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1. Uvod

Rozvoj védy a techniky umoznil vznik latek, které nemaji pfirozeny ptivod v
pfirodé, ale byly uméle syntetizovany ¢&lovékem, tzv. xenobiotika. Rada téchto
slou¢enin (polychlorované bifenyly, polyaromatické slou¢eniny, chlorované alifatické
uhlovodiky) je$t¢ pfed neddvnem patfila diky svym vyhodnym fyzikdlnim a
chemickym vlastnostem mezi latky prumyslové vyznamné. Mnohem pozdéji bylo
zjisténo, Ze se jednd o perzistentni a toxické latky, které se hromadi v Zivotnim
prostfedi, mohou pronikat do potravnich fetézcli, a tak ohrozovat zdravi lidské i
Zivocisné populace. Vzhledem k velkému rozsifeni xenobiotik v ekosystému je v
dnes$ni dobé celosvétové vénovana pozornost mozZnosti odstrafiovani téchto latek a
dekontaminaci zasaZzenych ploch.

Existuje fada G¢innych fyzikalné-chemickych metod, které lze pouzit, avak
vétSinou se jednd o ekonomicky velmi ndro¢né postupy. Jednim z alternativnich
zpusobi je levné&jsi a pfirozenéjsi biologicka dekontaminace, kterd vyuZiva organismy
schopné v kontaminovaném prostfedi pfeZivat a kontaminujici latky degradovat. V
soutasné dobé jsou z tohoto hlediska stfedem zajmu bakterie, které odbourdvaji
organické polutanty a xenobiotika za aerobnich i anaerobnich podminek. PtestoZe i
vy$8i organismy, napf. rostliny, jsou nedilnou soudasti ekosystému, byla schopnosti
rostlin extrahovat, ukladat ¢i metabolizovat xenobiotika vénovana zatim velmi mala
pozornost.

V poslednich letech se kromé klasickych kontaminantd vySe zminénych typt
¢i riznych pesticidli, antioxidanti nebo kontaminanti z primyslovych vyrob vénuje
velkd pozornost pfitomnosti rezidui farmak v Zivotnim prostiedi. S masovym
rozvojem farmakoterapie, ktera sméfuje k nizkym davkam velmi biologicky u¢innych
slou¢enin a s rozvojem analytickych technik souvisi pravé zajem o jejich pfitomnost a
pisobeni v ekosystému. Ukazuje se totiz, Ze mnohé ztéchto latek sice v ptirodé
nevykazuji primérni biologickou aktivitu, nybrZ simuluji estrogenni aktivity se vemi

negativnimi vlivy s nimi souvisejicimi.'



2. Teoreticka ¢ast

2.1. Nesteroidni antirevmatika

Nesteroidni antirevmatika patfi mezi lé¢iva pouZivand k terapii nemoci
pohybového ustroji. Revmaticka onemocnéni lze rozdélit do nasledujicich skupin’:
a) zanétliva revmaticka onemocnéni
- skupina revmatoidni artritidy
- systémova onemocnéni pojiva
- spondylartritidy
b) degeratitivni kloubni onemocnéni
- osteoartroza
¢) mimokloubni revmatismus
- celkovy (fibromyalgie)
- lokalni (epikondylitida)
- skupina bolesti v zddech
d) metabolicka kloubni onemocnéni
- dna
e) metabolicka kostni onemocnéni

- osteopordza

Snaha terapie je navozeni remise, zmenSeni nebo uplné potlaceni bolesti,
odstranéni ranni ztuhlosti, udrZzeni nebo zlepSeni funk&nich schopnosti pohybového
ustroji, udrzeni nebo zlep$eni kvality Zivota, potlateni zanétlivé aktivity, zpomaleni
pokracujici destrukce kloubi. K dosaZeni téchto cill, je zptisob pouZiti antirevmatik
rozdilny, nebot’ tato onemocnéni jsou velice heterogenni.

a) ZanétlivdA onemocnéni autoimunitniho pivodu — nutnost potlacit
aktivitu cytokint, jeZ jsou zodpovédné za lokalni destrukci a systémové
projevy. Podévaji se kortikosteroidy a imunosupresivni 1é¢iva. Déle je
nutné potlacit ucinek cyklooxygenasy . Ta je zodpovédnéa za syntézu
prostaglandinti. Dojde k zmirnéni symptomii onemocnéni. K inhibici

cyklooxygenasy se pouzivaji nesteroidni antiflogistika. Kortikosteroidy
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se pouzivaji vkombinaci s cytostatiky pro lécbu systémovych
onemocnéni.

b) Degenerativni onemocnéni — pouZivaji se analgetika a nesteroidni
antiflogistika.

¢) Mimokloubni revmatismus — diraz je kladen na fyzikalni 1écbu a
rehabilitaci. K 1é¢b& se pouZivaji nesteroidni antiflogistika v lokalnich
lékovych formach, centralni myorelaxancia a kortikosteroidy pro
mistni aplikaci.

d) Dna - nesteroidni antiflogistika potla¢i zanétlivé projevy, urikosurie
nebo allopurinolem se sniZi urikémie v mezidobi mezi zachvaty.

e) Metabolické kostni onemocnéni — pouziva se Siroka paleta lé¢iv.

2.1.1. Nesteroidni antirevmatika pro celkovou terapii

Nesteroidni antirevmatika pro celkovou terapii jsou prvni volbou
bolestivych a zanétlivych stavii pohybového ustroji. Jejich jednorazové aplikovana
davka muzZe byt uZita jako analgetikum pfi vSech bolestivych stavech vedle cilené
terapie. NSA pfi opakovaném podani v malych davkach pusobi analgeticky. Aby se
docililo protizanétlivého u¢inku, je nutné podavat pravidelné vysoké davky NSA.
Malé davky jsou G¢inné u méné pokrocilych ptipadl osteoartrézy a mimokloubniho
revmatismu.

