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Seznam zkratek a symboli

DMSO - dimethylsulfoxid

HPLC — vysokou¢inna kapalinova chromatografie

MS — medium dle Murashiga a Skooga

PPCPs —(Pharmaceutics and Personal Care Products), farmaka a prostredky osobni
péce

NSA- nesteroidni antirevmatika

TPH - ropné latky

PAH - polyaromatické uhlovodiky

PCB, TCE - chlorované alifatické a aromatické uhlovodiky
SPE — extrakce pevnym sorbentem

BTEX - mirn¢ hydrofobni organické kontaminanty jako benzen, toluen, ethylbenzen, a
xylen a alifatické uhlovodiky s kratkym fetézcem

TLC — tenkovrstevna chromatografie

NPX —naproxen

DCF — diklofenak

IBU- ibuprofen

SAL- kyselina salicylova

COV- ¢istirna odpadnich vod

ATC- anatomicko-terapeuticko chemick klasifikace

EDC- endokrinni disruptory

KOW -rozdélovaci koeficient oktan-1-ol :voda,

KH - Henryho konstanta

POP- perzistentni organické polutanty

BFR- polybromované retardatory hoteni

ICM- jodové¢ kontrastni media

LC/MS - kapalinova chromatografie/ hmotnostni spektrometrie
DDT - dichlordifenyltrichlormethylmethan

pKa — zaporny dekadicky logaritmus disocia¢ni konstanty
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1.Uvod

S rozvojem farmakoterapie se v druhé poloviné minulého stoleti zvysila spotfeba vyrobkl
uzité chemie a lé¢iv. Tyto latky vyrazné pfispély ke zlepSeni kvality Zivota, na druhé strang
vSak jejich uzivani zpusobilo priinik, novych cizorodych chemikalii do Zivotniho prostfedi a
to predevs§im do vodnich tokl. Vznikla tak nova skupina cizorodych latek kontaminujici
ekosystém. V disledku kontinudlniho pfisunu se tyto slouceniny casto povazuji za
perzistentni polutanty i kdyZ mnohé znich mohou byt v ekosystému alespoil ¢astecné
rozlozeny. Uvedena skupina sloucenin se shrnuje pod pojem definovany americkou
Environmental Protection Agency jako farmaka a produkty osobni péce (Pharmaceuticals and

Personal Care Products, PPCPs) [1].

Mezi PPCPs patii nejriznéjsi 1éCiva, predev§im paracetamol, kyselina acetylsalicylova,
ibuprofen, diklofenak, antibiotika, antiepileptika, betablokatory, regulatory tukt, oralni
antikoncepc¢ni prostredky, cytostatika, antidepresiva ¢i kontrastni latky a stopovace pouzivané
pti vySetienich nebo napft. aktivni latky opalovacich filtrii , tenzidy a parfemacni substance
ptipravki osobni hygieny a pracich praSki. SouCasnymi analytickymi metodami zjistuji
laboratote pritomnost téchto latek a jejich metabolitii v podstaté ve vSech vétsich fekach, a to

jak ve vodg, tak 1 v sedimentech nebo tkénich vodnich organismu [1].

Podle studie uvetejnéné v prosinci 2002 v Casopise Environmental Health Perspectives je
mnozstvi PPCPs, které se do zivotniho prostiedi kazdoro¢né dostane, stejné velké jako
mnozstvi pouzitych pesticidi [1,14]. Nejvetsimi zneciStovateli vodnich zdroji latkami z
PPCP nejsou vyrobci 1é€iv ¢i kosmetickych pfipravki, ale jejich spotfebitelé. Prostredi
zaté¢zuji hlavné nemocnice a dal$i zdravotnicka zatizeni, zemédélské zavody (antibiotiky a
hormonalni prostiedky pfiddvanymi do krmeni) a domécnosti. Metabolity 1éCiv se

z organismu vylucuji piedev§im do moci [7,15].

Vyzkum se zamétuje predev$im na skupinu antibiotik a endokrinné aktivnich substanci
pronikajicich do povrchovych vod. Tyto dvé skupiny latek jsou v soucasné dobé povazovany
za nejvice ekologicky nebezpecné. Antibiotika totiz mohou indukovat rezistenci u

potencidlné¢ patogennich bakteridlnich kmenti a endokrinni latky, zejména rezidua



antikoncepcnich piipravka, pak prokazatelné¢ ovliviiuji rozmnozovaci schopnosti vodnich
organismi. JiZ od poloviny 90. let byla publikovana fada vyzkumi ukazujicich, ze jsou-li
ryby vystaveny ptisobeni syntetickych hormonalnich ptipravkl, za¢ne se u nich vytvaret
bilkovina vitellogenin, ktera je pfitomna hlavné v jikrach, popsany byly i ptipady, kdy se z
exponovanych samci ryb vyvinuly samicky [6,16]. Jak se PPCP dostavaji z domdacnosti do

podzemnich vod je zndzornéno na obr 1.

Jiz v roce 1976 tym z britského vladniho Centra pro vyzkum vod (Water Research Centre)
uveftejnil zpravu ,,Steroids as Water Pollutants* (Steroidy jako latky znecCist'ujici vodu), o pét
let pozd¢ji uskute¢nila univerzita v Liverpoolu vyzkum abnormalit, které jsou zplsobeny
pritomnosti syntetickych hormont ve vodé. Jeho vysledky vSak nikdy nebyly publikovany.
V pribéhu 80. let se problémem zabyvaly 1 dalsi védecké tymy, jejich praci se vSak nedostalo
vEtsi pozornosti, protoze své teze nemohly podlozit konkrétnimi a presnymi meétfenimi.
Zacatkem 90. let se diky dokonalejsi technice problémem ptfitomnosti 1ékli ve vodnich
zdrojich detailnéji zacali zabyvat némecti odbornici, ktefi v podzemni vodé nasli stopy

kyseliny klofibrové, ktera se pouziva jako 1€k na snizeni hladiny cholesterolu v téle [8].

Obr. 1 Transport xenobiotik z domacnosti do podzemnich a odpadnich vod [5]



Mezi lety 1999 a 2000 provedli americti védci vyzkum s nazvem U. S. Geological Survey,
zaméteny na zjistovani pritomnosti 1é€iv ve 139 vodnich tocich 30 americkych statd. Zjistili v
nich 95 riznych polutanti patticich k PPCPs, nej€astéji antibiotik, hormonalnich prostfedkii a
dal$ich 1ékt. Navic 80 % zkoumanych vodnich zdrojti bylo pozitivnich na minimalné jeden ze
zjiStovanych kontaminantti, 75 % tokl obsahovalo dvé a vice latek z PPCP, 54 % vice nez
pét, ve 34 % vzorkl bylo nalezeno vice nez 10 téchto polutantt a 13 % bylo pozitivnich na 20
a vice latek patiicich do PPCP. Mira zneciSténi specifickymi polutanty, k nimZz PPCP patii,
neni ovSem ve vSech zemich stejnd. Mize to byt dano rliznou urovni Cistiren odpadnich vod v
jednotlivych oblastech a také rozdilnou spottebou antibiotik nebo antidepresiv. Lisi se 1 vybér
1ékti predepisovanych na podobné zdravotni problémy v raznych statech [9]. Problém s
dlouhodobym vyzkumem PPCP v povrchovych vodach navic také spoc¢iva i v rychlém vyvoji
trhu s farmaceutickymi vyrobky. Muze se stat, ze se vyzkum zaméfi na sledovani ptitomnosti
ur¢itého druhu Iéku ¢i aktivni latky v fece, a za n¢kolik mésict tento 1€k nahradi néjaky jiny.
Vzhledem k polarnimu charakteru farmak je hlavni cestou odstranovani PPCP jejich
degradace mikrobidlnimi procesy v Cistirndch odpadnich vod, nezanedbatelnd je i sorpce
mén¢ polarnich substanci na Cistirenské kaly. V soucasnosti se problémem PPCP ve vodnich
zdrojich zabyvaji vSechny rozvinuté staty, vyjimkou neni ani Ceska republika. Rozsahly
jednordzovy vyzkum na toto téma u nas provedl mezinarodni tym geochemiki, pfi némz se
zaméfili na mnozstvi estrogenii ve Vltaveé a jejich pfitocich v Praze a ve vodé, kterd se do
prazské vodovodni sité dostava z Zelivky. Védci ve vzorcich odebranych na podzim roku
2000 analyzovali estradiol, estriol, ethynylestradiol, mestranol a norethisteron. Zatimco v
nekterych zkoumanych tocich nebyly hormony zjiStény nebo se pohybovaly na urovni
detekénich limith, nékde byla jejich koncentrace vyznamné zvySend. VétSina hormont odtéka
do odpadnich vod a velka ¢ast se zachytava v Cistirenskych kalech. Presto jich mala ¢ast opét

unika do vodnich toku [2].

Hormony, které se do vodnich zdroji dostavaji kvili hormondlnim antikoncepénim
ptipravkim, nejvice ohrozuji organismy a zivoCichy zijici ve vodnich tocich. ,,V fadé
evropskych fek maji rybi samci prokazatelné samici znaky,“ prohlasil v roce 2000 na
konferenci v Londyné, kterd se vénovala problémiim zivotniho prostiedi, profesor Alan
Pickering z Natural Environment Research Council [10,18]. KanadSti a americti védci
prokazali, ze hormony mohou dokonce n¢které druhy ryb vyhubit, protoze zasahuji do jejich

pohlavniho vyvoje. Navic se to jiz netyka pouze ryb zijicich v fekach, ale také ryb motskych,

kam se praveé kontaminovana voda dostdva vodnimi toky [11,20].



