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Abstrakt

Tato bakalédiskd prace se vénuje fytoextrakci anxiolytika buspironu z zivného média
a dale studiu vlivu tohoto abiotického stresu na rostlinny metabolismus. Byly provedeny dva
experimenty s kukufici setou (Zea mays), ktera byla hydroponicky kultivovana ve sterilnim
médiu po dobu 10 a 14 dni. Po ptidani roztoku média s obsahem buspironu o koncentracich
10a5mg- L' byly odebirany vzorky média v jednodennich intervalech ze vsech
experimentalnich rostlin. Nasledn¢é byla v médiu sledovana klesajici koncentrace buspironu
pomoci metody HPLC/UV s reverzni fazi pii vinové délce 240 nm.

Pii prvnim experimentu s po¢ateni koncentraci buspironu v roztoku média 10 mg - L°!
byl zjistén jeho ubytek o 65 % za 96 hodin, béhem kterych fytoextrakce probihala. Celkovy
pokles koncentrace buspironu pro druhy experiment, kdy jeho poc¢atecni koncentrace v roztoku
média ¢inila 5 mg - L' byl za 144 hodin fytoextrakce 53 %.

Po ukonceni fytoextrakénich experimentii byla v listech a kofenech rostlin stanovena
aktivita celkovych volnych peroxidas, membranové vazanych peroxidas, guajakol-peroxidasy
a ABTS-peroxidasy. Dale bylo provedeno stanoveni obsahu fenolickych latek, které se fadi do
skupiny tzv. sekundarnich metabolitl a jejichz ucinky souvisi s antioxida¢nim systémem
rostlin. V gelech po nativni elektroforetické separaci byly detekovany aktivity a izoenzymové
sloZzeni peroxidas a Sikimatdehydrogenasy. VSechny stanovené hodnoty byly porovnany

s kontrolnimi rostlinami péstovanymi bez ptitomnosti buspironu v médiu.

Klicova slova: buspiron, fytoremediace, vyssi rostliny, fytoextrakce, rostlinné enzymy



Abstract

This bachelor thesis is devoted to the phytoextraction of the anxiolytic buspirone from
a cultivation medium and to the study of the effect of plant stress on the plant metabolism. Two
experiments were carried out with maize (Zea mays) grown hydroponically in a sterile medium
for 10 and 14 days. After the addition of a solution of medium containing buspirone at
concentrations of 10 and 5 mg - L™, samples of medium were collected at 1-day intervals from
all experimental plants. The decreasing concentration of buspirone in the medium was
monitored by reversed phase HPLC/UV at a wavelength of 240 nm.

In the first experiment with 10 mg - L' as the initial concentration of buspirone in the
medium, a 65 % decrease was observed over the 96 hours during which the phytoextraction
was carried out. The overall decrease in buspirone concentration was 53 % in 144 hours of
phytoextraction in the second experiment with an initial concentration of 5 mg - L' in the
medium.

After the completion of the phytoextraction experiments, the activities of total
peroxidases, membrane-bound peroxidases, guaiacol peroxidase and ABTS-peroxidase were
determined in the leaves and roots of the plants. Furthermore, the content of phenolic
substances, which belong to the group of so-called secondary metabolites and their effects are
related to the antioxidant system of plants, was determined. Peroxidase and shikimate
dehydrogenase activities and isoforms were detected in gels after native electrophoretic
separation. All measured values were compared with control plants grown without buspirone

in the medium.
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N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin
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1. Uvod

Dnesni doba spojend s rychlym rozvojem mediciny s sebou piinasi fadu vyhod, ale
1 nevyhod co se tyce pouzivani jak 1éCiv, tak 1 jinych, pfirodé cizich latek. Kviili nebezpeci,
které tyto latky a jejich metabolity zptsobuji tim, ze vstupuji do ekosystému, zacal rozsahly
vyvoj a testovani rtiznych technologii vedouci k dekontaminaci vody a pudy [1]. Biologicky
aktivni substance se do pfirody mohou dostdvat z odpadnich vod, jak z lidské moci, ale také
naptiklad nespravnou likvidaci zbylych 1é¢iv v domacnostech nebo pouzivanim zvifecich
exkrementd k hnojeni pdy. Tyto skutecnosti negativng piisobi na povrchové vody, které nejsou
ani po prichodu COV dostateéné vycistény a stavaji se z nich povrchové vody, které jsou
kontaminovany riznymi xenobiotiky. I kdyz jsou vétSinou koncentrace riiznych 1é¢iv ve vodé
velmi nizké a nevykazuji tak zvySené zdravotni riziko pro clovéka, mohou byt nebezpecné pro

vodni isuchozemské organismy [2]. Na obrazku ¢. 1 je schematicky znazornén kolob&h

kontaminant a mozné hrozby v méstském vodnim cyklu.

] [ vooovooNisﬁ;]

]

UPRAVNY
VOD

Obrazek ¢. 1: Hrozby pro udrzitelnost méstského vodniho cyklu v disledku naristu zatéze

xenobiotiky, pieloZzeno do ¢estiny [3].

Buspiron patii do farmakoterapeutické skupiny anxiolytik. Pouziva se ke kratkodobé

1écbé uzkostnych poruch, obzvlast ke generalizované uzkostné poruse (GAD) anebo jako
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adjuvantni terapie depresivnich poruch. Bylo prokazano vylouceni 29 az 63 % davky buspironu
v moc¢i a 18 az 38 % davky ve stolici do 1 dne ve form¢ metabolitt. Pokus byl proveden
znacenym '*C s jednordzovou davkou buspironu [4]. Tento fakt dokazuje, ze také buspiron
anebo jeho metabolity se dostavaji moci a stolici do odpadnich vod. Soucasti této bakalarské
prace je nekolik experimenti zkoumajici miru fytoextrakce buspironu pomoci kukufice seté
(Zea mays) jako model dekontaminace buspironu z povrchovych vod a pidnich lokalit.
Fytoextrakce je jednou fytoremediacnich technik a pfedstavuje ekologicky a financné

nejprijatelnéjsi moznost dekontaminace polutantt z pud a vody [5].
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2.

Cile prace

Jako cile prace byly vyty¢eny nésledujici body:

Hlavnim cilem bakaléaiské prace je zhodnoceni fytoextrakce anxiolytika buspironu
a porovnani ptipadné zmény rychlosti fytoextrakce v zavislosti na jeho koncentraci.
Jako modelova rostlina byla vybrana kukufice seta (Zea Mays).

Dalsim cilem bylo sledovat vliv buspironu na metabolismus rostlin pomoci stanoveni
aktivity a izoenzymového zastoupeni peroxidas a Sikimatdehydrogenasy a dale obsahu

fenolickych latek v listech a kotenech.
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3. Teoreticka Cast

3.1. Anxiolytika

Anxiolytika predstavuji skupinu farmak definované schopnosti potlatovat patologickou
uzkost, obavy, strach a psychické napéti. Tato skupina 1é¢iv zahrnuje fadu latek, které se 1isi
mechanismem ucinku a mistem plsobeni, pfedevsim na GABAergni receptorovy systém
(benzodiazepiny), serotoninergni systém (SSRI, SNRI, buspiron) a na glutamatergni systém
(pregabalin, gabapentin). NejCastéji pouzivanymi 1éCivy jsou latky ze skupiny serotoninergnich
farmak a benzodiazepint [6].

Terapeuticky se pro 1é¢bu uzkosti pouzivaji i jina 1é¢iva s anxiolytickymi a sedativnimi
ucinky. Miulzeme sem zafadit napf. hypnotika, antidepresiva, nckterd antipsychotika,
antihistaminika, betablokatory, celkova anestetika, svalova relaxancia ¢i herbalni 1é¢iva [6].

