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Abstrakt

V Zivotnim prostiedi byla detekovana fada kontaminantti, véetné 1éc¢iv. Jejich pfitomnost v
pudé¢ a vodnich zdrojich miize mit pro jejich neustale se zvysujici koncentraci toxicky vliv na
necilové organismy. Metoda fytoremediace vyuziva schopnosti rostlin vychytavat tyto
kontaminanty a riznymi mechanismy je detoxikovat.

Cilem této prace byla fytoextrakce ibuprofenu za vyuziti kukutice seté (Zea mays) z vodnych
roztokli média. Byla provedena také fytoextrakce ibuprofenu v kombinaci s
dextromethorphanem. Kvantitativni mnozstvi extrahovaného ibuprofenu bylo detekovano
pomoci HPLC s UV detekci. Ibuprofen byl velmi dobfe rostlinami extrahovan. V ptitomnosti
dextromethorphanu byla Gi¢innost fytoextrakce snizena. Uinnost fytoextrakce ibuprofenu
byla 0,10 mg na gram cCerstvé hmotnosti listu, zatimco za pfitomnosti dextromethorphanu byla
fytoextrakéni uc€innost 0,09 mg na gram Cerstvé hmotnosti listu.

Po fytoextrakci ibuprofenu byla stanovena antioxidacni kapacita v listech a kotfenech
experimentalnich rostlin, z nichz nejvys$si hodnoty vykazovaly kofeny rostlin péstované
s ibuprofenem v kombinaci s dextromethorphanem v médiu. V listech a kofenech byl
detekovan i obsah fenolickych latek, kde nejvyssi zastoupeni fenolickych latek bylo
detekovano v kofenech rostlin péstovanych s obéma lécivy. Metodou dle Bradforda bylo
stanoveno mnozstvi bilkovin, které bylo nejvyssi v listech rostlin péstovanych s ibuprofenem
a u kotenil rostlin péstovanych s obéma 1é¢ivy. Po elektroforetické separaci za nativnich
podminek byla stanovena aktivita askorbatperoxidasy, u které bylo v ptipad¢ koiena
detekovano mnoho izoforem, aktivita peroxidas s nejvyssi aktivitou v kotfenech rostlin
pestovanych s pfidanym ibuprofenem v kombinaci s dextromethorphanem a aktivita
Sikimatdehydrogenasy, kterd dosahla nejvyssi hodnoty v listech rostlin obsahujicim ibuprofen
v médiu. Aktivita superoxiddismutasy byla pod limitem detekce. Aktivita celkovych volnych
peroxidas byla v listech nejvyssi v ptipad¢ rostlin péstovanych s obéma 1é¢ivy a v kofenech
s pfidanym dextromethorphanem v médiu. Membranové vazané peroxidasy byly detekovany
v listech i kotenech rostlin s pfidanym ibuprofenem i dextromethorphanem v médiu. Aktivita
guajakolperoxidasy dosahovala v kofenech nejvyssi aktivity v ptipadé rostlin obsahujicich

ibuprofen v médiu.

Kli¢ova slova: fytoextrakce, dextromethorphan, ibuprofen, enzymova aktivita



Abstract

A number of contaminants have been detected in the environment, including
pharmaceuticals. Their presence in soil, water sources can have a toxic effect on organisms
due to their constantly increasing concentration. The method of phytoremediation uses the
ability of plants to absorb these contaminants and detoxify them by various mechanisms.

The aim of this work was the phytoextraction of ibuprofen using maize (Zea mays) from
aqueous solutions. Phytoextraction of ibuprofen after cultivation with added
dextromethorphan was also carried out. The quantitative amount of extracted ibuprofen was
detected by HPLC with UV detection. Ibuprofen has been very well extracted by plants. In the
presence of dextromethorphan, the efficiency of phytoextraction was decreased.

The phytoextraction efficiency of ibuprofen was 0.10 mg per gram of leaf fresh weight,
while in the presence of dextromethorphan, the phytoextraction efficiency was 0.09 mg per
gram of leaf fresh weight.

After phytoextraction of ibuprofen, the antioxidant capacity was determined by FRAP
method of leaf and root extracts of the plants, of which the highest values were observed in
the roots of plant grown with ibuprofen in combination with dextromethorphan. The phenolic
compounds were also detected in leaves and roots, where the highest percentage of phenolic
compounds was detected in root with both drugs present in the medium. The amount of
proteins was measured by the Bradford method. The highest protein concentration was found
in the leaves of plants grown with ibuprofen and in the roots of plants grown with both drugs.
In gels after native electrophoresis, ascorbate peroxidase activity was detected, where there
were many isoforms observed in the root extracts, peroxidase activity with the highest activity
in the roots with grown with ibuprofen in combination with dextromethorphan in the medium,
and shikimate dehydrogenase activity, which reached the highest value in the extract of the
leaf containing ibuprofen. Superoxide dismutase activity was under the limit of detection.

The activity of total soluble and membrane-bound peroxides was determined by DAB
method. The activity of total peroxides was highest in the leaves of plants containing both
drugs in the medium and in the roots with added dextromethorphan. Membrane-bound
peroxidases were present in both the roots and leaves of plants with both ibuprofen and
dextromethorphan in the medium. Guaiacol peroxidase activity was not detected in the leaves,
while in the roots its activity reached its highest value in the plant group with ibuprofen in the
medium.

Key words: phytoextraction, dextromethorphan, ibuprofen, enzymatic activity
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Pouzité zkratky

ABTS — 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat)

AMP — adenosinmonofosfat

APX — askorbatperoxidasa

ASIC — kyselinové iontové kanaly (z angl. acid-sensing ion channels)
ATP — adenosintrifosfat

BSA — hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumine)
CAT — katalasa

COX — cyklooxygenasa

DAB - 3,3"-diamidobenzidin

DDT - 1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan

DMSO - dimethylsulfoxid

DXM - dextromethorphan

DXO — dextrophan

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

ENT - otorinolaryngologie

FRAP — redukéni (antioxidacni) sila (z angl. ferric ion reducing antioxidant power)
FW — Cerstva hmotnost (z angl. fresh weight)

GABA — kyselina y-amino maselna

G-POD - guajakolperoxidasa

GPX — glutathionperoxidasy

GR — glutathionreduktasa

HPLC — vysokouc¢inné kapalinova chromatografie (z angl. high-performance liquid

chromatography)
MS médium — médium dle Murashiga a Skooga

NADP —nikotinamidadenindinukleotidfosfat, oxidovana forma



NBT — Nitroblue tetrazolium chlorid

NMDA — N-methyl-D-aspartat

NSAIDs — nesteroidni protizanétliva 1é¢iva (z angl. nonsteroidal anti-inflammatory drugs)
PGE2 — prostaglandin E2

PGD?2 — prostaglandin D2

PGI2 — prostaglandin 12

PPCP — farmaceutika a produkty osobni péce (z angl. pharmaceuticals and personal care

products)

PVP — polyvinylpyrrolidon

ROS — reaktivni formy kysliku (z angl. reactive oxygen species)
RPM - pocet otacek za minutu (z angl. revolutions per minute)
SDH - sikimatdehydrogenasa

SDS — dodecylsulfat sodny

SOD — superoxiddismutasa

TEMED — N,N,N",N’- tetramethylethylendiamin

TPTZ — 2,4,6-tripyridyl-s-triazin

Tris — tris(hydroxymethyl)aminomethan

TPTZ — 2,4,6-tripyridyl-s-triazin

TRPV1 — ptechodny receptorovy potencialovy kationtovy kanal podrodiny V ¢len 1
TXA2 — tromboxan A2

WHO — Svétova zdravotnické organizace (World Health Organization)



1. Uvod

V Zivotnim prostiedi se diky ¢innosti ¢lovéka, zemédélstvi a primyslu nachdzi mnoho
kontaminantti jako jsou tézké kovy, radionuklidy, organické slouceniny, produkty osobni péce
¢lovéka i zivocicht a farmaceutika [1]. Mezi nejcastéjsi 1éCiva znecistujici zivotni prostiedi
patii antihypertenziva, antibiotika, hormony, antidepresiva, antikonvulziva, lipidové
regulatory a skupina nesteroidnich protizanétlivych 1é¢iv (NSAIDs) [2].

Nesteroidni protizanétliva 1é¢iva jsou skupinou 1é¢iv vykazujicich analgetické, antipyretické
a protizanétlivymi ucinky [3]. Mezi NSAIDs patii ibuprofen. Ibuprofen je velice ¢asto
uzivané 1écivo celosveétove pro zmirnéni akutni bolesti, zdnétu a horecky, jeho koncentrace
v povrchové, podzemni i v pitné vode¢ se tak vyrazné zvysuje [4].

Dextromethorphan, nenarkoticky synteticky analog kodeinu, patii do skupiny antitusik, tedy
1&¢iv, které se vyuzivaji proti kasli a nachlazeni [5]. Pro své psychotropni ucinky pti

prekracovani terapeutickych davek je vsak ¢asto zneuzivan [6].

Péce o hospodariski zvifata

A\
@»

\e\lmdna likvidace pouzitych

nadob a nespotrebovanych légiv Cistimy odpadnich vod

Vodni zdroje

Rozsévani hnoje

Obrazek 1: Zdroje kontaminace zivotniho prostiedi farmaceutiky.
Prevzato a upraveno z [59].

Ptitomnost 1é¢iv v povrchové, podzemni i v pitné vodé ma v dasledku jejich neustalého
uvoliovani do Zivotniho prostiedi a biologicky aktivniho charakteru samotnych 1é¢iv 1 jejich
metabolit toxické ucinky na vodni organismy [7]. K odstranéni xenobiotik, snizeni jejich
toxicity, k jejich stabilizaci ¢i degradaci je vyuzivano metody fytoremediace, kterd vyuziva
k témto ucellim rostliny a s nimi spojené pudni organismy [8]. Zelené rostliny do sebe
kontaminanty pfijimaji jako zdroj makronutrientii a jsou schopné je riznymi mechanismy
detoxikovat [9]. Fytoremediacni techniky se d¢li na fytoextrakci, fytodegradaci,

fytostabilizaci, rhizodegradaci, fytovolatilizaci, rhizofiltraci [10].



Piijem kontaminanti rostlinou vSak rostlina toleruje jen do urcité meze, poté dochazi
k vyvijeni oxidac¢niho stresu na rostlinu a vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS) jako jsou
hydroxylovy radikal, peroxid vodiku, kter¢ jsou pro rostlinu toxické [11]. Pro jejich
zneSkodnéni a zabranéni oxidativniho poSkozeni bun€k ma rostlina enzymaticky antioxidacni
systém, do kterého patii enzymy superoxiddismutasa (SOD), katalasa (CAT),
askorbatperoxidasa (APX), gluthathionreduktasa (GR), gluthathionperoxidasy (GPX),
guajakolperoxidasa (G-POD), a neenzymaticky antioxidacni systém, do které¢ho se fadi

kyselina askorbova, fenolické latky a dalsi [11][12].
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2. Cile prace

Hlavnim cilem bakalatské prace bylo zhodnoceni moZznosti fytoextrakce analgetik
kontaminujicich zivotni prostfedi, porovnani piipadné zmény rychlosti fytoextrakce
v ptitomnosti dalSiho farmaka a stanoveni aktivity enzymt po pfijmu jednotlivych farmak
rostlinou. Jako modelové farmaka byly zvoleny ibuprofen a dextromethorphan. Fytoextrakce
byla provedena s kukufici setou (Zea mays).
Dalsim cilem bylo sledovat vliv farmak na metabolismus rostlin pomoci stanoveni

antioxidaéni kapacity a aktivit vybranych antioxida¢nich enzymi v listech a kotfenech.

Postup prace:

1) Priprava sterilnich in vitro kultivaci kukufice seté (Zea mays).

2) Provedeni fytoextrak¢énich experiment s roztoky ibuprofenu a dextromethorphanu o
koncentracich 5 mg/l.

3) Odbér vzorkl z vodnych roztokt z jednotlivych kultivaci po dobu 6 dnti po 24
hodinéch.

4) Nasledna HPLC analyza odebranych vzorki.

5) Vyhodnoceni a posouzeni jednotlivych fytoextrakénich experimenti.

6) Stanoveni antioxida¢ni kapacity a aktivity vybranych antioxida¢nich enzymu v listech

a kotfenech experimentalnich rostlin po ukonceni fytoextrakénich experimentt.
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3. Prehled problematiky

3.1 Vyskyt lé¢iv v Zivotnim prostiedi

V zivotnim prostfedi byla detekovana fada farmaceutik [2]. Zbytky 1é¢iv byly casto

pozorovany v odpadnich, povrchovych a podzemnich vodéach, dokonce i ve vod¢ pitné [13].

