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Uvod

Fytoremediace je postup vyuzivajici zelenych rostlin
a s nimi asociovanych mikroorganismi, pidnich doplikti
a agronomickych technik pro odstranéni ¢i transformaci
kontaminantt zivotniho prostfedi. Proces fytoremediace
tézkych kovi muze byt zjednodusené popsan jako odstra-
néni kovl zpldy jejich transportem do kofent, stonkt
alistd. Rostliny jsou nasledné sklizeny a odstranény
a plocha je opét osazena rostlinami do té doby, nez se kon-
centrace kovil v piidé snizi na ptijatelnou hladinu'. Rostli-
na vhodna pro fytoremediaci by méla spliovat tii zakladni
predpoklady: méla by rychle rist a produkovat velké
mnozstvi biomasy, méla by mit dostatecné hluboké kote-
ny, lehce sbératelnou nadzemni ¢ast a akumulovat velké
mnozstvi kovil v nadzemni casti. Mezi nevyhody této me-
tody patii produkce rostlin obohacenych o rizikové prvky,
které mohou byt konzumovany zivocichy nebo vyplaveny,
nedostatecnd transpirace rostlin b&hem urcitych obdobi
roku a mozné zvyseni transportu stopovych prvkiu diky
vyluéovani rozpustnych exudati kofeny rostlin. Kofeny
zasahuji pouze do urcité hloubky pudniho profilu, a neni
proto mozné extrahovat kontaminanty z hlubsich horizon-
ti. Rostliny také nemohou riist na padach s toxicky paso-
bici kontaminaci.

V soucasné dob¢ vyuzivaji fytoremediacni technolo-
gie dvé dostupné strategie. Prvni moznosti je pouziti rost-
linnych hyperakumulatort, které mohou vazat kovy ve
velkych mnozstvich, koncentrace tézkych kovii v biomase

Cena Merck

takovychto rostlin ptekracuje o jeden az dva fady hodnoty
ziskané v béZnych rostlinach. Tak napf. penizek modravy
(Thlaspi caerulescens) dokaze vazat az 30 gkg™' niklu,
43 gkg ™' zinku, a 2 g kg”' kadmia a olova®. Mala produk-
ce biomasy hyperakumulatori je tedy kompenzovana vel-
mi vysokym obsahem tézkych kovil v nadzemnich ¢astech
rostliny. Druhou moznosti je péstovani rostlin, které dosa-
huji mirné nadprimérnych obsahi kovll v biomase, toto
ale kompenzuji vysokym vynosem biomasy. Na pudach
kontaminovanych do hlubSich vrstev se pfi fytoremedia-
cich osvédéuji druhy &eledi Salicaceae (viby a topoly)*.
Velkou vyhodou vrb je moznost Castych sklizni, vysoky
vynos biomasy, dobra regenerace (poskliziiové odrustani),
efektivni pfijem zivin, vysokd intenzita a specifickd kapa-
cita jednotlivych druhd, hybridd a klonti absorbovat t&zké
kovy’. Nékteré druhy a klony vrb a topolt viak vykazuji
i velmi vysoky koeficient bioakumulace, diky némuz mo-
hou vykazovat az Skrat vyssi kapacitu piijmu kovd nez
T. caerulescens™®.