Podle ATC klasifikace 1é¢iv patii anxiolytika mezi psycholeptika, které se za rok 2019
umistily na 7. misté v CR s necelymi 10 miliony dodavek baleni. V porovnani s rokem 2011,
kdy dodavky cinily pfiblizn€ 11 milion® baleni, distribuce psycholeptik klesla o 4 %, nicméné
ipfes to je zjevné, Zze psycholeptika jsou vysoce vyuZzivana 1éciva. Financné tato skupina

dokonce predcila analgetika, které byly na pocet distribuovanych baleni na 1. mist¢ [7, 8].

3.1.1. Benzodiazepinova anxiolytika

Benzodiazepiny klasifikujeme podle trvani ucinku (kratkodobé, stfednédobé
a dlouhodobé) nebo podle rychlosti nastupu tc¢inku (rychly, stfedni a pomaly). Mechanismus
ucinku je zaloZzen na navazani latky na postsynapticky GABA-A receptor a alosterické
modulaci inhibi¢nich U¢inki GABAergniho systému. Vyvolavaji tak Uc¢inky sedativni,
anxiolytické, myorelaxacni, hypnotické a amnestické. Hlavnimi zastupci jsou alprazolam,

bromazepam, diazepam, midazolam a dalsi [6].

3.1.2. Nebenzodiazepinova anxiolytika

Do této skupiny fadime farmaka s antihistaminickym U¢inkem, naptiklad hydroxyzin,
ktery ma taktéZ antiserotoninergni pisobeni, coz objasiiuje jeho anxiolytické Gcinky.

DalSim zastupcem nebenzodiazepinovych anxiolytik je buspiron, ktery se fadi mezi
derivaty asapirodekanedionu. Jeho struktura je zobrazena na obrazku €. 2 (strana 13). Ptsobi
jako parcidlni antagonista serotoninovych 5-THia receptorti, takto moduluje serotoninergni

systém. Buspiron ma také schopnost se vdzat na presynaptické dopaminergni receptory, neni

12



vSak zfetelné, zda tento fakt ovliviiuje jeho anxiolyticky uc¢inek. Na benzodiazepinové GABA

receptory nema zadny ucinek [6].

HCI

Obrazek €. 2: Molekula buspiron hydrochloridu [9].

Jak jiz bylo zminéno vyse, buspiron se dostava ve form¢ metaboliti do moci a stolice.
Na obrazku €. 3 (strana 14) je zndzornén buspiron (1) — ¢isla v kulaté zadvorce odkazuji na Cisla
struktur na obrazku €. 3, ktery je metabolizovan pfedevsim cytochromem P450 3A4. Hlavnim
metabolitem je 5-OH-buspiron (2), ktery je biologicky inaktivni. DalSi oxidaci vznikaji z 5-
OH-buspironu dva hydroxyderivaty (3, 4). Dealkylaci buspironu vznika metabolit 1-(2-
pyrimidinyl)-piperazin (5), ten je ovSem biologicky aktivni, jeho anxiolyticky uc¢inek se rovna

ctvrting€ az pétiné prvotni latky a jeho polocas eliminace je zhruba dvakrat delsi [4].
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Obrazek ¢. 3: Metabolické schéma buspironu. (1) Buspiron, (2) 5-OH-buspiron, (3, 4)
hydroxyderivaty buspironu, (5) 1-(2-pyrimidinyl)-piperazin [10].

Buspiron se v CR prodava pod obchodnim nazvem Buspiron-EGIS, uziva se peroralné
ve 2-3 dil¢ich davkach denné. Denni davka je stanovovana individualné, nesmi vSak prekrocit
60 mg, doporucend zahajovaci davka je 15 mg dennég. Lécivo je pro pozadovany Uc¢inek nutné

podavat opakované, jeho U€inky se neprojevuji diive nez po 7 az 14 dnech uZivani [4].

3.2. Fytoremediace

Proces, ktery pfirozen¢ probihd v zivotnim prostiedi, jehoz cilem je pfemeénovani
ur¢itych kontaminantil, se nazyva ptirozend atenuace (MNA). Tyto procesy jsou schopny bez
lidského zasahu omezit mnozstvi, toxicitu, mobilitu, objem nebo koncentraci znecistujicich
latek obsazenych v ptdé, vode i ve vzduchu. Na rozdil od atenuace, fytoremediace se vyuziva
se zamérem odstranéni a transformace téchto latek pomoci zelenych rostlin, nebo jejich
asociovanymi mikroorganismy ¢i pidnimi dopliiky [1]. Priibéh rtstu a vyzivy vyssich rostlin
je spojen s fadou biologickych, chemickych a fyzikéalnich procest, které jsou zdkladem pro
fytoremedia¢ni mechanismy. Dulezitymi faktory biologické dostupnosti kontaminantii pro
uspé&Snost téchto mechanismtl jsou predevsim lipofilita latky, typ pidy a stari kontaminace [11].
DalSimi okolnostmi nutné posoudit pfed samotnou sanaci oblasti jsou doba trvani samotné

sanace, ptipadné zneciSténi rostlinstva a potravniho fetézce [12].
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Je znamo né¢kolik zpisobl fytoremediace, které se odliSuji mechanismem, nicméné
v prirod¢ Ize nalézt i jejich kombinaci. Druhy fytoremediacnich metod jsou uvedeny v tabulce

¢. 1 a jsou také znazornény na obrazku €. 4 (strana 16).

Tab. €. 1: Struény piehled typt fytoremediace a jejich aplikace [12].

Metoda Mechanismus Vyuziti

Piijem a akumulace latky rostlinnou

Fytoextrakce tkani, sklizen rostliny a jeji dalsi Ptda, povrchové vody
zpracovani
Chemicka modifikace organickych

Fytotransformace . _ _ Povrchové a podzemni vody
sloucenin metabolismem rostliny

. Vysrazeni latky (kovu) exudaty Puda, podzemni vody, dilni
Fytostabilizace o ‘ ‘
kotentl, sniZzeni jejich dostupnosti hlusina
Fytodegradace ZvySeni mikrobidlni degradace v .
' . Pada, voda v rhizosféie
a rhizodegradace rhizosféie
Rhizofiltrace Ptijem latky do kofent rostliny Povrchové a vycerpané vody

. Celkovy vypar selenu, rtuti a
Fytovolatilizace . Pida, podzemni vody
tékavych uhlovodiku rostlinou
Vypar destové vody rostlinami
Vegetativni pokryv ~ z diivodu zabranéni louhovani Pida

kontaminantt v mistech likvidace
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Obréazek €. 4: Fytoremediace, pieloZzeno do Cestiny [13].

3.2.1. Fytoextrakce

Fytoextrakci pouZzivaji rostliny k transportu a nahromadéni kontaminantii (hlavné kovit)
z pudy do kotenti, nadzemnich vyhonk a listii. Po dostatecné dlouhé dobé ptichazi sbér rostlin
a jejich likvidace. Na misto nich se piida mtze opét osit dalSimi rostlinami az do pozadovaného
sniZzeni koncentrace kovl [12, 14]. Rostliny, jejichz schopnost akumulovat kovy v urovnich
100x vyssich, nez jsou koncentrace stanovené v obycejnych neakumulujicich rostlindch, se
nazyvaji hyperakumulatory. Je zndmo asi 450 rostlinnych druhti se zptsobilosti

hyperakumulace [1].

3.2.2. Fytotransformace

Hlavnimi degrada¢nimi substancemi fytotransformace jsou enzymy v kotfenech
rostlin [1]. Po pfijmu polutantl casto dochazi ke zméné€ na latky stabiln&jsi, s nizsi toxicitou

nebo s niz8i mobilitou [12], nicméné neni vyloucena ani transformace na latky s obdobnou ¢i
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vyssi ekotoxicitou. Mezi hlavni kontaminanty zpracovavané v rostlinach fytotransformaci se

fadi napt. herbicidy, chlorované alifatické uhlovodiky a explosiva [1].

