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Seznam zkratek:

ATP
DMSO
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EDTA
GC-MS

HPLC
IBU
MFO
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NSAID
PPCPs

SPE
TLC
uv

adenosintrifosfat

dimethylsulfoxid

efektivni uéinna  koncentrace, kde
reaguje 50% jedincti ze souboru
kyselina ethylendiamintetraoctova
plynovd chromatografie s hmotnostni
detekci

vysokoucinna kapalinova chromatografie
ibuprofen

oxygenasa se smiSenou funkci (mixed
function oxidases)

kultiva¢ni medium (Murashige-Skoog)
Pharmaceutical and personal care
products (IéCiva a produkty osobni péce)
extrakce tuhou fazi

tenkovrstevnad chromatografie

ultrafialovy



1 Uvod

L.idé se od nepaméti snazi pomdhat nemocnému ¢lovéku i1 zvifeti podavanim
ruznych léki. S postupnym rozvojem védy a techniky dochdzi k objevu a nésledné
vyrobé velkého mnozstvi farmak a k hledani dal$ich, novych a jest¢ acinngjsich
biologicky aktivnich substanci. Tento trend vSak bezprostiedné souvisi se vstupem
farmak a jejich metabolitl do ekosystému. Pozitivni plisobeni ve smyslu zvyseni zdravi
populace ¢i zvySeni komfortu pacientd s sebou pfindsi zaroven znacné riziko pro
zivotni prostiedi, protoze vstup farmak a jejich metabolitii vylu¢ovanych pfevazné moci
predstavuje vyraznou kontaminaci pifedevsim komunélnich odpadnich vod vice ¢i méné
biologicky aktivnimi substancemi. Diskutované latky se nevyskytuji v ptili§ vysokych
koncentracich, nicmén¢ predstavuji trvalou a stale se zvySujici kontaminaci s moznym a
velmi pravdépodobnym vstupem do potravnich fetézct.

Léciva se v soucasné dob¢ fadi do skupiny latek oznacovanych souborné jako
PPCPs (pharmaccutical and personal care products). Jsou to latky, které primarné
mohou, ale nemusi vykazovat biologickou aktivitu, nicméné pti dlouhodobém plsobeni
ovliviiuji fyziologické pochody vys$sich organismd, v pfipadé 1é¢iv mnohdy i jinak nez
je jejich primarni indikace. Uvedené latky plsobi jak v aquatickém, tak i nasledné
v terestridlnim ckosystému. Mnohé z nich puasobi jako endokrinni dysharmonizatory a
jsou velmi obtizné odstrariovany z odpadnich a povrchovych vod.

V poslednich letech je vénovana pozornost k moznostem jejich odstrafovani a
dekontaminaci zasazenych ploch. Jednim zmoZnych zplGsobi je biologicka
dekontaminace. Tyto zpusoby jsou levngjsi, ptirozenéj$i a vrtadé ptipadi lze pro

uvedeny ucel vyuzivat i fytotechnologické procesy.



2 Farmaka a jejich vyskyt v Zivotnim

prostredi

V souvislosti s rozvojem farmakoterapeutickych moznosti dochazi na celém
svété k masivnimu vyuzivani chemickych latek pro lécbu, diagnostiku ¢i prevenci
nejruznéjSich chorob. S tim zaroven stoupa xenobioticka zatéz ekosystému a zvlasteé ve
vodném prostiedi jsou u frekventovanych léCiv zjistovany koncentrace, at' uZ
priméarnich substanci ¢i jejich metaboliti v priméru ng/l - pg/l (ppt — ppb). Hodnoty
koncentraci téchto latek a jejich metabolitd jsou sice nizké, ale vykazuji silnou
fyziologickou aktivitu a tim znamenaji zavazny celosvétovy problém [1].

Farmaceutika jsou chemické slouceniny, které se uzivaji pro diagnozu, oSetfeni,
zménu nebo prevenci onemocnéni, zdravotniho stavu nebo pro uspofddani funkci
lidského téla. Tato definice plati i pro lé¢iva ve veterinarni mediciné a mlze byt
aplikovana i na nelegalni drogy [1].

Farmaka muzeme rozdélit do nékolika skupin podle jejich ucinku napft.
antibiotika, hormonalni latky, antidepresiva, diuretika, analgetika a dalsi. K nejcastéji
pouzivanym patii latky ze skupiny neopioidnich analgetik resp. nesteroidnich
antiflogistik |1]. Zna¢na cast téchto 1é¢iv neni vazana lékaiskou preskripci a volna

dostupnost zvySuje jejich pouzivana mnozstvi.

2.1 Analgetika

Analgetika jsou léciva, ktera tlumi bolest. Délime je na analgetika-anodyna
(analgetika morfiového typu) a antipyretickéd analgetika a do této skupiny lé¢iv fadime
1 nesteroidni protizanétlivé latky (antiflogistika).

Pojem ,bolest™ oznacuje spektrum pocitd, které mohou mit velmi rozdilny
charakter a mohou dosdhnout rizné intenzity od pociti neptijemnych aZz po pocity
nesnesitelné. Bolestivé drazdéni plsobi na morfologicky nejméné diferenciované

fyziologické receptory, totiz na volna nervova zakonéeni (senzorické receptory) [2].



Analgetika morfinového typu

Analgetika morfinového typu ovliviiuji vnimani bolesti tim, ze potlacuji pfenos
bolestivych impulst v miSe a potlac¢uji emocionalni reakci na bolest. Zastupcem této
skupiny je morfin, jeho derivaty a dalsi syntetické latky od néj odvozené. Morfin je
alkaloid opia a puasobi podstatné mnohem siln€ji analgeticky nez antipyreticka
analgetika. Na tyto latky snadno vznika lékova zavislost a pfi pokusu o ukonéeni
pravidelného uzivani opoidd mohou nastat abstinenéni pfiznaky, a to fyzické
(mj. obéhov¢ selhani) a psychické (mj. neklid, izkostné stavy, deprese). Pfedepisovani

vétSiny z nich proto podléha ustanovenim o piedepisovani omamnych latek [2].

Antipyreticka analgetika

Antipyretickd analgetika maji podstatné slabsi u¢inky nez analgetika-anodyna.
Tyto latky nectlumi viscerdlni bolest (silné vnitini bolesti), ale jsou u¢inné proti
somatické bolesti (svalova a kloubni bolest). Jsou to léciva, kterd ovliviiuji vnimdni
bolesti snizenim citlivosti nocicep¢nich receptorl, coz jsou volna nervova zakonceni,
kterd reaguji na mechanickd a tepelna podrazdéni. Od opioidnich analgetik se 1isi tim,
Zze maji antipyreticky ucinek. Mezi zastupce mizZeme zaradit paracetamol, kyselinu

acetylsalicylovou nebo ibuprofen [2].



Nesteroidni protizanétlivé latky — antiflogistika (NSAID)

Antiflogistika jsou lé¢iva, které maji protizanétlivy u¢inek. Potlacuji projevy
zanétu a z toho plynouci poSkozeni tkan€. Mohou mit také analgeticky, antipyreticky
ufinek a pouzivaji se na lécbu revmatickych chorob. Jsou to tzv. ,kyselinova
antiflogistika®, nebot’ jsou odvozena od karboxylovych kyselin (napf. diclofenac,
ibuprofen, naproxen a indometacin) nebo od enolovych kyselin (napt. azopropazon,
piroxikam a fenylbutazon) [2].

Tyto latky se dobie resorbuji z traviciho 1stroji a silné se vaZou na plazmatické
bilkoviny. Eliminuji se rozdilné¢ rychle napf. pro srovnani diclofenac tj, = 1 — 2 h,

ibuprofen t;, =2 h a naproxen t;»= 14 h [2].

2.2 Ibuprofen

OH

Obr.2.1 — Ibuprofen (2-(4-isobutylfenyl)propionova kyselina).

Sumarni vzorec: C13H;30;

Molarni hmotnost: 206,28
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Ibuprofen  (2-(4-isobutylfenyl)propionova  kyselina)  je  nesteroidni
antiflogistikum (NSAID), analgetikum a antipyretikum [3]. Vzorec ibuprofenu je

uveden na Obr.2.1.

