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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se zabyva vlivem kolagenového hydrolyzatu na klicivost a asimilaci
kovii u rostliny Oves sety (Avena sativa). Literarni ¢ast je vénovana metodam odstranovani
polutanti ze znecisténych oblasti metodami fytoremediace. Tyto metody vyuzivaji vlastnost
nékterych rostlin, akumulovat znecist'ujici a Skodlivé latky do svych pletiv, pfipadné tyto
Skodliviny transformovat na formu méné¢ toxickou pro zivotni prosttedi. Pro podporu vitality
rostlin mohou byt vyuzity bilkovinné hydrolyzaty. Jejich vliv na rostliny je stale predmétem
zkouméni. V rdmci prace byla semena Avena sativa vystavena riznym koncentracim
kolagenového hydrolyzatu (od 100 mg/l do 600 mg/l) a kadmia (od 5 mg/l do 25 mg/l) v
roztoku. Vysledky ukazuji, Ze aplikace kolagenového hydrolyzatu méla pozitivni vliv na
velikost klicku, kterd se zvysila az o 18,6 %. Kadmium mélo dle o¢ekavani negativni vliv
na vSechny méfené biometrické udaje. Asimilace kovll v rostlindch nebyla prokazana.
sorpce kadmia na povrch testovanych rostlin. Vysledky této prace poukazuji na potencial
pro vyuziti kolagenového hydrolyzatu v zeméd¢lstvi a ptipadné pro ochranu rostlin pred

kontaminaci kovy z ptdy.

Kli¢ova slova: fytoremediace, kadmium, test klicivosti, kolagenovy hydrolyzat, asimilace

kovi

ABSTRACT

This bachelor's thesis deals with the impact of collagen hydrolysate on the germination and
assimilation of metals in Oat (4vena sativa). The literary part is dedicated to the methods of
removing pollutants from polluted areas by the phytoremediation methods. The methods use
the property of some plants to accumulate polluting and harmful substances into their tissue,
eventually transform these pollutants into a form which is less toxic for the environment.
Protein hydrolysates can be used to support the plant's vitality. Their influence is still being
examined. As a part of the thesis were the seeds of Avena sativa exposed to different
concentrations of collagen hydrolysate (from 100 mg/l to 600 mg/l) and cadmium (from 5

ml/l to 25 ml/l) in solution. The results show that the application of collagen hydrolysate had



a positive effect on the size of the sprouts, which increased their size up to 18,6 %. Cadmium
had, as expected, a negative effect on all measured biometric data The assimilation of metals
in plants has not been demonstrated. The determined values of cadmium content in the
biomass were probably caused by the absorption of cadmium into the biomass of the tested
plants. The results of this work point to the potential for the use of collagen hydrolysate in

agriculture and eventually to protect plants from contamination of metals from the soil.

Keywords: Phytoremediation, Cadmium, seed germination test, assimilation of metals
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UvVOD

Bilkovinné hydrolyzaty jsou produkty, které vznikaji rozkladem bilkovin na mensi
peptidy a aminokyseliny pomoci enzymii. Hydrolyzaty se Casto pouzivaji jako slozky
hnojiv pro rostliny kvili svému vysokému obsahu dusiku a stimulujicich vlastnosti pro rist
a vyvoj rostlin. Vyuziti hydrolyzovanych zbytkd v zemédélstvi mize pomoci snizit
naklady na hnojeni a zdrovenl omezit mnozstvi odpadu vznikajiciho v potravinaiském

pramyslu.

Vliv bilkovinnych hydrolyzata na kli¢ivost rostlin zavisi na konkrétnim druhu hydrolyzatu
a na jeho davkovani. Nékteré hydrolyzaty mohou stimulovat kliceni semen, zatimco jiné
mohou mit opacny ucinek. V praci J. Bfezinové (2020) byl popsan piiznivy vliv
bilkovinného hydrolyzatu na kli¢ivost semen a rust kotenil fefichy seté (Lepidium sativum)
a rajcete tyCkového (Solanum lycopersicum L.) pii koncentraci 300 mg/l, a na semena
okurky nakladacky (Cucumis sativus) pti koncentraci 400 mg/g jak u keratinového, tak u
kolagenového hydrolyzatu, s mirnym trendem pro hydrolyzat kolagenovy. Naopak v testu
se semeny papriky (Capsicum annuum) byly pozorovany lepsi vysledky pifi pouziti

keratinového hydrolyzatu.

Pokud jde o asimilaci kovu (latinsky assimilatio — za€lenéni, zarovnani) rostlinami, vliv
bilkovinnych hydrolyzatt na kli¢ivost a na asimilaci kovii rostlinami zavisi na konkrétnich
vlastnostech hydrolyzatli a na konkrétnich podminkach, jako je druh rostliny, typ ptdy a

davkovani hydrolyzatu.

Cilem této bakalarské prace je experimentalni oveéfeni ucinkli kolagenového hydrolyzatu
ziskaného enzymatickou hydrolyzou driibeziho pefi na riist semen rostliny a na asimilaci
kovi, konkrétné kadmia. Na zéklad¢ prace Stingu a kol. (2012) byla jako experimentalni
rostlina zvolen oves sety (4vena sativa), u které byly hodnoceny zékladni kvalitativni a

kvantitativni ristové parametry.
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I. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 12

1 FYTOREMEDIACE

Fytoremediace je proces, ktery vyuziva rostliny k cisténi pidy, vody a vzduchu od
nezadoucich latek, jako jsou toxické kovy, ropné latky, pesticidy a dalSi chemicka
zneCisténi. Rostliny se pouzivaji jako pfirozend metoda k odstraniovani téchto latek z
prostiedi. Rostliny absorbuji znecist'ujici latky ze svého okoli pomoci kotent a listi a
nasledné je metabolizuji nebo ukladaji v téle rostliny. Fytoremediace je obvykle méné
nakladnd a mén¢ invazivni nez tradicni metody remediace (opatfeni, kterda maji za cil
obnovit pivodni stav kontaminovaného mista nebo minimalizovat Skodlivé vlivy na
zivotni prostiedi) a mize byt uspésnad v mnoha riznych prostiedi, véetné prumyslovych
lokalit, skladek a kontaminovanych vodnich toki. Proces fytoremediace vSak mulze byt
¢asov€ naro¢ny a ucinnost mize byt ovlivnéna riznymi faktory, jako jsou typ kontaminace,

druh rostlin a podminky prostiedi.

Fytoremedia¢ni metody lze rozdélit do dvou technologickych skupin: fytodekontaminace
a fytostabilizace. Fytodekontaminace je pfimé odstranovani znecist'ujicich latek. Patii sem
napiiklad fytoextrakce, rhizobidlni (kofenova) filtrace, fytodegradace a fytovolatilizace.
Pti fytostabilizaci nejsou kontaminanty piimo odstranovany, ale jejich stabilizaci pfimo na
rostling je zabranéno jejich ptestupu dale do zivotniho prostfedi (Cunningham, 1995). Nize

jsou tyto pouzivané metody strucné vysvétleny a popsany.

Fytostabilizace

je proces, pii kterém jsou rostliny pouzivany k fixaci a stabilizaci kontaminovanych ptd
nebo sedimentl tak, aby byla snizena kontaminace do okolniho prostfedi nebo bylo
zabranéno jeji Sifeni. Tento proces je zalozen na schopnosti kotenti rostlin vazat a udrzovat
toxické kovy a jiné toxické latky v pidé€, ¢imZ sniZuji jejich mobilnost a rozpustnost

(Ansari, 2017).

Fytoakumulace (fytoextrakce)

je proces, pii kterém rostliny pfijimaji, ukladaji a koncentruji latky, jako jsou toxické kovy
a jiné toxické latky z prosttedi, ve kterém rostou. Fytoakumulace je zaloZzena na schopnosti
rostlin absorbovat a ukladat tyto latky v nadzemnich ¢éstech, jako jsou listy a klicky, a
nasledné je odstranit z mista (Ansari, 2017). Tato technika je u¢inna pouze v ptipadé, Ze
rostliny akumuluji velké koncentrace kovii/metaloidii ve vyhoncich a maji ptfiméfenou
produkci biomasy (McGrath, 2003). N¢které druhy rostlin jsou schopny absorbovat a

ukladat vétsi mnozZstvi toxickych kovii a toxickych latek nez jiné. Tyto rostliny se nazyvaji
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hyperakumulatory (viz kap. 3). Hyperakumulatory mohou byt pouzity pro revitalizaci
znecisténych oblasti pomoci procesu fytoakumulace, kdy jsou rostliny péstovany v
kontaminované pudé a nasledné sklizeny a odstranény z mista. Tento proces mtize byt
pouzit jako alternativni nebo doplitkova metoda k tradi¢nim metodam ¢iSténi znecisténé
pudy, jako je naptiklad odstrafiovani horni vrstvy pidy nebo chemické Cisténi (Ansari,

2017).