3.2.3. Fytostabilizace

Dalsi metodou je fytostabilizace, jejimz cilem je zamezeni pohyblivosti a migrace
vodnich a pidnich kontaminantl jejich redoxni pfeménou, prfevedenim do nerozlozitelného
stavu nebo zabudovanim do rostlinné struktury tak, Ze se nedostanou zpét do prostiedi, protoze
s rostlinou predstavuji stabilni masu [12]. Pti korekci znecisténych ploch se uplatituje jako
zavérecny krok po jinych obnovujicich technologiich. Touto technikou jsou zpracovavany
v rostlinach pfedev§im kovy a hydrofobni organické slouceniny, které nejsou

degradovatelné [1].

3.2.4. Fytodegradace a rhizodegradace

Pti fytodegradaci a rhizodegradaci dochazi k rozkladu pisobenim proteinti a enzymu
produkovanych rostlinami nebo piidnimi organismy, které jsou s rostlinami v symbioze [12].
Kofeny vylu€uji ziviny potfebné pro tyto piidni organismy (bakterie, kvasinky, houby)
a zlepSuji tak okolni pudni prostiedi rostliny odbourdvanim kontaminanti. Nevyhodou
degradaci je jejich dvousecna zbran, kdy pfeménou miize dojit ke zvySeni toxicity [1].

Je pravdépodobné, ze v nékterych ptipadech probihd kombinace uvedenych zpisobi.
Napiiklad PCB mulzZe byt degradovano jak bunkami rostlin (fytodegradace), tak

mikroorganismy v rhizosféte (rhizodegradace) [5].

3.2.5. Rhizofiltrace

Rhizofiltrace zahrnuje zachyceni polutantu kofenovou soustavou rostlin z povrchovych
nebo vycerpanych podzemnich vod. Vyhodou této metody je jeji cenova dostupnost pfi
dekontaminaci velkych objemi a povrchti (napf. CciSténi povrchovych vod v oblasti

Cernobylu) [1].

3.2.6. Fytovolatilizace

Fytovolatilizace je proces, pii kterém je polutant pfijat kofenovou soustavou rostliny
a je transportovan do jeji nadzemni ¢asti, kde je pomoci enzymil pfeveden na tékavou formu
a dochazi k jeho transpiraci do ovzdusi. De facto dochéazi pouze k pfesunu polutantl narozdil

od ptedchozich procest [1].
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3.2.7. Vyhody a nevyhody fytoremediace

Na rozdil od dekontaminace za pouziti tézké techniky, béhem fytoremediace nedochazi
k poskozeni okoli, je z hlediska pfistupnosti pfijatelnéjsi a také je znacné¢ finann€ vyhodné;jsi
mimo jiné proto, Ze vyuziva jako zdroj energii slunecniho zafeni.

Navzdory vySe popsanych vyhod, maji fytoremediacni techniky i fadu nevyhod.
Dulezitou okolnosti je fakt, ze i ptes velkou pestrost metod je fytoremediace v pocatcich svého
SirStho  rozvinuti. Z hlediska aplikovatelnosti je hlavni nevyhodou riiznorodost
kontaminovaného mista (pida, klima, mikroorganismy). To miZze zapfi€init vystaveni rostliny

ruznym stresovym faktorim a ovlivnit tak vysledky pokust [12, 15].

3.3. Osud farmak v Cistirné odpadnich vod

Kromé farmak se do COV také vodnim tokem dostavaji tzv. produkty osobni péce.
Mnozstvi obou téchto skupin (PPCPs) je dusledné sledovano, nebot’ jsou povazovany
za toxické latky vyskytujici se v Zivotnim prostfedi a je potfeba vyhodnocovat jejich
environmentalni riziko [16].

Priibéh ¢isténi odpadnich vod v COV ma n&kolik krokd. Prvnim je mechanické ¢istént,
behem kterého dochazi k oddéleni nerozpusténych pevnych castic sedimentaci nebo cezenim
na pristrojich k tomu ur¢enych. Druhym krokem je biologickeé ¢isténi, pro jeho funkci je nutna
pfitomnost mikroorganismu, jejichz pisobenim dochézi k rozkladu organickych latek. Smés
mikroorganismi v odpadni vodé spole¢né s organickymi a anorganickymi latkami se nazyva
aktivovany kal. DuleZitym faktorem pro optimalni priibéh degradacnich procest je dostatecné
mnozstvi kysliku, které je zajiSténo provzdusnovanim aktivacni nadrze. Poté nésleduji kroky

snizujici obsah téZkych kovi, sloucenin fosforu nebo slouc¢enin dusiku ve vodé [17].

3.4. Antioxidacni systém rostlin

Rostliny musi byt schopné se vypotadat s fadou environmentélnich strest, které¢ vedou
piedevsim k tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS). Tyto volné radikaly maji sklony k oxidaci
riznych bunéénych biomolekul (napt. proteiny, nukleové kyseliny, lipidy), které vedou
k procestiim bunécné smrti, starnuti a k rakovinotvornému bujeni. Environmentalni stresy
muzeme rozliSovat podle piivodu na biotické (napt. patogenni mikroorganismy, houby, plevele,
jini predatofi) a na abiotické (napf. latky zneciStujici ovzdus$i a plidu, extrémni teplo nebo

sucho, mechanické poskozeni). Rostliny si tedy vyvinuly slozity antioxidacni systém, ktery
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se skldda z raznych enzymatickych 1 neenzymatickych sloucenin, zabranujici t€mto procestim
[18].

Mezi hlavni enzymy podilejici se na eliminaci ROS je fazena superoxiddismutasa
(EC 1.15.1.1), glutathionperoxidasav (EC 1.11.1.9) a katalasa (EC 1.11.1.6). Dale to jsou
peroxidasy (EC 1.11.1.7) nachazejici se jako volné v cytosolu, ale také vdzané na povrchu
membran.

Kyselina askorbova a glutathion hraji nezastupitelnou roli v neenzymatickém
antioxida¢nim systému Zivych organismil. Rada dal3ich rostlinnych antioxidanti ale také patii
do skupiny tzv. sekundéarnich metabolitti, které 1ze rozdé€lit do tfi zakladnich skupin, a to na
fenolické latky obsahujici hydroxyaryl, terpenoidy neboli polymery izoprenu, a alkaloidy,

jejimz spole¢nym rysem je pritomnost dusiku. Ackoli se nazyvaji ,,sekundarni®, jejich absence

wrwe
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Experimentalni ¢ast

Pristrojové vybaveni

Analytické vahy Entris (Sartorius Lab Instruments, Némecko)

Centrifuga Universal R32 (Hettich, Némecko) — 16000g

Centrifuga Spectrafuge TM 16M (Labnet, USA) — 14000 otacek/min, pramér rotoru
100 mm

Ctec¢ka mikrotitraénich desti¢ek Multiscan go (Thermo Scientific, USA)
Elektroforetickd souprava (Bio-Rad, USA)

Kahan Fuego pro (WLD-TEC, Némecko)

Kultiva¢ni box — kultiva¢ni mistnost, udrzovana teplota 24 °C, svételny rezim 12 hodin
svétlo a 12 hodin tma, zajistény zafivkami COOL WHITE 40 W/m? ve vzdalenosti
40 cm

Laminarni box s vertikalnim proudénim FBB 120 (Labox, CR)

Mrazici box (Liebherr, Némecko) — udrzovana teplota -20 °C

pH metr UltraBasic UB-10 (Denver Instruments Company, USA)

Spektrofotometr Ultrospec 2100 (Amersham Pharmacia Biotech, USA)

Systém HPLC (Shimadzu, Japonsko) — vysokotlaké ¢erpadlo LC20AD, UV detektor
SPD 20 A, nastfik kohoutem Rheodyne (USA), kolona Agilent Eclipse XDB
o rozmérech 150 x 4 mm (5 um), predkolona C18 (Watrex), vyhodnocovaci software
Clarity (DataApex, verze 8.5)