Ibuprofen je indikovan k 1é¢bé zanétlivych a degenerativnich chorob kloubnich,
mimokloubniho revmatizmu a chorob patefe. PouZiva se pfi revmatoidni artritidé,
véetné juvenilni revmatoidni artritidy, osteoartréze, ankylozujici spondylitidé,
psoriatické artritidé, dnavé artritidé, chondrokalcindze (pseudodna), pti distorzi kloub
a zhmozdéni pohybového aparatu. Jako analgetikum-antipyretikum pii hore¢natych
stavech a nemocech z nachlazeni, dale pfi migréné vaskularni etiologie, bolestech po

operaci, bolestech zubi a bolestivé menstruaci [4].

Terapeuticka davka se pohybuje kolem 600 — 1200 mg/den, ale miiZe byt i vyS$si
az 2,4 g/den. Davkovani 1éku zalezi na zavaznosti onemocnéni a na reakci pacienta na
U¢inek je dan inhibici cyklooxygenazy s naslednou inhibici biosyntézy prostaglandint.
Zanét je zmirfiovan sniZzenim uvolfiovani mediatorti zanétu z granulocytl, bazofild a
Zirnych bunék. Ibuprofen snizuje citlivost cév vici bradykininu a histaminu, ovliviiuje
produkci lymfokinli v T lymfocytech a potlatuje vazodilataci. Tlumi téZ agregaci

krevnich desticek [4].

Doba nastupu analgetického u€inku je za 0,5 hodiny, maximalniho
antipyretického uc¢inku je dosaZeno za 2 - 4 hodiny. Antipyreticky u¢inek trva 4 - 8

1 vice hodin, analgeticky 4 - 6 hodin [4].

Farmakum ma fadu nezadoucich ulinkd. Nejcastéji se vyskytuji
gastrointestinalni obtiZe: nauzea, zvraceni, bolesti v epigastriu, paleni Zzahy, prijem,
zacpa, flatulence apod., vzacné Zalude¢ni nebo duodendlni vied. Mohou se objevit

zavraté, bolesti hlavy a ojedinéle poruchy krvetvorby [4].

Ibuprofen je chiralni latka, jelikoZ ma asymetricky substituovany atom uhliku.
Tato jeho vlastnost je velice dilezita ve farmakologii, protoze pro ¢lovéka a jiné savce
je aktivni jen S-(+)-forma na rozdil od R-(-)-formy, kterd je neaktivni. Ibuprofen je
vylu¢ovéan bud’ v nezménéné formé nebo ve formé metabolitd. Hlavni metabolity jsou
hydroxy-ibuprofen, karboxy-ibuprofen a 2-(4-karboxyfenyl)propionova kyselina.
VSechny tyto latky také vykazuji chiralitu [3].
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Celosvétova produkee ibuprofenu se pohybuje v n¢kolika kilotunéch a tato latka
je tieti nejcastéji pouzivany lék na svété [3]. Tento trend vede k nartistu ibuprofenu
v zivotnim prostfedi zejména v povrchovych a odpadnich vodach, a tim dochazi

k ohrozeni vodniho ekosystému.

Spotfebované mnoZstvi nejbéznéjSich analgetik ve Finsku za rok 2002 uvadi
Tab.2.1 [5]. Pro srovnani vroce 1997 v Rakousku byla spotieba ibuprofenu
6 696 kg/rok a diclofenacu 6 143 kg/rok [6]. Ve Velké Britanii vroce 2000 byla
spotfeba ibuprofenu v kg/rok 162 209,06 [7].

Tab.2.1 Mnozstvi analgetik spotfebované za rok 2002 ve Finsku.

Spotieba Spotieba
Slouéenina
kg/rok mg/obyvatelstvo/rok
ibuprofen 70 200 13,5
naproxen 6 700 1,3
ketoprofen 1 400 0,27
diclofenac 965 0,19

2.3 Vyskyt farmak v Zivotnim prostredi

V poslednich letech vzrista zdjem o léCiva a jejich metabolity v Zivotnim
prostfedi zejména v povrchovych vodach. Mnoho zbézné uzivanych skupin 1€k
(napf. analgetika, antibiotika) je v souétu pouzivano ve srovnatelném mnoZstvi jako
tieba agrochemikalie ¢i jiné organické mikropolutanty. Na rozdil od nich, nebyly po
dlouhou dobu lé¢iva a jejich metabolity sledovany v Zivotnim prostfedi a jejich detekce
je otazkou poslednich nékolika let [8]. V soucasné dobé se pravé tyto latky fadi mezi
prioritné zkoumané polutanty. Nespornd je i pfitomnost 1é¢iv a jejich metabolitl
v prostfedi jako dusledek jejich mnohaletého vstupu do ekosystému piedevsim

z odpadnich vod, at’ uz surovych ¢i proslych pies ¢istirnu odpadnich vod [9,10].
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Pravdépodobné prvni zminka o detekci lé¢iva na lékaisky piedpis v Cistirné
odpadnich vod byla zaznamenana pied 20-ti lety. Garrison [11] nalezl klofibrovou
kyselinu a také klofibrat, etofibrat a theofibrat v koncentraci 0,8 — 2,0 pg/l v surové
komunalni vodé¢ a aktivovaném kalu. Soudasné byly identifikovany i takové
vSudypfitomné latky jako je kofein a nikotin. Paralelné Lignite a Azarnoff [12] nalezli
kyselinu salicylovou a klofibrovou v méstské Cistirné odpadnich vod v Kansas City,
Missouri. Klofibrova kyselina byla b&ézné detekovana ve vytoku z éistirny odpadnich
vod v Missouri pfi primérné rychlosti vytoku v mnozstvi 2,1 kg/den. Po dobu 10-ti
mésic koncentrace zlstala v tésném rozmezi 0,76 — 2,92 kg/den. Podobné u kyseliny
salicylové bylo zjisténo, Ze jeji primérna hmotnost byla 8,6 kg/den, ale rozmezi bylo
SirSi - od 5,5 do 28,7 kg/den. Stan a Heberer [13] také zjistili, Ze mnoZstvi klofibrové
kyseliny v piitoku bylo pouze o 20% vy$§i nez na vytoku. Tato latka tedy ziejmé
odoléava technologickému procesu pouzivanému pfi ¢isténi komunalnich odpadnich vod.
Naopak v ptipad¢ kyseliny salicylové byla jeji koncentrace v pfitoku fadoveé vyssi nez
ve vytoku a tedy ucinnost Cisticiho procesu je pro tuto latku vyrazné vyssi. Z uvedenych
faktl byl jiz pied 20-ti lety vyvozen zavér, ze neustaly vstup léCiv a jejich metaboliti do
ekosystému, i v technologicky zpracovanych odpadnich vodach, by mohl mit za
nasledek zvySeni koncentrace biologicky aktivnich xenobiotik, které by mohly
negativné plsobit na vodni organismy [14].

Toxicita 1é€iv ve vodnim prostredi se 1i§i v davce a druhu 1é¢iva a jeho vlivu na
organismy. Nejvice ohrozenymi Zivo€ichy jsou mikroorganismy, fasy, Zahavci, korysi a
ryby. Analgetika jsou toxicka pro koryse (ECso 1 — 10 mg/l) a $kodliva pro koryse a
ryby (ECso 10 — 100 mg/l). Pro mikroorganismy jsou velmi toxickad antibiotika
(ECso < 0,1 mg/l). Antidepresiva jsou velmi toxicka pro koryse (ECso < 0,1 — 1 mg/l) a
antiepileptika byvaji toxicka pro Zahavce (ECso 1 — 10 mg/1) [15].
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2.4 Distribuce farmak

Distribuce farmak pfimo souvisi s jejich mnozstvim uvolfiujicim se do Zivotniho
prostiedi. MnozZstvi spotfebovanych 1é¢iv je mozné odhadnout jen velmi obtiZné,
protoZe existuji tisice hromadné vyrabénych lé¢ivych ptipravki. Rada z nich je i ve
volném prodeji, ktery neni zcela registrovan (napf. analgetika, n¢ktera antihistaminika,
dezinfekéni latky) [14].