Mechanismus uéinku vSech NSA spo¢iva v inhibici cyklooxygenasy. Tim
dojde k zasahu do tvorby prostaglandini. Inhibice syntézy prostaglandini vede na
jedné strané k potlaeni zanétu, na druhé stran¢ vSak sniZuje tvorbu prostaglandini
obecné, cozZ vede ke vzniku fady neZadoucich u¢inki (Zaludek, ledviny, plice).

NSA jsou rozdéleny do jednotlivych skupin dle chemického slozeni, ne dle
rozdilu v u€innosti a mechanismu G¢inku, jelikoZ tyto rozdily nejsou velké. Ale
rozdilné jsou individualni odpovédi po jejich uziti. Zhruba u 60 % pacientli se da
ocekavat u€inek podanim jakéhokoli antirevmatika. Pokud se po zahdjeni terapie
nedostavi analgeticky u¢inek do tydne a protizanétlivy ucinek do tfi tydnd, je tieba

zménit pouZité NSA za jiné. Bud’ za jiné ze stejné skupiny anebo z jiné skupiny.
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2.1.2. NSA ze skupiny derivatu arylalkanovych Kkyselin

Tyto NSA se vyznauji dobrym protizanétlivym, antipyretickym a
analgetickym ufinkem. Rozdéleni je nasledné: derivaty kyseliny octové — jsou
uéinnéj$i (diklofenak, indometacin, tropesin, sulindac, tolmetin) a derivaty kyseliny
propionové — jsou lépe tolerovany (ibuprofen, ketoprofen, naproxen, flurbiprofen).

Lé¢iva se mohou podavat po dobu n€kolika tydnt az mésici. Maji kratky
biologicky polo¢as, vyluuji se moci prevazné ve formé metabolitti. PouZivaji se pfi

terapii zanétlivych a degenerativnich onemocnéni kloubt, patete a meékkych tkani.

2.1.3. Diklofenak

Neustalad a rychld modernizace naSeho svéta s sebou piina$§i mnoho novych
rizik a ,modernich“ chorob. Lidé, Zijici v dne$nim svété, jsou Casto vystavovani
velkému pracovnimu vytiZeni. Nevhodny Zivotni styl a nedostatek ¢asu zplsobuji, ze
mnoho lidi zanedbéva prvni pfiznaky chorob a snazi se vyhnout ¢asové naro¢né
nav§téveé lékafe. Pak pouzivaji 1éky, které jsou volné prodejné. Mezi takové 1é¢ebné
ptipravky patii léky s obsahem uéinné latky — diklofenaku.

Patti do skupiny derivatd kyseliny [2-(2,6-dichlorfenylamino)fenyl]octové

(Obr. 1)°.
©E\COOH
NH

Cl Cl
Obr. 1 Struktura diklofenaku

Toto nesteroidni antirevmatikum se vyznacuje analgetickym, antipyretickym a
antiflogistickym ¢inkem’. Analgetické a antipyretické uginky se projevi jiZ po jedné

déavce na rozdil od u¢inku antiflogistickych, které se projevi aZ pti vysSich davkach

-8-



aplikovanych nékolik dnii. SniZuje projevy akutniho i chronického zanétu, bolesti a
hypertermii.

Mechanismus u¢inku spoéiva v inhibici enzymu cyklooxygenasy, ktery
katalyzuje syntézu prostaglandini, prostacyklinu a tromboxanu. Pokud se diklofenak
poda intramuskularn¢, pak za 10-20 minut je dosaZzeno maximalni plazmatické
koncentrace. Na plazmatické proteiny je vazdno az 99,7% tohoto Ié¢iva.
Antirevmatikum je pfevazné eliminovano moéi (dvé tfetiny) v konjugované formeé
s kyselinou glukoronovou, jen 1% je vyluovano v nezménéné formé, stolici je
vyludovéna pouze jedna tetina. Z &asti se také vylutuje do matefského mléka’.
Podrobné&jdi studie prokazaly tvorbu t# zakladnich metabolitd - majoritniho

glukuronidu a dvou minoritnich hydroxyderivati (obr. 2)°.

HO,C
o)
COOH H?;Sift::;?EX/o
OH
o)
HN

—_—

COOH HO
\[::j:T\COOH
NH

Cl Cl

]/ v

Obr. 2 Hlavni metabolity diklofenaku (I) v lidském organismu. Struktura Il — majoritni
glukuronid, III a IV — 4¢-hydroxydiklofenak a 5-hydroxydiklofenak.
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Podava se pacientim, ktefi trpi akutnim i chronickym zanétlivym nebo
degenerativnim onemocnénim kloubti a patefe (revmatoidni artritida, osteoartréza), pri
1é¢b& mimokloubniho revmatismu, poopera¢nich a pourazovych zanétl, akutniho
dnavého zachvatu, dale se pouZiva na tlumeni bolesti, neuralgii nebo neuritid, u
nadorovych onemocnéni nebo zanétlivych onemocnéni v gynekologii ¢i urologii, ale
také pfi bolesti zubti nebo hlavy.

Lé¢ba diklofenakem je vyloudena v pfipad¢ piecitlivélosti na 1é¢ivo nebo na
nékterou pomocnou latku, na kyselinu acetylsalicylovou a ostatni NSA, pfi viedu
Zaludku a dvanactniku i v anamnéze, pfi krvéacivych stavech, pii t€Z8ich poruchach
funkce jater nebo ledvin, pfi t&Z$ich kardiovaskularnich onemocnéni spojenych
s retenci tekutin. Nesmi byt podavan v dobé gravidity a laktace. Injek¢ni forma neni
uréena pro déti®.

