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Abstrakt

Farmaceuticky aktivni latky zahrnuji také metformin, nejcastéji predepisované
1éCivo k 1écb¢ diabetu mellitu 2. typu. Metformin je uzivan ve vysokych dennich
davkach (az 3000 mg/den) a je vyluCovan ledvinami v piivodni nemetabolizované
form&. Metformin se degraduje az v &istirnach odpadnich na guanylmo¢ovinu. Cistirny
odpadnich vod nejsou zcela schopny vycistit odpadni vodu a tak se metformin i
guanylmocovina dostavaji do zivotniho prosttedi, zejména do povrchovych vod.

V diplomové préaci byla studovana schopnost odstranéni metforminu a jeho
environmentalniho metabolitu  guanylmocoviny prostiednictvim fytoextrakénich
technologii. Nejprve byla studovana fytoextrakce metforminu pomoci 5 druhti rostlin -
kukufice seté, hrachu setého, ovsa obecného, plevuiiky Reineckovy a staurogynu
plazivého. V druhém experimentu byla studovdna fytoextrakce guanylmocoviny
pomoci kukufice seté a hrachu setého. Ve tfetim experimentu byla studovana
fytoextrakce metforminu a guanylmocoviny najednou pomoci kukufice seté. Media
rostlin byla kontaminovdna metforminem nebo guanylmocovinou o raznych
koncentracich. Béhem jejich kultivace byly odebirany vzorky medii ve 24 — hodinovych
intervalech a v nich sledovan pokles koncentrace xenobiotik pomoci HPLC s UV
detekci pfi 233 nm u metforminu a 210 nm u guanylmocoviny.

Nejlepsi fytoextrakéni schopnost metforminu méla vodni rostlina staurogynus
plazivy. Jeden gram této rostliny byl schopen exrahovat 1,87 mg metforminu b&hem 5
dnti. Nejlepsi fytoextrakéni schopnost guanylmocoviny mél hrach sety. Jeden gram
hrachu setého byl schopen extrahovat 0,13 mg guanylmocoviny béhem 5 dnt. Pfi
kombinaci metforminu a guanylmocoviny byla fytoextrakéni schopnost az 2 krat niZsi,

nez fytoextrakce téchto latek v monokomponentnich vzorcich.

Klic¢ova slova: metformin, guanylmocovina, fytoextrakce, HPLC



Abstrakt

Pharmaceutically Active Compounds include metformin, the most often
prescripted drug for a treatment of the diabetes mellitus type 2. Metformin is used in
high daily doses (up to 3000 mg per day) and it is eliminated by kidneys in its original
non — metabolized form. Metformin is degraded in the wastewater treatment plants to
guanylurea. The wastewater treatment plants aren’t able to clean the waste water, so
metformin and guanylurea enter the environment, especially surface water.

This diploma thesis deals with the ability to remove metformin and its
environmental metabolite guanylurea via phytoextraction technologies. First experiment
was focused on phytoextraction of metformin using 5 plant species - Zea mays L.,
Pisum sativum L., Avena sativa L., Alternanthera reineckii Mini L. and Staurogyne
repens L. Second experiment studied phytoextraction of guanylurea using Zea mays L.
and Pisum sativum L. The third experiment deals with the phytoextraction of metformin
and guanylurea together using Zea mays L. The media of all plants were contaminated
by metformin or guanylurea at different concentration levels. The samples of media
were taken in 24 hours intervals during the plant cultivation and the decrease of its
concentration were studied by HPLC with UV detection at 233 nm for metformin and
210 nm for guanylurea.

The best phytoextraction ability of metformin had the aquatic plant Staurogyne repens
L. One gram of this plant was able to extract 1,87 mg of metformin during 5 days. The
best phytoextraction ability of guanylurea had Pisum sativum L. One gram of this plant
was able to extract 0,13 mg of guanylurea during 5 days. The phytoextraction of
metformin and guanylurea in combination was up to twice lower than in

monocomponent samples.

Keywords: metformin, guanylurea, phytoextraction, HPLC
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Seznam zkratek

Zkratka Vyznam
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1 Uvod

Nase spolecnost prosla za poslednich 30 — 40 let obrovskymi zménami. Diky
rozvoji primyslu lze v dneSni dob¢ vyuzivat fadu produkti, které v minulosti dostupné
nebyly. To se tykd i léCivych ptipravkd. S mohutnym rozvojem farmaceutického
primyslu v 80. a 90. letech 20. stoleti se také zvysila vyroba a spotieba léCivych
pripravki, které jsou v hojné mife vyuzivany v huménnim i veterindrnim lékafstvi
[1].Tyto piipravky jsou pouzivany ku prospéchu lidi a zvitat, na druhou stranu jako
odpadni produkty ¢asto konéi v zivotnim prostedi. Pfisun nekterych latek do Zivotniho
prostfedi 1ze regulovat omezenim ¢i zékazem jejich pouzivani (napt. PCB, rtut), nebo
pfednost, osud 1éku je az druhotnym problémem. Do Zivotniho prostfedi, zejména do
vodnich tokd, se léCivé substance dostavaji nejcastéji lidskou exkreci, ptipadné
vhozenim nepouzitych 1é¢iv do toalety [3]. Tyto latky nejsou zcela odstranény v
Sistirnach odpadnich vod (COV) a vstupuji tak do nadzemnich vod, podzemnich vod a
pud a to bud’ v pivodni nezménéné, CasteCné¢ metabolizované, nebo zcela preménéné
formée [4, 5].

Diabetes mellitus 2. typu je celosvétoveé rozsifené onemocnéni. V roce 1980 bylo
zaznamenano 106 miliond dospé€lych osob trpicich DM 2. typu, v roce 2014 byl pocet
témert Ctyfndsobny, a to 422 miliont ptipadi [6].

Metformin je povazovan za 1€k prvni volby pii onemocnéni DM 2. typu a patii mezi
nejcastéji predepisovana 1éciva na celém svété [4, 7, 8]. Metformin neni v lidském téle
metabolizovan a je z lidského téla eliminovan v nezménéné forme moci [8, 9].

Celosvétové rozsiteni DM II. typu, emininace metforminu v pivodni nezménéné
form¢ a vysokd denni davka metforminu jsou diivody, pro¢ se metformin nachéazi
v Zivotnim prostfedi, zejména ve vodnich tocich [8]. Na zaklad¢ znalosti mnoZstvi
predepisovaného metforminu v urcitych ¢astech svéta lze predpovédét jeho koncentraci
v Zivotnim prostiedi. Pfedpovézena environmentalni koncentrace (PEC) je vSak vyssi,
nez skute¢na koncentrace. Metformin v COV podléha aerobni biodegradaci, kone¢nym
produktem biodegradace je guanylmocovina [5].

