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Abstrakt

Skupina latek zahrnujici humanni a veterinarni prostfedky, kosmetické ptipravky
a parfémy, drogy, detergenty a hnojiva je souhrnnym nazvem oznacCovana jako
Farmaka a Produkty Osobni Péce (Pharmaceuticals and Personal Care Products —
PPCPs). Do skupiny PPCPs patii i metformin, hojné¢ piedepisované lé¢ivo k 1é¢bé
diabetu mellitu 2. typu. Metformin neni v lidském téle metabolizovan a je vyloucen
ledvinami v pivodni form¢. Timto zplsobem kontaminuje komunalni odpadni vody.
Cistirny odpadnich vod nejsou obvykle schopny kompletng odstranit zne&i§téni farmaky
a Cast prechazi do povrchovych vod. V bakalaiské praci byla studovana schopnost
odstranéni nizkych koncentraci metforminu pomoci fytoextrakce kukufici setou (Zea
mays). Media rostlin byla kontaminovana dvéma koncentracemi metforminu a béhem
kultivace rostlin byly odebirany vzorky media v intervalech 24 hodin V téchto vzorcich
byl zkoumén pokles koncentrace metforminu pomoci HPLC s UV detekci pii 233 nm.
Pokles ¢inil asi 15 — 20 % denné. Dale byla analyzovana extrahovatelna rezidua pomoci
TLC a bylo zjiSténo, Ze metformin byl extrahovan pouze kofenovou casti rostliny.
Schopnost pouzitych rostlin extrahovat metformin byla stanovena na 0,01 g metforminu

na 1 g rostliny za 24 hodin.

Klicova slova: fytoremediace, fytoextrakce, HPLC, odpadni vody, metformin



Abstract

A group of substances including human and veterinary products, cosmetic
products, parfumes, drugs, detergents and fertilizers is called the Pharmaceutical and
Personal Care Products. PPCPs include also metformin, which is a widely prescripted
drug for the treatment of the diabetes mellitus type 2. Metformin isn’t metabolized in
human body and is eliminated by kidneys in its original form. This way the metformin
contamines municipal wastewater. Wastewater treatment plants aren’t usually able to
clear pollution by pharmaceuticals completely, so part of them gets into the surface
water. The ability to eliminate low concentrations of metformin via phytoextraction by
Zea mays was studied in this thesis. The media of plants were contaminated by two
levels of metformin concentration and during the plant cultivation the samples of media
were taken in 24 hours interval. The decrease of metformin concentration in the samples
was studied by HPLC with UV detection at 233 nm. The decrease was about 15 — 20 %
per one day. Afterwards the extractable residues were analysed by TLC and it was
found out, that metformin was extracted only by a root part of the plants. The ability of
plants to extract metformin was determined at 0,01 g of metformin per 1 gram of plant
per 24 hours.

Keywords: phytoremedation, phytoextraction, HLPC, wastewater, metformin
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Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

CoVv Cistirna odpadnich vod

DM 2. typu Diabetes mellitus 2. typu

ELISA Enzymaticky znaend imunoanalyza

HG medium Hoagland medium

HDL Lipoproteinové Castice s vysokou hustotou

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC - MS/MS Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
S hmotnostni tandemovou detekci

KCOV Kofenova ¢istirna odpadnich vod

LDL Lipoproteinové ¢astice s nizkou hustotou

MS medium Murashige and Skoog medium

PAD Peroralni antidiabetika

PPCPs Farmaka a produkty osobni péce

SDS Dodecylsulfat sodny

TLC Chromatografie na tenké vrstvé

ucov Ustiedni &istirna odpadnich vod

uv Ultrafialovy



1 Uvod

Velky rozvoj farmaceutického pramyslu a farmakoterapie v minulém stoleti,
predevsim v 80. a 90. letech, vyrazné zvysil vyrobu a spotiebu 1é¢iv vyuzivanych
V huménnim a veterinarnim lékafstvi a rovnéz chemickych vyrobki vyuzivanych jako
parfémy, kosmetické a hygienické pripravky, legalni ¢i nelegalni drogy a detergenty.
Cela skupina téchto latek, ktera zahrnuje pres 100 000 xenobiotik [1], je souhrnnym
nazvem oznacCovana nazvem ,,farmaka a produkty osobni péce* (Pharmaceuticals and
Personal Care Products, ve zkratce PPCPs). Tento pojem vznikl v roce 1999 a na
vefejnost ji uvedli dva americti védci Christian G. Daughton a Thomas A. Ternes [2].
Tyto latky samoziejmé prispély ke zlepSeni kvality zivota, a proto jsou v hojné miie
vyuzivany, at’ uz se jedna o farmaka ve zdravotnictvi, ¢i pouziti spotfebni chemie
v kazdé domacnosti. VSechny tyto prostiedky se vyrabi ve velkém mnozstvi a jejich
vyuzivani bohuzel pfindSi i negativni vlivy, a to predevsim na Zzivotni prostiedi,
priméarné na vodni toky. Ptesto, Ze se do zivotniho prostfedi dostavaji tyto latky n€kolik
desitek let, jejich vyskyt a odstranéni ze zivotniho prostiedi se studuje relativné kratce.

Vyznamnym zdrojem znecisténi zivotniho prostiedi ze skupiny PPCPs jsou
farmaka. Dv¢ nejvice zkoumané skupiny farmak negativné pusobici na Zivotni prostiedi
jsou antibiotika a steroidni hormony [3]. Antibiotika se zacala ve velkém mnozstvi
pouzivat v poslednich desitkach let minulého stoleti a jejich spotieba na trhu v fadech
tun stale roste. Nutno vSak konstatovat, Ze tempo ristu spotfeby antibiotik kleslo ze
4,0 % v roce 2007 na 1,4 % v roce 2008 [4]. Primarni farmaka a také produkty jejich
metabolismu se nachazi v odpadnich vodach, v povrchové vod€, v podzemni vodé a
rovnéZ 1 v pid&. Vstup antibiotik a jejich vyloucenych metaboliti do Zivotniho prostredi
muze mit vliv na rezistence patogennich organismil zptisobujicich onemocnéni, dochazi
k mutacim organismt a k vzniku jejich novych vlastnosti [5]. Druhou jiz zminénou
skupinou farmak ohroZujicich zivotni prostfedi, jsou hormony, zejména oralni
antikoncepc¢ni piipravky, které mohou v povrchovych vodéach piisobit na rozmnoZovani
vodnich Zivoc¢icht. KanadSti a americti védci provedli sedmilety experiment
Vizolovaném jezefe v severozapadni ¢asti Ontaria [6]. Vodni stievle (Pimephales
promelas) byly vystaveny syntetickému estrogenu 17a-ethynylestradiolu, ktery je
soucasti oralni antikoncepce. | nizké koncentrace této latky jako 5 — 6 ng - L ! vyrazng

ovlivnily pohlavni zivot téchto Zivoc¢ichi. U samct se po n&jaké dobé zacala vytvaret
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bilkovina vitellogenin, ktera je za normalnich okolnosti pfitomna pouze V samicich
jikrach. Samci se ménili na samicky, popt. u nich byly v jejich pohlavnich zlazach
nalezeny pohlavni bunky sam¢i i sami¢i — zili jako tzv. intersex. Hormon také
poznamenal samici populaci stfevli, byla u nich zjisténa nizsi plodnost. Jiz po dvou
letech experimentu byl zaznamenan velky pokles stievli v jezefe. Mladé ryby se kvili
zménam pohlavi dospélych ryb nevyvijely a ty dospé€lé zanikaly, coz vedlo k tplnému
zaniku populace stievli v tomto izolovaném jezete.