Ptipravek je obvykle velmi dobfe snasen. Nezadouci u€inky se objevuji pouze
ojedinéle, vé&tsinou byvaji mirné a ptechodné. I piesto se u pacienti miiZze vyskytnout
bolest hlavy, zavraté, Gnava, podrazdénost nebo projevy piecitlivélosti, alergické
kozni reakce, bolesti Zaludku, otoky.

BéZné se podava dospélym (75 mg) hluboko intraglutedlné. Ve vyjime€nych
ptipadech se aplikuje druha davka tyz den do opaéného glutealniho svalu nejdéle vSak
po dobu dvou dni. Dle potteby se ptechdzi na uZivani tablet nebo ¢ipku.

Pokud dojde k pfedavkovani, mohou se vyskytnout poruchy CNS (bolesti
hlavy, poruchy védomi, hyperventilace), poruchy GIT (bolesti bficha, krvaceni) a
funkéni poruchy jater a ledvin.

Béhem 1éEby diklofenakem, neni vhodné konzumovat alkoholické napoje,
nebot’ zplisobuje pokles plazmatické koncentrace kyseliny mocové a vzestup jeji

hladiny v mo&i®.

2.2. Fytoremediace

Vice nez 15 let je fytoremediace nebo pouZiti rostlinnych biotechnologii,
slouzicich k odstranéni organickych necistot a toxickych kovi z odpadnich vod a

znecisténych mist, polem $irokého zajmu védcil a rozvojovych aktivit. Fytoremediace
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se nyni jevi jako slibné a schidné feSeni pro dekontaminaci Zivotniho prostfedi a je
uznavéna pro nizké naklady a svoji nenaro¢nosti na Zivotni prostfedi. Navic je mozné
odstranit $kodliviny pfimo v pivodnim prostfedi, tzv. ,in situ“ technologie.
S rozvojem moznosti odhadnout rizika kontaminace Zivotniho prostiedi je zfejmé, Ze
v mnoha situacich je velmi vhodné pouzit pravé pomalou, nekonfliktni a ekonomicky
vyhodnou metodu jakou je pravé fytoremediace. Od fytoremediace se obecné
otekava, Ze bude pouzitelnd specidlné k extrakci iontd toxickych kovil
z kontaminovanych mist a k odstranéni zbytkl organickych polutantt.

Soucasné lidské aktivity vedou nejcastéji k chemické kontaminaci pudy,
sedimentil, vody nebo vzduchu, coZ mize mit vyrazny vliv na veskerou Zivou hmotu.
Existujici kontaminanty piedstavuji velky soubor chemickych latek od anorganickych
(ionty té€Zkych kovi) aZ po organické molekuly svice ¢i méné komplikovanou
strukturou a variabilni rozloZitelnosti. V pfipad€ organickych sloucenin je ¢asto cilem
modifikovat strukturu kontaminantu s cilem sniZit jeho toxicitu, nékdy vSak se
pouzivd jenom metoda k extrakci sledované latky, jak je tomu naptiklad u
anorganickych slouéenin nebo metoda fixace v ur¢ité kontaminované oblasti s cilem
zabranit $ifeni polutantu.

Technologické strategie vyuzivajici rostliny k extrakci ¢i modifikaci latek se
nazyvaji ,,fytotechnologie*“ mezi které se fadi i fytoremediace jako metoda specialné
vyhrazena za ucelem odstranéni nebo destrukce kontaminanti. Je definovana jako
uziti zelenych rostlin k pfesunu, akumulaci nebo odstrafiovani kontaminantti Zivotniho
prostfedi®. Fytotechnologie a fytoremediace vyuZivaji pfirozené rostlinné fyziologické
procesy. Podobné vyuziti rostlin se datuje jiz od davné minulosti, jiz f¥imska, mayska a
¢inska civilizace vyuZivala mozZnosti ¢isténi odpadni vody v pfirodnich moktadech.
V sou€asné dob€ jsou nejvyuzZivan&j$imi rostlinami vys$$i suchozemské rostliny,
stromy, travy a z nich pfedevs$im b&zné kultivované rostliny se znamou agrotechnikou.
Klasicka fytoremediace je ur€ena k ¢isténi kontaminovanych pud nicméné modernim
trendem je pravé Cisté€ni piedevSsim povrchovych ¢&i odpadnich vod v umélych
mokfadech. Stim souvisi i myS$lenka vyuziti vodnich rostlin k do¢istovani
povrchovych vod, piedev§im na vystupu z Cistiren odpadnich vod u velkych
meéstskych aglomeraci.

Ukazuje se, Ze remedia¢ni potencial rostlin méa vyjimeény vyznam a to hned

z nékolika duvodu:
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1. Velka &ast povrchu planety je pokryta rostlinami.

2. Rostliny jako celek maji velky podil biochemickych (hlavné
enzymatickych) aktivit, které mohou byt pouzity pro katabolické
transformace mnoha xenobiotik.

3. Od neolitického obdobi se lidé naucili p&€stovat rostliny a tato aktivita —
zemé&délstvi - vedla k nejdilezitej$i produkci na svéte.

4. Procesy zahrnujici rostliny jsou dobfe pfijimany vetejnosti, protozZe tyto
procesy jsou snadno pochopitelné i se zékladnimi znalostmi Zivota
rostlin, jejich cena je nizkd a mohou byt snadno zaclenény do
zemédélskych i lesnich porosti. Nezanedbatelnou roli hraje mnohde i
esteticky pfinos.

