odstrani
¢ast kovl. Po odstranéni rostlin mize byt pida opét osazena novymi rostlinami. Cyklus
fytoremediace se opakuje, dokud se nedosahne pozadované urovné koncentrace kovli v padé

(Soudek et al., 2008).
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3.1 Fytoremediacni technologie

V zavislosti na typu znecist'ujici latky a specifickych potfebach kontaminovaného prostiedi

se fytoremediace rozdé€luje do nékolika fytoremediacnich technik.
Fytoextrakce

Pojmem fytoextrakce se oznacuje zptisob pro odstranovani anorganickych kontaminanti ze
znecisténych mist koteny a jejich ,,pfenasSeni* do nadzemnich tkani rostlin. To je metoda, pti
které rostliny akumuluji kontaminant, poté jsou sklizeny a zpracovany termicky, chemicky
nebo mikrobidln€. Nejcastéji se pomoci fytoextrakce odstraiiuji kovy, ale taktéz lze
odstranovat metaloidy, radionuklidy a nekovy. Pro vyuziti této metody jsou idealni rostliny,
které jsou schopny tolerovat vysoké koncentrace kovii a akumulovat je ve velkém mnozstvi
v nadzemnich ¢astech. Obvykle takové rostliny maji rozvinuty kofenovy systém, rostou
rychle a produkuji velké mnozstvi biomasy, coz zvySuje jejich schopnost odstranit

kontaminanty a urychlit proces fytoremediace.

Existuji pfirozené se vyskytujici druhy rostlin, nazvané hyperakumulatory, které obvykle
odpovidaji vSem témto charakteristikdm (Vanck et al., 2017). Jsou to ,,cenné* rostliny,
ponévadz dokézou ve svych tkénich akumulovat nasobné¢ vyssi koncentraci nez vétSina
jinych rostlin a tim odstranit vEétsi mnozstvi kontaminanti. Nevyhodou vétSiny

hyperakumulatori je jejich pomaly riist a relativné nizka produkce biomasy.

V posledni dobé je velky zdjem o techniku, kterd se nazyva fytomining. Po sklizeni a
provedeni kyselé digesce rostlinné biomasy lze ziskat soli kovu nebo kov k opétovnému
vyuziti, coz muze byt ekonomicky velice vyhodné pro vzacné nebo technologicky cenné

kovy (Bartucca et al., 2022).

V ptipadé nékterych typl kovi, které patii do kategorie esencialnich, je moZznost vyuZivat
sklizenou biomasu s naakumulovanym prvkem k zelenému hnojeni a takovym zplsobem
prenaset a dopliovat nékteré chybéjici prvky v pudach (Quarshie et al., 2021). Napiiklad
konopi seté (Cannabis sativa) péstované na pidé s vysokym obsahem Se akumuluje v
semenech slouceniny metyl-selenocystein a selenometionin, které pfedstavuji vyznamné
zdroje selenu v potraveé. Biomasa konopi set¢ho (Cannabis sativa) obohacena o selen by

mohla byt efektivné vyuzita jako hnojivo pro nasledné péstovani dalSich plodin.
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Za ptedpokladu, ze ostatni Skodlivé latky nepfesahuji pfijatelné limity, pouzitim pud
kontaminovanych Fe, Se a Zn muze byt dosazeno zvyseni obsahu nutricné dulezitych latek

¢ili biofortifikace jedlych plodin nebo picnin (Roxana et al., 2020).
Fytostabilizace

Pomoci fytostabilizace se snizuje pohyblivost tézkych kovl, coz piispiva k poklesu
mnozstvi pidnich erozi, vyskytu prachu unasené¢ho vétrem a omezeni biologické dostupnosti

kontaminantl pro potravni fetézec.
Fytovolatilizace

Tato technologie je zalozena na schopnosti n¢kterych druhti rostlin pomoci kotenového
systému ziskavat kovy z pudy, pfeménovat je na tékavé formy a vypatfovat z listd.
Prostfednictvim této metody je ze znecisténych ploch mozné odstranit rtut’ (Hg), arsen (As),

selen (Se) nebo tékavé organické latky (VOC) (Bartucca et al., 2022).
Fytodegradace

Fytodegradace je proces, pfi kterém rostliny a souvisejici bakteridlni a houbové
mikroorganismy mohou usnadnit spoleCnou pfeménu kontaminanti na latky neSkodici

zivotnimu prostredi (Van¢k et al., 2017).

Timto terminem se také oznacuje proces vylucovani enzymui kofenovym systémem rostlin,

pii kterém vSak existuje riziko pfemény kontaminantu na latky toxické (Soudek et al., 2008).

Obvykle se fytodegradace uplatiuje pii dekontaminaci pudy, kald, sedimentd, podzemni i
povrchové vody pro odstraiovani organickych polutantti, jako jsou herbicidy, insekticidy,

vybusniny ¢i chlorované rozpoustédla.
Rhizodegradace

Rhizodegradace je metoda, pii které je v kofenovém systému rostlin (v rhizosféfe) pfitomno

zvySené mnozstvi mikroorganismi, které se podili na degradaci organickych kontaminantt.

3.2 Chelataéni ¢inidla

Velké environmentalni riziko pro rostliny pfedstavuje kontaminace pidy tézkymi kovy.
Potencialnim a efektivnim feSenim sanace kontaminovanych ptd je pouziti fytoremediace.
Vzhledem k tomu, Ze nékteré¢ kontaminanty maji v piidé omezenou biologickou dostupnost,
zakladnim zaddnim pro uspéch fytoremediace je nalezeni zplsobu, jak solubilizovat a

uvolnit kovy z pidy a nasledn¢ tak usnadnit transport kontaminantu do vyhonkt rostlin.
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Zaucelem zlepSeni akumulaéni schopnosti a urychleni piijmu kovii u nehyperakumulujicich
rostlin byl navrzen ptidavek chelata¢nich ¢inidel (chelatt). Jejich aplikace do pudy pfispiva
ke zlepSeni schopnosti rostlin akumulovat kovy a timto otevira nové moznosti fytoremediace

(Evangelou et al., 2007).

V padnim prostiedi pfi aplikaci chelatu dojde nejprve k tvorbé komplexu rozpustnych kovii
v pidnim roztoku. Jak klesa aktivita volnych kovil, za¢inaji se rozpoustét vazané ionty kovi,
aby vyrovnaly posun v rovnovaze. Tento proces pokracuje, dokud neni chelat nasycen,
pripadné dokud neni vyCerpan pfisun kovli z pevnych fazi a/nebo neni dosazena rovnovaha

a nerozpustnost pevné faze neomezuje aktivitu volného kovu (Blaylock et al., 1997).

Studie Blaylock a kol. (1997) ukazala, ze tohoto cile 1ze dosahnout pomoci syntetickych
chelati. V jejich praci byla pouzita brukev sitinovitd (Brassica juncea) k ukdzce schopnosti
akumulace vysokych koncentraci Pb. I kdyz tato rostlina ma geneticky potencidl akumulovat
Pb a Cd, nedokaze efektivné odstraiiovat tyto kovy z pudy, pokud nejsou solubilizovany

pridanim vhodné pomocné latky, kterd napoméaha pievedeni kovi do roztoku.

V posledni dobé se ptfi raznych fytoextrakénich pokusech Casto vyuZzivaji perzistentni
aminopolykarboxylové  kyseliny = (APCA), jako je  napfiklad  kyselina
ethylendiamintetraoctova (EDTA). Jako alternativy k syntetickym chelatim byly navrzeny
biologicky odbouratelné APCA, jako je ethylendiamindisukcindt (EDDS) a kyselina
nitrilotrioctovd (NTA). Rovnéz bylo provedeno nékolik pokusi s vyuzitim

nizkomolekularnich organickych kyselin (LMWOA) (Evangelou et al., 2007).
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA)

Diky své schopnosti rozpoustét nékteré tézké kovy v zemédélskych pudach je EDTA
pravdépodobné jednim z nejicinnéjSich syntetickych chelatori a hraje kli¢ovou roli ve
fytoremediaci. Tato latka véaze toxické polutanty v pidé a zaroven slouZi jako ochranny

mechanismus rostlin pied abiotickymi a biotickymi stresy. (Quarshie et al., 2021).

Vyzkum Blaylock a kol. (1997) naznacuje, Ze brukev sitinovita (Brassica juncea) je schopna
akumulovat taky Cd, Cu, Ni a Zn z kontaminované ptdy, ktera byla obohacena EDTA a
dal$imi syntetickymi chelaty. Autofi ve své préci potvrdili, ze akumulaci kovii ve vyhoncich
rostlin 1ze zvysit aplikaci CDTA (kyselina cyklohexan diaminoethan tetra-octova), DTPA
(diethylentriaminpentaoctova kyselina), EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina), EGTA
(kyselina ethylenglykol-di-(2-aminoethylether)-tetraoctové) do pudy.
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Liu a kol. (2009) ve svych pracich tvrdi, ze Althaea rosea Cav. ma vysokou toleranci a
schopnost akumulace kadmia (Cd). Proto se ve své studii zaméfili na studium vlivu EDTA,
dodecylsulfatu sodného (SDS) a kyseliny ethylenglykol-di-(2-aminoethylether)-tetraoctové
(EGTA) na fytoremedia¢ni schopnost tohoto druhu vici Cd.

EGTA a SDS se ukazaly jako u¢inné pti zvySovani fytoremediace pomoci Althaea rosea
Cav. v pudach kontaminovanych Cd. Pii aplikaci EGTA a SDS nejenze se zlepsila sucha
hmotnost rostlin, ale také se podpofila akumulace Cd ve vyhonech a kotenech, zatimco
EDTA prokézala toxicitu pro tento druh, coz vedlo ke snizeni riistu rostlin, 1 kdyz do jisté

miry podporovala akumulaci Cd ve vyhonech a kofenech rostlin.

Studie Muhammed a kol. (2009) zduraziuje, ze EDTA u¢inn¢ rozpousti Pb, Cr, Cua Cd v

pude, coz vede k jejich extrakci a akumulaci v rostling Typha angustifolia L.

Pouziti EDTA pfi fytoextrakei v§ak nemusi byt vhodné vzhledem k jeji vysoké perzistenci
v zivotnim prostiedi, coz mize vést ke kontaminaci podzemnich vod (Meers et al., 2005).
EDTA je navic drahé a vyssi davky této latky mohou snizit biomasu a rist rostlin. Prestoze
EDTA muze byt G€¢innym ndstrojem pfi fytoextrakci tézkych kovili, ma Spatnou biologickou
odbouratelnost, coz muze pfispét k dlouhodobému sekundarnimu znecisténi zivotniho
prostiedi. Je proto zapotiebi peclivé zvazit jeji davkovani a dopady na rostliny a pidni
prostfedi, aby se minimalizovaly negativni u¢inky na rostlinny rist, biodiverzitu a pidni

ekosystémy (Quarshie et al., 2021).
Ethylendiamindisukcinat (EDDS)

EDDS je biologicky odbouratelné chelata¢ni ¢inidlo, které je pfirozené produkovano fadou
mikroorganismi. Bylo provedeno nékolik studii s pfidavkem EDDS, ktery se ukézal jako

ucinny pii zvySovani piijmu nékolika kovl (Evangelou et al., 2007).