Fytoremedia¢ni metody jsou souhrnny nazev pro skupinu metod, které vyuzivaji
rostlin k docisténi pud, kalli a vod kontaminovanych anorganickymi a organickymi

latkami, véetné 1é¢ivych latek [10].
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Tato diplomova prace navazuje na vlastni bakalaifskou praci obhajenou v roce 2015
na Pfirodovédecké fakult¢ Univerzity Karlovy v Praze [11]. V bakaléiské praci byla
studovana fytoextrakce perordlniho antidiabetika mettforminu na dvou hladinach
koncentrace pomoci kukufice seté (Zea mays L.). V diplomové praci je popsano pouZziti
fytoextrakce perordlniho antidiabetika metforminu a jeho konecného cistirenského
produktu guanylmocoviny pomoci péti druht rostlin — kukufice seté (Zea mays L.),
hrachu setého (Pisum sativum L.), ovsa obecného (Avena sativa L.)staurogynu
plazivého (Staurogyne repens L.) a plevunky Reinekovy Mini (Alternanthera reineckii

Mini L.)
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Cil prace

Diabetes mellitus 2. typu je v soucasné dobé celosvétove i celorepublikoveé velmi

rozsifené onemocnéni. LécCivo metformin je nazyvano lékem prvni volby pii 1éCbe

tohoto onemocnéni a fadi se tak mezi nejpouzivanéjsi 1éCiva. Kvuli vysoké spotiebé,

vysoké denni ddvce a eliminaci v plivodni nezménéné form¢ se metformin dostava

z organismu pies Cistirny odpadnich vod do Zivotniho prostfedi. V Zivotnim prostiedi se

metformin ¢asteéné degraduje na guanylmocovinu a spole¢né kontaminuji hlavné vodni

ekosystém.

Cilem prace je studium zachytu nizkych koncentraci metforminu a guanylmocoviny

fytoextrakéni technologii.

Diplomova prace zahrnuje:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Studium literatury tykajici se celkového zatizeni Zivotniho prostiedi 1é¢ivymi
ptipravky s diirazem na metformin.

Studium farmakokinetickych a farmakodynamickych vlastnosti metforminu,
jeho pfitomnost v zivotnim prostiedi a jeho toxicitu.

Studium degradace metforminu na guanylmocovinu, toxicitu guanylmocoviny.
Experimentalni studium fytoextrakce metforminu vin vitro uspotradani
s rostlinami Zea mays L., Pisum sativum L., Avena sativa L., Staurogyne repens
L., a Alternanthera reineckii Mini L.

Experimentalni studium fytoextrakce guanylmocoviny v in vitro uspofadani
s rostlinami Zea mays L. a Pisum sativum L.

Experimentalni studium fytoextrakce metforminu a guanylmocoviny najednou
v in vitro uspotadani s rostlinou Zea mays L.

Vyhodnoceni experimentt a porovnani fytoextrakce jednotlivych rostlin.
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3 Teoreticka cast

3.1 Vyskyt farmak v zivotnim prostredi

V poslednich tiech az ctyfech desetileti je stale vice vyzdvihovano zneciSténi
zivotniho prostiedi vlivem nartstu chemického a strojirenského priimyslu.[12] Nejvice
jsou diskutovany zejména akutné toxické latky, karcinogenni latky a neodbouratelné
latky, které se kumuluji v Zivotnim prostedi. Toto spektrum chemikalii je v§ak pouhy
zlomek latek, které se v zivotnim prostiedi nachazi.

Obrovska a riiznoroda skupina sloucenin, jejichz rizika nejsou tak rozsdhle
diskutovéna a tak se jim dostava relativné malé pozornosti, je skupina latek oznacovana
jako Pharmaceuticals and Personal Care Products (PPCPs), v doslovném piekladu
farmaka a produkty osobni péce.

Skupina PPCPs zahrnuje huméanni a veterinarni 1é¢ivé piipravky, kosmetické a
hygienické ptipravky, detergenty, herbicidy, pesticidy a rezidua z farmaceutického a
zemédélského primyslu [1, 13]. Tyto latky se diky jejich stale vzrastajicimu uZzivani
dostavaji do zivotniho prostiedi, kde kontaminuji pfevazné vodni ekosystémy a mohou
se dostat zpét do pitné vody. Vodni ekosystémy, a vnich Zijici organismy, jsou
kontaminovany nejvice, protoze jsou vystavovany polutantim po celou dobu svého
zivota [14].

Ve skupiné¢ PPCPs tvoii vyznamnou cast latky oznaCované jako Pharmaceutically
Active Compounds (PhACs) [15], nebo také Active Pharmaceutical Ingredients (API)
[16], bézn€ oznacované jako 1écivé latky. PhACs (API) se mohou dostavat do vodniho
prostiedi né€kolika zptsoby, nejcastéji exkreci lidskych a zvifecich organismu, dale
z hnojti a biomasy nebo nespravnou likvidaci [17].

Vyznamnou roli pfi transportu lé¢ivych piipravki hraji Cistirny odpadnich vod
(COV). Cistirny odpadnich vod jsou navrzeny tak, aby byly schopné oéistit pfitékajici
odpadni vodu, odstranit zni odpad organického i1 anorganického pivodu a vratit
oCisténou vodu zpét do ZzZivotniho prostiedi [12, 18]. V prvnim kroku je voda
mechanicky ociSténa od nejvétSich necistot, jako jsou zbytky jidla, papiry, hadry,
hygienické potieby a drobni odumieli Zivoc€ichové [19]. Poté se voda dostava do
aktivacnich nadrzi. Zde dochédzi kaerobnimu biologickému cisténi pomoci

kultivovanych bakterii, tzv. aktivovaného kalu [20]. Z aktiva¢nich nadrzi voda odtéka
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do dosazovaci nadrze, kde dochézi k oddé€leni ocisténé vody od aktivovaného kalu
dasledkem jeho sedimentace [21]. Nasledn¢ je voda vypusténa do vodniho toku.

Cistirny odpadnich vod nejsou schopny zcela ogistit znecisténou pritékajici odpadni
vodu. Pracuji s u€innosti kolem 95 % [22], coz sice znamend, Ze bezpecné plni
stanovené vodopravni limity, ale zbylych 5 % odpadnich latek se vraci zpét do vodniho
zivotniho prostiedi. Lé¢iva se v COV nedegraduji snadno a byvaji tak vypusténa bud’
v puvodni formé, nebo ve forme metabolitl a konjugati do vodnich toki [14].

DalSim zptisobem, jakym se farmaka mohou dostavat do zivotniho prostfedi, je
pouziti Cistirenskych kalti v zeméd€lstvi. Na jedné strané jsou dobrym zdrojem jak
organické, tak anorganické hmoty a zdkladnich Zivin, na druhé strané se podili na
vyznamném vstupu nezadoucich latek do zivotniho prostiedi [23].