BohuZel ma tato metoda i své nevyhody. Je pomalejsi nez bézné fyzikalné-
chemické metody. Mulze dojit k negativnimu ovlivnéni prib&hu dekontaminace
zménou klimatickych podminek nebo obecné Zivotnich podminek rostlin jako jsou
obsah Zivin, vody apod. Mezi dalsi faktory, které mohou ovlivnit pribéh
fytoremediaéni technologie patfi napt. struktury pidniho profilu, hodnota pH pidy,
koncentrace soli a polutantd, resp. pfitomnost dal§ich polutanti. U téchto metod
rovnéZ nedochazi k uplnému odstranéni polutantti, ale pouze ke sniZeni koncentrace,

nastésti viak na biologicky pfijatelnou mez.

Technologii fytoremediace 1ze rozdélit dle principu na nasledujici typy:
Fytostabilizace znamend imobilizaci organickych a anorganickych
kontaminanti mechanismem zachytu v kofenech rostlin ¢i v rhizosféfe. Hlavnim
ukolem této technologie je prevence migrace kontaminantti v ptidé, zamezeni priniku
do podzemnich vod ¢i omezeni roz§ifovani polutantu v dasledku splachu ¢i eroze.
Rhizodegradace (neboli rhizosféralni degradace) vyuziva jak rostlinné
kofeny, tak pldni mikroorganismy. Interakce mezi rostlinou a mikroorganismy
v rthizosféfe vede k rozkladu, modifikaci ¢i mineralizaci organickych kontaminanti.
Rostlinné exsudaty v té€chto ptipadech stimuluji riist a metabolismus mikroorganismul.
Fytodegradace je technologie, pifi které jsou organické kontaminanty
vstfebany s rostlinou a pfeménény v jejich tkanich. Rostlinné buriky obsahuji nékteré

enzymy, které mohou metabolizovat organické kontaminanty a vzniklé produkty
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mohou byt dale uloZeny ve vakuolach nebo bunéénych sténach. V nékterych
ptipadech se da docilit i kompletni mineralizace jako naptiklad u TCE.

Fytovolatilizace vyuZiva absorpce kontaminantu kofeny a jeho translokaci do
list, kde je dale uvolnén do vzduchu v pribéhu transpiranich dé€ji. Tim dojde ke
zfedéni kontaminantu a sniZeni jeho toxicity.

Fytoextrakce (pfipadn¢ fytoakumulace) vyuZivd mozZnosti akumulovat
kontaminanty v rostlinnych tkanich a ukladat je v extrahovatelné ¢i neextrahovatelné
formé. Casto se pouZivd pro ionty kovi, jejichz extrakci lze zvysit pouZitim
chelata¢nich ¢inidel. PouzZitelna je ale rovnéZ pro organické kontaminanty, které se

v piivodni & metabolizované form& mohou ukladat v rostlinnych burikach’.

2.3. Diklofenak v ekosystému

Jak jiz bylo naznadeno, pouzitd farmaka pro terapii nejsou v Zivo€iSnych
organismech G¢innym zpisobem likvidovéna, jsou pouze ¢aste€né metabolizovana a
farmakon ¢i jeho metabolity jsou vyluGovany prevazné moci. Tim snadno dochazi ke
kontaminaci komunalnich odpadnich vod, ktera sice podléha technologickému
zpracovani v Cistirnach odpadnich vod, nicméné u¢innost technologie vi¢i nizkym
koncentracim farmak je obecné velmi mald. MnozZstvi odstranéného diklofenaku
zavisi na konkrétni technologii a podminkach, ve kterych je provozovana, ale ani
v nejlepsich ptipadech nepfevysuje hodnotu kolem 50 %. Tak napiiklad ve Svycarsku
byly u Gossau naméfeny hodnoty 1920 ng/l na vstupu istirny a na odtoku 930 ng/l,
coz odpovida 52 % u¢innosti, v jinych §vycarskych méstech v§ak byly pfi vstupnich
koncentracich 600-700 ng/l nalezeny na vystupu Cdistiren hodnoty odpovidajici
uginnosti 5 — 12 % '°. Zajimavé jsou predevsim hodnoty na odtoku &istiren odpadnich
vod, kdy tieba v Némecku byly b&zné stanoveny hodnoty kolem 800 ng/l ''. Znagné
koncentrace byly rovnéZz nalezeny v bieznu 2001 v Italii, kdy na odtoku z Cistirny
komunalnich odpadnich vod bylo v Rim& nalezeno 1480 ng/l a u Neapole dokonce
5450 ng/1 2.

Vysokym hodnotam se nelze ptili§ divit, protoze diklofenak je substanci
pouZivanou hojn¢ a navic léky sjeho obsahem jsou volné prodejné. Proto také

informace o celkovém spotfebovaném mnozstvi jsou téZko dostupné. Publikovano

-13 -



bylo naptiklad, Ze v Némecku byla spotfeba vroce 1995 5 tun diklofenaku'® a
v Rakousku v roce 1997 piiblizné 6 tun diskutovaného preparatu'®. V obou ptipadech
se vak jedna pouze o mnozstvi, které proslo Iékatskou preskripci. Data pro CR nejsou
v soucasné dob& dostupna, nicméné pii pfepoétu na obyvatele by hodnoty mély byt
srovnatelné.