Syntetickymi hormony jsou ale ohrozeni i dalsi zivoc¢ichové. Podatilo se dokazat jejich vliv
na schopnost rozmnoZovani u Zab. Tym v cele s profesorkou Cecilii Bergovou porovnaval
vyvoj dvou skupin pulct skokana hnédého. Jedna skupina se vyvijela v ¢isté vod¢€, druha pak
ve vodeé, ktera obsahovala syntetické hormony z antikoncepnich ptipravkl, které¢ se bézné
nachazeji v zivotnim prosttedi. U prvni skupiny se polovina pulct vyvinula v samce, polovina
v samice, ve druhé skupiné vSak védci zaznamenali pouze samice. Pfitomnost estrogenli ve
vod¢ ma rovnéz vliv na rozmnozovaci schopnosti krokodyli ¢i zelv [11,20]. Z dlouhodobého
hlediska pfedstavuji ve vodnich zdrojich pomérné zdvazny problém také antibiotika. Jednak
totiz snizuji efektivitu bakterii, které pfirozené¢ rozkladaji ziviny, ptredevsim ale zvysuji
rezistenci bakterii pravé vici témto 1ékiim. Obecné se rezistence bakterii rozdéluje do dvou
skupin. Prvni z nich je primarni, tedy pfirozend, kterd je dana samotnym druhem bakterie a
jejimi vlastnostmi. Jako ptiklad patogenu primarné rezistentniho k nékterym antibiotikiim
uvadi RNDr. Jaroslav Spizek, CSc., ve svém c¢lanku ,,Rezistence na antibiotika® bakterii
Pseudomonas aeruginosa. Vétsina jejich kment byla viéi antibiotikim odolna hned od
pocatku uzivani téchto 1ékt. Druhou skupinou je rezistence ziskand. Ta vznika jako disledek
nejruznéjSich mutaci ¢i genetickych pfenosit a objevuje se zpravidla nékolik let po objevu
nového antibiotika [2]. Geny zpusobujici odolnost bakterie vic¢i antibiotikiim se mohou
pienést do dalSich bakterii. Maji totiz schopnost pfeddvat si geny rezistence vici antibiotikiim
mezi sebou. O tom, jak rychle si bakterie dokéazi vytvofit rezistenci i na nov€ objevena
antibiotika, se nedavno presveédcili kanadsti védci z Mc.Masterovy univerzity, kteti zkoumali
ucinek tradicnich i zcela novych antibiotik na 480 druhi bakterii zijicich v ptd¢. Zjistili, ze
kazda odolavd nejmén¢ 6 druhiim téchto 1€ka, nékteré byly rezistentni dokonce viici 20
druhiim. Polovina testovanych mikrobli dokazala za pomoci enzymi rozlozit rifampin, ktery
se pouziva pfi 1écbé tuberkulozy, n€kolik bylo rezistentnich na telitromycin pfedepisovany pfi
infekcich dychacich cest a fada dokazala rozlozit i velmi neddvno objeveny daptomycin
pouzivany pii 1€cbé koznich nemoci nebo ciprofloxacin proti infekcim mocového ustroji ¢i
linezolid, jenz ma byt jednou z hlavnich, nedavno objevenych zbrani v boji proti vysoce
odolnym kmentm enterokokl, stafylokokli a pneumokokti [12,19].

Podle odbornikli mohou za tak vysoky stupen bakteriové rezistence ptidnich bakterii lidé.
Jesté donedavna bylo v zemédélstvi zcela bézné plosné preventivni pridavani antibiotik do
krmiva hospodatskych zvirat. Kanadsti védci varovali, Ze piivodci lidskych chorob maji kviili
tomu v pidnich bakteriich k dispozici velké mnozstvi gentl, které jim zaruc¢i rezistenci na

témer celé spektrum antibiotik [12,19].



PPCP jsou latky obecné prospésné, nelze je v zadném piipadé omezit ¢i zakazat, je vSak
nutné s nimi pocitat také jako s polutanty. Specificky je na PPCP rovnéz fakt, Ze hlavnimi
zneciStovateli nejsou vyrobci, jak tomu bylo u klasickych polutantii, ale v podstaté kazdy

clovek, ktery kdy uzival Iéky ¢i pouzil bézny kosmeticky prostiedek [13,17].

2.Fytoremediace

Fytoremediace jsou technologie vyuzivajici zelenych rostlin k odstranéni nebezpecnych
polutantti z pid, vod a sedimentti, Jde tedy o proces ozdravéni rostlinami. Vybrané rostliny se
pouzivaji k extrakci ionti toxickych kovil, vcetné radioaktivnich izotopi, i1 k odstranéni
nékterych organickych latek zuvedenych prostiedi. Pro UspéSnou fytoremediaci je nutna
biologickd dostupnost kontaminanti zvody a pidy do rostliny, kterd je dand zejména
rozpustnosti latky, typem pady a stafim kontaminace. Obr. 2 znézoriiuje princip

fytoremediace [26].
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Obr. 2 Princip fytoremediace [26]



Fytoremediace mtizeme rozd¢lit do ¢tyf zékladnich kategorii. Metoda, kdy v téle rostlin
dochazi k akumulaci kontaminantii, se nazyva fytoakumulace. Skodliviny, které jsou
imobilizovany v rostlinnych bunikdch lze potom likvidovat fizenym zplisobem

kompostovanim nebo spalenim [21, 22].

DalSim procesem je fytodegradace jako metodika, kterda vyuzivd enzymatickych
transformaci rostlinnymi enzymy. Nékteré rostliny jsou schopny nckteré organické latky
rozlozit az na jednoduché slouceniny a tyto potom vyuzit pro svilj metabolismus. Dalsi
metodou je tzv. fytostabilizace, kdy rostlina kontaminant nepfijima, ale stabilizuje ho
v rhizosféte, C¢ini ho v podstaté nerozpustnym v pidni vod¢, tak aby uz dale nemohl
penetrovat do prostiedi. Poslednim typem metod jsou fytovolatilizace, kterda je
charakteristickd tim, ze je kontaminant rostlinou pfijat kofenovym systémem a posléze
transportovan do nadzemni Casti a pres pruchody je odpatfen do atmosféry. Tim, Ze se
substance rozprostie do velkého objemu atmosféry a kontaminant se stava relativné
neskodnym [21,22].

Technologie je ovSem diskutabilni, protoze pouze transformuje kontaminant do jiného
prostiedi a je omezena na relativné tzkou oblast slouc¢enin, nejcastéji se uvadi pro slouceniny
selenu a rtuti. Problémem je rovnéZ mnohem vyS$§i nebezpecnost tékavych sloucenin
uvedenych prvka [21,22].

Nespornou vyhodou fytoremediace je Setrnost téchto technologii. Diky nim, mizeme
zamezit Cisté technickému feSeni, jako je naptiklad likvidace kontaminované ptudy, pomoci
vybagrovani a naslednému odvezeni na skladku. Kromé& aplikace in situ, patii mezi dalsi
vyhody vyuziti zndmych postupli bézn¢ pouzivanych pii zemeédélském hospodaistvi, z ehoz
vyplyva, Ze finan¢ni vstupy jsou obecné nizké a néklady na pribéh remediace minimalni
[21, 22].

Nevyhodou této metody je dlouhodoby dekontamina¢ni proces. Kontaminanty se mohou
hromadit v listech a nich se uvoliiovat do prostiedi. V nekterych ptipadech se zvySuje
rozpustnost polutantii a mize dojit k jejich rozsiteni do okolniho prostoru. Nebezpeci je také
ve vstupu do potravniho fetézce, kdy kontaminované rostliny mohou byt spasany zivocichy.
Kazda zvysSe uvedenych metod ma své vyuziti dle druhu dekontaminovaného prostoru.
V tabulce 1 jsou uvedeny odpovidajici dekontaminovana prostfedi, kontaminanty a typické

rostliny jednotlivych technik [21, 22].
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Tab. 1 Piehled fytoremediacnich technik [4]

Aplikace Prostiedi Kontaminanty Typické rostliny
Puda, podzemni | Herbicidy, chlorované | Salicaceae (vrby,
voda, vyluhy ze alifatické a aromatické |topoly), Poaceae

Fytotransformace| skladek, aplikace |uhlovodiky, exploziva | (kostfava, rakos,
odpadnich vod na proso panenské,
pudy ¢irok), Fabaceae

(jetel, vojtéska,
vigna)
Biodegradovatelné
Rhizogenni Pida, sedimenty | organické latky (benzen, | Travy (kostfava,
bioremediace toluen, PCB, pesticidy) | zito),
moruse, jablon
Ionty kovtl (Pb, Cd, Zn, |Travy s vlaknitymi
Fytostabilizace | Pida As, Cu, Cr, Se, U) koteny
Ionty kovu (Pb, Cd, Zn, |Brassica juncea,
Fytoextrakce Pida, sedimenty | Ni, Cu) Helianthus spp.,
Thlaspi
carulescens
Slouc¢eniny kovi (Pb,
Podzemni voda, Cd, Zn, Ni, Cu), Rasy, stolistek

Rhizofiltrace odpadni voda radionuklidy, vodni,
pres umélé hydrofobni organické Potamogeton
mokiady slouceniny nodosus

Fytovolatilizace | Puidy a sedimenty | Ionty Se, As, Hg, Brassica juncea,

tékavé organické
slouceniny

moktadni rostliny
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Vvhody a nevvhody fytoremediace

Nejvétsi vyhodou fytoremediace je, Ze nedochdzi k poSkozovani zivotniho prostiedi,
protoze pii in situ postupu neni tieba odéerpavani materialu a pouzivani tézké techniky. Ma

nizké energetické naroky, protoze vyuziva slunecniho zaieni [23].

Fytoremediace je také efektivni pro rizné typy kontaminanti a je dobie pfijiméana vefejnosti.
V neposledni fadé¢ jsou vyhodou nizké naklady na pribéh metody a nizké vstupni investice.
Nevyhodou fytoremediace je u in situ postupu jeji Spatna kontrolovatelnost. Fytoremediace je
limitovana vlastnostmi dekontaminovaného média (pH, teplota,.apod.), ale i1 druhem

kontaminantu (n¢které mohou byt fytotoxické, nebo Skodlivé pro urcité typy pouzitych

rostlin) [23].

MizZe dochazet i k rozSifovani kontaminace vlivem akumulace xenobiotik v listech, které
postupné odpadavaji a latky se uvoliiuji do prostiedi. Cizorodé latky se nasledné¢ mohou Sifit
potravnimi fetézci bylozravel . Pfi procesu transformace kontaminanti se miize zvysit jejich
rozpustnost a tim mohou zivotni prostfedi kontaminovat jesté¢ ve vétsi mife. Na roz§ifovani
kontaminanti do prostfedi ma vliv hlavné typ pidy a dalsi faktory souvisejici s typem
casov¢ a tedy i finan¢né nez u béznych sanacnich metod. Pravé €as byva Casto rozhodujicim

faktorem pro vybér této technologie k dekontaminaci dané lokality [23].

