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Abstrakt

Cilem této bakalafské prace bylo zjisténi moznosti fytoextrakce
benzodiazepinu bromazepamu, jako Siroce vyuzivaného léCiva s anxiolytickymi
ucinky. Benzodiazepiny jsou latky s vysokou biologickou aktivitou a jsou spolu se
svymi metabolity vyluCovany moci. Dostavaji se tak do komunalnich odpadnich
vod, pfiCemz stupen odstranéni v Cistirnach odpadnich vod nebyva vysoky a latky
se tak dostavaji do povrchovych vod. Nasledné potom kontaminuji cely ekosystém
véetné potravnich fetézcu. Pfi dlouhodobém pusobeni stopovych koncentraci
dochazi k vyraznému vlivu na vodni i suchozemské organismy.

V praci byla studovana fytoextrakce bromazepamu vin vitro kulturach
kukufice seté (Zea mays). Kultivaéni medium dle Murashiga a Skooga bylo
obohaceno o bromazepam o koncentraci 10 mg-L™ a byly provadény odbéry media
ve 24 hodinovych intervalech. Media byla potom analyzovana pomoci HPLC/UV na
reverzni fazi pfi 233 nm. Byl tak ziskan ¢asovy pribéh koncentraci bromazepamu
v mediu, ktery ukézal pokles koncentrace ca. 40 % bé&hem 168 hodin kultivace.
Jednoznacné byla prokazana schopnost pouzitého kultivaru kukufice zachycovat
bromazepam z vodnych roztok. Mnozstvi extrahovaného bromazepamu odpovida
0,03 miligram0 na 1 gram Cerstvé hmotnosti rostliny. | kdyZ testované koncentrace
xenobiotika jsou podstatné vysSi nez skuteCné environmentalni, experimenty
dokazuji realnou moznost technologického vyuZiti. Kromé tohoto faktu, uvedeny
vysledek dokazuje i moZnost kontaminace potravnich Fetézcl a prace je tak

zaroven pfispévkem k hodnoceni bezpecnosti potravin.

Klicova slova: fytoextrakce, odpadni voda, znecisténi, benzodiazepiny,

bromazepam, HPLC



Abstract

The aim of this bachelor thesis was to determine the possibility of
phytoextraction of benzodiazepine bromazepam as awidely used drug with
anxiolytic effects. Benzodiazepines are compounds with high biological activity and
together with their metabolites are excreted into urine. These substances then get
into municipal wastewater treatment plant, whereas efficiency of removal in
wastewater treatment plants is not high and compounds enter into surface water.
Afterwards, the entire ecosystem including food chains is contaminated. A long-
term exposure to trace concentrations can have a great effect on aquatic and
terrestrial organisms.

Maize (Zea mays) was used to study the phytoextraction. The Murashige
and Skoog medium was enriched by 10 mg - L bromazepam and samples of
medium were taken at 24 hour intervals. After that, samples were analysed in
reverse phase at 233 nm by HPLC/UV. Time dependence of bromazepam
concentrations in medium was evaluated, which showed decrease of ca. 40 %
during 168 hours of cultivation. Ability of corn cultivar to extract bromazepam from
aqueous solutions was clearly demonstrated. The amount of extracted
bromazepam corresponds to 0.03 milligrams per 1 gram of plant fresh weight.
Although the tested concentrations of the xenobiotic used are substantially higher
than the actual environmental concentrations, experiments demonstrate a real
possibility of a technological use. Except this result, the investigation showes the
possibility of contamination of the food chain and this thesis is thus a contribution to
food safety assessment.

Key words: phytoextraction, wastewater, pollution, benzodiazepine, bromazepam,
HPLC
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Seznam zkratek

v

cov
KCOV
PAH
PCB
MTBE
GABA
CNS
HPLC
uv
MS medium
LOD

LOQ

¢istirna odpadnich vod

kofenova cCistirna odpadnich vod
polycyklické aromatické uhlovodiky
polychlorované bifenyly
terc-butyl(methyl)ether

kyselina y-aminomaselna

centralni nervova soustava
vysokoucinna kapalinova chromatografie
ultrafialové zareni

medium podle Murashiga a Skooga
mez detekce

mez stanovitelnosti



1 Uvod

V poslednich letech se zvySuje zajem o vyskyt rezidui IéCiv a jejich
metabolitd v Zivotnim prostfedi. Pfispiva k tomu pfedevSim vysoka produkce
a spotfeba |éCiv nacelém svété asouCasné ijejich nedostateCné odstranéni
z odpadnich vod pomoci soucasnych technologii, coz vede k vypousténi
nedostate¢né precisténych vod do vodnich tokd a nasledné ke kontaminaci celého
ekosystému. Takto uvolnéna IéCiva Ci jejich metabolity jsou v prvni fadé
ekotoxikologickym rizikem pro vSechny zivé organismy. Napfiklad jenom
v Evropské unii se v humanni mediciné indikuje pfiblizné 3000 ruznych latek,
pfedevSim analgetika, protizanétliva léCiva, antibiotika, betablokéatory, neuroaktivni
latky atd. V nejvétSich statech Evropy (Némecko a Velka Britanie) je roéni mnozstvi
nejpouzivanégjsich léCiv v Fadu nékolik stovek tun. [1, 2]