Zajimavé jsou rovnéz udaje o koncentracich diklofenaku v povrchovych
vodach. V Némecku byl vitekdch nalezen diklofenak v obdobi 1995 — 1996
v koncentracich 50 — 450 ng/I'’. Ve Svycarsku zhruba ve stejném obdobi do 370
ng/1"*. V roce 2000 byla provadéna méfeni ve Spanglsku, kdy byly stanoveny hodnoty
do 610 ng/1'6. V CR se koncentrace této latky nemonitoruji, i kdyz jsou, jakoz i ostatni
farmaka, v poptedi zajmt EU.

Z uvedenych dat je zieymé, Ze stavajici Cistirenské technologie nejsou
dostate¢né u€inné vici znedisténi odpadnich vod uzivanymi farmaky a v soufasné
dobé se hledaji mozZnosti jejich odstranéni at’ uz klasickymi metodami, ¢i metodami

biotechnologie.
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3. Cil prace

1. Provést fytoextrakéni experimenty diklofenaku s vodnimi rostlinami
Elodea canadensis (vodni mor kanadsky),
Ceratophyllum demersum (rizkatec ponofeny),
Egeria najas (douska dlouholista)

2. Imobilizovat fasu Chlorela Kessleri v alginatové matrici ve formé
kuli¢ek.

3. Pouzit imobilizovanou fasu k extrakci diklofenaku z vodného prostiedi.

4. Vyhodnotit extrakéni uéinnost pouzitych rostlinnych species.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Material a prFistroje
4.1.1. Chemikalie

Pro pfipravu medii byly pouzity anorganické chemikalie Cistoty p.a. firmy
Lachema,CR. Alginat sodny pro imobilizaci fas byl ziskan od firmy Fluka. Myo-
inositol a DMSO vkvalit¢ pro tkaiové kultury byl dodan firmou Sigma.
Demineralizovana voda byla ziskana pfistrojem DEMIVA (Watek, CR). Ethyl-acetat
byl ziskan vlastnim rektifika¢nim &i$t&nim (Lachema, CR). Diklofenak byl poskytnut
firmou Zentiva a.s. Pro pfipravu nékterych medii byl pouzit komeréni roztok hnojiva
pro vodni rostliny - Plantamin (TetraPlant). Pro HPLC analyzy byl pouzit methanol od
firmy Lab-Scan UK) v kvalit¢ pro HPLC, trihydrogenfosfore¢na kyselina byla od
firmy Fluka.

4.1.2. Rostlinny material

Jako biologicky material byly pouZity vodni rostliny Elodea canadensis (vodni
mor kanadsky) a Egeria najas (douska dlouholista) zakoupené v prodejnach PET
centrum. Ceratophyllum demersum (rizkatec ponofeny, sbirka $kolitele) a kultura
fasy Chlorela Kessleri Fot ¢ NovakLARG/1 ziskana ze sbirek algologického ustavu
v Tteboni (BU AV CR).

4.1.3. Pristroje

Pro HPLC méfeni byl pouzit pfistroj tuzemské firmy INCOS sestavajici
z vysokotlakého ¢&erpadla INCOS LPC 5020, autosampleru INCOS LCS a UV
detektoru INCOS 5000. Pouzitd mobilni faze se skladala z 8 dili methanolu a 2 dila
tlumivého roztoku o slozeni 1g/l kyseliny trihydrogenfosfore¢né a 2,08 g
dihydrogenfosfore¢nanu sodného, pH pufru bylo nastaveno na hodnotu 3.2. Pritok

mobilni faze byl 0,8 ml za minutu, detekce UV pfi 280 nm. Chromatograficka kolona
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o rozmérech 4x250 mm byla naplnéna reversni fazi Reprosil 100 C18 5 pm. Data byla
vyhodnocena pomoci programu Clarity (DataApex) v¢etné vyhodnoceni kalibra¢ni
zavislosti. Z dal§ich pfistroji byl pouzZit pH metr (IQ, Scientific instruments),
magneticka michatka IKA-basic, rota¢ni vakuova odparka Heidolph Laborota Digital
(SRN), ultrazvukova lazeti Bandelin Sonorex RK 514 M.

4.2. Priprava biologického materialu / kultivace

4.2.1. Kultivace vodnich rostlin

Vodni rostliny byly kultivovany v 0,05 % roztoku komeréniho akvaristického
hnojiva Plantaminu v demineralizované vodé nebo v roztoku Murashige-Skoogova
media o polovi¢ni koncentraci. SloZeni media je uvedeno v tabulce 1 pH roztoku bylo
nastaveno na hodnotu 5,8 pied sterilizaci. Roztoky byly sterilizovany teplem, i kdyz
daldi experimenty byly provadény nesteriln€. Sterilizace vedla k vyraznému potlaceni
kontaminace neZadoucimi fasami. Kultivace byly provadény pii 25 °C se svételnym

rezimem 12 h svétlo/12 h tma.

Chemikalie Koncentrace (mg/l)
NH4NO; 825
KNO; 950
CaCl,. 2H,0 220
MgSO4. 7H,0 185
KH,PO,4 85
H;BO; 3,1
MnSO;, . 4H,0 11,15
ZnSO4 .4 H20 4,3
Komplexon I 0,415
Na;,MoO; . 2H,0 0,125
CuSO, . 5 H,O 0,0125
CoCl; . 6H,0 0,0125
Na,EDTA 18,65
FeSO, . 7TH,O 13,9
Myo-inositol 50

Tabulka 1 Murashige — Skoog medium o polovi¢ni koncentraci
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4.2.2 Kaultivace Fas

Rasy byly kultivovany v mediu dle Knoppa (tab. 2) pii 25 °C se svételnym
rezimem 12h své&to/12 h tma. Alikvot 20 ml matefské suspenze byly pouzity jako

inokulum pro kazdou naslednou kultivaci.