3.Fytoextrakce

Fytoextrakce je metoda, kdy je polutant z vody nebo pldy pfijiman kofenem rostliny a
muze dojit k transportu kontaminantl do nadzemnich casti rostliny. Metoda se s ispéchem
pouziva pro latky s obsahem tézkych kovl a radionuklidii kontaminujicich padni systém.
Fytoextrakéni techniky se také vyuzivaji pfi odstranéni farmak z vodniho prostiedi.Tato
biotechnologick4 metoda se pouziva pouze pro kontaminanty, které se nachazeji ve vodé nebo
v pud¢ v nizkych koncentracich. Rostliny zachyti kov nebo farmakum a pfenesou jej pies
selektivné permeabilni plazmatickou membranu, ktera ohraniCuje buiiku, pomoci ion-
transportnich proteinti pfitomnych v membrané. Z buriky je xenobiotikum dale transportovano
do nadzemni ¢asti rostliny a akumulovano v jejich pletivech [25]. Princip fytoextrakce je

znazornén na obr. 3.
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Dale jsou rostliny sklizeny a zpracovavany (mikrobidlné, tepelné, nebo chemicky). Vyhodné
je uzivat rostliny, které jsou vysoce odolné vici toxickym ucinkiim kovili a schopné tyto latky
akumulovat do vysokych koncentraci, které¢ jsou o jeden az dva tady vyssi nez u béznych
rostlin a jsou bez nezadoucich vlivii na jejich rist a vyvoj. Takové rostliny se nazyvaji
hyperakumulatory. Pfikladem hyperakumuléatoru schopného akumulovat t¢Zzké kovy je napf.

Thalspi caerulescens, rostlina z rodu hoicic [25].

up Into Plant

Translocation Into
Shoots

Impacted Plant Uptake

Soil Contaminant

Soil Being
Remediated

Obr.3 Princip fytoextrakce [26]

4.Fytodegradace

Fytodegradace je zachyceni a pfeména organickych latek, které jsou v rostlinnych tkanich
nasledn¢ metabolizovany v ramci detoxikacnich reakci. Pfeménény kontaminant je v rostling
ulozen nebo uvolnén do prostfedi. V nékterych piipadech mizZe dojit ke kompletnimu

rozkladu na oxid uhli¢ity a vodu [36].
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Podminkou vyuziti fytodegradace je pfeména kontaminantu na latku, kterd je netoxicka
nejen pro rostliny, ale i pro ostatni organismy. Aby mohla byt latka G¢inné metabolizovana,
musi byt rostliné dobie dostupna. Zalezi tedy na fyzikalnich a chemickych vlastnostech

kontaminantd, ale i na jejich koncentraci v ptidé nebo podzemni vode [36].

Experimentalné bylo zjisténo,ze fytodegradace je ucinna pro odstraiiovani téchto typi latek:
e ropné latky (TPH)
e PAH (polyaromatické uhlovodiky)
e chlorované alifatické a aromatické uhlovodiky — PCB, TCE
vybusniny a jiné nitrolatky
e organofosfatové pesticidy
e detergenty
e mirn¢ hydrofobni organické kontaminanty jako benzen, toluen, ethylbenzen, a xylen

(BTEX) a alifatické uhlovodiky s kratkym fetézcem [36].

5.Rhizofiltrace

Rhizofiltrace zahrnuje odstranéni nebo koncentraci kovovych kontaminantli z vodného
prostiedi v kofenové zon€. Jednou z moznosti rhizofiltrace je odstranéni kovii sorpci. Kofeny
absorbuji, koncentruji a srdzeji kovy z kontaminované odpadni vody, kterd miize obsahovat
vyluhy zpud. Metoda mtze byt aplikovana in situ nebo muize byt voda pteCerpana do

specialnich nadob, které jsou predem vyplnény koteny prislusnych rostlin [28].

Dalsi variantou rhizofiltrace je zkonstruovani umélych moktada pro tipravu kontaminované
vody nebo vyluhd. Velmi ucinné pro rhizofiltraci je pouzivani kotenti hydroponicky
vypéstovanych suchozemskych rostlin (napf. slunecnice). Jejich piednost spo¢iva hlavné ve
schopnosti rychlého ristu a produkce velkého mnoZzstvi kofenové biomasy. Rostliny jsou
péstovany ve sklenicich. Nejprve jsou vystaveny minimalni koncentraci kontaminanti.
Pozd¢ji se presazuji do kontaminované lokality, ¢i do Cisticitho systému, ve kterém jsou

koteny ve styku s kontaminovanou vodou [28].

14



Bylo zjisténo, Ze rostliny, které byly péstovany v provzdusiiované vod¢, jsou mnohem
ucinngjsi pii odstranovani kovl z vodného prostiedi. Takto péstované rostliny produkuji vice
kotenové biomasy, kterd potom uc¢inn¢ akumuluje vice kovovych iontl véetné Cu, Cd, Cr, Ni,
Pb i Zn. Rhizofiltrace je také vhodnd k zachytu radionuklidl, které jsou efektivné
akumulovany kofeny hydroponicky péstovanych slunec¢nic Helianthus annuus a kofeny
rostliny Brassica juncea. Kultivar slunec¢nice Helianthus annuus byl také vyuzivan
k odstranéni radionuklidéi z povrchové vody v okoli Cernobylu. Dalsi vhodné rostliny pro

akumulaci nékterych tézkych kovi rhizofiltraci jsou napt. kukufice nebo ryze [28].

Dilezitym hlediskem k pouziti rhizofiltrace je jeji konkurenceschopnost vii¢i konvencnim
iontové-vyménnym technologiim a vici dal§im metoddm pouzivanym k odstranéni tézkych
kovi, napt. rizné zivé a nezivé biologické systémy, které zahrnuji suchozemské rostliny,

bakterie a fasy, houby a vodni rostliny [28].

Byla provedena méfeni [28], jejichz cilem bylo posoudit extrakéni schopnosti riznych
rostlin a metod v procesu €isténi vody. Dulezité pro srovnani efektivity metod bylo zachovani
stejnych podminek. Sledovanymi parametry efektivity byly po¢ate¢ni rychlost v odstranovani
kovii zvody a afinita raznych druhti rostlin a jednoho typu gelu k urcitym kovim.
V odstratiovani iontt Ni, Cd, Pb, Cr(VI), U, Sr a Cs zvody byli porovnavany sazenice
indianské hotcice (Brassica juncea), koteny slune¢nice, mechové raseliny a iontové-vymeénny

gel [28].

Vysledkem porovnavani bylo, Ze vétsi pocatecni rychlost v odstraiiovani kovil z vody
prokézaly rostliny.Vyjimkou byl Cr(VI), ktery byl pfitomen ve form¢ dichromanu. Ukazalo
se, ze rostliny maji pouze omezenou schopnost akumulovat tento anion. Mensi poc¢atecni
rychlost v odstraniovani kovli u iontové-vyménného gelu byla zptisobena jeho mensim a méné
poréznim aktivnim povrchem vyuzitelnym pro adsorpci kovovych ionti, ale ve vysledku mél
extrakéni schopnosti lepsi. Z tohoto pohledu iontové-vyménny gel ptedstihl vSechny rostliny
pii odstranovani Ni, Cd, Pb a Cr(VI). Avsak na akumulaci U byly u¢inngjsi kofeny slunecnic.

Naproti tomu ionty Sr a Cs byly akumulovany vSemi matricemi stejné [28].

Z celkového hlediska by se dalo predpokladat, Zze biologické materialy jsou vhodnéjsi nez
pouzivani iontomenicl a to hlavné pii pouzivani Cisticich systéma, kde je vysoky pritok vody

a mala koncentrace kontaminantii. Na druhou stranu se ale iontoménie vyznacuji vyssi
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afinitou a lepSim odstraiiovanim kovi, zvlasté pii nizkych koncentracich. Proto je tfeba
zohlednit vSechny podminky procesu, dekontaminovaného prostiedi a hlavné dany cilovy
kontaminant, aby se mohlo rozhodnout o zavedeni iontoméni¢ii, nebo biologického systému
pii dekontaminaci. Obecné lze konstatovat, ze rhizofiltrace je ucinnd pro dekontaminaci
velkych objemi vod s nizkou koncentraci kontaminantii a je vhodnd pro anorganické i

organické kontaminanty [28].

6.Fytovolatilizace

Fytovolatilizace je =zalozena na schopnosti nckterych rostlin, napiiklad topolu,
metabolizovat kontaminanty do tékavé formy a na schopnosti zachycovat tékavé organické
slouceniny z prostiedi. Tékavé metabolické produkty a t€kavé organické slouceniny uvoliuje
rostlina v procesu transpirace do atmosféry. Fytovolatilizace tedy vyzaduje monitorovani
ovzdu§i, aby nedochdzelo k nadlimitnimu zvySeni toxickych latek v prostiedi [29].

Prikladem kontaminantl podléhajici procesu fytovolatilizace jsou té¢Zké kovy jako Hg, Se a
As (prokazano u transgenni rostliny Brassica juncea). Nékteré mikroorganismy maji gen
koédujici reduktazu rtuti. Tento gen byl vnesen do rostlin a jeho expresi se zvysila odolnost
jejich pletiv viic¢i rtutnatym iontim. Geneticky upravend rostlina potom ve svych pletivech

redukuje ionty rtuti na kovovou rtut’, ktera se nasledné vypati do ovzdusi [29].

V poloviné 70. let se ve Svédsku studovala schopnost riiznych druhti zelené absorbovat
polyaromatické uhlovodiky z vyfukovych plynt. Jako nejucinngjsi se ukazal kastan — jirovec
mad’al. Schopnost rostlin absorbovat kontaminanty ( predevsim tékavé organické latky) pfimo
v ovzdusi zavisi na rozdélovacim koeficientu mezi vodou a plynnou fazi, druhu rostliny a

kontaminantu, velikosti a typu povrchu listu a na obsahu lipidi v epidermu listd [29].
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7. Fytostabilizace

Fytostabilizace se vyuziva ke stabilizaci kontaminovanych mist, kde diky pfitomnosti
toxickych kontaminantii neni dostate¢ny pokryv vegetaci a miize tak dochazet k erozi nebo
vyplavovani kontaminant a k rozsifovani kontaminace. Jde o snahu zamezit dalsi Sifeni
kontaminace. Rostliny vhodné pro fytostabilizaci jsou odolné vii¢i vysokym koncentracim
toxickych latek (predevsim tézkych kovill). Rostliny imobilizuji t€zké kovy diky funkci
kotenového systému, kde dochézi k akumulaci, srazeni nebo k redukci téchto kovii . Pribeh
fytostabilizace je znazornén na obr. 4 .Branit rozSifovani kontaminace vyplavovani mohou
rostliny 1 pomoci redoxnich reakci, preménou rozpustné formy kovu na nerozpustnou formu a

nasledné zabudovanim do orgénovych struktur [25].