Vétsina 1é¢iv kontaminujicich ekosystém pochazi z uziti v huménni medicing,
urCitou Cast lze rovnéz pficist medicin€ veterinarni. Ternes [14] napfiklad uvadi, Ze
slouceniny nalezené ve vodach a pattici do skupiny hypolipidemik ¢i nesteroidnich
protizanétlivych latek jsou dasledkem humanni aplikace, pfiCemz vSak nelze ani
zanedbat ur€ity piispé€vek veterindrniho uziti. V3eobecné literatura uvéadi, ze nejvice
farmak ¢i jejich metabolitd je pfitomno v povrchovych vodach, kde dosahuji
koncentraci 1 ng/l — 1 pg/l. Zajimavym je i vypocet Richardsona a Bostona [16], ktefi
uvadéji, ze 1000 kg latky, vnesené a rovnomérné distribuované ve vSech fekach
v Anglii a Walesu, by zpusobilo jeji finalni koncentraci pfiblizné 0,1 pg/l. Tento fakt je
o0 to zavaznéjsi, Ze ve skute¢nosti je napf. v roni bilanci spotfebovano mnohonasobné

vét§i mnozstvi xenobiotik jenom ve formé farmak.

2.5 PPCPs — Pharmaceutical and Personal Care

Products (1éCiva a produkty osobni péce)

Do skupiny PPCPs mizeme zahrnout $irokou §kalu chemickych sloucenin, které
¢loveék pouziva ke zvyseni kvality Zivota. Mezi né se fadi mnoho chemickych slou¢enin
a jejich kompozit jako jsou léCiva, Cistici prostiedky, pfipravky osobni hygieny a
v §irSim slova smyslu i fungicidy, insekticity, veterinarni 1é¢iva apod. [17].

PPCPs a jejich metabolity kontaminuji cestou komunalnich odpadnich vod vodni

prostiedi a tim pulsobi na kvalitu povrchovych vod, protoze nejsou kompletné
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rozlozitelné ani v modernich Cistirnach odpadnich vod. Svoji pfitomnosti ovliviiuji
aquaticky a nasledné terestridlni ekosystém, logicky tim vstupuji do potravnich fetézct
vyS$8ich organismi [18,19].

Nekteré ztéchto latek mohou patiit do skupiny tzv. endokrinnich
dysharmonizatori (endocrine disruptors). Ty zplsobuji poruchy hladin endokrinnich
hormonti a vétSinou vykazuji estrogenni aktivitu. Jejich mechanismus spoéiva v
naruSeni soucinnosti jednotlivych krokt pfi fizeni hormondlni regulace. Zmény
v endokrinni regulaci mohou ovlivnit psychicky vyvoj, vyvoj mozku, chovani, regulaci
teploty i reprodukci. Tyto latky zplsobuji vrozené vady, zmény v sexualnim a funkénim
vyvoji, diabetes mellitus, ¢asnou pubertu u mladych divek, rakovinu prsu a tlustého

stteva, redukci motorické dovednosti, dyslexii a jiné choroby [20].
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3 Remediace - odstranéni xenobiotik

z Zivotniho prostredi

S rozvojem védy a pramyslu dochéazelo k vyrobé latek, které nemaji pfirozeny
pivod v pfirodé tzv. xenobiotika. Pozdéji bylo zjisténo, Ze tyto primyslové vyznamné
latky jsou perzistentni a toxické. Dochazi k hromadéni téchto latek v Zivotnim prostiedi.
Xenobitika mohou pronikat do potravniho fetézce, a tak ohroZovat i lidské zdravi.
V dnes$ni dobé je tedy vénovana pozornost moznosti odstratiovani cizorodych latek a
dekontaminaci zasaZenych ploch.

Existuje fada G¢innych fyzikalné-chemickych metod, které lze pouzit, avSak
vétS§inou se jedna o ekonomicky velmi ndro¢né postupy. Jednim z alternativnich
zpusobu je levnéjsi a pfirozenéjsi biologicka dekontaminace, ktera vyuziva organismy

schopné v kontaminovaném prostiedi prezivat a kontaminujici latky degradovat.

3.1 Fytoremediace

Fytoremediace je metoda vyuzivajici niz8i a vyssi rostliny k fixaci, akumulaci a
rozkladu nebezpeénych kontaminantl z Zivotniho prostfedi [21]. Metoda zahrnuje
vyuziti vegetace pro in situ remediaci pidy, sedimentt a vody. Pouziva se k remediaci
pudy, sedimentli, povrchovych i podzemnich vod kontaminovanych toxickymi kovy,
organickymi latkami a radionuklidy. Fytoremedia¢ni technologie vyuzivaji biologické,
fyzikalni i chemické procesy, které souviseji s riistem a vyZzivou rostlin. Uginnost
fytoremediace mohou zvysit i degradaéni procesy probihajici v bakteriich a houbéch,

Fytoremediace je dlouhodoby dekontamina¢éni proces. Metoda ma nejvétsi
vyznam pii dekontaminaci vétSich ploch s nizkymi koncentracemi ekologickych
Skodlivin, tedy primarnich kontaminantli a v mnoha pfipadech i jejich degradagnich
produktl. Pro usp&$nou fytodegradaci je nutna biologickd dostupnost kontaminant,
ktera je dana lipofilitou latky, typem pudy a stafim kontaminace [21].

Fytodekontaminace zahrnuje nékolik metod fytoextrakce, fytovolatizace,

rhizofiltrace a fytodegradace.

16



3.1.1 Fytoextrakce

Fytoextrakce je metoda, kterd vyuZiva rostlinné druhy k absorpci a koncentraci
toxickych latek z okolniho prostfedi. Vybrané rostlinné species jsou vysety €i vysazeny
na kontaminovanou plochu, kde akumuluji kontaminanty do tkani, poté jsou sklizeny a
zpracovany tepelné, mikrobidln€¢ nebo chemicky [23]. Podminkami pro ucinnou
fytoextrakcei je pfechod toxickych latek z ptidy do kofenu a jeji fixace v tkanich rostlin,
vyskyt toxické latky v oblasti kofend, rychlost absorpce koteny, rychlost transportu
vrostliné a zadrzovani toxickych latek [22]. Z kofeni miZe byt xenobiotikum
transportovano do ostatnich ¢asti rostlin, kde je bud’ ukladdno nebo transformovano.
Metoda je vyuzitelna pro odstraniovani tézkych kovt [24]. Nékteré druhy rostlin jsou
vysoce tolerantni k pfitomnosti tézkych kovi a dokazi je akumulovat do svych pletiv ve
vysokych koncentracich. Rostliny, které akumuluji toxické latky ve vysokych

koncentracich oznacujeme jako hyperakumulatory [25].

3.1.2 Fytovolatizace

Chemicka latka miZe byt v prib&hu procesu absorbovana koteny, pfevedena do
nadzemnich ¢&asti rostliny a zde transformovana na tékavé produkty. Tyto té€kavé
produkty se poté dostivaji do atmosféry pifi rostlinné transpiraci. V praxi byly
zkoumany rostliny brokolice, $pendtu a ryze diky své schopnosti pfeZivat na mistech
siln¢ zamotenych slou¢eninami selenu [26].

Nékteré mikroorganismy mohou redukovat rtut'naté ionty na kovovou rtut’. Ta se
vzhledem ke svym fyzikalnim vlastnostem uvoliiuje do okoli ve formé& par. Gen
kodujici reduktasu rtuti byl nejprve vnesen do geonomu rostliny Arabidopsis thaliana,
postéze i do rostliny Lyriodendron tulipifera. Expresi tohoto genu se zvySila odolnost
rostliny viéi koncentraci rtutnatych iontd a zaroven se podatilo prevést vétsi ¢ast rtuti
ve form¢ kovové rtuti do vzduchu. Tato vlastnost rostliny umoziiuje dekontaminovat
uzemi zamofené rtutnatymi ionty. Do jaké miry je tato metoda nezavadnd, z hlediska

rozsifeni toxickych latek do ovzdusi je otazkou dal$iho vyzkumu [27].
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3.1.3 Rhizofiltrace

Rhizofiltrace je metoda, ktera vyuziva k absorpci, koncentraci a precipitaci
xenobiotik z proudici, znecisténé vody kofeny ZzZivych rostlin. Metoda je vhodna
ptedev8§im pro odstranéni nizkych koncentraci kovl, kdy nelze efektivné vyuzit jinou
dekontamina¢ni metodu [23]. Rhizofiltrace se ukazala jako zvla$té vhodna pfi zéchytu
radionuklidt, které byly spé$né akumulovany kotfeny rostlin Brassica juncea nebo
Helianthus annuus. Vhodné rostliny pro akumulaci nékterych t€zkych kovi rhizofiltraci

je napt. kukufice, slunenice a ryZze.