Farmaceutika a produkty osobni péce (PPCP), tedy latky uréené ke zdravotni péci clovéka i

zvitat, byly zjistény v povrchovych vodach po celém svété v koncentracich v rozmezi od ng/L

az ug/L [2]. I ptes takto nizké koncentrace mohou mit farmaka toxicky vliv na vodni

organismy z divodu jejich neustdlého uvolnovani do zivotniho prostiedi [14]. Mezi PPCP

se fadi 1éky volné€ prodejné i na ptedpis, veterindrni léCiva, stejné tak ale 1 jejich nasledné

metabolity a konjugaty vcetné¢ antibiotik, hormonti, antidepresiv, antihypertenziv,

antikonvulziv, lipidovych regulatorti a nesteroidnich protizanétlivych 1éciv (NSAIDs) [2].

Celosvétove se vyrobi nekolik tisic PPCP roéné, jejich uvoliiovani do zivotniho prostiedi tedy

nadale zlistava nevyhnutelnym vedlej$im produktem naSeho Zivotniho stylu [15]. PPCP se do

zivotniho prostfedi dostavaji jako slozky lidského a zivocisného odpadu po neuplném

vstiebani a vyloucenti z téla, také mohou byt disledkem emisi ze zdravotnictvi, primyslu,

zemédé@lstvi ¢i odpadu z jednotlivych domacnosti [16]. Tato farmaka jsou navrzena tak, aby

byla schopna odolavat inaktivaci az do doby, kdy maji vyvolat sviij terapeuticky ucinek. Tato

vlastnost podporuje bioakumulaci v prostiedi a ¢asto i jejich toxické ucinky na vodni i jiné

ekosystémy [7].

NSAIDs
Aspirin

Antihypertenziva

Metoprolol

Antibiotika Diklofenak Propanolol
Erythromycimn Ibupr (_)fen Atenolol
Ofloxacin Acetaminofen Enalapril

Indometacin
Naproxen

Ciprofloxacin
Sulfamethoxazol
Amoxicilin
Oxacilin
Ampicilin
Trimethoprim

Losartan
Furosemid
Diltiazem

Nejcasteji se objevujici
farmaceutika
v Zivotnim prostiedi

Lipidové regulitory
Benzafibrat
Klofibrova kyselina
Gemfibrozil
Simvastatin

Hormony
17-b-Estradiol
Estriol
Estron
Mestranol

......... Antikonvulziva
Karbamazepin
Primidon
Dilantin
Fenobarbital

Antidepresiva
Fluoxetin
Paroxetin
Diazepam

Meprobamat

Obrazek 2: Sedm terapeutickych skupin farmak nejcastéji se vyskytujicich v
Zivotnim prostiedi. Prevzato a upraveno ze [60].
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JestliZe 1é¢iva sdili stejny zplisob uc¢inku, miZe byt toxicita jejich smési vyssi nez v piipade,
kdy je ptitomno pouze jedno z nich [14]. Jednim z piikladi, kdy byl pozorovan tento efekt,
V piipadé smési 1éCiv se objevila akutni toxicita jiZz pfi koncentracich, kdy u lé¢iv samotnych

nebyla detekovana Z4dna nebo jen minimalni akutni toxicita [17].

3.1.1 Vyskyt ibuprofenu v zivotnim prostiedi

Ibuprofen je tfetim nejvice uzivanym lé¢ivem ve svété. Byl zafazen na seznam ,,Esencidlnich
1é¢iv* roku 2010 Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) [18]. Pro svou popularitu a
castou vyuzivanost se vSak jeho toxicita a koncentrace v Cistirnach odpadnich vod kazdym
dnem zvysuje. To mize vést k zavaznym nasledkiim z divodu biologicky aktivniho
charakteru tohoto 1é¢iva [19].

Terapeuticka davka ibuprofenu je stanovena v rozmezi 600 az 1200 mg za den. Po oralnim
podani se ibuprofen z 99 % vaze na plazmaticky albumin. Ibuprofen je z organismu
vylucovan bud’ v nezménéné form¢ vdzany na glukuronid a thiol (15 %), nebo jako metabolit
(karboxyibuprofen, hydroxyibuprofen). Konjugaty jsou v prostiedi hydrolyzovany [20]. Jiné
metabolity ibuprofenu se vSak objevuji v Cistirnach odpadnich vod. Patii mezi n¢ predevsim
4-isobutyrylaldehyd, 1-(4-isobutylfenyl)-1-ethanol, 2-[4-(1-hydroxyisobutyl)fenyl] kyselina
propionova, 4-ethylfenol a dalsi. Ibuprofen a jeho metabolity byly tak detekovany v mnoha
télech vodnich zivocich [21].

Na zvySujici se koncentraci tohoto 1é¢iva v Zivotnim prostiedi se nejvice podili Cinnost
clovéka a dalSich zivocichl. Po konzumaci neni ibuprofen metabolizovan zcela a spolu s jeho
metabolity je exkretovan z téla [22]. Metabolity vznikajici jeho odbourdvanim jsou vice
toxické nez ibuprofen samotny. Toxicky efekt ibuprofenu byl sledovan na riznych
modelovych organismech jako Asteria rubens, Oryzias latipes, Mylitus galloprovincialis,
Danio rerio a dalsi [23]. Také byl pozorovan pokles kladeni jiker u nékterych druhti ryb,
zaroveinl vSak zvySeni poctu nakladenych vajec u Oryzias latipes [18]. Déle ibuprofen iniciuje
u vySe zminénych modelovych organismu oxidativni stres, zvySuje aktivitu katalasy,
superoxiddismutasy, glutathion S-tranferasy faze 11 a gluthathionreduktasy po expozici kratsi
nez 7 dni [24]. Dochazi k aerobni respiraci, skeletalnim zménam a k poruchdm imunitniho
systému pfi koncentraci 11,5 pg/l, vyssi koncentrace zvySuji expresi regulacnich gent drahy

metabolismu kyseliny arachidonové a téz dochézi k vzriistu prozanétlivé odpovedi [25].
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Akutni toxicita ibuprofenu je zavisla na davce, pii delsi expozici tohoto analgetika byl
pozorovan cytotoxicky a genotoxicky efekt. DelSi expozice zpisobuje nerovnovahu v
oxidativnim stavu bunky, zmény v chovani, reprodukci, rychlosti ristu [4]. Pokud dojde ke
konjugaci ibuprofenu s diacylglycerolem, dochazi k inhibici déleni bun€k a k nondisjunkci
nékterych chromozomt [26]. Pfi sledovani zmén hormontl na bunéénych linii Oryzias latips,
Daphenia magna a Moina macropa byl pozorovan vzrast produkce 17-f estradiolu a pokles

produkce testosteronu [27].

3.2 Fytoremediace

Soucasnym intenzivnim zemédé€lstvim, rychlé urbanizaci a industrializaci dochazi ke
zneCisténi zivotniho prostiedi tézkymi kovy, organickymi slou¢eninami, radionuklidy,
antibiotiky i pesticidy. Fytoremediace je cenové dostupna, k zivotnimu prostredi Setrna
technika, kterd vyuziva rostliny a s nimi spojené rhizosferni mikroorganismy k odstranéni,
transformaci, pohlceni, sniZeni toxicity, stabilizaci ¢i degradaci slou¢enin, které jsou
uvoliovany do prostiedi z riznych zdroji [1]. Je definovand jako pouziti rostlin a pidnich
mikroorganismu ke snizeni koncentraci kontaminantti nebo jejich skodlivych ucinkt v
zivotnim prostiedi [8]. Zelené rostliny maji obrovskou schopnost piijimat zne€ist'ujici latky z
prostfedi a detoxikovat je riznymi mechanismy [8]. Pfijem polutantli rostlinami je dan tim, ze
k ristu a dokonceni zivotniho cyklu potiebuji jak makronutrienty jako dusik, fosfor, draslik,
siru, tak i mikronutrienty (zelezo, zinek, mangan, méd’) [9]. Idedlni rostliny pro uskute¢néni
této techniky by mély byt odolné vii¢i nepfiznivym podminkam toxickym G¢inkiim kovl a
kontaminant(l, a zaroven byt snadno kultivovatelné, s vysokou absorp¢ni kapacitou a nebyt
prilis atraktivni pro bylozravce. Faktory, které ovlivituji piijem latek rostlinou a jejich
distribuci v ni, jsou fyzikalni a chemické vlastnosti slouc¢enin (rozpustnost ve vode,
molekulova hmotnost), charakteristika prostfedi (teplota, pH, vlhkost ptidy) a vlastnosti
rostlin samotnych (typy kotfenovych systémi, typy enzymu) [1]. V mnohych piipadech
potiebuji rostliny také pomocné prostiedky k zvysSeni ucinnosti fytoremediace (napt. EDTA,
biouhli). Zminéné latky napoméhaji fytoremediaci snizenim toxicity znecistujicich latek, ¢i
zvySuji dosazitelnost polutantti, nebo podporuji riist rostlin [28].

Riizné rostliny vyuzivaji rozdilné metody nebo jejich kombinace k remediaci pidy a vody v
zavislosti na tom, o jaky typ, formu ¢i prostfedi kontaminantu se jedna [28]. K remediaci
znec€isténé podzemni vody lze vyuzit fytodegradace, fytovolatilizace, rhizofiltrace
a rhizodegradace. Kontaminaci povrchovych a odpadnich vod Ize fesit rhizofiltraci,

fytodegradaci nebo rhizodegradaci. K ¢isténi kontaminované ptdy, sedimenti ¢i usazenin
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se vyuziva fytoextrakce, fytodegradace, fytostabilizace, rhizodegradace nebo fytovolatilizace.

[10].

3.2.1 Rozdéleni fytoremediacnich technik
Fytoextrakce/Fytoakumulace

Fytoextrakei nebo fytoakumulaci se rozumi piijem slouceniny kofeny a jejich pfesun do
nadzemni ¢asti rostliny [8]. Fytoextrakce je odstranéni kontaminantu z piidy, podzemni ¢i
povrchové vody rostlinami. Fytoakumulaci je oznacovan proces, kdy kontaminant neni po
piijmu rostlinou rychle nebo zcela degradovan, ale dochazi k jeho akumulaci v rostling [1].
Hyperakumulatory jsou pak oznacovany rostliny, které¢ v sobé shromazd’uji vysoké
koncentrace toxickych tézkych kovt. Jejich pfijem kofeny je nasledovan vytvorenim kov-
fytochelatového komplexu, ktery je presunut do rostlinné vakuoly a zde je ulozen [26].
Fytodegradace /Rhizodegradace

Rostliny mohou metabolizovat a eliminovat kontaminanty v rostlinnych pletivech
prostfednictvim procesu zvaném fytodegradace [26]. Toho je docileno pomoci rostlinnych
enzymi ¢i enzymovych kofaktort [1]. Enzymy tcastnici se fytodegrace jsou peroxidasy,
dehalogenasy, fosfatasy a nitroreduktasy [9]. Pokud je degradace polutantu provedena
mikroorganismy v rhizosféte, je nazyvana jako rhizodegradace [8].
Fytostabilizace

Fytostabilizace je uZziti n€kterych rostlin k inaktivaci ¢i imobilizaci polutantli v znecisténych
pudach [26]. Tato technika se pouziva ke snizeni mobility a biologické dostupnosti
znec€istujicich latek v zivotnim prostiedi, ¢imz se zabrani jejich migraci do podzemnich vod
nebo jejich vstupu do potravniho fetézce [8]. Nekteré rostliny vytvaii vazbu se zbytkem
kontaminantu, ktery neni dostupny ve své toxické form¢, a nemuize byt tak po akumulaci
v rostlin¢€ uvolnén ze své pevné matrice [26].
Rhizofiltrace

Rhizofiltraci je oznacovan proces odstranéni kontaminantu za pouziti urcitych rostlin ze
znecisténych povrchovych a odpadnich vod. Absorpce kontaminanti rostlinou minimalizuje
jejich pohyb v podzemnich vodach [8].
Fytovolatilizace

Fytovolatilizace je ptfijem znecist'ujicich latek z ptidy rostlinami a jejich nasledna preména
na tékavou formu a uvolnéni do atmosféry. Takto mohou byt odstraiovany organické

slouceniny a tézké kovy jako rtut’ a selen [8].
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3.3 Nesteroidni protizanétliva 1é¢iva (NSAIDs)

Nesteroidni protizanétliva 1é¢iva (NSAIDs) ptedstavuji skupinu chemicky heterogennich
vlastnostmi. Jejich mechanismus G¢inku vychézi z inhibice biosyntézy chemickych medidtorii
zanétu prostaglandind. Inhibice syntézy prostaglandini pomoci NSAID je docileno
prostiednictvim blokace dvou izoforem enzymu cyklooxygenazy (COX-1 a COX-2),
zajistujiciho syntézu prostaglandint z kyseliny arachidonové v misté postizené €i zanicené
tkan¢ [3]. COX-1 enzym je vytvaien témef ve vSech tkanich, je zodpoveédny za regulaci
zakladnich procesi v buiice. COX-2 enzym muze byt indukovan v mozkovych tkanich,
ledvinach a kostech. V téchto tkdnich dochézi k jeho zvysené produkci pii zanétu, ¢imz
dochazi k produkci prozanétlivych prostaglandinti [27]. Blokddou COX-2 pomoci NSAIDs
nocireceptort) [28].