Tlakovy hrnec Rapid Cook (Morphy Richards, Velkd Britanie) — sterilizace
laboratorniho nadobi a medii

Ultrazvukova lazen FB 15050 (Fisherbrand ®, Velka Britanie)

Chemikalie

2-amino-2-methyl-1-propanol (Sigma-Aldrich, USA)
3,3’-diaminobenzidin (Sigma-Aldrich, USA)

ABTS roztok obsahujici H202 (Sigma-Aldrich, USA)
Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)

Askorbat sodny (Sigma-Aldrich, USA)

Bisakrylamid (Sigma-Aldrich, USA)

20



Bradfordovo ¢inidlo (Sigma-Aldrich, USA)

Bromfenolova modf (Sigma-Aldrich, USA)

Buspiron hydrochlorid, p.a. > 99 % (Sigma-Aldrich, USA)
Deionizovana voda (Watek, IWA 5 roso, CR)

Dithiothreitol (Sigma-Aldrich, USA)

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

Ethylendiamintetraoctan 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)

Kyselina chlorovodikova 35 % (Lach-Ner, CR)

Kyselina Sikimova (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina trihydrogenfosforend, > 85% (Sigma-Aldrich, USA)
Methanol, HPLC grade (Lab-Scan analytical sciences, Polsko)
N,N,N’,N’-tetrametyletylendiamin (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)

Sacharosa (Penta, CR)

Savo Original (Unilever s.r.o0., Velka Britanie)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (VWR Life Science, USA)
Uhligitan sodny bezvody (Lachema, CR)
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e Chemikalie pouZité k piipravé média podle Murashiga a Skooga (Lach-Ner, CR) byly

kvality p.a. Pfesné sloZzeni média je uvedeno v tabulce €. 2.

Tab. ¢. 2: Slozeni média podle Murashiga a Skooga [19].

Slozka média Chemikalie Koncentrace [mg - L]

Makroslozky KNO;3 1900
NH4NO; 1650
CaClz - 2 HO 440
MgSO4 - 7 H20 370
KH>PO4 170

Mikroslozky MnSOq - 7 H20 22,3
ZnSO4 - 7 H20 8,3
H3BOs 6,2
KI 0,83
Na;MoOys - 2 H,O 0,25
CoCl; - 6 H20 0,025
CuSOs4 - 5 H20 0,025
Na;EDTA 372
FeSO4 - 7 H.O 27,8

4.3. Rostlinny material
e Kukufice setd (Zea mays) — kultivar DKC 3969 (Monsanto CR)
4.4. Pracovni postup

4.4.1. Sadba a kultivace sterilnich rostlin

Pted samotnou sadbou byly sterilizovany semena kukufice seté (Zea mays), jejich
ponoienim do 70% (v/v) roztoku ethanolu na 30 vtefin, pro poZadované odmasténi. Nasledné
byly sterilizovany po dobu 10 minut v 20% (v/v) roztoku Sava, 20 minut v 10% (v/v) roztoku
Sava a poté proplachnuty tiikrat sterilni destilovanou vodou. Do 500ml Erlenmeyerovych
ban¢k bylo pomoci injekcni stiikacky vneseno 15 ml MS média, jehoz slozeni bylo podle
tabulky €. 2. Do kazdé z takto pfipravenych bané€k byla za sterilnim podminek v lamindrnim
boxu vyseta 4 semena a hrdlo bylo uzavieno hlinikovou fo6lii. Banky byly pfeneseny do

kultiva¢ni mistnosti, kde rostly do pozadovaného vzriastu (prvni experiment 10 dnti a druhy
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experiment 14 dnti). Takto bylo pfipraveno 6 banck s rostlinami a 1 banka s rostlinami pro

kontrolni méteni (viz obrazek ¢. 5).

Obrazek €. 5: Banky s rostlinami pozadovaného vzriistu pred pfidanim kontaminantu (1é€iva

buspironu).

4.4.2. Pridani kontaminantu k rostlinam a odbér vzorku

Pivodni médium, které se nachazelo v bankach, bylo odstranéno a nahrazeno 100 ml
nového sterilntho MS média. K rostlinam bylo pfidano pifi prvnim experimentu 100 pl
z4sobniho roztoku buspironu o koncentraci 10 mg - mL"!, vysledn4 koncentrace v baice tak
ginila 10 mg - L', U druhého experimentu bylo pfiddano 100 pl zasobniho roztoku buspironu
o koncentraci 5 mg - mL"!, vysledna koncentrace v bafice se rovnala 5 mg - L™!. Neprodleng
poté byl odebran prvni vzorek sterilni injekéni stfikaCkou média, stejnym zplisobem byly
odebirdny vzorky po dalsi dny. Odebrané vzorky byly uchovany v mrazicim boxu. Po
dokonceni experimentli byly osuSené rostliny zvazeny a vzorky zlisti a kofend byly

v hlinikové f6lii zamrazeny v tekutém dusiku a skladovany pfi teploté -20 °C.
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4.4.3. Analyza vzorki pomoci HPLC

Odebrané vzorky byly analyzované vysokoucinnou kapalinovou chromatografii.
M¢éteni probihalo za nasledujicich podminek: jako mobilni faze byla pouzita smés
voda/methanol/kyselina fosforecna v poméru 60:40:0,1 (v/v/v), pritok mobilni faze
1,2 mL- min™!, citlivost piistroje (range) pii hodnoté 0,0007 AUFS a detekce UV pfi 240 nm.
Mobilni faze byla pted pouzitim ultrazvukovéna v 14zni po dobu 15 minut.

Pfed samotnym métfenim byly vzorky ponechany po dostate¢né dlouhou dobu ve
stojanku a poté centrifugovany po dobu 5 minut (14000 otac¢ek/min, primér rotoru 100 mm).
Taktéz byla zmétena sada kalibracnich roztokii buspironu o koncentracich 1,0; 2,5; 5,0; 7,5;

10,0 a 15,0 mg - L! za stejnych podminek.

4.5. Priprava rostlinnych extrakti pro stanoveni enzymovych
aktivit
Rostlinny materidl (listy a kofeny) byl nejprve zhomogenizovan v tieci misce
s kapalnym dusikem, a poté bylo pfidano ¢tyinasobné (listy) nebo tfinasobné (kotfeny) mnozstvi
extrakéniho pufru (100 mM Tris-HCI pufr, pH 7,8; 1 mMm DTT; 1 mM Na;EDTA; 10 mm
askorbat sodny). Dale bylo ptidano 4 mg PVP a smés byla centrifugovana pti zrychleni 16000g
a teplot€ 4 °C po dobu 15 minut [20]. Jako rostlinny extrakt pro stanoveni enzymovych aktivit

a obsahu proteint byl pouzit supernatant.

4.6. Stanoveni mnoZstvi proteini dle Bradforda

Ve vSech pfipravenych rostlinnych extraktech bylo stanoveno mnozZstvi proteinti. Do
mikrotitracni desticky bylo odpipetovano 20 pL vhodné zifedéného rostlinného extraktu
a 200 pL Bradfordova Cinidla. Mikrotitra¢ni desti¢ka byla inkubovana 10 min a nésledné byla
meéfena absorbance pfi 595 nm a 450 nm. Zméfenim roztokl hovéziho sérového albuminu

(BSA) v rozsahu 0,1 — 0,5 mg - mL™! byla provedena kalibrace [21].