Primarnim zdrojem farmak v zivotnim prostiedi nejsou jejich vyrobci, ale
spotiebitelé — tedy c¢lovék. Farmaka a jejich metabolity se dostavaji do ptirody
jednoduchou cestou. Farmaka jsou v organismu metabolizovana na rozpustnéjsi formu,
popf. neni jejich struktura viilbec pozménéna a tyto piivodni a vzniklé metabolizované
latky jsou vyloucené moci a vykaly [7] a dostavaji se do komunalnich odpadnich vod.
Cistirny odpadnich vod neodstrani vétsinu latek uplné a kontaminanty tak prechazi do
vystupni vody, kterd se vypousti do fek. Timto zplisobem xenobiotika kontaminuji
nejdiive vodni systém a vodni organismy, poté dochazi ke kontaminaci celého
ekosystému a to piimo vodou, nebo prostiednictvim potravnich fetézcl. Naslednym
problémem je pak vyuziti povrchové vody pro ptipravu pitné vody. Technologie upravy
vody na pitnou nejsou zcela dokonalé a nedokazou z vody odstranit veskera farmaka a
jejich metabolity a tak se jejich zbytky se tak vraceji s pfijatou vodou zpét do lidského
organismu. Tim se kolobéh farmak v Zivotnim prostiedi uzavira.

Dalsi zptisob, jakym se mohou farmaka dostavat do Zivotniho prostiedi, je mimo
vylouceni moci a vykaly také nespravna likvidace farmak. Nepouzité ¢i zbylé Iéky by se
mély odevzdat v 1ékdrnach nebo nemocnicich, tak jak je psano na kazdém piibalovém
letdku. Vyzkum spole¢nosti STEM/MARK pro znacku Zentiva v roce 2012 ukézal, ze
téméf jedna pétina obyvatel Zijicich v Ceské republice likviduje nevyuzitd farmaka
vyhozenim do odpadkového koSe [8]. Tento problém byl predevsim identifikovan u
generace do 30 let veku. Dale lze z vyzkumu fici, Ze nej€astéji vyhazuji do odpadu léky
obyvatelé ve vétsich méstech nad 100 000 obyvatel, z pohledu regiont nejvice lidé
Z Libereckého kraje, nejméné ze StiedoCeského. Nepouzité 1éky odnasi do 1€karny jen
44 % dotazovanych respondentli, z toho je asi polovina respondentl star§ich 60 let.

Vysledky testu jsou zobrazeny v obrazku €. 1.
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Z4: Co d¢late s 1€ky, které nespottebujete?

ZAKLAD: Vsichni respondenti, n = 1088
Léky odnesu do Iékarny, kde je odevzdam

44%

Zadné léky doma nemam, nemusim je nijak
likvidovat

25%

Léky vyhodim do odpadkového kose, popelnice,

o)
dam je na skladku (do bézného odpadu) 21%

sine (Nl 5%

Léky dam do sbérného dvora nebo na jiné misto
o e o i 3%
urcené pro zvlastni/nebezpecny odpad

Nevim 1%

o, o, o, o, o, o, 0
ZDROJ: STEM/MARK, Omnibus, Duben 2012 0% 10% 20% 30% 40% >0% 60%

Obrazek ¢. 1 : Vysledky vyzkumu spoleé¢nosti STEM/MARK pro znacku Zentiva [8]

Jak jiz bylo zminéno vySe, Cistirny odpadnich vod nejsou schopny veskera
farmaka zcela odstranit, a tak zbytkové kontaminanty ptechéazeji do vystupni vody,
ktera se zpravidla vypousti do fek a tim kolob&h kontaminantii zac¢ind. Nasledujici

obrazek ¢. 2 zobrazuje osud 1é¢iv a jejich metaboliti v zivotnim prostiedi.
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Obrazek ¢. 2 : Tok 1éCiv a jejich metabolitii do Zivotniho prostiedi [9].

Povrchové vody, nejvice stfedni a dolni toky fek, kde se nachazi nejvice Cistiren
odpadnich vod (COV), jsou nejvice exponovanou ¢&asti Zivotniho prostiedi. U
podzemnich vod bylo provedeno jen malo méfeni zabyvajici se jejich kontaminaci
polutanty [9], avSak vjiz uskuteénénych méfenich bylo zjisténo, ze 80 %
kontaminovanych podzemnich vod se nachazi maximalné do 20 metrt hloubky od
zemského povrchu [10]. Naopak v pitné vod¢, u niz se provadi neustalé kontroly, bylo
nalezeno velké mnozstvi 1éCiv a jejich transformacnich produkti. Kyselina klofibrova,
transformacni produkt klofibratu, jenz je soucasti 1éCiv ke snizeni hladiny tukd v Krvi,
byla nalezena v Némecku v povrchové vodé v koncentraci az 270 ng - L [11]. V Ceské
republice byly pak nalezeny syntetické estrogeny ve vodni nadrzi Zelivka v koncentraci
az 2 ng - L*[12]. V Ceské republice byly dale v letech 2007 a 2008 analyzovany vytoky
z nékterych COV, konkrétng Ustiedni ¢istirna odpadnich vod (UCOV) v Praze —
Podbabé a COV v Hostinném [13]. Pro stanoveni byla pouzita metoda HPLC s UV

detekei a mezi stanovitelnosti 1 ng - L™. V odebranych vzorcich byly nalezeny kyselina
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salicylova, ibuprofen, karbamazepin a diklofenak. Z tohoto prizkumu jasné plyne, Ze
COV nejsou schopné zcela vyéistit vstupni vodu od veskerych xenobiotik a tim se

xenobiotika, 1 kdyz v nepatrném mnozstvi, dostavaji do kolob¢hu v zivotnim prostiedi.
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2 Cil prace

Lécivo metformin predstavuje hojné vyuzivané peroralni antidiabetikum (APO-
metformin, Glucophage, Siofor). Terapeutické davky u pacientd prekracuji minimalné
1 g u¢inné substance za den, pfi¢emz latka neni metabolizovana a vylucuje se v piivodni
form¢ ledvinovou exkreci. Pii vysokém vyskytu diabetu mellitu 2. typu v populaci,
predstavuje tato latka biquanidového typu vysokou zatéz pro komunélni odpadni vody a

1ze ptedpokléadat i urcity prinik piivodni substance pies Cistirny odpadnich vod.

Cilem prace je studium moznosti zachytu zbytkovych koncentraci metforminu

pomoci fytoremediacni technologie.

Vlastni prace zahrnuje:

1) Studium literatury tykajici se metforminu, jeho pouziti, chemickych vlastnosti a
osudu v organismu.

2) Studium znamych ekotoxikologickych interakei s rostlinami.

3) Experimentalni studium fytoextrakce metforminu v in vitro uspofadani
s rostlinami Zea mays pii dvou hladinach kontaminace zivného média.

4) Studium extrahovatelnych rezidui a ptipadnych exsudovanych latek do média.