Ve studii Meerse a kol. (2005) byl popsan vyzkum aplikace kovil a chelatu na slunecnice
ro¢ni (Helianthus annuus). Ptijem Ni, Cu a Zn byl zvySen piidavkem EDDS vice nez

pfidavkem EDTA, zatimco Cd a Pb byly vyraznéji mobilizovany EDTA nez EDDS.

Kos a Lestan (2004) zkoumali vliv pfidavku raznych chelatorii na fytoextrakci médi (Cu)
z pudy. Jako modelovou rostlinu pro fytoextrakéni experimenty bylo zvoleno Brassica rapa
var. pekinensis. Nejucinnéjsi bylo oSetieni s chelatorem EDDS, koncentrace médi v

rostlinach se zvysila 3,3krat ve srovnani s kontrolnim oSetfenim.
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Kyselina nitrilotrioctova (NTA)

NTA je biologicky odbouratelné chelatacni Cinidlo, které se pouziva pfedevSim v
detergentech. Navzdory jeho ocekdvanym pozitivnim vlastnostem bylo provedeno jen malo

studii zamétenych na fytoextrakei kovil za pfitomnosti NTA.

Vyzkum Meerse a kol. (2005) ukazal, ze NTA nezvysil vyznamné piijem Zn, Cu nebo Cd
ve srovnani s kontrolou u slunecnice ro¢ni (Helianthus annuus). AvSak v ptipadé Ni se
piijem zvysil 2,5krat. Autoti také uvadéji, ze degradace NTA probiha rychle, a to jiz do 2
tydnii od aplikace, coz mize byt z dlouhodobého hlediska nevyhodné.

Ve svych fytoextrakénich experimentech Quartacci a kol. (2005) pouzili brukev sitinovitou
(Brassica juncea) pro extrahovatelnost Cd z puidy, NTA byla ptidana jako chelata¢ni ¢inidlo.
V porovnéani s neoSetienymi vzorky se po pfidani 10 a 20 mmol kg' NTA koncentrace

kadmia (Cd) ve vyhonech zvysila 2krat, resp. 3,3krat.
Nizkomolekularni organické kyseliny (LMWOA)

Uvoliovani organickych sloucenin kofeny muize ovliviiovat rozpustnost esencialnich a
toxickych iontil jak nepiimo, tak ptimo. Nepiimo prosttednictvim jejich vlivu na mikrobialni
aktivitu, dynamiku ristu koteni, pfimo prostfednictvim chelatace, acidifikace, precipitace a
oxidac¢né-redukenich reakei v rhizosfére. Kdyz jsou rostliny vystaveny stresu z nedostatku

Fe, nizké koncentrace Ca a P, zvySuje se jejich uvoliiovani.

Vyznamnymi jsou kyselina citronova, kyselina jable¢na a kyselina $tavelova, které diky
svym komplexotvornym vlastnostem hraji vyznamnou roli pfi rozpousténi tézkych kovi, ale
u jednotlivych druhli rostlin se zna¢né 1isi vliv jejich pfidavku na piijem tézkych kovl

(Evangelou et al., 2007).

Nize popsana studie naznacuje, ze pouziti prirodnich organickych kyselin mize byt efektivni

alternativou k syntetickym chelatortim.

Evangelou a kol. (2006) v ramci svého vyzkumu jako alternativy k syntetickym chelatortim
pouZzili tfi pfirodni nizkomolekularni organické kyseliny (kyselinu citronovou, §tavelovou a
vinnou). Tyto kyseliny byly pouzity k ovlivnéni pfijmu Cu a Pb v rostlinach tabaku
(Nicotiana tabacum). Vysledky ukézaly, ze ptidavek kyseliny citronové vedl ke
dvojnasobnému zvySeni piijmu médi, ptidavek kyseliny $tavelové vedl k 0,5ndsobnému
zvySeni, zatimco pfidavek kyseliny vinné nezplsobil Zadné zvysSeni. Nicméné ve stejném

pokusu se ukazalo, Ze ptidavek nizkomolekularnich organickych kyselin nemél Zadny vliv
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na piijem olova. Mozn¢é vysvétleni nedostatku ti¢inku aplikace na fytoextrakci olova miize
spocivat v rychlosti degradace téchto kyselin. Je mozné, ze tyto organické kyseliny se pfilis
rychle rozkladaji v ptdé, coz by mohlo zplsobit nedostatek Casu pro interakci s tézkymi

kovy, jako je olovo, které¢ maji nizkou mobilitu a biologickou dostupnost.

Ve studii Quartacci a kol. (2005) pouzili kyselinu citronovou a NTA jako chelata¢ni ¢inidla
pro piijem a akumulaci Cd v brukvi sitinovité (Brassica juncea). Po ptidavcich NTA a
kyseliny citronové se koncentrace Cd ve vyhoncich zvySovala s urovni Cd v pudé. V
porovnani s kontrolou pii aplikaci kyseliny citronové se koncentrace Cd ve vyhoncich

nezmeénila, zatimco u rostlin oSetfenych NTA doslo k ptiblizné dvojndsobnému zvySeni.

3.3 Alternativni chelataéni ¢inidla

Ackoliv se fytoextrakce ukazala jako perspektivni metoda pro odstranéni tézkych kovi z
kontaminovanych ptiid, ma sva omezeni. Rostliny vyzaduji ¢as na absorpci kovi a jsou
omezeny svou schopnosti pfijimat tyto latky. Pouziti syntetickych chelétori, jako napft.
EDTA, sice zvySuje efektivitu extrakce, ale mize mit vedlejsi negativni G€inky v podobé
fytotoxicity, snizeni biomasy vyhonkii a zvySeného vyluhovani esencidlnich kovil
(Evangelou et al., 2008). Napf. u chelatacnich ¢inidel, jako jsou EDDS a NTA, stale
pretrvavaji obavy ohledné jejich toxicity pro rostliny (chlor6za a nekréza) a negativniho

vlivu na vyluhovani kovii do okolniho prostiedi (Meers et al., 2005).

Jako nahradni feSeni pouZiti tradi¢nich chelatacnich €inidel je moZné zkoumat vyuZiti jinych

latek k mobilizaci tézkych kovi, které by mohly byt perspektivnimi alternativami.

Evangelou a kol. (2008) zkoumali vliv enzymaticky hydrolyzované viny na biologickou
dostupnost téZkych kovl a potencidl jejiho vyuZiti k zvySeni fytoextrakce Cu a Cd z plidy
pomoci tabdku (Nicotiana tabacum). Bylo pozorovano vyznamné zvySeni piijmu médi a
kadmia, a to az 0 850 %, resp. 30 % v zavislosti na davce pouzité hydrolyzované viny. Autofi
uvadi vykazani pouze minimalni pravdépodobnosti vyluhovani kovi pii aplikaci
hydrolyzované viny, coZ je Casto pozorovano pii aplikaci chelatacnich ¢inidel, jako je EDTA
nebo EDDS. Z toho mlZe byt vyvozen zavér, Ze hydrolyzované vlna mize byt mimotadné
ucinnym nastrojem pro zvyseni efektivity fytoextrakce. Je vSak tifeba zdiiraznit, ze ptidani
hydrolyzované viny by mohlo zptisobit vyluhovani kovii, zejména pokud by byla aplikovana

kratce pfed intenzivnimi desti.
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Solcova a kol. (2023) testovali jako nové ekologické chelata¢ni Cinidlo pro odstranovani
tézkych kovl z primyslovych pud hydrolyzat, ktery byl pfipraven tepelnou tlakovou
hydrolyzou odpadniho kuieciho pefi iniciovanou kyselinou jable¢nou, coz vedlo k vyrobé
"zeleného hydrolyzatu" bez ptitomnosti anorganickych soli. Také provadéli porovnani
ucinnosti vysledného hydrolyzatu s EDTA pfi odstraiiovani tézkych kovl z primyslovych
pud kontaminovanych starymi zatézemi. Mezi hydrolyzatem z kuteciho peti a EDTA nebyl
velky rozdil v jejich uCinnosti. Prakticky zcela oba odstranily As, ale pro Cr a Ni lepsi

ucinnost extrakce v pribehu 24 hodin byla pozorovana u hydrolyzatu.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIALY A METODY

4.1

4.2

Pristroje a laboratorni pomiicky
Analytické vahy Kern ABJ 220 - 4NM, Némecko,
Michacka magneticka IKA Color Squid, Laboratory equipment, Némecko,
Termostat (25+1 °C),
Horkovzdugna trouba, Mora, Ceska republika,
Susarna UM 100, Memmert, Némecko

pH metr 720 WTW series InoLab — kombinovana pH elektroda: pH electroda SenTix
41, WTW, rozsah pH 0-14 /0-80 °C/ store in 3 mol/l KCI, Némecko

Spektrofotometr Thermo Scientific Spectrometer Helios Epsilon (USA) (Amax =519
nm, opticka délka kyvety 1 cm)

Mineralizator MLS 1200, digestion/drying module, exhaust module EM-30,

Milestone — microwave laboratory systems, Svycarsko,
Atomovy absorpéni spektrometr ContrAA 800, Analytik Jena AG, Jena, Némecko,
Michadlo RZR 2020, Heidolph, Némecko,

Infracerveny spektrometr Thermo scientific Nikolet iS10 FTIR spektrometr (Thermo

Fisher Scientific Inc., USA),

Lampa (Péstirna bylinek), s LED osvétlenim, Tescoma s.r.0., U Tescomy 241, Zlin,

Ceska republika
Plastové Petriho misky o priméru 9 cm,

Filtraéni papir (grade 1288, plosna hmotnost papiru 80 g/m? zichyt &astic - nad
15 um), P-LAB,

Bézné laboratorni sklo a pomiicky.
Pouzité chemikalie
Aceton (C3HeO), Cistota p.a., Lach-Ner, s.r.o., Cesko

Chlornan sodny 11-15 % (NaOCI, Mr = 74,44 g/mol), Thermo Scientific Chemicals
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- Kyselina chlorovodikova 35 % (HCI, Mr = 36,46 g/mol), Cistota p.a., Penta s.r.o.
- Hydroxid sodny (NaOH, Mr = 40 g/mol), Cistota p.a., Penta s.r.0.
- Kyselina ethylendiaminotetraoctova (EDTA), &istota p.a., Lach-Ner, s.r.o., Cesko

- Peroxid vodiku pro ultrastopovou analyzu 30 % (H20>), analpure — ultra, Analytika,

spol. s r.0.
- Kyselina dusi¢na (HNO3) 65-69 % analpure-ultra, Analytika, spol. s.r.o.