Chemikaélie Koncentrace mg/l
KNO; 1000

KH,PO4 100

MgSO4. TH,0 100

FeCl 3 0,0 1

Tabulka 2 SloZeni media dle Knoppa

4.2.3 Imobilizace Fas (optimalizované podminky dle '7)

Rasy byly imobilizovany jako suspenze fasové kultury v 1 % alginatu kapanim
vzniklého roztoku do 5 % CaCl, za michani na magnetické micha¢ce. Vzniklé kuli¢ky
byly promyty 0,7 % roztokem chloridu draselného a pieneseny do kultivaéniho media

dle Knoppa tak, jak je uvedeno pro kultivaci suspenznich fasovych kultur.

4.3. Fytoextrakce
4.3.1. Fytoextrakce diklofenaku

Pfedem zvaZené vodni rostliny byly vloZzeny do Erlenmayerovych banék. K
nim bylo ptidano 150 ml pfipraveného media dle Murashiga a Skooga o poloviéni
koncentraci a definované mnozstvi diklofenaku ve formé roztoku v DMSO (zasobni
roztok, 5 mg/ml). Po promichani bylo okamzit¢ odebrano 0,5 ml media k analyze.
Rostliny byly kultivovany za téchto podminek: 25 °C, svételny rezim 12 hodin svétlo /
12 hodin tma. Kazdy den byly odebirany vzorky media (0,5 ml) po dobu cca 2 tydnii.
Vzorky byly vyhodnocovany pomoci HPLC, kdy byla sledovana koncentrace
diklofenaku v mediu na zékladé predchozi kalibrace.
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Po skonéeni experimentu byly jednotlivé rostliny vyndany z media, omyty
destilovanou vodou, osu$eny na filtranim papite a zvazeny. Poté byly rostliny

zamrazeny pro dal$i experimenty stejné tak jako vysledna media.

4.3.2. Izolace produktii biotransformace diklofenaku

Zamrazené rostliny byly homogenizovany ve tfeci misce s pfidavkem malého
mnozstvi motského pisku. Homogenaty byly ptevrstveny 20 ml ethyl-acetitu a
extrakce probihala v ultrazvukové lazni po dobu 20 minut. Po oddéleni organického
extraktu byl postup jesté¢ 2x opakovan. Spojené ethyl-acetatové extrakty byly suSeny
pfes noc bezvodym siranem hofe¢natym. Po odfiltrovani su$idla, bylo rozpoustédlo
odpafeno za vakua a odparky uloZeny k dal$im analyzam.

Media byla po rozmraZeni dvakrat extrahovana ethyl-acetatem za varu.
Mnozstvi ethyl-acetatu pro kazdou extrakci odpovidalo 25 % objemu vychoziho
extrahovaného media. Organické faze byly spojeny, suseny pies noc bezvodym
siranem hofe¢natym a po odstranéni su$idla byl roztok zbaven rozpoustédla za vakua.

Odparky byly uloZeny k dal§im analyzam.
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5. Vysledky a diskuze

K experimentiim byly zvoleny vodni rostliny se schopnosti pfeZivat v mistnich
klimatickych podminkidch a zaroveri takové rostliny, které vytvafeji dostatené
mnoZstvi biomasy. Nejsou to sice druhy pfindleZejici pfirozenym rostlinnym
spoledenstviim v regionu CR, nicméné n&které z nich se vyskytuji i voln& v ptirodg,
tak jak byly zaneseny do ekosystému lidskou &innosti (vodni mor kanadsky). Pouziti
t&chto rostlin plovoucich ve vodnim prostfedi by vSak mohlo byt technologicky
zajimavym, protoZe konstrukce bioreaktori by byla mnohem jednodussi nez v pfipadé
tieba ¢asto testovaného rakosu, ktery vyZaduje konstrukci umélého moktadu, kde je
komplikované zajistit dostate¢nou pruto¢nost.

V ptipadé¢ vodniho moru (Elodea canadensis) byly provedeny kultivace se
vstupnimi koncentracemi kolem 10 mg/l poloviéniho MS media. Obdobné kultivace
s vyuzZitim komeréniho media (Plantamin) se neosvé&déily, protoze piti HPLC
analyzich media interferovala se stanovovanou latkou — diklofenakem néjaka ze

sloZzek Plantaminu. Prib¢h fytoextrakce je zndzornén na obr. 3.

120 e
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Obr. 3 Fytoextrakce diklofenaku rostlinami vodniho moru kanadského (Elodea canadensis) (pramér
ze tf experimentil, koncentrace diklofenaku byly stanoveny HPLC, mnoZstvi diklofenaku v mediu je
znazornéno jako procenta vychoz{ koncentrace).
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Z grafu je zfejmé, Ze béhem kultivace dochazi k poklesu koncentrace testované
substance b&hem 17 dnii na 29 % vychozi hodnoty koncentrace pfi rychlosti 0,21 mg/1
za den na 1 g &erstvé hmotnosti rostliny.