Zemédéelské pripravky mohou do zivotniho prostiedi vstupovat v diisledku hnojeni a
veterindrni ptipravky prosttednictvim piimé aplikace, tzv. aquakultur.

Osud API v zivotnim prostiedi je zndzornén na obrazku ¢. 3.1 (pfevzato z [15]).

Létiva pro humanni pouZiti Léciva pro veterinarni pouZiti
Exkrece Exkrece Odpad Exkrece
(nemocnice) (domécnosti) (nepouzité 1éky)

! | | |
‘ Obecni odpadni voda ‘ Doméci odpad ‘/, Hniy

—" Kalové hospodaistvi l \

v ¥

‘ Cistirny odpadnich vod k—b ‘ Cistirenské kaly Skladky odpadi

Povrchova voda Podzemni voda

N\ 1

‘ Farmaceutické vyrobni zavody Pitna voda

Fy
r

Obr. ¢. 3.1 (pfevzato z [15]) : Schéma zobrazujici mozné zdroje a drahy lécivych

piipravki a jejich vyskyt ve vodnim prostiedi.
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V rozvinutych zemich, jako je USA, Kanada, Cina, Korea, Japonsko, Australie a
Némecko, bylo ve vodnich ekosystémech nalezeno pies 80 druhi 1éCivych piipravka
[17]. Odhaduje se, ze celosvétove je spotfebovano asi 100 000 tun lécivych piipravki
za rok. Americkd asociace FDA (Food and Drug Administration) vydala natizeni, dle
kterého je nutné provést hlaSeni v ptfipadé, ze koncentrace léCivych piipravki ve
studovanych vodnich prosttedich bude prekradovat 1 ng - L'[14].

Nékolik studii se zabyvalo detekci farmaceutickych latek v povrchovych vodach.

V USA byla vletech 1999 — 2000 provedena analyza 139 vodnich ploch na
pfitomnost 95 farmaceutickych latek ve 30 statech USA [24]. V témét 71 % vzorcich
byl nalezen kofein praimérné v mnoZstvi 100 ng - L', maximalni detegované mnoZstvi
bylo az 5 700 ng - L. Nejvyssi primérna koncentrace ve vzorcich vod byla stanovena u
antiflogistika ibuprofenu a to 200 ng - L' vasi 10 % vzorkd. Antipyretikum
paracetamol bylo nalezeno ve 24 % vzorkil v maximalni koncentraci 10 000 ng - L™
Antidiabetikum metformin bylo nalezeno vnecelych 5 % vzorkd v primérmné
koncentraci 200 ng - L™

Ptitomnost farmak byla také studovana v Michiganském jezete v letech 2009 — 2010
[25]. Velka pozornost byla vénovana perordlnimu antidiabetiku metforminu. Jeho
koncentrace se pohybovala v priméru okolo 100 — 110 ng - L™, v n&kterych mistech
dosahovala az desetinasobné vysSich hodnot. Koncentrace metforminu se snizovala
s ptibyvajici vzdalenosti od pobfezi. V odpadni vod¢ na pobiezi jezera byl metformin
nalezen v koncentraci az 50 000 ng - L™

V tece Maze, ktera je zdrojem pitné vody pro vice nez 6 milioni obyvatel ve
Francii, Belgii a Nizozemi, byl proveden dals$i vyzkum na pfitomnost farmak [26].
V misté vyuziti vody pro ptipravu a produkei pitné vody bylo nalezeno 93 % vybranych
analyzovanych farmak. V fece byly nalezeny diazepam a theofylin, oba ve velmi
nizkych koncentracich pod 0,1 ng - L™, Okolo 1 ng - L' byly stanoveny farmaka jako
B — blokator propranolol, nebo diuretikum hydrochlorthiazid. Nejcastéji se koncentrace
1é¢iv pohybovala okolo 10 ng - L™, piikladem jsou anestetikum lidokain, antibiotikum
linkomycin a [ — blokatory atenolol, bisoprolol, metoprolol a sotalol. Okolo
60 — 70 ng - L' byly nalezeny psychostimulatni latka kofein a antiepileptikum
karbamazepin. Nejvyssi nalezend koncentrace patfila antidiabetiku metforminu. Jeho

koncentrace se pohybovala kolem 800 ng - L', v n&kterych &astech feky az kolem 1300
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ng - L', Metformin je v Nizozemsku 5. nejéast&ji predepisovanym lé¢ivem, ve Francii a
Belgii také patii k nejpouzivanéjSim.

V Evropské unii je registrovano pies 3000 1écivych piipravkil, mezi nejpouzivangjsi
B — blokatory, hypolipidemika a neuroaktivni latky [14]. VSechna tato zminovana
farmaka se zcela 1iSi mechanismem jejich ptisobeni. Jejich spolecnou vlastnosti je
vysoka spotifeba, biologicka aktivita a kumulace v zivotnim prostfedi. Tyto vlastnosti

jsou predpokladem, ze latka je pro zivotni prostiedi nebezpecna [27].

3.2 Diabetes mellitus

Onemocnéni diabetes mellitus je souhrnné oznaceni pro dvé rtiznd onemocnéni,
jejichz spoleénymi znaky jsou hyperglykemie (vysokd hladina glukosy v krvi) a
glykosurie (pfitomnost glukosy moci) [28]. LiSi se pfi¢inou vzniku, priabéhem
onemocnéni a zplsobem léCby. Na zéklad€¢ téchto odliSnych znaki rozeznavame
diabetes mellitus 1. typu a diabetes mellitus 2. typu.

Diabetes mellitus 1. typu (dale jen DM 1. typu) je autoimunitni onemocnéni
zpusobené destrukci f — bun¢k Langerhansovych ostrivkl slinivky biisni, coz ma za
nasledek nedostatecnou produkci inzulinu a nutnost jeho podavéni injekéné po zbytek
zivota [28, 29]. DM 1. typu se objevuje pfevazné v détstvi, v dospivani, piipadné
v raném véku.

Diabetes mellitus 2. typu (dale jen DM 2. typu) vznikd v dasledku inzulinové
rezistence (snizend citlivost bun¢k na inzulin). DM 2. typu je z 90 % spojen s obezitou,
nadmérnym piijmem kalorii, stravou bohatou na tuky a genetickymi dispozicemi.
Objevuje se predevSim v rané dospé€losti ¢i ve staii [28, 29]. Ptehled spolecnych a

rozdilnych znaki je uveden v tabulce €. 3.1.