Fytovolatilizace
zahrnuje pouziti rostlin k zachyceni urcitych kontaminanti a poté k pfeméné do plynné

formy, ktera se vypaii do atmosféry (Ansari, 2017).

Fytofiltrace
oznacuje proces, kde se uvniti rostliny vysrazeji necistoty, jako jsou kovy z rhizosféry,

ktera je jimi prostoupena a ovlivnéna (Ansari, 2017).

Fytodegradace

Pti fytodegradaci jsou rostliny pouzivany k rozkladu organickych latek, jako jsou ropné
latky, na mén¢ toxické slouCeniny. Pfi odstranovani znecisténi v pudé a vodé metodou
fytodegradace se Casto vyuzivaji bakterie. Bakterie mohou pomoci rostlindm tim, ze
zvySuji schopnost rostlin absorbovat a transformovat znecisténi. Naptiklad nékteré bakterie
mohou produkovat enzymy, které rozkladaji organické slouceniny na jednodussi a snadno
absorbovatelné formy pro rostliny. Jiné bakterie mohou rozkladat organické slouceniny,
jako jsou pesticidy nebo ropné latky (Ansari, 2017). V praci Abid A. Ansari a kol. (2017)
je uveden piehled nekterych pldnich polutanti, které by mohly byt odstranény z ptdy

pomoci mikrobidln€ podporované fytoremediace.
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Obrézek 1 Druhy fytoremediace (Ansari, 2017)
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2 FAKTORY OVLIVNUJICI ASIMILACI KOVU ROSTLINAMI

Faktory, které mohou ovlivnit schopnost rostlin asimilovat kovy a mohou mit vliv na riist

a zdravi rostlin:

0 pH pidy — kyseld pida muize zvysit rozpustnost kovli v pade a zlepsit jejich

dostupnost pro rostliny.

0 Obsah organické hmoty v ptid¢ — organicka hmota mize vazat kovy a snizit jejich

dostupnost pro rostliny.

0 Koncentrace kovil v piidé — pfili§ vysokd koncentrace kovii v ptidé muize vést k

toxicité pro rostliny.

0 Typ kovil — rizné kovy maji riznou schopnost byt asimilovany rostlinami.

0 Konkurence s jinymi Zivinami — nékteré ziviny, jako naptiklad véapnik, mohou
soutézit s kovy o vstfebavani rostlinami.

0 Stafi rostlin — mladé rostliny jsou obvykle schopné absorbovat kovy efektivnéji nez

starsi rostliny.

0 Fyziologicky stav rostliny — zdravé rostliny jsou obvykle schopné 1épe asimilovat

kovy nez oslabené rostliny.

0 Ptitomnost mykorhiznich organismii — mykorhizni organismy mohou zlepsit

vstfebavani kovll rostlinami tim, Ze poskytuji rostlindm lepsi piistup k vodé€ a zivinam v

pude.
0 Aplikace nutrientd, stimulatora.
0 Ptitomnost komplexotvornych latek, napf. huminiovych kyselin, se kterymi dany

kov tvoti komplexy. (Richter, 2004).
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3 HYPERAKUMULATORY

Vyssi rostliny jsou schopné metabolizovat a rozkladat mnoho znecistujicich latek. Nékteré
rostliny mohou také akumulovat vysoké koncentrace toxickych kovl a Casto se oznacuji

jako hyperakumulatory.

Byly navrzeny hodnoty hyperakumulace pro koncentrace kovi v listech a kliccich: 100
mg.kg™! nebo vice pro ionty kadmia; 1000 mg.kg™! nebo vice pro ionty niklu, médi, kobaltu
a olova a 10000 mg kg™ pro ionty zinku a manganu. Zarovefi nesmi rostliny vykazovat
znamky fytotoxicity. Tyto mezni hodnoty jsou pfiblizné o jeden fad vyssi, nez jsou

zaznamenany pro b&zné druhy (Baldassarre Svecova, 2018).

Bylo provedeno mnoho védeckych studii na téma hyperakumulace, v¢etné identifikace
novych druhi rostlin, které jsou schopny hyperakumulace riiznych toxickych kovi. Diky
témto studiim méme vice poznatkli o mechanismech hyperakumulace, jako je fytoextrakce

a dal$i metody ¢isténi kontaminovanych oblasti, a jejiho vyuziti v praxi.

Nekteré priklady studovanych hyperakumulatori kadmia jsou: penizek modravy (Thlaspi
caerulescens), fetisni¢nik HallerGv (Arabidopis halleri) (Boominathan, 2003); lilek cerny

(Solanum nigrum) (Sun, 2006); lantana oby¢ejna (Lantana camara) (Soubasakou, 2022).
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4 BILKOVINNE HYDROLYZATY

Rostouci populace a zivotni Groven obyvatelstva souvisi s nartistem spotieby potravin a
spotfebniho zbozi. Dilezitou roli maji produkty vyrobené z piirodnich polymert a
protein. V mnoha primyslovych odvétvich (potravinaistvi, kozeluzstvi, kozedélny
priamysl, farmacie, kosmetika) je zpracovavéana zivoCi$nad bilkovina kolagen, ale také
keratin nebo elastin. Pfi jejich zpracovani vznika velké mnozstvi vedlejSich produkti v

ruznych fazich vyroby, které mohou mit vysoky potencial vyuziti.

Roc¢né jsou nasbirdny miliony tun pefi obsahujici keratin a chrupavek obsahujicich
kolagen, které jsou odpadni surovinou pii chovu driibeze. Likvidace téchto materialti se v
soucasnosti provadi anaerobni transformaci na bioplyn. Jiné zpusoby likvidace téchto
odpadi, spalovanim nebo kompostovanim, jsou problematické, protoze tyto odpady Spatné
hoii a pii kompostovani se rozkladaji velmi pomalu. V piipad¢ likvidace zlistane tento

odpad zcela nevyuzit.

Vedlejsi bilkovinné produkty lze za vhodnych technologickych podminek zpracovavat
ekologicky udrzitelnym zplsobem, coz vede ke snizeni odpadnich vod, sniZeni pevnych
odpadt a k vyrobé produkt, které jsou kvalitativné srovnatelné s produkty z primarni
porazky a dalSich potravinafskych surovin. Dale jsou uvedeny moznosti vyuziti

vyrobenych Zelatin a hydrolyzath:

0 kolagenovy hydrolyzat vyrobeny z kolagenového odpadu z kozed&lného primyslu,

jako dusikaté NPK hnojivo, nebo pouziti pro vyrobu biodegradovatelnych gelt;

0 keratinovy hydrolyzat vyrobeny z kutecich vedlejSich produkti a ovéi viny jako

zvlhc¢ujici a uzaviraci ¢inidlo v kosmetickych piipravcich;

0 zelatina vyrobend z kutecich vedlejSich produkti jako ptisada do sladkosti a jako

funkéni prisada do masnych vyrobki.

V nékterych pifipadech miiZze pouziti bilkovinnych hydrolyzati pomoci snizit negativni
dopady stresovych podminek na klicivost a rist semen a rostlin (Lisiecka, 2011; Wang,

2022), jako jsou naptiklad nedostatek vody, teplotni stres nebo stres toxickymi kovy.
Tym Evy Baldassarre Svecové zkoumal v roce 2018, v ramci projektu BIOSTYM, vyuziti
odpadniho dritbeziho pefi pro ptipravu bilkovinného hydrolyzatu vafenim. Vareni kuiecich

vedlejSich produktl v autoklavu pti 110 °C za ptitomnosti oxidu uhli¢itého (tlakova
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hydrolyza) ma za nasledek tvorbu ¢pavku. Vznikly hydrolyzat byl aplikovan na rostliny.
Pti tomto projektu byl potvrzen pozitivni G¢inek bilkovinného hydrolyzatu na rostliny s

tim, ze budou provedeny dalsi experimenty.

Dalsi metodou ptipravy bilkovinného hydrolyzatu je metoda enzymové hydrolyzy. Kuieci
ptebytky jsou po enzymové piedipravé filtrovany a néasledné suSeny, aby byla ziskéna
koncentrovana forma enzymaticky hydrolyzovanych slozek (obr. 2). Enzymova hydrolyza
je citliva na teplotu, pH a koncentraci enzymu. Pro dosazeni optimalniho rozkladu slozek
je dulezité piesné nastaveni podminek pro kazdy krok procesu. ZvySeni kli¢ivosti semen,
rustu a vyvoje rostlin za pouziti takto ptipraveného hydrolyzatu je popsano napft. v praci J.
Bftezinové z roku 2020.