V ptipadé daldi rostlinné species Egeria najas byly provadény kultivace
v komerénim Plantaminu, coZ sice zpisobilo lep$i rist rostlin, nicméné nasledné
vyhodnoceni pomoci HPLC metody se ukazalo jako neschidné. Interference signélu
diklofenaku s né&jakou sloZzkou komer&niho hnojiva produkovala chromatograficky
signal, ktery pfi integraci vedl k hodnotdm koncentrace diklofenaku vét$im nez 100 %
vychozi koncentrace, coZ neni moZné. Pokusy o modifikaci separace se neukazaly
uspésnymi, a proto byly kultivace v Plantaminu zastaveny. Dalsi rostliny byly potom
kultivovany pouze v poloviénim MS mediu. V ptipadé Egerie se vSak nepodafilo
ziskat dalsi rostlinny materidl pro nasledné kultivace. Na obr. 4 jsou tedy zobrazeny
redlné naméfené koncentrace diklofenaku v Casové zavislosti. 1 pfes zfejmou
nelogi¢nost vice neZ stoprocentnich koncentraci je na grafu vidét ur€ity trend
schopnosti rostliny extrahovat diklofenak zvodného roztoku, byt devitidenni
kultivace vedla k poklesu pouze o 11 % vychozi koncentrace, ktera byla 18 mg/1.
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Obr. 4 Fytoextrakce diklofenaku rostlinami douky dlouholisté (Egeria najas) (primér ze &ty¥
experimentll, koncentrace diklofenaku byly stanoveny HPLC, mnoZstvi diklofenaku v mediu je
znazorné&no jako procenta vychozi koncentrace).

V ptipadé€ rizkatce ponoteného (Ceratophyllum demersum) byly provedeny tfi

fytoextrakéni experimenty s vychozi koncentraci diklofenaku 6 — 7 mg/l (Obr. 5).
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Kultivace byly provedeny v polovi¢énim MS mediu a pokles koncentrace zkoumané
latky byl sledovan b&hem 17 dni. Vysledky jsou znazornény na obr. 6 a okazuji na
vysokou extrakéni uéinnost pouzité rostliny. Po 17 dnech kultivace poklesla
koncentrace diklofenaku v kultiva¢nim mediu na 15 % vychozi hodnoty, pfi¢emz pro
tuto rostlinou species byla vypoétena primérna hodnota poklesu koncentrace pii

fytoextrakci 0,14 mg/l za den na 1 g Cerstvé hmotnosti rostliny.

Obr. § Kultivace rizkatce ponoteného (Ceratophyllum demersum)
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Obr. 6 Fytoextrakce diklofenaku rostlinami riZkatce ponoteného (Ceratophyllum demersum),
(primér ze &tyr experimentil, koncentrace diklofenaku byly stanoveny HPLC, mnoZstvi diklofenaku
v mediu je zndzorné&no jako procenta vychozi koncentrace).

Celkovy piehled fytoextrakénich parametri je uveden v tabulkach. 3, 4, 5.

Elodea canadensis

(vodni mor kanadsky)

vychozi koncentrace 10,79 mg/1

koncentrace na konci experimentu 3,09 mg/l

procenta vychozi koncentrace na konci experimentu 29%

doba experimentu 17 dni

prumé&rna rychlost ubytku koncentrace 0,45 mg/l.d
rumé&rn4 rychlost ibytku koncentrace na 1 g Eerstvé hmotnosti 0,21 mg/l.d.g

pocet kultivaci 3

prumé&rnda hmotnost &erstvé rostliny na jednu kultivaci 2,13 g

Tabulka 3 Pfehled fytoextrak&nich parametrii pouZitymi rostlinami (prim&mné hodnoty z kultivacf)
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Ceratophyllum demersum

(rizkatec ponofeny)
ychozi koncentrace 6,78 mg/1
koncentrace na konci experimentu 1,02 mg/1
procenta vychozi koncentrace na konci experimentu 15%
doba experimentu 17 dni
primérna rychlost ubytku koncentrace 0,34 mg/l.d
rumérna rychlost ubytku koncentrace na 1 g ¢erstvé hmotnosti  |0,11mg/l.d.g
pocet kultivaci 3
prumérna hmotnost ¢erstvé rostliny na jednu kultivaci 323 g

Tabulka 4 Ptehled fytoextrak&nich parametrti pouZitymi rostlinami (primé&mé hodnoty z kultivaci)

Egeria najas
(douska dlouholistd)

vychozi koncentrace 22,22 mg/l
koncentrace na konci experimentu 19,88 mg/l
procenta vychozi koncentrace na konci experimentu 89%
doba experimentu 9 dni
prumé&rna rychlost ubytku koncentrace 0,26 mg/l.d
prumérna rychlost tbytku koncentrace na 1 g ¢erstvé hmotnosti | 0,14 mg/l.d.g
pocet kultivaci 4

rimérnd hmotnost &erstvé rostliny na jednu kultivaci 1,83 g

Tabulka S Pfehled fytoextrak&nich parametrti pouZitymi rostlinami (primé&mé hodnoty z kultivaci)

Ze srovnani jednotlivych rostlin je zfejmé, Ze nejvyssi fytoextrakéni schopnost
byla nalezena pro vodni mor kanadsky, ktery se jevi jako optimalnim i z hlediska
praktické vyuzitelnosti, nebot’ je rozsiten i ve vodach v CR a sjeho kultivaci by
pravdépodobné nebyly vétsi problémy. Ruzkatec ponofeny je schopen nizSich
kone¢nych koncentraci, procentudlni ubytek vychozi koncentrace je vétsi, ale
mnozstvi diklofenaku vztaZzené na mnoZstvi biomasy je niZ$i neZ u vodniho moru a
navic je riZkatec naro¢néj$i na kultivaéni podminky. Robustni Egeria sp. Se pivodné