Tolerance vyssich rostlin k pfitomnosti t€zkych kovil
je prirozena nebo ziskana schopnost snaset po dlouhou
dobu vysoké koncentrace kovll bez patrného negativniho
pusobeni na metabolismus a schopnosti rozmnoZovani,
kterd je fizena genetickymi vazbami a faktory prostfedi.
Rozvoj tolerance je dlouho trvajici proces a zahrnuje zmé-
ny v genetice rostlin’. Hlavnim mechanismem detoxikace
iontlh kovli v rostlinich je chelatace s ligandy, doplnéna
odlouc¢enim vzniklych komplexi do subcelularnich prostor
(pfevazné do vakuol) nebo do specifickych pletiv rostlin.
Na detoxikaci tézkych kovil v burice se jako chelatujici
ligandy podili pfevazné organické kyseliny. Nejcastéji se
jedna o kyseliny malonovou, Stavelovou, vinnou nebo
citronovou ve vakuole. Komplexy o vétsi stabilité se vy-
tvafi vazbou na histidin, metalothioneinim podobné latky
a fytochelatiny. Anorganickymi ligandy jsou chloridy,
fluoridy, sulfaty a dalsi*’. V této praci jsme se pokusili
posoudit, jaké typy vazeb toxickych prvka ptevladaji
v listech vrby (Salix spp.) rostouci na silné kontaminované
pade.

Experimentalni ¢ast

Vzorky. Smés listd (VK) Salix smithiana, S. alba,
S. rubens a S. dasyclados byla sbirana na podzim roku
2007 vokoli feky Litavky na Piibramsku, kde doslo
k extrémni kontaminaci pudy zpusobené nékolikanasob-
nym vylitim odkalovacich nadrzi blizké kovohuté pfi po-
vodnich. Pida obsahovala 64,1+4,3 mg kg'1 As, 30,5+£2.9
mg kg™' Cd, 2297+42 mg kg™ Pb a 3718+317 mg kg ™' Zn
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(cit.®). Dva kontrolni vzorky byly sbirany v nekontamino-
vané oblasti u feky Vltavy v Praze Zbraslavi na jafe (VZJ)
a na podzim (VZP) roku 2008.

Chemikalie. PouZité kyseliny dusi¢né a chlorovodiko-
va, hydroxid sodny a amoniak byly t¥idy Suprapur®
(Merck, Némecko), octova kyselina byla Cistoty p.a.
(Lachema, CR). Zakladni roztoky prvki o koncentraci
1000 mg "' byly ziskany od firmy Merck. Latka tris (hy-
droxymethyl) aminomethan (Tris) byla ziskana od firmy
Fluka (Némecko). K fedéni roztoki byla pouzita destilova-
na demineralizovana voda (Millipore, USA).

Priprava extraktu v 0,02 mol I Tris-HCI. Navazka
2 g homogenizované biomasy byla extrahovana 50 ml
pufru 0,02 mol 1! Tris-HCI (pH 7,5) po dobu jedné hodiny
v PE lahvicce. Poté byla smés odsttedéna (20 000 g, 4 °C,
20 min), odstfedéna kapalina byla pouzita k dalsim analy-
zam.

Priprava extraktu v 1 M-NaOH. Navazka 0,5 g homo-
genizované biomasy byla extrahovana 5 ml 1 M-NaOH
v PP zkumavce po dobu jedné hodiny. Po nafedéni byla
suspenze neutralizovana na pH 7,5 ptidavky kyseliny octo-
vé o koncentraci 1,7 mol 1" a 0,17 mol 1! za neustélého
michani a sledovani pH, smés byla doplnéna na objem
50 ml a odstfedéna (20 000 g, 4 °C, 20 min), odstfedéna
kapalina byla pouzita k dalSim analyzam.

Stanoveni celkového obsahu prvki. 0,5 g homogeni-
zované biomasy nebo 10 ml extraktu bylo v 110 ml PTFE
nadobce rozkladano ve 3 ml kyseliny dusi¢né za zvysené-

Tabulka I
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ho tlaku s fokusovanym mikrovinnym ohievem (Uniclever
BM1-Z, Plazmatronika, Polsko). Rozlozeny vzorek byl
preveden do 50 ml odmérné banky a obsah prvki byl sta-
noven metodou ICP-MS, na pfistroji Elan DRC-e (Perkin
— Elmer, Norwalk, USA).