Rezidua IéCiv a jejich metabolity se do zivotniho prostfedi dostavaji relativné
snadno prostfednictvim komunalnich odpadnich vod. Lécliva jsou z organismu
vylou€ena bud v nezménéné formé, Ci jako metabolity. Odpadni vody z nemocnic,
domacnosti aiz farmaceutické vyroby vétSinou bohuzel obsahuji znacnou
koncentraci réiznych légiv. Cast téchto latek, kterou nejsou gistirny odpadnich vod
(COV) schopny odstranit mohou nasledné& zapfidinit znecisténi ek, jezer,

podzemnich vod a v nejhorSim pfipadé i vody pitné (Obr. 1). [1, 2]
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Obr. 1: Kolobéh léciva v zivotnim prostfedi [1]



Jak jiz bylo zminéno, mnozZstvi farmak, jez se vyskytuje v povrchovych
vodach je velké, coz je zfejmé iz poCtu pouzivanych preparatl a jejich spotreby.
analgetik-antipyretik (paracetamol, ibuprofen, diklofenak) a vyskytuji se zde
i néktera antidepresiva. V odpadnich vodach nemocnic se Casto také nachazi
radiodiagnosticka kontrastni Cinidla (iomeprol, ioprogen). Koncentrace téchto
ginidel jsou v8ak téméfr zanedbatelné, vétsinou v Fadu nanogramd (10°g) aZ
mikrogramt (10 g) v litru. BohuZel v8ak i pres tyto stopové koncentrace mohou pii
dlouhodobém pusobeni vykazovat negativni vlivy na vy3Si organismy. Obvyklé

ucinnosti odstranéni nejCastéji sledovanych farmak ukazuje obrazek 2. [3]
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Obr. 2: Uginnost odstranéni farmak na COV z komunalnich odpadnich vod [3]

Mezi hlavni déje, diky kterym dochazi k odstranéni IéCiv ze Zivotniho
prostfedi, fadime napfiklad fotodegradaci, biodegradaci, sorpci, membranové
procesy Ci vyuziti aktivniho uhli. Jako dalSi proces pro snizeni pruniku téchto latek
do ekosystému se vyuZiva kofenovych &istiren odpadnich vod (KCOV). Tyto
Cistirny funguji na principu rhizofiltrace, kdy dochazi k precipitaci znecisténé latky
na kofenech &i k vstfebani pfimo v kofenovém systému. V této dob& se KCOV iadi
mezi technologie, které dosahuji mimofadnych vysledk( u likvidace organického

znecisténi a nerozpusténych latek. [1-3]



2 Cil prace

Vyskyt rezidui farmak v Zzivotnim prostiedi predstavuje atraktivni
problematiku predev8im z hlediska moZzného vlivu na vodni isuchozemskeé
organismy. SoucCasné jsou studovany i otazky bezpecnosti potravin, nebot zachyt
téchto kontaminantd mize zpuUsobit alterace metabolismu a chovani iu lidské
populace.

V souCasné dobé jsme svédky dramatického narGstu spotieby
psychoaktivnich 1éCiv, ktera sice pfredstavuji pro pacienty zna¢nou ulevu, na druhé
strané se vSak jedna olatky s obrovskou biologickou aktivitou, ktera pfi
kontaminaci ekosystému a potravnich Fetézcid muze zpusobit dalekosahlé
nasledky.

Z latek ovlivilujicich psychiku jsou nejCastéji pouzivana antidepresiva
a anxiolytika. Anxiolytika pfedstavuji mirn&jSi a dostupnéjsi IéCiva, navic oproti
antidepresivim s okamzitym Gc€inkem jejich spotfeba za posledni roky vyrazné
stoupa. Jedna se pfedevsim o benzodiazepinové derivaty.

Vlastnim cilem prace je studium zachytu bromazepamu kofenovym
systémem in vitro kultivovanych rostlin.

Prace zahrnuje:

1) Literarni reSerSi vlastnosti a ekotoxikologickych vlastnosti benzodiazepin(.

2) Sterilni kultivaci rostlin Zea mays pro naslednou fytoextrakci.

3) Provedeni fytoextrakénich experimentl ve sterilnim prostfedi s postupnymi
odbéry kultivacniho media pro stanoveni aktualni koncentrace
bromazepamu.

4) HPLC/UV analyzy odebranych medii

5) Vyhodnoceni experimentu, fytoextrakéni ucinnosti, jejiho prabéhu, mnozstvi
zachyceného kontaminantu. Posouzeni moznosti uZiti ve fytoremediacnich

technologiich a zhodnoceni moznosti kontaminace potravnich fetézcu.
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2.1 Teoreticka cast

2.1.1 Fytoremediace

Fytoremediace jsou metody, které se vyuZivaji u rostlin k fixaci, akumulaci,
transformaci a rozkladu nebezpecnych kontaminantd nebo Kk jejich eliminaci
z zivotniho prostfedi. Pfi fytoremediacich se muize uplatfiovat nékolik rdznych
procesu (viz Obr. 3): extrakce zne istujicich latek z vody a pudy (zejména tézké
kovy a radionuklidy), degradace organickych latek, volatilizace organickych
I nékterych anorganickych slou€enin ¢&i stimulace mikrobialni latkové premény
v rhizosféfe. Metoda vyuziva rostliny pro in situ remediaci pudy, usazenin a vody.
Zvolena vegetace se pouziva napriklad k extrakci kovl (vCetné radioaktivnich
izotopu) a také k odstranéni urcitych organickych latek. Aby byly fytoremediacni
metody Uspésné je dllezita biologicka dostupnost znecistujicich latek z vody
a pudy do rostlin, ktera je dana hlavné rozpustnosti latky, druhem pldy a také
délkou pusobeni kontaminace.