V dnesni dob¢ jsou NSAIDs pouzivany piredevsim na pooperacni bolesti, s ptipadnym
soucasnym podavanim doplitkovych opioidnich 1éCiv, po operacich, po kterych je ptipadny
vznikajici zanét nejvétsim piispévkem k bolesti, jako jsou rizné operace urologického,
stomatologického, ENT, ¢i ortopedického typu [28].
charakteru a v jejich znacné schopnosti vazat se na proteiny [28].

Pti vzniku zanétu dochazi k uniku plazmatickych proteini z kapilar a tim zptisobi kyselou
hodnotu pH v extracelularnim prostoru v tkanich. Pokles lokalni hodnoty pH zajisti zvyseni
koncentrace neionizovanych NSAIDs, v zavislosti na pK, molekuly, a poskytne jejich
vysokou koncentraci v postizenych zanicenych tkanich. V disledku toho dojde k inhibici
syntézy prostaglandinu primarné praveé v zanicené tkani [28]. Dana akumulace NSAID

v tkdnich vysvétluje obecné delsi dobu trvani jejich ucinku, nez je ptredpokladano z hodnot
jejich eliminacnich poloc¢asii/polo€asti eliminace z plazmy [29].

NSAIDs se pouzivaji pro utiSeni bolesti a zanétu pfi akutnich i pfi chronickych bolestech.
Pisobi jak periferné, tak i centralné. Jak je uvedeno vyse, periferni nocireceptory jsou
blokovany pomoci NSAIDs prostiednictvim inhibice COX enzymu, ktery zajist'uje preménu
kyseliny arachidonové na prostaglandiny, a tim zabrafuji senzitizaci nocireceptort
odpovidajicim na zranéni. Centralni plisobeni NSAIDs je uskutecnéno prostfednictvim

inhibice produkce prostaglandinu E2 (PGE2) ptfes COX-2 v zadnim miSnim rohu/laloku
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a také v mozku aktivaci medularnich a kortikalnich oblasti, které snizuji inhibici kaskady
odpovédi na bolest [30].

NSAIDs jsou bud’ reverzibilné¢ kompetitivni inhibitory (kromé aspirinu) stfidave blokujici
ob¢ izoformy COX-1 i COX-2 anebo selektivni inhibitory COX-2 izoformy. Do prvni
zminéné skupiny patii ibuprofen, diklofenak, ketorolak, ketoprofen, piroxikam a dalsi,
zatimco do skupiny selektivnich inhibitort patti celecoxib a rofecoxib [31].

Uziti NSAIDs jsou spojena s rizikem gastrointestinalnich, rendlnich a kardiovaskularnich
nezadoucich ucinki. Bylo prokazano, ze tyto nezadouci u€inky jsou u NSAIDs zavislé na
davce a jsou dlisledkem jejich chronického uzivani. Existuji jen velmi omezend data, kterd by
vypovidala o zvyseni nezadoucich G¢ink pti akutnim pooperacnim uziti NSAIDs [32]. Tyto
ucinky jsou u NSAIDs disledkem vlastniho mechanismu ptisobent, jelikoz jestlize dojde
k inhibici syntézy prostaglandinu E2 (PGE2), ktery ptsobi cytoprotektivné
v gastointestinalnim traktu, dochazi timto k odhaleni Zalude¢ni sliznice pro nasledné
podrazdéni a tvorbé viedi, coz vede k riziku gastrointestinalniho krvaceni. Prostaglandiny
také reguluji pritok krve v ledvinach, inhibice jejich syntézy mize mit tedy téz za nasledek
pokles funkce ledvin a vyustit v chronické onemocnéni ledvin. Inhibice COX-2 také vede ke
snizeni syntézy prostaglandint a vétsi produkei tromboxanu A2 (TXA2), coz zpisobuje
zvyseni vazokonstrikce a tim i zvySeni rizika kardiovaskuldrnich ptihod [30].

I pies prokazanou u¢innost NSAIDs v tiSeni pooperacni bolesti, jejich nezddouci ucinky
vzbuzuji obavy a omezuji jejich pouziti u vysoce rizikovych pacienttli, zejména u starSich
pacientl a pacientl s rendlnimi onemocnénimi [32]. NSAIDs by mély byt uzivany u starSich
pacientl s opatrnosti. Nebylo prokazano, Ze by se u starSich lidi projevovaly nezddouci G€inky
Castéji nez u jinych pacientii v kontextu postoperacni analgezie, avSak riziko zdvaznych
komplikaci peptického viedového onemocnéni bylo zvySeno 2-5tindsobné u postarsich
pacientil pfijimajicich NSAIDs [29]. Dalsim nezadoucim t¢inkem uzivani NSAIDs je i
akutnimu poskozeni ledvin. U starSich pacientl dochazi k poklesu poc¢tu nefronti o 35 % a
pritok krve ledvinami je snizen o 45-53 %. U dlouhodobé terapie NSAIDs se mlZe projevit
také zvysena retence sodiku a vody, a to mlze vést k naslednému riziku kardiovaskularnich
onemocnéni. NSAIDs s dlouhym polo¢asem jako je piroxicam a tenoxicam se mohou v

postarsich pacientech akumulovat a zptisobovat tim snizeni funkcnosti jater a ledvin [28].
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3.3.1 Ibuprofen

Ibuprofen je jednim z nejcastéji pouzivanych volné prodejnych 1éciv s analgetickym,
antipyretickym a protizanétlivym u€inkem v potadi hned za aspirinem a paracetamolem.
Vyuziva se predev§im k zmirnéni akutni bolesti, zanétu a horecky. Z vySe zminénych
analgetik je ibuprofen bran za nejméné toxicky, je jen velmi vzacné spojovan s umrtim ¢i
velmi zavaznymi nezddoucimi ucinky po jeho poziti. Ibuprofen byl popsan jako NSAIDs,
uzivané po dlouhou dobu v klinické praxi a vykazujici nejmirnéjs$i nezddouci ucinky [33].

Voln¢ prodejny ibuprofen se vyskytuje ve forme diastereoizomerni smési [33]. Tato smés je
sloZena z poloviny S(+)-enantiomeru, ktery je farmakologicky aktivni jako inhibitor syntézy
prostaglandinu, druhd polovina je tvofena R(—)-enantiomerem, ktery neni tolik aktivni
v inhibici syntézy prostaglandinti, ale miize mit urcité farmakologické vlastnosti vyznamné
pfeménéno na S-enantiomer ve stfevnim traktu a v jatrech po ordlnim podani [34]. Prvnim
krokem je aktivace R(-)-ibuprofenu s ATP:Mg?* za vzniku AMP-derivatu, ktery je nasledné
esterifikovan koenzymem A piisobenim acyl-CoAsyntetazy. R-ibuprofen-CoA podléha
epimerizaci plisobenim epimerasy za vzniku S-ibuprofen-CoA, ktery je nasledné

hydrolyzovan hydrolasou za vzniku S-ibuprofenu-CoA [35].

-H hH
== CH, = CHy
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R-Ibuprofen R-lbuprofen CoA
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Planarni intermediat

CHy H cH

2

3
H - H
Ccoo’ COSCoA
JUSA s

S-lbuprofen S-lbuprofen CoA

Obrazek 3: Preména R(-)-enantiomeru na S(+)-enantiomer
prostirednictvim acylkoenzym thioesterazy. Prevzato a upraveno
z[61]
Ibuprofen piisobi riiznymi mechanismy na zanétlivé drahy a bunééné systémy, které se
podileji na akutnim a chronickém zanétu. Principem jeho farmakodynamickych a¢inka
je, stejné jako u dalSich NSAIDs, inhibice COX-1 a COX-2 enzymt, které syntetizuji
prozanétlivé prostanoidy [33]. Ibuprofen ma, jako dalsi NSAIDs, dva mechanismy pisobeni

analgezie; prostaglandin-dependentni a na prostaglandinu nezavisly mechanismus.
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Mechanismus dependentni na prostaglandinu spo¢iva v interakei prostaglandinu E2 (PGE2),
prostaglandinu 12 (PGI2) a prostaglandinu D2 (PGD?2) s jejich ptisluSnymi receptory
pritomnymi na nervech [36]. Jejich interakce aktivuje specifické kanaly nebo enzymy
regulujici neurondlni pfenos signall bolesti [37]. Jestlize dojde ke snizeni produkce
prostaglandintl vlivem piisobeni NSAIDs, dochdzi ke snizeni aktivace téchto kanali ¢i
enzymt, a tim i naslednému pienosu bolesti. Mechanismus nezavisly na prostaglandinu
souvisi se zablokovanim dalSich komponent v odpovédi na bolest, jako jsou napiiklad
periferni nociceptivni sodikové kanaly Nav1.7 a 1.8 [36]. Ibuprofen blokuje zmény v téchto
kanalech a sou€asné tim snizi 1 hyperexcitabilitu neuroni [38]. NSAIDs také zmirfiuji
pusobeni ASIC iontovych kanalii (acid-sensing), tvorbu neuropeptidll a tim dochézi
k zmensSeni bolesti [33].

Ibuprofen ma velice piiznivy bezpecnostni profil a je G€innym analgetikem v zasahu
akutnich i chronickych bolesti, avSak stejné jako ostatni NSAIDs neni bez rizika. Oproti
ostatnim NSAIDs mé4 pomérné€ nizké riziko kardiovaskuldrnich ptihod, ale je spojovan
s renalnimi a jaternimi nezddoucimi ucinky, zavisejicimi na davce, soubézném podavani

jinych I1ékd 1 na pacientovi samotném [39].

3.4 Antitusika

Kasel je dulezitym obrannym reflexem, pokud vSak pfetrvava, pacienti zacnou vyhledavat
pomoc v podobé¢ 1é€iv s antitusickym U€inkem [40]. Antitusika se rozd€luji pfedevSim na dvé
hlavni skupiny na zaklad¢ mista jejich G€¢inku: periferni a centralni. Periferni antitusika se
dale déli na lokalni anestetika, nociceptiny, antagonisty TRPV1 receptort, leukotrien
receptortl, ¢i antagonisty bradykinin receptorii. Mezi centralné plisobici antitusika patii opiaty,
jako jsou kodein, morfin a dihydrokodon. Dale sem patfi také inhibitory GABA receptort,
kterymi je naptiklad baclofen [41]. Dextromethorphan, o kterém je pojednano nize, patii mezi
inhibitory sigma receptori stejné€ jako noscapin. I pfes to, Ze se jedna o opioidové derivaty,

vazi se spise na receptory sigma nez na klasické opioidové, netadi se tedy mezi opioidy [5].

3.4.1 Dextromethorphan

Dextromethorphan (DXM, d-methorphan) je nenarkoticky synteticky analog kodeinu, ktery
je celosvétove vyuzivan jako volné prodejné antitusikum. Je povazovan za 1éCivo bezpecné a
ucinné proti kasli a nachlazeni v ptipad¢ uzivani terapeutickych davek. [5]

Dextromethorphan ma Sirokou skalu farmakodynamickych ucinkt v disledku jeho aktivity
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na fadu kanall a receptorii. Antitusicky ucinek je pravdépodobné zpiisoben stimulaci
sigma-1 receptorti a v blokaci N-methyl-D-aspartatu (NMDA). [5], [42]

Dextromethorphan je primarné metabolizovan cytochromem P450 za vzniku jeho hlavniho
metabolitu dextrophanu (DXO) [43]. Dextrophan je jediny zndmy metabolit, ktery vykazuje
antitusické U¢inky a predpoklada se, Ze je zodpoveédny za hlavni farmakologicky ucinek pti
uziti terapeutickych davek [40]. DXM je piedevsim vylu¢ovan moci, ptevazné ve forme
konjugatt jeho metaboliti (DXO, dextrorphan-O-glukuronid) [5].

Jak jiz bylo zminéno vyse, 1 pfesto, ze je chemicky dextromethorphan derivat opiovych
alkaloidl, nevaZze se na opioidové receptory, mezi opiody se tedy netadi a nema analgetické,
euforizujici ani G¢inky tlumici respiracni funkce jako kodein ¢i morfin [5]. Toto tvrzeni vSak
plati pouze pii uziti terapeutickych davek dextromethorphanu. Pti naduziti tohoto 1é¢iva ma
psychotropni ucinky, a proto je tedy ¢asto zneuzivan. Pfedavkovani DXM vede k vizualnim a
sluchovym halucinacim, disociativnim uc¢inkiim, ménii, bludiim, agresi, euforii a staviim

dysforie [6].