4.7. Stanoveni aktivity peroxidas

V odebranych vzorcich listli a kofentl po fytoextrakénich experimentech byly stanoveny
aktivity nasledujicich enzym, které byly porovnany s kontrolnimi vzorky rostlin, ke kterym

nebyl pfidan polutant (buspiron).
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4.7.1. Aktivita celkovych volnych peroxidas

Do mikrotitracni desticky bylo pipetovano 155 pL 50 mM fosfatového pufru, pH 7,0;
5 uL 30% (v/v) roztoku H202; 20 uL 4 mg - mL! roztoku DAB v 96% (v/v) ethanolu a 20 pL
rostlinného extraktu. Thned poté byla kontinudlné¢ méfena absorbance po dobu 5 minut pfi

430 nm za laboratorni teploty. Stanoveni bylo provedeno dvakrat v triplikatech [20].

4.7.2. Aktivita membranové vazanych peroxidas

Sediment ziskany ptipravou extraktu (viz 4.5.) byl promyt v extrakénim pufru (100 mm
Tris-HCI pufr, pH 7,8; 1 mM DTT; 1 mM Na;EDTA; 10 mM askorbat sodny) s 1 M NaCl. Smés
byla poté centrifugovéana za stejnych podminek (viz 4.5.). Ziskany supernatant byl pouzit pro
stanoveni aktivity membrdnové vazanych peroxidas. Aktivita byla méfena stejnym zplisobem
jako pfi stanoveni celkovych volnych peroxidas (viz 4.7.1.) [20]. Stanoveni bylo provedeno

tiikrat v triplikatech.

4.7.3. Stanoveni aktivity guajakol-peroxidasy

Do mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano 155 pL. 50 mMm fosfatového pufru, pH 7,0;
5 uL 30% (v/v) roztoku H202; 20 uL 9 mM roztoku guajakolu a 20 pL rostlinného extraktu.
Ihned poté byla kontinudlné¢ méfena absorbance po dobu 5 minut pii 470 nm za laboratorni
teploty [20]. Molarni absorpéni koeficient odpovidal hodnot& 26600 M™! - cm™ [22]. Stanoveni
bylo provedeno dvakrat v triplikatech.

4.7.4. Stanoveni aktivity ABTS-peroxidasy

Pro zjisténi aktivity ABTS-peroxidasy bylo do mikrotitracni desticky pipetovano
155 uLL 50 mMm fosfatového pufru, pH 7,0; 5 uL 30% (v/v) roztoku H>O»; 20 pL komercniho
roztoku ABTS obsahujici H>O, a 20 pL rostlinného extraktu. Thned poté byla kontinualné
métena absorbance po dobu 5 minut pii 414 nm za laboratorni teploty [23]. Molarni absorp¢ni

koeficient odpovidal hodnot& 31100 M™! - cm™ [24]. Stanoveni probéhlo dvakrat v triplikatech.

4.8. Stanoveni fenolickych latek

Rostlinny material (listy a kofeny) byl nejprve homogenizovan v tieci misce s kapalnym
dusikem a poté bylo ptidano ¢tyfnasobné (listy) nebo tfindsobné (kofeny) mnozstvi 50% (v/v)
ethanolu. Smés byla centrifugovana pii 16000g a teploté 4 °C po dobu 15 minut [20]. Jako

rostlinny extrakt pro stanoveni byl pouZit supernatant.
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Do mikrotitraéni desticky bylo odebrano 20 pL rostlinného extraktua 100 pL 10% (v/v)
Folinova ¢inidla. Po 4 minutach inkubace pfi laboratorni teploté bylo ptidano 80 pL roztoku
75 g - L' NaxCOs a po dalsich 30 minutach inkubace za stejnych podminek byla zméfena
absorbance pii 760 nm.

Kalibrace probéhla nahrazenim extraktu roztokem fenolu v rozmezi 0-700 pmol - L.
Z namétenych hodnot byla sestrojena kalibracni kiivka, ze které byly odecteny hodnoty

fenolickych latek ve zkoumanych vzorcich [25].

4.9. Nativni elektroforéza

4.9.1. Priprava geli pro elektroforézu

Pro nativni elektroforézu byl piipraven 10% polyakrylamidovy separacni gel smisenim
7,9 mL destilované vody; 6,7 mL 30% roztoku akrylamidu/bis-akrylamidu (36,5 : 1); 5,0 mL
1,5 mol - L' Tris-HCI pufru, pH 8,8; 2 uL TEMED a 0,2 mL 10% (w/v) roztoku glycerolu.
Jako posledni bylo pfidano 200 pL 10% peroxodisiranu amonného, ktery iniciuje polymeraci
gelu a smés byla nalita mezi Ctyfi dvojice elektroforetickych skel a prevrstvena destilovanou
vodou. Po 30 min pfi laboratorni teploté gel zpolymeroval a byl pievrstven 4% zaostfovacim
gelem, ktery byl vytvofen smiSenim 1,22 mL destilované vody; 0,26 mL 30% roztoku
akrylamidu/bis-akrylamidu (36,5 : 1); 0,5 mL 0,5 mol - L' Tris-HCI pufru, pH 6,8; 0,5 uL
TEMED; 0,02 mL 10% (w/v) roztoku glycerolu a naposledy 20 pL 10% peroxodisiranu
amonného. Pro vytvofeni jamek k davkovani vzorkli byl vlozen mezi elektroforetickd skla

hieben, ktery byl vyjmut po 30 min polymerace pfi laboratorni teploté.

4.9.2. Priprava rostlinnych extrakti a pribéh elektroforézy

Rostlinny material (listy a koteny) byl pro elektroforetické stanoveni zpracovan stejnym
zpiisobem jako pro stanoveni enzymovych aktivit (viz 4.5.). Ke 200 pL pfipraveného extraktu
bylo do mikrozkumavky pfiddno 40 mg sachardzy, aby jeji vysledna koncentrace byla 20%
(w/v). Do jamek gelu bylo aplikovano mnozstvi pfipravené¢ho extraktu tak, aby obsahovaly
stejné mnoZstvi proteinll stanovené metodou dle Bradforda (viz 4.6.). Gely byly vlozeny do
elektroforetické vany s elektrodovym pufrem pfipraveny smiSenim 10 mL 10% (w/v)
glycerolu, 18,8 g glycinu, 3 g Tris a doplnén do 1 L destilovanou vodou (pH 8,3). Do horniho
prostoru elektroforetické aparatury bylo k elektrodovému pufru pted zahdjenim elektroforézy
pfidano 100 pL 0,1% (w/v) bromfenolové modfi. Elektroforéza byla zahdjena zapojenim ke
zdroji stejnosmérnému proudu s pocatecni hodnotou napéti 70 V. Ve chvili, kdy do separacniho
gelu doputovala bromfenolova modf, hodnota napéti byla zvySena na 140 V. Vzapéti poté, kdy
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bromfenolova modi doputovala na konec gelu, byla elektroforeticka separace ukoncena. Po
vyjmuti gelti ze skel elektroforetické aparatury byly oplachnuty destilovanou vodou a vlozeny

do detek¢nich smési (viz nize).

4.9.3. Detekce aktivity peroxidas v gelu

Pro zobrazeni peroxidas byla pfipravena detekéni smés obsahujici 0,01 g 3,3'-
diaminobenzdidinu (DAB), ktery byl rozpustén v 2,5 mL 96% (v/v) ethanolu. Dale bylo ptfidano
7 mL 100 mM fosfatového pufru, pH 7,0; 100 uL 30% (v/v) H20; a 0,4 mL destilované vody,
aby celkovy objem ¢inil 10 mL. Roztok byl sonikovéan v ultrazvukové 14zni po dobu 5 min. Gel
byl inkubovan v tomto roztoku do pozadovaného vzhledu za laboratorni teploty a poté byl

promyt destilovanou vodou [20].