Diky témto metoddm jsou bilkoviny hydrolyzou pfeménény na peptidy a aminokyseliny,
coz odpovida natizeni EU o vedlej$ich ZivociSnych produktech.

Pouziti téchto smési aminokyselin a peptidi mize zvysit odolnost rostlin vii¢i stresu,

ucinnost fotosyntézy, stomatalni funkci, tvorbu plodu, obsah aminokyselin a fytohormont,

chelataci a syntézu proteinti.

Kuieci Promyti ve vod&, Odtuénéni, odstranéni Bilkovinny
béhaky mechanicka tprava doprovodnych slozek substrit

| Roztok bilkovinného hydrolyzéitu I1. jakosti | - , ‘r
1. stuperi zpracovani

Nabobtnaly ‘ (enzymova pFediprava)
Promyti e PC— + HsO (1:8), pH 7.5 £ 0.3
S le—  bilkovinny THrace - §
(H20) Filtrace Fenzyvm 1-5 %, wiw (faktor 4)

substrat : by
l tiepani 20 h, 23 £ 0,5 °C
2. stupeii spracovidni NerozloFeny zbviek ‘
(extrakce Selatiny/Tydrolyzdtu) ; - -

= H.O (1:8) Fi

’ o o iltrace
teplota 60-90 (+0.5) °C (faktor B) l Enzymova ]1_\,=dr¢3]}'=za |
doba 1-4 h (faktor ), michani n»

Roztok bilkovinného
hydrolyzatu I1. jakosti

| Roztok relatiny/hydrolvzatu 1. jakosti

¥

| suseni v tenkém filmu, rozemleti I—D{ Zelatina / hydrolyzat 1. jakosti |

Obrazek 2 Schéma zpracovani kutecich béhakl na zelatiny
a hydrolyzaty 1. jakosti a hydrolyzaty II. jakosti (pfevzato a
upraveno, Mokrejs, 2019).
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5 VLIV BILKOVINNYCH HYDROLYZATU NA RUST ROSTLIN

Vliv bilkovinnych hydrolyzati na rast rostlin zavisi na mnoha faktorech, jako jsou napf.
druh rostliny, koncentrace hydrolyzati, zptsob aplikace hydrolyzati, typ pady, prostredi.
Vétsina studii ukazuje, ze aplikace bilkovinnych hydrolyzati muaze zlepsit kli¢ivost semen,
zvysit rast kotentl, stimulovat tvorbu listl, zvysit obsah chlorofylu, zlepsit fotosyntézu a
zvysit vynos plodin. Bilkovinné hydrolyzaty mohou byt k dispozici jako tekuty produkt,

rozpustny prasek nebo jako mikrogranulat.

V préci Fitriyah, F a kol. (2022) byla pouzita semena kukutice (Zea mays) a titiny cukrové
(Saccharum officinarum) k posouzeni u¢inku hydrolyzovanych bilkovin na kli¢ivost a rast
rostlin. Bylo zji§téno, Ze zkoumané hydrolyzované bilkoviny zlepSuji kli¢ivost rostlin a
podporuyji riist kotent a klickl. Déle autofi prokézali, ze aplikace bilkovinnych hydrolyzata

zvySuje obsah antioxidantli v rostlinach a zlepSuje asimilaci dusiku.

Italska studie autord Rouphael, Y. a kol. z roku 2021 ukazala, ze aplikace granulovaného
bilkovinného hydrolyzatu pfidaného pifimo do substratu zvySila vySku rostlin, pocet i
plochu listli, obsah dusiku a chlorofylu v listech u piesazenych rajcat a salatu, pticemz
rozdily byly u vSech uvazovanych parametrii zavislé na davce (kontrolni vzorek; 0,5 g/l;

1,0 g/1; 2,0 g/l a 4,0 g/l substratu).

Experiment Sriharan R. a kol. (2022) porovnaval U¢inky hydrolyzati z kufeciho pefi a
hydrolyzati z ryb na rist a vyvoj ¢ajovniku (Camellia sinensis). Aplikace hydrolyzatu
bilkovin zvysila obsah dusiku a fosforu v listech ¢ajovnikd a oba pfidané hydrolyzaty
zvySovaly rist a vyvoj Cajovych ket v porovnani s kontrolnim kefem bez ptidaného
hydrolyzatu. Experiment ukézal, Ze hydrolyzat ziskany z kufeciho pefi mél vétsi pozitivni
ucinek na zlepSeni ristu a vyvoje ¢ajovniku nez hydrolyzat z ryb, cozZ mohlo byt zptisobeno

tim, Ze hydrolyzat z kuteciho pefi obsahoval vétsi koncentrace aminokyselin a peptidi.

Ve studii Jain, B. M., a kol. z roku 2022, byl s¢jovy hydrolyzat aplikovan na semena
pSenice (Triticum aestivum L.) a piskavice fecké (Cicer arietinum L.) v koncentracich
0,5 %, 1 %, 1,5 % a 2 % vodného roztoku. Aplikace probihala béhem 15 minut naméacenim
semen v roztoku hydrolyzatu. Po namoceni byla semena oplachnuta vodou a nechéana klicit
v Petriho miskach. Celkové bylo pouzito pét riiznych variant aplikace, vCetné kontrolni
skupiny s cistou vodou bez hydrolyzatu. Vysledky ukdzaly, ze aplikace sojového
hydrolyzatu zvysila kli¢ivost a rychlost riistu semen obou rostlinnych druht. Konkrétné se

projevil zvyseny pocet klic¢icich semen, vétsi délka kotenil a zvySend hmotnost biomasy.
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Také bylo pozorovano, ze s6jovy hydrolyzat podporuje tvorbu antioxidantii, coz mize vést

k vétsi odolnosti semen a rostlin vici stresovym podminkém, jako je naptiklad sucho.

Existuji 1 studie, které naopak ptinasi vysledky o zadnych nebo dokonce negativnich
ucincich ptidaného bilkovinného hydrolyzatu. Napiiklad studie provedena v letech 2006-
2007 na Ptirodovédecké univerzité¢ v Poznani se skladala ze dvou pokust se sazenicemi
jahodniku, druh ,Elsanta" (Lisiecka, 2011). Sazenice byly vysazeny do cernych
polypropylenovych pytlti 20 x 85 cm, které byly naplnény 12 dm? raselinového substratu.
Rostliny byly Sestkrat posttikdny vodnym roztokem hydrolyzatu (1 %). Prvni postiik byl
aplikovan ke kofenlim (po ptesazeni) a dal§i na fapiky listd. V zavéru studie bylo
konstatovano, ze aplikovany biostimulant na bazi zivoc¢isného hydrolyzatu nemé¢l ptiznivy

vliv na mnozstvi a kvalitu jahodniku a jeho dcetinych rostlin.

Existuje mnoho faktorii, které mohou ovlivnit vysledky jednotlivych studii a zplsobit
rozpory v jejich zavérech. Jednim z téchto faktor mize byt rozdilnd metodika pouzitd v
ruznych studiich, rizné druhy testovanych rostlin nebo riizné koncentrace hydrolyzata
pouzité v experimentu. DalSim faktorem miize byt rozdilné prostfedi, ve kterém jsou
semena nebo rostliny testovany, naptiklad rGzné teploty, vlhkostni a pidni podminky.
Navic mohou byt rozpory v zavérech zplisobeny také rozdilnosti v genetické variabilité

rostlin, coz muze vést k odlisnym vysledkiim ve studiich.
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6 LIMITY PRO OBSAH TOXICKYCH KOVU

Kazda ptda se vyznacuje urcitou hodnotou toxickych kovti, ktera udava jejich piirozeny
obsah. Obsah nékterych toxickych kovii v pidach v Ceské republice je hodnocen limity,

které upravuje legislativa. Jsou to napf.
0 153/2016 Sb. VYHLASKA Ministerstva Zivotniho prostiedi ze dne 9. kvétna 2016

stanoveni podrobnosti ochrany kvality zemédélské pudy a o zméné vyhlasky ¢. 13/1994

Sb., kterou se upravuji nékteré podrobnosti ochrany zemédélského ptidniho fondu.