‘\1I -

I i

Obr 4 Zakladni procesy fytostabilizace [26]
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8. Nenarkoticka analgetika

Veskera nenarkotickd analgetika vykazuji kromé analgetického rovnéz antipyreticky a
antiflogisticky Uc¢inek. Pfestoze maji tato 1é¢iva podobny mechanismus ucinku, u nékterych
vystupuji do popiedi antipyretické vlastnosti (analgetika-antipyretika) a u jinych naopak
nenarkoticka analgetika rozd¢lit na derivaty anilinu, derivaty salicylové kyseliny, derivaty
anthranilové kyseliny, derivaty 2-arylalkanovych kyselin [30,34]. Mezi nenarkoticka

analgetika fadime léCiva, které se nazyvaji nesteroidni antirevmatika (NSA) v nékterych

rrrrrr

Nesteroidni antirevmatika patii do celosvétové mezi nejcasteji uzivané léky. NSA vedou ke
zmirnéni symptomut probihajiciho zdnétu a bolesti, aniz vSak dojde k eliminaci jejich pficin
Podstatou protizanétlivého plisobeni nesteroidnich antirevmatik je inhibice syntézy
prostaglandini  (PG), které¢ se uplatiiuji jako univerzalni modulatory intracelularniho
metabolismu, nékterych fyziologickych funkci a také i jako modulatory zanétlivych reakcei a
imunitni odpovédi. Prostaglandiny jsou derivaty kyseliny arachidonové, ktera je soucasti

fosfolipidli bunénych membran. V mensi mife se uplatnuji také dalSi mechanismy [31].

NSA jsou vétSinou slabé kyseliny, s pKa kolem 3,5. Jsou dobfe vstiebavana ze zaludku a
stitevni sliznice. Tato 1é¢iva se v krvi vazou na bilkoviny krevni plazmy (typicky> 95%),
prevazné na albumin. Distribu¢ni objem se blizi objemu plazmy. VétSina NSA jsou
metabolizovdna v jatrech oxidaci a konjugaci na neaktivni metabolity, které jsou obvykle
vylu¢ovany moci i kdyz nékteré 1éky jsou castecné vyluCovany zluci. Ibuprofen a diklofenak
maji pomérné kratky biologicky poloc€as (2-3 hodiny) . Néktera NSA (typicky oxikamy) maji
naopak velice dlouhy biologicky polocas ( 20-60 hodin) [33]. Tato 1éCiva maji nezadouci
ucinky na gastrointestinalni trakt, a to pfedevSim na Zalude¢ni sliznici vedouci n¢kdy az k
tzv. indukované gastropatii. Mezi dal$i nezddouci ucinky patii nefrotoxicky ucinek pfi
dlouhodobém uZzivéni, protoze inhibice syntézy prostaglandinu v ledvinach vede k redukci
rendlni perfuze a glomeruldrni filtrace a snizenému vylucovani sodiku a hot¢iku. NSA mohou
interagovat s ostatnimi 1éCivy a to hlavné diuretiky a antihypertenzivy. Pouzivani NSA u
béZné populace je bezpecné a efektivni, pokud jsou NSA podavana v terapeutickych davkach

po limitovanou ¢asovou periodu [32,35].
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8.1 Diklofenak

Je to derivat kyseliny fenyloctové, inhibuje cyklooxygenasu a tlumi syntézu prostaglandinu
a dalSich medidtori zanétli. M4 antiflogistické, analgetické a antipyretické Gcinky, pozitivné
ovlivituje syntézu makromolekul pojivové tkané, tlumi agregaci trombocyti. Toto 1é€ivo je
indikovano pii akutnich a chronickych artritidach, zejména pii revmatologickych artritidach.
[38]. Diklofenak je také uzivan pii zanétlivych onemocnénich patete, artrézach, revmatismu

mekkych tkani a bolestivych pourazovych a pooperacnich otocich a zanétech.

Po chemické strance je diklofenak  kyselina 2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]fenyloctova
kyselina (Obr.5). K vedlejsim ucinkiim tohoto 1é¢iva patii gastrointestinalni obtize, ojedinéle
bolesti hlavy, ptecitlivélost, ospalost a retence soli a tekutin s otoky.Vychozi latkou k syntéze
diklofenaku je N-(2,6-dichlorfenyl)fenylamin. Jeho N-acylace chloracetylchloridem
nasledovand intramolekularni Friedelovou-Craftsovou alkylaci poskytne laktam, jehoz

alkalickou hydrolyzou se ziska diklofenak [39].

Diklofenak se po peroralnim podéani dobte vstfebava, maximalni plazmatickd koncentrace
nastupuje za 2 hodiny po podani. Vyrazné se vaze na plazmatické bilkoviny. Pfiblizn¢ 60%
podané davky se vylucuje ledvinami ve formé metaboliti. Plazmaticky elimina¢ni polocas je

1-2 hodiny [40].

HO Cl

Cl

Kyselina 2-[(2,6-dichlorfenyl)amino] fenyloctova

Obr. 5 Chemicky vzorec a systematicky nazev diklofenaku
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8.2 Naproxen

Naproxen (Obr.6) ma antipyreticky, antiflogisticky a analgetické ucinky.Toto 1éCivo je
nesteroidni antirevmatikum ze skupiny arylderivati kyseliny propionové, inhibuje
cyklooxygenasu a tlumi syntézu prostaglandini a dalSich medidtord zanétu [37]. Pfi
peroralnim uziti se sodna sil naproxenu velmi rychle a uplné vstiebava z gastrointestinalniho
traktu. Maximalni koncentrace v plazmé je dosazena po 1-2 hodinach. Jidlo zpomaluje
absorpci této latky, ale nezmensSuje jeji rozsah. Vyrazné se vaze na plazmatické bilkoviny.
Ptiblizné 95% podané davky se vylu€uje moci, z toho 70% v nezménéné formé, zbyvajici ¢ast
je vyluCovana jako inaktivni 6-desmethylnaproxen a jeho konjugaty. Polocas terminalni

eliminacni faze je ptiblizn€ 12-15 hodin [41].

Toto 1é¢ivo je indikovano pii akutnich a chronickych revmatickych onemocnénich.,
bolestivych stavil pii osteopordze, 16cbé zanéta Slach a svalovych Gpont. Je vhodny k 1é¢bé
pourazovych stavil, jako jsou pohmozdéniny, podvrtnuti kloubi, poranéni mékkych casti
kloubti. Je urCen k pouziti pfi rehabilitacni terapii. Také se naproxen pouziva pii bolestech
hlavy, zubt, zad, kloubt, menstruacni bolesti, prevence a 1écba migrény, zanétd a horecky pfi
infek¢nich onemocnéni v ORL. Mezi nezddouci G€inky tohoto 1éCiva patii gastrointestinalni
potize (nauzea, paleni zahy, bolesti v podbiisku). Mén¢ casto se vyskytuji bolesti hlavy,

poruchy soustfedéni, nespavost, kozni reakce a gastrointestindlni ulcerace [42].

CHj

OH
0]

|
CH,

Kyselina [2-(6-methoxynaftalen-2-yl]propanova

Obr. 6 Chemicky vzorec a systematicky ndzev naproxenu
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8.3 Ibuprofen

Toto léc¢ivo (Obr.7) je nesteroidnim antirevmatikem s dobrymi analgetickymi,
protizdnétlivymi a antipyretickymi uc€inky, vyznacuje se velmi dobrou snaSenlivosti.
Ibuprofen je syntetizovan ve formé racemdtu, po peroralnim podani se rychle a dobie
vstfebava, vrcholu plazmatické koncentrace pti podani nalacno dosahuje jiz po 45 minut, pfi
podani s jidlem za 1-3 hodiny. Ibuprofen se vaze na plazmatické proteiny hlavné na albumin.
Pomérné rychle se metabolizuje jatry a vylucuje moci, hlavné ve formé metaboliti, mensi ¢ast
je vylucovéna Zluci do stolice. Biologicky polocas ma asi 2 hodiny. Pfi snizeni vylu¢ovani
muze dojit ke kumulaci léku v organismu. Ibuprofen prochazi placentarni bariérou, je

vyluc¢ovan do matetského mléka v mnozstvim mensi nez Img/ml [43].

Pouziva se pii 1é€bé zanétlivych a degenerativnich kloubnich onemocnéni, mimokloubniho
revmatismu a chorob patete, pouziva se i pfi 1é€bé revmatoidni artritidy a osteopordzy. Jako
analgetikum-antipyretikum pfi hore¢nych stavech a nemocech znachlazeni, bolestech po

operaci, bolestech zubt a bolestivé menstruaci [38].
Pti jeho podavani se nejcastéji vyskytuji gastrointestinalni obtize, nauzea, zvraceni, paleni
zahy, prujem, zacpa, vzacné zaludecni nebo duodendlni vied, krvaceni z GIT, zmény

v jaternich funkcich. Vlivem na CNS se mohou objevit zavraté, bolesti hlavy, neostré vidéni,

zcela vzacné insomnie, deprese a emoc¢ni labilita [38].

H,C 0
CHs HO

Kyselina 2-(4-isobutylfenyl)propionova

Obr. 7 Chemicky vzorec a systematicky nazev ibuprofenu

9. Vyskyt xenobiotik v Zivotnim prostiredi
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Antropogenni kontaminanty jsou uvolnovany do zivotniho prostfedi fadové desitky let,
nicméné o jejich osud a plisobeni na ptirodu se lidé zacali zajimat relativné nedavno. Jedna se
predevsim o tzv. perzistentni organické polutanty (POP). Do této skupiny patii jiz fadu let
nechvalné znamé DDT, dale napt. polychlorované bifenyly (PCB), polycyklické aromatické
uhlovodiky (PAH) a také cela fada organickych pesticidi. V poslednich letech se k novym
polutantiim ptidaly polybromované retardatory hoteni (BFR), ptipravky pro osobni hygienu,
detergenty a také léCiva [44] .Léciva lze délit na zdklad¢ jejich odolnosti vii€i Zivotnimu
prostiedi do tii skupin.Latky lehce odbouratelné (napi. kyselina acetylsalicylovd), latky
hydrofilni (bezafibrat) a latky lipofilni (ofloxacin) [45].