- enzym Lipolase 100L, Biotech, spol s.r.o. a enzym Polyrzyme 12 T byl laskavé
poskytnut prof. Ing. Pavlem MokrejSem, Ph.D.

Testované tézké kovy
- As —arsenitan sodny (NaAsOz, Mr = 129,91 g/mol), Cistota p.a., Penta s.r.0.

- Cd - chlorid kademnaty (CdCl>, Mr = 183,32 g/mol), Cistota p.a., Penta s.r.0.

4.3 Testovana latka

Jako zkousena latka vramci této diplomové prace byl vyuzit keratinovy bilkovinny
hydrolyzat, ktery byl laboratorné vyroben enzymatickou hydrolyzou z kuteciho peti dle
postupu (Mokrejs et al., 2011) schematicky zndzornéného na Obr. 2.
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Priprava kureciho pefi: Rozemleti:
- bﬂé. kufeci pefi; s pfidanim - bylo rozstfihdno ntzkami na
jemngjsiho barevného peti mensi (jemn&jsi) kousky.
- nebyly zahrnuté brka / osten - pFipraveno 100 g
(stfedni ¢ast), jen ,,vétvicky*

Odtucnéni:
- smichano pefi / voda (40+£2 °C) =1/ 50
- prida se lipolyticky enzym (Lipolase) ve
mnozstvi 2,0 % / navazka suchého pefi

Uprava pH smési:
NaOH (5 N) =9.0+0.5

Inkubace: Dalsi aprava:
- teplota 40+2 °C - filtrace s jednou vrstvou tkaniny pfes sito
- doba cca 24 hodin - promyti proudem cCerstvé pitné vody
- zpocatku bylo obsahem - splachnuti peti vodou do zavafovaciho
obcas kratce zamichano hrnce

, H smsic 1. stupeii hydrolyzy:
UPrzaova P e -~ pefi + 0,2 % KOH (1 / 30), stoji pres noc
H3PO4 (2 %) = 9.0+0.5 - michani, 80 °C, 6-8 hod, stoji pfes noc

2. stupeii hydrolyzy:
- pfida se enzym (Polyrzyme 12 T) ve
mnozstvi 2,0 % / navazka mokrého peti

- michani, 50 °C, 6-8 hod
- na konci cyklu maximalni ohfati (cca 95- Filtrace
97 °C) a smé&s povafit cca 5 minut

- stoji pfes noc

Roztok keratinového

Nerozpustny podil hydrolyzétu

SuSeni:
- tenky film (cca 1 cm)
- 60-70 °C, cca 48 hod

Obrazek 2 Schéma zpracovani kuieciho pefi na keratinovy hydrolyzat
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4.4 Rostlinny material

Je¢men sety (Hordeum vulgare), odrida: krmna ozimni, nebyl chemicky oSetien; jetel
inkarnat (Trifolium incarnatum); vikev (Vicia), pSenice (Triticum); technické konopi seté
(Cannabis sativa). Osiva viech rostlin byly laskavé poskytnuty D. Saginkovou ze Z. S. Pitin,

a.s. (ekologické zeméd€lstvi).

4.4.1 Test Kkli¢ivosti

Obecné je princip testu zaloZzen na umisténi semen do specidlnich podminek, jako jsou
konstantni teplota a absence svétla, a sledovani, kolik semen zacne kli¢it a jak rychle.

Postupovano bylo podle nasledujiciho postupu:

Filtraéni papiry byly 3x promyty vafici destilovanou vodou pro odstranéni nezadoucich
latek, nasledné vysuseny v horkovzdu$né troubé&. Ptipravené filtracni papiry byly umistény

na plastové Petriho misky o praméru 9 cm.

Bylo aplikovano dezinfekéni ¢inidlo NaOCI 1 % na semena rostlin. Semena se nachdzela
v 1 % roztoku NaOCI po dobu 15 min, poté byla oplachnuta demineralizovanou vodou.
Takto pfipravend semena byla rovnomérné rozlozena na Petriho misky (n = 10). Bylo
pfidano 5 ml demineralizované vody na jednotlivé vzorky. Nésledné Petriho misky se
semeny byly ulozeny do termostatu s konstantni teplotou 25 + 1 °C na dobu 7 dnt, klic¢eni

Za temna.

Pro kazdy experiment byl test proveden v triplikatech po 10 semenech.

Obrazek 3 Fotografie — screeningovy test klicivosti na Petriho miskach rostlin technické
konopi seté (Cannabis sativa) a jeCmen sety (Hordeum vulgare), Cast ptipravenych vzork,
(foto Licinar, 2024)
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4.4.2 Vliv keratinového hydrolyzatu na rist je¢mene setého (Hordeum vulgare)

Byl pouzit optimalizovany postup, pii kterém kli¢ivost byla testovana v Petriho miskach.
Zkousena latka spolu se semeny za fizenych podminek po dobu 7 dnt byla testovana na
Petriho miskach. Pii testu semena byla ve fyzickém kontaktu se zkousenou latkou. VSechny
pokusy byly provedeny 3x paraleln¢ vedle sebe. Kliceni rostlin a rist kofenti se méfil a

porovnaval s kontrolnim vzorkem.
Postup prace:

Semena jeCmenu setého (Hordeum vulgare) byla dezinfikovana jednoprocentnim NaOCI po

dobu 15 minut, poté byla oplachnuta 3x demineralizovanou vodou.

Dale byly piipraveny pracovni roztoky keratinového hydrolyzatu o koncentraci (bylo

prepocitano na aktualni navazku):
25 mg/l, 50 mg/1, 75 mg/1, 100 mg/1, 200 mg/1, 300 mg/1, 400 mg/l, 500 mg/1.

Pracovni roztok keratinového hydrolyzatu byl michan na magnetické michacce po dobu 10
minut pro dokonalé rozpusténi latek v roztoku. Roztok keratinového hydrolyzatu byl vzdy

Cerstve pripraven v den aplikace.

Filtraéni papir, ktery byl pfedem 3x promyt vatfici destilovanou vodou a vysuSen v
horkovzdu$né troubé€, byl polozen na dno Petritho misky o priméru 90 mm, poté bylo
rovnomeérné rozmisténo na filtraénim papiru 10 semen jeCmenu set¢ho (Hordeum vulgare).
Potom byl aplikovan testovany roztok keratinového hydrolyzatu o objemu 5 ml jednotliveé z
kazdé koncentrace (25 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l, 100 mg/1, 200 mg/1, 300 mg/1, 400 mg/1, 500
mg/l) v triplikétech.

Pti ptipravé kontrolniho vzorku byla pouZita pouze demineralizovand voda bez ptidaného

hydrolyzatu. Vzorek byl pfipraven s 5 ml vody, také ve tfech replikach.

Takto ptipravené Petriho misky se semeny rostlin byly umistény do termostatu udrzujiciho
konstantni teplotu 25 + 1 °C po dobu 7 dnii. Semena byla vystavena testovanému materialu

za fizenych podminek a klic¢ila ve tmé¢.

Po sedmi dnech bylo provedeno méteni rostlin a byly vyhodnoceny parametry jako kli¢ivost,

délka klicku, délka kotene a hmotnost suché biomasy.
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4.4.3 Test vlivu tézkych kovii (Cd, As) na rist je¢mene setého (Hordeum vulgare)

Semena je¢mene seté¢ho (Hordeum vulgare) byla dezinfikovana jednoprocentnim roztokem

NaOCI po dobu 15 minut. Poté byla oplachnuta demineralizovanou vodou.

Ze zasobnich roztokl (arsenu/kadmia) o koncentraci 1000 mg/l byly pfipraveny pracovni

roztoky kovil (arsenu/kadmia) o koncentraci:
5 mg/l, 10 mg/l, 20 mg/1; 12,5 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/l.
Roztoky kovli byly neutralizovany pomoci HCI piipadné NaOH na pH v rozmezi 7 az 7,9.

Dale byla pfipravena sada roztokl tézkych kovl spolu s hydrolyzatem. Byla vyzkouSena

aplikace hydrolyzatu o koncentraci 400 mg/1 (viz Tab. 2).

Tabulka 2 Ptiprava roztokt té¢zkych kovii v kombinaci s keratinovym hydrolyzatem

¢ (As/Cd), mg/l ¢ (Hydr.), mg/1
5
10 400
20

Pracovni roztok keratinového hydrolyzatu byl michan na magnetické michacce po dobu

10 minut pro dokonalé rozpusténi latek v roztoku.

Do Petriho misek byl poloZen filtra¢ni papir. Do kazdé misky bylo rozloZeno 10 predem

pripravenych semen a rovnomérné zvlhceno 5 ml jednoho z ptipravenych roztok.
Vsechny vzorky byly pfipraveny ve tech replikach.

Kontrolni vzorek byl pfipraven bez pfidani tézkych kovii a hydrolyzatu, byla pouZita pouze
demineralizovana voda (5 ml vody, ve tfech replikach).

Petriho misky se semeny byly umistény do termostatu s teplotou 25 + 1 °C po dobu 7 dnd,

kli¢eni ve tmé.
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4.4.4 Stanoveni téZkych kovii atomovou absorp¢ni spektrometrii (AAS) v suché

biomase je¢mene setého (Hordeum vulgare)

Metoda atomové absorpcni spektrometrie se vyuziva k stanoveni obsahu stopovych i
vyznamnych koncentraci jednotlivych prvkia v analyzovaném roztoku. Metodou Ize stanovit
ptes 60 prvkl periodické tabulky s citlivosti od tisicin do stovek mg/l. V ramci této prace
byly vyuzity plamenové (stanoveni Cd) nebo elektrotermické, tzv. grafitova pec (stanoveni

As) metody atomizace.
Mineralizace vzorku

Pro piipravu vzorka rostlin byly celé rostliny ponofeny do ledové chladné EDTA na dobu
Sminut pro odstranéni kovli z povrchu, potom dikladné tiikrat oplachnuty
demineralizovanou vodou, aby se odstranily pfipadné necistoty a zbytky. Poté byly rostliny

vysuseny v susarné pii teploté 70 °C do konstantni hmotnosti.

Pro mineralizaci suSena biomasa byla nejprve navazena v rozmezi 0,1 az 0,3 g (s pfesnosti
na pét desetinnych mist) do pfedem zvazenych mineraliza¢nich kelimkt. K témto vzorkiim

bylo pfidano 2,5 ml 67 % kyseliny dusi¢né a 0,5 ml 30 % peroxidu vodiku.

Slepy pokus, ktery neobsahuje Zadny vzorek rostlin, byl pfipraven z 2,5 ml 67 % kyseliny

dusi¢né a 0,5 ml 30 % peroxidu vodiku.