0 Natizeni vlady €. 75/2015 Sb., o podminkach provadéni agroenvironmentalné-
klimatickych opatfeni a 0 zméné natizeni vlady ¢. 79/2007 Sb., o podminkach provadéni
agroenvironmentalnich opatfeni, ve znéni pozdéjsich predpist.

V ptiloze €. 4, tohoto natizeni vlady, jsou uvedené stanovené maximalni limity pro nékteré

toxické kovy.

Tabulka 1 Stanovené maximalni limity obsahu sledovanych toxickych kovt, které mize
obsahovat vzorek ptidy v podopatieni integrované produkce ovoce a integrovana
produkce zeleniny a jahodniku, uvedené v ptiloze 4; 75/2015 Sb.

Chemicka latka Mezni hodnota celk(:Vévho obsahu chemické latky
v pudé (mg/kg)
1. Olovo (Pb) 100,0
2. Kadmium (Cd) 0,4
3. Rtut’ (Hg) 0,6
4. Chrom (Cr) 100,0
5. Arsen (As) 30,0
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7 SHRNUTI RESERSE A CILE PRACE

Téma fytoremediace a fytostabilizace kontaminovanych pad ukazuje, ze se tyto
technologie stavaji stale vice popularnimi jako alternativa k tradicnim metodam sanace
kontaminovanych oblasti. ZvySeni u¢innosti fytoremediace a fytostabilizace mtze byt
docileno pomoci piidavku rtiznych typt ptirodnich (Stingu, 2012) a syntetickych latek,
jako jsou biostimulatny nebo regulatory rastu. Prostudované prace naznacuji, ze fada
proteinovych hydrolyzath jak zivocisSného, tak rostlinného ptivodu miize pozitivné ovlivnit
klicivost rostlin. V diplomové praci J. Btezinové (2020) bylo zjisténo, ze aplikace
kolagenového hydrolyzatu na semena vybranych typt rostlin ((feticha seta (Lepidium
sativum), okurka nakladacka (Cucumis sativus), rajce tyCkové (Solanum lycopersicum L.))
vedla k vyrazné vyssi kli¢ivosti a rastu rostlin (Bfezinova, 2020). Pozitivni vysledky této
prace tak naznacuji, ze kolagenovy hydrolyzat by mohl byt vhodnym pomocnym
pfipravkem pfi fytoremediacich. Nicméné efekt hydrolyzatu na cely proces je zavisly

pfedevs§im na druhu rostliny a pouzité koncentraci.

Cilem této prace je tak v rdmci naplanovaného experimentu posoudit vliv kolagenového
hydrolyzatu na kli¢ivost a asimilaci kadmia u semen ovsa seté¢ho (4vena sativa). Pro tuto
praci bylo ptipraveno Sest riznych koncentraci kolagenového hydrolyzatu a tfi koncentrace
kadmia. Bylo zkoumano, zda a jakym zplUsobem kolagenovy hydrolyzat ovliviiuje

akumulaci kadmia u semen ovsa set¢ho a jaky ma vliv na jejich kli¢ivost a rist.
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II. PRAKTICKA CAST
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8 MATERIALA METODY

8.1 Pouzité pomiucky a laboratorni technika
0 Plastové Petriho misky o priiméru 9 cm;
0 Sklenéné Petriho misky o priméru 9 cm;

0 Papirové filtry Munktell (grade 1290, plona hmotnost papiru 84 g/m?, filtraéni
rychlost 100 s, zachyt ¢astic 3—5 um);

0 Michacka magnetickd IKA Color Squid, Laboratory equipment, Némecko;
0 Michadlo RZR 2020, Heidolph, Némecko;

0 Analytické vahy Kern ABJ 220 - 4NM, Né¢mecko;

0 Horkovzdusna trouba, Mora, Ceské republika;

0 Temperaéni box (25+1 °C);

0 Mineralizdtor mls 1200, digestion/drying module, exhaust module EM-30,

Milestone — microwave laboratory systems, Svycarsko;
0 Atomovy absorp¢ni spektrometr ContrAA 800, Analytikjena, Némecko;

0 jiné béZné laboratorni pomticky.

8.2 Pouzité chemické latky a smési

0 Siran kademnaty (CdSOs), €istota p.a., Penta s.r.o.
0 Peroxid vodiku pro ultrastopovou analyzu (30 % H20.), analpure — ultra, Analytika,
spol. s r.0.

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

8.3 Materialy

0 Oves sety (Avena sativa) byl zakoupen v obchodu Centrum-bylin.cz; Petr Bezecny,

P¢&kna 44, 643 00, Brno, (nebyl chemicky oSetfen).
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0 Kolagenovy hydrolyzat (KoH) pfipraveny enzymatickou hydrolyzou z kufecich
beéhaka byl laskavé poskytnut prof. Ing. Pavlem MokrejSem, Ph.D. Elementarni analyzou
byl stanoven obsah uhliku 43,55 + 0,16 %, dusiku 12,72 + 0,05 % a siry 1,35 + 0,18 %
(Biezinova, 2020). Piipravu pracovnich roztok kolagenového hydrolyzatu bylo nutné
provést v dostate¢ném piedstihu pro zajisténi dobrého rozpusténi. Kolagenovy hydrolyzat
byl ptipraven v Sesti koncentracich: 100 mg/1, 200 ml/1, 300 mg/1, 400 mg/1, 500 mg/1, 600
mg/l.

8.4 Pouzité metody

8.4.1 Screeningovy test kli¢ivosti

Po zakoupeni semene byl v domacim prostiedi proveden jednoduchy test kli¢ivosti. Test
byl proveden 2x. Postupovdno bylo nasledné: na pfipraveny keramicky talifek a na
navlh¢enou vatu (1x) / navlhéeny ubrousek (1x) byla rovnomérné rozloZzena semena.
Talifek se semeny byl piekryt potravinovou f6lii a umistén na temné misto s teplotou cca
21°C. Pravideln¢ byla kontrolovéna vlhkost vaty/ubrousku a ptipadné byla ptidana dalsi
voda. Vysledek testu klicivosti semen ovsa setého v domacim prostiedi je uveden v

kapitole 9.1.

8.4.2 Laboratorni experiment

Pro ptipravu kontrolniho vzorku byla pouzita pouze voda bez pfidaného hydrolyzatu a bez
ptfidaného kovu. Byla pouzivana pitnd voda z vodovodniho fadu, kterd byla vystavena varu
po dobu 15 minut pro jistotu bakteridlni Cistoty (dale jen voda). Voda byla pfipravena vzdy

nove v den aplikace, pfed aplikaci byla zchlazena na laboratorni teplotu.

Filtra¢ni papiry byly 3x promyty vatici destilovanou vodou pro odstranéni nezddoucich

latek.

Dale byly pfipraveny vzorky oSetfené roztokem kolagenoveého hydrolyzatu (KoH) o
koncentraci 100 mg/l, 200 mg/I, 300 mg/l, 400 mg/l, 500 mg/l a 600 mg/l, bez ptidan¢ho
kadmia; vzorky s kadmiem byly pouzity v koncentraci 5 mg/l, 12,5 mg/l, 25 mg/l a

postupné zkombinovany se v§emi pfipravenymi roztoky KoH.

Do Petriho misek o priméru 9 cm byl poloZen list filtracniho papiru a rovhomérné zvlhcéen

4 ml jednim z ptedem pfipravenych roztokli. Do kazdé misky bylo vyseto 10 semen
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rovnomérn¢ rozmisténych na filtracnim papiru 10 mm az 20 mm od okraje misky. Dilezity

byl kontakt semen se zkousenym materidlem. Vse bylo provedeno ve tfech replikatech.

Triplikaty kontrolniho vzorku a vzorkii bez piidaného kadmia byly pfipraveny v ramci
dvou experimentl. Pro rozliSeni byly tyto testy oznaceny fimskymi Cislicemi 1. a II.

Triplikéty roztokt s kadmiem byly pfipraveny v ramci jednoho experimentu.
Petriho misky (PM) byly uloZzeny ve tmé v klimatizovaném boxu s teplotou 25 °C.

Oznacdeni vzorku

0_0 0... (kontroIni vzorek bez KoH a bez kovu) 0. Cd 5... (vzorek bez KoH)
koncentrace kadmia 0 % koncentrace kadmia 5 %
bez pfidaného kovu pfidany kov kadmium
bez pfidaného KoH bez pfidaného KoH

100 _Cd_12,5... (vzorek s pfidanym KoH a pfidanym kovem)
koncentrace kadmia 12,5 %
pfidany kov kadmium
koncentrace KoH 100 mg/I

8.4.3 Analyza rostlin

Mg¢teni rostlin bylo provedeno sedmy den, pficemz den zalozeni seminek byl oznacen jako
den nula. Kofeny a klicky byly méfeny samostatné, pomoci pravitka s pfesnosti 1 mm. V
ptipad¢, Ze z jednoho seminka vyrostlo vice kofentl, byl zapocten pouze nejdelsi z téchto
kofentl. Kli¢ek byl vzdy jen jeden. Césti rostlin mensi nez 5 mm byly povazovany za
neméfitelné a nebyly zapocteny. Vyhodnocovanymi parametry byla kli¢ivost (rovnice 1),

délka klicku (rovnice 2), délka kotene (rovnice 3) a pocet kofenli na semeno (rovnice 4).