N 24

kterych mize dojit k zaclenéni do potravnich fetézct . Obecné plati, Ze o prislusnosti latky k
jedné ze skupin rozhoduje souhrn jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti, nejvice pak
rozpustnost, KOW (rozdélovaci koeficient oktan-1-o0l :voda), pKa a KH (Henryho konstanta).
Zakladnim problémem pii odhadu, do které skupiny dana latka patii, je ovSem fakt, ze u
mnoha latek tyto parametry nejsou znamy a navic se nelze fidit ani zafazenim do skupin ATC
(tzv. anatomicko-terapeuticko-chemicka klasifikace), protoze stejny 1écebny ucinek mohou
mit 1 dvé chemicky naprosto odlisné slouceniny. Specialni podskupinou 1éciv jsou tzv. EDC
(z anglického endocrine disrupting compounds). Mezi nejvyznamné;jsi latky této skupiny patii
napf. estrogeny nebo slouceniny estrogenni aktivitou. Dalsi podskupinou jsou ICM (Iodinated
X-ray contrast media), ktera se pouzivaji jako kontrastni latky pfi rentgenovém vysetieni.

Tyto latky jsou vysoce odolné vici vSem Cistirenskym procesim. Proto nejsou uspokojiveé

odstraiiovany stdvajicimi konven¢nimi technologiemi [45].

Distribuce farmak do Zivotniho prostiedi se pon¢kud li§i v porovnani s tradi¢nimi polutanty.
Primarnim zdrojem odpadnich 1é¢iv a jejich metaboliti jsou pacienti nebo napi. Zeny uzivajici
hormonalni antikoncepci. Aktivni latky jsou po uziti 1€ku z téla vylu€ovany bud’ v nezménéné
podobé nebo ve formé jejich metabolitl prostfednictvim vykali a moc¢i a odchazeji diky
splask@im az na &istirny odpadnich vod (COV). Zde viak nejsou nékteré z nich dostateéné
zachycovany a piechazeji tak dale do piecisténé vody (schéma 1), kde nasledné¢ mohou
pusobit na ficni biocendzu a také se transportovat do dalSich ¢asti ekosystému [47].

Neni tak vyloucena ani kontaminace podzemnich vod a pitnych zdrojl, ¢imz se vlastné

pomyslny kolobéh téchto latek uzavird. Pokud se navic stabilizované Cistirenské kaly
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pouzivaji jako druhotné hnojivo na zeméd¢€lskych plochach, mize dojit k jejich kontaminaci a
naslednému proniknuti odolnych 1é€iv nebo jejich metabolitii do potravnich fetézci.

Za dal$i vyznamny zdroj jsou povazovany léky s proslou trvanlivosti, které se do kolobé¢hu
dostavaji bud’ formou priisaki ze skladek nebo diky splachnuti do odpadu. Mezi mensi zdroje

Ize zafadit napt. stabilizovany kal z COV, farmaceuticka vyrobni zatizeni a dalsi [47].

PRODUEKCE
¥
DISTRIBUCE/
PRODEJ
= —
VETERINARNI HUMATNII
PRIPRAVEY PRIPRAVEY
NESPQ:[REBDVANE
PRIPRAVKY
¥ . ¥
LECBA .| LECBA
N ¥ VN
CISTIRNY ODPADNIC .
VoD -
“
Y
STABILIZOVANY SELADEY
EAL
¥ - g ra
PUDA &
- 4
™~ o
T ¥ »
POVRCHOVE VODY

Schéma 1. Tok 1é¢iv a jejich metabolitti do zivotniho prostiedi [46]

Povrchové vody byvaji zpravidla nejexponovanéjsimi ¢astmi zivotniho prostfedi, zejména

stiedni a dolni toky fek, na kterych se vyskytuji velké aglomerace a tim i mnoho COV.
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Vyskyt jednotlivych xenobiotik se 1iSi v zavislosti na mnoha okolnostech a Ize je tak
detekovat v riznych koncentracich. Doposud bylo provedeno jen malo méteni tykajicich

se stavu zne€iSténi podzemnich vod 1é¢ivy. Navic se ukazuje, Ze ve vétSiné ptipadl pochéazeji
nalezené latky z blizkych skladek nebo dalsich bodovych zdrojt, jako napt. kanalizace nebo
COV a tudiz nevypovidaji nic o globalnim stavu véci. Nicméné se nasly 2 latky (diklofenak a
kyselina klofibrova), které nemély zjevny vztah k lokalnimu zdroji. Pomérné malé znecisténi
podzemnich vod je pravdépodobné dano jejich dobrou izolaci od vod povrchovych diky
vrstvam s nizkym koeficientem propustnosti a dobrou sorpcni schopnosti zemin, kterymi
podzemni voda proudi. Prvnim xenobiotikem z kategorie 1éCiv, které pied 15 lety nalezli
némecti védci v podzemni vodé, byla kyselina klofibrova. Od té doby byla vypracovana fada
studii, které potvrdily kontaminaci pitné vody né€kolika riiznymi latkami. U nds byla napft.

zjisténa ptitomnost estrogenti ve vodni nadrzi Zelivka [46].

V soucasnosti 1ze v zivotnim prostiedi velice dobie urcit a kvantifikovat kolem 100 riznych
1é¢iv. Nicméné jen v CR je prozatim registrovano pres 1200 nejriizn&jsich 1é&ivych ptipravkd,
coz mimo jiné znamend, Ze jsme prozatim schopni sledovat pouze desetinu celkového
Iékového znecisténi. Pfi analyzach nejvice komplikuje situaci  interakce farmak s
huminovymi latkami. Druhym problémem jsou velmi nizké koncentrace samotnych
xenobiotik. Tento fakt vyZaduje ptedbéZnou Gpravu vzorku. Nejcastéji se pouziva SPE (Solid
Phase Extraction). Oba tyto faktory kladou velké naroky na pfistrojové vybaveni, upravu
vzorkd a metodiku stanoveni. Jako analytické metody se nejcastéji vyuziva LC-MS diky své

vysoké selektivité a citlivosti [48].

Aktivni latky 1écivych piipravkl, produkty jejich degradace a metabolity byly nalezeny ve
vsech castech zivotniho prostfedi. Ackoliv jesté nejsou u vSech presné znamy jejich G€inky na
prirodu, je ziejmé, Ze predstavuji vazny problém, a to nejen pro ¢lovéka, ale také pro vSechny
zasazené ekosystémy. Je proto nutné pokracovat ve vyzkumu tohoto celosvétového problému

i nadale[49].

10. Cil prace
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Cilem prace je stanovit schopnost fytoextrakce farmak ze skupiny nesteroidnich

protizanétlivych substanci — naproxenu, ibuprofenu a diklofenaku vybranymi kultivary Pisum

sativum, Helianthus annuus, Zea mays, a Brassica, napus. V ramci projektu je zkoumano

vzajemné ovlivnéni testovanych substanci pii fytoextrakci a rovnéz ovlivnéni extrakéni

ucinnosti ptitomnosti dalsi substance, kyseliny salicylové jako metabolitu hojné vyuzivaného

analgetika-antipyretika — kyseliny acetylsalicylové. Soucasti prace je 1 vyhodnoceni
extrahovatelnych rezidui z rostlinnych tkani po fytoextrakénim experimentu.
Préce zahrnuje:
1) Ptipravu sterilnich in vitro kultur vybranych rostlinnych species, stanoveni
optimalnich parametrti pro sterilizaci a kultivaci nové ziskanych polnich kultivart.
2) Provedeni fytoextrakénich experimentli s monokomponentnimi a dikomponentnimi
roztoky farmak v kultivaénim médiu a stanoveni ¢asové zavislosti poklesu
koncentrace testovanych latek pomoci HPLC.
3) Extrakce vybranych rostlin a test extrahovatelnych rezidui.
4) Vyhodnoceni vzdjemného vlivu farmak na uc¢innost fytoextrakce jako modelu

kotenové Cistirny.

11 Experimentalni ¢ast
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11.1 Chemikalie a pristroje

Byla pouzita semena nasledujicich rostlinnych druht:
- Peluska jarni (Pisum sativum) cv. Andrea (Selgen a.s.)
- Kukufice setd (Zea mays) hybrid DKC2971 (Monsanto)
- Slune¢nice ro¢ni (Helianthus annuus) cv. Extrasol, Belem (Monsanto)

- Repka olejka ( Brassica napus) cv. Exocet

Ptehled pouzitych chemikalii
Ibuprofen (Cistota 99,9 %,Zentiva), diklofenak (Cistota 99,9 %, Zentiva), naproxen
(Cistota 99,9 %, Sigma), sacharosa Cistotou p.a ,firma Kulich z Hradce Kralové,
myo-inositol pro tkanové kultury (Sigma). Methanol, acetonitril a dichlormethan
pro HPLC vyrobce firma Lab-Scan, kyselina fosfore¢na 85% a kyselina octova
99,8%(p.a.,Merck,),dihydrogenfosfore¢nan sodny (p.a.,Lachema), DMSO kvalitou
pro tkanové kultury zakoupeny od firmy Sigma. Savo zakoupené jako klasicky
komeréni produkt od firmy Biochemie s.r.o Bohumin, voda pro experimenty byla
pfipravena na piistroji DEMIVA od vyrobce Watek, CR a dalsi anorganické
chemikalie pro piipravu media &istotou p.a Lachema, CR. Chloroform a ethanol

¢istotou p.a byl od firmy Merck.

Pristroje: HPLC analyza byla provedena na chromatografickém systému
INCOS, slozeném z vysokotlakého cerpadla INCOS LPC 5020, autosampleru
INCOS LCS 5040 a UV detektoru INCOS 5000. Pouzita byla kolona se
sorbentem Reprosil 100 C-18 (Sum) o rozméru 4,4 x 250 mm. Analyzy byly
provadény v mobilni fazi za UV detekce. Podminky méfeni jsou uvedeny
v tabulce 2. Pritok mobilni faze byl 1,0 ml/min.Data byla vyhodnocovana
chromatografickym programem Clarity (DataApex) s automatickym pfepoctem
dle namétené kalibracni zavislosti, mez detekce 0,05 mg/l. Dale byly pouzity
piistroje: laminarni box (Labox, CR), pH-metr (IQ, Scientific instruments),
magnetickd michacka IKA-basic, TLC folie Kieselgel 60 F254 (Merck), vakuova

rotacni odparka a bézny laboratorni material a pomticky.