3.5 Antioxidac¢ni systém rostlin

Béhem mnoha metabolickych procesii probihajicich v rostlindch, jakymi jsou fotosyntéza
a bunécné dychani, dochazi k tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS) [11]. K jejich tvorbé
dochazi i pti kontaktu s uréitymi latkami v zivotnim prosttedi [44]. Ukazuje se, ze mnoho
sloucenin, které zlstavaji v ¢isténych odpadnich vodach, vyvoldvaji v rostlinach detoxikacni
procesy, které zahrnuji zvySenou aktivitu detoxikacnich enzymi [45]. RGzné faktory
zivotniho prostredi (napft. sucho, teplota, ostré svétlo) ovliviuji rist a vyvoj rostlin. V ptipade,
kdy tyto faktory ptekro¢i mez tolerance rostliny, rostlina je vystavena stresu, coZ ma za
nasledek zmény strukturnich, fyziologickych i biochemickych procesii. Béhem stresu jsou
elektrony ve vysokoenergetickém stavu pifeneseny na molekuldrni kyslik. To vede k tvorbé
ROS, jako jsou singletovy kyslik (!02), superoxidové radikaly (05 *), hydroxylové radikaly
(HO"), peroxidy a peroxid vodiku (H20:). Jedna se o velice toxické slouceniny, které jsou
schopné nicit vétSinu bunéénych makromolekul, véetné DNA [11]. Aby se vyrovnaly se
zvySenou produkci ROS a zabranily tak oxidativnimu poskozeni, disponuji rostliny systémem
antioxidacnich enzymd, které ROS, pfitomné v riznych bunéénych prostorech, vychytavaji.
[28] Mezi enzymaticky antioxidacni systém patii enzymy superoxiddismutasa (SOD, EC

1.15.1.1), katalasa (CAT, EC 1.11.1.6), askorbatperoxidasa (APX, EC 1.11.1.11),
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glutathionreduktasa (GR, EC 1.8.1.7), gluathionperoxidasy (GPX, EC 1.11.1.9),
guajakolperoxidasa (G-POD, EC. 1.11) [12][11].

Toxické efekty ROS jsou potlacovany i neenzymatickym antioxida¢nim systémem, do
kterého se fadi kyselina askorbova, fenolické latky a mnoho dalsich [11].
Superoxiddismutasa (SOD)

Superoxiddismutasa je metaloenzym, ptitomny v riznych bunéénych prostorech, ktery je
povazovan za prvni obranu proti oxida¢nimu stresu. Katalyzuje preménu dvou
superoxidovych radikalii na peroxid vodiku, a tim je udrzuje ve stabilnim stavu [44]. SOD
muze ve svém aktivnim centru obsahovat méd’, zinek (Cu/ZnSOD), mangan (MnSOD),
¢i zelezo (FeSOD). Cu/ZnSOD se nachazi v cytosolu a v chloroplastech rostlinné bunky,
MnSOD je v matrix mitochondrie a v peroxisomech [11].

Katalasa (CAT)

Katalasy jsou tetramerni enzymy obsahujici hem, katalyzujici pfeménu dvou molekul
peroxidu vodiku na kyslik a vodu. Nachézeji se nejcastéji v peroxisomech. Katalasy jsou
hlavnimi enzymy vychytavajicimi a pfimo pfeménujicimi peroxid vodiku a jsou
nepostradatelné pro detoxikaci rostlin od ROS pii stresu. Zvyseni jejich aktivity je brano jako
adaptacni schopnost rostlin, ktera pomaha ptekonat naruSeni metabolismu v pletivech
snizenim toxickych koncentraci peroxidu vodiku [11].

Askorbatperoxidasa (APX)

Askorbatperoxidasa je téZ enzym obsahujici hem, ktery vychytava peroxid vodiku
[46][44].Avsak na rozdil od katalasy, jejiz reakce nevyzaduje zadny reduktant, APX vyuziva
askorbat jako donor elektronti k redukci peroxidu vodiku na vodu v organelach zahrnujici
chloroplasty, cytosol, mitochondrie a peroxisomy. K peroxidu vodiku ma také vétsi afinitu
nez vySe zminéna katalasa [46].

Guajakolperoxidasa (G-POD)

Guajakolperoxidasa je enzym obsahujici hem, ktery se ii€astni mnoha fyziologickych
procest v rostlindch [47]. Guajakolperoxidasa vyuZziva fenolické latky jako donory elektronu
k eliminaci peroxidu vodiku [12]. Jedna se o peroxidasu, ktera oxiduje guajakol
(o-methoxyfenol), vyuziva jej tedy jako reduk¢ni substrat. Nachazi se v cytosolu, vakuolach a
bunécné sténé a je predpokladan, ze se ticastni mnoha procest spojenych s riistem a vyvojem
rostliny [47].

Glutathionperoxidasy (GPX)
Glutathionperoxidasy jsou rodinou nékolika izoenzymi, které katalyzuji redukci peroxidu

vodiku a cytotoxickych hydroperoxidil na alkoholy [48]. Krom¢ vychytavani peroxidu
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vodiku, GPX slouzi také k detoxikaci produktii peroxidace lipidd, ke které dochazi v disledku
¢innosti ROS. Glutathionperoxidasy se rozd¢€luji na tii typy: na selenu-dependentni GPX,
GPX na selenu nezavisla a glutathiontransferasy [11].

Fenolické latky

Fenolické latky jsou rozmanité sekundarni metabolity hojné zastoupené v rostlinnych
pletivech [11]. Polyfenolické latky maji idedlni chemickou strukturu pro vychytavani volnych
radikalt [49]. Jejich antioxidacni vlastnosti vychazeji z jejich vysoké reaktivity jako vodikové
a elektronové donory, ze schopnosti od nich odvozenych radikalt stabilizovat a delokalizovat
neparovy elektron a z jejich schopnosti vazat do komplexu ionty kovi [50].
Sikimatdehydrogenasa (SDH)

Sikimatdehydrogenasa je jednim z enzymu §ikimatové drahy, ktera se odehrava v plastidech
a je centrem biosyntézy aromatickych aminokyselin, folatd, vitaminti a dalSich sekundarnich
metabolitil jako jsou fenolické latky v rostlinach i houbéach. Rostliny vyuzivaji aromatické
aminokyseliny nejen ke stavbé bilkovin, ale také jako prekurzory pro tvorbu velkého
mnozstvi sekundarnich metabolittl jako jsou napi. flavonoidy [51]. Sikiméatdehydrogenasa za
ptritomnosti NADP katalyzuje redukci 3-dehydrosSikimatu na Sikimat, coZ je esencidlni reakce
biosyntézy aromatickych aminokyselin [52].
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Obrazek 4: Schématické znazornéni mechanismu premény ROS
antioxidacnimi enzymy. SOD = superoxiddismutasa; CAT = katalasa;
GPX = glutathionperoxidasa; APX = askorbatperoxidasa. Prevzato a
upraveno z [62].
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4. Experimentalni ¢ast
4.1 Pouzité chemikalie a pristroje

4.1.1 Pouzité chemikalie

2-amino-2-mehtyl-1-propanol (Sigma-Aldrich, USA)
2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazin (Sigma-Aldrich, USA)
3,3’-diaminobenzidin (Sigma-Aldrich, USA)

ABTS roztok obsahujici peroxid vodiku (Sigma-Aldrich, USA)
Acetonitril (Sigma-Aldrich, USA)

Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)

Askorbat sodny (Sigma-Aldrich, USA)

Bisakrylamid (Sigma-Aldrich, USA)

Bradfordovo ¢inidlo (Sigma-Aldrich, USA)

Bromfenolova modrt (Sigma-Aldrich, USA)

Deionizovana voda (Watek, IWA 5 roso, CR)
Dextromethorphan dibromid monohydrat (Sigma-Aldrich, USA)
Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich, USA)

Dithiotreitol (Sigma-Aldrich, USA)

Dihydrogenfosforeénan draselny (Lachema-Chemapol, CSSR)
Chlorid zelezity (hexahydrat) (Sigma-Aldrich, USA)

Ethanol, p.a. 96 % (Lach-Ner, CR)

Etylendiamintetraoctan disodny (dihydrat) (Sigma-Aldrich, USA)
Fenazinmethosulfat (Sigma-Aldrich, USA)

Fenol (Sigma-Aldrich, USA)

Fenolové ¢inidlo Folin-Ciocalteu (VWR Life Science, USA)
Glycerol bezvody (Lach-Ner, CR)

Glycin (Lach-Ner, CR)

Guajakol (Sigma-Aldrich, USA)

Hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, USA)
Hydrogenfosfore¢nan sodny (dihydrat) (Lachema-Chemapol, CSSR)
Hydroxid sodny (Penta, CR)

Chlorid sodny (Penta, CR)

Ibuprofen (Zentiva, CR)
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Kyselina chlorovodikové 35 % (Lach-Ner, CR)

Kyselina octova (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina Sikimova (Sigma-Aldrich, USA)

Methanol, HPLC grade (Lab-Scan analytical sciences, Polsko)
N,N,N’,N’-tetramethyletylendiamin (Thermo, Japonsko)
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat (Roche, Némecko)
Nitrotetrazoliova modf (Sigma-Aldrich, USA)

Peroxid vodiku 30 % (Lach-Ner, CR)

Peroxodisiran amonny (Sigma-Aldrich, USA)
Polyvinylpolypyrrolidon (Sigma-Aldrich, USA)

Riboflavin (Sigma-Aldrich, USA)

Sacharosa (Penta, CR)

Savo Original (Unilever s.r.0., Velka Britanie)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (VWR Life Science, USA)
Uhli¢itan sodny bezvody (Lachema, CR)

Vsechny pouzité chemikalie byly Cistoty p.a. nebo vyssi. Testovana farmaka byly od firmy

Zentiva (ibuprofen) a Sigma Aldrich (dextromethorphan dibromid monohydrat).

4.1.2 Pouzité ptistroje

analytické vahy

cteCka desticek (Multiscan GO)

laboratorni vahy/ptedvazky

laminarni box s vertikalnim proudénim vzduchu

kultivaéni box

mrazici box Liebherr

lednice Liebherr

tlakovy hrnec pro sterilizaci ban€k a piipravu sterilni vody

kahan Fuego

ultrazvukova lazen (Fisherbrand FB 15050)

HPLC (Shimadzu, Japonsko): vysokotlaké ¢erpadlo LC20AD, UV detektor SPD 20 A,
kolona Agilent Eclipse XCB o rozmérech 150 x 4 mm (5 um), pfedkolona C18 (Wartex),
nastfikovy kohout Rheodyne (USA), néstiikova smycka (20 ul)

software Clarity (Data Apex, verze 8.5)

centrifuga (Labnet, Spectrafuge TM 16M)
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Centrifuga (Hettich Universal 32)
UV/VIS spektrofotometr (Ultrospec 2100 Pro)

elektroforetickd souprava Bio-Rad a Biometra

4.1.3 Dalsi pouzity material

hlinikova folie k uzavieni ban¢k

automatické pipety

injekent stifkacky

stiikacka 50 ul SYR N pro davkovani vzorkti do HPLC

kukufice setd (Zea mays, odriida DKC 3969, firma Monsanto CR)

4.2 Priprava Zivného média

Bylo pfipraveno kultivaéni médium podle Murashiga a Skooga [53] neobsahujici sacharidy
tak, Ze v jednolitrovém odmérném valci bylo smichano 500 ml destilované vody, 100 ml
roztoku makroelementi o slozeni uvedeném v Tabulce I a 5 ml roztoku mikroelementt
dle Tabulky 2. K tomu byl pfidan 1 ml roztoku komplexu zeleza (Tabulka 3). Pomoci 10%
roztoku hydroxidu draselného bylo upraveno pH reakéni smési na 5,8. Smés byla pielita do
ban¢k, které byly uzavieny hlinikovou folii a sterilizovany po dobu 20 minut v tlakovém

hrnci.

Tabulka 1: SloZeni makroelementii pro pripravu kultivacniho média

Latka Koncentrace latky v médiu [mg/1]
KNO; 1900
CaCl, - 2H,0 440
NH4NO; 1650
MgSO, - TH,O 370
KH,PO4 170

Tabulka 2: Slozeni mikroelementii pro pripravu kultivacniho média

Latka Koncentrace latky v médiu [mg/1]
KI 0,83
ZnSO4 - 4H,0 8,6
MnSO;, - 4H,0 22,3
H;BO; 6,2
CuSOq - 5H>0 0,025
NaMoO4 . HZO 0,25
CoCl, - 6H,0O 0,025
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Tabulka 3: SlozZeni roztoku komplexu Zeleza pro pripravu kultivacniho média

Latka Koncentrace latky v médiu [mg/]]
FeSO4 - TH,O 27,8
Na,EDTA 37,3

4.3 Kultivace rostlin

4.3.1 Ptiprava sterilni vody
Pro ptipravu sterilni vody bylo odmérnym valcem pielito 100 ml kohoutkové vody
do odmérné banky, batika byla uzaviena hlinikovou folii a byla ponechéana v tlakovém hrnci

po dobu 24 minut. Pfed dalSim pouzitim byla voda ponechana zchladnout.