Vyhodami fytoremediaci jsou jejich Setrnost k zivotnimu prostredi
(nedochézi k pouziti tézké techniky ani k odstranéni pady), pomérné nizka cena
i jejich klicovy esteticky dojem. Z tohoto divodu jsou také obecné velice dobre
pfijimany. Nevyhodou je bohuZel jejich nizka ucinnost. Rostliny se kromé
organickych kontaminantd pouzivaji i pro akumulaci iont tézkych kovu (napf. Hg,
Se a As), kde existuji i vysoce aktivni rostliny s obrovskou akumulacni kapacitou
(hyperakumulatory). BohuzZel tyto rostliny jsou drobného vzristu a tudiz i vytvareji
jen malo biomasy coz je pro praktickou technologii nepouzitelné.

Metoda fytoremediace vyuziva bézné pouzivanych agrotechnickych postupu
pfi zemédélském hospodareni. Naklady na prubéh remediace jsou minimalni, tudiz
I z ekonomické stranky je tento proces vyhodny. Na druho stranu je takova
dekontaminace velmi pomald aztohoto divodu se védci stale Castéji snazi
Slechténim nebo diky genovym manipulacim vytvofit nové kultivary s vySSi
ucinnosti extrakce a ukladani a vétsi odolnosti vic&i klimatickym podminkam

a typim pad. [5-7, 9]
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Obr. 3: Fytoremediace - typy procesu [8]

2.2 Rozdéleni fytoremediac¢nich technik

2.2.1 Fytodegradace

PFi fytodegradaci jsou latky transformovany a absorbovany uvnitf rostliny,
coZ je jeji vyhodou oproti ostatnim metodam. Diky enzymatickému aparatu mohou
rostliny metabolizovat rozsahlé spektrum polutantd. Casto to probih& v nékolika
krocich, pficemz se na konci téchto procesl metabolit uklada do vakuol
a bunécnych stén. Jedna =z nejdulezitéjSich Casti fytodegradace probiha
v rhizosféfe za ucCasti asociované mikrofléry. Diky kooperaci rostliny s bakteriemi
a houbami Ize vyuzit urCité enzymové drahy. To pfispiva ke zfetelné ucinngjsi
degradaci znecistujicich latek. [5-7, 9]

Jestlize jsou pfislusné produkty metabolismu neskodné, je zbyteéné rostliny
sklizet a staci u nich jen udrZovat porost. Rovnéz je u této metody nutné zajistit,

fadé se fytodegradace vyuziva k odstranéni organickych polutantd (PAH, PCB,

vybusniny, apod.). [5-7, 9]

2.2.2 Fytostabilizace

Fytostabilizace se obvykle pouZiva v mistech s vysokym obsahem tézkych
kovd, jako je napfiklad zemina vyvezena z doll, odkalisté apod. Rostliny, které pro
to vyuzivame, jsou schopné stabilizovat znecistujici latky i nékolika zpusoby. At uz

je to pomoci redoxnich pfemén, pfevedeni kontaminantu do nerozpustné podoby
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(napf. ionty olova ve vazbé sfosfatem) & zabudovanim do rostlinnych
struktur. [5, 6, 9]

Cilem této metody je zabranéni nebo vyrazné snizeni pfenosu kontaminant
do okoli a proto se fytostabilizace nékdy aplikuje jako kone&ny krok pro Upravu

postizenych pasem, jez byly upravovany jinymi technologiemi. [5, 6, 9]

2.2.3 Rhizofiltrace

Tato metoda se nejCastéji aplikuje k absorpci, koncentraci a srazeni
xenobiotik  z proudici, znecisténé vody prostfednictvim rychle rostouciho
kofenového systému zivych rostlin. V prvni fadé je rhizofiltrace vhodna hlavné pro
odstranéni nizkych koncentraci tézkych kovu, kdy nemulzeme pouzit jiny
dekontaminacni postup napfiklad u odpadnich vod. Pro nahromadéni nékteré
z téchto latek rhizofiltraci je Casto vyuZivana kukufice, slune€nice nebo ryze.
Slunecnice Helianthus annuus L. je napfiklad schopna ucinné extrahovat rizné

kovy (chrom, mangan, kobalt, nikl a méd) z vody. [5-7, 9]