Jako kontrola, pro kontrolu pfesnosti a spolehlivosti analyzy pomoci atomové absorpéni
spektrometrie (AAS), byl rozkladan 1 certifikovany referencni material QCM — zelena tasa

(Metranal 8, Analytika) s certifikovanym obsahem Cd (0,023 +0,004 ng/g) a As
(41 £3 ng/g).
Ptipravené vzorky a certifikovany referenéni material QCM — zelena tfasa (Metranal 8,

Analytika) byly nasledn€ umistény do mikrovinného rozkladného systému a program byl

spustén po dobu 20 minut (parametry programu viz Tab. 3).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

Tabulka 3 Mineraliza¢ni program

Krok Cas [min] Vykon [W]
1. 2 250
2. 2 0
3. 5 400
4. 2 0
5. 2 500
6. 2 0
7. 6 600

Po vychladnuti na laboratorni teplotu byl obsah mineraliza¢nich kelimkii opatrné
kvantitativné pfeveden do 25 ml odmérnych ban€k a doplnén po rysku demineralizovanou

vodou.

Po pfevedeni mineralizaéniho roztoku vzorkti byly prazdné mineralizacni kelimky
nékolikrat promyty demineralizovanou vodou a po napipetovani 3 ml 67 % kyseliny dusi¢né

byl proveden kompletni proces mineralizace (Cistici krok).
Stanoveni obsahu kadmia pomoci AAS s plamenovou atomizaci

Pro analyzu vybraného prvku byla nejprve provedena optimalizace. Pro Cd (vlnova

délka = 228 nm) tento proces zahrnoval nésledujici zakladni parametry:
- vyska plamene 4 mm,

- pom¢ér acetylenu k vzduchu 0,078,

- pritok plynu 40 I/h.

Po nastaveni vSech nezbytnych parametrii nasledovalo samotné meéteni, béhem néhoz
ptistroj na zakladé pfedem pfipravenych standardnich roztoki kadmia o koncentraci
0,0 mg/l, 1,0 mg/l, 2,5 mg/l, 5 mg/l, 8 mg/l, 10 mg/l pomoci softwaru pfistroje vypocetl
koncentrace daného analytu v méfenych vzorcich. Tento proces vyuZziva kvadratickou

regresni analyzu k pfesnému stanoveni koncentrace analytii ve vzorcich.

Stanoveni obsahu arsenu pomoci AAS s elektrotermickou atomizaci

Vzorek byl nejprve pieveden do kapalné formy a poté byl ptistrojem vstiiknut na grafitovou

pec, ve které byl vzorek vystaven vysokym teplotdm, coz zptisobuje jeho atomizaci. Tento
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proces umoziuje vytvoieni homogenniho plynného proudu vzorku. Pyrolyza probihala pfti

teploté 1100 °C a atomizace pii 2200 °C.

Pro stanoveni koncentrace arsenu ve vzorcich ptistrojem byla vytvofena a vyuzita kalibrace
pomoci ptipravenych standardnich roztoka arsenu o koncentraci: 0 ug/l; 125 ug/l; 250 ug/l;
375 ug/l. Nasledné pomoci softwaru pfistroje vypocitana koncentrace analytu ve vzorku.

Tento proces vyuziva linearni regresni analyzu.

Vypocet koncentrace téZkého kovu v susiné biomasy

Pro pfepocet zjisténé koncentrace tézkého kovu (kadmia, arsenu) v roztoku na gram susSiny

byla vyuzita rovnice:

Cq ' Vroz Mg o
my g

c(téz. k) =

c(téz. k) — obsah tézkého kovu v biomase, mg/g
¢, — koncentrace stanoveného analytu vypocitana z kalibracni kiivky, mg/l
Vo2 — objem roztoku po mineralizaci, 1

m,, — hmotnost navazky suSiny biomasy pouzité k mineralizaci, g

4.4.5 Stanoveni chlorofyli spektrofotometricky

Pro stanoveni chlorofylli byly vyuzity jen zelené ¢asti a rostliny se péstovaly pod lampou

s udrZenim vlhkosti po dobu 7 dnt, se stfiddnim pozice misek — fotoperioda 12/12h den/noc.
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Obrézek 4 Fotografie — kliceni rostlin jemenu setého (Hordeum vulgare) pod lampou,
(foto Licinar, 2024)

Obrazek 5 Fotografie — ukazkové foto vykli¢enych rostlin je¢menu setého (Hordeum
vulgare) pod lampou, (foto Licinar, 2024)

Pro ptipravu vzorkl zaprvé byly zelené ¢asti rostlin oplachnuty demineralizovanou vodou.

Poté byly vysuSeny v susarné pfi teploté¢ 70 °C do konstantni hmotnosti.

Byla zvazena suchd biomasa je¢mene setého (Hordeum vulgare) sptesnosti na pét
desetinnych mist na analytickych vahach. Vzorek byl pfenesen do tfeci misky. V této misce
byly listy rozetifeny s piidavkem 20 ml 80 % acetonu a CaCOs (piiblizné 0,1 gramu, coZ je
na $pic¢ku 1zi¢ky). Tieni bylo ukonceno, kdyz v misce jiz nezistal zadny pevny zeleny
material a vSechny rostliny vzorku byly dikladné rozetfené. Extrakt pfipraveny podle
popsaného postupu byl pienesen do malé kadinky a byl ponechén stat v temnu 15 min. Tteci

miska byla n¢kolikrat omyta malym mnozstvim 80 % acetonu.
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Poté byl extrakt z kadinky zfiltrovan ptes filtra¢ni papir smoceny 80 % acetonem a pteveden
do malé odmérné banky s objemem 25 ml. Odmérna banika byla doplnéna 80 % acetonem

po rysku.

Obrazek 6 Fotografie — ukazkové foto ptipravenych vzorki rostlin je¢menu setého
(Hordeum vulgare) pro spektrofotometrické méfeni, (foto Licinar, 2024)

Vzorky byly prométfeny v kyvetach o optické délce 1 cm na spektrofotometru pii vinovych

délkach 649 a 665 nm, s referenci na 80 % aceton.

Nameétené hodnoty absorbance jednotlivych vzorkl pro vinové délky 649 nm a 665 nm byly

dosazeny do rovnic pro vypocet koncentrace chlorofyll a, b a celkového podle rovnic (2),

(3)a(4):

mg
Chla = 11,63 ) (A665) - 2,39 - (A4_4_9) _l (2)
mg
Chlb == 20,11 ) (A64-9) - 5,18 - (A665) _l (3)
7 mg
Celkovy chl = 6,45 b (A665) + 17,72 b (A4_4_9) (4‘)

Vysledek je vjednotkdch mg/l, tato data byla pfepoftena na mnoZstvi pigmentl ku

hmotnosti rostlin, ve vysledkové Casti uvadéna v jednotkach pg/g.

4.5  Vyhodnoceni parametri

Po uplynuti 7 dnii od zaloZeni pokusu byla spocitana nevyklicend semena a byl zaznamenéan
a vyhodnocen pocet vyklicenych semen. Prvnim sledovanym parametrem byla kli¢ivost

semen. Kli¢ivost semen, kterd je oznacena jako KL, byla vyjadiena jako procento semen,
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ktera uspésn¢ vyklicila v dané sad€ za optimalnich podminek po dobu 7 dnli. Vypocet byl

provadén podle nésledujiciho vztahu (5):

Klicivost:

L=—— % (5)

KL —kli¢ivost, %
V — pocet vzklicenych semen,

y — celkovy pocet semen v sade¢.

Dal$imi hodnocenymi parametry byly prumérnéd délka klicku a kofenu. Tyto tdaje jsou
dualezité pti studiu kliceni semen a ristu mladych rostlin, poskytuji informace o rychlosti a
uspesnosti kli¢eni, mohou slouzit jako indikatory vitality rostliny. Jsou to statistické
ukazatele, které vyjadiuji stfedni hodnotu délek kli¢kt, poptipadé kotenu urcéitého vzorku
semendcki nebo klic¢icich semen. Délka klicku se métila od mista, kde klicek vyrtsta ze
semene, po jeho konec. Méteni kotfenu se provadélo od zakladny kotene, v misté, kde se

spojuje s rostlinnym té€lem, az po jeho konec. Ziskané tidaje byly vyhodnoceny podle vztahii
(6)a (7).
Délka klicku:

KLy + KL,+..
PDKL = % cm (6)

PDKL — celkova primérna délka klicku, cm
KL; — pramérnd délka klicku, cm

x — pocet replikaci (Petriho misek) daného vzorku.

Délka korene:

KR, + KR,+..
PDKR = —% - 2 cm (7)

PDKR — celkova primérna délka kofene, cm
KR, — pramérna délka nejdel§iho kofene, cm

x — pocet replikaci (Petriho misek) daného vzorku.
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Pro porovnani mnozstvi organické hmoty mezi riznymi vzorky bylo provedeno méteni
suché biomasy. To je dulezité pro studium riznych vlivii na rist a vyvoj rostlin. Sucha

biomasa byla vypoctena podle rovnice (8).

Sucha biomasa:

M; + My+..
M=——— g (8)
x
DM — pramérna hmotnost suché biomasy, g
M, - primérna hmotnost vzorku, g

x — pocet replikaci (Petriho misek) daného vzorku

Bylo vyuzivano stanoveni inhibice rstu rostlin k testovani latek, které mohou ovlivnit rtst

rostlin.

Inhibice rustu:
[=— % 9

I — inhibice rustu, %
Hj, — primérna celkova hmotnost kontroly, g

H; — primérnd celkova hmotnost pfi testované koncentraci, g
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5 VYSLEDKOVA A DISKUSNI CAST

Grafy a tabulky v této kapitole prezentuji vyhodnocené vysledky tuc¢inku keratinového
hydrolyzatu a tézkych kovii na vybrané rostliny. Statisticka analyza dat byla provedena a
zpracovana pomoci programu Excel XP (Microsoft); FTIR spektra byla zpracovana pomoci

OriginPro 2024 (64-bit) (verze 10.1.0.170 (Learning Edition)).

Data byla prezentovana s cilem poskytnout piehled o pozorovanych trendech a rozdilech
mezi jednotlivymi experimenty. Na zaklad¢ jiz publikovanych védeckych praci ((Redjala et
al., (2009), Shedeed, Farahat, (2023)) byla jako kontrola pii kultivaci pouzita

demineralizovana voda.

5.1 Kontrola kvality semen a optimalizace postupu kultivace

Optimalizace postupu kultivace

Na zékladé¢ diplomové prace J. Biezinové (2020) byl pro optimalizaci postupu kultivace
rostlin na Petriho miskach vybran jeCmen sety. Bylo vyzkouSeno péstovani semen bez
dezinfekce a s dezinfekci pro zabranéni moznému rozvoji plisni. Jako dezinfekéni ¢inidlo na
semena rostlin byl zvolen NaOCl (Stingu et al., 2012). Na zakladé¢ literatury (Stingu et al.,
2012) bylo testovano ponofeni semen do roztoku NaOCl o koncentracich 1 az 5 % po dobu
5 az 15 min. Z vysledki téchto testl vyplynulo, Ze idedlni je dezinfekce semen v roztoku

1 % NaOCI po dobu 15 min, poté oplachnuti 3x demineralizovanou vodou.