4.3.2 Kultivace rostlin

Nejprve bylo do dvanacti Erlenmeyerovych banék injekéni stiikackou vneseno
10 ml kultiva¢niho média. Hrdla jednotlivych banék byla uzaviena hlinikovou folii. Poté byly
jednotlivé Erlenmeyerovy baiiky sterilizovany v tlakovém hrnci po dobu 20 minut a byly
ponechany vychladnout pfes noc.

Pro sterilizaci semen kukufice byly pfipraveny 15% a 10% roztoky Sava. Do Erlenmeyerovy
baiiky se seminky kukufice bylo pfidano 20 ml 70% ethanolu, obsah baiiky byl krouZenim
promichén a byla ponechéna stat po dobu 1 minuty. Po odliti ethanolu byl postup opakovan
s 15% roztokem Sava. Obsah byl opét promichan a baiika byla ponechédna stat po dobu
10 minut. Analogicky postup byl proveden s 10% roztokem Sava. Semena byla dale
oplachnuta ttikrat za sterilnich podminek sterilizovanou vodou.

Do ptipravenych Erlenmeyerovych banék byla u plamene vnesena Ctyfi sterilni seminka
kukufice, baiiky byly uzavieny hlinikovou folii a byly ponechany v kultiva¢ni mistnosti pti
teploté 24 °C a svételnym rezimem 12 h/12 h svétlo/tma (zafivky 40 W/m?, Cool White),

dokud rostliny nedosahly pozadované velikosti
4.4 Pridani farmak a odbér vzorku

4.4.1 Pfidani farmak v prvni sérii

Navéazka 5,0 mg ibuprofenu byla rozpusténa ve 2 ml dimethylsulfoxidu v 2 ml odmérné
bance. Do Sesti Erlenmeyerovych banék s jiz vyrostlymi rostlinami kukutice bylo v
lamindrnim boxu ptidano 100 ml sterilizované vody. Pied ptfidavkem vody bylo nejprve
odstranéno MS médium. K pfidanému mnozZstvi vody bylo automatickou pipetou ptidano
200 ul ptipraveného roztoku ibuprofenu tak, aby bylo dosazeno vychozi koncentrace

ibuprofenu 5 mg/1.
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Analogicky postup byl proveden se Sesti dalSimi baftkami, do kterych bylo pipetovano
200 ul ptipraveného roztoku dextromethorphanu pro dosazeni vychozi koncentrace 5 mg/l,
tvofeného z 6,83 mg dextromethorphanu dibromidu monohydratu rozpusténého v 2 ml
destilované vody. Byly také ptfipraveny dvé kontrolni banky se sterilizovanou vodou, do
kterych bylo ptidano 200 pl ptipraveného roztoku ibuprofenu a 200 pl pfipraveného roztoku
dextromethorphanu. Jako kontrola byla oznacena Erlenmayerova baiika s rostlinou kukufice,

ke které nebylo pfidano zadné farmakum.

4.4.2 Ptidani farmak ve druhé sérii — studie smésné fytoextrakce
Ve druh¢ sérii bylo postupovano stejnym zptisobem jako v prvni sérii, s rozdilem, ze do
vsech ban¢k s rostlinou kukufice bylo pfidano jak 200 pl ptfipraveného roztoku ibuprofenu

(5 mg/l), tak 1 200 pl pripraveného roztoku dextromethorphanu (5mg/l).

4.4.3 Odbér vzorki

Okamzit€ po pfidani daného farmaka bylo injekéni stiikackou sterilné odebrano 0,5 ml
roztoku do pfislusné oznacené mikrozkumavky. Hrdlo baiiky bylo uzavieno v plamenu
vyzihanou hlinikovou f6lii a barika s rostlinou kukufice byla opét umisténa do kultivacni
mistnosti. Dal§i odbéry byly provadény v intervalu 24 hodin po dobu 6 dni. Odbér byl
provadén i z bané€k bez rostlin kukufice pro kontrolu. Mikrozkumavky s odebranymi vzorky

byly uchovavany v mrazicim boxu pii -20°C.

4.5 Ukonceni kultivace a nasledné zpracovani rostlin

Po provedeni posledniho odbéru byly rostliny omyty v destilované vod¢, koteny od listt
byly separovany a zvazeny. Poté byly z poloviny listli a kofent pfipraveny smésné vzorky po
0,5 g a zamrazeny v kapalném dusiku a uchovavany pfi -80°C pro biochemické experimenty.
Druha polovina rostlinného materialu byla skladovéna v mrazicim boxu pii teploté -20°C pro

dalsi zpracovani.

4.6 Detekce a kvantifikace 1é¢iva v kultivaénim médiu pomoci HPLC/UV

Analyza jednotlivych odebranych vzork média byla provedena pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC) s UV detekci. Jako mobilni faze byla pouzita smés o
slozeni methanol : acetonitril : 1% kyselina octova v poméru 1 : 1:1 (100 : 100 : 100 v/v/v).
Pratok pouzity pfi méteni byl 1,0 ml za minutu. Pouzita kolona byla Agilent Eclipse XCB
150 x 4 mm (5 um). Mé&feni bylo provedeno pii 230 nm za laboratorni teploty. Analyzy byly

provadény piimym vstiikem 20 pl media po jeho ptedchozi centrifugaci (14000 rpm, prameér
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rotoru 100 mm). Vyhodnoceni kalibra¢ni zavislosti a stanoveni koncentraci z chromatogrami

byly zpracovany pomoci programu Clarity verze 8.5.
4.7 Biochemicka analyza rostlin

4.7.1 Priprava rostlinnych vzorki pro stanoveni obsahu fenolickych latek a antioxidaéni
kapacity

Po ukonceni kultivace byly rostliny vyndany z Erlenmeyerovy baiiky pomoci pinzety, listy
byly oddéleny od kotfent niizkami a zvézeny. Poté byly jednotlivé vzorky listl i kofenii
zmrazeny v kapalném dusiku a uchovany pfi teploté — 80 °C.
Pro extrakci byl vzdy vzat vzorek listu s danym farmakem, byl pteveden do tfeci misky, ve
které byl tlou¢kem homogenizovan za ptidavku kapalné¢ho dusiku. Nasledné byl ptidan 50%
ethanol v ¢tyfnasobném objemu navazky vzorku listu, smés byla promichana a ptelita do
mikrozkumavky. Extrakty v mikrozkumavce byly centrifugovany pii 4 °C, 16 000xg, po dobu
15 minut. Poté byl automatickou pipetou odebran supernatant, ktery byl vyuzit k dal§im

stanovenim.

4.7.2 Stanoveni antioxida¢ni kapacity metodou FRAP

Principem stanoveni antioxida¢ni kapacity metodou FRAP dle [54] je redukce 2.,4,6-
tripyridyl-s-triazinu Zelezitého (Fe**-TPTZ) na tripyridyltriazin Zeleznaty (Fe?*-TPTZ), jejimz
dikazem je za nizkého pH modré az Sedé zabarveni roztoku. Pro toto stanoveni bylo nejprve
piipraveno 100 ml ¢erstvého ¢inidla FRAP sloZzeného z navazky 0,0055 g TPTZ ve 25 ml
40mM HCI, 10 ml 20mM FeCl; a 65 ml 300mM octanového pufru (pH = 3,6). Cinidlo bylo
zakryto hlinikovou f6lii pro ochranu pied svétlem. Do mikrotitracni desticky bylo
automatickou pipetou pfidano 40 pl vhodné zfedéného extraktu, k tomuto mnozstvi bylo
ptidano 200 pl ptipraveného FRAP ¢inidla a reakéni smés byla promichana. Celé stanoveni
bylo provadéno v triplikatech. Mikrotitracni desticka byla inkubovéna pfi laboratorni teploté
po dobu 10 minut. Nasledné byla zméfena absorbance reakéni smési pii 593 nm proti roztoku
slepého vzorku, ktery byl tvoten 40 pl 50% ethanolu.

Kalibrace byla provedena s roztoky kyseliny askorbové o koncentracich v rozmezi

10-120 pmol/l.

4.7.3 Stanoveni fenolickych latek
Pro stanoveni fenolickych latek metodou dle [54] bylo vyuzito reakce fenolu s Folin-
Ciocalteuovym ¢inidlem. Do mikrotitracni desticky bylo automatickou pipetou pipetovano

20 pul vhodné ziedéného rostlinného extraktu ptipraveného v 50% ethanolu.
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K tomuto mnoZstvi bylo pfidano 100 pl 10% (v/v) Folin-Ciocalteuova ¢inidla a po 4 minutach
inkubace pfi laboratorni teploté 80 pl 75 g - 1"! roztoku uhli¢itanu sodného NaxCOs.
Stanoveni bylo provedeno v triplikatech. Reakéni smés byla inkubovana pii laboratorni
teploté po 30 minut a nasledné byla méfena absorbance pti 760 nm proti absorbance roztoku
slepého vzorku tvofeného 20 ul 50% ethanolu. Pro kalibraci byl rostlinny extrakt nahrazen

roztokem fenolu o koncentracich v rozmezi 100—700 pmol - 17,

4.7.4 Ptiprava rostlinnych extraktii pro stanoveni enzymov¢ aktivity

Rostlinny materidl (listy, kofeny) byl nejprve homogenizovan ve tieci misce po ptidani
tekutého dusiku a ve ¢tyinasobném mnozZstvi oproti navazce vzorku extrakéniho pufru
slozeného z 100mM Tris-HCI pufru (pH = 7,8), ImM DTT, ImM EDTA, 10 mM askorbatu
sodného. K reakéni smési bylo také pfidano malé mnozstvi PVP, které je schopné vazat
fenolické latky, které by potencialné mohly inhibovat enzymovou aktivitu. Vzorky byly
centrifugovany pii 4 °C, 16 000xg, po dobu 15 minut. Extrakt byl odebran do

mikrozkumavek pro dal$i pouziti.

4.7.5 Stanoveni mnozstvi bilkovin dle Bradforda
Pro stanoveni mnozstvi bilkovin v jednotlivych extraktech bylo pouZzito stanoveni dle
Bradforda [55], které vychazi z reakce bazickych aminokyselin bilkoviny v extraktu
s Bradfordovym ¢inidlem, obsahujicim Coomassie brilliant blue G 250. Do kazdé jamky bylo
vzdy ptidano 20 pl stanovovaného vzorku a 200 pl Bradfordova ¢inidla. Mikrotitracni
desticka byla ponechdna 10 minut inkubovat, nasledné byla méfena absorbance pii 595 nm a
450 nm. Kalibrace byla provedena s roztoky hovéziho sérového albuminu (BSA). Celé
stanoveni bylo provedeno v triplikatech.

Z nameétenych hodnot absorbance byla sestrojena kalibra¢ni piimka a z té byla nasledné

odectena koncentrace proteind ve stanovovanych vzorcich.

4.7.6 Stanoveni aktivity celkovych volnych a membranové vazanych peroxidas

Celkové volné a membranove vazané peroxidasy byly detekovany metodou dle [56]. Celkové
peroxidasy byly stanoveny za vyuziti barevného substratu 3,3 -diaminobenzidinu

(DAB). Do mikrotitra¢ni desticky bylo k 20 ul ptipraveného rostlinného extraktu ptidano

155 pul 50mM fosfatoveého pufru (pH 7,0), 5 ul 499mM roztoku peroxidu vodiku a 20 pl ¢inidla
DAB, kter¢ bylo ptipraveno z 10 mg v 2,5 ml 96% ethanolu a nasledn¢ sonikovano po dobu

5 minut. Zména absorbance byla métena kontinudln€ po dobu 5 minut pti 430 nm

za laboratorni teploty. Pro stanoveni membranové vazanych peroxidas byl sediment po
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centifugaci promyt extrakénim pufrem o sloZzeni 100 mM Tris-HCI pufr (pH 7,8); I mM DTT;
I mM Na;EDTA; 10 mM askorbat sodny, s 1 M roztokem NaCl. Smés byla opét
centrifugovana a byl proveden analogicky postup méteni jako bylo popsano u stanoveni

celkovych volnych peroxidas.

4.7.7 Stanoveni aktivity guajakolperoxidasy

Aktivita guajakolperoxidasy byla stanovena metodou dle [56]. Smés o slozeni 155 pl S0mM
fosfatového pufru (pH = 7,0), 5 ul 49mM peroxidu vodiku a 20 ul 9mM roztoku guajakolu
byla ptidana ke 20 pl rostlinného extraktu v mikrotitracni desticce. Zména absorbance byla
méiena kontinudln€ po dobu 5 minut pti 470 nm za laboratorni teploty. Molarni absorp¢ni

koeficient odpovidal hodnoté 26600 M - cm™ (Wu, 2010, Jebara, 2005).