2.2.4 Fytovolatizace

Pomoci této metody dochazi k pfijmu znecistujici latky kofeny rostliny
a naslednému pfenosu do nadzemni Casti (nékdy dochazi ik biotransformaci
kontaminantu). Nasledné pak nastava vypafeni tékavé absorbované latky.
Fytovolatizaci 1ze pouZzit pfedevSim na odstrafiovani organickych znecistujicich
latek, jako jsou napf. slozky benzinu (MTBE), ale i ionty kovl (Hg, Se, As). Vyuziti
fytovolatizace je zaroven vSak velice diskutabilni, nebot dochazi vyhradné
k pfesunu kontaminantu z pudy do atmosféry ane kjeho Uplnému odstranéni
z prostfedi. V nékolika statech (Svédsko, Japonsko) zkou$i vyuZit tuto metodu

v praxi - méstska zelen by se méla podilet na €isténi ovzdusi. [5-7, 9]

2.2.5 Fytoextrakce

Podstata fytoextrakce neboli fytoakumulace je vlastnost urcitych rostlin
vysetych na znecisténé ploSe (pidé) pfijimat a akumulovat anorganické i organické
kontaminanty v rostlinnych tk&dnich pomoci kofenového systému v prubéhu jejich
ristu (viz Obr. 4). PFi vyuziti této metody je potfeba rostliny s nahromadénymi
odpadnimi latkami, které se ukladaji prfedevSim ve vakuolach a bunécnych

sténach, odstranit; v opaéném pfipadé se po jejich odumfeni tyto latky vrati zpét do
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pudy. NejvyhodnéjSi a nejsnazSi pro sklizen je, kdyz se polutanty ukladaji
v nadzemnich ¢astech rostlin. Tézké kovy, jako jsou napfiklad olovo a rtut, vSak
zustavaji predevsim v kofenech ajejich likvidace je tudiz naro¢néjsi. Po
nahromadéni polutantli jsou rostliny sklizeny adale zpracovany tepelné,
mikrobialné ¢i chemicky. V pfipadé organickych kontaminantu je potfebné posoudit

Ci experimentalné ovéfit zda rostlina v dusledku enzymovych pochodl neprodukuje

vvvvvv

d \
| Fytovolatilizace *"—'f._@
1 1
| .‘fﬁ = Fytomransformace
1 @ 21 3

':ZT“ Fytoakumulace

=%, — Fytostabilizace

¢ . “'vT‘

Tézkékovy

20 BI)XD0)A ]

Obr. 4: Schéma fytoextrakce [7]

2.2.6 Vyhody a nevyhody fytoremediace
Mezi nejvétsSi vyhody fytoremediaci je mnozstvi znecisténého materialu, jenz

je nutno likvidovat v porovnani s klasickym vytézenim kontaminované pudy.
DalSimi vyhodami téchto metod jsou [11]:

e pouziti in situ

e nepatrné poskozeni okoli

e dalSi vyuziti pady (moznost ji pouzit k jinému ucelu)

e vyuzivani slunecni energie

e nizka cena oproti ostatnim dekontaminacnim technikam

e estetické vyuziti

14



Avsak tyto metody maji i nékolik omezeni a nevyhod, jimiZ jsou napfiklad [11]:

e mnohdy nizka tolerance vUuc&i znecistujicim latkam

e veétSinou nedostateCny transport kontaminantl z kofenového systému do
nadzemnich Casti

e nedostate¢né prostory pro ukladani kontaminovaného rostlinného odpadu Ci
jeho zni€eni

e nebezpecCi znecisténi potravy pro ZivoCichy

e kontaminace nemusi byt v dosahu kofenového systému

e dlouhodoby postup (az nékolik desitek let)

2.3 Anxiolytika

Anxiolytika jsou léCiva, ktera se pouZivaji nejen proti strachu, uzkostem Cci
fobiim, ale ipfi napéti astresu. Mezi hlavni predstavitele anxiolytik patfi
benzodiazepiny. Ztoho vyplyva jejich nejzakladnéjSi rozdéleni na
benzodiazepinové a nebenzodiazepinova. [12-14]

Nezadouci efekty anxiolytik na ¢lovéka jsou pomérné zanedbatelné. BE€hem
jejich uzivani se u pacienta mize objevit ospalost, vyCerpanost a zavraté, které pak
v nékterych pfipadech mohou pfejit az ve zmatenost. Mezi dalSi nezadouci u€inky
lze zaradit zacpu, pfibyvani na vaze, poruchy menstruaéniho cyklu a znamky
alergie. Jestlize se tyto latky po dlouhodobém uzivani nahle vysadi, muze dojit
k epileptickym zachvatim. Existuji irostliny, které obsahuji latky, jeichZz extrakty
maji podobné vlastnosti jako anxiolytika (sniZzeni strachu a uzkosti) napfiklad:
Safran sety (Crocus sativus), levandule Iékafska (Lavandula officinalis), medurika

lékarska (Melissa officinalis) ¢i konopi (Cannabis sativa). [12-14]

2.3.1 Benzodiazepiny

Prvni syntetizovanym benzodiazepinem byl v roce 1961 chlordiazepoxid. Od
té doby bylo vyvinuto vice nez 3000 latek s benzodiazepinovou strukturou, z nichz
se téméf 50 dostalo do klinické praxe. Zaklad obecné chemické struktury téchto
latek tvofi sedmiclenny diazepinovy kruh, ktery je spojen s benzenovym jadrem.
Modifikaci farmakologickych vlastnosti Ize dosahnout substituci zakladniho skeletu,

jak je uvedeno na obrazku 5. [18]
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Obr. 5: Obecna struktura benzodiazepin(
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Benzodiazepiny maji své vazebné misto, které se nachazi na receptorovém
komplexu pro kyselinu y-aminomaselnou (GABA), jednd se o tzv. hlavni tlumivy
mediator v mozku. Proud zaporné nabitych chloridovych iontd do buriky posili
uc¢inek GABA na receptor a vyvola tak jeho stimulaci (Obr. 6). Vysledkem této
vazby je potlaeni funkce CNS, protoZe nervova burika dostatec¢né nereaguje na
stimuly nervovych vzruchll. Receptorova mista pro tyto latky se nachazeji napfiklad