3.1.4 Fytodegradace

Fytodegradace nebo také fytotransformace je pfeména organickych molekul
v tkanich rostlin. Rostliny a s nimi asociovana mikroflora pfi pouZiti této technologie
degraduji kontaminanty na netoxické latky. UvaZuje se pfedevSim o dekontaminaci
organickych latek, které jsou rostliny schopné metabolizovat svymi enzymatickymi
systémy [23]. Podminkou pouZitelnosti této metody je, aby vznikajici metabolity byly
netoxické pro rostliny i ostatni organismy. Slouceniny jsou v rostlin¢ bud’ §t€peny na
jednodussi molekuly nebo konjugovany do slozit&j$ich molekul.

Fytotransformace probiha dvéma zplsoby. Jednak vySe uvedenymi
metabolickymi procesy v tkanich a dale v disledku produkce enzyma v tkanich jsou
uvolniovany do rhizosféry.

Rostliny vylu¢uji svymi kofeny do okoli mnoZstvi exsudatd, ve kterych jsou
obsazeny aminokyseliny, cukry a organické slou¢eniny. Tyto latky mohou slouzit jako
Naopak mikroorganismy mohou rostlinam poskytovat latky, které rostliny samy neumi
ziskat. Rhizosféra je zvlastnim mikrosvétem s mnoha specifickymi metabolickymi
drahami a pravé zde muze probéhnout mnoho kli¢ovych reakci dilezitych pti
dekontaminaci. Jak shrnuje Anderson a kol. [28], je vyrazny rozdil v degradac¢ni aktivité

mikroorganisml v osazené ptid¢ a v pidé bez rostlin [29].
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Fytotransformace miZe byt vyuzita v piipad€¢ zamoteni ropnymi produkty [28],
vybu$ninami [30], chlorovanymi rozpoustédly [28], herbicidy, polyaromatickymi

latkami, detergenty a pesticidy [28].
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4 Metabolismus xenobiotik v ekosystému

Rostliny a zivoichové jsou vystaveni puasobenim cizorodych latek
tzv. xenobiotik. Tyto latky v organismu podléhaji transformacim a jen zfidka se
vyluduji v nezménéné formé. Rostliny i ZivoCichové pouzivaji k odstranéni xenobiotik
rizné metabolické drahy, které sniZzuji jejich toxicitu a usnadiiuji vyluovani cizorodych
latek.

Biotransformace xenobiotik probihd hlavné v jatrech, av§ak rovnéz je dilezita
v ostatnich organech (plice, ledviny, kiize a gastrointestindlni mukdza). Jako
xenobiotika lze chapat nejen klasické latky povazované za kontaminanty Zivotniho
prostiedi, potravinova aditiva nebo rezidui primyslovych chemikalii, ale rovnéz i fadu
¢lovéku prospésnych produkti civilizace jako napf. 1é€iva ¢i prostfedky osobni hygieny
apod.. Hepatocyty v jatrech maji schopnost enzymaticky konvertovat lipofilni latky na
hydrofilni metabolity. Metabolismus xenobiotik miizeme rozdélit do ti stupnia [31].

V prvni fazi (derivatizace) se uplatiuji pfedev§im oxidativni reakce méné
redukéni a hydrolytické. Zavadi se reaktivnéjsi funkéni skupina do skeletu lipofilniho
xenobiotika.

V druhé fazi (konjugace) se uplatiiuji konjugacni nebo syntetické reakce
s endogenni molekulou. Konjugat ma zvySenou rozpustnost ve vodé a schopnost
ionizace pii fyziologickém pH. Ve tieti fazi dochazi k vyluCovani konjugatd
Z organismu.

U rostlin 1ze metabolismus xenobiotik také rozdélit do tfi stupiiti. Derivatizace a
konjugace jsou obdobné jako u Zzivolichd. Vyrazné odlisna je tieti faze, pti které
dochédzi k ukladani produkti biotransformace do rostlinného pletiva, nebot’ rostliny
nemaji vyluovaci organy [32].

Enzymy podilejici se na biotransformaci jsou lokalizovany v endoplazmatickém
retikulu bun€k (v cytosolu a mikrosomech). Mikrosomalni enzymy katalyzuji reakce

[. faze a cytosolové enzymy katalyzuji reakce II. faze.
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4.1 1. faze biotransformace

V prvni fazi biotransformace xenobiotik dochdzi k zabudovéani funkénich
reaktivnich skupin do skeletu lipofilniho xenobiotika, ¢i demaskovani funkénich skupin
jiz v molekule xenobiotika ptitomnych. Proto je nékdy tato faze nazyvéana jako faze
derivatiza¢ni nebo funkcionaliza¢ni. Tim se zvySuje polarita slou¢eniny a moZznost pro
naslednou konjugaci.

Biotransformacnich reakci v prvni fazi metabolismu xenobiotika rostlinami se
(oxidasy) se smiSenou funkci (MFO — mixed function oxidases) s cytochromy P-450
jako terminalni oxidasou a dale pak peroxidasy. Z minoritné plisobicich enzym je tieba
zminit fenoloxidasy (lakasy) oxidujici fenoly, polyfenoly a tyrosinasy.

Vétsina reakci prvé faze probiha oxidaéné (C-hydroxylace, N-hydroxylace,
N-oxidace, S-oxidace, dealkylace, deaminace, desulfurace a dal$i). Nicméné¢ nckteré

reakce probihaji i redukénim mechanismem (nitro, azoredukce) nebo hydrolyticky [31].

4.2 II. faze biotransformace

Druha faze biotransformace byva oznaCovana jako konjugaéni, nebot’ pfi ni
dochazi k navazani (konjugaci) endogennich molekul (glukuronatu, sulfatu z aktivniho
sulfatu, glutathionu, cysteinu, glycinu apod.) na reaktivni funkéni skupiny metabolitt
zavedenych do molekuly xenobiotika v prvni fazi biotransformace. I kdyZ se tyto reakce
nazyvaji reakcemi faze II, mohou nékteré cizorodé latky s vhodnou funkéni skupinou
reagovat pfimo bez ucasti faze I.

V ptipad¢ rostlin se tato konjugaéni faze piesn&ji oznaCuje jako primarni
konjugace. Polarnéj$i metabolity jsou spojovany kovalentni vazbou s molekulami
endogennich hydrofilnich slouéenin jako jsou napf. nékteré sacharidy, aminokyseliny
nebo glutathion. V ptipadé toxickych sloudenin jejich toxicita reakcemi této faze
vyrazné klesa. Konjugaty jsou pak v rostlinach ukladany v n&kterych &astech buiiky
[33].
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Pro konjugaéni reakce xenobiotik v rostlinach svéd¢i nalez ne€kterych konjugata.
Byly napi. izolovany O-B-glukosylové a (O-malonyl)-O-B-D-glukosylové konjugaty
pentachlorfenolu ¢i N-malonylové a N-glukosylové konjugaty 4-chloranilinu a
3,4-dichloranilinu. V rostlinnych télech byly rovnéz prokdzany enzymy odpové€dné za

tvorbu téchto konjugati [33].

4.3 111. faze — kompartmentace

Treti faze v rostlinném metabolismu je ptedstavovana ukladanim metaboliti. Na
rozdil od savc nemaji rostliny vylutovaci organy. Uloznym mistem pro rozpustné
konjugaty jsou vakuoly. Nékteré produkty konjugaéni faze prochézeji jesté fazi dalsi
oznacovanou za sekundéarni konjugaci, reakcemi s n¢kterymi slozkami bunécné stény
s ligniny, pektiny, hemicelulosami. UloZeni produktd vzniklych v druhé fazi ve vakuole
predchazi transport konjugatii pfes membranu vakuoly. Bylo zji$téno, Ze podobné jako
u ZivoCichi se i vrostlinnych burikach vyskytuje ATP-dependentni membranovy

prenase¢, ktery se v rostlinach vyuziva pravé pro transport do vakuol [34].
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5 Cil prace

Cilem prace je ovéteni fytoextrakce ibuprofenu jako hojné pouzivaného a volné
prodejného analgetika z vodného prostiedi jako modelu vstupu této latky do Zivotniho

prostredi v disledku kontaminace komunalnich odpadnich vod.