4.7.8 Elektroforeticka separace za nativnich podminek

Pro provedeni nativni elektroforézy byly nejprve ptipraveny 10% separaéni
polyakrylamidové gely. Tyto gely byly po polymeraci ptevrstveny 4% zaostfovacim gelem.
10% separacni gel byl vytvoren smisenim 7,9 ml destilované vody, 6,7 ml 30% roztoku
akrylamidu/bis-akrylamidu (36,5:1), 5,0 ml 1,5 mol - I"! Tris-HCI pufru (pH = §,8), 0,2 ml
10% (w/v) glycerol, 2 ul TEMED. Nakonec bylo ptidano 200 pl 10% peroxodisiranu
amonného k iniciaci polymerace gelu. Reak¢éni smés byla nalita mezi Ctyfti elektroforeticka
skla (10,0 x 8,0 cm), byl pfevrstven malym mnozstvim destilované vody a byl ponechén stat
pfi laboratorni teploté po dobu 30 minut. Po polymeraci byl pfevrstven 4% zaostfovacim
gelem skladajicim se z 1,22 ml destilované vody, 0,26 ml 30% roztoku akrylamidu//bis-
akrylamidu (36,5:1), 0,5 ml 0,5 mol - 1! Tris-HCI pufru (pH = 6,8), 0,0005 ml TEMED.
Roztok SDS byl opét nahrazen 0,02 ml 10% roztokem glycerolu. Jako posledni bylo znovu
ptidano 20 pl 10% peroxodisiranu amonného, mezi elektroforeticka skla byl vlozen hieben a
gel byl inkubovan pfi laboratorni teploté po dobu 30 minut. Elektrodovy pufr (pH 8.,3) byl
ptipraven z 3 g Tris, 18,8 g glycinu, 10 ml 10% glycerolu doplnén do 1 litru destilovanou
vodou. Na gel byly naneseny rostlinné extrakty (viz kap. 4.7.4) s obsahem 20% (w/v)
sacharosy, tak aby v kazdé jamce bylo stejné mnozstvi proteint stanovené metodou dle
Bradforda (viz kap. 4.7.5).

Nasledné bylo ptidano 100 pl 0,1% (w/v) bromfenolové modii do elektrodového pufru
v hornim prostoru elektroforetické aparatury. Po piipojeni zdroje stejnosmérného proudu
byla zapocata elektroforéza pii poc¢ate¢nim napéti 70 V, po doputovani bromfenolové modii
do separacniho gelu bylo napéti zvySeno na 140 V. Elektroforeticka separace byla ukoncena

v okamziku, kdy bromfenolova modf doputovala na konec gelu.
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4.7.8.1 Detekce aktivity a izoenzymil askorbatperoxidasy v gelu

Pro detekci aktivity askorbatperoxidasy metodou dle [57] byl nejprve gel vloZzen do 20 ml
ekvilibra¢niho pufru I, ktery byl slozen z S0mM fosfatového pufru o pH = 7,0 a 2mM
askorbatu. Nasledné byl gel inkubovan po dobu 10 minut ve 20 ml ekvilibra¢niho pufru II,
slozeného z 50mM fosfatového pufru (pH = 7,0), 4 mM askorbatu a 6 pl 30% peroxidu
vodiku. Gel byl nasledn€ promyt v 20 ml 50mM fostatového pufru (pH = 7,0) a byl ponofen
do detekéniho pufru o sloZzeni 50mM fostatoveého pufru (pH = 7,8), 28mM TEMED, 2,45 mM
nitroblue tetrazolium (NBT). Achromaticky prouzek na tmavém pozadi pak vyznacoval
stanovovanou aktivitu askorbatperoxidasy pfitomnou v daném gelu.
4.7.8.2 Detekce aktivity a izoenzymil peroxidas v gelu

Pro toto stanoveni dle [56] byl gel ponotfen do 0,01 g DAB, ktery slouZi jako donor vodiku a
umoziuje vizualizaci aktivity peroxidas ptitomnych v gelu, rozpusténého v roztoku 2,5 ml
96% ethanolu, 7 ml 100mM fosfatového pufru (pH = 7,0), 100 ul 30% peroxidu vodiku a
doplnéného destilovanou vodou do 10 ml. Pied vloZenim gelu byl roztok kratce sonikovan. Po
vybarveni byl gel promyt v malém mnozZstvi destilované vody. Aktivita peroxidas byla
detekovana jako tmaveé hnédé zbarvené prouzky.
4.7.8.3 Detekce aktivity a izoenzymil superoxiddismutasy v gelu

Pro stanoveni aktivity superoxiddismutasy v gelu [56], které vychazi z fotoreakce NBT za
vzniku nerozpustného modrého formazanu, byla vytvofena reakéni smés smisenim 1,5mM
EDTA, 70mM KH>PO4, 6mM riboflavinu, 0,47% TEMED a 0,3% NBT. Smés byla az do
doby pouziti obalena hlinikovou f6lii pro ochranu pfed svétlem. Petriho miska s reakéni smési
a do ni ponofenym gelem byla po dobu 20 minut inkubovana pii laboratorni teploté bez
ptistupu svétla. Poté byl gel vlozen do malého mnozstvi destilované vody a umistén po dobu
15 minut pod zafivku o 9 W. Aktivita superoxiddismutasy byla detekovana jako svétly
prouzek na tmavém pozadi.
4.7.8.4 Detekce aktivity a izoenzymil Sikimatdehydrogenasy v gelu

Pro stanoveni aktivity Sikimatdehydrogenasy metodou dle [58] byl gel inkubovan v 10 ml
reakéni smési o sloZzeni 100mM 2-amino-2-methyl-1-propanol-NaOH pufru (pH 9,0),
0,2mM NADP, 3mM S§ikimat, 0,1 mg/ml nitroblue tetrazolium, 5 pg/ml fenazin methosulfat a
5,45 ml destilované vody. Roztok byl pied pouzitim kratce sonikovan. Aktivita

Sikimatdehydrogenasy byla detekovéana jako modry prouzek v gelu.
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5. Vysledky

5.1 Kalibrace ibuprofenu

Pro provedeni kalibrace byly pouzity roztoky ibuprofenu rozpusténého v methanolu
o koncentracich 1, 2, 3, 5 a 7,5 mg/l. S vyuzitim programu Clarity byla k jednotlivym
naméfenym pikiim z analyzy rostlinnych vzorkt média odectena odpovidajici koncentrace
pritomného 1éCiva. Byla téz vypoctena hodnota limitu detekce a limitu kvantifikace pro danou
koncentraci. Hodnota limitu (LOD) detekce pro koncentraci 3 mg/l ¢inila 0,28 mg/1 a limit

kvantifikace (LOQ) byl dopocten jako desetinasobek LOD, tedy 0,92 mg/1.
5.2 Vysledky fytoextrakce

5.2.1 Vysledky fytoextrakce ibuprofenu

Tabulka 4: Pokles koncentrace ibuprofenu ve vodné fazi v prubéhu kultivace jednotlivych rostlin Zey mays

Koncentrace ibuprofenu ve vodné fazi [mg/1]

Vzorek 0h 24h 48h 72 h 144 h 168 h

1 1,32 1,24 0,73 0,48 0,22 0,64

2 2,54 1,23 0,70 0,54 0,15 0,11

3 3,05 1,28 1,03 0,64 0,38 0,34

4 2,99 1,14 0,80 0,35 0,35 0,29

5 3,02 1,28 0,83 0,55 0,43 0,22

(:Hl;‘ggce}rl) 2,58 (0,66) 1,23 (0,05) 0,82 (0,11) 0,51(0,10) 0,31 (0,11) 0,24 (0,08)

Median 2,99 1,24 0,80 0,54 0,35 0,25
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Graf 1: Pokles koncentrace ibuprofenu ve vodné fazi v priibéhu kultivace rostlin s pridanym
ibuprofenem
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Pokles jednotlivych koncentraci ibuprofenu v pribéhu kultivace zobrazuje Graf 1. Pivodné
zamyslené koncentrace ibuprofenu 5 mg/l nebylo dosazeno pravdépodobné dasledkem rychlé
sorpce lé¢iva na kofeny rostliny. Jako 100 % byla proto zvolena primérna koncentrace
ibuprofenu ve vodné fazi vSech péti rostlin v dobé oznacené jako 0 h (Graf 1), tedy ihned po
piidani piislusného analgetika. Po 24 h kultivace byl zaznamenan pokles koncentrace ve
vodné fazi (v médiu) o 52 %. Dalsi odbér, proveden po 48 h od ptfidani analgetika, vypovidal
o poklesu koncentrace ibuprofenu o 16 %. Pti odbéru v 72 hodinach od pfidani klesla
koncentrace o 12 %, po 144 hodinach o 8 %.

Kultivace byla ukoncena po 168 hodinach, kdy koncentrace ibuprofenu klesla oproti
ptedchozimu odbéru o 3 %, respektive ze 100 % bylo ve vodné fazi detekovano pouze 9 %
ibuprofenu. Z pocatecni primérné koncentrace ibuprofenu o hodnoté¢ 2,58 mg/1 byla po 168
hodinach detekovéna findlni primérné koncentrace 0,24 mg/l. Rozdil poc¢atecni a findlni
koncentrace tedy tvofil 2,34 mg/1 (91 %). Rozdil mezi poc¢ate¢ni koncentraci a koncentraci po

144 hodinach od ptidani analgetika byl 2,28 mg/1, respektive 88 %.
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5.2.2 Vysledky fytoextrakce ibuprofenu s dextromethorphanem v kombinaci

Tabulka 5: Pokles koncentrace ibuprofenu ve vodné fazi v prubéhu kultivace pro jednotlivé rostliny Zea mays

Koncentrace ibuprofenu ve vodné fazi [mg/1]

Vzorek Oh 24h 48 h 72 h 96 h 144 h
1 2,17 1,74 1,14 1,05 0,63 0,45
2 2,60 2,05 1,43 1,01 0,51 0,44
3 2,69 1,85 1,63 1,34 1,10 0,77
4 2,91 2,00 1,20 0,78 0,55 0,32
5 2,81 1,72 1,21 0,79 0,62 0,25
6 2,59 2,50 2,07 1,62 1,17 0,90

Pramér 2,63 1,98 1,45 1,10 0,76

(smodch) (0,23) (0,26) (0,32) (0,30) (0,27) 0,52 (0,23)
Median 2,64 1,93 1,32 1,03 0,62 0,45

Graf 2: Pokles koncentrace ibuprofenu ve vodné fazi v jednotlivych casech kultivace provedené
v kombinaci s dextromethorphanem
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Pokles koncentrace ibuprofenu ve vodné fazi u jednotlivych rostlinnych vzorki pii
kultivaci s dextromethorphanem v kombinaci je zobrazen na Grafu 2. Jako 100 % byla
zvolena prumérnd koncentrace u vSech Sesti rostlinnych vzorkti v ¢ase 0 h stejn¢ jako u
kultivace s ibuprofenem samotnym. Po uplynuti jednoho dne byl naméten pokles této
koncentrace o 25 %. Po 48 hodinach byl Ubytek 20 %. V 72 hodinach klesla koncentrace
ibuprofenu ve vodné fazi o 13 %, stejné tak i po 96 hodinach. Kultivace byla ukoncena po 144
hodinach, kdy byl naméfen pokles koncentrace ibuprofenu o 9 %. Po 144 hodinach tedy z 100

% koncentrace ibuprofenu ve vodné fazi zbylo v priméru 20 %, coz odpovida sniZeni o 80 %,
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respektive z po€atecni koncentrace ibuprofenu, kterd byla rovna v priiméru 2,63 mg/l, byla
nameéiena finalni primérna koncentrace ibuprofenu o hodnot€ 0,52 mg/l. Rozdil poc¢atecni a

finalni koncentrace ¢inil 2,11 mg/I.
5.2.3 Porovnani jednotlivych kultivaci

Graf 3: Porovnani poklesu koncentrace ibuprofenu u kultivace rostlin s ibuprofenem
samotnym (modre) oproti kultivaci s kombinact ibuprofen s dextromethorphanem (oranzové)
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Porovnani jednotlivych kultivaci rostlin zobrazuje Graf 3. Na grafu jsou patrné rozdily mezi
kultivacemi rostlin s ibuprofenem samotnym a v kombinaci s dextromethorphanem. U
kultivace rostlin s pfidanym dextromethorphanem v médiu je pokles koncentrace ibuprofenu
ve vodné fazi vyrazné mén¢ strmy nez v pripad¢, kdy bylo rostlinam podano pouze
analgetikum.