Vv limbickém systému, ktery mimo jiné dohlizi na prozivani emoci. [15-17]

GABA site

Barbiturate site

Benzodiazepine site

Steroid site

Picretoxin site

Chloride
channel

Obr. 6: Schéma GABA-receptoru [19]

Mezi vyhody se fadi: rychly ucinek, zklidnéni, podpora spanku, minimaini
nebezpeci pfi pfedavkovani a zmirnéni uzkosti €i napéti. | pfes jejich vyhody vSak
maji benzodiazepiny i mnoho nevyhod, napfiklad: unavu a ospalost, Gtlum CNS,
kombinace napfiklad s alkoholem zpusobuje utlumeni dychani, dale se
nedoporucuje uziti lékd s témito latkami béhem téhotenstvi kvali moznosti vzniku
vrozenych vad (napf. rozstép). Pfesto jsou benzodiazepiny stale jedny z nejcastéji

pFedepisovanych anxiolytik. [15-17]
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Rozdil mezi jednotlivymi benzodiazepinovymi anxiolytiky je doba jejich
pusobeni. Lze je délit na: kratko- (midazolam), stfedné- (bromazepam, alprazolam
¢i oxazepam) a dlouho- (diazepam) dobé pusobici. Zavislost, ktera vétSinou na tyto
latky vznikd je fyzickd i psychicka. Odbornici tedy doporuCuji uzivat benzodiazepiny

nanejvys nékolik tydna. [15-17]

2.3.1.1 Alprazolam

Alprazolam (viz Obr. 7) pusobi na CNS a posiluje vliv neurotransmiteru
GABA (kyselina y-aminomaselna). Tato latka se vyuZiva pfedevSim k uklidnéni pfi
Gzkostech, panickych poruchach, depresich ataké pro zklidnéni nemocnych
s fobiemi (bacilofobie, agorafobie apod.). UZivat alprazolamu je mozné i kratkodobé
proti nespavosti, je-li vdak porucha zplsobena psychikou. Pfedavkovani mize vést

k poruse védomi s oslabenim dechového centra a ohrozZeni Zivota pacienta. [20]

Hsc\(/N\N
Nﬁf
)

Cl

o
=
Obr. 7: Struktura alprazolamu

2.3.1.2 Diazepam

Diazepam (Obr. 8) patfi k nejvice pouzivanym benzodiazepiniim. Tato latka
pusobi sedativng, uspava, uklidiuje aje ucinna také proti uzkosti. Tudiz se
v nékterych pfipadech vyuziva jako Iék na spani Ci proti uzkosti nebo rozcileni.
Pomérné ojedinéla indikace pro podani léCiva s touto ucinnou latkou je delirium
tremens a podobné znamky abstinence, kterymi trpi predevSim dlouhodobi
alkoholici po vysazeni alkoholu. Podavat se dé i nitrozilné ¢i ve formé Cipku ke
zklidnéni pfi epileptického zachvatu a je také ucinny u dalSich svalovych kfeci
(napf. pfi hyperventilaci). NejvétSi vyhodou diazepamu je jeho rychlé puasobeni,

vymizeni strachu, uvolnéni svalstva &i nastup spanku. [21]
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Obr. 8: Struktura diazepamu

2.3.1.3 Bromazepam

Bromazepam (Obr. 9) ovliviiuje strach, uzkost, ale pfedevSim ma uklidiujici
ucinek. Podle velikosti davky léCiva s touto latkou se pacient maze kvdli jeho
sedativni UuCinkdm citit vice uvolnény a ospaly. Poloas vylu€ovani bromazepamu
je pfiblizné 12 hodin u starSich ¢i nemocnych v8ak muaze byt i delSi. Jeho
metabolismus probiha v jatrech a mezi produkty prevladaji: 3-hydroxy-bromazepam
a 2-(2-amino-6-brom-3-hydroxybenzoyl)pyridin. Tato latka se  vyluCuje
v konjugované formé prevazné moci. Po ukonceni léCby dochazi vylouceni
z organismu s minimalnimi syndromy z vysazeni |é€by. Pfi kratkodobém podavani
je zavislost na bromazepamu nizka, av8ak pfi dlouhodobé&jSim uzivani se zvySuje.
To plati hlavné u nemocnych zavislych na alkoholu, pacientech, ktefi zneuZivaji
léky & nemocnych s vaznymi poruchami osobnosti. Mozné pFfedavkovani touto
latkou se projevuje zmatenim, hlubokym spankem, svalovou slabosti az zastavou
dechu ¢&i v nejhorSich situacich ikomatem, coz mulze nastat predevSim pfi
nevhodné kombinaci s dalSimi latkami ovliviiujicimi  centralni  nervovy
systém. [22, 15]