1. Vypracovani metodiky HPLC stanoveni koncentrace ibuprofenu z roztoki

kultivaéniho media a metodu kvantifikace ibuprofenu v métenych vzorcich.

2. Ptiprava sterilnich in vitro kultur kukufice seté a pelusky jarni na zakladé
znamych podminek sterilizace semen a kultivaénich parametri a vypracovani

obdobné metody pro svétlici barvitskou.

3. Piiprava kultur fas se suspenzi dodanych BU AV CR.

4. Fytoextrakéni experimenty s uvedenymi tfemi rostlinnymi druhy, vyhodnoceni
Casové zavislosti a piiprava extrakti zmedia a rostlin kultivovanych

v pfitomnosti ibuprofenu.

5. Sledovéni interakce fas sibuprofenem za podminek standardni kultivace

(stacionarni).
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Y 7

6 Experimentalni ¢ast

6.1 Pouzité chemikalie a pristroje

Anorganické chemikalie pro ptipravu média byly €istoty p a. (Lachema, CR)
a sacharosa byla doddna firmou Kulich, Hradec Kralové. Myo-inositol byl pouZit
v kvalité pro tkanové kultury od firmy Sigma. Voda pro pfipravu mobilni faze pro
HPLC a média byla ziskana pfistrojem DEMIVA (Watek, CR). Methanol a acetonitril
byly kvality pro HPLC od firmy (Lab-Scan, UK). Ethyl-acetat (Lachema, CR) byl pred
pouzitim ¢istén rektifikaci na koloné. Vyrobcem Sava pro sterilizaci kultur je Bochemie
s.r.0. Bohumin. Od firmy Sigma byl dodan DMSO v kvalité pro tkanové kultury, ktery
se pouziva pro rozpusténi ibuprofenu. Testovana latka ibuprofen byla ziskana od firmy
Zentiva a.s..

Jako biologicky materidl byla pouZita semena kukufice seté (Zea mays L. cv.
Atalante (Semo s.r.o., Smrzice)), pelusky jarni (Pisum sativum cv. Arnika (Oseva Uni,
Chocen)) a svétlice barviiské Sabina (Carthamus tinctorius L.(Seva — Flora s.r.o.,
Valtice)).

Inokula pro kultury fas byly ziskany zBU AV CR — Algologické centrum
Trebori a v praci byl pouzit nasledujici kmen: Chlamydomonas Macropyrenoidosa

SKUJA [cf] HUBEL 1964/182.

HPLC analyzy byly provedeny na chromatografickém zafizeni INCOS, ktery se
sklada z vysokotlakého ¢erpadla INCOS LCP 5020, autosampleru INCOS LCS 5040
a UV detektoru INCOS 5000. Pouzitd kolona se sorbentem Reprosil 100C-18 (5 pm)
meéla rozméry 4,4 x 250 mm.

Analyzy byly provedeny za pouziti mobilni faze methanol/voda (8,2, v/v) +
0,1% kyseliny octové, pritok mobilni faze 0,7 ml/min, detekce UV 210nm. UV spektra
byla méfena na pfistroji Helios Beta (Thermo Scientific).

Data byla vyhodnocovana chromatografickym programem Clarity (DataApex)
véetné prepoctu dle kalibraéni zavislosti.

Dalsi laboratorni material potfebny k experimentim byly hlinikové folie
Silikagel 60 F254(Merck, SRN) pro tenkovrstou chromatografii. Detekce probihala pod

UV svétlem o vinové délce 254 nm.
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6.2 Kultivace rostlin

Priprava in vitro kultur

Semena kukufice seté (Zea mays L. cv. Atalante) a semena svétlice barvitské
(Carthamus tinctorius L.) byla ponofena do 70% ethanolu po dobu 60 sekund a
nasledné sterilizovana 10% roztokem Sava (chlornan sodny) po dobu 20 minut. Poté
byla semena tfikrat promyta sterilni destilovanou vodou. Semena pelusky jarni (Pisum
sativum cv ) byla ponofena do 70% ethanolu po dobu 60 sekund a nasledné
sterilizovana 20% roztokem chlornanu sodného po dobu 10 minut a poté dalSich
5 minut. Poté byla semena sterilizovana 100% roztokem chlornanu sodné¢ho po dobu
5 minut. Nasledné byl opét pouzit 20% roztok Sava po dobu dvakrat 10 minut a semena
byla tfikrat promyta sterilni destilovanou vodou. Takto povrchové sterilizovana semena
byla vzapéti pfemisténa do pfedem vysterilizovanych 250 ml Erlenmayerovych banék s
10 ml sterilniho kultiva¢niho media , jehoZ sloZeni je uvedeno v Tab.6.1.

Rostliny byly kultivovany pii 25°C s dvanactihodinovym svételnym reZimem
(12/12, svétlo/tma). Pokud doslo k nedostatku media v pribéhu rastu rostliny bylo za
sterilnich podminek doplnéno.

Po tfech az péti tydnech dosahly rostliny optimalni velikosti a byly vyuzity
k dal§im experimentim. Kultivaéni medium dle Murashiga a Skooga [35] mé&lo sloZeni

uvedené v Tab.6.1 a pted autoklavovanim bylo upraveno pH na hodnotu 5,8 — 6,0.

25



Tab.6.1 Slozeni media MS dle Murashiga a Skooga, navazky jsou do 1 litru destilované

vody.

Chemikalie Koncentrace [mg/l]
NH4NO3 1650
KNO; 1900
CaCl, . 2H,0 440
MgSO, . 7TH,0 370
KH,PO4 170
H;BO; 6,2
MnSOy . 4H,0 223
ZnSO4 . 4H,0 8,6
Komplexon I 0,83
Na,MoQ; . 2H,0 0,250
CuSO4 . 5H,O 0,025
CoCl, . 6H,O 0,025
Na,EDTA 37,3
FeSO4 . TH,0 27,3
myo-inositol 100

Kultury ras

Kultury fas byly odvozeny z existujici suspenze fas pfenesenim 5 ml pivodni
suspenze do 1 1 Cerstvého media dle Knoppa (slozeni — Tab.6.2). PasdZzovéani bylo
provadéno v cca. mési¢nim intervalu a pfipravend 1-mési¢ni suspenze byla pouzita

k experimentiim.
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Tab.6.2 Medium dle Knoppa, navazky latek do 1 litru destilované vody.

Chemikalie Mnozstvi
KNO; lg
KH,PO, 0,1g
MgSOq . 7TH,0 0,1g
FeCl; 0,01% roztok 100ul

6.3 Fytoextrak¢ni experimenty

6.3.1 HPLC analyza roztokii ibuprofenu

v kultiva¢nim mediu

Chromatografické podminky pro analyzu vodnych roztokli ibuprofenu byly
testovany na koloné Reprosil 100 C-18, 5 um. Vhodné sloZeni mobilni fize bylo
vybrano ze souboru vysledkid pii pouziti smési acetonitril/voda a methanol/voda
(0 - 40 % vody v organickém rozpoustédle) a bez nebo s ptidavkem kyseliny octové.
Testovany byly pritoky mobilni faze 0,5 - 1 ml/min. Detekce UV byla nastavena dle
autentického UV spektra substance v mobilni fazi. Podstatnym byly ziskani optimalnich
vysledki pro pfimou analyzu kultivaéniho media a jako optimélni podminky se ukazaly:
mobilni faze methanol/voda (8/2, v/v)+ 0,1% kyseliny octové, pritok 0,7 ml/min,

detekce UV 210 nm, detekéni limit 0,25 mg/1.

6.3.2 Fytoextrakce ibuprofenu

Sterilni tfi- az pétitydenni intaktni rostliny byly pasaZovany na medium MS s
pfidavkem ibuprofenu o koncentraci 7 — 15 mg/l pro kukufice seté, 12 — 15 mg/l pro
rostliny peluSky jarni a 10 — 17 mg/l pro svétlici barviiskou. Xenobiotikum bylo

pfidavano k mediu jako roztok definované koncentrace v dimethylsulfoxidu. Medium
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s rostlinou bylo opatrné promichano a poté byl ihned odebrano 0,5 ml vzorku media ke
stanoveni aktualni vychozi koncentrace ibuprofenu v mediu pomoci HPLC.