16 -

Tabulka 3.1 — Shodné a odlisné znaky DM 1. typu a DM 2. typu

Znaky DM 1. Typu DM 2. typu
Hyperglykemie Ano Ano
Glykosurie Ano Ano

Tvorba inzulinu v téle

Mala, postupné¢ zadna

Normalni, zvySena

Obezita, stres, nadmérny

Pti¢ina vzniku Autoimunitni piijem tukli, genetické
predispozice
Vek Détstvi, rana dospélost Zraly vek, stari
Velka Zizen, ¢asté moceni, | Unava, rozmazané vidéni,
Ptiznaky

hubnuti, inava

sucha a svédiva kuze

Moznost uzdraveni

Ne

Ano

o Dieta, pohyb,
Lécba Inzulin injekéné o
peroralni antidiabetika

1:20

Vyskyt v CR 1:2000

3.2.1 Peroralni antidiabetika

Perorélni antidiabetika jsou 1éCiva, kterd se pouzivaji k 1é¢bé diabetu mellitu 2. typu.
Rozd€luji se na nékolik skupin dle mechanismu Gc€inku [29].

Prvni skupinou jsou latky sniZujici inzulinovou rezistenci, tzv. inzulinové
senzitizéry, latky zvySujici citlivost na inzulin. Z chemického hlediska patifi mezi
biguanidy, jedinym bezpe¢nym zastupcem je metformin.

Druhou skupinou jsou inzulinova sekretagoga, ktera pomahaji syntetizovat inzulin.
Z chemického hlediska sem patii derivaty sulfonylmocoviny.

Treti skupinou jsou inhibitory stfevnich o — glukosidas (inhibitory Stépeni
oligosacharidli a disacharidii na vstiebatelnou glukosu [30]). Tyto enzymy pusobi jen
lokaln¢ v tenkém stfeve. Glukosa ziskana postupnym Stépenim oligosacharidi se méné
a pomaleji hladina v krvi

vsttebava v zazivacim traktu a jeji nezpusobuje

hyperglykemii. Inhibitory stfevnich a — glukosidas se pouzivaji v ptipadech, kdy jina
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antidiabetika, pifedev§im metformin nebo derivaty guanylmocoviny, nejsou dostatecné
schopna korigovat hladinu glykemie [31].

Antiobezitika nejsou klasicka peroralni antidiabetika, piesto se uvadi jako Ctvrtd
skupina latek v 16cbé DM 2. typu. Pouzivaji se u obéznich lidi trpicich DM 2. typu.

K nejpouzivanéjsim 1écivim se fadi metformin nasledovany derivaty
sulfonylmocoviny, piipadné lze na doporuceni lékafe uzivat kombinace peroralnich

antidiabetik.

3.3 Metformin

Metformin je organickd sloucenina, ktera se vyuziva k1é€bé DM 2. typu.
Strukturni zaklad tvofi guanidin, spojenim dvou guanidinti pies dusikovy atom vznika
biguanid a dvojnasobnou methylaci koncového dusiku biguanidu vznikd metformin,
neboli 1,1 — dimethylbiguanid (obrazek ¢. 3.2). V 1éCivych pfipravcich se metformin

vyskytuje ve form¢ hydrochloridu.

SALA
/

Obr.¢. 3.2 — Vzorec metforminu

Denni davka. Maximaélni denni davka je zéavisla na funkci a stavu ledvin.
Ukazatelem funkc¢nosti ledvin je glomerularni filtrace a u zdravého jedince by se méla
pohybovat v hodnotd > 90 ml - min". U takového pacienta je doporudena maximalni
denni davka 2550 — 3000 mg denn¢ uzivanad ve 3 davkach. Obvykla Givodni davka je
850 mg denné jednorazové a zvysSovana kazdy druhy tyden o 850 mg. Davky nad
1500 mg - den™' musi byt rozd&leny do dilgich davek. Pacienti se snizenou funkci ledvin
(GF 45 — 59 ml - min") mohou uZivat metformin v maximalni davce 1000 mg - den™
rozdélené do dvou davek. Pacienti s GF < 45 ml - min"' by metformin nemé&li pouZivat

vubec [9, 32].
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Farmakodynamika. Mezi hlavni farmaceutické Gc¢inky patii [9, 32]:
1. snizeni produkce glukosy v jatrech

potlaceni glukoneogeneze a glykogenolyzy

sniZeni stfevni absorpce glukosy

zvyseni citlivosti a absorpce perifernich tkani na inzulin

pusobeni na glykogen — synthasu, ¢imz stimuluje buné¢nou syntézu glykogenu

AN

zvyseni transportni kapacity membranovych glukosovych transportéra

Farmakokinetika. Po perordlnim podani je dosazeno maximdalni koncentrace
v plasm¢é piiblizné za 2,5 hodiny. Biologickd dostupnost metforminu je
50 — 60 % a neni zavisla na velikosti jednotlivé davky [9, 32, 33]. Metformin se
nepatrn¢ vaze na bilkoviny krevni plasmy a pronikd do erytrocyti. V pravidelné
nastavenych klinickych davkach je koncentrace metforminu v plazmé ustdlena béhem
prvnich 24 — 48 hodin. Metformin je vylu¢ovan v nezménéné forme¢ moci, hlavni cestou
eliminace je tubuldrni sekrece a neni metabolizovan v jatrech [9, 32]. Pfi plné
funkénosti ledvin je po peroralnim podani asi 90 % metforminu vylou¢eno ledvinami
béhem prvnich 24 hodin, polocas eliminace metforminu je ptiblizn€ 6,2 — 6,5 hodin. U

pacientll se snizenou funkci ledvin je polocas eliminace prodlouzen [9, 32, 33].

Nezadouci ucinky. Mezi nejcastéjsi nezadouci G€inky patii gastrointestindlni potize
jako prijem, zvraceni, bolesti bficha, dale bolesti hlavy, zavraté, ospalost a kovova chut’
v ustech, kterd vymizi az pii pokraCovani v 1écbé [9]. Velmi vzacné (0,03 ptipad/1000
pacientli za rok) se mulze vyskytovat laktitova acidéza [34]. Laktitova acidéza je
vzacnd, ale velmi vazna metabolickd porucha, kterd mize byt fatalni az v 50 % ptipada.
Casto je zmifiovana pravé s uzivanim metforminu pfi 1é¢bé DM 2. typu, obzvlast pak
pfi snizené funkci ledvin. Laktitova acidoza je charakterizovana jako nadmérné
mnozstvi laktatu vkrvi (> 5 mmol - L) a piekyseleni organismu vlivem nadbytku

vodikovych iontd.