Bylo zvoleno vyuziti 10 semen rostlin pro moZznost rovnomérného rozlozeni na Petriho

misky.

Munzuroglu, Geckil, (2002) ve své praci pii seti semen na Petriho misky navlhcovali
filtratni papir 9 ml testovaného roztoku a Shedeed, Farahat, (2023) vyzkousSeli denné
zavlazovani semen 3 ml piislusného roztoku v zéavislosti na druhu semen a provadénych

testech.

V této praci byla vyzkousena aplikace 3 a 5 ml demineralizované vody na Petriho misku o
praméru 9 cm, aby byla zajiSténa dostatecna vlhkost po dobu kultivace. Zjistilo se, Ze

dostateCnym mnozstvim pro zvlhceni je 5 ml demineralizované vody.

V pracich (Ibafiez et al., (2021), Munzuroglu, Geckil, (2002), Mahmood et al., (2007), Du

et al., (2024)) je uvadeéna doba kultivace semen 3 az 10 dnti dle druhu rostliny a testovanych
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latek. DalSim krokem tedy bylo zvoleni optimalni doby kultivace pro ziskani dostate¢ného
mnozstvi biomasy urcené k analyze na AAS a stanoveni chlorofylu. Testovana byla doba 3
dny, 7 a 10 dnti. Jako optimalni se ukazala sedmidenni kultivace, bylo ziskano dostatecné
mnozstvi biomasy pro planované analyzy a zaroven byla zachovana dobra kvalita

kultivovanych rostlin.
Vybér rostlinnych druhu

Za zvolenych experimentalnich podminek byla otestovana semena vsech rostlinnych druht.
Nicméné jetel inkarnat (7rifolium incarnatum), vikev (Vicia), pSenice (Triticum) neukazaly
ptiznivou tendenci, klicivost byla pod 60 % (viz Tab. 4). I ptesto, Ze semena byla fyzicky
celd, nepoSkozend, nebyla Zivotaschopnd, nemohla klicit a vytvofit novou rostlinu. Existuje
n¢kolik faktort, které mohly ovlivnit vitalitu a zpasobit Spatnou kli¢ivost nami testovanych

semen. Napiiklad, jejich staii, genetickd kvalita a podminky skladovani.

Tabulka 4 Stanoveni kli¢ivosti a vitality semen

jednotlivé druhy klicivost, %
jetel inkarnat (Trifolium incarnatum) 46
vikev (Vicia) 46
pSenice (Triticum) 56
technické konopi seté (Cannabis sativa) 66
jecmen sety (Hordeum vulgare) 96

Z Tab. 4 je vidét, ze ptijatelna kli¢ivost je pouze u technického konopi (66 %) a jeCmene

setého (96 %).

Rostlina Cannabis sativa mé fytoremediacni schopnosti, jak uvadi v své praci Gabriele a
kol. (2023). Autoti navrhuji vyuziti Cannabis sativa pro fytoremediaci piildy kontaminované
pyrenem (PYR), fenanthrenem (PHE) a médi (Cu). Experiment Gabriele a kol. probihal v
kvétinaCich po dobu 50 dnii s rlznymi pocatecnimi koncentracemi polycyklickych
aromatickych uhlovodikli (PAH) a konstantni koncentraci médi (Cu). Vysledky studia
naznacuji, ze Cannabis sativa vykazuje potencidl redukovat obsah PAH a Cu v pidg,
pfiCemz rlst rostlin byl ovlivnén Urovni koncentrace kontaminantii. Nicméné prvni
experimenty realizované v rdmci této diplomové prace ukazaly, Ze jiz samotny keratinovy
hydrolyzat nemél pozitivni pfinos na kli¢ivost a rlst ndmi vybrané odriidy Cannabis sativa

(data nejsou prezentovana). Z tohoto diivodu jsme od pouziti této rostliny upustili a v rdmci
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experimentll bylo pracovano pouze sjeémenem setym (Hordeum vulgare), u kterého

kli¢ivost dosahuje skoro 100 %.

5.2 Vliv keratinového hydrolyzatu na rist je¢mene setého (Hordeum

vulgare)

Cilem tohoto experimentu bylo zkoumani vlivu keratinového hydrolyzatu na kli¢ivost semen
jeCmene setého. Béhem provadéni téchto experimentd bylo testovano vice riznych
koncentraci keratinového hydrolyzatu. Tato variace v koncentracich umoznila detailni
piehled vlivu keratinového hydrolyzatu na rostliny a identifikaci optimalni aplikacni

koncentrace pro maximalni uc¢inek.

Pocet vyklicenych semen je¢mene setého (Hordeum vulgare) z téchto pokust, spolu s
pramérnou kli¢ivosti, kterd se pohybovala v rozmezi od 83 % do 93 %, a dalSimi

biometrickymi parametry pfi aplikaci testovaného hydrolyzatu, jsou uvedeny v Ptiloze P 1.

Morfologie rostlin, které byly vystaveny keratinovému hydrolyzatu, méla nékteré zietelné
rozdily ve srovnani s rostlinami v kontrole, které¢ byly kultivovany pouze v demineralizované
vode€. V obou ptipadech béhem kli¢eni bylo pozorovano pravidelné rozvinuti primarnich
(embryondlnich) kotenii a oddenkové ¢asti (horni ¢asti). Vizudlné rostliny byly vyznamné
siln€j$i s pevnéjSimi klicky. U rostlin kultivovanych za pfitomnosti keratinového
hydrolyzatu byl pozorovan vice rozvinuty kofenovy systém, s poc¢tem kotent 3 az 6, zatimco

u kontrolnich rostlin maximalni pocet kofenu dosdhnul — 5.
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Obrazek 7 Vliv vybranych koncentraci (200-500 mg/1) keratinového hydrolyzatu na
celkovou hmotnost biomasy je¢mene setého (Hordeum vulgare); n=3, primér +
smérodatnd odchylka

Pfi porovnani s kontrolou, kde se pouzivala jen demineralizovand voda bez ptitomnosti
hydrolyzatu, byl pozorovan nértst biomasy pii aplikaci vSech ¢tyt koncentraci keratinového

hydrolyzatu.

Z Obrazku 7 je vidét, ze nejlepsi rist jeCmene seté¢ho (Hordeum vulgare) byl zaznamenan
pfi aplikaci hydrolyzatu o koncentraci 400 mg/l. Toto zjisténi je v souladu s diplomovou
praci J. Bfezinové (2020). Z hlediska tvorby celkové biomasy tato koncentrace rostlindm
prospiva nejlépe, ponévadz nartst biomasy se zvysil 0 39 % ve srovnani s kontrolou. Trochu
niz§i rast byl pozorovan u semen osSetienych keratinovym hydrolyzatem s koncentraci 500 a
300 mg/l, coz odpovida zvySeni nartistd o 33 % a 20 % oproti kontrole. Z Obr. 7 je také
patrné, Ze keratinovy hydrolyzat bude pravdépodobné pfispivat k podpofe ristu nadzemni
casti.

Na zéklad¢ vysledka tohoto experimentu bylo rozhodnuto pro studium vlivu Cd a As na

kli¢ivost a rast rostliny pouZivat hydrolyzat o koncentraci 400 mg/I.

5.3  Vliv Cd a Cd v kombinaci s keratinovym hydrolyziatem na rust
jeCmene setého (Hordeum vulgare)
Cilem experimentu bylo stanovit vliv tézkych kovii, konkrétné kadmia (Cd), na rist jeCmene

seté¢ho (Hordeum vulgare) a zjistit, jaké koncentrace mohou byt toxické a do jaké miry

ovlivni rast rostlin pfidavek keratinového hydrolyzatu.
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Experiment zahrnoval péstovani jeCmene setého (Hordeum vulgare) v kontrolovanych
podminkach (konstantni teplota, kli¢eni za tmy) s pifidavkem Cd v testovanych

koncentracich 5, 10 a 20 mg/l, aby bylo mozn¢ sledovat jejich vliv na rist rostlin.

Kofinky je¢mene u kontrolnich rostlin vypadaly silné a pevné, v den ukonceni experimentu
byl pocet kofinkii 3 az 5. Vzhled rostlin, které byly podrobeny vlivim kadmia, se od
kontrolnich rostlin vyznamné nelisil, a to i pti nejvyssi testované koncentraci 20 mg/l. Pocet
kotinkli v den ukonceni experimentu byl 2 az 5. Nicmén¢ pozorovano bylo lehké zhnédnuti

kotenil u rostlin péstovanych v roztoku kadmia o koncentraci 10 mg/1.

0,14

0,12

0,10 m Kontrola
en
% 0,08 m¢(Cd) =5 mg/l
= Hc(Cd) =10 mg/l
S 0,06 (e =10me
= c(Cd) =20 mg/1

0,04

0,02

0,00

celkova sucha biomasa

Obrazek 8 Vliv Cd (¢ = 5-20 mg/1) na rust je¢mene setého (Hordeum vulgare); n=3,
primér + smeérodatna odchylka

Na Obrazku 8 je vidét, ze aplikace kadmia (Cd) v koncentracich od 5 do 20 mg/l nema
statisticky vyznamny nepfiznivy vliv na rist je¢mene setého (Hordeum vulgare). Nebyly
pozorovany zadné zésadni rozdily v hmotnosti biomasy mezi vzorky s pfitomnosti kadmia
a kontrolnim vzorkem. Toto zjiSténi je v souladu s praci Liu a kol. (2003). Autofi Liu a kol.
(2003) popsali, ze nizké koncentrace Cd maji pozitivni vliv na rast rostlin ¢esneku, avsak
pii vyssich a velmi vysokych koncentracich se jedna o vyrazné toxickou latku. Odhlédneme-
li od chyby stanoveni, miizeme fici, Ze pfitomnost kadmia sniZuje produkci biomasy cca o
15 % oproti kontrole. Tato zjiSténi mohou naznacovat, ze kadmium neprojevuje podstatnou

fytotoxicitu pii koncentracich, ve kterych byl testovan.

Druha ¢ast experimentu zahrnovala kultivaci jeCmene setého (Hordeum vulgare) za

kontrolovanych podminek, které zahrnovaly konstantni teplotu a kliceni ve tmé, pfi¢emz
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rostliny byly vystaveny rtiznym koncentracim Cd (5-20 mg/l) v kombinaci s keratinovym
hydrolyzatem (c(Hydr)=400 mg/l) s cilem sledovat jejich dopad na rust rostliny.

Rostliny péstované s ptidavkem keratinového hydrolyzatu a kadmia byly vyrazné¢ vitalné;jsi
a siln¢jsi s Iépe vyvinutymi primarnimi kofeny a pevnou, zelenou horni ¢asti oproti rostlinam

pestovanym jen za ptitomnosti kadmia. Pocet kotinkl byl 1 az 5.