Tab. 2 Podminky méfeni — mobilni faze a UV detekce
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Farmakum Pouzita mobilni UV detekce

faze [nm]

acetonitril:

methanol: kyselina
ibuprofen 230
octova (1%);

(1:1:0,7; v/vIv)

acetonitril:
naproxen methanol: voda 270

(4:4:2, v/v/Iv)

methanol/pufr
(2:8,v/v);

pufr (smés 1:1 (v/v)
diklofenak H3PO4 (1g/1) a
NaH2PO4. 2H20
(2,08 g/

280

11.2 Kultivace rostlin a odbér vzorku

Semena byla nejprve sterilizovana pisobenim 70 % ethanolu po dobu 1 min a
nasledné 10 % nebo 15 % roztokem Sava s ptidavkem smacedla po dobu 20 min.
Takto sterilizovana semena byla poté nckolikrat promyta sterilni destilovanou
vodou a pfenesena za sterilnich podminek do Erlenmeyerovych banck (250ml,
500ml) obsahujicich sterilni kultiva¢ni médium dle Murashiga a Skooga, které
navic obsahovalo sacharosu a myo-inositol (tabulka 3). Hodnota pH byla
nastavena pred sterilizaci na 5,8-6. Do kazdé kultivacni banky byla vnesena 4
semena kukufice, slunecnice nebo pelusky a pfi pouziti fepky bylo pfidano 8
semen. Tento postup byl proveden za sterilnich podminek v laminarnim boxu.

Semena byla kultivovana pti 25°C. Barky s rostlinami u kterych byla vizualné
prokazana bakteridlni kontaminace byly pribézné odstraiiovany. Po dosaZeni
optimalni velikosti byly krostlinAm pfiddna sledovana farmaka ve formé

zasobnich roztoki tak, aby bylo dosazeno vstupnich koncentraci v experimentu v
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intervalu 15-20 mg/l. Ibuprofen byl pfiddvan ve formé zdsobniho roztoku o
koncentraci 4 mg/ml v DMSO, naproxen o koncentraci 4 mg/ml ve vodé a
diklofenak o koncentraci 4 mg/ml v DMSO. Po pfidani farmak bylo medium
v kultivaénim experimentu promichéno a okamzité byl odebran kontrolni vzorek
pro stanoveni aktudlni vychozi koncentrace.

Dalsi vzorky ur¢ené k HPLC analyze byly odebirany za sterilnich podminek
v mnozstvi 0,5 ml po dobu tfi az péti dnii. Experiment byl vzdy ukoncen pfi
pocatecnich ptiznacich odumirani rostliny nebo zndmkach kontaminace kultury.
Po skonceni experimentu byly rostliny myty destilovanou vodou, zvazeny a byl
zméten objem zbylého media. Rostliny 1 medium byly déle zamraZeny pfi minus

18°C za icelem dalSich analyz.

Tab. 3 Slozeni media dle Murashiga a Skooga

Koncentrace

Chemikalie [mg/1]
KNO; 1900
NH4NO; 1650
CaClz . 2H20 440
MgSO4 . 7H20 370
H;BO; 6,2
KH,PO4 170
MnSOy . 4H,0 22,3
ZnSO, . 4H,0 8,6
Komplexon | 0,83
Na,MoO, . 2H,0 0,25
CuSO, . 5H,O 0,025
CoCl, . 6H,O 0,025
Na,EDTA 37,3
FeSO, . 7H,O 27,8
Sacharosa 30000
Myo- inositol 100
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11.3 Izolace extrahovatelnych rezidui a produktii biotransformace

Rostliny z fytoextrak¢nich experimentl byly pouZzity pro analyzu extrahovatelnych
rezidui a moznych produktl biotransformace. Zmrazend a zvéazena rostlina byla
homogenizovana za ptidavku moiského pisku v tfeci misce. K vzniklé suspenzi byl
nasledn¢ pfidan dichlormethan a celd smés byla umisténa do ultrazvukové 1dzné na
dobu 10 minut. Smés byla zfiltrovana ptes papirovy filtr a tuhé Casti rostliny tim byly
odd€leny. Roztok byl nasledné¢ dvakrat extrahovan dichlormethanem. Spojené
organické faze byly vysuSeny bezvodym siranem hofecnatym pies noc a poté bylo
susidlo odfiltrovano. Rozpoustédlo bylo odpafeno za vakua a odparek byl uchovan

pro dalsi analyzy.

Rozmrazené medium bylo extrahovano tfikrat dichlormethanem (150ml media na
30 ml rozpoustédla) po dobu nékolika minut. Extrakt byl vysusen bezvodym siranem
hofe¢natym ptes noc. SuSidlo bylo odfiltrovano ze smési pies filtracni papir a

rozpoustédlo bylo odpateno za vakua. Odparek byl uchovan pro dalsi analyzy.

Analyzy extrakti byly provadény TLC chromatografii srovnanim extraktu
z rostliny nebo media se standardem. Detekce latky byla provedena pod UV svétlem o
vinové délce 254 nm. Jako mobilni faze byl pouzit chloroform v piipad¢ analyzy
rostlin a media z fytoextracnich experimentll s ibuprofenem a diklofenakem. Pii
analyze rostlin nebo media obsahujici naproxen byla tato mobilni faze jesté okyselena

1 % kyselinou octovou v methanolu v poméru (1:0,3; v/v).
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12. Vysledky a diskuse

Byla provedena fytoextrakce rostlinami pelusky jarni v roztoku s obsahem naproxenu
(vychozi koncentrace naproxenu byla 20,15 mg/l) a ve smési naproxen/ibuprofen. Primér
vychozich koncentraci ve smési byl 17,48 mg/l naproxenu a 20,46 mg/l ibuprofenu.
Sledovan byl vliv ibuprofenu na extrakci naproxenu. Pfi srovnani extrakce naproxenu
v monokomponentnim roztoku (graf 1) a v dikomponentnim roztoku (graf 2) je ziejmé, ze
pfidany ibuprofen vyrazn€ neovliviiuje extrakci naproxenu. Extrakéni schopnost rostlin
v dikomponentnim roztoku je mirné snizena oproti monokomponentnimu coz muze byt
zpusobeno vyssi koncentraci substanci ve smési naproxen/ ibuprofen. Po 24 hodinach bylo
v mediu stanoveno 47,8% a ve smési 58% vychozi koncentrace naproxenu .Ctvrty den
experimentu se koncentrace naproxenu v monokomponentnim roztoku snizila o 89,51% a

v dikomponentnim roztoku o 81,4% vstupni koncentrace.

Hrach, naproxen
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Graf 1. Casovy priibéh fytoextrakce naproxenu ( 20,15 mg/l ) peluskou jarni, (&islo
méteni odpovidd ¢asovému useku 1 = 0 h, 2 =24 h, 3 =48 h, 4 = 72 h, 5 = 96h,

mnozstvi studovanych latek je vyjadieno jako % vychozi koncentrace).
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hrach, naproxen a ibuprofen
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Graf 2. Casovy pribéh fytoextrakce naproxenu ( 17,48 mg/l) a ibuprofenu (20,46mg/l,)
peluskou jarni, (Cislo mefeni odpovida ¢asovému iseku 1 =0h, 2=24h,3 =48 h,4 =72

h, 5 =96, mnozstvi studovanych latek je vyjadreno jako % vychozi koncentrace).

Porovnavala jsem také fytoextraéni schopnost naproxenu ve smési naproxen/ kyselina
salicylova (graf 3) s monokomponentnim roztokem naproxenu v rostlinach pelusky jarni. Ve
smési naproxen a kyselina salicylova byla méfena pouze extrakéni schopnost pro naproxen a
vyhodnocoval se vliv kyseliny salicylové na jeji pribéh. V dikomponentnich roztocich byla
piidana kyselina salicylova ve dvou koncentracich ( 1mg/l a Smg/l). Extrakéni schopnost
rostlin pro naproxen se pusobenim kyseliny salicylové mirn€ snizila. Z grafu 3 vSak vyplyva,
ze pridani takto nizkych koncentracich do roztoku nemd na fytoextrakéni schopnost
naproxenu vyrazny vliv. Pfi srovnani Casového pribéhu fytoextrakce smési naproxen
(14,66mg/1)/ kyselina salicylova (1 mg/l) sroztokem naproxen (15,53mg/l)/ kyselina
salicylova (5mg/l) vyplyva, ze ve smési s vyssi koncentraci kyseliny salicylové je extrakéni
schopnost naproxenu tfeti a Ctvrty den experimentu mirn€ vyssi. Po 24 hodinach bylo
stanoveno 36,9% vstupni koncentrace naproxenu v monokomponentnim roztoku a ve smési
vpruméru o 5% vysSi. Posledni den méfeni byla stanovena hodnota naproxenu
v monokomponentnim roztoku pod mezi detekce a ve smési naproxen / kyselina salicylova

(1mg/1) bylo nalezeno 2,7% vstupni koncentrace naproxenu.
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Hrach, naproxen a SAL
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Graf 3. Casovy pribéh fytoextrakce naproxenu (14,80 mg/l) v porovnani s &asovym
pribéhem fytoextrakce ve smeési naproxen( 14,66 mg/l)/ kyselina salicylovd (Img/l) a
¢asovym prubéhem fytoextrakce ve smési naproxen (15,53 mg/l)/ kyselina salicylova (5mg/I)
peluskou jarni, (¢islo méteni odpovida ¢asovému tseku 1 =0h,2=24h,3=48h, 4=72h,

5=96 h, mnoZstvi studovanych latek je vyjadreno jako % vychozi koncentrace).
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Casovy prubéh fytoextrakce rostlinami sluneénice roéni byl proveden pro naproxen a
smési naproxen/ibuprofen a naproxen/diklofenak. Byla porovnavana jsem fytoextracni
schopnost naproxenu v monokomponentnich a dikomponentnich roztocich. Pfi srovnani
fytoextraéni schopnosti samotného roztoku naproxenu (graf 4) a smési naproxen a
ibuprofen (graf 5) vyplyva, Ze pfitomnost ibuprofenu v mediu zvySuje extrakci
naproxenu. Po 48 hodindch byla koncentrace naproxenu ve smési naproxen/ ibuprofen
pod hodnotou meze detekce, ale v monokomponentnim roztoku byla stanovena na 8,3%
vstupni koncentrace. V dal§im experimentu byl stanoven casovy pribéh fytoextrakce
smési naproxen/ diklofenak (graf 6). Casovy pribsh fytoextrakce naznaduje, Ze
pritomnost diklofenaku snizuje extrakci naproxenu. Po 24 hodinach byla koncentrace
naproxenu v monokomponentnim roztoku stanovena na 40% a ve smési na 77,4%
vychozi koncentrace. Tteti den byla koncentrace naproxenu pod hodnotou meze detekce

a ve smesi s diklofenakem byla stanovena na 1% vstupni koncentrace.
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Graf 4. Casovy pribéh fytoextrakce naproxenu (15,12 mg/l) sluneénici roéni cv.
Belem, (Cislo méteni odpovida ¢asovému useku 1 =0h,2=24h,3 =48 h,4 =72 h,
5 =96 h, 6 = 120 h, mnozstvi studovanych latek je vyjadieno jako % vychozi

koncentrace).
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Slunecnice naproxen a ibuprofen
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Graf 5. Casovy pribéh fytoextrakce naproxen (20,11 mg/l)/ibuprofen (20 mg/l) sluneénici
rocni cv. Belem, (Cislo méfeni odpovida ¢asovému tseku 1 =0h,2=24h,3 =48 h,4="72h,

mnozstvi studovanych latek je vyjadfeno jako % vychozi koncentrace).
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Graf 6. Casovy pribéh fytoextrakce naproxen (15,03 mg/1)/ diklofenak (15,1 mg/l) slune¢nici
ro¢ni cv. Belem, (¢islo méteni odpovida casovému useku 1 =0h,2=24h,3 =48 h,4=72h,