0 Kli¢ivost

ARG _GR1+GR2+-- (1)

kde
ARG — Kkli¢ivost [%]
GR — pocet vzklicenych semen

x — celkovy pocet semen
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0 Délka klicku

__GLP1+GLP2+--

AGLP =2 2)

kde
AGLP — celkovéa priimérna délka klicku [mm)]
GLP — primérna délka klicku [mm]

y — pocet sad Petriho misek daného vzorku

0 Délka kofene

_RHLP1+RHLP2+--- (3)

ARuLP

ARHLP — celkova priimérna délka kotene [mm]

RyLP — primérné délka nejdelsiho kotene [mm]

y —pocet sad Petriho misek dané¢ho vzorku

o Pocet kofeni/semeno

ARSP _RSP1+RSP2+-- 4)

kde
ARSP — celkovy primér poctu kofent na jedno semeno [ks]
RSP — primérny pocet kotfeni/semeno [ks]

z — pocet vykli¢enych semen

8.4.4 Mineralizace

Pro posouzeni asimilace kadmia bylo vybrano, na zéklad¢ planovaného experimentu (data
nejsou prezentovana), Sest typu triplikatd vzorkd (0 0 0; 600 0 0; 0 Cd 25;
300 Cd 12,5; 600 Cd 5; 600 Cd 25). Celé rostliny téchto vzorkd byly dikladné
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oplachnuty destilovanou vodou (3x) a vysuSeny v horkovzdu$né troub& pii teploté
60 — 80 °C do konstantni hmotnosti a poté byla suSena biomasa zvazena s presnosti na pét

desetinnych mist na analytickych vahach.

Pro stanoveni koncentrace kadmia v rostlinnych pletivech ovsa, byly vysuSené vzorky
ptevedeny do teflonovych patron a po pfidani 2,5 ml HNO3 a 0,5 ml 30 % H>O: byly
mineralizovany pod dobu 20 minut. Po vychladnuti byl obsah patrony pieveden do 25 ml

odmérné banky a doplnén po rysku destilovanou vodou.

8.4.5 Stanoveni obsahu kadmia pomoci AAS
Ke stanoveni obsahu kadmia byla pouzita metoda atomové absorp¢ni spektrometrie (AAS).

Pted vlastnim stanovenim kadmia v pfipravenych vzorcich, byla nejprve zméiena
kalibra¢ni kiivka pomoci pfipravenych standardnich roztokli kadmia o koncentraci: 0,5
mg/l; 1 mg/l; 2 mg/l; 5 mg/l; 10 mg/l. Vzorek byl vpraven do plamenového atomizatoru,
kde byl rozptylen na atomarni Grovenl. Atomové zareni kadmia bylo nasmérovano do

spektrofotometru, kde byla detekovana jeho absorbance pii vinové délce 228 nm.

Koncentrace kadmia v testovaném vzorku je vypoctena pomoci kalibra¢ni kiivky (obr. 3 a

4), ktera byla vytvoiena z absorp¢nich spekter standardnich roztokd.

1 A =-0,007c?+0,155c + 0,0383
0,9 R%?=0,9931
0,8
0,7
0,6
— 0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0 2 4 6 8 10 12
c Cd (mg/)

Obrazek 3 Stanoveni kadmia — kalibra¢ni kiivka pro analyzu prvni
sady vzorkl, bez obsahu kadmia
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1 A =-0,0073c? +0,1567c + 0,0388

0,9 RZ=0,9918 ..o )
0'8 .............

0,7

0,6 Ry

0,3

01 | .®
0oe®
0,1 0 2 4 6 8 10 12

¢ Cd (mg/1)

Obrazek 4 Stanoveni kadmia — kalibracni kiivka pro analyzu druhé
sady vzorkl, s obsahem kadmia

0 Vvypocet koncentrace kadmia v suSiné

Zjisténé koncentrace kadmia v roztoku byly pfepocteny na gram susiny podle rovnice 5.

=tV (Z9) 5)

my g

Kde

v... obsah kadmia ve vzorku
Ca... koncentrace stanoveného analytu [mg/1]
V... objem roztoku [1]

mi...hmotnost  navdzky  suSiny biomasy pouzit¢ k  mineralizaci [g]
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9 VYSLEDKOVA A DISKUSNI CAST

9.1 Stanoveni klicivosti a vitality semen

Nejprve byl proveden screeningovy test kli¢ivosti v domacich podminkach. Byly
provedeny dva testy schopnosti kliceni semen ovsa. V prvnim testu bylo zalozeno 80 ks
seminek, z nichz 7 ks nevykli¢ilo. V druhém testu bylo zalozeno 100 ks seminek,
nevykli¢ilo 8 ks. Kli¢ivost tak byla vyhodnocena jako 91 % resp. 92 %. Pozorované kli¢ky
byly silné, pevné a mély svétle zelenou barvu, coz bylo zptisobeno klicenim ve tmé. Kotfeny
zacaly tvofit sit’. Rostlinky byly celkové vitdlni a bylo jednoznacné potvrzeno, ze
zakoupend semena jsou s dobrou kli¢ivosti. S ohledem na velikost pfipravenych Petriho
misek o priméru 9 cm a vitality rostlin byla zvolena osmidenni (v¢etné prvniho dne

oznacené¢ho jako den nula) doba trvani testu.

80 ks semen

Obrazek 5 Fotografie — Screeningovy test
kli¢ivosti (foto Michaliskova, 2023)

Po provedeni screeningového testu bylo ptikroceno k testu v laboratornich podminkéch s

aplikaci kolagenového hydrolyzatu a kadmia.

Nicméné v laboratornich podminkach se kli¢ivost snizila na 30-33 %, 1 piesto, ze byl
zachovan stejny postup kultivace ovéfeny jiz v diplomové praci J. Bfezinové z roku 2020,

v ramci které¢ho bylo dosazeno vzdy uspokojivého procenta kli¢ivosti u vSech testovanych
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rostlin. Nizké kli¢ivost obecné¢ mize byt zpilisobena riznymi faktory, naptiklad nizkou
kvalitou semen, nespravnymi podminkami pro kliceni nebo nevhodnym skladovanim
semen pred klicenim. Bylo tedy provedeno opakovani tohoto testu s pouzitim jak pfevaiené
kohoutkové pitné vody, kohoutkové pitné vody (Stingu, 2012) a destilované vody (Szopa,
2023). Vzdy s velmi podobnymi vysledky. I prestoze byly v priibéhu testu kli¢ivosti
dodrzeny veskeré¢ standardni podminky doporucované pro tyto testy kli¢ivosti a zaroven
bylo pii screeningovém testu realizovaném v doméacich podminkach prokazano, Zze
pofizend semena byla kvalitni a ,,zdrava®, se divod snizeni kliCovosti v ramci této prace
nepodaftilo z ¢asovych divodi objasnit. Proto byly tyto hodnoty kli¢ivosti povazovany za
piijatelné a byly zahajeny dalsi experimenty, jejichz vysledky jsou uvedeny v nasledujicich

kapitolach.

Obrazek 6 Fotografie — test klicivosti, ¢ast pfipravenych

vzorki oves sety (Avena sativa) (foto Michaliskova, 2023)

9.2 Hodnoceni vlivu kolagenového hydrolyzatu za pritomnosti kadmia

na kli¢ivost a rust ovsa setého (4vena sativa)

Hodnoceni vlivu KoH na kli¢ivost a rtist ovsa setého bylo realizovano v ramci dvou
experimentli, a to v rozsahu: kontrolni vzorek (pfevafend pitnd voda) a vzorky bez
pfidaného kadmia. Byly naméfeny odliSné vysledky, z tohoto diivodu je na obréazcich
rozliSeni fimskymi Cislicemi . a II. Data jsou prezentovana formou sloupcovych grafii jako
prumér £+ smérodatna odchylka. Hodnoticimi parametry jsou délka klicku, primérna délka
kofinkli, primérnd délka nejdelSiho kofinku. Vyhodnocen byl také pocet kotinka
pfipadajici na semeno formou krabicového grafu, kde je prezentovan primér, medidn a
minimélni a maximalni naméfend hodnota (kap. 9.2.5). Hlavni osa y (vlevo) udava délku

¢asti rostliny v milimetrech (mm), vedlejsi osa y (vpravo) pak udava celkovy pocet kofenti
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na semeno vyjadreny v kusech (ks). Udaje o poctu kofenti na jedno semeno jsou na
obrazcich nize zndzornény pouze orientacné bez uvedeni rozptylu hodnot, z divodu

zachovani ptehlednosti prezentovanych dat.