Spojeni GPC/ICP-MS. Aparatura pro kvantitativni
vyhodnoceni frakcionace stopovych prvkid byla sestavena
z vysokotlakého Cerpadla Varian Inert 9012 (Varian, Wal-
nut Creek, USA), dvou injektor umisténych pred (smycka
100 pul pro davkovéani vzorku) a za kolonou (smycka
500 wl pro davkovani kalibra¢nich roztokt prvki) a kolo-
ny Superdex 75 HR 10/30 (Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Svédsko); jako detektor slouzil hmotnostni spekt-
rometr, mobilni faze byla Tris-HCl (pH 7,5) o prttoku
0,5 ml min™". Pro preparativni separace byla pouzita kolo-
na Fractogel EMD Bio SEC (Merck), smycka pro davko-
vani vzorku méla objem 2 ml, jako detektor byl pouzit
hmotnostni spektrometr a detektor 9050 UV (Varian), jako
mobilni faze byl pouzit pufr Tris-HCI (pH 7,5), pratok
2 ml min™".

Izolace ligandii stopovych prvkit pomoci afinitni chro-
matografie.  Ligandy  stopovych prvkii  obsazené
v nizkomolekularni frakei extraktu v roztoku Tris-HCl
byly zachyceny absorpci v 1ml chelatacni kolonce HiTrap
(GE Healthcare Bio Science AB, Uppsala, Svédsko) nasy-
cené ionty Cu®’. Absorbované latky byly eluovany pomoci
0,3 mol 1" roztoku amoniaku a eluat byl lyofilizovan.

Celkové obsahy stopovych prvki v susing homogenizované biomasy listii vrb [pg g™']

Prvek Vzorek

VK * VAN VZP©
\% 0,230+0,021 0,657+0,065 3,540,2
Ag 0,0611+0,0062 0,0088+0,0019 0,0476+0,0028
Cd 60,4+4,0 0,398+0,032 1,8120,14
Co 0,742+0,034 1,299:0,068 7,86+0,33
Cu 7,33+0,38 9,28+0,40 39,5+1,8
Cr 0,462+0,054 0,655+0,074 3,77+0,53
Fe 200+11 290422 14524233
Mo 0,096+0,012 0,205+0,012 1,351+0,078
Mn 318428 120,0+8,3 1057462
Ni 8,93+0,53 1,94+0,12 13,8+1,8
Zn 1543+101 66,4+5,2 334421
As 0,535+0,059 0,1224 +0,0091 1,303+0,075
Tl 0,0318+0,0019 0,00486+0,00049 0,0275+0,0023
Pb 89,7+8.6 0,518+0,044 3,74+0,21
Sugina 91,8 % 90,2 % 98,0 %

*Vrba rostouci v kontaminované pidé v okoli feky Litavky na Piibramsku, ° vrba rostouci v nekontaminované ptidé v okoli feky Vltavy
na Praze — Zbraslavi, jarni sbér, ¢ vrba rostouci v nekontaminované pidé v okoli feky Vltavy na Praze — Zbraslavi, podzimni sbér
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MALDI-MS. Méfeni probéhlo na spektrometru Biflex
IV (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Némecko), jako
matrice byla pouzita kyselina 2,5-dihydroxybenzoova,
méfeni probihalo v pozitivnim médu.

Stanoveni obsahu aminokyselin v rostlinné biomase.
Po kyselinovém rozkladu vzorku byly aminokyseliny sta-
noveny iontové vyménnou chromatografii s pokolonovou
derivatizaci ninhydrinem a spektrofotometrickou detekci.