0,20

m Kontrola
0,18
0,16 Hc(Cd) =5 mg/l
0,14 ® Hydr400+(Cd)5
w 0,12 T mg/1
§ 0.10 1 ¢(Cd) =10 mg/1
=}
é 0,08 Hydr400+(Cd)10
0,06 mg/l
0,04 c(Cd) =20 mg/1
0,02 Hydr400+(Cd)20
0,00 mg/l

celkova sucha biomasa

Obrazek 9 Srovnani ristu jeCmene seté¢ho (Hordeum vulgare) s pridanim Cd (c = 5-
20 mg/1) a Cd+Hydrolyzat (c = 400 mg/l); n=3, primér + smérodatna odchylka
Z Obrazku 9 je ziejmé, ze vyuziti keratinového hydrolyzatu zvySuje toleranci je¢mene
setého (Hordeum vulgare) vici negativnim ucinkiim kadmia. Ve srovnani s kontrolnim
vzorkem, tj. bez keratinového hydrolyzatu, u kterého byla pouZita jen demineralizovana
voda, vzorky s kombinaci keratinovy hydrolyzat a Cd vykazuji zvySeny rast jemene setého

(Hordeum vulgare).

Bylo zjisténo, ze kombinace kovu s keratinovym hydrolyzatem méla rovnéZ pozitivni vliv a
ucinné snizovala nepfiznivé ucinky stresu zpisobeného samotnym Cd. Dokonce pii nizkych
koncentracich Cd (c=10 mg/l) s hydrolyzatem byl rist kofend stimulovan, bylo zjisténo
mirné zvySeni prodluzovani kofenii o 23 %. Obecné kofenovy systém byl hustsi a
kompaktnéjsi, také byly pevnéjsi klicky.

V pfipadé¢ koncentraci kadmia 5 mg/l a 20 mg/l pfitomnost keratinového hydrolyzatu

zlepsila narist rostlin 0 43 % a o 37 %. Néco mén¢ bylo pozorovano pii koncentraci kovu

10 mg/1, zvySeni bylo o 15 % ve srovnani s hmotnosti dosazenou rostlinami pfi rastu na

,,Cistém* kovu.
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Kadmium ma nepatrny inhibi¢ni ucinek na rostliny (Ptiloha P III). Koncentrace kadmia
5 mg/l zptsobila 15,0 % inhibici oproti kontrole, pfi koncentraci 20 mg/l inhibice byla
trochu vyssi - 15,2 %. Nejvétsi inhibiéni efekt na rist rostlin byl zaznamenan pti koncentraci

kadmia 10 mg/1 - 18,7 %.

v

Byl zjistén mirnéjsi inhibi¢ni Uc¢inek v piipadé vyuziti keratinového hydrolyzatu (c=400
mg/l) s kadmiem o koncentraci 10 mg/l na 18,7 %. Pii aplikaci keratinového hydrolyzatu

(c=400 mg/l) s kadmiem o koncentraci 5 a 20 mg/I tento inhibi¢ni ucinek zcela vymizel.

5.4 Vliv As a As v kombinaci s keratinovym hydrolyzatem na rist

je¢mene setého (Hordeum vulgare)

Cilem experimentu bylo posoudit vliv arsenu (As) na rust jemene setého (Hordeum

vulgare) za ptitomnosti keratinového hydrolyzatu.

Obecné tézkeé kovy maji rlizné vlivy na rostliny, obvykle zplisobuji rostling stres, u arsenu
se projevujici ur¢itou degradaci rostlin. Bylo pozorovano, ze po aplikaci As na semena se
rostliny velmi Spatné€ rozvijely anebo naprosto nebyly vyvinuté kofeny u nékterych rostlin,
objevovaly se zhnédnuté konce kotenti. Také se poprvé objevil piipad, kdy se nevyvinula
horni ¢ast rostliny. To bylo zaznamenano pfi vySsich koncentracich kovu, coz mize svédcit
o negativnim dopadu As na riist a vyvoj jeCmene setého, ktery se projevuje inhibicnim
efektem pii vyvoji primarnich kofent a také oddenkovych ¢lankt rostliny.

Vysledkem plisobeni arsenu je mens$i nariist biomasy ve srovnani s kontrolou. Vizualné

rostliny vypadaly mensi, coZz se potvrdilo po zméfeni a vyhodnoceni parametri jako

klic¢ivost, délka kotfenti a horni ¢asti (Ptiloha P II).
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Obrazek 10 Vliv As (¢ = 5-20 mg/1) na rust je¢mene setého (Hordeum vulgare); n=3,
primér + smérodatna odchylka

Z Obrazku 10 jasné vyplyva, zZe s rostouci koncentraci arsenu (As) dochézi k negativnimu
vlivu na rist jeCmene setého (Hordeum vulgare). Takova dynamika signalizuje Skodlivy
dopad arsenu na ristové parametry rostlin a potvrzuje jeho potencialni toxické ucinky, coz
muze vést k naruseni vyZivy, omezeni rlistu a vyvoje.

Bylo pozorovano nejen snizeni suché biomasy, ale i délky kotfene zptisobené vlivem arsenu.
Snizeni délky se zvétSovalo spolu se vzrlstajici koncentraci tézkého kovu. Pii aplikaci
arsenu o koncentraci 5 mg/l bylo pozorovano snizeni délky kofene o 32 %, pfi 10 mg/l a
20 mg/l As az 0 78 % a 80 %. Z toho plyne, Ze zvySen¢ koncentrace As maji negativni dopad
na procesy rustu a vyvoje rostliny. Tato zjisténi naznacuji, ze arsen jiz pii nizkych

koncentracich vykazuje nepfiznivé G¢inky na rist jeCmene setého (Hordeum vulgare).

Druhéd c¢ast tohoto experimentu zahrnovala kultivaci rostlin je¢mene seté¢ho (Hordeum
vulgare), které byly vystaveny riznym koncentracim arsenu (5-20 mg/l) s pridavkem
keratinového hydrolyzatu (400 mg/l). Cilem bylo zkoumat jejich vzajemny vliv na rust
rostlin a zjistit, jak keratinovy hydrolyzat ovliviiuje rust rostlin péstovanych v ptitomnosti

arsenu.

Semena oSetfend 5, 10 a 20 mg/1 As s keratinovym hydrolyzatem 400 mg/1 ukazala lepsi rtist
a vyvoj jak kotfenové soustavy, tak oddenkové ¢asti. VSechny rostliny mély kofeny (mezi 2
az 5) a horni Casti na rozdil od rostlin oSetfenych As s koncentraci 10 a 20 mg/l, rovnéz pfi

tom se znacné€ rozliSovala hmotnost rostlin péstovanych s ptidavkem hydrolyzatu a bez n¢;.
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Obrazek 11 Srovnani ristu je¢mene setého (Hordeum vulgare) s ptidanim As (c = 5-
20 mg/l) a AstHydrolyzat (c = 400 mg/1); n=3, primér + smérodatna odchylka
Z Obrazku 11 miizeme provést srovnani rastu jeCmene setého (Hordeum vulgare) s ptidanim
arsenu (As) v koncentracich od 5 do 20 mg/l a arsenu (As) tychz koncentraci spolu s
hydrolyzatem o koncentraci 400 mg/l. U vSech variant s pfidavkem hydrolyzatu byla
pozorovana stimulace v produkci biomasy (zvySeni hmotnosti) a riistu nadzemnich ¢asti a
kotenii rostlin ve srovnani s rostlinami, které rostly s pfidanim jen As. Tyto hodnoty

hmotnosti jsou stale niz$i nez hmotnost kontroly, ale vyssi nez u samotného arsenu.

Pti aplikaci As o koncentraci 10 a 20 mg/l s pfidavkem hydrolyzatu byl pozorovan nejvétsi
ptirtstek biomasy, aZ 0 97 a 108 %, ve srovnani s aplikaci samotného As o koncentraci 10 a

20 mg/I1.

DalSim potvrzenim neptiznivého vlivu arsenu se stalo vypocteni inhibice rtustu (Ptiloha P
IT). Koncentrace arsenu 5 mg/l zptsobila 40,3 % inhibici oproti kontrole, jiz pti koncentraci
10 mg/l inhibice byla 56,6 %. Nejvétsi inhibicni efekt na rist rostlin byl zaznamenan pfi

koncentraci arsenu 20 mg/1 - 62,4 %.

V situaci, kdy byl aplikovan keratinovy hydrolyzat (c=400 mg/1) s arsenem o koncentraci 5
a 10 mg/l, tento inhibi¢ni Uc¢inek prudce klesnul az na 14,6 % v obou piipadech. Taky pfi
koncentraci arsenu 20 mg/l s keratinovym hydrolyzatem (c=400 mg/l) byl zaznamenan

pokles inhibice na 21,6 %.

Z vysledku vyplyva, Ze keratinovy hydrolyzat ma pozitivni ucinek na rist je€mene setého

(Hordeum vulgare). Obrazek 11 demonstruje, ze ptfidani hydrolyzatu zvySuje toleranci
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rostlin vii¢i ptitomnosti kovu. Z toho se muize udélat predpoklad, ze keratinovy hydrolyzat
ma schopnost piekonat stres zpisobeny pfitomnosti tézkych kovli. Naopak pfi ptidavku jen
arsenu bylo evidentni, ze rostlina stradala.

Z obou experimenti vyplyva, ze cilovy keratinovy hydrolyzat neprojevuje fytotoxicitu,
naopak zvysuje toleranci a ma mirné stimulacni ucinky v porovnani s vysledky ziskanymi
bez jeho pridavku. Vysledky téchto experimentdi mohou byt uzitecné k ochrané

zemédelskych plodin pted negativnimi G¢inky tézkych kovt.

5.5 Stanoveni tézkych kovii atomovou absorpcni spektrometrii (AAS)
v suché biomase

Aby bylo mozné prokdzat, zda dochazi ke zvySené akumulaci As a Cd za pfitomnosti

keratinového hydrolyzatu v rostlinach, bylo provedeno stanoveni jejich obsahu v celkové

biomase jeCmene setého na konci experimentu, tedy po 7 dnech kultivace. Naméfend data

uvedend v Tabulce 5 jsou primérnymi hodnotami tfi nezavislych métenti.

Tabulka 5 Stanoveni obsahu tézkych kovil v je¢menu setém (n = 3, primér + smérodatna

odchylka)
Vzorky c(kovu), mg/l c(kovu) AAS, pg/g
Kontrola - pod limitem detekce
5 89,3+13,8
As 10 56,7£19,4
20 63,2+17,3
5 47,4+6,0
As + Hydrolyzat
(c = 400 mg/l) 10 105,7+5.4
20 178,9+31,1
5 60,4+£8,8
Cd 10 157,3+20,5
20 284,8+44.4
5 52,1+6,3
Cd + Hydrolyzat
(c = 400 mg/l) 10 164,6+17,1
20 385,0+49,4
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Z Tabulky 5 je patrny trend, Ze se zvySujici se koncentraci arsenu a kadmia se zvySuje obsah
kovi v rostlindch, pfi¢emz lze vypozorovat, Ze za piitomnosti keratinového hydrolyzatu je

naakumulované mnozstvi vyssi.

koncentraci. V ptipadé As se zvysujici koncentraci kovu dochdzelo k poklesu
naakumulovaného mnozstvi v je¢menu. To lze pfi¢itat inhibicnimu G¢inku samotného As a

rostliny za takto vysokych testovanych koncentraci jiz nejsou schopny kov akumulovat.