Rostliny byly déle kultivovany obvyklym vy$e uvedenym zpisobem. Odbéry
0,5 ml vzorka byly nasledné provadény za sterilnich podminek ve zvolenych €asovych
intervalech. B&hem prvniho tydne po 24 hodinach, ve druhém tydnu po dvou aZ tfech
dnech. Koncentrace ibuprofenu byla stanovena pomoci HPLC. Po ukonceni
experimentu byly rostliny promyty destilovanou vodou, zvaZeny a zamrazeny pfi
~18 °C. Objem media byl zméfen a medium bylo dale uchovavano pti —18 °C za ucelem

dalsi analyzy.

6.3.3 Izolace produktu biotransformace ibuprofenu

Rostliny z fytoextrakénich experimentti byly nasledné pouzity k orientatnim

analyzdm mozZnych metabolitd.

6.3.3.1 I1zolace z rostlin

Zmrazené a zvazené rostliny byly homogenizovany za ptidavku moiského pisku
v tfeci misce. Homogenat rostlin byl pfevrstven destilovanym ethyl-acetditem a umistén
do ultrazvukové vany na dobu 20 minut. Poté byla vrstva ethyl-acetatu oddélena a cely
postup byl opakovan. Celkem byl postup opakovan tiikrat. Spojené organické faze byly
vysuSeny bezvodym siranem hote¢natym, poté bylo susidlo odfiltrovano a rozpoustédlo

odpareno ve vakuové rotacni odparce. Odparek byl uchovén pro dalsi analyzy.

6.3.3.2 Izolace z media

Medium bylo extrahovano ethyl-acetatem (25 ml ethyl-acetdtu na 100 ml media)
pfi 90°C po dobu 5 minut. Po ochlazeni byla v déli¢ce oddélena organicka faze
amedium bylo opét extrahovano novym ethyl-acetatem. Spojené extrakty byly
vysuSeny bezvodym siranem hoife¢natym. SuSidlo bylo odd¢€leno filtraci a rozpoustédlo

odpafeno na vakuové rota¢ni odparce. Odparek byl uchovan pro dalsi analyzy.
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6.3.3.3 Analyzy extrakti

Analyzy extraktd byly provadény pomoci TLC v riznych soustavach. V mediu
byly vyhodnocovany nové objevené signadly ve srovnani s mediem obohacenym
ibuprofenem, na kterém nebyla kultivovana zadna rostlina. Rostlinné extrakty byly
vyhodnoceny vzhledem k nové vzniklym slou¢eninam a zmé€nam ve sloZeni extraktu ve
vztahu k rostliné nestresované xenobiotikem. Soucasti bylo i vyhodnoceni pfitomnosti
extrahovatelného ibuprofenu z rostlinné tkané.

Tenkovrstevna chromatografie byla provddéna na hlinikovych foliich Silikagel
60 F254. Detekce probihala pod UV svétlem o vinové délce 254 nm. Jako mobilni faze
byl pouzit ethyl-acetat.
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7 Vysledky a diskuse

Zékladnim bodem pro vSechny navazujici ukoly bylo nalezeni optimdlnich
analytickych podminek pro stanoveni koncentrace ibuprofenu v kultivaénim mediu, tak
aby nemuselo dochazet k ¢asové a materidlové naroéné predpravé vzorkill pied
chromatografickou analyzou.

Z hlediska analytické matrice, tedy komponent media, byla zvolena
chromatografie na reverzni fazi a z testovanych eluentd se ukazala jako nejvhodné&;jsi
smés methanolu s vodou v poméru 8:2 okyselend kyselinou octovou (0,1%) pro
potlaceni disociace stanovované latky.

Uvedené podminky umoziuji provadéni piimého nastiiku odebranych vzorkid
media z kultiva¢nich experimentd. Kalibra¢ni zavislost byla naméfena pro rozsah
koncentraci ibuprofenu 2 — 15 mg/l, korela¢ni koeficient 0,99994. Detekce pfi 210 nm
neni sice zcela optimalni z hlediska absorbce velké fady sloucenin pfi této vinové délce,
absorbance a je pro sledovani koncentrace ibuprofenu v potfebnych koncentraénich
hladinach nepouzitelné.

Ukazka separace realného vzorku z media na Obr.7.1. Siroky pik je disledkem
piitomnosti komponent media, vlastni signal ibuprofenu s retenénim ¢asem té€sné pod
10 minut je dostate€né separovan a i délka analyzy je pro méteni velkych sérii vzorkl
prijatelna.
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Obr.7.1 Piiklad chomatogramu ibuprofenu v kultivaénim mediu (kolona 4,4%250 mm,
Reprosil 100 C-18,mobilni faze methanol/voda (8/2, v/v)+ 0,1% kyseliny octové, pritok
0,7 ml/min, detekce UV 210 nm).
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Uvedené podminky byly vypracovany vzhledem k planovanym kultivaénim
experimentiim, které v této fazi pfedstavuji pouze hrubou simulaci redlného systému
z hlediska koncentraci studovaného xenobiotika, které je v redlnych vodach vyrazné
nizsi. Planované kultivaéni experimenty jsou navrzeny pro pomémneé vysoké koncentrace
ibuprofenu, které sice neodpovidaji realnym hodnotam, ale umoziiuji studovat interakci
rostliny s xenobiotikem z hlediska metabolismu. Stanoveni realnych koncentraci je
naplni jiného projektu a je feSeno zakoncentrovanim vzorku s naslednou GC-MS
analyzou po pfedchozi derivatizaci. HPLC analyza neni pro realné vzorky pouzitelna
ani pti SPE predupravé vzorku, protoze detekéni limit HPLC stanoventi je cca. 0,25 mg/l
a pro ziskani vzorku vhodného pro HPLC stanoveni by bylo nutné zpracovat
nepiijatelné mnozstvi roztoku.

Ptiprava biologického materidlu spocivala v sterilni in vitro kultivaci rostlin.
Tento zplsob zaruCuje, Ze zhlediska metabolismu je studovdna pouze interakce
zkoumané latky se zvolenou rostlinou a jsou vylouéeny vlivy mikrobialni kontaminace
¢i kontaminace jinymi patogeny. Dale je nespornou vyhodou, Ze tato kultivace je zcela
nezavisla na roénim obdobi a lze tedy vyzkum provadét pribézné b&hem celého roku
nezavisle na vegeta¢nim obdobi.

Metodika pro ziskani rostlin kukutice a pelusky byla provedena dle zavedenych
postupd v laboratofi, pro usp&€Snou kultivaci svétlice bylo tfeba nalézt piedevsim
vhodné podminky sterilizace semen za uéelem vylouceni kontaminace kultury, ale pfi
zachovani kli¢ivosti semen. Sterilizace 10 % roztokem Sava se ukézala jako vhodny
kompromis, i kdyZ pomérné velké procento nasazenych kultur podlehlo infekci. Vyssi
koncentrace chlornanu sodného vsSak vyrazné redukuji kliivost, pfipadn¢ vedou ke
vzniku deformovanych rostlin. Infikované kultury byly pribézné vyfazovany a byl
ziskan dostatek rostlinného materidlu pro vlastni experimenty, ktery po dobu
fytoextrakéni kultivace nevykazoval znamky infekce. Z hlediska infekce je ziskana
kultura problematicka a nelze vylougit vnitini kontaminaci rostlinného materialu, ktera
se vSak neda béznou povrchovou sterilizaci odstranit.

Kultura tasy Chlamydomonas macropyrenoidosa SKUJA [cf] HUBEL 1964/182
byla pfipravena pasazovanim kultivované suspenze ve stacionarnim stavu rdstové
kiivky do cerstvého roztoku Knoppova media. Po n€kolika dnech doslo k mnoZeni fas,

coz se projevilo zvySenim intenzity zeleného zabarveni.
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Vlastni fytoextrakéni experimenty byly provedeny se tfemi rostlinnymi druhy,
kukufici setou, peluskou jarni a svétlici barvitskou.

V ptipadé kukufice byly pouzity koncentrace ibuprofenu 7 - 15 mg/l
kultiva¢niho media, které se ukazaly byt vizualné netoxické vici rostlindm a zéaroven
nejsou tésné pod hranici rozpustnosti ibuprofenu ve vodé (20 mg/1) [36].