5 =96 h, mnozstvi studovanych latek je vyjadieno jako % vychozi koncentrace).
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Déle byla provedena fytoextrakce rostlinami kukufice seté pro naproxen (graf 7), diklofenak
(graf 8) a smés diklofenak/naproxen (graf 9). Porovnavala jsem extrakéni schopnost
naproxenu a diklofenaku v monokomponentnich roztocich a ve smésich téchto dvou farmak.
Z Casového prubehu extrakce je zfejmé, Ze naproxen ma vyssi fytoextrakéni schopnost nez
diklofenak. Po 24 hodinach po pfidani farmak do monokomponentnich roztokii byla
stanovena pfitomnost naproxenu na 8,7% a diklofenaku na 78% vstupni koncentrace.

Z grafu 9 vyplyva, Ze extrakéni schopnost naproxenu ve smési je ptitomnosti diklofenaku
vyrazné snizena pouze pii prvnim odbéru (po 24 hodinach) a v nasledujicich dvou dnech
koncentrace naproxenu a diklofenaku ve smési klesa pfiblizn¢ na stejnou koncentraci jako

u medii, které¢ obsahuji pouze jedno z 1éCiv.
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Graf 7. Casovy pribéh fytoextrakce naproxenu (20,04 mg/l) kukufici setou, (¢islo méfeni
odpovida ¢asovému useku 1 =0 h, 2 =24 h, 3 =48 h, 4 = 72 h, mnozstvi studovanych latek

je vyjadreno jako % vychozi koncentrace).
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Kukufrice, diklofenak
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Graf 8. Casovy prubéh fytoextrakce diklofenaku (20,12 mg/l) kukufici setou, (¢islo méfeni
odpovida ¢asovému tseku 1 = 0 h, 2 =24 h, 3 =48 h, 4 = 72 h, 5 = 96 h mnozZstvi

studovanych latek je vyjadieno jako % vychozi koncentrace).
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Graf 9. Casovy pribéh fytoextrakce smési naproxen (20,1 mg/l)/diklofenak (20 mg/l)
kukufici setou, (¢islo méfeni odpovida ¢asovému tseku 1 =0 h, 2 =24 h, 3 =48 h, 4 =72 h,

5 =96 h mnozstvi studovanych latek je vyjadieno jako % vychozi koncentrace).
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V dal$im experimentu jsem stanovovala fytoextrakéni schopnost ibuprofenu kukutici setou
(graf 10). Po 24 hodinéach klesla koncentrace farmaka v mediu o 95,1%. Tteti den bylo
mnozstvi ibuprofenu v mediu jiz pod hodnotou meze detekce. Casovy pribéh fytoextrakce
ibuprofenu je podobny naproxenu (graf 7) v monokomponentnich roztocich kukufice seté.
Pfi srovnani extrakce ibuprofenu (graf 10) a diklofenaku (graf 8) je zfejmé, ze ibuprofen je
vyrazné rychleji transportovan do kotfenového systému rostliny. Po 48 hodinach je vSak

koncentrace 1é¢iv v mediu pfiblizné na stejné urovni.
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Graf 10. Casovy pribéh fytoextrakce ibuprofenu kukufici setou (20,05mg/1) (&islo méfeni
odpovidd Casovému tseku 1 = 0 h, 2 =24 h, 3 =48 h, 4 =72 h, 5 = 96 h mnozstvi

studovanych latek je vyjadieno jako % vychozi koncentrace).
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Rovnéz byla provedena fytoextrakce rostlinami fepky olejky pro naproxen (graf 11) a
smési naproxen/diklofenak (graf 12) a diklofenak/ibuprofen (graf 13). Porovnavala jsem
pribéh extrakce monokomponentnich a dikomponentnich roztokil a rozdily ve fytoextrakci
smesi, které obsahovaly diklofenak. Fytoextrakéni schopnost pro pouzita farmaka po jejich
piidani do media byla nizs$i nez pii pouziti kukufice, slunecnice a pelusky. Tento fakt je
casteCné zpisobem menSim mnoZstvim biomasy u této plodiny. Pii srovnani extrakce
naproxenu v mediu (graf 11) a v pfitomnosti diklofenaku (graf 12) je zfejmé, Zze
fytoextrakéni schopnost pro naproxen ve smési je snizena. Po 24 hodinach bylo stanoveno
mnozZstvi naproxenu v mediu na 71,2% a ve smési na 92,5% vstupni koncentrace. Ctvrty den
méfeni se koncentrace naproxenu snizila o 90,5% v monokomponentnich roztocich a
v ptitomnosti diklofenaku pouze o 75%. Tento rozdil v extrakci je zifejmé zpiisoben vyssi

koncentraci 1é¢iv ve smési naproxen/diklofenak.
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Graf 11. Casovy pribéh fytoextrakce naproxenu (20,4 mg/l) fepkou olejkou, (&islo méfeni
odpovida ¢asovému iseku 1 =0 h,2=24h,3 =48 h, 4=72h,5=96 h, 6 = 120, mnozstvi

studovanych latek je vyjadieno jako % vychozi koncentrace).
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Repka, naproxen a diklofenak
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Graf 12. Casovy priibéh fytoextrakce smési naproxen (20,12 mg/l)/diklofenak(20,3 mg/1)
fepkou olejkou,(Cislo méteni odpovida casovému tseku 1 =0 h, 2 =24 h, 3 =48 h, 4 =

72 h, 5=96 h mnozstvi studovanych latek je vyjadieno jako % vychozi koncentrace).

V dal§im experimentu jsem stanovovala fytoextrakéni schopnost smési diklofenaku a
ibuprofenu rostlinami fepky olejky. Z grafu.13 vyplyvé, ze extrakce diklofenaku je vyssi
néz ibuprofenu . Prvni den odbéru klesla koncentrace diklofenaku o 51,8% a ibuprofenu o
43,2%. Po 72 hodinach bylo stanoveno mnozstvi diklofenaku na 2% a ibuprofenu na 6,7%
vstupni koncentrace. Pti extrakci NSA rostlinami fepky olejky nedoSlo ani u jednoho
farmaka ke snizeni koncentrace pod hodnotu meze detekce. Pfi porovnani extrakce
diklofenaku v pfitomnosti naproxenu (graf.12) a ibuprofenu (graf.13) je ziejmé, ze
diklofenak se transportuje rychleji a ve vys$si mife do kofenového systému fepky za
pritomnosti ibuprofenu. Prvni den odbéru byl rozdil v extrakci diklofenaku v téchto
dikomponentnich roztocich o 27,15% vstupni koncentrace. Po 96 hodinach byla stanovena
koncentrace diklofenaku v pfitomnosti naproxenu na 12% a v pfitomnosti ibuprofenu na

6,7% vstupni koncentrace.
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Graf 13. Casovy pribéh fytoextrakce smési diklofenak (20,23 mg/1)/ibuprofen(20,12 mg/1)
fepkou olejkou, (¢islo méfeni odpovida ¢asovému tseku 1 =0 h,2 =24 h, 3 =48 h,4 = 72h,

5 =96 h mnozstvi studovanych latek je vyjadieno jako % vychozi koncentrace).

Pti dal$im experimentu jsem porovnavala fytoextrakéni schopnost pro naproxen ve smeési
naproxen/ kyselina salicylovd ( graf 15) s monokomponentnim roztokem naproxenu
v rostlindch fepky olejky.Ve smési naproxen/ kyselina salicylovd byla méfena pouze
extrak¢ni schopnost pro naproxen a vyhodnocoval se vliv kyseliny salicylové na jeji priubéh.
V dikomponentnich roztocich byla pfidana kyselina salicylova ve dvou koncentracich (1mg/1
a 5Smg/l). Pfi prvnim odbéru (po 24 hodindch) klesla koncentrace naproxenu v mediu
pramérné o 50%. Po 48 hodindch byla vyrazné vyssi extrakéni schopnost pro naproxen
v pritomnosti kyseliny salicylové ( Img/) a to rozdilem 12% vstupni koncentrace. Posledni
dva dny odbérti nebyly rozdily ve fytoextrakéni schopnosti naproxenu vyrazné a po 96
hodinach byla stanovena koncentrace naproxenu v mediich v rozmezi 6% a 7% vstupnich
koncentracich. Z grafu 15 je zfejmé, Ze extrakce naproxenu se v piitomnosti kyseliny

salicylové vyrazné€ nezmenila.
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Repka , naproxen a SAL
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Graf 15. Casovy pribéh fytoextrakce naproxenu (15,45 mg/l) v porovnani s asovym
prubéhem fytoextrakce ve smési naproxen( 15,98 mg/l)/ kyselina salicylova (Img/l) a Casovym
pribéhem fytoextrakce ve smési naproxen (16,38 mg/l)/ kyselina salicylova (5mg/l) fepkou
olejkou, (¢islo méfeni odpovida ¢asovému useku 1 =0h,2=24h,3 =48 h,4=72h,5=96h,

mnozstvi studovanych latek je vyjadieno jako % vychozi koncentrace).
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Tab.4 Piehled fytoextrakénich experimentl a analyzy extraktl z rostlin a medii

provedené TLC (+ fytoextrakce, + analyza extraktii z rostlin, + analyza extrakti z media)

NPX DCF IBU DCF*IBU | NPX*IBU | NPX*DCF | NPX*SAL
hrach ++ + +
slune¢nice + + + +
kukufice |+ +
fepka + + + +

V tabulce 4 jsou ptehledné znazornény vSechny provedené fytoextrakéni experimenty.
Provedeny extrakéni experiment je oznacen Cernym symbolem(+). Dale by provedeny
experimenty s material ziskanym béhem kultivaénich exprimenti a to s rostlinami
péstovanymi na mediu obohaceném studovanymi xenobiotiky. U rostlin byly po
homogenizaci pfipraveny dichlormethanové extrakty, které byly testovany na pfitomnost
extrahovatelného rezidua pouzité substance, v piipad¢ medii byly testovany dichlormethanové
extrakty na pfitomnost latek aromatického charakteru, které by naznaCovaly moZznost
vylucovani transformovanych vychozich substanci do media. Ve vSech testovanych piipadech
(analyza extraktl z rostlin je oznacena zelenym symbolem (+) a z media ¢ervenym symbolem
(+)) byla nalezena extrahovatelné rezidua vychozich farmak, naopak nebyly nalezeny zadné
latky, které by byly zpétn€ vylucovany do media a souvisely by s vychozi pouzitou substanci.