Metformin je oznacovan jako lék prvni volby pii 1écbé DM 2. typu, je
nejpouzivanéj§im antidiabetikem a fadi se mezi nejvice pfedepisovand 1é¢iva na celém

sveté [4, 7, 8]. Pro porovnani spotieby 1éCiv se Casto vyuziva ATC/DDD metodologie,
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ktera umoziuje vzdjemné srovnani spotteby jednotlivych 1é¢ivych ptipravki. ATC je
anatomicko — terapeuticko — chemicka klasifikace 1é¢ivych ptipravkl fadici lécivé
pfipravky do skupin podle orgédnovych soustav, na které¢ pusobi. ATC klasifikace
metforminu je nasledujici: 4 — Travici trakt a metabolismus, 470 — Léciva k terapii
diabetu, A/0B — Antidiabetika, krom¢ inzulinl, 4/0BA — Biguanidy, 410BA02 —
Metformin [35]. DDD je definovana jako priimérna denni udrzovaci davka, kterd je
podavana v hlavni indikaci u dospélych [36].V Ceské republice stoupla DDD od roku
2003 do roku 2016 o 215 %, viz nasledujici obrazek ¢. 3.3. Ke zhotoveni grafu byla

pouZita databaze Statniho Ustavu pro kontrolu 1éCiv a jeji data z let 2003 — 2016.

DDD metforminu/1000 obyvatel/den
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Obr. &. 3.3 — Narast DDD metforminuv CR v letech 2003 — 2016

Celosvétové rozsiteni DM 2. typu, vysoka denni davka metforminu, dlouhodobé
uzivani a eliminace moc¢i v pivodni nezménéné formé patii k dlivodim, pro¢ se
metformin naléza v zivotnim prostiedi, zejména pak ve vodnich tocich [8], ve vySSich
koncentracich, nez jsou jiné 1écCivé latky. Metformin tak miize pfimo i1 nepiimo

ey

ovlivitovat zivotni prostfedi a organismy v ném Zijici.
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Ekotoxicita. VSechna farmaka jsou navrzena tak, aby ovliviiovala specifické
metabolické a molekularni drahy v lidském ¢&i zvifecim organismu [14]. Casto mohou
mit ale vedlejsi ucinky. Pfi vstupu do zivotniho prostfedi mohou vyvolédvat v organech,
tkanich, bunkach ¢i biomolekulach nizsich organismu stejné ucinky jako u lidi. Nekteré
receptory nizsich zivocichli se podobaji t€ém lidskym, jiné jsou rozdilné, nebo mohou
zcela chybét, coz znamena, ze 1é¢ivo na né mize mit zcela jiny u¢inek a mize pro né
byt toxické. Protoze nékteré mechanismy plsobeni nejsou znamé ani u ¢loveéka, je tézké
odhadnout, jak budou plisobit na niz8i organismy.

Studie akutni toxicity metforminu na zvitatech neprokazaly zadnou zvlastni citlivost
pii terapeutickych davkach [9]. Akutni toxicita byla prokazana u zab, kterym byl
metformin podan parenterdlné v davce 1 450 mg - kg, a u mysi oralné v davce
1 450 mg - kg'. Byly prokazany zmény chovani, halucinace, kie¢e a zachvaty. Tyto
davky byly letalni pro 50 % studovanych organismt [37]. Vyrazné vSak piekracuji
koncentrace, jeZ se nachazi v zivotnim prostiedi, a je tedy velmi nepravdépodobné, aby
byly v zivotnim prostfedi Zivé organismy vystaveny takovému mnozstvi metforminu
v jednorazové davce. V lidském organismu se projevila toxicita metforminu pii
peroralnim podani v davce 321 mg - kg u muZe a 191 mg - kg u Zeny, coz mélo za
nasledky hemolyzu, anemii, poSkozeni jater, zmény slozeni krve a celkové utlumeni
organismu [8, 37].

Data k posouzeni chronické toxicity nejsou dostacujici, doposud nebyly
publikovany zadné vysledky. AvSak u organismi, jejichz mechanismus vyuziti a
transport glukosy je obdobny jako v lidském organismu, existuje predpoklad, Ze by

metformin mohl glykemii ovliviiovat.
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3.4 Guanylmoc€ovina

NH 0]

S

H,N NH NH,

Obr. €. 3.4 — Vzorec guanylmocoviny

Guanylmocovina je chemicka latka, ktera vznikd pouze pii aerobni biodegradaci
metforminu [5], nikoliv v lidském téle pfi metabolismu. Metformin neni degradovan
kompletné, proto je v analyzovanych vzorcich vod pfitomna nejenom guanylmocovina,
ale i ptivodni metformin. Principy degradace metforminu na guanylmocovinu a faktory

ovliviiyjici degradaci nejsou zcela znamé [8].

Vyskyt v Zivotnim prostiredi. Ve studii provadéné v Némecku v roce 2012 [38§]
byla zkouména koncentrace metforminu a guanylmocoviny ve vzorcich vody do ¢istirny
odpadnich vod pfitékajicich a odtékajicich. Na zaklad¢ této studiu je patrné, ZzZe
guanylmocovina vznikd v nejvétsi mife jako bakteridlni produkt v Cistirnach odpadnich
vod. Metformin i guanylmocovina se ve vzorcich vyskytovaly ve vyrazném mnozstvi.
Zastoupeni metforminu bylo pfevladajici ve vzorcich odebranych na ptitoku do Cistiren
a guanylmocovina dominovala ve vzorcich odtékajicich z Cistirny odpadnich vod.

Koncentrace metforminu a guanylmocoviny v povrchovych vodach zavisi na

zatizeni ek, matrici a kvalit¢ vod [39].

V jiné studii provadéné v Némecku v roce 2012 byla zkoumana efektivita technik
pouzivanych ve vodarenstvi k ¢isténi vod [39].

Flokulace byla pro odstranéni metforminu a guanylmocoviny za pouZitych
podminek (chlorid hlinity a chlorid zelezity jako sraZeci ¢inidlo, pH 7 — 8) neefektivni.
Ob¢ latky se pied 1 po flokulaci objevovaly ve vzorcich vody v pfiblizné stejnych
koncentracich.

Pfi ozonizaci byly pouzity koncentrace ozonu 0,5 mg - L'al mg - L™, koncentrace

beézné pouzivané pii ozonizaci vod ve vodnim hospodarstvi. Pfi vySsi koncentraci ozonu
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byly obé¢ latky oxidovany rychleji, ovSem ne zcela. Po 60 minutach plisobeni ozonu o
koncentraci 1 mg - L &inila koncentrace metforminu ve vzorku 31 % pivodni
koncentrace a koncentrace guanylmocoviny 24 % vychozi koncentrace. Pfi procesu
ozonizace vznikaly ve vzorcich dal$i oxidacni produkty, napt. hydroperoxid metforminu
a methylbiguanid. Procesem ozonizace tedy lze castené odstranit metformin a
guanylmocovinu z povrchovych vod, ovSem vznikaji dalsi slouceniny, které mohou byt
pro zivotni prostiedi jeSté vice nebezpecné nez piivodni metformin a guanylmocovina.