4.9.4. Detekce aktivity Sikimatdehydrogenasy v gelu

Po elektroforetické separaci byl gel vlozen do reakéni smési obsahujici 100 mm 2-
amino-2-methyl-1-propanol-NaOH pufru, pH 9; 3 mM kyseliny Sikimové; 0,2 mM NADP;
0,1 mg - mL"! nitrotetrazoliové modii a 5 pug - mL™! fenazin methosulfatu. V této smési byl gel
inkubovan do pozadovaného vzhledu za laboratorni teploty a poté byl promyt destilovanou

vodou [26].
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5. Vysledky a diskuse

5.1. Kalibrace HPLC

Po zméteni sady vzorkl obsahujici kalibra¢ni roztoky buspironu o koncentracich 1,0;
2,5; 5,0; 7,5; 10,0 a 15,0 mg - L, byly hodnoty vyneseny do kalibraéni piimky, ktera je
zobrazena v grafu ¢. 1. Tato kalibrac¢ni pfimka byla pouzita pro vyjadieni koncentraci ve
vzorcich média, které byly odebrany béhem kultivaci. Z Sumu zdkladni linie odpovédi piistroje

byla vyjadiena hodnota LOD 0,06 mg - L' a LOQ 0,19 mg - L.

Graf ¢. 1: Kalibra¢ni ptimka buspironu.
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Obrazek ¢. 6 (strana 29) zobrazuje chromatogram odebrané¢ho vzorku z prvniho

experimentu bezprostfedné¢ po kontaminaci buspironem. Pik, ktery se nachazi v 4. minuté

odpovidé buspironu, piky eluujici mezi 1. a 2. minutou jsou slozky MS média.

28



600
500 -
I [e)}
< 400 4 ~
1= — <
= Q)
5 ~
50 300+ c
] 5
= a
2004 ~ E =
s & |8 3
100+ ™m ™ ) n
| ] U |
0- | I I I
] I
0 2 Cas [min] 4 €

Obrazek €. 6: Chromatogram buspironu v kultivaénim médiu.

5.2. Ut¢innost fytoextrakénich experimenti
5.2.1. Prvni experiment

Prvni experiment byl proveden na 6 bankach s rostlinami a pfidanim buspironu
o vysledné koncentraci 10 mg - L', které probghlo po 14 dnech od vyseti kukufice seté. Zaroven
byl buspiron pfidan 1 do 1 kontrolni baniky, jejiZ obsah se skladal ze 100 ml média a rostlinu
neobsahoval. Odbéry probihaly hned po kontaminaci 1é¢ivem a poté po 24, 48, 72
a 96 hodinach. V grafu €. 2 (strana 30) jsou vynesené procentudlni primérné hodnoty vychozi
koncentrace buspironu v zavislosti na ¢ase, ve kterém byly vzorky média odebirany, véetné

smérodatnych odchylek.
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Graf ¢. 2: Zavislost mnozstvi buspironu pfitomného v MS médiu (vyjadiené v procentech

vychozi pozadované koncentrace, tj. 10 mg - L) na &ase.

Fytoextrakce buspironu (prvni experiment)
140

120 {
100

80

60 I I

o I

20

Procenta vychozi koncentrace [%]
|_|

0 24 48 72 96
Cas odbéru vzorku od kontaminace rostliny [hod]

Po piidani 100 ul zasobniho roztoku buspironu o koncentraci 10 mg - mL!, aby
vyslednd koncentrace v baiice ¢inila 10 mg - L' se skute¢na vychozi koncentrace stanovena
pomoci HPLC systému s UV detekci liSila. Primérnd koncentrace ptfidand do 6 banck
s rostlinami byla 11,3 mg - L', v grafu ¢&. 2 je z této pficiny vynesena prvotni hodnota jako
113 %. Tato odchylka mohla byt zplisobena Caste¢nym odpatenim média pfti jeho sterilizaci.

Z grafu ¢. 2 je patrné, Ze nejveétsi pokles léciva ve vzorku byl zaznamenan po
24 hodinéch, kdy koncentrace poklesla o 45 %. Dalsi dny byl pokles jiz mensi, ato 0 9 %, 3 %
a7 % vzhledem k pfedchozimu dni. Je pravdépodobné, ze tbytek by nadéle pokracoval za
podobnych ucinnosti. Celkovy pokles koncentrace buspironu za 96 hodin byl 65 %. Celkova

fytoextrakéni G€innost byla primérmé 0,06 mg buspironu na 1 gram ¢erstvé hmotnosti rostliny

za celou dobu experimentu.

5.2.2. Druhy experiment

Druhy experiment byl proveden taktéz na 6 bankach s rostlinami, ale s pfiddnim
buspironu o vysledné koncentraci 5 mg - L™ prob&hlo po 10 dnech od vyseti kukuiice seté.

Odbéry média probihaly hned po kontaminaci a poté po 24, 96, 120 a 144 hodinéch. V grafu
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¢. 3 jsou vynesené procentualni primeérné hodnoty vychozi koncentrace v zavislosti na ¢ase, ve

kterém byly vzorky odebirdny.

Graf ¢. 3: Zavislost mnozstvi buspironu pifitomného v MS médiu (vyjadiené v procentech

vychozi pozadované koncentrace, tj. 5 mg - L) na ¢ase.
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Po pfidani 100 pl zdsobniho roztoku buspironu o koncentraci 5 mg - mL™!, aby vysledna
koncentrace v bafice ¢inila 5mg - L' se skute¢nd vychozi koncentrace stanovenia pomoci
HPLC systému s UV detekci také jako pfi prvnim experimentu liSila. Primérma koncentrace
pridana do 6 bané&k s rostlinami byla 4,7 mg - L'!, v grafu ¢. 3 je z této pii¢iny vynesena prvotni
hodnota jako 95 %. Tato odchylka mohla byt zptisobena okamzitou adsorpci 1é¢iva na kofeny
rostlin.

Pokles mezi prvnim a druhym odbérem neni tak markantni jako u prvniho experimentu,
¢inil pouze 15 %. Tteti odbér probéhl az po 96 hodinach, Gc¢innost fytoextrakce se v tomto
pfipadé rovnala 23 %. Posledni dva dny se uroven poklesu také snizila, ato o 5 % a 9 %
vzhledem k pfedchozimu dni. Je pravdépodobné, ze stejné jako v pfedchozim ptipadé by
ubytek i nadale pokracoval za podobnych ucinnosti. Celkovy pokles koncentrace buspironu za
144 hodin byl 53 %. Celkova fytoextrakéni Gi¢innost byla praimérné 0,05 mg buspironu na

1 gram cCerstvé hmotnosti rostliny za celou dobu experimentu.
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5.2.3. Porovnani experimenti

Byly uskute¢nény 2 experimenty po 6 kultivacich, jedna kultiva¢ni banika obsahovala
4 rostliny kukufice seté (Zea mays), experimenty se liSily v pocatecni koncentraci piidaného
buspironu. Pokles mezi prvnim a druhym odbérem obou experimentli je znacné rozdilny,
u druhého experimentu dosdhl hodnoty 15 %, tedy tfikrdt mén€ nez s dvojndsobnou
koncentraci. Odbér v 96 hodin¢ byl oproti tomu vyssi u druhého experimentu, vysledky vsak
nemusi byt presné, kvuli velké smerodatné odchylce. Pfi¢inou mohlo byt postupné odumirani
rostlin, které bylo zjevné na jejich fyziologickém stavu (napf. zména barvy, vadnuti). Pokud by
byla celkova ucinnost druhého experimentu posuzovana za dobu 96 hodin jako u prvniho
experimentu, celkovy pokles by dosdhnul 39 %. Fytoextrakce s dvojnasobné mensi koncentraci
probéhla s 60% ucinnosti v porovnadni s prvnim experimentem. Pro srovnani byla celkova
fytoextrakéni u¢innost druhého experimentu vypocitana také pro celkovou dobu odpovidajici
prvnimu experimetu, tj. 96 hodin. Hodnota fytoextrakéni Uc¢innosti se rovnala 0,03 mg
buspironu na 1 gram cerstvé hmotnosti rostliny, coz je ve srovnani s prvnim experimentem
polovi¢ni hodnota. Rostliny z obou dvou experimentli extrahovaly za 96 hodin stejné mnozstvi

buspironu, odpovidajici vstupni koncentraci, odlisSny byl pouze prub¢h.