Obr. 9: Struktura bromazepamu
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pristroje

Tlakovy hrnec pro sterilizaci medii a laboratorniho nadobi (Morphy Richards
Rapid Cook)

Centrifuga Spectrafuge TM 16M (Lahner)

Kahan Fuego pro, WLD — Tec

Systém HPLC znacky INCOS, ktery se sklada z vysokotlakého Cerpadla
INCOS LCP 5020, autosampleru INCOS LC5 5040 a UV detektoru INCOS
LCP 5000. Kolona XDB C18 (5 um) méla rozméry 250x4,6 mm (AGILENT),
predkolona C18 (WATREX)

Ultrazvukova lazen Fisherbrand ® FB 15050

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

Mrazici box (— 20 °C) (Liebherr)

Kultivaéni boxy — kultivacni mistnost, v které byla teplota udrzovana na
26 °C, svételny rezim 16 h svétlo/ 8 h tma, osvétleni Zarovkami COOL
WHITE 36 W/m? ve vzdalenosti 40 cm

3.2 Chemikalie

Bromazepam izolovany z Lexaurinu 3 30x3 mg tablety, vyrobce Krka, d. d.
(Novo mesto, Slovinsko), extrakt v methanolu

Savo Original (UNILEVER CR spol. s.r.0.)

Methanol HPLC Gradient Grade (Fisher Science UK)

Acetonitril HPLC Gradient Grade (Fisher Science UK)

Kyselina fosfore¢nd, Cistota = 99,99 % (Sigma Aldrich)

Deionizovana voda pro pfipravu medii a mobilnich fazi z pfistroje DEMIWA
3roi (Watek, CR)

Chemikalie potfebné k pfipravé media podle Murashiga a Skooga (Lach-Ner

s.r.0.) viz Tabulka €. 1
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Tab. €. 1: Murashige a Skoog medium

Makro prvky C Mikro prvky C
[mg - L7 [mg - L7
KNO3 1900 MnSQO, - 7H,0 22,3
NH;NO3 1650 ZnS0O, - 4H,0 8,3
CaC|2 - 2H,0 440 H3;BO3 6,2
MgSO, - 7H,0 370 Kl 0,83
KH,PO, 170 Na;MoO, - 2H,0 0,25
CaCl; - 6H,0 0,025
CuSOq, - 5H,0 0,025
Na,EDTA 37,2
FeSO,:7 H,O 27,8

3.3 Rostlinny material
Pro studium fytoextrakce bromazepamu byla vyuzita semena kukufice seté
(Zea mays) polni kultivar DKC 4014 (Monsanto CR, s.r.o.). Kultivace byly

provadény na MS mediu.

3.4 Postup

3.4.1 Kultivace sterilnich rostlin

Semena kukufice byla nejprve ponofena na pll minuty do 70% ethanolu.
Nasledné byla na 10 minut sterilizovana 20% roztokem Sava, poté na 20 minut
10% roztokem Sava a na zaveér tfikrat promyta sterilni destilovanou vodou. Poté
byla do 500ml Erlenmeyerovych banék sterilné pfenesena sterilizovana semena
kukufice, 4 semena na jednu banku. VSechny barnky obsahovaly 15 ml sterilniho
media. Semena byla kultivovana v mistnosti pfi pokojové teploté (cca 26 °C) a pfi
specifickém svételném rezimu (16 h svétlo/ 8 h tma). Osvétleni bylo realizovano
fluorescendnimi trubicemi CoolWhite, 36 W/m?, ze vzdalenosti 40 cm. Kultivace,
u kterych se vyskytla mikrobidlni, kvasinkova Ci plisfiova kontaminace byly
pribézné odstranovany. Jakmile rostliny dosahly poZadovaného optimalniho
vzristu (10 — 14 dnu) bylo do kazdé banky s kukufici pfidano 50 ml dalSiho
sterilniho media a zasobni roztok bromazepamu v methanolu o koncentraci
0,6 mg - mL™ v takovém objemu, aby koncentrace bromazepamu v pfidaném MS

mediu byla 10 mg - L™. Kultury byly dale kultivovany za vy$e uvedenych podminek.
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3.4.2 Odbér vzorku k analyze

Okamzité po pfidani bromazepamu do vSech Erlenmeyerovych banék
s kukufici byl z kazdé steriln€, pomoci sterilni jehly ainjekéni stfikacky, odebran
prvni vzorek k ur€eni vychozi koncentrace. Odebrané vzorky byly uschovany
v mrazicim boxu pro dalSi analyzy. Rostliny byly i dale kultivovany za jiz zminénych
podminek (26 °C, 16 h svétlo/ 8 h tma). DalSi 4 vzorky byly z banék odebrany
stejnym zplsobem po 24, 48, 72 a 168 hodinach od startu experimentu. U kultivaci,
které byly dle vizualniho posouzeni kontaminovany nebyly jiz dalSi odbéry

provadény.