Ibuprofen byl wvnesen do kultivaénich experimenti jako roztok
v dimethylsulfoxidu a okamzit¢ po ptfidani xenobiotika byl odebran vzorek pro
stanoveni realné vychozi koncentrace zkoumané substance. Po 24, 48 a 168 h byly
odebrany dalsi vzorky, které ukazaly ziejmy pokles koncentrace ibuprofenu
v kultivaénim mediu. Primérny ubytek vztaZzeny na Cerstvou hmotnost rostliny za
24 hodin byl mezi 30 - 40 % v zavislosti na vstupni koncentraci. Po 48 hodinach jiz ve
ttech pfipadech ze 6 experimentli nebylo mozné detegovat ptitomnost ibuprofenu
v kultivaénim mediu a i ve zbylych pfipadech jiz byly koncentrace velmi nizké a na

hranici limitu kvantifikace. Prab¢h kultivace je na Obr.7.2.

-
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Obr.7.2 Pokles koncentrace ibuprofenu v kultivatnim mediu b&hem sedmidenni

kultivace Zea mays. (vychozi koncentrace 9,1 mg/l, koncentrace stanoveny HPLC).

Z Obr.7.2 je ziejmé, ze fytoextrakce ibuprofenu probihd pomeémé rychle a
béhem 48 hodin kultivace klesa koncentrace xenobiotika zhruba na 1 % koncentrace

vychozi. Navic lze proti fadé¢ jinych latek konstatovat, ze b&hem experimentu
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s ibuprofenem nedochazi k bézné sledovanému jevu, kdy po pfidani xenobiotika
koncentrace rychle klesa, nasledné stoupa a teprve poté dochazi k pomalému poklesu
koncentrace zkoumané latky v mediu. Tento jev je zplsobeny rychlou sorpci na
kofenovou tkan s naslednym uvolnénim xenobiotika ve vétSi ¢i mensi mife zpét do
media. K uvedenému jevu u ibuprofenu v interakci s kofenovym systémem kukufice
nedochazi a lze usoudit, Ze pouhé sorpce je v provedenych experimentech minimalni.
Tomuto faktu napovida i zjisténi, ze rozdil mezi pfepokladanou vychozi koncentraci a
zjisténou koncentraci okamzit¢ po pfidani ibuprofenu je minimélni - 9,1 mg/l proti
predpokladanym 10 mg/l, coz odpovida sorpci maximalné do 10 %.

Celkovy trend poklesu koncentrace ibuprofenu je v daném rozsahu vstupni
koncentrace prakticky stejny a prumérné hodnoty jsou pro soubor kultivaénich

experimentd znazornény na Obr.7.3.
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Obr.7.3 Pokles koncentrace ibuprofenu v kultivaénim mediu p#i kultivaci rostlin
kukufice — pramér ze 6 experimentd v rozsahu koncentraci 7 — 15 mg/l (stanoveni
koncentrace HPLC/UV pfti 210 nm). Hodnoty koncentrace ibuprofenu jako % vstupni

koncentrace.

Z grafu je opét ziejmé, Ze naprosta vét§ina xenobiotika je z media odstranéna

béhem prvnich dvou dnt kultivace a béhem sedmi dni klesa z primérné vstupni

33



hodnoty 9,65 mg/l na hodnotu 0,06 mg/l coz odpovida 99,994 %. Konkrétni naméfené
hodnoty pro rostliny kukufice pfi riznych zalate¢nich koncentracich jsou uvedeny
v Tab.7.1.

Tab.7.1 Pribéh jednotlivych fytoextrakénich experimentd s rostlinami kukufice

(koncentrace stanoveny HPLC/UV-210 nm).

. nadzemni .

tlina medium cast koien celd
rostii? den-0 den-1 den-2 den-7 (kultivace) ; Y rostlina

(kukufice) rostliny (2)
(ml) (8
(8

K1 14,32 5,58 0 0 74 13,2 10 23,2

K2 7,19 0,5 0 0 78 18,8 9,5 28,3

K3 9,07 2,52 0,11 0,06 72 11,4 9,6 21

K4 9,66 3,8 0,58 0 76 10 10,1 20,1

K5 7,57 1,63 0 0 76 14 8,4 22,4

K6 10,07 3,13 0,23 0 76 8,1 6,8 14,9

V pripadé kultivace pelusky jarni byly provedeny fytoextrakéni experimenty
v rozsahu koncentraci 12,4 — 14,6 mg/l, pticemz k poklesu koncentrace dochazelo velmi
rychle a v primémmych hodnotich z 15 experimenti byla po 24 hodinach kultivace
nalezena koncentrace dosahujici 31,4 % vychozi koncentrace ibuprofenu a po dalSich
24 hodinach klesla u 7 z 15 kultivaci na praimérnych 1,6 % vychozi koncentrace, u
zbylych 8 experimenti jiz nebyl ibuprofen pouzitou analytickou metodou
identifikovatelny. Dal§i odbé€r po 24 hodinach rostlin, které jest€ po 48 hodinach
vykazovaly pfitomnost xenobiotika v mediu opét jiZ pouzitou analytickou metodou
analyzovatelny. Pribéh fytoextrakce je zndzornén na Obr.7.4.

Pribéh fytoextrakce pro jednu vstupni koncentraci ukazuje Obr.7.5.
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Obr.7.4 Pokles koncentrace ibuprofenu pf#i kultivaci pelusky jarni. Primér z
15 experimentd v rozsahu vstupnich koncentraci 12,4 — 14,6 mg/l, (koncentrace
stanoveny HPLC/UV - 210 nm). Hodnoty koncentrace ibuprofenu jako % vychozi

koncentrace.
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Obr.7.5 Pokles koncentrace ibuprofenu pii kultivaci pelusky jarni. Vstupni koncentrace.
Primér z 15 experimentt vrozsahu vstupnich koncentraci 12,4 — 14,6 mg/l,

(koncentrace stanoveny HPLC/UV — 210 nm).
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Konkrétni namétené hodnoty pro rostliny pelusky pti rdznych zacate¢nich

koncentracich jsou uvedeny v Tab.7.2.

Tab.7.2 Pribéh jednotlivych fytoextrakénich experimenti s rostlinami pelusky

(koncentrace stanoveny HPLC/UV-210 nm).

i medium nadzemni KoF cela
(r:iugﬁz) en-0 den-1 den-2 (kultivace) c¢ast rostliny o(r e)ny rostlina
P (ml) 03] 8 03]
Pl 13,74 3,01 0 38 5,8 0,8 6,6
P2 14,63 6,03 1,08 37 5 1 6
P3 13,83 4,66 0,25 39 5,7 0,9 6,6
P4 14,25 4,27 0 38 5,2 1,1 6,3
P5 14,13 3,96 0 40 5 1,2 6,2
P6 13,09 33 0 39 4,2 2,2 6,4
P7 13,57 4.4 0,14 39 6,5 0,8 7,3
P8 13,45 4,02 0 40,5 5,2 1,4 6,6
P9 1298 2,79 0,44 41 4,8 1,6 6,4
P10 13,2 5,33 0,48 40 6 0,8 6,8
P11 13,01 6,02 0,65 41 5,1 1,3 6,4
P12 12,42 443 0 40 53 1,3 6,6
P13 13,48 2,49 0 38 7,3 1,4 8,7
P14 12,91 3,94 0 40 5,8 1 6.8
P15 13,39 481 0,16 39 4,2 1 5,2

V pripadé¢ svétlice barviiské - Obr.7.6 je situace obdobna. K ubytku ibuprofenu
z media, kdy byly pouzity vstupni koncentrace 10,5 — 16,92 mg/l, dochazi sice pomaleji
nez v piipadé peluska jarni i kukufice, k poklesu vSak dochazi postupné béhem ¢ty
dnd. Bé&hem prvnich 24 hodin kultivace bylo extrahovano 60,8 % vychoziho
ibuprofenu, po dal$im dnu klesla jeho koncentrace na 26,4 % a za dalSich 24 hodin uz
bylo nalezeno pouze 11,7 % vychozi koncentrace ibuprofenu v mediu. Zda se, Ze
metabolismus rostliny neni vyrazné ovlivnén pfitomnosti zkoumaného xenobiotika a
trend extrakce by zfejmé pokracoval jesté dale. Experimenty v$ak byly po péti dnech

ukonceny vzhledem k mikrobialni kontaminaci kultur.
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Obr.7.6 Pokles koncentrace ibuprofenu pti kultivaci svétlice barvifské v % vstupni

koncentrace. Primér z 11 experimentl v rozsahu vstupnich koncentraci 10,5 — 16,92

mg/1 1, (koncentrace stanoveny HPLC/UV — 210 nm).