Data, ktera byla pouzita k tvorb& obrazki jsou soucasti ptiloh této bakalarské prace.

9.2.1 Vliv KoH bez piidaného kadmia

V prvnim experimentu byl porovnavan vliv riznych koncentraci KoH na rtist ovesnych
klickdi a kofenti bez ptitomnosti kadmia. Jak je patrné z dat prezentovanych na obr. 7
hodnoty sledovanych parametri se pohybuji v ramci chyby méfeni, nicméné lze

vypozorovat jisty trend.

V testu €. L. byl nejdelsi klicek naméfen u semen osetfenych roztokem KoH o koncentraci
400 mg/l; primérné nejdelsi kofen mél vzorek s 200 mg/l KoH; nejvétsi pocet kotend mél
roztok 400 mg/l KoH. Nejdelsi kofen v absolutnim ¢isle mél vzorek oSetfeny roztokem 400
mg/1 KoH a to 74,25 £+ 34,72 mm, coz ale bylo 0 36,3 % mén¢ nez absolutné nejdelsi koten
kontrolniho vzorku (117+ 58,63 mm). Naopak nejniz8§i hodnoty u vSech biometrickych
parametri mély vzorky s 500 mg/l a 600 mg/l KoH. V testu ¢. II. byly nejdelsi klicky
zméteny pii koncentraci 600 mg/l, coZ bylo o 19,1 % vice neZ u kontrolniho vzorku.
Nejvyssi mnozstvi kofent mél vzorek oSettenym roztokem 300 mg/l KoH, coz ale bylo o
9,9 % méné, nez mél kontrolni vzorek. Nejkratsi kofeny mély vzorky s 500 mg/l a 600 mg/1

KoH stejné jako v tesu €. L.

Z toho se lze domnivat, Ze jako optimalni se pro kli¢ivost a rist jevi koncentrace KoH
v rozmezi 300 az 400 mg/l. Toto zjiSténi je v souladu s praci J. Bfezinové (2020), ve které
byla pro fefichu setou (Lepidium sativum) a rajCe tyCkové (Solanum lycopersicum L.)
stanovena optimalni koncentrace KoH 300 mg/l, a pro okurku nakladacku (Cucumis

sativus) 400 mg/1.
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Obrazek 7 Vliv koncentrace KoH na oves sety v prostfedi bez ptidaného Cd

9.2.2 Vliv kadmia na oves sety bez oSetieni KoH

Protoze se jednalo o prvni experimenty a néjak se zac¢it muselo, byly zvoleny koncentrace
kadmia, které byly otestovany v praci Stingu a kol. (2012), ve které byl zkouman vliv
rostlinnych extraktl ((z kiry smrku ztepilého (Picea abies), skotapek kastanu jedlého
(Castanea sativa)), klejichy hedvabné (A4sclepias syriaca)) na bioakumulaci kadmia v

rostlinach ovsu setého (4vena sativa) ato 5 mg/l, 12,5 mg/l a 25 mg/1.

Z dat prezentovanych na obr. 8 je patrné, Ze vSechny vzorky bez oSetfeni kolagenovym
hydrolyzatem, mély nizs$i hodnoty veskerych métenych biometrickych udajii nez vzorky
kontrolni. Negativni vliv kadmia je vice vyrazny u parametru délka kotene. Dle o¢ekavani
av souladu s praci Stingu a kol. (2012) dochézi s rostouci koncentraci kadmia ke snizovani
klicivosti a vitality rostlin. Vysledky tohoto experimentu jsou ve shod¢ také se studii
Bahmani a kol. (Bahmani, 2012), ve které je popisovan vliv kadmia na rast fazole. Zjisténo
bylo snizeni délky kotenil az o 83,9 % a sniZeni délky vyhonki az o 66,3 %. Zaroven byl
prezentovan vysledek experimentu s riznymi druhy fazole, kdy se ukédzala odli$n4 odolnost

na stres kadmiem mezi jednotlivymi genotypy fazole.
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Obrazek 8 Vliv koncentrace kadmia na oves v prostiedi bez oSetieni KoH

9.2.3 Srovnani vlivu ruznych koncentraci kadmia pfi konstantni koncentraci KoH

Na obr. 9 az 14 je zobrazen vliv riznych koncentraci kadmia na semena oSetfena
kolagenovym hydrolyzatem (KoH) o stejné koncentraci. Hlavni osa y (vlevo) udava délku
¢asti rostliny v milimetrech (mm), vedlej$i osa y (vpravo) pak udava celkovy pocet kofent
na semeno vyjadfeny v kusech (ks). Udaje o poétu kofentl na jedno semeno jsou na
obrazcich nize znazornény pouze orientacné bez uvedeni rozptylu hodnot, z divodu
zachovani prehlednosti obrazku. Detailnéjsi informace k poctu kofenli/semeno jsou

uvedeny v kap. 9.2.5.
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Obrazek 9 Vliv pridaného kadmia na oves pfi stejné koncentraci KoH — koncentrace KoH
100 mg/1



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

140 4=
=
120 PY °
100 3§
€ €
£ 80 o 8
‘f“’ . 2 B
O 40 ﬁ 1 9
¥4
20 i @
>0
000,. 000l 20000, 20000,I. 200Cd5 200Cd 12,5 200 Cd_25
Vzorky
B Primér délky klicku (mm) M Pramér nejdelsi kofen (mm)
M Primér délky kofene (mm) ® Prim. pocet kofentl celkem/semeno (ks)

Obrazek 10 Vliv pfidaného kadmia na oves pfi stejné koncentraci KoH — koncentrace

KoH 200 mg/1
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Obrazek 11 Vliv ptidaného kadmia na oves pii stejné koncentraci KoH — koncentrace
KoH 300 mg/1
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Obrazek 12 Vliv pfidaného kadmia na oves pfi stejné koncentraci KoH — koncentrace
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Obrazek 13 Vliv ptidaného kadmia na oves pii stejné koncentraci KoH — koncentrace

KoH 500 mg/1
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Obrazek 14 Vliv ptidaného kadmia na oves pii stejné koncentraci KoH — koncentrace
KoH 600 mg/1

I ptes ptitomnost KoH byl zaznamenén inhibi¢ni vliv kadmia na kli¢ivost a rist rostlin. Z
obrazki €. 9 az 14 je zifejmé, ze délka kotent i klickl se snizovala s rostouci koncentraci
kadmia v roztoku. V tomto experimentu byly vSechny koteny vzorki kratsi nez kofeny
kontrolnich vzorku. Nejkratsi kofen mél vzorek oSetfeny 100 mg/l KoH a 25 mg/l kadmia
(100_Cd 25) a vzorek oSetfeny 500 mg/l KoH a 25 mg/l kadmia (500 _Cd_25). Negativni

vliv Cd na rust a délku kofene byl vyznamnéjsi, nez negativni vliv na délku klicku.

Nicméné v ptipadé parametru délka klicku se 1ze domnivat, ze KoH v koncentracich 300
mg/1 az 400 mg/l ma jisty ptiznivy G¢inek (odhlédneme-li od velké smérodatné odchylky).
Pro lepsi ndzornost bylo v kapitole niZze provedeno srovnani semen oSetienych rtiznymi

koncentracemi KoH pfi zafixované hodnoté kadmia.