5) Vyhodnoceni experimentd.
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3 Teoreticka cast

3.1 Fytoremediace

Zpusobu, kterych se vyuziva k docisténi povrchovych vod od xenobiotik, je
n¢kolik. Jsou to naptiklad fotodegradace, biodegradace, sorpce, chemicka oxidace,
membranové metody a vyuziti aktivniho uhli [9]. Tyto metody maji predevsim tu
nevyhodu, Ze jsou financné velmi narocné a pii transportu kontaminovanych materiala
muze dochazet k sekundarni kontaminaci [14]. Z tohoto divodu se V poslednich letech
zacalo vyuzivat metod in situ, které jsou pro zivotni prostfedi ekonomicky piijatelnéjsi a
méné narocné. Tyto metody se nazyvaji fytoremediacni. Fytoremediace je pojem, ktery
oznacuje proces, pti némz se vyuzivaji rostliny k odstraniovani polutantl a xenobiotik ze
zivotniho prostiedi [15]. Nazev fytoremediace se pouziva jiz od roku 1991 a tato
technologie se &asto pouziva ve formé kofenové &istirny odpadnich vod (KCOV) [9,
15]. Polutanty piistupné pro rostliny z pudy, sedimentti, podzemnich i povrchovych vod
a z atmosféry, mohou byt jak anorganického, tak organického puvodu [16]. Mezi Casté
anorganické polutanty patii radionuklidy, ionty kovu (Pb, Hg, Cd, Zn, Cu) a dusi¢nany
a fosfore¢nany z primyslovych hnojiv. K organickym polutantim se fadi PPCPs, tedy
Cistici a desinfekéni prosttedky, kosmetické ptipravky, chemické latky pouzivané
K hygien¢, vybu$niny, rozpoustédla, insekticidy a pesticidy a také farmaka.
Fytoremediacni techniky zahrnuji rizné postupy, které jsou zavislé na chemické povaze
a vlastnostech kontaminujici latky a také na vlastnostech rostlin. Na zakladé toho
muzeme fytoremediacni metody rozdélit na nékolik rozdilnych technik. Jsou to
fytodegradace (fytotransformace), fytostabilizace (fytoimobilizace), fytovolatilizace,
fytoextrakce  (fytoakumulace), fytofiltrace  (rhizofiltrace) a rhizodegradace

(fytostimulace).

3.1.1 Fytodegradace

Fytodegradace, nebo také fytotransformace je metoda pouzivana hlavné pro
organické polutanty, Které jsou metabolizovany a degradovany uvnitf rostlinnych bunék

pomoci specifickych a nespecifickych enzymt, jako jsou napi. nitroreduktasy a
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dehalogenasy [14]. Mezi nevyhody této metody patii fakt, Ze pii degradacnich

pochodech miize dojit ke vzniku toxi¢téjsi slouc¢eniny neZ ptivodni polutant [16].

3.1.2 Fytostabilizace

Fytostabilizace, neboli fytoimobilizace, jak nazev napovidd, je metoda, pii které
se vyuziva schopnosti rostlin imobilizovat polutanty pomoci kofent rostlin a tak
zabranit jejich dal$imu $ifeni do pidy, podzemni vody a potravnich fetézci [14, 16, 17].
Dochazi ke vzniku nerozpustné formy polutantu zabudovaného do organovych struktur

[18]. Metoda je vhodna jak pro organické, tak anorganické polutanty [14].

3.1.3 Fytovolatilizace

Fytovolatilizace je technika, ktera vyuziva schopnost nékterych rostlin
absorbovat kontaminanty z kofenového systému a transportovat ho do ovzdusi, kde
dojde k jeho natedéni. Metoda je vhodna pro ionty prvka napiiklad I1.B, V.A a VI.A
skupiny (Hg, Se, As), které jsou absorbovany kofenovym systémem rostliny,

pfeménény na jinou formu a transpirovany do ovzdusi [14].

3.1.4 Fytoextrakce

Fytoextrakce, neboli fytoakumulace vyuziva schopnosti rostliny absorbovat
polutant svymi kofeny a transportovat jej do nadzemni ¢asti rostliny, kde je uloZen.
Rostliny jsou poté sklizeny a zpracovany (termicky, mikrobialng, chemicky) [16, 17].
Fytoextrakce se vyuZziva pro anorganické latky (radionuklidy a tézké kovy), ale také pro

organické slouceniny, napt. farmaka [14].

3.1.5 Fytofiltrace

Fytofiltrace (rhizofiltrace) je metoda podobna fytoextrakci a je vhodna pro tézké
kovy a radioaktivni prvky. Pfi fytofiltraci neni kontaminant na rozdil od fytoextrakce

transportovan do nadzemni Casti rostliny, ale je pouze uloZen na a v kofenech rostlin.



- 17 -

Nejvhodnéjsi rostliny pro pouziti této metody jsou ty, které maji rozvinuty kofenovy

systém a tim padem velkou akumulaéni kapacitu [14, 16, 18].

3.1.6 Rhizodegradace

Rhizodegradace (fytostimulace) je posledni metoda z fytoremediacnich technik.

Kofenové exsudaty a metabolické produkty rostliny podporuji mnoZeni ve rhizosféfe se

organické polutanty na jednodussi latky [14, 18].

vvvvvv

Na obrazku ¢islo 3. Jsou schematicky znazornény fytoremediacni metody.

Fytostabilizace

Fytovolatilizace

&

Fytstimulace

Fytodegradace

Obrazek ¢. 3: Schematické znazornéni fytoremediac¢nich metod [14].
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V tabulce €. 1. je piehled fytoremediacnich metod a jejich vyuziti.

Tabulka €. 1.: Pfehled fytoremediacnich metod a jejich vyuziti

Typické rostliny, bakterie

Metoda Polutanty [14, 18]
[14, 16]
Organické polutanty
(chlorované uhlovodiky,
Fytodegradace  aromatické uhlovodiky, Myriophyllium spicatum

nitroslouceniny, ropné

derivaty, vybusniny)

Fytostabilizace

Organické i anorganické

polutanty

Haumaniastrum sp.

Eragrostis sp.

Fytovolatilizace

Organické polutanty
anorganické ionty

kovt (Hg, Se, As)

Nicotiana tabacum

Brassica napus

Anorganické ionty kovi

(Cd, Ni, Zn, Pb),

Thlaspi carulescens

Fytoextrakce ) ) .
radionuklidy, organicka
farmaka
Helianthus annus
_ Tézké kovy a radioaktivni  Brassica juncea
Fytofiltrace

prvky

Salix sp.