Konkrétni naméfené hodnoty pro rostliny svétlice ptfi riznych zacate¢nich

koncentracich jsou uvedeny v Tab.7.3.

Tab.7.3 Prubéh jednotlivych fytoextrakénich experimentd s rostlinami svétlice

(koncentrace stanoveny HPLC/UV-210 nm).

rostlina medium cela rostlina
v ye den-0 den-1 den-2 den-3 den-4 (kultivace)
(svétlice) (ml) (g)
1 16,77 17,01 3,22 2,86 1,65 47 1,9
2 16,92 12,66 4,1 0,73 0,44 43 2,7
3 12,16 8,34 2,72 0,71 0,49 44 2
4 15,92 4,9 2,13 0,81 - - -
5 12,44 4,08 0,43 0,25 0 44 2,1
6 12,73 4,6 1,54 0,42 0,23 44 34
7 11,65 55 4,32 1,93 1,42 46 2,1
8 14,21 8,66 6,85 2,79 - - -
9 12,75 11,77 7,73 4,21 5,59 45 1,3
10 14,08 6,45 2,74 1 0,45 43 2,7
11 10,48 7,28 3,63 1,75 1,34 43 2,7
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Srovnani jednotlivych rostlinnych species vzhledem k fytoextrakénim
experimentl vzhledem k zakladnim parametrim fytoextrakce je v Tab.7.4 (pro vypocet
byly pouzity primérné hodnoty ze vSech nekontaminovanych experimentli daného

rostlinného druhu).

Tab.7.4 Zakladni zji§téné parametry fytoextrakce ibuprofenu rostlinami kukufice,
pelusky a svétlice v in vitro uspofadani na mediu obohaceném ibuprofenem (ND -

nebylo stanoveno).

Rostlina kukufice peluska  svétlice
Vstupni koncentrace [mg/l1] 7-15 12,4 -14,6 10,5-16,92
Pocet experimentti[mg/l] 6 15 11
Priimérna hmotnost rostlin [g] 21,65 6,59 2,32
% vychozi koncentrace po 24 h 31,1 31,4 60,8
% vychozi koncentrace po 48 h 2,3 1,6 26,4
% vychozi koncentrace po 72 h 0,01 ND 11,7
Koncova koncentrace (doba extrakce)

0,06 (3) 0,21 (2) 1,6 (3)
[mg/l (dny)]
Utinnost fytoextrakce (doba) [%(dny)] 99,99(3) 98,4(2) 88,3(3)

Extrahovany ibuprofen/Cerstva hmotnost
rostliny (celkovéa doba) [mg IBU/g Cerstvé 0,46 (3) 1,86 (2) 5,19 (3)
rostliny (dny)]

Z tabulky je zifejmé, Ze na prvni pohled idealni stav kukufice neni zdaleka az tak
pfiznivy z hlediska mnozZstvi ibuprofenu extrahovaného do rostliny kdy bylo dosazeno
pouze 0,46 mg ibuprofenu extrahovaného 1 g rostlinné Cerstvé hmotnosti. Peluska a
zvlaste svétlice barviiskd dosahuje vice nez desetkrat vét§i mnoZstvi ibuprofenu na
gram rostlinné tkané. Vysvétleni mize spolivat v ponékud rozdilném metabolismu
kukufice vi¢i ostatnim pouZitym druhim, nelze vSak zanedbat ani rozdilnou
metabolickou aktivitu, kterd zvlast¢ v pfipadé svétlice se zda nebyla piitomnosti
xenobiotika nikterak naru$ena. Uvedeny parametr by bylo moZné sledovat stanovenim
aktivit vhodnych enzymt a tfeba i méfenim obsahu chlorofylu. Fyziologické

vyhodnoceni je vSak pouze jednim faktorem, moZna aplikace ve formé kofenové
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Cistirny vyZaduje splnéni technologicky moznych parametrt a pro tento pfipad se zdaji
byt vyhodné;jsi prave rostliny kukufice nebo pelusky.

Z hlediska analyzy obsahu ibuprofenu v extraktech zrostlin se podaftilo
prokazat, Ze v rostlinach lze dokazat extrahovatelny podil ibuprofenu ve volné formeé
(TLC). Vzhledem ktomu, Ze analyzy byly provaddény pouze tenkovrstevnou
chromatografii, nebylo mozné vysledky kvantifikovat, pfitomnost volného ibuprofenu
v rostliné je v§ak jednoznadna a Ze tento jev se projevil u vSech testovanych rostlinnych
druht. Z uvedeného vyplyva zdvazny fakt, ze pokud ibuprofen kontaminuje ekosystém,
Ize predpokladat jeho vstup do potravinovych fetézcti vyssich organismu a to ve volné,
tedy biologicky uc¢inné forme€. Pokud se potom tato latka pifi dlouhodobé prahové
expozici povazuje za endokrinni dysharomonizator, ¢i pokud tato jeho vlastnost bude
potvrzena, jednd se o zavazny kontaminant, ktery je miniméln€ tfeba v ekosystému
peclivé sledovat, stejné¢ tak jako provadét monitorovani u zdroje kontaminace —
komunalnich odpadnich vod, ¢i odtokil z €istiren odpadnich vod. Dalsi pochopitelnou
snahou je moznost jeho odstranéni, k ¢emuz mohou pravé rostlinné biotechnologie
uspésné poslouzit. Pouzijeme-li k vypo¢tu bézné¢ udavané koncentrace na vystupu
z Cistiren odpadnich vod 30 cg/l, tak pifi pfepoctu na parametry prazské Cistirny
odpadnich vod je vysledné ¢islo hmotnosti ibuprofenu vstupujiciho do ekosystému asi
kolem 15 g denné (odpovida 37,5 standardni tablety Ibalginu Zentiva). Vysledné zatéz
pro ekosystém je mnohem vétsi, protoZe se stanovuje pouze samotny ibuprofen a
nikoliv jeho metabolity.

Vysledky, kterych bylo dosazeno ukazuji jasné na moznost fytoextrakce
ibuprofenu. Experimenty byly sice provadény ve vysSich koncentracich neZ se na
vystupu z istiren vyskytuji, jejich vyznam vSak neni v technologii zpracovani
odpadnich vod, ale v testovani mozZnosti fytoextrakce ibuprofenu a zjisténi jeho osudu
v rostlinné tkani. Na druhé strané, dosazend minimalni koncentrace 0,06 mg/l je jiz
pon€kud srovnatelnd s maximalnimi koncentracemi ibuprofenu, které byly
napf. nalezeny v némeckych fekach (0,0034 mg/l) [37] a prodlouZeni doby kultivace a
zavedeni citlivéjsi analytické metody snadno umoZni sledovat fytoextrakci v oblasti

realnych koncentraci.
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8 Zavér

Studium fytoextrakce ibuprofenu zcela jasné prokézalo schopnost vybranych
druht rostlin extrahovat ibuprofen a uchovat jej ve svych pletivech, kdy minimalné ¢ast
extrahované latky je pfitomno ve volné formé jako extrahovatelné reziduum a tedy latka
zachovavajici si svoji biologickou aktivitu. ProtoZe je latka potencidlnim endokrinnim
dysharmonizatorem, lze v praci uvedeny dikaz povazovat za zasadni zjiSténi, které
dokumentuje moznost kontaminace potravnich fetézcii vysSich Zivo€ichd studovanym
xenobiotikem. Ziskané vysledky zaroveri naznacuji moZznost technologického feSeni,
kdy konstrukce kotenovych (Cistiren ¢i obdobnych fytotechnologickych zafizeni by
mohla byt velmi uCinnym, levnym a obecné pfijatelnym feSenim pro odstrafiovani
zbytkovych koncentraci ibuprofenu ptipadné komplexnéjsi fady Siroce uzivanych

farmak z vytoka Cistiren odpadnich vod.
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