Srovnanim ziskanych vysledkll fytoextrak¢nich experimentd v monokomponentnich a
dikomponentnich smésich Ize dojit k zavéru, ze pribéh extrakce testované substance je do
jisté miry ovlivnén pfitomnosti dalSich latek v modelovém roztoku. Vzijemné ovlivnéni
ucinnosti Ize nalézt u dikomponentnich kombinaci ibuprofenu, naproxenu a diklofenaku, vliv
kyseliny salicylové na fytoextrakci vySe uvedenych latek je velmi slaby. V ptipadé
ibuprofenu, naproxenu a diklofenaku se jedna o jistou strukturni podobnost, kterd miize
rezultovat v kompetici téchto latek o transportni kandly ¢i sorpéni povrch a vzajemné
ovlivnéni extrakéni ucinnosti je potom diisledkem téchto vliva.

Vzhledem k tomu, Ze projekt je zaméfen na studium procest v kofenovych distirnach je
vyznamnym poznatkem 1 fakt, ze v kultivatnim mediu nebyly nalezeny metabolity
vylu¢ované zpétnym transportem. Nedochazi tedy ke zpétné kontaminaci remediovaného
systému coz by vyrazn¢ omezovalo moznosti zavedeni jinak atraktivniho dekontamina¢niho

systému do praxe.
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13. Zavér

Z vysledki experimentl je ziejmé, ze farmaka v monokomponentnich a dikomponentnich
roztocich jsou extrahovana rostlinami rozdiln€. Tyto rozdily jsou zptisobené druhem rostliny,
mnozstvim biomasy, koncentraci 1éCiv a jejich vzijemnymi interakcemi. Pfi srovnani
fytoextrakce farmak v riiznych druzich rostlin vyplyva, ze slunecnice ro¢ni a kukufice setd je
pro fytoextrakci NSA vhodngjsi neZ peluska jarni a fepka olejka. Casové pribéhy
fytoextrakce NSA v monokomponentnich a dikomponentnich roztocich farmak slunec¢nici
rocni a kukufici setou znézornuji, Ze tfeti den (po 72 hodinach) bylo mnozstvi NSA v mediu
jiz pod hodnotou meze detekce. Vyjimkou byla pouze fytoextrakce smési naproxen a
diklofenak slunecnici ro¢ni (graf. 6) kde mnozstvi NSA v mediu po 72 hodinach nebylo pod
hodnotou meze detekce. Z grafii casového pribéhu fytoextrakce NSA rostlinami peluskou
jarni a fepkou olejkou vyplyva, ze extrak¢éni schopnost pro NSA téchto plodinami je nizsi. Pii
kazdodennim odbéru vzorkli z media v peluSce jarni a fepce olejce nedoslo ke sniZeni
koncentrace farmaka pod hodnotu meze detekce po 96 hodindch v Zadném z provedenych
experimentl. Rozdilna extrakéni schopnost pro NSA u pouzitych rostlin je Casteéné
zpusobena rozdily v mnozstvi biomasy a ziejmé velikosti absorpéniho povrchu kotfenového
systému.

Pii porovnani fytoextrakce pouzitych 1é€iv ze skupiny nesteroidnich antirevmatik konkrétné
diklofenaku, naproxenu a ibuprofenu je zfejmé, ze pribeh extrakce v monokomponentnich
roztocich téchto farmak je podobny. Rozdily ve fytoextrak¢ni schopnosti NSA jsou vyraznéjsi
pfi srovnani monokomponentnich a dikomponentnich roztokd farmak. Z experimentl
vyplyva, Ze extrakéni schopnost farmak ve smési je vétSinou snizena. Diivodem nizsi extrakce
v provedenych experimentech je koncentrace 1éCiv ve smési a jejich mozné vzijemné
interakce. Porovnavana byla vzdy fytoextrakéni schopnost naproxenu ve smési s jinym NSA.
Z grafl vyplyva, Ze extrakce naproxenu je pfitomnosti jiného NSA sniZend. Vyjimkou byla
fytoextrakce smési naproxen/ibuprofen sluneCnici ro¢ni, kde vSak rozdily nebyly jinak
vyrazné. Sledovan byl rovnéz vliv pritomnosti kyseliny salicylové na extrakéni schopnost
naproxenu. Z grafu 3 a 15 vyplyva, Ze pfitomnost kyseliny salicylové v nizkych koncentracich

(1mg/l a 5Smg/l) na extrakci naproxenu nema vyrazny vliv.
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Fytoextrakce je metoda, kdy je xenobiotikum z vody nebo pidy pfijimano kofenovym
systémem a mlze dojit k jeho transportu do nadzemnich ¢asti rostliny. Tato biotechnologicka
metoda se pouziva pouze pro kontaminanty, které se nachazeji ve vod¢ nebo v pide v nizkych
koncentracich. Rostliny zachyti farmakum a pienesou jej pifes selektivné permeabilni
plazmatickou membranu, ktera ohranicuje builkku, pomoci ion-transportnich proteina
pfitomnych v membrané [25]. Lécivo se ndsledné¢ muize akumulovat v pletivech. Rostlinnd
buiikka obsahuje pestrou Skalu enzymdu, které jsou potenciondlné schopné metabolizovat
farmakum. Je tomu tak proto, Ze v rostlinnych butikach je syntetizovana celd fada sloucenin
slozitych struktur v mnohych smérech podobnych strukturam latek cizorodych. Podstatnou
ulohu pfi metabolismu xenobiotik v rostlinach hraji monooxygenasy se smiSenou funkci
s cytochromy P450 jako termindlni oxidasou a dale pak peroxidasy. V ptipadé, Ze
biotransforma¢nimi reakcemi dochazi ke sniZeni toxicity sloucenin, je tento proces oznacovan
jako detoxikace. Jestlize vSak dochdzi k reakcim, které vedou ke zvyseni toxického ucinku
cizorod¢ latky, je biotransformace oznacovana jako aktivace xenobiotika.

Pfeménu cizorodych latek rostlinami muizeme rozdélit do tii fazi. Pti biotransformaci
v rostlindch nedochazi k efektivnimu vylucovani metaboliti xenobiotik. Derivatiza¢ni faze
zahrnuje enzymové katalyzované zavedeni nebo odkryti polarnich skupin molekuly
xenobiotika. U toxickych sloucenin vedou reakce této faze vétSinou ke tvorbé detoxikacnich
metabolitd. V fadé piipadi vSak dochazi i1 k aktivaci xenobiotik za tvorby toxict&jSich
produktti. Pokud cizoroda latka obsahuje vhodnou funkéni skupinu muize biotransformace
probihat reakcemi druhé faze tzv. konjuga¢nimi. Konjugaty jsou pak v rostlindch ukladany
v nékterych ¢astech buiiky. Mistem akumulace pro rozpustné konjugaty jsou vakuoly. Nékteré
produkty konjugaéni faze prochdzeji jesté treti fazi pii které dochazi k reakcim s nékterymi
slozkami bunécéné stény jako jsou ligandy a pektiny [50]. Metabolismus nesteroidnich
antirevmatik v rostlinnych butikach nebyl jesté prozkouman. Neni znamo v jaké mife jsou tato
1éCiva biotransformovédna v rostlinach a nejsou urCeny metabolity téchto reakci a jejich
potencidlni toxicita Pii vyuZiti fytoextrakce k odstranéni nesteroidnich antirevmatik a dalSich
1é¢iv z vodnich tokt je dilezité nejdiive prozkoumat osud téchto latek v rostlinach. Pokud by
totiz dosSlo k aktivaci 1é¢iva za tvorby toxictéjSich produkti zpiisobila by tato metoda jen

zhorSeni stavajici situace.
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15. Abstrakt

V praci byl studovan vzijemny vliv ibuprofenu, naproxenu a diklofenaku na ucinnost
fytoextrakce z vodnych roztoku rostlinami Helianthus annus, Zea mays, Pisum sativum a
Brassica napus plants. Pro experimenty byla vybrana farmaka ze skupiny nesteroidnich
protizanétlivych latek. Vysledky ukézaly, Ze pfi porovnani Gc¢innosti fytoextrakce samotné
substance s fytoextrakci ve smési farmak dochdzi k zméndm ve fytoextrakéni Uc¢innosti.
Fytoextrakce naproxenu byla negativné ovlivnéna piitomnosti dalsi latky ze skupiny
nesteroidnich antirevmatik ze skupiny arylalkanovych kyselin. Vliv kyseliny salicylové
v nizkych koncentracich nebyl vyznamny. Efektivita pouzitych rostlin byla v souladu s
mnozstvim produkované biomasy a velikosti absorpéni plochy kofenového systému. Analyza
rostlin prokdzala pfitomnost extrahovatelnych rezidui pouZzitych substanci. Pfi analyze media
nebyly nalezeny latky vyluCované zpétnym transportem do kultivacniho roztoku, coz je

priznivym faktem pro praktické pouziti testovaného systému v kofenovych Ccistirnach.

Abstract

This work has studied interaction between ibuprofen, naproxen and diclofenac for
phytoextraction efficiency by Helianthus annus, Zea mays, Pisum sativum and Brassica
napus plants. The experiments were focussed to massively used non-steroidal
anti-inflammatory drugs. The results showed differences when compare of the
phytoextraction efficiency single substance and their mixtures. The presence of diclofenac or
ibuprofen in plants decreased extraction of naproxene from the cultivation medium. The
presence of salicylic acid showed no influence in extraction of mixtures. The efficiency of
plants depends on the amount of produced biomass and root surface. The analysis of plant
showed the presence of extractable residues. The compounds excreted into medium by back-
transport did not found. This is a positive factor for practical using of tested system in

constructed wetlands.
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