Rhizodegradace

Organické slouceniny

Pseudomonas (bakterie)

3.2 Vyhody fytoremediaénich metod

Mezi hlavni vyhody fytoremedia¢nich metod patii [10]:

» ,,Insitu“ aplikace

» Energie se ziskava ze slunecniho zareni
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» Nizka finan¢ni naro¢nost v porovnani s tradi¢nimi dekontamina¢nimi metodami
» Vhodné pro rizné typy kontaminantt
» Ptijatelné pro vefejnost

» Esteticky pfinos

3.3 Nevyhody fytoremediaénich metod

Mezi nevyhody fytoremedia¢nich metod patii: [10]

» Pomalejsi nez mechanické metody
» Vyssi koncentrace kontaminanti mohou byt toxické pro rostlinu, popt. pro
zivocichy konzumujici tyto rostliny a tim se zcela kontaminuje potravni fetézec

» Toxicita biodegrada¢nich produkti kontaminantii neni zcela znama

A\ 4

Kontaminanty mohou byt pfenaSeny do povrchovych i podzemnich vod a pid

» Metody zavisi na pidnich a klimatickych podminkach

34 Peroralni antidiabetika

Peroralni antidiabetika (PAD) jsou léky, které se pouzivaji k 1é¢bé diabetu mellitu 2.
konkrétné od roku 1957, nékteré potom az od konce 20. stoleti [20]. Diabetes mellitus
2. typu je onemocnéni, které¢ je podminéno dvéma zakladnimi biologickymi defekty,
kterymi jsou 1. postupné sniZovani citlivosti perifernich tkani na inzulin (zzv. inzulinovad
rezistence) a 2. neschopnost p — bunék pankreatu zvysit produkci inzulinu tak, aby byla
tato inzulinova rezistence piekonana (tzn. inzulinovd deficience). [20] . PAD zahrnuji
nékolik skupin 1€kli s riznymi G€inky, z nichZ nejcastéjsi je zlepSeni citlivosti bun€k
perifernich tkani na inzulin [19].

Jednou z velmi pouzivanych skupin PAD, jejichz historie saha do prvni poloviny
20. stoleti, jsou biguanidy [20]. Jediny bezpec¢ny derivat biguanidd, ktery se k 16¢bé DM

2. typu pouziva a ktery je také vysoce ucinny, je metformin.
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3.4.1 Metformin

Metformin je organicka sloucenina, jejiz strukturni zaklad tvofi guanidin (obrazek ¢.
4).
HoN NH»

NH

Obrazek ¢. 4 — Vzorek guanidinu jako zéklad metforminu

Spojenim 2 guanidint pies atom dusiku vznika biguanid (obrazek €. 5).

I

H,N N NH,

NH NH
Obrazek ¢. 5 — Vzorec biguanidu

Dvojnasobnou methylaci aminového dusiku vznika metformin, neboli 1,1 —

dimethylbiguanid (obrazek ¢. 6).

\N N NH,
1Y

Obrazek &. 6 — VVzorec metforminu

3.4.1.1 Metformin v Ié€bé DM 2. typu

Metformin je jedinym pouzivanym bezpe¢nym lékem k 1é¢bé DM 2. typu ze
skupiny biguanidt. Je znam ptes 50 let [21] a je povazovan za 1€k prvni volby pii 1écbé
DM 2. typu [22]. 1 piesto, ze je I1€k jiz dlouhou dobu vyuzivan, nékteré mechanismy
jeho uc¢inku nejsou zcela vyjasnény, pravdépodobné zasahuje do oxidacniho fetézce

v mitochondriich hepatocyti [20, 22]. Dusledky téchto ucinka vSak znamy jsou, patii
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k nim pfedevS§im sniZeni produkce glukozy Vv jatrech (snizeni glukoneogeneze, ale
nezpusobuje hypoglykemii) a zvySeni citlivosti perifernich tkani na inzulin [20]. Dalsi

ucinky metforminu jsou shrnuty v tabulce ¢. 2.

Tabulka ¢. 2: Efekty metforminu [20]

Pti 1écbe metforminem lze ocekavat tyto efekty:

Snizeni glykemie na la¢no 20-30%
Snizeni glykemie po jidle 30-40%
SniZeni triacylglycerolemie 0-30%
Snizeni LDL — cholesterolu 0-25%
Snizeni volnych mastnych kyselin 0-14%
Zvyseni HDL — cholesterolu 0-17%
SniZeni t€lesné hmotnosti 0-6%

Metformin se vsticbava v tenkém stfeveé, biologicka dostupnost je 50 — 60 %,
maximalni hladiny v plazmé dosahuje asi 2 hodiny od podéni, polocas eliminace zaleZzi
na lékové formé a davce, ale pohybuje se okolo 4 — 6 hodin, v téle neni prakticky
metabolizovan a je vylucovan ledvinami [20, 22].

Mezi nezadouci G¢inky metforminu patii gastrointestinalni potiZe, priijem, kovova
chut’ v ustech, pii dlouhodobém pouzivani mize vést ke sniZzeni absorpce vitaminu B12
rok) nezadouci tc¢inek je laktatova acidosa. Jeji vznik je vSak podminén selhanim
néjakého organu, napf. ledvin, srdce, poruchou funkce jater, poruchou dychaciho
systému, nebo pozitim alkoholu [20].

Maximalni davka metforminu je 2000 — 2550 mg za den, n¢které prameny uvadi az
3000 mg za den [20].

V soucasné dobé se metformin vyskytujet v téchto komercnich preparatech: [19].

» Siofor 500, 850, 1000

» Apo — Metformin 500, 850, 1000

» Metformin — Teva 500, 850, 1000

» Glukophage 500, 850, 1000
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» Metfogamma 500, 850,1000
» Stadamet 500, 850, 1000

3.4.1.2 Metformin a zivotni prostredi

Metformin je, vzhledem ke své vysoké vyuzivanosti pii 1écbé DM 2. typu,
Vv soucasné dob¢ jednim z nejcastéjSich 1é¢iv, které se nachazi v zivotnim prostiedi [23].
V COV v Milwaukee v USA byl metformin nalezen v koncentracich od 1 pg - L™ do
47 pg - L™, v povrchovych vodach v koncentracich od 0,06 pg - L™ do 3 pg - L™. Byl
proveden experiment, do jaké miry metformin ovliviiuje vodni organismy. Jako
modelové vodni organismy byly pouzity stievle (Pimephales promelas). V experimentu
bylo 12 part (samec — samice) vystaveno po dobu 28 dni metforminu o koncentraci 40
g - L coZ je podobna koncentrace, jaké byla nalezena v COV. Dalsich 12 pari bylo
pouzito jako kontrolni vzorky. Analyza metforminu ve vod¢ byla stanovena pomoci
HPLC — MS/MS. V kontrolnich vzorcich nebyl metformin detegovan, v exponovanych
vzorcich byl detegovan v koncentraci 41 + 8 pg - L. Po 28 dnech expozice
metforminem byly stievle usmrceny, z ocasni tepny byla odebrana krev a pomoci
centrifugy byla ziskdna plazma k analyze bilkoviny vitellogeninu. Hladina vitellogeninu
byla méfena pomoci specifické enzymaticky znaCené imunoanalyzy (ELISA),
absorbance byla méfena pii 450 nm a koncentrace byla vypocitana pomoci kalibracni
kiivky. Hladiny vitellogeninu u exponovanych a kontrolnich samic se vyrazné nelisily,
hladiny vitellogeninu u exponovanych samct byly vice nez 2 krat vétsi. Vitellogenin je
bilkovina, ktera je za normalnich okolnosti pfitomna pouze v samicich jikrach. Z tohoto
vyzkumu vyplyva, ze metformin zvySuje hladinu vitellogeninu u samcti, a vyvolava
naruSeni zlaz s vnitini sekreci. Vitellogenin tedy miiZze byt pouZit jako specificky
marker naruSeni endokrinnich zldz pfi kontaminaci vodniho prostfedi a vystaveni

vodnich stfevli cizorodym latkam [23].
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Experimentalni ¢ast

Pristrojové vybaveni

HPLC systém Schimadzu skladajici se z vysokotlakého ¢erpadla LC — 20AD,
UV detektoru SPD — 20A, davkovaciho kohoutu Rheodyne (20ul), kolony
Watrex o rozmérech 250 x 4 mm se sorbentem Reprosil 100 C18 (5 um) a
vyhodnocovaciho softwaru Clarity (DataApex)

Tlakovy hrnec na sterilizaci medii a nadobi Morphy Richards Rapid Cook

pH metr ISFET mini Lab, model 1Q 125

Kahan Fuego pro, WLD — Tec

Magnetické michadlo Wise Stir ®, MSH — 20D

UV lampa typ Nu — 4KL, 220 V, 254 nm

Vakuova rota¢ni odparka Laborota 4002 — digital (Heidolph)

Ultrazvukova lazen Fisherbrand ® FB 15050

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

Elektronicka horkovzdusna pistole HG 3002 LCD (Steinel)

TLC desticky ALUGRAM ® SIL G/UV 254, 2,5 x 7 cm (Macherey — Nagel)
Mrazici box (— 20 °C) (Liebherr)

Chemikalie

Metformin izolovan z Metfogamma 500 potahové tablety, vyrobce Worwag
Pharma GmbH (Némecko)

Savo Original 900 ml, UNILEVER CR spol. s.r.o.