Pti chloraci vody byly pouzity 2 urovné koncentrace chloru bézné€ pouzivanych pii
chloraci vod ve vodnim hospodaistvi, a to 0,2 mg - L' a 1 mg - L. Polovi¢ni vychozi
koncentrace bylo dosazeno béhem 5 hodin, a to pfi pouziti obou hladin koncentrace.
Ptiblizné¢ 10% koncentrace metforminu bylo dosazeno po 50 hodinéch pii pouziti chloru
o niz8i koncentraci, pii pouziti vysSi koncentrace nebyl ve vzorku piitomen zadny
metformin po necelych 10 hodinach. V tomto ptipad¢ se objevil neocekavany produkt, a
to dimethylamin, ktery miiZze byt pro Zivotni prostfedi mnohem vice Skodlivy, nez
puvodni metformin a guanylmocovina.

Nejucinngj$i metodou pro odstranéni metforminu a guanylmocoviny se na zakladé
tohoto experimentu zdd byt chlorace nasledovand ozonizaci. Flokulace neni pro
odstranéni téchto xenobiotik vhodna. Kviili vysoké koncentraci metforminu do Cistiren
vstupujici a jeho neuplné degradaci na guanylmocoviny jsou obé€ tyto latky pfitomny

v zivotnim prostfedi ve vysokém mnozstvi.

Ekotoxicita. Bylo prokdzano, Ze guanylmocovina je absorbovana rostlinami a
transportovana do listl, zrn, semen a plodi a negativn€ pusobi na rist rostlin [8].
Z divodu chybéjicich dat o degradaci metforminu na guanylmocovinu chybi také

informace, které by popisovaly akutni ¢i chronickou toxicitu guanylmocoviny.
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3.5 Fytoremediace

Léciva a dalsi primyslové vyznamné latky se dostavaji prostiednictvim
komunalnich odpadnich vod do ¢istiren a odtud diky nedokonalé degradaci do zivotniho
prostiedi. VétSinou se jedna o latky toxické, perzistentni, které se hromadi v zivotnim
prostiedi, pronikaji do potravniho fetézce a mohou tak nepifimo ohrozovat zdravi
clovéka [40].

Metod, kterych se vyuzivd pro odstranéni ¢i eliminaci organickych latek, je
neékolik druht. K fyzikdlné — chemickym metoddm se fadi fotodegradace zahrnujici
samovolnou pfeménu farmak diky absorpci slune¢niho zafeni a nésledny rozpad
molekuly 1éGiva; dale sorpce uplatiiujici se predeviim v COV, kdy pusobenim
elektrostatickych sil dochéazi k interakcim pozitivné nabitych 1é¢iv a negativné nabitého
aktivovaného Ccistirenského kalu v ptipadé adsorpce, nebo k hydrofobnim interakcim
lipofilni membrany bakterii s lipofilnim 1é¢ivem v pfipad€ absorpce [41]. DalSimi
fyzikéln¢ — chemickymi metodami jsou chemicka oxidace, neboli tvorba oxidantl
(O3, -OH), které mohou ve vod¢ reagovat s organickymi latkami; membranové metody
vyuzivajici schopnost zachyceni 1é¢iva na membranovy material; a pouziti aktivniho
uhli ve formé praSku nebo granuli k odstranéni pifedev§im nepolarnich latek.
Nevyhodou téchto metod je vysoka finan¢ni naro¢nost [40], a proto se neustale hledaji a
vyviji nové levnéj$i metody. V tomto ohledu se nabizi alternativa tzv. kofenovych
gistiren odpadnich vod (KCOV).

Fytoremediace je obecny termin pro skupinu technologii, které vyuZzivaji rostliny
a s nimi spojené mikroorganismy k dekontaminaci, detoxikaci ¢i imobilizaci polutantt
v Zivotnim prostiedi [40, 42]. Fytoremediac¢ni technologie se dale d€li na nekolik
skupin, dle chemické povahy a vlastnosti kontaminantu a dle vlastnosti pouZitych
rostlin. Spole¢nymi znaky fytoremedia¢nich metod jsou jejich pomérné nizké naklady,
in situ usporadani, minimalni poSkozeni okoli a esteticky ptinos, pfijatelnost vefejnosti
a vhodnost pro rizné typy kontaminanti [40]. Polutantem muize byt latka
anorganického 1 organického plivodu. K nevyhodam patii dlouhd doba odstranéni
xenobiotik ze Zivotniho prostfedi, zavislost G€innosti dekontaminace na klimatickych a
pidnich podminkidch a moZnd kontaminace potravniho fetézce diky byloZravym
druhtim zvéte, kterd se zivi nadzemnimi ¢astmi rostlin, do kterych je transportovano

xenobiotikum [40].
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Fytodegradace je proces, kdy jsou organické polutanty degradovany
prostiednictvim rostlinnych enzymu, prfedevsim nitroreduktas, dehalogenas, cytochromu
P — 450, karboxylesteras a transferas [40, 43].

Fytostabilizace, jinak nazyvand fytoimobilizace, je zalozend na schopnosti
rostlin imobilizovat polutanty v okoli rostliny pomoci svych kotfenli a zabranit tak jejich
dalSimu Sifeni v pidé, vod¢€ a v potravnim fetézci [43, 44].

Fytovolatilizace je zalozena na schopnosti rostlin absorbovat ionty n¢kterych
kovti, preménit je na t€kavou formu a prostfednictvim listd je transportovat do ovzdusi
[43, 44].

Fytoextrakce je metoda zalozena na schopnosti rostlin pfijmout polutanty
kofenovym systémem a transportovat je do nadzemni ¢ésti rostliny, kde jsou ulozeny.
Nadzemni casti rostlin jsou sklizeny a tak dochdzi k jejich odstranéni z Zivotniho
prostiedi [43, 44].

Rhizofiltrace (fytofiltrace) je metoda podobna fytoextrakci. Vyuziva predevsim
rostliny s mohutnym rozvinutym kofenovym systémem k absorpci polutantl, které
zustavaji zakoncentrované v kotenech rostlin [43, 44].