9.2.4 Srovnani vlivu riaznych koncentraci KoH pfi konstantni koncentraci kadmia

Na obr. 15 az 17 nize je zobrazeny vliv riznych koncentracich kadmia na semena oSetena
kolagenovym hydrolyzatem (KoH). Pfi tomto srovnéani vysledk testl je jiz patrnéjsi vyse
uvedena domnénka, ze KoH ma4 jisty pozitivni vliv na toleranci ovsa setého na kadmium.
Nejvice je to patrné u parametru prumérna délka klicku. U vzorkd oSetienych KoH a
soucasn¢ zatizenych 5 mg/l kadmia je trend snizovani délky kli¢ku u koncentraci 100 mg/1
a 200 mg/l az 0 -65,8 % (17,67 mm + 18,01 mm) pii porovnani se vzorkem bez oSetieni
KoH (51,70 mm + 20,39 mm); pfi koncentraci 300 mg/1 a vySe doslo k prodluzovani klicku,
nejdelsi klicky byly naméfeny na vzorcich oSetienych 400 mg/l KoH, a to az o +3,8 %

(53,70 mm =+ 15,14 mm) oproti vzorku bez oSetfeni kadmiem. U vzorkt oSetfenych KoH a



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

soucasné zatizenych 12,5 mg/l kadmia je opét patrny trend snizovani délky klicku u
koncentraci 100 mg/l a 200 mg/1 az o -38,4 % (23,50 mm + 21,52 mm) pfi porovnani se
vzorkem bez oSetfeni KoH (38,17 mm = 12,52 mm); pfi koncentraci 300 mg/I a vice doslo
k prodluzovani klicku a nejdelsi klicky byly naméfeny na vzorcich oSetfenych 400 mg/1

KoH a to az +36,8 % (52,22 + 1,17 mm) oproti vzorku bez oSetieni kadmiem.

U vzorkt oSetienych KoH a zatizenych 25 mg/l kadmia se trend ve snizovani délky klicku
k urcité koncentraci KoH neprojevil, nicméné nejkratsi kli¢ek byl naméfen u koncentrace
400 mg/l KoH a to -51,1 % (21,67 mm + 8,02 mm) pfi porovnéni se vzorkem bez oSetfeni
KoH (44,25 £ 12,36 mm); a nejdelsi klicek byl naméfen u koncentrace 600 mg/1 -20,16 %

(35,33 £+ 8,74 mm) pfi porovnani se vzorkem bez osetfeni KoH.
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Obrazek 15 Vliv riznych koncentraci KoH pii koncentraci 5 mg/l kadmia
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Obrazek 16 Vliv riznych koncentraci KoH pii koncentraci 12,5 mg/l kadmia
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Obrazek 17 Vliv riznych koncentraci KoH pii koncentraci 25 mg/l kadmia

Jisty trend lze ale pozorovat i u parametru praimérny celkovy pocet kofenti ptipadajici na

jedno semeno, a proto je v ramci kapitoly niZe tento parametr podrobn¢ji diskutovan.

9.2.5 Vliv aplikovanych roztokii na pocet korent

Na obr. 18 a 19 je podrobn¢ znazornén parametr prumérny pocet kotenti vyjadreny jako
celkovy pfipadajici na jedno semeno formou krabicového grafu, kde je prezentovan

primér, medidn a minimalni a maximalni namétena hodnota.

Analyza poctu kofentli v obou testech ukazala o¢ekdvany inhibi¢ni vliv kadmia na pocet
kotenil. Nejnizsi pocet kotenti mély v obou testech vzorky s koncentraci 25 mg/1 kadmia.
Naopak v obou testech je naznaceny jisty progres v poctu kotent u vzorkl s roztokem 5
mg/l kadmia za sou€asného oSetieni roztokem KoH. Vzorek s roztokem 5 mg/l kadmia bez

KoH tento trend nevykéazal.

Pro lepsi ptehlednost jsou v tabulkdch uvedeny tdaje z testu I. 1 testu II. samostatné.
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9.3 Stanoveni obsahu kadmia v biomase ovsa setého (4vena sativa)

Ve vybranych vzorcich, byl stanoven obsah kadmia. Vzorky k analyze byly vybrany podle
planovaného experimentu (DOE — faktoridlni plan, dvoutiroviiovy). Ziskané vysledky (tab.
2) vsak nebylo mozno timto zptisobem vyhodnotit. V prib¢hu analyzy a po zpracovani
vysledktl stanoveni pomoci AAS se ukédzalo, ze kadmium ulpélé na povrchu rostlin nebylo
v prub¢hu ptipravy vzorki dikladné odstranéno, nebot’ pro vzorky s vyrazné rozdilnou
koncentraci kadmia bylo dosazeno srovnatelnych hodnot. Nelze tak rozlisit, zda-1i doslo

k akumulaci nebo k sorpci kadmia na povrchu biomasy ovsa setého.

Pokud jsou srovnany hodnoty obsahu kadmia u vzorku 600 Cd 0 a vzorku 600 Cd 5, lze
se domnivat, Ze doslo k tvorbé komplexu mezi KoH a kadmiem a v dtsledku toho doslo

k lepSimu odstranéni kadmia z povrchu rostlin.

Tabulka 2 Obsah kadmia v biomase susiny ovsa setého

Obsah Cd
Oznaceni vzorku Testované prostredi v biomase

(mg/g susiny)

obsah KoH (mg/1) obsah Cd (mg/l)
000 0 0 <ND*
600 0 0 600 0 <ND*
600 Cd 5 600 5 0,129
300 Cd 12,5 300 12,5 0,059
0 Cd 25 0 25 0,233
600_Cd 25 600 25 0,193

* pod detekénim limitem
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ZAVER

Na zakladé namétenych dat Ize konstatovat, ze oSetfeni semen ovsa setého (4vena sativa)
kolagenovym hydrolyzatem ma pozitivni vliv na rast prvniho kli¢ku i na rist kofenti, coz
potvrzuje, ze kolagenovy hydrolyzat mize byt ucinnym ndstrojem pro zlepSeni ristu
rostlin. Nicméné vzhledem k nizké klicivosti semen v laboratornich testech je vhodné v

budoucnu provést dalsi testy pro potvrzeni téchto vysledkd.

Negativni vliv kadmia na kli¢ivost a rust rostlin byl v souladu s obecné¢ dostupnymi
informacemi. Cim vy$§i byla koncentrace kadmia, tim vy33i byl inhibi¢ni vliv pfedev§im

na koteny. Stejny zavér je uveden napiiklad v praci od Moosavi, S. A., a kol., z roku 2012.

Vysledky ukazaly, Ze ptidavek KoH by mohl mit pozitivni vliv na riist ovsa seté¢ho (Avena
sativa), ktery byl vystaven kadmiovym iontlim. Vysoké davky kadmia mély negativni vliv
na ruast rostlin, ale pfidavek kolagenového hydrolyzati by mohl zmirnit tyto negativni
ucinky.

Pro podporu ristu podzemnich i nadzemnich ¢asti ovsa setého (Avena sativa) lze, na
zaklad¢ vyse uvedenych dat, zvolit oSetfeni semen kolagenovym hydrolyzatem (KoH) o
koncentraci 400 mg/I dle testu I. (klicek byl delsi o 18,6 % a nejdelsi kofen a primérny
pocet kotenti byl ve shod¢ s kontrolnim vzorkem); popt. podle udaju z testu II. oSetieni
KoH o koncentraci 300 mg/1 (klicek byl delsi o 12,1 % a nejdelsi kofen a primérny pocet

kotenil byl ve shod¢ s kontrolnim vzorkem).
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AAS Atomové absorp¢ni spektrometrie
Cd  Kadmium

DOE Planovani experimentu

KoH Kolagenovy hydrolyzat

ND  Neni detekovano

PM  Petriho miska
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PRILOHA P I: NAMERENE HODNOTY CASTi ROSTLIN OVSA
SETEHO, TEST 1., KONCENTRACE KOH -0 A 300 MG/L
Prum.
Priam Pri Priam | pocet
Cisl ér rvum ér koien SD SD
« , ér . o SD SD . N
o Oznaceni | délky . nejdel u " .. | nejdel | pocet
» délky v kore | klice s y
test vzorku koren vy Si celke Si koren
klicku . n k 9 o
u e (mm) koren m/ koren u
(mm) (mm) | semen
0 (ks)
L | 0001 | 3849 | 53,67 | 47,11 | 2,83 4%’6 4%’4 58,63 | 5,13
L | 0cds | 2748 | 51,70 | 3572 | 292 | 2,90 2%’3 623 | 1,53
Lo|o_cd12s| 1121 | 3817 | 1508 | 200 | 532 | '3° | 326 | 321
L | 0.Cd25 | 622 | 4425 | 689 | 110 | 508 | 27| 585 | 153
L 100;“—0’ 19,65 | 59,83 | 45,83 | 2,13 | 9,14 1%’2 19,77 | 3,06
I | 100 Cd 5| 1535 | 36,66 | 19.88 | 1,83 | 3,12 162’3 2,06 | 5,86
L 1005C5d_1 1548 | 38,08 | 18,92 | 1,85 | 7,76 | 9.83 | 10,13 | 4,36
L 100—5Cd—2 3,13 | 2625 | 3,17 | 088 | 279 | 7,36 | 2,84 | 2,52
L. 20010—0’ 30,89 | 5123 | 51,53 | 2,40 | 3,94 138’5 12,31 | 1,00
L | 200 Cd5| 933 | 17,67 | 11,67 | 1,00 167°1 ”i’o 2021 | 1,15
L. 200505(1_1 14,18 | 23,50 | 15,00 | 1,56 | 4,27 212’5 541 | 321
L 200—5Cd—2 10,51 | 3225 | 11,83 | 175 | 7.23 175’2 843 | 1,53
L 300;"—0’ 1719 | 58,72 | 2231 | 2,13 | 541 | 8,01 | 9.83 | 3,51
L | 300 Cd 5| 1279 | 3402 | 2518 | 244 | ! 2’0 3 V| 1454 | 666
L. 3005C5d—1 19,39 | 40,53 | 24,17 | 1,62 | 6,22 12’4 7,78 | 1,73
| 300Cd2 000 10333 | 1325 | 190 [ 329 (917 | 373 | 2,08