Methanol HPLC Gradient Grade (¢istota 99,8 %, J. T. Baker)

Acetonitril HPLC (¢istota 99,9 %, Lab — Scan)

Dodecylsulfat sodny (¢istota 99,8%, Sigma — Aldrich)

Chloroform (¢istota 99,8 %, Lach — Ner s.r.0.)

Hydrogenuhli¢itan sodny (Lach — Ner, s.r.o.)

Siran hofe¢naty bezvody Cisty (Lach — Ner, s.r.0)
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» Moisky pisek SEA SAND (Lach — Ner, s.r.0.)

» N-guanylmocovina (Cistota 97 %, Sigma — Aldrich)

» Chemikalie pro piipravu Murashige and Skoog media a Hoaglandova media
byly kvality p.a. (Lach — Ner, s.r.0.)
Slozeni Murashige and Skoog (MS) media a Hoaglandova (HG) media jsou

uvedena Vv tabulkéich 3 a 4.

Tabulka ¢. 3 — Slozeni Murashige and Skoog media

Chemikalie Koncentrace [mg - L]
Sacharosa 30000

Myo—inositol 100

Makro prvky

NH4NO3 1650

KNO; 1900

CaCl, - 2 H,O 440
MgSQO, - 7 H,O 370

KH2PO4 170
Mikro prvky
H3BO; 6,2

MnSO, - 7 H,O 22,3
ZnS0O4- 4 H,0O 8,3
KI 0,83
Na,MoO,- 2 H,O 0,25
CoCl; - 6 H,0O 0,025
CuSOqy - 5 H,0 0,025
Fe'" komplex

Na, EDTA 37,2
FeSO,4 - 7 H,0O 27,8
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Tabulka €. 4 — Slozeni Hoagland media

Chemikalie Mnozstvi [mg - L]
NHzH,PO, 115
Ca(NO3); - 4 H,0 656
KNOs; 657
MgSOy, 242
Mikro prvky

HsBO3 6,2
MnSQO, - 7 H,O 22,3
ZnS0O4- 4 H,0O 8,3
Kl 0,83
Na,MoQO;, - 2 H,O 0,25
CoCl, - 6 H,0O 0,025
CuSO, - 5 H,0 0,025
Fe' komplex

Na, EDTA 37,2
FeSO,4.4 H,O 27,8

pH media bylo upraveno na 5,9

4.3 Specifikace rostlinného materialu

Ke studiu fytoextrakce metforminu byla pouzita semena kukufice seté (Zea
mays) polni kultivar DKC 4014 (Monsanto CR, s.r.0.). Kultivace byly provadény na MS
a HG mediich.

4.4  Postup prace

4.4.1 Kultivace sterilnich rostlin

Rostlinna semena byla nejprve odmasténa 70% ethanolem po dobu 30 vtefin,

poté 20% roztokem Sava po dobu 10 minut, dale 10% roztokem Sava po dobu 20 minut
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a nakonec tfikrat promyta sterilni destilovanou vodou. Nasledné byla semena za
sterilnich podminek pfenesena v laminarnim boxu do Erlenmeyerovych ban¢k o objemu
500 mL (do kazdé banky 4 semena). Kazd4d banka obsahovala 15 mL sterilniho
Murashige a Skoog media. Semena byla kultivovana v mistnosti pfi teploté 24 °C a pfi
osvétleni zéafivkami White Cool (Philips) 40 W/m? v rezimu 12 h svétlo/12 h tma.
Kontaminované kultivace, v nichz byla objevena plisen, byly postupné likvidovany. Po
dosazeni pozadované velikosti rostlin (po 10 — 14 dnech kultivace) bylo ke kukuficim
ptidano Hoagland medium (100 mL do kazdé banky) a zasobni roztok metforminu o
koncentraci 2 mg - mL™ tak, aby vysledna koncentrace metforminu v pfidaném HG
mediu byla 15 mg - L™. Stejnym postupem byla provedena druha vysadba, do niZ byl
zasobni roztok metforminu o koncentraci 2 mg - mL™ pfidan tak, aby jeho vysledna

koncentrace v pridaném HG mediu byla 10 mg - L ™%,

4.4.2 Odbér vzorkt k analyze

Ihned po piidani metforminu ke kultivaci byl sterilné z kazdé Erlenmeyerovy baiky
odebran vzorek ke stanoveni vychozi koncentrace. Kazda Erlenmeyerova banka byla
poté opét sterilné uzaviena alobalem. Odebrané vzorky byly ulozeny v mrazicim boxu
pro naslednou analyzu. Nasledujici 4 dny vzdy po 24 hodinach byly vzorky odebirany
pomoci sterilni jehly a injekéni stiikacky. Po 5 dnech byla v nékterych bankach
pozorovatelna kontaminace a ve vSech, i nekontaminovanych kultivacich, rostliny
vykazovaly znamky poruch rastu. Odebirani vzorki bylo proto ukonceno,
nekontaminované rostliny byly omyty v destilované vodé a uchovany v mrazicim boxu
pro dal$i analyzy. Veskeré nekontaminované zbylé medium bylo spojeno a také
uchovano v mrazicim boxu pro dalsi analyzy. U ¢asti nekontaminovanych rostlin byl
jeste proveden odbér vzorku media presné tyden od ptidani metforminu, déle jiz nebylo
mozné vzorky kvili porucham rtstu a odumirani rostlin odebirat.

Na obrazku ¢. 7 je ukazka sterilni kultivace kukufice Zea mays. Tato kukufice byla
kultivovana 14 dni bez metforminu a dale jesté 5 dni s metforminem. Snimek je potizen

paty den odbéru media s metforminem.
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Obrazek ¢. 7 — Ukazka kultivace kukufice (Zea mays) ve sterilni Erlenmeyerové barice.

4.4.3 HLPC analyza

Pro vyzkum fytoextrakce metforminu pomoci kukufice (Zea mays) byla pouzita
vysokoucinnd kapalinova chromatografie. Mobilni fazi byla smés 5 mM SDS :
methanol : acetonitril 50 : 25 : 25 (V/V/v), pritok mobilni faze 1,2 mL - min™, detekce
pii 233 nm. Tato vlnova délka byla zvolena na zakladé publikovanych dat zabyvajicich
se analyzou metforminu, ve kterych se hodnota detekce pti 233 nm objevovala
nejcastéji [24, 25, 26].