Pfi koncentraci arsenu a kadmia 5 mg/l v kombinaci s keratinovym hydrolyzatem byly
naméefené hodnoty obsahu kovi vzhledem k smérodatné odchylce témét srovnatelné v
porovnani s ptipadem bez ptidavku hydrolyzatu a pozitivni ucinek keratinového hydrolyzatu
se neprojevil. Nejvyssi namétené koncentrace kadmia v rostlindch (385,0+49,4 ng/g susiny)
byly dosazeny pfi pfidani keratinového hydrolyzatu pfi testované koncentraci kadmia
20 mg/l, coz je o 35 % vice ve srovnani s rostlinami, které rostly bez pridavku hydrolyzatu.

Toto naznacuje, ze keratinovy hydrolyzat mtize zvySovat bioakumulaci kadmia v rostlinach.

Pfitomnost keratinového hydrolyzatu s arsenem (¢ = 20 mg/l) zajiStuje bioakumulaci
(178,9+31,1 ng/g) vjeCmenu setém 2.8krat vys§i nez bez piidavku hydrolyzatu
(63,23+17,30 pg/g).

Z namétenych dat vyplyva, ze jeCmen sety za piitomnosti keratinového hydrolyzatu
akumuluje jak kadmium, tak arsen ve zvySenych koncentracich do svych kofent i

nadzemnich ¢asti.
5.6 FTIR analyza

Soudek a kol. (2006) se ve své praci zminili o mechanismech absorpce kontaminantu, jako
je arsen, rostlinami. V riiznych typech rostlin, které byly péstovany v prostiedi s vysokymi
koncentracemi arsenu, je k udrzeni vysoké akumulace znecist'ujici latky v rostlin€ potfebna
komplexace. Také Peer a kol. (2006) naznacuje, Ze zlepSeni efektivity transportu arsenitanu
(As03) z kotent do vyhonki bylo pozorovéano po pfidani dithiolového chelata¢niho ¢inidla

do kultiva¢éniho roztoku.

V doposud publikovanych pracich je uvadéno, Ze keratinovy hydrolyzat mize plsobit jako
chelatacni €inidlo. K objasnéni reakce Cd a As v kofenech je¢mene setého byla pouzita FTIR

spektroskopie. Vzhledem k tomu, ze FTIR spektrum samotného kotene rostliny je slozité a
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»heprehledné“ (viz Pfiloha P IV a Piiloha P V), je na Obr. 12 a 13 zndzornéno FTIR
spektrum kofene je¢mene setého pouze ve spektralnim rozsahu 1750 cm™ — 1450 cm™.
V této spektralni oblasti byly zaznamenany vyznamné zmény oproti kontrole. Pro ndzornost
je zde uvedeno také spektrum cistého keratinového hydrolyzatu v praskové formé, pro ktery

je typicky absorpéni pas 1641 cm™ odpovidajici karbonylové skuping (Alsakhawy et al.,

2022).
o —
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Obrazek 12 FTIR spektrum kotfenil vegetativni ¢asti rostliny jeCmene setého (Hordeum
vulgare) péstovaného ve stresovych podminkach Cd (20 mg/l) a Cd (20 mg/l) v
piitomnosti keratinového hydrolyzatu v rozsahu 1750 cm™ — 1450 cm!
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Obrazek 13 FTIR spektrum kotfenl vegetativni ¢asti rostliny jeCmene setého (Hordeum
vulgare) pestovaného ve stresovych podminkach As (20 mg/l) a As (20 mg/1) v piitomnosti
keratinového hydrolyzatu v rozsahu 1750 cm™ — 1450 cm™

Stingu a kol. (2012) uvadi, Ze zmé&ny absorbance pozorované pii 1639 cm !, 1633 cm ! Ize

ptifadit chelatované formé karbonylu na karboxylové skupin¢.

Pro Cd byl pozorovan posun z 1635 cm ™! na 1633 cm™! a zvyseni intenzity adsorpéniho pasu
pii 1601 cm™'. P¥i kombinaci hydrolyzétu s arsenitanem sodnym doch4zi k posouvani tohoto
absorpéniho pasu z hodnoty 1634 cm™! az na hodnotu 1625 cm™. Tento posun miize byt
zpiisoben vznikem koordina¢ni vazby této skupiny s atomy kadmia, resp. arsenu (Guo et al.,

2022).

5.7 Stanoveni chlorofyli spektrofotometricky

Stanoveni chlorofylu miiZze poskytnout informace o fotosyntetické aktivité rostlin béhem
ristu a mize byt také indikatorem celkového zdravi rostlin. Pisobenim tézkych kovl na
rostliny dochazi ke zmé&nam na trovni horni zelené ¢asti. V disledku toho miize dojit
k omezeni jeji fotosyntetické funkce. To Casto vede ke snizeni mnozstvi fotosyntetického
pigmentu, konkrétné chlorofylu. Snizend hladina chlorofylu mlze byt disledkem jak
degradace tylakoidu, tak inhibice jeho biosyntézy. Tento stav sniZzené fotosyntetické aktivity

muZe vést k mensimu ptirastku biomasy rostlin.
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Tabulka 6 Obsah fotosyntetickych pigmentt chlorofylu (pug/g) u jeCmene setého
péstovaného za podminek stresu kadmiem a arsenem (n = 3, pramér + smérodatna

odchylka)
Celkovy chl,
Vzorky | Chla, pg/g Chl b, pg/g ¢ ;fgv/zc Chl a/Chl b
Kontrola | 1596,7450535 | 892,3+107,35 | 2489,0+564,19 1,79
Hydrd00 | 2413,6+4892 | 1181,8£143,45 | 3595,5+18542 2,04
Cd5 | 21592+49,52 | 1110,9442,05 | 3270,1+15,61 1,94
Cd10 | 19157468935 | 1083,4£305,00 | 2999,1+941,68 1,77
Cd20 | 2111,8£316,91 | 1160,3£247,61 | 3272,2+563,76 1,82
CAdS* 074618731 | 8934511122 | 2668,04282.11 1,99
Hydr400 b b b b b b b
Cd 10+
2029,5+391,87 | 1074,2+280,13 | 3103,7+661,11 1,89
Hydr400
Cd 20 +
2392,1491,50 | 1520,74222,96 | 3912,8+197,67 1,57
Hydr400
As5 | 1923,1£321,20 | 1053,2181,00 | 2976,3+500,54 1,83
As10 | 22297476623 | 1135,84632,91 | 3365,5:545,73 1,96
As20 | 1986,9+419,64 | 1872,9+748,14 | 3859,8+1167,60 1,06
ASSH | 0540443380 | 14941412222 | 3748,14360,68 1,51
Hydr400 b b 2 b 9 b b
AS 10 1 16070387.85 | 15568456073 | 3739,54923.10 1,40
Hydr400 b b b b b b b
As 20 +
2231,4+438,97 | 1638,4+919,84 | 3869,8+1142,48 1,36
Hydr400

Lichtenthaler, (1987) uvadi, Ze chlorofyly a a b se vyskytuji v poméru ptiblizn¢ 3:1. Tento

pomér mohou ménit ristové podminky a faktory prostiedi. Pii vysokém osvétleni a slunci

chlorofyly vykazuji pomér 3,2 aZ 4, zatimco ve stinu rostliny maji niz$i hodnoty tohoto

poméru (napt. 2,5 az 2,9). Sice z vysledku stanoveni chlorofylu u kontroly vyplyva, ze

dosazeny pomér neni dostateCnym, ale vzhledem k laboratornim podminkam, byl tento

experiment vyhodnocen jako dostacujici pro zakladni posouzeni vlivu keratinového

hydrolyzatu a téZkych kovti.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65

Z Tab. 6 je vidét, ze ptfitomnost keratinového hydrolyzatu v rdstovém médiu neméla
vyznamny ucinek na biosyntézu chlorofylu v zavislosti na koncentraci arsenu a kadmia, ale
muZou se pozorovat n¢které pozitivni zmeény. Odhlédneme-li od chyby stanoveni, miizeme
vypozorovat, Zze mirny ucinek na celkovy obsah fotosyntetizujiciho pigmentu byl pozorovan
pfi pouziti hydrolyzatu s koncentracemi kadmia 20 mg/1. Pokud jde o hydrolyzat s arsenem,
byl zaznamendn zvySeny ucinek pii koncentraci 20 mg/l. Na druhou stranu, ale mtizeme fici,

ze samotné kovy pfi testovanych koncentracich nemaji prokazatelné negativni tcinek.

Zajimavym piipadem je zvyseni celkového chlorofylu (3748,1+£360, 68 ug/g) pii aplikaci
keratinového hydrolyzatu s As (5 mg/l). To piedstavuje nartist o 26 % ve srovnani
s mnozstvim celkového chlorofylu u rostlin péstovanych za ptitomnosti 5 mg/l As. Naopak,

u kadmia nebyl zaznamenan zadny podobny tcinek.
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ZAVER
Na zéklad¢ reSerse dostupné védecké literatury byly stanoveny cile experimentalni casti

prace. Hlavnim cilem bylo ur¢it, zda jsou rostliny jecmene setého schopny akumulovat arsen

a kadmium za ptitomnosti keratinového hydrolyzatu.

Nejprve byl proveden test kli¢ivosti rostlin u vybranych rostlinnych druht, na jehoz zékladé
byl pro dalsi experimenty vybran jeCmen sety (Hordeum vulgare). Je¢men vykazal nejvic

piijatelnou kli¢ivost, kterd doséhla 96 %.

Byl zkoumén vliv keratinového hydrolyzatu ziskaného enzymatickou hydrolyzou na
kli¢ivost a rust kofenti rostlin. Testovanim riznych koncentraci hydrolyzatu se zjistilo, ze se
do ur¢ité miry zvySuje ndrGst biomasy pii aplikaci vSech testovanych koncentraci
keratinového hydrolyzatu. Jako optimalni byla vyhodnocena koncentrace 400 mg/l. Tato
koncentrace je nejucinnéjsi pro tvorbu celkové biomasy rostlin, protoze byl pozorovan
nartst biomasy o 39 % ve srovnani s kontrolou, coz urcilo smér dal$ich experimentti. Behem
kliceni se u rostlin pravideln€ rozvijely primarni kotfeny a oddenkova ¢ast. Rostliny mély

rozvinuty kofenovy systém, s poctem koteni 3 az 6.