Vysledky a diskuse

Celkové obsahy stanovovanych prvkll v analyzova-
nych vzorcich shrnuje tab. 1. Ze ziskanych dat je patrné, ze
listi kontaminovanych vzorkd obsahuje vyrazné vice kad-
mia (30x), olova (30x) a zinku (5x) nez listi nekontamino-
vané. Arzen, ktery byl v piidé obsaZen také ve zvySeném
mnozstvi, nebyl rostlinou akumulovan. To potvrzuje dfi-
v&j§i poznatky zaznamenané u vrb péstovanych na pudé
ztéto oblasti®. Z porovnani obsahii stopovych prvki
v nekontaminovanych vzorcich VZJ a VZP vyplyva, ze
béhem vegetacniho obdobi doslo k péti az desetinasobné-
mu narustu obsahu stopovych prvki. Dale je patrné, ze
nekontaminovany vzorek VZP obsahuje vyrazné vice zele-
za, manganu a médi, nez vzorek kontaminovany. Vassilev
a spol.” pozorovali sniZeni obsahu Zeleza a fotosyntetic-
kych pigmentil u vrb exponovanych zinku a lze spekulo-
vat, ze podobné se vysoky obsah zinku mohl projevit
ivnaSem pfipad€. Tab. II ukazuje extrahovatelné obsahy

Tabulka II
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stopovych prvkl ve vzorku VK. Pii extrakci do pufru Tris-
HCI se vyextrahovalo vice Fe, Mn a TI; pfi extrakci do
roztoku NaOH se vyextrahovalo vice Cu, Mo, Ni, Zn, As
a Pb. Pro identifikaci vazeb prvki na slozky rostlinné bio-
masy metodou GPC/ ICP-MS byly sledovany pouze prvky
obsazené v extraktu ve vyssich koncentracich (Cd, Zn, Pb,
Mn a Ni). Tab. II ukazuje podily téchto prvki proslé kolo-
nou GPC. Tato hodnota urcuje podil kovii vazanych do
stabilnich komplexd. Zbyly podil obsazeny v iontové for-
me je GPC kolonou pevné vazan a musi byt po skonceni
analyzy odstranén néastiikem roztoku EDTA. Je patrné, ze
pri extrakci do NaOH se v pfipadé Cd, Pb a Zn uvoliuje
vy$si podil stabilnich komplext. V piipadé Ni a Mn podily
proslé kolonou na pouzitém typu extrakéniho ¢inidla neza-
visi. Obr. 1 ukazuje prvkové specifické chromatogramy
extraktu v pufru Tris-HCl a v roztoku NaOH. Je patrné, zZe
pro piipad extrakce do roztoku Tris-HCI jsou ligandy eluo-
vany prevazné v jednom retencnim ¢ase v nizkomolekular-
ni oblasti, zatimco v pfipad¢é extrakce do roztoku NaOH
jsou ligandy eluovany ve vice retencnich ¢asech ve vyso-
komolekularni, stifedné i nizkomolekularni oblasti. Pouzité
extrakéni Cinidlo tedy mize vyznamné ovlivnit kone¢nou
interpretaci vysledkd.

Nizkomolekularni frakce extraktu v pufru Tris-HCI
byla separovana metodou preparativni GPC (kolona Frac-
togel), dale precisténa technikou afinitni chromatografie
s imobilizovanym iontem kovu a podrobena dal§im analy-
zam. V tab. III jsou ukazany nalezené obsahy aminokyse-
lin. Je zfejmy vysoky vyskyt kyseliny asparagové ¢i aspa-

Extrahovatelné obsahy prvki v rostlinné biomase vzorek VK a podily proslé kolonou

Prvek Extrahovatelny podil * Podil prosly kolonou °
extrakce do Tris extrakce do NaOH extrakce do Tris extrakce do NaOH

\Y% <0,001 (<1 %) <0,001 (<1 %)

Ag 0,002 (3 %) 0,009 (15 %)

Cd 8,8 (15 %) 9,9 (16 %) 0,045 (<1 %) 7,5 (76 %)

Co 0,31 (42 %) 0,27 (37 %)

Cu 1,1 (14 %) 3,3 (45 %)

Cr 0,01 (2 %) 0,25 (54 %)

Fe 56 (28 %) 37 (19 %)

Mo 0,03 (34 %) 0,06 (61 %)