Nejprve byla métena kalibra¢ni fada metforminu, s jednotlivymi koncentracemi 20;
15;12,5; 10;5;2,5a1mg - L™ metforminu v HG mediu. Ziskana data byla pouzita pro

vypocet kalibra¢ni piimky. Déle byly méteny jednotlivé odebrané vzorky — vzdy vzorek
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jedné kultivace od prvniho do posledniho dne odbéru - ¢imz byly ziskany koncentrace

metforminu v jednotlivych odbérech.

4.4.4 lzolace rostlinnych €asti a jejich nasledna extrakce

chloroformem

Po rozmrazeni rostlin v teplé vodni ldzni byly oddé€leny kofeny od zelenych rostlin a
ob¢ casti byly zvazeny. Kofeny a zelené rostliny byly zvlast homogenizovany v tieci
misce s ptidavkem moiského pisku. Vznikla suspenze byla pielita do baiky o objemu
250 mL a pomoci 10% roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného zalkalizovana na hodnotu
pH 9 — 10. Po upravé pH byl roztok 3 krat extrahovan destilovanym chloroformem.
Organické faze byly ze zkumavky odebirany pomoci injekéni stiikacky s jehlou do
Erlenmeyerovy bailkky a nasledné byly pfes noc vysuSeny bezvodym siranem
hotecnatym. Poté bylo susidlo odfiltrovano a filtrat byl odpafen na vakuové rotacni
odparce. Pevny odparek byl zvazen.

Analyza odparkil byla provedena pomoci TLC. Cast odparki kofenii i zelenych
rostlin byla rozpusténa chloroformu a nanesena na tenkou vrstvu. Jako standard byl
pouzit metformin rozpustény v chloroformu. Mobilni fazi byl methanol, detekce byla
provedena pod UV lampou o vlnové délce 254 nm. Zbylé odpafené extrakty byly

uchovany v mrazicim boxu pro dal$i analyzy.

4.4.5 Analyza HG media

HG medium spojené po ukonceni kultivace kukutic a uchované v mrazicim boxu,
bylo rozmraZeno a nafedéno s mobilni fazi v poméru 1 : 1 (v/v). Takto vznikly vzorek
media byl analyzovan pomoci HPLC s UV detekci pfi 233 nm a za stejnych podminek

jako analyzy odebiranych vzorkd medii.
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5 Vysledky a diskuse

V praci byla zkoumana fytoextrakce metforminu pomoci in vitro kultivovanych
rostlin kukufice seté (Zea mays).

Pii prvnim experimentu byl ke kultivacim pfidan roztok metforminu tak, aby
vysledna koncentrace metforminu ve 100 mL pfidaného HG media byla 15 mg - L™ a
pii druhém experimentu potom 10 mg - Lt v jednotlivych kultivacich byly provadény
postupné odbéry vzorkli ve 24 — hodinovych intervalech a byla sledovana ¢asova
zavislost poklesu koncentrace metforminu v mediu. Kofenové a nadzemni ¢asti rostliny
byly poté analyzovany na obsah metforminu pomoci TLC, spojené medium bylo

analyzovano pomoci HPLC u UV detekei pfi 233 nm.

5.1 Kalibraéni pfimka metforminu

Pro kalibraci metforminu byly pouzity roztoky o koncentracich 20; 15; 12,5; 10; 5;
2,5a 1 mg - L' metforminu rozpusténého v HG mediu. Mobilni fazi byla smé&s 5 mM
SDS : methanol : acetonitril 50 : 25 : 25 (v/v/v), detekce pfi 233 nm, pritok mobilni

faze 1,2 mL min™. Kalibragni pfimka metforminu je zobrazena v grafu &. 1.
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Kalibra¢ni pfimka metforminu
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Graf ¢. 1 — Kalibra¢ni ptimka metforminu

5.2  Studium fytoextrakce metforminu

Hodnoty koncentraci v odebranych mediich jednotlivych kultivaci byly
stanoveny postupné V ¢asové posloupnosti s intervalem odbéru 24 hodin. Neékteré
naméfené hodnoty se velmi odchylovaly od primérnych vypocitanych hodnot, popt. se
hodnota koncentrace metforminu v mediu Vv pribéhu stanoveni jedné Kkultivace
zvySovala. Tyto hodnoty byly v pribéhu vyhodnoceni ze systému vylouceny, a proto je
u kazdého vysledného grafu uveden pocet vzorkli medii, ze kterych se vychazelo.
Divodem anomalnich hodnot miZe byt naptiklad odumirani ¢i kontaminace rostliny
béhem jeji kultivace nebo reakce na jakykoliv vnéjsi podmét. Odumirani rostlinych
tkdni mlze vést k zpétnému uvoliiovani absorbovaného ¢i adsorbovaného metforminu
do kultiva¢niho média. Tyto procesy vsak nebyly pfedmétem vyzkumu této bakalaiské

prace.

Pii prvnim experimentu byl pfidan metformin prostfednictvim zasobniho

roztoku o koncentraci 2 mg - mL™ tak, aby jeho vysledna koncentrace ve 100 mL
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pridaného HG media byla 15 mg - L™. Skutetna vychozi koncentrace byla stanovena
pomoci HPLC systému s UV detekci pii 233 nm. Priméma hodnota vychozi
koncentrace metforminu byla 12,29 mg - L™. Rozdil teoretické a pfesné stanovené
vychozi koncentrace metforminu muize byt zplsoben tim, Ze mnozstvi zasobniho
roztoku metforminu bylo pfepocteno na 100 mL ptidaného HG media, ale v téméf
vSech kultivacich zbylo jes$té néjaké MS medium, jehoz mnozstvi se u jednotlivych
kultivaci liSilo a objem se nedal zmétit. Druhym, a ziejmé podstatn€jsim, divodem
rozdilnych hodnot teoretické a piresn¢ stanovené vychozi koncentrace muze byt
okamzitd primarni adsorpce metforminu na povrch kofenu rostlin, ktera nesouvisi
s metabolickymi a fytoextrakénimi pochody, nicméné snizuje aktualni koncentraci
studované latky v roztoku.

Hodnoty koncentraci metforminu v mediu klesaly s kazdym dnem odbéru, coz
se také predpokladalo. Koncentrace metforminu klesala témét linearné a to pfiblizné o
15 — 20 % oproti pfedchozimu dni odbéru. Hodnoty klesajici koncentrace metforminu

v mediu v mg - L™ v&etn& smérodatné odchylky jsou zobrazeny v grafu &. 2.

Fytoextrakce metforminu kultivaci Zea mays -
experiment €. 1

14,00 -
12,00 -

10,00 1

8,00 -

6,00 -

4,00 -

2,00 | .

0,00 . . . . . -—

1.den 2.den 3.den 4.den 5.den 7.den

Koncetrace metforminu v mediu [mg - L]

Den odbéru

Graf ¢. 2 — Fytoextrakce metforminu kultivaci Zea mays — experiment ¢. 1
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Dny odbéru znamenaji tyto ¢asové useky od piidani metforminu: 1. den = 0 hodin,
2. den = 24 hodin, 3. den =48 hodin, 4. den = 72 hodin, 5. den = 96 hodin, 7. den = 144
hodin. Koncentrace metforminu byly stanoveny pomoci HPLC s UV detekci pii 233
nm. Mobilni fazi byla smés 5 mM SDS : methanol : acetonitril 50 : 25 : 25 (v/v/v), ,

pratok mobilni faze 1,2 mL - min™.