Graf €. 4: Porovnani dvou experimentli fytoextrakce buspironu. V prvnim experimentu byla

pocatecni koncentrace buspironu v médiu dvojnasobna oproti druhému experimentu.
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Fytoextrakce anxiolytika buspironu se zda byt ucinnéjsi nez fytoextrakce
karbamazepinu, ktery se pouziva pfti 1é€be epilepsie. Jeho pokles za stejnych experimentalnich
podminek a dobu 96 hodin byl pouze 10 % pii po&ateéni koncentraci 15 mg - L™\, Nicméné jako
nejucinngjsi se zda byt fytoextrakce nesteroidniho antiflogistika ibuprofenu, provedena taktéz
za stejnych experimentalnich podminek a poc¢ateéni koncentraci 15 mg - L', jehoZ koncentrace

v médiu nebyla uz po 48 hodinach detekovana [27].

5.3. Analyza metabolismu rostlin

Rostliny z prvniho experimentu byly analyzovany z hlediska koncentrace proteind,
aktivit peroxidas, obsahu fenolickych latek a aktivity Sikimatdehydrogenasy. Aktivita peroxidas
byla sledovana spektrofotometricky jako zavislost absorbance na ¢ase. Z namétenych hodnot
absorbance byla vybrana pravée linearni ¢ast riistu absorbance odpovidajici tvorbé ptislusného
produktu. Poté byla vypocitdna zména absorbance za Cas a vysledna aktivita byla vyjadiena
bud’ v procentech vuci kontrolni skupiné rostlin anebo pomoci molarniho absorp¢niho
koeficientu jako mnozstvi produktu v umol vztazeného na ¢as v minutach (U) a na erstvou

hmotnost (FW).

5.3.1. Stanoveni koncentrace proteinii

Z namétené kalibraéni kiivky byly odecteny hodnoty koncentrace proteinti v listech
a kofenech rostlin a byly vyneseny do grafu ¢. 5. Primérnd zjisténd hodnota proteinti
v kofenech byla 0,23 mg - mL™! (kontrolni rostlina) a 0,61 mg - mL" (buspiron). V listech
hodnoty odpovidaly 0,40 mg - mL™! (kontrolni rostlina) a 0,55 mg - mL™! (buspiron). Vy3si
mnozstvi proteinii v rostlindch kontaminovanych buspironem mize souviset se zvySenou

biosyntézou proteinti zapojenych do obranného systému rostlin.
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Graf ¢. 5: Mnozstvi proteint dle Bradforda v listech a kotenech kontrolnich rostlin a rostlin

kontaminovanych buspironem.
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5.3.2. Aktivita celkovych volnych peroxidas a membrinové vazanych
peroxidas

Podil zmény absorbance za zménu Casu kontrolnich rostlin byl porovnén s rostlinami

kontaminovanymi buspironem tak, Ze byla vyjadfena aktivita kontrolnich rostlin jako 100 %.

Graf €. 6: Procentualni zastoupeni aktivity celkovych volnych peroxidas v listech a kofenech

kontrolnich rostlin a rostlin kontaminovanych buspironem.
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V grafu ¢. 6 (strana 34) je viditelny vys$si obsah celkovych volnych peroxidas
v kofenech rostlin kontaminovanych buspironem (112 %), ovSem tuto hodnotu doprovazi
pomérné velkd smérodatna odchylka, ktera je zpilisobena rozmanitosti métenych vzorkd, stejné
jako u kofenti kontrolnich rostlin a listi rostlin kontaminovanych buspironem, kde se
procentudlni obsah celkovych volnych peroxidas pohyboval vrozmezi 66 az 119 %

a primérnou hodnotou 94 %.

Graf ¢. 7: Procentudlni zastoupeni aktivity membranové vézanych peroxidas v listech

a kotfenech kontrolnich rostlin a rostlin kontaminovanych buspironem.
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V ptipadé¢ membranové vazanych peroxidas (graf €. 7) byl zaznamenan vyznamny
pokles u listi rostlin kontaminovanych buspironem oproti kontrolnim rostlindm. Primérna
hodnota membranové vazanych peroxidas zde odpovidala hodnoté¢ 40 %. U koteni takto
podstatny rozdil mezi posuzovanymi vzorky zjistén nebyl, procentualni zastoupeni
membranové vazanych peroxidas v rostlindch kontaminovanych buspironem odpovidala

hodnoté 89 %.

5.3.3. Stanoveni aktivity guajakol-peroxidasy a ABTS-peroxidasy

Aktivita guajakol-peroxidasy a ABTS-peroxidasy byla vztazena na gram Ccerstvé
hmotnosti rostlin. Pro vypocet byly pouZity molarni absorpéni koeficienty 26600 M™! - cm™! pro
guajakol-peroxidasy [22] a 31100 M! - cm™! pro ABTS-peroxidasy [24].
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Graf ¢. 8: Aktivita guajakol-peroxidasy v kofenech kontrolnich rostlin a rostlin

kontaminovanych buspironem. FW znaci cerstvou hmotnost rostlin.
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V grafu ¢. 8 byly vyneseny pouze naméfené hodnoty ve vzorcich kotfent, jelikoz
v listech nebyla aktivita guajakol-peroxidasy touto metodou detekovana. Aktivita tohoto
enzymu se v kofenech pohybovala v rozmezi 0,9-1,3 U/g FW (kontrolni rostliny) a u rostlin
kontaminovanych buspironem 0,4-2,1 U/g FW. Primérmé tyto vzorky vykazovaly podobné

hodnoty aktivity, nicméné rozpéti je znacn¢ rozsahlejsi u rostlin kontaminovanych buspironem.
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Graf ¢. 9: Aktivita ABTS-peroxidasy v listech a kofenech kontrolnich rostlin a rostlin

kontaminovanych buspironem. FW znaci ¢erstvou hmotnost rostlin.
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Nejvyznamnéj$i hodnotou naméfenou pii stanoveni ABTS-peroxidasy byla hodnota
aktivity v kofenech u rostlin kontaminovanych buspironem, jelikoz dosahovala tadovée
pfiblizn€ 5x vysSich hodnot neZ u kontrolnich rostlin. V listech nedosahovala aktivita vzorkl
vysokych hodnot, primérné ¢inila 0,8 U/g FW (kontrolni rostliny) a 0,5 U/g FW (rostliny
kontaminované buspironem).

Ptitomnost kontaminant miZe indukovat antioxidani systém rostlin. Peroxidasy
participuji na eliminaci peroxidu vodiku, oxidaci rGznych latek, biosyntéze fytohormonu
ethylénu, ale také na polymeraci fenolickych latek vedoucich k tvorbé ligninu a suberinu.
ZvySena aktivita peroxidas muze tedy zesilit bunécné stény (tzv. lignifikace) a zhorsit
prostupnost pro kontaminanty, ale také mize znamenat vétsi zapojeni v antioxidaénim systému
[27]. Vys$si aktivita peroxidas byla detekovana v kofenech rostlin kontaminovanych
buspironem v ptipadé¢ celkovych volnych peroxidas a skupiny peroxidas schopnych oxidovat

ABTS (graf €. 6 na strané€ 34 a graf €. 9).