5
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PRILOHA P II: NAMERENE HODNOTY CASTi ROSTLIN OVSA
SETEHO, TEST 1., KONCENTRACE KOH - 400 A 600 MG/L
Priam.
Priam Pri Priam | pocet
Cisl ér rvum ér koren SD SD
. . ér . o SD SD . x
o Oznaceni | délky . nejdel u " .. | nejdel | pocet
» délky v kore | klice s y
test vzorku koren . Si celke Si koren
klicku . n k " o
u e (mm) koFen m/ koFen u
(mm) (mm) | semen
0 (ks)
I 40010—0’ 35,14 | 66,00 | 47,23 | 2,69 259’1 3%’6 34,72 | 6,03
L | 400_Ca_5 | 1821 | 5370 | 2500 | 183 | 746 | ' | 1173 | 451
Lo S g | 222 | a6s | 200 | 302 | 117 | 587 | 153
Lo 40002 sss | 2167 | 1007 | 140 | 743 | 802 | 889 | 2,08
L SOOTO—O’ 14,04 | 50,13 | 17,47 | 2,00 | 2,14 191’5 3,66 3,61
I. | 500 Cd 5| 16,45 | 40,97 | 19,86 1,44 14;’3 2?3’0 19,74 | 5,77
L SOOECSd—l 17,06 | 36,22 | 21,00 1,71 | 3,08 1%’8 4,63 1,00
L 500_5Cd_2 3,47 31,00 4,06 1,40 | 4,05 272’6 5,02 3,21
L. 60010—0’ 13,79 | 46,22 | 17,00 1,89 | 6,26 1%’2 7,81 7,23
I. | 600 Cd 5 | 13,98 | 32,22 | 12,00 | 2,40 12’3 2%’1 25,14 | 6,08
L. 600§C5d—1 9,30 51,22 | 12,00 1,71 | 2,78 229’4 2,34 1,73
L. 600_Cd_2 7,38 | 3533 | 11,00 | 1,00 | 523 | 8,74 | 6,07 | 2,52

5
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PRILOHA P III: NAMERENE HODNOTY CASTI ROSTLIN OVSA
SETEHO, TEST II., KONCENTRACE KOH - 0 AZ 600 MG/L

Cisl | Oznace | Pramé | Primé | Primé | Prim. | SD SD SD SD
0 ni r r r pocet | koie | klice | nej. | pocet
test | vzorku | délky | délky | nejdel | koFen n kote | kofFen
u kofene | klicku §i ] n ]
(mm) | (mm) | kofen | celke
(mm) m/
semen
0 (ks)
IL 0—101—0’ 3434 | 6358 | 3744 | 333 | 784 | 959 | 1951 | 3,06
m | 100 240 | ees7 | 3729 | 275 | 720 | 575 | 1500 | 4.6
IL. 2001—10—0’ 2429 | 66,56 | 3842 147 | 876 | 10,15 | 15,51 | 1,53
| 0000 167 | 7233 | 3800 | 300 | 1566 | 62.88 | 3820 | 173
L 4001_10_0, 2421 | 68,00 | 33,03 2,30 | 431 | 32,11 | 9,79 | 2,08
| 200 2000 | 6570 | 2739 | 175 | 657 | 2545 | 1355 | 265
IL. 6001—10—0’ 20,73 | 75,75 | 28,58 1,33 | 2,83 | 7,28 | 10,55 | 2,65
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PRILOHA P IV: HODNOTY PRO POCET KORENU NA SEMENO
OVSA SETEHO, TEST 1.

. . . Min. Max. Pramér | Median
Pocet Pocet Pocet M « . 9
Vzorek, v o v o v o pocet pocet poctu poctu
korenu | korenu | korenu v o v o v o v o
test 1. PM1 PM2 PM3 Kofenu korentu kofentii | korenu
(ks) (ks) (ks) (ks)
000 7 10 0 0 10 5,67 7
0 Cd 5 14 11 13 11 14 12,67 13
0 Cd 12,5 3 9 8 3 9 6,67
0 Cd_25 5 4 2 2 5 3,67 4
100 0 0 5 3 9 3 9 5,67
200 0 0 13 12 11 11 13 12,00 12
300 00 9 2 6 2 9 5,67 6
400 0 0 20 15 8 20 14,33 15
500 0 0 5 3 10 3 10 6,00 5
600 0 0 2 14 1 1 14 5,67 2
100_Cd_5 5 14 3 3 14 7,33 5
100_(;d_12, 13 5 6 5 13 8,00 6
100_Cd 25 0 2 5 0 5 2,33 2
200 Cd 5 2 0 0 0 2 0,67 0
200—(;(1—12’ 6 1 7 1 7 4,67 6
200_Cd_25 6 5 3 3 6 4,67 5
300 Cd 5 0 9 13 0 13 7,33 9
300—(;d—12’ 9 6 6 6 9 7,00 6
300_Cd_25 4 7 4 8 6,33 7
400 Cd_5 3 7 12 3 12 7,33 7
400—(;‘1—12’ 6 3 5 3 6 4,67 5
400 _Cd_25 3 0 4 0 4 2,33
500 Cd_ 5 11 1 1 11 4,33 1
500—(;‘1—12’ 5 4 3 3 5 4,00 4
500 Cd 25 6 0 1 0 6 2,33 1
600 Cd 5 0 11 1 0 11 4,00 1
600—?‘—12’ 5 5 2 2 5 4,00 5
600_Cd_25 4 6 1 1 6 3,67 4
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PRILOHA P V: HODNOTY PRO POCET KORENU NA SEMENO

OVSA SETEHO, TEST II.
Polet | Polet | Pocet Mivn. M%X' Prﬁfn ér Mec}ia’m
Test 1I. koieni | kofend | koient k[());cefltﬁ k[:)(f)‘cefltﬁ k[:)(;‘cetl:lﬁ kI:)(:V«cetlllﬁ
PM1 PM2 PM3 (ks) (ks) (ks) (ks)

000 10 6 4 4 10 6,67 6
0 Cd 5 14 11 13 11 14 12,67 13

0 Cd_12,5 3 9 8 3 9 6,67 8
0 Cd 25 5 4 2 2 5 3,67 4
100 0 0 12 6 4 4 12 7,33 6
200 0 0 9 7 6 6 9 7,33 7
300 0 0 4 1 4 1 3,00 4
400 0 0 7 10 6 6 10 7,67 7
500 0 0 5 6 10 5 10 7,00 6
600 0 0 2 3 7 2 7 4,00 3
100_Cd_5 5 14 3 3 14 7,33 5
100_Cd_12,5 13 5 6 5 13 8,00 6
100_Cd_25 0 2 5 0 2,33 2
200 Cd 5 2 0 0 0 0,67 0
200 Cd_125| 6 1 7 1 4,67 6
200 Cd_25 6 5 3 3 4,67 5
300 Cd_5 B 9 13 9 13 11,00 11
300 Cd 12,5 9 6 6 6 9 7,00 6
300_Cd_25 8 4 7 4 6,33 7
400 Cd_5 3 7 12 3 12 7,33 7
400 _Cd 125 6 3 5 3 4,67 5
400_Cd 25 3 0 4 0 2,33 3
500 Cd 5 11 1 1 1 11 4,33 1
500 Cd 12,5 5 4 3 3 4,00 4
500 _Cd 25 6 0 1 0 6 2,33 1
600 Cd 5 0 11 1 0 11 4,00 1
600_Cd_12,5 5 2 2 4,00 5
600 Cd 25 4 6 1 1 6 3,67 4