Pro tento experiment bylo pouzito celkem 15 kultivaci kukutice. Z 10 kultivaci byly
vzorky odebirany jen prvnich pét dni, poté vykazovaly media kontaminaci a kukufice
odumiraly, odbér bylo nutné ukoncit a nekontaminované rostliny i spojené medium
uchovat v mrazicim boxu pro nasledné analyzy. U 5 zbyvajicich byl proveden odbér
jesté sedmy den, tedy 144 hodin od piidani metforminu. Prvni az ¢tvrty den klesaly
jednotlivé koncentrace metforminu vHG mediu odebraném od vSech kultivaci
rovnomérné o 15 — 20 % oproti predchozimu odbéru. Paty den se u jedné kukufice
hodnota koncentrace metforminu v mediu oproti pfedchozimu 4. dni zvysila, u dalsi
kukufice se hodnota koncentrace metforminu v mediu odebraném 5. den od pfidani
metforminu téméf neliSila od hodnoty koncentrace metforminu v mediu odebraném 4.
den od ptidani metforminu. Tyto dvé hodnoty byly proto z dat vylouc¢eny. Metabolické
procesy V rostlindch nebyly studovany, a tudiz neni zndm ani divod, pro¢ byla
fytoextrakce metforminu témito rostlinami naruSena. Primémé hodnoty koncentraci
metforminu v mediu se pocitaly 1. — 4. den odbéru z 15 vzorki, 5. den se vychazelo
ze 13 odebranych vzorki a 7. den od pifidani metforminu jen z 5 odebranych vzorkii.

Mizeme se domnivat, Ze by koncentrace metforminu v mediich odebranych delsi
casovou jednotku od nadavkovani stdle klesala, mozna by se nachazela pod limitem
detekce nastavené metody. Tato teorie vsak nemohla byt kvuli kontaminacim medii a

odumirani rostlin potvrzena, ani vyvracena.

V druhém experimentu byl pfiddn metformin prostfednictvim zasobniho roztoku
o koncentraci 2 mg - mL™ tak, aby jeho vysledna koncentrace ve 100 mL ptidaného
HG media byla 10 mg - L™. Skute¢nd vychozi koncentrace byla stanovena pomoci
HPLC systému s UV detekci pfi 233 nm a jeji hodnota byla 8,47 mg - L. Opét mize
byt rozdil teoretické a stanovené koncentrace zpiisoben tim, Ze mnoZstvi zasobniho

roztoku metforminu bylo pfepoc¢teno na 100 mL pfidaného HG media a nepocitalo se se
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zbytkovym mnozstvim MS media; druhy divod rozdilnych koncentraci mtize byt
okamzita primarni adsorpce metforminu na povrch kofent kukufic, kterd nesouvisi
s metabolickymi a fytoextrakénimi procesy.

Hodnoty koncentraci metforminu v mediu opét Klesaly s kazdym dnem odbéru,
coz se také predpoklddalo. Pro métfeni byly pouZity stejné podminky, jako pfi
prométovani kalibraéni pfimky metforminu a pfi prvnim experimentu studia
fytoextrakce. Hodnoty klesajici koncentrace metforminu vcetné smérodatné odchylky

v mediu jsou zobrazeny v grafu ¢. 3.

Fytoextrakce metforminu kultivaci Zea mays -
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Graf ¢. 3 — Fytoextrakce metforminu kultivaci Zea mays — experiment ¢. 2

Dny odbéru znamenaji ¢asové tseky od piidani metforminu: 1. den = 0 hodin,
2. den = 24 hodin, 3. den = 48 hodin, 4. den = 72 hodin, 5. den = 96 hodin. Koncentrace
metforminu byly stanoveny pomoci HPLC s UV detekei pii 233 nm. Mobilni fazi byla
smés 5 mM SDS : methanol : acetonitril 50 : 25 : 25 (v/v/v), , pratok mobilni faze

1,2 mL - min.
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Pro tento experiment bylo pouzito celkem 8 kultivaci kukufice Zea mays. Odbér
media od vSech kukufic probihal 5 dni od pfidani prvni davky metforminu. Hodnoty
jednotlivych koncentraci metforminu v mediu klesaly kazdy nasledujici den odbéru,
tentokrat nejvic mezi prvnim a druhym dnem od naddvkovani metforminu (téméf o 30%
vychozi naméfené koncentrace). Polovina vychozi koncentrace metforminu v mediu
byla naméfena tfeti den od nadavkovani, paty den bylo v mediu stanoveno primérné 30
% vychozi koncentrace metforminu.

Opét je mozné domnivat se, zZe by koncentrace metforminu v mediich odebranych
delsi ¢asovou jednotku od nadavkovani stile klesala a nachazela by se pod limitem
detekce nastavené metody. Tato teorie v§ak nemohla byt vzhledem kontaminacim medii

a odumirani rostlin ani potvrzena, ani vyvracena.

Na obrazku €. 8 je ukazka chromatogramu metforminu. Prvni piky eluujici v 2. — 3.
minuté jsou slozky HG a MS medii. Metformin eluuje v 11. minuté. Tento pik odpovida

metforminu v HG mediu o koncentraci 7,92 mg - L™,
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Obrazek ¢. 8 — Chromatogram metforminu

Koncentrace metforminu byly stanoveny pomoci HPLC s UV detekci pii 233

nm. Mobilni fazi byla smés 5 mM SDS : methanol : acetonitril 50 : 25 : 25 (v/v/v), ,

pritok mobilni faze 1,2 mL - min™.
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Dale byla vyhodnocena schopnost fytoextrakce metforminu na 1 gram rostliny u
10 Kkukufic. Jejich celkova hmotnost byla 75,9 g. Do téchto 10 rostlin bylo
prostfednictvim zasobniho roztoku metforminu pfiddno celkem 15 mg metforminu.
Celkové primérné mnozstvi metforminu 5. den odbéru media téchto 10 kultivaci bylo
3,43 mg. Pokles ¢inil 77,13 %. Jeden gram rostliny je schopen extrahovat 0,05 g

metforminu béhem 5 dnt, tedy primérné 0,01 g metforminu za 24 hodin.

5.3 Analyza pevnych extrakti pomoci TLC

Analyza odpatenych extraktii nadzemnich a kofenovych ¢asti rostlin byla provedena
pomoci TLC. Malé¢ mnozstvi odparkii kofentl i nadzemnich ¢asti rostlin bylo rozpusténo
v chloroformu a naneseno na tenkou vrstvu. Jako standard byl pouzit pevny metformin
rozpustény v chloroformu. Mobilni fazi byl methanol, detekce byla provedena pod UV
lampou o vlnové délce 254 nm.

Tato analyza prokdzala pfitomnost metforminu pouze v kofenové Casti
experimentalnich rostlin. V nadzemnich castech nebyla sledovana latka prokazéana.
Ztoho lze usuzovat Zadnou ¢i minimalni translokaci studovaného xenobiotika
Vv rostlin€. Ur¢itou moZnosti je potom transformace metforminu enzymovymi systémy
rostlinného metabolismu na jinou latku, jejiz pfitomnost nelze takto jednoduchym
zpusobem prokéazat ve slozité matrici extraktu ze zelenych casti rostlin. V kotfenové
¢asti mize byt ptitomnost metforminu disledkem sorpce na povrch kotenti ¢i absorpce
do vnitfnich ¢asti tkan€. Vzhledem k peclivému omyti kofenli a znané rozpustnosti

metforminu ve vodé lze usuzovat aktivni ¢i pasivni absorpci do kofenové tkane.