zdala byt optimalni jak z hlediska kultivace, tedy naroki na Ziviny a teplotni

podminky, nicméné dosavadni vysledky ukazuji na nerealnost jejiho vyuZiti.
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Zajimavym ndmétem je pouZiti fas pro fytoextrakci. Rasy jsou pfirozenym
obyvatelem vodniho prostfedi a zichyt xenobiotik by mohl probihat pfirozenou
cestou, navic pfi stanoveni vhodnych parametrii by vzorky fas zrealnych vodnich
tokti mohly slouZit jako bioindikator jejich znegi$téni. Pro prvni experimenty byla
pouzita kultura fas Chlorela Kessleri, jako kultivatné nenaro¢na fasa s vysokou
variabilitou a relativné rychlym ristem. Pro experimenty byla pouzita Cdista,
definovana kultura ziskana jako kultivat z algologického ustavu BU AV CR. Pii
prvnich experimentech se ukazalo, Ze pouzZiti fasové kultury v klasické suspenzi neni
ptili§ vyhodné, mnoZstvi biomasy i ve zdanlivé bohaté suspenzi fas je velmi malé.
Z technologického hlediska je rovnéz vhodné&j§i pouzit néjakou imobilizovanou
formu, kterd kromé snadné&j$i manipulace vykazuje i vétsi Zivotaschopnost. Pro
imobilizaci byla zvolena alginatova metoda, kdy suspenze fas v alginatu se kape do
roztoku chloridu véapenatého a vznikaji kulicky materidlu s imobilizovanou fasou.
PiestoZe metoda je jiZ del$i dobu znama byla provedena fada experimentti s riznymi
koncentracemi alginatu a chloridu vépenatého a experimentalnim uspofadanim, aby
byla ziskdna imobilizovana fasa s minimalni rozpadavosti vzniklych kuli¢ek a s co
nejmens$im uvolfiovanim materidlu do kultivaéniho media. Vysledkem byl imobilizat,

ktery vykazoval poZadované vlastnosti a je ukdzan na obr. 7.

Obr. 7 Imobilizovan4 fasa v kultivaénim

mediu (Chlorela Kessleri/alginat)
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Fytoextrakce diklofenaku z kultivaéniho media byla provedena jednak
s imobilizovanou fasou, jednak s alginitovymi kuli¢kami pfipravenymi za stejnych
podminek bez fasy protoZe byla obava, Ze samotny alginit by mohl vychytavat
studované xenobiotikum z roztoku. Tento pfedpoklad se nepotvrdil a tak obrazek 7
vypovida o skute¢né interakci fasy se studovanou latkou.
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Obr. 8 Fytoextrakce diklofenaku imobilizovanymi fasami Chlorela Kessleri, (jeden experiment,
koncentrace diklofenaku byly stanoveny HPLC, mnoZstvi diklofenaku v mediu je zndzornéno jako

procenta vychozf koncentrace).

Casova zévislost koncentrace diklofenaku v mediu odpovida extrakci do bungk
pouZité fasy a i kdyZ kone¢na koncentrace odpovida 87 % koncentrace vychozi je
extrakéni mohutnost vysoka 0,65 mg/l za den na 1 g Cerstvé hmotnosti coz
nékolikanasobné pfevySuje hodnoty ziskané pro pouZité vodni rostliny. Celkovy
ptehled fytoextrakénich parametrii je v tabulce ¢. 6.

Chlorella Kessleri FOTT et NOVAK LARG/1

vychozi koncentrace 5,42 mg/l

koncentrace na konci experimentu 4,71 mg/1

% vychozi koncentrace na konci experimentu 87%

doba experimentu 8 dni

primé&rna rychlost ubytku koncentrace 0,09 mg/l.d

primérna rychlost ubytku koncentrace na 1 g suché hmotnosti | 0,53 mg/l.d.g |
et kultivaci 1

prumé&rnd hmotnost (usu$ené) rostliny na jednu kultivaci 0,17g

Tabulka & 6 Fytoextrak&ni parametry pro fasu Chlorela Kessleri imobilizovanou v alginétu.
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Vysledky fytoextrakci imobilizovanou fasou jsou velmi nad€jné, mnoZstvi
extrahované na gram biomasy je poméme¢ velké a zda se, Ze tento systém vykazuje
znatnou viabilitu. Redlnym by bylo zfejmé i vyuZiti imobilizované fasy

v kontinualnim prutokovém reaktoru.
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6. Zavér

V préci byla testovana moznost fytoextrakce antirevmatika diklofenaku tfemi
vodnimi rostlinami a kulturou imobilizovanych fas. Experimenty byly provadény ve
vsadkovém uspofadani jako kultivace vodného roztoku xenobiotika diklofenaku
v pfitomnosti biologického materidlu a stanovovéana byla ¢asova zavislost koncentrace
testované substance v kultivaénim mediu. Jako vodni rostliny byly zvoleny takové,
které jsou schopny rist v mistnich klimatickych podminkach, resp. takové, které se
vyskytuji v nadich biotopech, byt’ nejsou piivodni. Jako pouzitelnym se ukazal vodni
mor kanadsky (Elodea canadensis), rizkatec ponofeny (Ceratophyllum demersum)
sice vykazuje schopnost fytoextrakce nicméné z kultivaéniho hlediska je mnohem
narocnéj$i. Robustni douska dlouholistd (Egeria najas) ma fytoextrakéni schopnost
velmi malou.

V kulturach fas  Chlorella  Kessleri je nejvhodnéjsi  usporadani
s imobilizovanou fasou, kdy byla nalezena metoda imobilizace do alginatu, ktera
produkuje materidl vhodny pro fytoextrakci a ktery vykazal vysokou schopnost
extrahovat testované farmakon zvodnych roztoki a vzhledem k ziskanym

mechanickym vlastnostem by byl zfejmé vhodny k pouZiti v prito¢nych reaktorech.
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7. Seznam zkratek

NSA nesteroidni antirevmatika

GIT gastrointestinalni trakt

TCE trichlorethylen

EU Evropské unie

DMSO dimethylsulfoxid

MS Murashige —Skoog medium

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
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