Rhizodegradace probihd vyhradné v pid€. Kofenové exsudaty stimuluji rist

bakterii, které¢ se podili na Gplné ¢i astecné degradaci xenobiotik [43, 44].
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4 Experimentalni ¢ast

41 Pristrojové vybaveni

» Na analyzu vzorkt byly pouZzity:
e HPLC soustava skladajici se zautosampleru Liquid Chromatography
Sampler LCS 5040 INGOS, vysokotlakého ¢erpadla Liquid Chromatography
Pump INGOS LCP 5020, detektoru DAD Schimadzu SPD — M20A, kolony
Agilent Eclipse XDB — C18 (5 um) o rozmérech 4,6 x 250 mm a

vyhodnocovaciho softwaru Clarity (DataApex)

» Kurceni UV maxima guanylmocoviny byl pouzit:

e UV/VIS spektrofotometr Helios o (Anglie)

» Na sterilizaci medii a nadobi byly pouzity:
e Elektricky hrnec AVAIR ELLA LUX D6K2A
e Mikrovinny sterilizator MICROJET, ENBIO

» Pro zajisténi sterilniho prostiedi pfi sdzeni rostlin a pti odbéru vzorki medii byly
pouzity:
e Lamindrni box s vertikdlnim proudénim, typ FBB 120, Labox

e Kahan Fuego pro, WLD — Tec

» K destilaci vody bylo pouzito zafizeni:

e Demiwa 3 roi, WATEK

» Pro ptipravu mobilnich fazi byly pouzity:
e pH metr ISFET mini Lab, model IQ 125
e pH metr HACH mini Lab, model H 135
e Magnetické michadlo IKA® RET basic
e Mikrovinna trouba SENCOR s vykonem 900 W
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» Pro odplynéni mobilnich fazi byla pouzita:

e Ultrazvukova lazen Fisherbrand ® FB 15050

» Pro uchovani odebranych vzorkd medii byly pouzity:
e Mrazici box (— 20 °C) , Liebherr
e Lednice (3 °C), Liebherr

» Pro vazeni rostlinného materialu a veskerych vzorka byly pouzity:
e Analytické vahy AFA — 180 LC, ADAM
e Piedvazky AQT — 600, ADAM

» Pro poftizeni fotografii zobrazenych v diplomové praci byl pouzit:

e Mobilni telefon Doogee Y100 Valencia 2 s fotoaparatem 13 Mpx

4.2 Chemikalie

» K rostlindm byly ptidavany tyto latky:
e Metformin izolovany z Metfogamma 500 potahované tablety, vyrobce
Worwag Pharma GmbH (Némecko)
e N —guanylmocovina hemisulfat hydrat (Cistota 97 %, Sigma — Aldrich)

» Pro ptipravu mobilni faze pottebné k analyze metforminu byly pouzity:
e Dodecylsulfat sodny (Cistota 99,8 %, Sigma — Aldrich)
e Methanol HPLC Super Gradient Grade (Cistota 99,8 %, VWR)
e Acetonitril HPLC (&istota 99,9 %, Lab — Scan)

» Pro ptipravu mobilni faze pottebné k analyze guanylmocoviny byly pouzity:
e Mravencan amonny (¢istota 99,995 %, Sigma — Aldrich)
e Methanol HPLC Super Gradient Grade (¢istota 99,8 %, VWR)



-7 -

» Pro sterilizaci rostlinnych semen byly pouzity:

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

Jar na nadobi, ptichut’ citron (Procter & Gamble s.r.0.)

» Pro sterilizaci plastovych nadob potiebnych k namichani médii byl pouzit:

Peroxid vodiku 30 % nestabilizovany (Lach — Ner, s.1.0)

» Chemikalie k piipravé medii:

Mpyo — inositol HPLC, ¢istota 99,0 % (Fluka Analytical)

Sacharosa, ¢istota dle CSL 3, (Dr. Kulich Pharma, s.r.0.)

Phytagel ™ (Sigma — Aldrich)

Ostatni chemikalie pro pfipravu medii byly kvality p.a. (Sigma — Aldrich)

» Kupravé pH medii byly pouzity:

4.3

Kyselina citronova bezvoda p.a., ¢istota 99,5 % (Lach — Ner, s.r.0.)

Hydroxid draselny, Cistota 84,5 % (Penta)

Rostlinny material

Ke studiu fytoextrakce metforminu a guanylmocoviny byly pouZzity tyto

rostlinné materialy:

Kukutice setd (Zea mays L.), polni kultivar DKC 4014, FAO 300
(MONSANTO CR, s.1.0.)
Hrach sety (Pisum sativum L.), peluSka (dodavatel Vlastimil Kubin)

Staurogynus plazivy  (Staurogyne repens L.), akvarijni rostlina
(PROFIPLANTS® Laboratory)

Plevuiikka Reinekova Mini (Alternanthera reineckii Mini L.), akvarijni
rostlina (PROFIPLANTS® Laboratory)

Oves obecny (4vena sativa L.), (Johnsons "™, UK)



4.4 Postup prace

4.4.1 Priprava medii

Pro péstovani rostlin byly pouzity 4 druhy zivnych medii:

e Murashige a Skoog medium bez cukru (MS — BC)

e Murashige a Skoog medium obsahujici cukr (MS)

e Murashige a Skoog medium obsahujici hormony (MS — H)
e Murashige a Skoog medium obsahujici Phytagel (MS — P)

Ptesna slozeni medii jsou uvedena v tabulkach 4.1 — 4.4.

Tabulka 4.1 — Slozeni Murashige and Skoog media bez cukru (MS — BC)

Chemikalie Koncentrace [mg - L 1
Makro prvky

NH4NO3 1 650
KNO; 1 900
CaCl, - 2 H,O 440
MgSO4- 7 H,O 370
KH,PO4 170
Mikro prvky

H;BO; 6,2
MnSO4- 7 H,O 223
ZnSOy4 4 H,O 8,3
KI 0,83
Na,MoOg4-2 H,O 0,25
CoCl, - 6 H,O 0,025

CuSO4 - 5 H,O 0,025

Fe" komplex
Na,EDTA 37,2
FCSO4 -7 HQO 27,8

pH media upraveno na 5,8
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Tabulka 4.2 — Slozeni Murashige a Skoog media s cukrem (MS)

Chemikalie Koncentrace [mg - L ']
Sacharosa 30000
Myo—inositol 100

Mikroprvky, makroprvky a Fe' komplex

ve stejném slozeni jako MS — BC medium

pH media upraveno na 5,8

Tabulka 4.3 — Slozeni Murashige a Skoog media s hormony (MS — H)

Chemikalie Koncentrace [mg - L 1
Sacharosa 30000
Myo—inositol 100

Mikroprvky, makroprvky a F e komplex

ve stejném slozeni jako MS — BC medium

Kys. indolylméselnd 1

Benzylaminopurin 1,5

pH media upraveno na 6,0

Tabulka 4.4 — Slozeni Murashige a Skoog media s phytagelem (MS — P)

Chemikalie Koncentrace [mg - L ']
Sacharosa 30000
Myo—inositol 100

Mikroprvky, makroprvky a Fe" komplex
ve stejném sloZeni jako MS — BC medium

Phytagel 1700

pH media upraveno na 5,6

Pro dosazeni pozadované konzistence bylo MS — P medium ohtivano v mikrovinné

troub& po dobu 1 minuty.
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4.4.2 Kultivace sterilnich rostlin

Semena hrachu setého, kukufice seté a ovsa obecného byla nejprve odmasténa
70% ethanolem s kapkou komer¢niho smécedla (Jar) po dobu 30 vtefin. Poté byla
semena sterilizovana 20% roztokem Sava po dobu 10 minut a dale 10% roztokem
Sava po dobu 20 minut. Nasledné byla tfikrat proplachnuta sterilni destilovanou
vodou.