Nasledné byl testovan vliv Cd nebo As (5-20 mg/l) a téchto koncentraci Cd nebo As v
pritomnosti keratinového hydrolyzatu (c=400 mg/l) na rist jeCmene setého (Hordeum
vulgare). Pti koncentracich, které byly testované, kadmium neprojevilo zédsadni negativni
vliv na mnozstvi biomasy rostlin, nevykazovalo vyznamnou fytotoxicitu. Samotné kadmium
meélo jen mirny inhibi¢ni u¢inek na rist jecmene. NejvysSiho procenta inhibice bylo

dosaZeno pfi testované koncentraci 10 mg/l a to 18,7 %.

Kombinace kadmia s keratinovym hydrolyzatem méla pozitivni efekt a 4€inné€ sniZovala
nepiiznivé ucinky stresu zpisobeného samotnym kadmiem. Pii koncentraci kadmia
(10 mg/1) hydrolyzat mirné€ stimuloval prodluZovani koteni, cca o 23 %. Vyssi koncentrace
kadmia (5 a 20 mg/l) s hydrolyzatem vedly ke zvySenému nariistu biomasy o 43 % a 37 %

ve srovnani se samotnym kadmiem.

Arsen jiz pii niz$ich koncentracich vykazoval vyrazné negativni dopad na rostliny — Spatny
rust, zhnédnuti a zkraceni kofentli az o 78-80 % pfti koncentraci 10 a 20 mg/l. Rust rostlin byl
vyznamné sniZzen vlivem arsenu a jeho vysokou toxicitou. Tomu odpovidalo také vysoké

procento inhibice rlstu u arsenu: 40,3 % pii 5 mg/l, 56,6 % pii 10 mg/l a 62,4 % pii 20 mg/l.
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Aplikace arsenu 10 a 20 mg/l spolu s keratinovym hydrolyzatem naopak méla stimula¢ni
efekt na tvorbu biomasy, nartust az 97-108 % oproti rostlinam péstovanym v ptitomnosti

samotného arsenu.

Pomoci AAS byl méfen obsah téchto tézkych kovii v rostlinach. Vysledky analyzy potvrdily,
ze obsah As a Cd ve vzorcich rostl s jejich zvySujicimi se koncentracemi. Pozitivnim
zjisténim bylo, Ze ptidavek keratinového hydrolyzatu vyrazné zvySoval akumulaci As a Cd

v rostlinach jeCmene, a to az n¢kolikanasobné ve srovnani s kontrolou bez hydrolyzatu.

Nejvyssi namétfené koncentrace Cd (385 ng/g+49.,4) byly pii 20 mg/l Cd s hydrolyzatem,
coz je o 35 % vice nez bez hydrolyzatu. Pfitomnost keratinového hydrolyzatu pti 20 mg/1
As vedla k 2,8ndsobnému zvyseni akumulace: As (178,9 png/g+31,1) oproti samotnému As
(63,2 pg/g+£17,3). FTIR analyza ukézala specifické interakce mezi keratinovym
hydrolyzatem a Cd nebo As, jako je tvorba chelatovanych komplex.

Analyza chlorofylu ukazala, Ze samotné kovy pii testovanych koncentracich nemély vyrazné
negativni U€inek. Hydrolyzat naopak mirn¢ stimuloval biosyntézu chlorofylu, nejvice pfi
kombinaci s 20 mg/l As nebo Cd.

Tyto vysledky ukazuji, Ze keratinovy hydrolyzat mé potencidl zvySovat akumulaci tézkych
kovti v rostlinach, coz miize vést k dalsimu pokroku ve fytoremediaci. Jsou vSak zapotiebi

dalsi vyzkumy pro potvrzeni tohoto pozitivniho efektu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AAS Atomova absorpcni spektrometrie

APCA Kyselina aminopolykarboxylova

CDTA Kyselina cyklohexan diaminoethan tetra-octova

CR  Ceska republika

DTPA Kyselina diethylentriaminpentaoctova

EDDS Ethylendiamindisukcinat

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova

EGTA Kyselina ethylenglykol-di-(2-aminoethylether)-tetraoctova
FTIR InfraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
Hydr Keratinovy hydrolyzat

IAA Kyselina indol-3-octova

LMWOA Nizkomolekularni organické kyseliny

NPK Hnojiva obsahujici dusik (N), fosfor (P), draslik (K)
NTA Kyselina nitrilotrioctova

PAH Polycyklické aromatické uhlovodiky

PHE Fenanthren

PYR Pyren

QCM certifikovany referencni material

SDS  Dodecylsulfat sodny

TOC Total Organic Carbon (Celkovy organicky uhlik)
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UV  Ultrafialové zéieni
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PRILOHA P I: NAMERENE A VYHODNOCENE PARAMETRY PRI
APLIKACI KERATINOVEHO HYDROLYZATU NA RUST
JECMENE SETEHO (HORDEUM VULGARE)

Kontrola

c(keratinovy hydrolyzat), mg/I

Petriho
miska

0

200

300

400

500

Délka kofene: min, cm / max, cm

1

2,9

17,7

1,4 | 15,7

0,8 | 153

1,9 | 15,8

0,2 | 14,7

2

1,1

13,1

0,3 9,6

0,6 | 13,9

0,1 | 13,9

1,6 | 14,3

3

0,5

17,3

1,3 | 18,2

1,1 | 15,6

1,4 | 154

1,2 | 13,8

pocet
vyklicenych
semen

29

28

25

28

27

PDKL -
pramérna
délka klicku,
cm

8,6

9,8

10,7

10,8

10,7

PDKR -
pramérna
délka korene,
cm

11,2

10,2

11,2

9,8

KL -
pramérna
kli¢ivost, %

96

93

83

93

90




PRILOHA P II: NAMERENE A VYHODNOCENE PARAMETRY PRI
APLIKACI ARSENU A KOMBINACI ARSENU S KERATINOVYM
HYDROLYZATEM NA RUST JECMENE SETEHO (HORDEUM
VULGARE)

Nameétené a vyhodnocené parametry pii aplikaci arsenu na rist je¢mene set¢ho (Hordeum
vulgare)

Kontrola c(As), mg/l
0 5 10 20

Petriho miska

Délka kofene: min, cm / max, cm

1 2,4 10,8 0,7 10,8 0,4 3,1 0,2 3,2

2 0,9 11,3 0,5 13,2 0,2 2,8 0,8 2,6

3 0,6 14,4 1,2 8,8 0,3 2,9 0,7 4.4

pocet

vyklicenych 29 25 28 25
semen

PDKL -

pramérna délka 8,1 6,3 3,9 3,0

klicku, cm
PDKR -

prumérna délka 8,5 6.4 2,0 1,9

kofene, cm

KL - primérna
kli¢ivost, %
I — inhibice ristu
kotene, % - 40,3 56,6 62,4

96 83 93 83




Naméfené a vyhodnocené parametry pii aplikaci arsenu v kombinaci s keratinovym
hydrolyzatem na rist jeCmene set¢ho (Hordeum vulgare)

Kontrola c¢(Hydr400+As), mg/1
0 5 10 20

Petriho miska

Délka kofene: min, cm / max, cm

1 2,4 10,8 0,6 14,8 0,3 12,4 0,9 11,1

2 0,9 11,3 1,0 12,2 0,7 13,3 1,2 10,2

3 0,6 14,4 1,5 13,4 0,7 15,1 1,1 8,2

pocet

vyklicenych 29 29 28 26
semen

PDKL -

prumérna délka 8,1 7,6 8,2 5,4

klicku, cm
PDKR -

pramérna délka 8,5 9,5 8,2 6,6

kofene, cm

KL - primérna
kli¢ivost, %

I —inhibice rustu

96 96 93 86

kofene, % - 14,6 14,6 21,6




PRILOHA P III: NAMERENE A VYHODNOCENE PARAMETRY PRI
APLIKACI KADMIA A KOMBINACI KADMIA S KERATINOVYM
HYDROLYZATEM NA RUST JECMENE SETEHO (HORDEUM
VULGARE)

Nameétené a vyhodnocené parametry pii aplikaci kadmia na riist jeCmene setého (Hordeum
vulgare)

Kontrola c(Cd), mg/l
0 5 10 20

Petriho miska

Délka kofene: min, cm / max, cm

1 1,1 12,7 0,6 10,4 3,3 12,3 0,3 13,3

2 1,1 12,3 5,4 13,5 2,1 15,2 2,6 12,4

3 1,3 14,2 0,8 15,2 3,1 16,0 1,3 12,4

pocet

vyklicenych 29 27 27 27
semen

PDKL -

pramérna délka 8,9 8,1 9,2 8,7

klicku, cm
PDKR -

pramérnd délka 9,4 8,9 10,4 8,1

kofene, cm

KL - primérna
kli¢ivost, %
I — inhibice rastu

96 90 90 90

kotene, % - 15,0 18,7 15,2




Naméifené a vyhodnocené parametry pii aplikaci kadmia v kombinaci s keratinovym
hydrolyzatem na rist jeCmene set¢ho (Hordeum vulgare)

Kontrola c(Hydr400+Cd), mg/1
0 5 10 20

Petriho miska

Délka kofene: min, cm / max, cm

1 1,1 12,7 2,0 11,8 0,6 13,3 0,6 7,4

2 1,1 12,3 1,1 16,2 0,6 10,1 0,3 6,8

3 1,3 14,2 0,8 13,3 2,5 10,2 1,4 8,9

pocet

vyklicenych 29 29 29 30
semen

PDKL -

prumérna délka 8,9 9.9 9,8 7.9

klicku, cm
PDKR -

pramérna délka 9,4 11,6 8.4 5,2

kofene, cm

KL - primérna
kli¢ivost, %

I —inhibice rustu

96 96 96 100

kofene, %




PRILOHA P IV: FTIR SPEKTRUM KORENU VEGETATIVNI CASTI
ROSTLINY JECMENE SETEHO (HORDEUM VULGARE)
PESTOVANEHO VE STRESOVYCH PODMINKACH KADMIA A
KADMIA V PRITOMNOSTI KERATINOVEHO HYDROLYZATU V
ROZSAHU 4000 CM™ — 600 CM!

—— Hydr. 400
H+Cd(20)
Cd(20)

—— Hydr. prasek
Kontrola

Absorbance, -

! I ! I ! I I ! | ! I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
VInoéet, cm™



PRILOHA P V: FTIR SPEKTRUM KORENU VEGETATIVNI CASTI
ROSTLINY JECMENE SETEHO (HORDEUM VULGARE)
PESTOVANEHO VE STRESOVYCH PODMINKACH ARSENU A
ARSENU V PRITOMNOSTI KERATINOVEHO HYDROLYZATU V
ROZSAHU 4000 CM™ — 600 CM!

— Hydr. 400
——H + As(20)
As(20)

— Hydr.prasek
Kontrola

Absorbance, -

T I T T T T T T T I T I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
VInodet, em™!