Mn 245 (77 %) 193 (61 %) 0,16 (<1 %) 0,13 (<1 %)

Ni 5,4 (61 %) 6,5 (73 %) 4,0 (61 %) 4,4 (66 %)

Zn 573 (37 %) 956 (62 %) 10,5 (1 %) 60,8 (6 %)

As 0,096 (18 %) 0,39 (73 %)

Tl 0,012 (37 %) 0,0052 (16 %)

Pb 2,6 (3 %) 18,9 (21 %) 0,21 (1 %) 5,4 (29 %)

Vysledky jsou uvedeny v ug g”', v zavorce je uveden procenticky podil vztazeny k celkovému obsahu (*) nebo k extrahovatelnému mnoz-

stvi (°)
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Obr. 1. GPC profily jednotlivych prvki pro extrakci do Tris-HCI (1) a do NaOH (2)

Tabulka IIT
Vysledky analyzy aminokyselinového sloZeni nizkomole-
kularni frakce extraktu rostlinné biomasy

Aminokyselina Zastoupeni
[% mol mol™]
Asp 19
Ser 12
Glu 13
Gly 14
Cys 36
Lys 6

raginu a glutamové ¢i glutaminu, serinu, glycinu a cystei-
nu. V MALDI-MS spektru této precisténé frakce byl nale-
zen jeden pik odpovidajici molekulové hmotnosti 1753 Da
(obr. 2).

Vysledky potvrdily jiz zndmou schopnost vrb rostou-
cich na kontaminované pudé akumulovat vysoké obsahy
zejména Cd a Zn*'*"", pii¢emz tyto kovy jsou obsazeny
pfevazné v nerozpustné frakci analyzované biomasy. Niz-
komolekularni latky tvofici rozpustné komplexy s kovy
v extraktech obsahuji vysoky podil aminokyselin cysteinu
a kyselin asparagové a glutamové, tedy latek s vysokou
komplexacni schopnosti. Vysledky tedy naznacuji, ze vrby
pravdépodobné maji u€¢inné detoxikacni mechanismy, diky
jimZ jsou tyto dfeviny tolerantni k vysokym obsahim to-
xickych prvkil v ptidé. Presné popséni téchto mechanismi
vSak vyzaduje dalsi intenzivni vyzkum.
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Obr. 2. MALDI-MS spektrum nizkomolekularni frakce extraktu listi vrby VK piecisténé technikou IMAC

Tato prdace vznikla za podpory vyzkumnych zaméri
MSMT CR MSM 6046137307 a MSM 6046070901.
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K. Malisova®, O. Mestek?, J. Kominkova®, J. San-
tricek®, J. Szakova®, and P. Tlusto¥® (“Institute of
Chemical Technology, Prague, " Czech University of Life
Sciences, Prague ): Concentration of Trace Metals in
Willow (Salix spp.) Leaves

The title method was used for phytoremediation of
soils. The experiments were performed with leaves of wil-
low (S. smithiana, S. alba, S. rubens and S. dasyclados)
grown in soil contaminated with heavy metals (Cd, Zn,
Pb), The ability of the leaves to accumulate these metals
was confirmed. The total contents of metals in 0.02 mol 1”'
Tris buffer (pH 7.5) and in 1 mol 1" sodium hydroxide
extracts were determined. Size exclusion chromatography
combined with inductively coupled plasma mass spec-
trometry was used for separation and determination of
metals in the extracts. The metals in the extracts are pre-
sent mainly in  low-molecular-weight  fractions
(M = 2 kDa). These fractions were obtained by preparative
size exclusion chromatography and refined by immobi-
lized metal affinity chromatography. The compounds in
the fractions were analyzed by amino acid analysis and
MALDI mass spectrometry. The results show that majority
of heavy metals in willow biomass remained in insoluble
residue whereas the extracts contain substantial amounts of
chelating agents, which suggests their role in metal de-
toxication processes in willow plants.