3.4.3 HPLC analyza

Pro zjisténi acCinnosti fytoextrakce bromazepamu pomoci kukufice (Zea
mays) byla pouzita vysokoucinna kapalinova chromatografie. Mobilni fazi byla
smés acetonitril: voda: kyselina fosfore€na v poméru 28: 72: 0,1 (v/viv), pratok
mobilni faze 1,00 mL - min™, detekce pfi 233 nm. Separace probihala na koloné
XDB C18 (5um) orozmérech 250 x 4,6 mm (AGILENT) s pfedkolonou C18
(WATREX)

Nejprve byla analyzovana kalibracni fada bromazepamu, s jednotlivymi
koncentracemi 15; 10; 5; 2,5 a 1 mg - L™ bromazepamu v MS mediu. Ze ziskanych
dat byla na zakladé plochy pikd vypoctena kalibraéni pfimka. Poté byly
analyzovany jednotlivé odebrané vzorky €imz byly ziskany aktualni koncentrace

bromazepamu v mediu v jednotlivych odbérech.
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4 Vysledky a diskuze

V této praci byla zkoumana fytoextrakce bromazepamu prostfednictvim
in vitro kultivovanych rostlin kukufice seté (Zea mays). BEhem tohoto experimentu
byl ke vSem kultivacim pfidan roztok bromazepam jehoZ vysledna koncentrace
v50 mL pfidaného MS media byla 10mg- L. Odbéry vzork(i z jednotlivych
kultivaci byly postupné provadény kazdych 24 hodin, aby bylo mozZzné ziskat
Casovou zavislost poklesu koncentrace bromazepamu v mediu. Odebrané vzorky
byly analyzovany pomoci HPLC u UV detekci pfi 233 nm.

4.1 HPLC analyza bromazepamu v kultivaénim mediu

Pro kalibraci bromazepamu byly pouZity roztoky s koncentracemi:

15;10;5;2,5a1mg L' bromazepamu, ktery byl rozpustény vMS mediu.
Z absolutni hodnoty Sumu byly stanoveny LOD: 0,051 mg - L*a LOQ: 0,17 mg - L™
za pouzitych podminek.

[mAU]
120/

100 \
80| w

60 \

absorbance

|

|

D62 3

2 a 6 8 i
[min.]
Time

Obr. 10: Chromatogram kalibraéniho roztoku o koncentraci 5 mg - L™

Po rozmraZeni a centrifugaci odebranych vzork( kultivaci byly nasledné
vSechny vzorky analyzovany pomoci metody HPLC za vySe uvedenych podminek.
Pro zjisténi jednotlivych pikl v MS mediu s pfidavkem bromazepamu byl pouzit
standard o koncentraci 5 mg - L™ (viz Obr. 10).
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Piky eluované v druhé az ¢tvrté minuté patii mezi slozky MS media. Pik
bromazepamu v jednotlivych vzorcich byl uren pomoci standardniho roztoku
o koncentraci 5 mg - L™, jehoZ retenéni &as byl 6,22 minut.

Obrazek 11 zobrazuje chromatogram vzorku kultivace ¢.1, ktery byl
odebran osmy, tedy posledni den nami sledované fytoextrakce bromazepamu.
Piky, které se objevuji po bromazepamu mohou byt budto metabolity
bromazepamu, ¢i latky produkované rostlinou a vyluCované do media at jiz

pfirozeného Ci stresového charakteru.

[mAU]

— bzpkukz81_6 - PDASIgnal 1

227 1

200/

150/
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300 2

100/

50/

> 6,20 bromazepam 6
16,70 7
783 8

2 4 6 8 10 12
Time

[min.]

Obr. 11: Chromatogram kultivace €. 1 (8. den)

4.2 Studium fytoextrakce bromazepamu

Pro experiment s bromazepamem bylo pouZito 6 rostlin kukufice seté (Zea
mays) kultivovanych na mediu obohaceném o bromazepam (10 mg - L™). Prvni
odbér probéhl ihned po pfidani MS media s bromazepamem Kk rostlingé, dalSi tfi
odbéry nasledovaly v intervalech po 24 hodinach, posledni potom 168 hodin od
zaCatku experimentu.

Graf €. 1 zobrazuje primérnou ucinnost fytoextrackce béhem 8 dnd u vSech
kultivaci. Primérna pocateéni koncentrace byla 10,54 mg - L. Rozdil mezi

vrwvs

teoretickou anaméfenou hodnotou koncentrace mohl byt bud zapfiinén
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nedokonalym odstranénim puvodniho media pfed pfidanim media, které
obsahovalo bromazepam pfipadné nepfesnym objemem pridavaného media, které
bylo po odmérfeni objemu jesté tepelné sterilizovano. Hodnoty poklesu koncentrace
studované latky jsou vyjadfeny jako procenta vychozi koncentrace.

Jak se predpokladalo hodnoty koncentraci bromazepamu béhem kultivace
postupné klesaly. Napfiklad pokles mezi prvnim dnem (pUvodni koncentrace
10,54 mg - L") adnem tfetim (koncentrace 8,28 mg - L™) byl mézi 15— 20 %.

opétovnym vylou€enim adsorbovaného ¢i absorbovaného bromazepamu
kofenovym systémem rostliny zpatky do media. To mohlo byt pravdépodobné
zpusobeno budto uvolnénim primarné adsorbovaného kontaminantu do media di
odumfienim Casti kofend, kdy v dusledku jejich rozkladu dochazi obvykle k uvolnéni
zachycené latky.