5.3.4. Stanoveni fenolickych latek

Z naméfené kalibracni kiivky byly odecteny hodnoty stanovovanych vzorki a byly
vyjadfeny latkovym mnozZstvim ekvivalentli fenolu na gram cerstvé hmotnosti. Fenol byl

vybrén jako standard zastupujici fenolické latky.
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Graf €. 10: Molarni zastoupeni fenolickych latek na gram cerstvé hmotnosti (FW) v listech

a kotenech kontrolnich rostlin a rostlin kontaminovanych buspironem.
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Znacény pokles fenolickych latek oproti kontrole (9,6 umol/g FW) mizeme pozorovat
u listl rostlin kontaminovanych buspironem v médiu (6,3 pumol/g FW). V kotenech se rozdil
zastoupeni fenolickych latek ve vzorcich pohybuje v fadech desetin, v kontrolnich rostlinach

bylo naméfeno 6,4 umol/g FW a v rostlinach kontaminované buspironem 6,9 umol/g FW.

5.3.5. Detekce aktivity peroxidas po elektroforetické separaci

Po nativni elektroforetické separaci a detekci v pfislusném inkubacnim roztoku byly

gely umistény na folie a skenovany pro nasledné vyhodnoceni.

Kontrola Buspiron Kontrola Buspiron

(a) (b)

Obrazek ¢. 7: Detekce peroxidas v gelu po elektroforetické separaci extraktl z listl (a) a kofent

(b) kontrolnich rostlin a rostlin kontaminovanych buspironem v médiu.
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Peroxidasy, které byly detekovany v gelech po elektroforetické separaci, projevuji
podobny trend, jaky byl sledovan pii spektrofotometrickém stanoveni aktivity celkovych
volnych peroxidas (viz 4.7.1. a 5.3.1.), kde byl zjistén ve vzorcich rostlin kontaminovanych
buspironem mirny pokles celkovych volnych peroxidas v listech a nartst celkovych volnych
peroxidas v kofenech v porovnani s kontrolnimi rostlinami. Na obrazku ¢. 7 (a) (strana 38)
muizeme vidét v oblasti vyznacené Sipkami detekované isoformy peroxidas, které maji
v extraktu z kontrolnich rostlin vyssi intenzitu. Nicméné na obrazku ¢. 7 (b) (strana 38) jsou
ve stejnych mistech peroxidasy s vySS§i intenzitou detekovany u extraktu rostlin
kontaminovanych buspironem. Tyto dv€ zaznamenané skuteCnosti koreluji se stanovenim
aktivity celkovych volnych peroxidas (viz 4.7.1. a 5.3.1.). Vyssi aktivita peroxidas v kotfenech
muze naznaCovat moznost zvySené lignifikace jejich bunécné stény souvisejici s piijmem

buspironu.
5.3.6. Detekce aktivity Sikimatdehydrogenasy po elektroforetické separaci

Po nativni elektroforetické separaci a detekci v ptislusném inkubaénim roztoku byly

gely umistény na folie a skenovany pro nasledné vyhodnoceni.

Kontrola Buspiron Kontrola Buspiron

(@) (b)

Obrazek ¢. 8: Detekce Sikimatdehydrogenasy v gelu po elektroforetické separaci extraktti z listi

(a) a kotenti (b) kontrolnich rostlin a rostlin kontaminovanych buspironem v médiu.

Na obrazku €. 8 jsou v horni tfetin¢ viditelna tmavsi mista, kterd jsou oznacena Sipkou
a ukazuji na detekovanou aktivitu Sikimatdehydrogenasy. Intenzita téchto pruhli se znacné
odliSuje mezi listy (a) a kofeny (b), vkofenech je pravdépodobné aktivita
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Sikimatdehydrogenasy vyssi. Porovnanim kotfenovych vzorkii kontrolnich rostlin a rostlin
kontaminovanych buspironem po detekci enzymu touto metodou nebyly zjistény vyrazné
rozdily. Nicméné listy kontrolni rostliny vyznacuji vyrazngj$i aktivitu nez listy rostlin
kontaminovanych buspironem. V gelech jsou navic patrnd prazdna mista (bilé pruhy) znacici
ziejme aktivitu jiného enzymu, nejspiSe superoxiddismutasy.

Sikimétdehydrogenasa je jednim z klidovych enzymi Sikimatové drahy, a tedy
1 biosyntézy Siroké Skaly fenolickych latek. Obsah fenolickych latek byl mirné vyssi v kofenech
rostlin kontaminovanych buspironem v médiu (graf ¢. 9), coz by korelovalo s patrné¢ mirné
vyssi aktivitou Sikimatdehydrogenasy v gelu (b). Nékteré fenolické latky jsou vyuzivané pro jiz
zminénou zvySenou lignifikaci bunééné stény, ke které patrné v kontaminovanych kotenech

rostlin dochazi [27].
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6. Zavér

Cilem této bakalarského prace bylo studium fytoextrakce buspironu pomoci kukufice
seté (Zea mays) jako model dekontaminace buspironu z povrchovych vod a ptidnich lokalit.
Fytoextrakce se fadi mezi fytoremediacni techniky, které k eliminaci kontaminantli z pudy
pouzivaji kotfenové systémy rostlin. Jedna se tak o snadno uskutecnitelnou schopnost rostlin,
prostiednictvim které Ize Cistit zivotni prostiedi.

Buspiron je 1é¢ivo fadici se mezi nebenzodiazepinova anxiolytika, pouziva se predevsim
k potlaceni patologické uizkosti, obav, strachu a psychického napéti. Pro pozadované vysledky
1é¢by je potfeba ho uzivat dlouhodobé. Z lidského téla se ve formé metaboliti dostava stolici
a moc¢i do odpadnich vod.

Fytoextrakéni experimenty probihaly v in vitro kulturdch kukufice seté (Zea mays)
s pocate¢ni koncentraci pfidaného buspironu 10 mg - L' a 5 mg - L™ na celkem 12 kultivacich.
Byl zjistén zachyt buspironu kofenovym systémem rostlin za danych experimentdlnich
podminek z 65 % pro vyssi koncentraci a dobu experimentu 96 hodin a z 53 % pro koncentraci
dvakrat niz$i a s dobou experimentu 144 hodin. V pfepoctu na 1 g Cerstvé hmotnosti rostliny
pro fytoextrakéni ¢as 96 hodin se ukézalo, ze rostliny pojmuly pfimo umérné stejné mnozstvi
latky vzhledem k pocatecni koncentraci (0,06 mg/1 g FW pro 10 mg - L' a 0,03 mg/1 g FW
pro 5 mg - L"), Fytoextrakéni Gi¢innost za 144 hodin druhého experimentu byla primérné
0,05 mg buspironu na 1 gram ¢erstvé hmotnosti rostliny.

B¢éhem enzymovych stanovenich byly zjiStény nasledujici vyrazné odliSnosti mezi
kontrolnimi rostlinami a rostlinami kontaminovanymi buspironem v médiu: nartst celkovych
volnych peroxidas v kofenech o 12 %, pokles membranové vazanych peroxidas v listech 0 60 %
a uplnd absence aktivity guajakol-peroxidasy v listech. Po nativni elektroforetické separaci byly
detekovany aktivity celkovych peroxidas a Sikimatdehydrogenasy. Nartst aktivit peroxidas
v kofenech rostlin kontaminovanych buspironem patrné souvisi se zvySenou lignifikaci neboli
zpevnénim bunééné stény kotent, ktera miiZze zhorsit prostupnost kontaminantu do kofenového
systému. Mirn¢ vys$i aktivita Sikimatdehydrogenasy v kofenech jako jednoho z kli¢ovych
enzyml pro biosyntézu fenolickych latek mutze souviset s produkci téchto latek a jejich
naslednym zapojenim do lignifikace.

PrestoZze je domnély vyskyt buspironu, a 1 jinych kontaminantli v zivotnim prostiedi
pravdépodobné mnohem nizsi, av§ak nikoli zanedbatelny, jevi se postup fytoextrakce vhodnym
pro jejich odstranéni. Zaroven je tato metoda dostatecné Setrnd k ptirod¢ a také finanéné

vyhodna.
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