5.4  Analyza pouzitého media

HG medium spojené po ukonceni kultivace kukufic a uchované v mrazicim boxu
bylo rozmrazeno a nafedéno s mobilni fazi v poméru 1 : 1 (v/v). Takto vznikly vzorek
media byl analyzovan pomoci HPLC s UV detekci pti 233 nm.

Chromatogram HG media je na obrazku ¢. 9.
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Obrazek ¢. 9 — Chromatogram HG media obsahujici zbytkovy metformin

Analyza media byla provedena pomoci HPLC s UV detekei pfi 233 nm. Mobilni
fazi byla smé€s 5 mM SDS : methanol : acetonitril 50 : 25 : 25 (v/v/v), , pratok mobilni

faze 1,2 mL - min’™.

Latky eluyjici v 1. — 5. minuté, odpovidaji zhruba chromatogramu ptivodniho HG
media. V mediu se také nachazi malé mnozstvi metforminu, které nebylo extrahovano
kukuficemi. Pro urceni piku patiici metforminu v HG mediu z experimentu byl pouzit
standard metforminu (10 mg - L) rozpustény v &istém HG mediu. Identifikace
metforminu byla provedena na zakladé shodnych retencnich cast. Pik ve vzorku HG
media s reten¢nim ¢asem 12,73 min a retenéni ¢as standardu metforminu (12,79 min)
jsou témef shodné (lisi se jen o 0,06 min). Ve vzorku HG media se nachazi metformin,
coz se také predpokladalo.

Chromatogram standardu metforminu je na obrazku ¢. 10.
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Obrazek ¢. 10 — Chromatogram standardu metforminu

Retencni ¢as metforminu byl uréen pomoci HPLC s UV detekci pii 233 nm.
Mobilni fazi byla sm&€s 5 mM SDS : methanol : acetonitril 50 : 25 : 25 (v/v/v), pritok
mobilni faze 1,2 mL - min™.

Dal$i neznamé latky v HG mediu eluuji S retenénimi ¢asy 7,55 min a 9,57 min.
Primarnim rozkladnym produktem metforminu v odpadnich vodéch je guanylmocovina
a proto byly porovnany reten¢ni ¢asy pikti neznamych latek z HG media se standardem
guanylmocCoviny rozpuSténé¢ v Cisttm HG mediu. Chromatogram standardu

guanylmocoviny je na obrazku €. 11.
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Obrazek ¢. 11 — Chromatogram standardu guanylmocoviny
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Retenc¢ni ¢as guanylmocoviny byl ur¢en pomoci HPLC s UV detekci pii 233 nm.
Mobilni fazi byla smé€s 5 mM SDS : methanol : acetonitril 50 : 25 : 25 (v/v/v), prutok

mobilni faze 1,2 mL - min™.

Pfi analyze retencniho ¢asu guanylmocoviny eluovaly z kolony 2 piky v retencnich
c¢asech 7,01 min a 10,55 min. Neznamé latky ve vzorku HG media eluovaly
S retencnimi ¢asy 7,55 min a 9,57 min. I pfesto, Ze neni znamo, ktery pik z analyzy
guanylmocoviny patii pravé této latce a ktery necistoté, retencni casy ani jednoho piku
se neshoduji s neznamymi piky ze vzorku HG media. Lze tedy fict, Ze
guanylmocovina se ve vzorku HG media nevyskytuje. Vzhledem ke druhu detekce neni
mozné blize analyzovat neznamé latky ve vzorku HG media. Pro ndzornéjsi porovnani
reten¢nich Cast jsou na obrazku ¢. 12 porovnany chromatogramy vzorku HG media,

standardu metforminu a standardu guanylmocoviny.
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Obrazek ¢. 12 — Chromatogramy vzorku HG media, standardu metforminu a

standardu guanylmocoviny

Cervena kiivka patii vzorku HG media, modra je standard metforminu a zelena

standard guanylmocoviny.
Analyza byla provedena pomoci HPLC s UV detekei pfi 233 nm. Mobilni fazi byla
smés 5 mM SDS : methanol : acetonitril 50 : 25 : 25 (v/v/v), pritok mobilni faze

1,2 mL - mint,
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6 Zaver

Tato bakalafska prace byla zaméfena na studium fytoextrakce metforminu a
naslednou analyzu extrahovatelnych rezidui a ptipadnych exsudovanych latek v mediu.

Metformin je v soucasné dobé hojné vyuzivany k 1é¢bé diabetu mellitu 2. typu.
V lidském téle neni metabolizovan a je vyluCovan ledvinami v pivodni formé. Ve
zbytkovych koncentracich se mize nachazet v zivotnim prostfedi a pravé fytoextrakce
je jednou z metod, jak tyto zbytkové koncentrace v Zivotnim prostedi eliminovat.

V praci byla ovéfena moznost zachytu metforminu z vodnych roztokl kofenovym
systémem polniho kultivaru kukufice seté (Zea mays). Pomineme - li primarni fazi
fytoextrakéniho procesu zahrnujici V pouzitém uspotadani prevazné sorpci na povrch
kotfenové tkané, lze konstatovat, Ze samotnd extrakce se v pouzitém experimentalnim
uspofadani ukazala realnou. Pokles koncentrace metforminu v kultiva¢nim médiu se
navic stupiiuje s klesajici vychozi koncentraci studované latky. Proto l1ze predpokladat,
ze v realnych environmentalnich koncentracich, které jsou mnohonasobné nizsi, by byla
ucinnost zachytu metforminu jes$t€¢ podstatné vys$i nez experimentilné zjisténych
maximdlnich 30 % mezi prvnim a druhym dnem odbéru. Odpoveédné vSak lze pouze
usuzovat, ze fytotechnologicka extrakce metforminu by mozné byla, konkrétni ti¢innost
vSak nelze pfimo odvozovat z provedenych jednoduchych modelovych experimentt,
kultiva¢niho media a v systému se zcela jisté vyskytne spousta dalSich interferenci.

Vyznamnym faktem se jevi zjevné minimalni translokace metforminu do
nadzemnich ¢asti rostlin, které tak nebudou i pfi kultivaci na kontaminované pude, ¢i pti
zalivce kontaminovanou vodou obohaceny o studovanou latku a pouziti takovych ptd ¢i
zalivkové vody je z hlediska zemédélské produkce zcela bezpecné. Ponckud horsi
situace nastava pii hodnoceni kofenovych exsudati. Piedpokladana N-guanylmocovina
nebyla pii zpétné analyze prokézéana, nicméné¢ v médiu se objevuji minimaln¢ dvé dalsi
latky, jejichZ struktura zGstava vzhledem ke zvolené detekci nezndma. Neni ani jisté,
zda se jedna o latky souvisejici s pfidanym kontaminantem - metforminem, ¢i zda se
jedna o stresové metabolity Vv dusledku pfitomnosti xenobiotika. V budoucnu by
stanoveni jejich struktury mohlo piinést dal§i konkrétni informaci o vhodnosti

hydroponickych ¢istiren pro vody s obsahem metforminu.
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