Uéinnost fytoextrakce

g 120
y
g 100
g
§ 80 T T

60

40

20

O T T T T 1

1 2 3 4 8
€as [den]

Graf ¢. 1: Uginnost fytoextrakce kulturou Zea mays zavislosti na ¢ase odbéru vzorku.

(koncentrace studované latky je vyjadiena v procentech vychozi koncentrace, interval
odbéru 24 h)

Graf &. 2 porovnava zmény namérenych koncentraci (v hodnotach mg - L™)
bromazepamu v kultivacich ¢.1 a¢. 6 v zavislosti na dobé odbéru. Prvni den

predstavuje odbér ihned po aplikaci media s bromazepamem ke kultivaci (O hodin),
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druhy den — 24 hodin, tfeti den — 48 hodin, &tvrty den — 72 hodin a posledni osmy
den odbéru — 168 hodin.

Kultivace c.1ac¢. 6
120

100 -

Koncentrace [%]

60 -

40 -

20 ~

1 2 3 4 .8
Cas [den]

Graf €. 2: Porovnani fytoextrakce kultivace ¢. 1 (modry sloupec) a kultivace ¢. 6 (zeleny
sloupec)

Divodem anomalnich hodnot koncentrace bromazepamu v kultivaci €. 1
muoze byt napfiklad odumirani nebo kontaminace kultury béhem jeji kultivace.
Z duvodu odumirani rostlinnych tkani (pfedevsim kofenu) mohlo dojit k uvolnéni
zachyceného bromazepamu zpét do kultivacniho media.

Rostliny byly po ukon&eni kultivace zvazeny a ziskana hmotnost byla
pouzita k vypoctu hmotnostni bilance zachytu v rostlinach.

Po zvazeni jednotlivych rostlin z kultivaci (mimo kultivace €. 3 a €. 4) bylo
nasledné zjisténo, ze ucinnost zachytu IéCiva byla v praméru 0,03 miligramu
vztazeno na gram Cerstvé hmotnosti rostliny.

Experimentalni vysledky jednoznacné prokazuji zachyt studované latky
v kofenovém systému kukufice seté. Experimenty byly provadény in vitro,
v realném systému polni kultivace ¢&i kofenovych Ccistiren odpadnich vod by
samoziejmé& mohly nastat jiné pribéhy, nicméné zakladni tendence postupného
vychytavani by méla zlstat zachovana. Problémem v redlném systému je slozitost

matrice, ze které jsou latky extrahovany, na druhé strané se ale v realném systému
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tvofi mnohem vice biomasy a remedia¢ni schopnost velmi Casto dobfe koreluje
pravé s timto narGstem. Rozdil vi¢i realnym podminkam je rovnéz v koncentracich
studované latky, kdy environmentalni koncentrace, at jiz realné, nebo
pfedpokladané jsou fadové nizsi, coz muze vyrazné ovlivnit hodnotu ucinnosti jak
kladnym tak zapornym smérem. Obsah extrahovaného bromazepamu v rostlinach
rovnéz poskytuje dikaz o moZnosti kontaminace potravnich fetézcl a ovliviuje tak
bezpec€nost potravin i pro lidskou populaci. Exaktni zhodnoceni by vSak vyZadovalo

dalSi studium charakteru zachytu a translokace do nadzemnich ¢asti.
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5 Zaveér

Fytoextrakce je jedna zfytoremediacnich technik, které se zabyvaji
eliminaci polutantd ze Zzivotniho prostfedi. Tato metoda se vyuZivd k zachytu
anorganickych i organickych latek z pidy nebo vody pomoci kofenového systému.

Bromazepam patfi mezi benzodiazepiny, které se Siroce pouzivaji jako
anxiolytika a jejich spotfeba stale stoupa. Stim souvisi i moZnost praniku do
zivotniho prostfedi a nasledna kontaminace potravnich fetézcu se vSemi disledky
pusobeni na zivoCiSny organismus. Studium zachytu bromazepamu ma proto
zasadni charakter.

V experimentech praci byl zjistén zachyt bromazepamu z vodnych roztokul
pomoci kofenového systému v in vitro polnim kultivaru kukufice seté (Zea mays).
Uginnost extrakce byla za pouZitych experimentélnich podminek okolo 40 %. Nizsi
ucinnost u nékterych kultivaci mohla byt zplsobena poruchami ristu ¢i kontaminaci
z okolniho prostfedi, nelze opomenou taktéz pfirozenou biodiverzitu.

Celkové je vS8ak mozné konstatovat, Ze byla prokazana schopnost zachytu
bromazepamu kofenovym systémem kukufice. Z hlediska remediacnich technologii
to prokazuje realnou moZznost vyuziti studovaného kultivaru pfi odstrafiovani
benzodiazepinovych polutantd. Na druhé strané je zifejmé, Ze dochazi ke
kontaminaci rostliny, coz mize mit za disledek prinik bromazepamu do potravnich
fetézcl. Pfimy pfispévek z hlediska bezpecénosti potravin by vSak vyzadoval jesté
dalSi studium translokace, ukladani resp. metabolickych pfemén bromazepamu

v rostlinnych tkanich, coz bude naplini dalSich projekta.
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