Koncentrace ibuprofenu po 24 hodinach jiz dosahuje hodnoty nizsi o 52 %, kdezto

v kombinaci s dextromethorphanem v médiu klesne pouze o 25 %. Po 48 hodinach byl pokles
u samotného ibuprofenu v médiu z 48 % na 32 %, u kombinace ze 73 % na 50 %, po 72
hodinach na 20 %

u ibuprofenu a 39 % u kombinované kultivace. Po 144 hodinach byl tento z poc¢atku velmi
vyrazny rozdil zdanlivé vyrovnan, u ibuprofenu samotného byla findlni primérna

koncentrace 12 %, v ptipadé kultivace v pfitomnosti dextromethorphanu 20 %.
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5.2.4 Uéinnost fytoextrakce

Po porovnani fytoextrakce jednotlivych kultivaci byla stanovena jeji u€innost jako hmotnost
extrahovaného ibuprofenu (mg) na gram Cerstvé hmotnosti listu za 144 hodin, tedy po
ukonéeni fytoextrakce. Uéinnost fytoextrakce ibuprofenu kultivovaného samostatné byla 0,10
mg na gram cerstvé hmotnosti listu. Pi kultivaci ibuprofenu spolecné s dextromethorphanem
bylo dosazeno hodnoty 0,09 mg na gram cerstvé hmotnosti listu. Srovnani a¢innosti

fytoextrakce zobrazuje Graf 4.

Graf 4: Porovnani ucinnosti fytoextrakce pro kultivaci ibuprofenu samotného a pro kultivaci
ibuprofenu v kombinaci s dextromethorphanem. FW znamena Cerstvda hmotnost listu.

Srovnani G¢innosti fytoextrakce

0,12
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Ibuprofen Kombinace

5.3 Biochemicka analyza rostlinného metabolismu

Rostliny z prvniho experimentu byly analyzovany z hlediska obsahu fenolickych latek,
antioxidacéni kapacity a koncentrace proteind. Aktivity a izoenzymového slozeni celkovych
volnych a membranové vazanych peroxidas, askorbatperoxidasy, Sikimatdehydrogenasy bylo
detekovano pomoci elektroforetické separace za nativnich podminek. Aktivita celkovych
volnych a membranové vazanych peroxidas a guajakolperoxidasy byla detekovana
spektrofotometricky jako zavislost absorbance na ¢ase. Z namétenych hodnot absorbance byla
vybréna linearni ¢ast jejiho narastu odpovidajici tvorbé produktu a byla pfepocitina na zménu
absorbance za minutu. Vysledna aktivita byla vyjadiena v procentech vici kontrolni skupiné

rostlin anebo pomoci molarniho absorpcniho koeficientu jako mnozstvi produktu v umol

vztazeného na ¢as v minutach (U) a vztaZzena na Cerstvou hmotnost (FW).
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5.3.1 Vysledky nativni elektroforézy

Pomoci nativni elektroforézy byla ve vzorcich listii a kofent rostlin péstovanych
s jednotlivymi 1é¢ivy detekovana aktivita a izoenzymové slozeni askorbatperoxidasy,
peroxidas, superoxiddismutasy a Sikimatdehydrogenasy. Intenzita zabarveni vyjadiuje u
peroxidas a Sikimatdehydrogenasy aktivitu téchto enzymil, pocet zobrazenych pruhti znaci
pocet jeho detekovanych izoforem. U superoxiddismutasy a askorbatperoxidasy je aktivita

naopak detekovatelna z prazdného mista (tedy svétlého prouzku na tmavém pozadi) v gelu.

5.3.1.1 Detekce aktivity askorbatperoxidasy v gelu

Metodou uvedenou v kapitole 4.7.8.1 byla stanovena aktivita askorbatperoxidasy ve

K I D I+D K I D I+D

Obrazek 3: Detekce aktivity askorbdtperoxidasy v gelu po elektroforetické separaci extraktit listit (vlevo) a
korenii (vpravo)rostlin péstovanych s pridanym lécivem. K = kontrola bez pridaného léciva, I = obsahujict
ibuprofen, D = obsahujici dextromethorphan, I + D = obsahujici ibuprofen v kombinaci s
dextromethorphanem

vzorcich listl a kofenil rostlin péstovanych s 1€Civy. Obrazek 3 vlevo zobrazuje detekci
askorbatperoxidasy v extraktech listti s pfidanymi 1éCivy. Jednotlivé izoformy tohoto enzymu
jsou zndzornény Sipkami, pficemz nejvice izoforem bylo detekovano v kontrole, tedy

v extraktu listu rostlin péstovanych bez ptidaného 1é€iva. Detekci v extraktech kofent
zobrazuje elektroforeogram vpravo. Je z n€j patrné, Ze askorbatperoxidasa detekovana

v extraktech kofenii ma mnohem vice izoforem nez v ptipad¢ listii. Nejvice izoforem bylo
detekovano v piipad¢ ibuprofenu a dextromethorphanu v médiu. V kofenech rostlin
pestovanych s ibuprofenem v kombinaci s dextromethorphanem byla zaznamenana izoforma

s nejvyssi pohyblivosti tohoto enzymu.
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5.3.1.2 Detekce aktivity peroxidas v gelu
Dle metody v kapitole 4.7.8.2 byla detekovana aktivita peroxidas v gelu, jak je zndzornéno

na Obrazku 4.

Elektroforeogram vlevo zobrazuje detekci peroxidas v listech. Sipkami jsou znazornény

K I D I+D K 1 D 1+D

Obrazek 4: Detekce peroxidas v gelu po elektroforetické separaci extrakti listii (vievo) a korenit (vpravo) rostlin péstovanych
s pridanymi lécivy. K = kontrola bez pridaného léciva, I = obsahujici ibuprofen, D = obsahujici dextromethorphan, I + D =
obsahujici ibuprofen v kombinaci s dextromethorphanem

jednotlivé izoformy téchto enzymi, nejméné izoforem bylo detekovano v ptipadé kombinace
ibuprofenu a dextromethorphanu. NejvéEtsi aktivita peroxidas byla detekovéana v ptipadé
kultivace rostlin s dextromethorphanem v médiu a v pfipadé kultivace, kdy byl spolecné s nim
ptitomen i ibuprofen. Gel po provedené elektroforetické separaci extraktl kotenti ukazuje
Obrazek 4 (str. 38) vpravo. Je vidét mnohem intenzivnéjsi zabarveni, tedy i mnohem vyssi
aktivita peroxidas v extraktech kofent oproti extraktl listi. Nejvétsi aktivita byla detekovana
v ptipadé extraktu, kde byla pfitomna ob¢ 1é€iva sou€asné. Ve vSech kotenech vSech skupin
rostlin byly detekovany 3 izoformy peroxidas, v ptipad¢ kontroly méla vsak izoforma

Vv

s nejvyssi pohyblivosti nejnizsi intenzitu zabarveni oproti kofentim rostlin péstovanych

cwwr

5.3.1.3 Detekce aktivity superoxiddismutasy v gelu
Aktivita superoxiddismutasy nebyla v gelu po elektroforetické separaci pozorovéana ani

v listech, ani v kotenech rostlin péstovanych s ptidanymi 1éCivy.
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5.3.1.4 Detekce aktivity Sikimatdehydrogenasy v gelu
Detekce aktivity Sikimatdehydrogenasy v gelu po elektroforetické separaci zobrazuje
Obrazek 5.

K I D [+D

Obrazek 5: Detekce aktivity Sikimatdehydrogenasy v gelu po elektroforetické separaci v extraktech listii

s pridanymi lécivy (vlevo — cernobile; vpravo — barevné). K = kontrola bez pridaného léciva, I = obsahujici
ibuprofen, D = obsahujici dextromethorphan, [ + D = obsahujict ibuprofen v kombinaci s
dextromethorphanem

Aktivitu Sikiméatdehydrogenasy, ktera byla detekovana v listech experimentalnich rostlin,
znali prouzky zvyraznéné Sipkami na Obrazku 5. Nejvyssi aktivita byla pozorovana v listech
rostlin péstovanych s pfidanym ibuprofenem a kontrolnich listech rostlin péstovanych bez
pridaného léciva. Naopak nejnizsi aktivita byla pozorovana v listech rostlin péstovanych s
dextromethorphanem. V pfipadé stanoveni tohoto enzymu nebyly pozorovany zadné jeho
izoformy. Tmavsi prouzky znaci aktivitu Sikimatdehydrogenasy, na Obrdzku 5 jsou vSak
patrné 1 prazdnd mista v gelu, kterd poukazuji pravdépodobné na aktivitu jiného enzymu
pfitomného v listech vyuzivajiciho nékteré substraty v reakéni smési. Aktivita

Sikimatdehydrogenasy nebyla detekovana v kotenech rostlin.
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5.3.2 Stanoveni antioxida¢ni kapacity
Vysledky stanoveni antioxidacni kapacity metodou FRAP (4.7.2) pro listy rostlin

pestovanych s 1éCivy zobrazuje Graf'5.

Graf 5: Vysledky stanoveni antioxidacni kapacity pro listy rostlin péstovanych
s pridanymi lécivy a kontrolni skupiny rostlin (bez pridaného léciva) zjisténé metodou
FRAP. FW znamena Cerstva hmotnost listii.
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Antioxidac¢ni vlastnosti jednotlivych extraktii jsou vyjadieny jako latkové mnozstvi
askorbatu prepocteného na gram Cerstvé hmotnosti listu (FW). Antioxidacni kapacita
v extraktech listli stanovena touto metodou se nachazela v intervalu 0,50 — 8,95 umol/g FW.
Nejvyssi antioxida¢ni kapacita byla detekovana v listech rostlin péstovanych s ibuprofenem
v kombinaci s dextromethorphanem, naopak nejnizsi kapacita byla stanovena v listech rostlin,

kde byl v médiu pouze dextromethorphan.
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Graf 6: Vysledky stanoveni antioxidacni kapacity v korenech rostlin péstovanych s pridanymi lécivy
a koreny kontrolnich rostlin (bez pridaného léciva) zjisténé metodou FRAP. FW znamena Cerstva
hmotnost.
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Graf 6 zobrazuje stanoveni antioxida¢ni kapacitu stanovenou touto metodou pro koteny
experimentalnich rostlin. Zde byly detekované antioxida¢ni vlastnosti v intervalu 3,33 — 9,19
umol/g FW. Kofeny rostlin tedy vykazovaly vyssi hodnoty antioxida¢ni kapacity, nez bylo
zjisténo v listech. Nejvyssi antioxidacni kapacita byla opét stanovena v kofent, kde byla
pridana ob¢ 1éCiva do média. Nejnizsi hodnotu zde vykazoval kotfeny rostlin péstované s

ibuprofenem.

5.3.3 Stanoveni obsahu fenolickych latek
Obsah fenolickych latek (4.7.3) v listech je zobrazen na Grafu 7.

Graf 7: Vysledky stanoveni obsahu fenolickych ldtek v listech rostlin péstovanych s pridanymi lécivy
v médiu a v kontrolnich listech rostlin (bez pridaného léciva). FW znamend Cerstva hmotnost.
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Je vyjadien jako latkové mnozZstvi fenolu pfepoctené na gram Cerstvé hmotnosti listu.
Zjistény obsah fenolickych latek byl v extraktech listl v intervalu 3,1 — 9,0 umol/g FW.
Nejvice fenolickych latek obsahovaly kontrolni listy rostlin péstované bez ptidaného 1é¢iva,

nejméné fenolickych latek bylo detekovano v listech rostlin péstovanych s ibuprofenem.

Graf 8: Vysledky stanoveni fenolickych latek v korenech rostlin péstovanych s lécivy a v korenech
kontrolnich rostlin (bez pridaného léciva). FW znamend cCerstva hmotnost.
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V kotenech experimentalnich rostlin (Graf 8) byl obsah fenolickych latek v intervalu
3,4 — 12,8 umol/g FW. Nejvyssi koncentrace fenolickych latek byla detekovana v kofenech

rostlin péstovanych v médiu obsahujicim obé 1é¢iva. Nejméné fenolickych latek bylo

stanoveno v kofenech s pfidanym ibuprofenem do média.

5.3.4 Stanoveni obsahu bilkovin metodou dle Bradforda

V extraktech listil a kofentl rostlin péstovanych s 1é¢ivem bylo také stanoveno mnozstvi
bilkovin metodou dle Bradforda popsanou vyse (4.7.5). Graf 9 (str. 43) zobrazuje ziskané
mnozstvi rozpustnych bilkovin v extraktech listi. Nejvétsi obsah bilkovin byl detekovan
zjisténa v listech rostlin péstovanych s dextromethorphanem. Stanovena koncentrace bilkovin

byla v intervalu 0,24 — 0,53 mg/1.
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Graf 9: Vysledky stanoveni mnozstvi bilkovin v extraktech listii rostlin s pridanym
lécivem do média a v extraktech kontrolnich rostlin (bez pridaného léciva). MnozZstvi
bilkovin je vztazeno na ml extraktu.
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Vysledky stanoveni mnozstvi bilkovin v extraktech kotfent predstavuje Graf 10. Obsah
bilkovin byl zde v intervalu 0,2 — 0,6 mg/ml. Nejvyssi obsah bilkovin byl detekovan
v extraktech kofenti rostlin bez ptfidaného 1é¢iva do média a v kotenech, kde byl do média

pfidan ibuprofen s v kombinaci dextromethorphanem.

Graf 10: Vysledky stanoveni obsahu bilkovin dle Bradforda v extraktech korenii rostlin
s pridanymi lécivy do média a v korenech kontrolnich rostlin (bez pridaného léciva). MnozZstvi
bilkovin je vztazeno na ml extraktu.
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5.3.4 Vysledky spektroskopickych stanoveni

5.3.4.1 Stanoveni aktivity celkovych volnych a membranové vazanych peroxidas
Stanoveni aktivity celkovych peroxidas a membranoveé vazanych peroxidas v listech rostlin
s pridanymi 1é¢ivy do média znazornuji Graf 11 a Graf'12.

Graf 11: Vysledky stanoveni celkovych volnyh peroxidas v listech rostlin s pridanymi lécivy do
média a v kontrolnich listech rostlin bez pridaného léciva (Kontrola)
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Aktivita celkovych peroxidas v listech byla oproti kontrolni skuping, jejiz aktivita peroxidas
byla zvolena jako 100 %, nejvyssi v listech rostlin s ibuprofenem v kombinaci
s dextromethorphanem v médiu. Nejnizsi procentudlni zastoupeni aktivity celkovych

peroxidas bylo detekovano v listech rostlin péstovanych s dextromethorphanem.

Graf 12: Vysledky stanoveni membranove vazanych peroxidas v listech rostlin s pridanymi lécivy do
média a kontrolnich listii rostlin bez pridaného léciva do média (Kontrola)
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Graf 12 znazoriuje procentudlni zastoupeni aktivity membranové vazanych peroxidas
v listech, kde byl oproti Kontrole (100 %) nejvyssi obsah stanoven v listech rostlin
pestovanych s obéma 1éCivy. Nejnizsi aktivita membranoveé vazanych peroxidas byla
detekovéna v listech rostlin péstovanych pouze s ibuprofenem.

Stanoveni aktivity celkovych volnych peroxidas v kofenech zobrazuje Graf 13. Oproti
aktivité celkovych peroxidas v Kontrole (100 %) bylo nejvétsi procentualni zastoupeni
aktivity v kofenech rostlin s pfidanym dextromethorphanem do média (86 %). NejniZsi

aktivita byla v kotfenech rostlin péstovanych s ibuprofenem.

Graf 13: Vysledky stanoveni aktivity celkovych volnych peroxidas v korenech rostlin péstovanych
s pridanymi lécivy do média a bez pridaného léciva (Kontrola). Aktivita byla vztazena ke
kontrolni skupiné (100%).
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Procentudlni zastoupeni aktivity membranové vazanych peroxidas v kotenech (Graf 14, str.
46) bylo nejvyssi v kofenech rostlin péstovanych v médiu obsahujicim ob¢ 1é¢iva (36 %),
nejnizsi obsah byl detekovan v kotenech rostlin péstovanych s ptidanym ibuprofenem do

média.
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Graf 14: Vysledky stanoveni membranoveé vazanych peroxidas v korenech s pridanymi lécivy do média a
v korenech bez pridaného léciva (Kontrola). Aktivita byla vztaZzena ke kontrolni skupiné (100%).
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5.3.4.2 Stanoveni aktivity guajakolperoxidasy
V kotenech byla detekovana aktivita guajakolperoxidasy (Graf 15) metodou popsanou
v4.7.7

Graf 15: Vysledky stanoveni aktivity guajakolperoxidasy v extraktech korenii s pridanymi
lécivy a extraktu korenu bez pridaného léciva (Kontrola). FW znamenda cerstva hmotnost.

1,6
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Nejvyssi aktivita guajakol peroxidasy byla stanovena v kotfenech rostlin obsahujicim
ibuprofen v médiu a v kofenech kontrolnich rostlin. Nejmensi aktivita byla detekovana
v kofenech rostlin péstovanych s dextromethorphanem. Stanovena aktivita
guajakolperoxidasy byla v intervalu 0,8 — 1,3 U na gram ¢erstvé hmotnosti kofenu.

V extraktech listli nebyla aktivita guajakolperoxidasy detekovana.
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6. Diskuze

Po fytoextrakci za vyuziti kukufice seté (Zea mays) zlstal ve vodném roztoku média po
144 hodinach ibuprofen o primérné koncentraci 0,24 mg/1 v ptipad¢ kultivace rostlin pouze
s ibuprofenem a 0,52 mg/1 u kultivace rostlin s ibuprofenem v kombinaci
s dextromethorphanem. Pokles primérné pocatecni koncentrace byl po 144 hodinach
u ibuprofenu o 88 %. U kultivace rostlin v pfitomnosti dextromethorphanu byl rozdil
primérné pocatedni a primémé findlni koncentrace ibuprofenu 80 %. Uginnost fytoextrakce
ibuprofenu byla 0,10 mg na gram &erstvé hmotnosti listu. Uginnost fytoextrakce ibuprofenu
v pfitomnosti dextromethorphanu byla 0,09 mg na gram ¢erstvé hmotnosti listu. Fytoextrakéni
ucinnost byla tedy za pfitomnosti dextromethorphanu snizena. V obou provedenych
kultivacich byla potvrzena ucinné absorpce ibuprofenu rostlinami Zea mays.

V této praci byl stanoven obsah fenolickych latek a antioxida¢ni kapacita metodou FRAP
v listech a kotfenech rostlin kukutice po provedené fytoextrakci. Nejvyssi obsah fenolickych
latek a stejné tak i nejvEtsi antioxidacni kapacitu vykazovaly listy a kofeny rostlin, které byly
pestovany v médiu s obéma 1é€ivy. K objektivnéj§imu stanoveni antioxida¢ni kapacity by
bylo vhodné méfit antioxidacni vlastnosti v extraktech listl a kofent 1 jinymi metodami
zaloZzenymi na dalSich principech (zhaseni radikali, pfenos protonu) jako je napi. ABTS nebo
DPPH. Nejvyssi obsah fenolickych latek a antioxida¢ni kapacita kotenti rostlin vystavenych
kombinaci 1é¢iv v médiu naznacuje odpovéd’ obranného a antioxidacniho systému rostlin na
pritomnost xenobiotika v médiu. Fenolické latky mohou byt zapojovany do tvorby ligninu,

a tedy zesileni buné¢né stény koteni a snahy snizit piijem 1é¢iva do rostlinného pletiva.

Také bylo stanoveno mnozstvi bilkovin metodou dle Bradforda. Nejvétsi mnozstvi bilkovin
obsahoval extrakt listli rostlin péstovanych s ibuprofenem a extrakt kotenti rostlin
pestovanych s kombinaci 1é€iv.

Aktivita a izoenzymové slozeni celkovych volnych a membranové vazanych peroxidas byly
stanoveny spektrofotometricky i po elektroforetické separaci za nativnich podminek. Aktivita
celkovych volnych peroxidas byl nejvyssi v kofenech rostlin obsahujicim dextromethorphan
v médiu a v kofenech rostlin péstovanych s obéma 1écivy. Stejné tak i aktivita volnych
peroxidas byla nejvyssi v kofenech rostlin péstovanych s dextromethorphanem a jeho
kombinaci s ibuprofenem. Naopak v listech rostlin s dextromethorphanem v médiu byla
aktivita celkovych peroxidas nizka oproti kontrolni skupin¢, membranoveé vazané peroxidasy
mély oproti kontrolni skupiné vétsi aktivitu pouze v listech rostlin péstovanych s ibuprofenem

v kombinaci s dextromethorphanem. Obecné rostliny péstované s 1é¢ivy samostatné
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nevykazovaly velkou aktivitu peroxidas. V kofenech byla aktivita membranové vazanych
peroxidas ve vSech skupinach rostlin ptiblizné stejné hodnoty.

Efektivita fytoextrakce samotného ibuprofenu byla relativné vysoka. Tomu odpovida i
stanoveni fenolickych latek, antioxida¢ni kapacity a aktivity peroxidas, které byly v ptipadé
samotného ibuprofenu (ale i dextromethorphanu) srovnatelné anebo nizsi nez v kontrolnich
rostlindch. Pravdépodobné tedy jednotliva farmaka neptedstavuji pro rostliny takovou
stresovou zatéz jako jejich kombinace. V pfipadé kombinace 1€¢iv 1ze predpokladat jejich
vzajemnou interakci a vznik novych "metabolitd", které mohou ptisobit toxictéji nez ptivodni
latky.

V gelech po nativni elektroforéze byla detekovana aktivita askorbatperoxidasy, piicemz bylo
mozno vidét nékolik izoforem tohoto enzymu. Nejvice izoforem vykazovaly kotfeny, nejvyssi
pohyblivost jedné z téchto izoforem byla detekovana v kotenech rostlin péstovanych s obéma
lécivy. Askorbatperoxidasa je jeden z klicovych enzymi podilejicich se na detoxifikaci
reaktivnich forem kysliku, katalyzujici pfeménu peroxidu vodiku na vodu. Vyssi pocet
izoforem a aktivita v kofenech rostlin péstovanych s kombinaci 1€¢iv op€t naznacuje vyssi
stresovou zatez téchto rostlin.

Aktivita superoxiddismutasy byla pod limitem detekce. Dale byla stanovena aktivita
Sikimatdehydrogenasy v listech, pficemz nejvyssi aktivita byla detekovana v listech rostlin
péstovanych s pfidanym ibuprofenem. Pii stanoveni Sikimatdehydrogenasy bylo mozno
pozorovat prazdna mista v gelu znacici aktivitu jiného enzymu. K urceni, o pfesn¢ jaky
enzym se jedna, by bylo zapottebi vyuzit dalSich detekénich metod. V kotenech byla aktivita
Sikimatdehydrogenasy pod limitem detekce dané metody.

Nejvyssi aktivitu guajakolperoxidasy vykazovaly kofeny rostlin s pfidanym ibuprofenem v
médiu, nejmensi pak extrakt s dextromethorphanem. V porovnani s obsahem fenolickych
latek (jako substratti daného enzymu) bylo potfadi odlisné, resp. nejvyssi zastoupeni
fenolickych latek obsahovaly kofeny rostlin péstované s obéma 1é€ivy, nejmensi pak skupina
s ibuprofenem, coz miiZze znacit jejich vyuziti jako donort elektront k eliminaci peroxidu
vodiku.

Aktivitu guajakolperoxidasy nebylo mozné detekovat danou metodou v extraktech listd,
hodnoty byly pod limitem detekce.

Pro pfesnéjsi stanoveni U€innosti fytoextrakce, aktivity enzymi a k urceni, které ze dvou
1é¢iv vyvolava v ptipad¢ kombinace vyssi antioxida¢ni odpoveéd’, by bylo zapotiebi urcit 1

mnozstvi dextromethorphanu extrahovaného rostlinou za vyuziti metody HPLC s UV detekci.
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7. Zavér

e Byla zpracovana reSerSe shrnujici témata fytoextrakce, znecisténi zivotniho prostiedi
systém rostlin.

e Byla provedena fytoextrakce ibuprofenu pro kultivaci ibuprofenu samotného a pro
kultivaci ibuprofenu s dextromethorphanem v kombinaci. Uginnosti fytoextrakce pro
jednotlivé kultivace byly porovnany, fytoextrak¢ni ucinnost byla snizena za
pfitomnosti dextromethorphanu.

e V extraktech listli a kofent s 1é¢ivy po provedené fytoextrakci byla stanovena
antioxidaéni kapacita metodou FRAP a obsah fenolickych latek, pficemz nejvyssSich
hodnot vzdy dosahly extrakty obsahujici ob¢ 1éCiva.

e Bylo stanoveno mnozstvi bilkovin metodou dle Bradforda. Nejvice bilkovin obsahoval
extrakt listli rostlin péstovanych s ptfidanym ibuprofenem v médiu a extrakt kofent
rostlin s ibuprofenem v kombinaci s dextromethorphanem v médiu.

e Byla provedena nativni elektroforéza a nasledna detekce aktivity askorbatperoxidasy,
peroxidas a Sikimatdehydrogenasy v gelech. Aktivita superoxiddismutasy byla pod
limitem detekce.

e Spektroskopicky byla detekovana aktivita guajakolperoxidasy a procentualni
zastoupeni celkovych i membranové vazanych peroxidas. Aktivita guajakolperoxidasy
byla porovnana s obsahem fenolickych latek, aktivita peroxidas byla porovnana
s jejich aktivitou a izoenzymovym slozenim detekovanym v gelech po elektroforetické

separaci za nativnich podminek.
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