Iniciace kultur hrachu setého byla provedena nésledujicim zplisobem: Za
sterilnich podminek byla vysterilizovana semena pfenesena v laminarnim boxu
s vertikalnim proudénim do 250 mL Erlenmeyerovych banék se sterilnim MS — H
mediem o objemu 15 mL. Do kazdé banky byla pfenesena 4 semena. Nasledna
kultivace probihala v kultivacni mistnosti pfi teploté 24 °C s osvétlenim zativkami
White Cool (Philips) 40 W/m’ze vzdalenosti 40 cm ve svételném rezimu 16 h
svétlo/8 h tma. Po 20 — 25 dnech kultivace bylo pfidano 25 mL MS — BC media a
zasobni roztok metforminu a guanylmocoviny o riiznych koncentracich. V prvnim
experimentu byl pfidan metformin ve dvou koncentracich, a to 15 mg - mL™" k
5 kultivacim hrachu setého a 10 mg - mL™, taktéz k5 kultivacim. V dalgich
experimentech byla pfidana guanylmocovina o koncentracich 15 mg - mL™ k

5 kultivacim hrachu setého a 20 mg - L™ opét k 5 kultivacim hrachu setého.

Obr. ¢. 4.1 — Ukazka kultivace sterilniho hrachu setého (Pisum sativum L.)

(fotografie pofizena 25. den kultivace)
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Iniciace kultur kukufice seté probihala nésledujicim zptGsobem: Za sterilnich
podminek byla vysterilizovand semena pienesena v laminarnim boxu s vertikalnim
proudénim do 500 mL Erlenmeyerovych bané€k se sterilnim MS mediem o objemu
20 mL; do kazdé banky byla vnesena 4 semena. Nasledna kultivace probihala
v kultivacni mistnosti pfi teploté 24 °C s osvétlenim zafivkami White Cool (Philips)
40 W/m?ze vzdalenosti 40 cm ve svételném rezimu 16 h svétlo/8 h tma. Kultury,
které béhem kultivace vykazovaly znamky kontaminace, byly prubézn¢ likvidovany.
Po 10 - 14 dnech kultivace bylo ke kukuficim pfiddno 100 mL MS — BC media a
pfipraveny zasobni roztok metforminu nebo guanylmocCoviny o raznych
koncentracich. V prvnim experimentu byl pfidan zasobni roztok metforminu k
5 kultivacim kukufice seté tak, aby jeho vysledna koncentrace v ptidaném MS — BC
mediu byla 15 mg - mL™. Schopnost fytoextrakce metforminu kukufici setou byla
testovana jiz v bakalaiské praci [11], nyni byl experiment pro ovéteni zopakovan.
V dalSich experimentech byla pfiddna guanylmocovina tak, aby jeji findlni vychozi
koncentrace v MS — BC mediu 8 kultivaci byla 20 mg - mL™" a v 6 kultivacich
15 mg - mL™. V poslednim experimentu byl pfidan zasobni roztok metforminu a

guanylmocoviny k 5 kultivacim soucasng, obé latky v koncentraci 15 mg - mL™".

Obr. ¢. 4.2 — Ukazka sterilni kultivace kukuftice seté (Zea mays L.) (fotografie

pofizena 8. den kultivace)
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Iniciace kultur ovsa obecného byla provedena nasledujicim zpiisobem: Za
sterilnich podminek byla vysterilizovand semena prenesena v laminarnim boxu
s vertikalnim proudénim do 500 mL Erlenmeyerovych ban¢k se sterilnim MS mediem o
objemu 20 mL. Do kazdé banky bylo pieneseno 8 semen. Nasledna kultivace probihala
v kultiva¢ni mistnosti pfi teploté¢ 24 °C s osvétlenim zafivkami White Cool (Philips)
40 W/m’ze vzdalenosti 40 cm ve svételném rezimu 16 h svétlo/8 h tma. Po 4 tydnech
kultivace bylo ke 4 kulturam ovsa obecného ptidano 100 mL MS — BC media a zasobni
roztok metforminu tak, aby jeho vysledna koncentrace v pfidaném MS — BC mediu byla

10 mg - mL™".

Obr. ¢. 4.3 — Ukazka sterilni kultivace ovsa obecného (Avena sativa L.)

(fotografie potizena po mésici kultivace)

Iniciace obou druhti vodnich rostlin se liSila od kultivace suchozemskych druhii
ze semen. Vodni rostliny byly dodany v plastovych kelimcich o priméru 6,5 cm a vysce
6 cm. Kelimek obsahoval sterilni agar a byl uzavien plastovym vickem. Pro dosazeni
vétsiho poctu rostlin se vodni rostliny rozsazovaly do Cistych kelimka se sterilnim

MS — P mediem. Nésledna kultivace probihala v kultivacni mistnosti pii teploté 24 °C s
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osvétlenim zafivkami White Cool (Philips) 40 W/m’ze vzdalenosti 40 cm ve svételném
rezimu 16 h svétlo/8 h tma. Takto se kultivovaly asi mésic. Pro studium fytoextrakce
byly rostliny ocisténé od MS — P media pfeneseny v lamindrnim boxu s vertikalnim
proudénim do 250 mL Erlenmeyerovych ban¢k se sterilnim MS - BC mediem o objemu
200 mL obsahujicim metformin o koncentraci 10 mg - mL™. V piipadé vodni rostliny
plevuiiky Reineckovy mini byly pouzity 4 kultury této rostliny, v piipad€ staurogynu
plazivého 6 kultur.

Obr. ¢. 4.4 — Ukazka sterilnich vodnich rostlin — vlevo Staurogynus plazivy
(Staurogyne repens L.) a vpravo plevuiitka Reinekova Mini (Alternanthera reineckii
mini L.) (fotografie pofizena prvni den od pfesazeni z plastového kelimku obsahujiciho
MS — P medium do Erlenmeyerovy baiiky obsahujici MS — BC media — tedy asi mésic

od zakoupeni origindlniho baleni)
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4.4.3 Odbéry vzorka k analyze

Ihned po prvnim pfidavku metforminu, resp. guanylmocoviny, byl odebran vzorek
MS — BC media z Erlenmeyerovy bartiky s rostlinou pomoci injekéni stiikacky a sterilni
jehly ke stanoveni ptfesné vychozi koncentrace xenobiotika. Banka byla opét sterilné
uzaviena hlinikovou folii. Nasledujici dny byly odebirany vzorky vzdy ve
24 — hodinovych intervalech pomoci injek¢ni stiikacky a sterilni jehly. Vzorky byly
uchované v mrazicim boxu pro nasledné analyzy. Baiiky, v nichz byla pozorovatelna
kontaminace a medium nebo rostliny plesnivély, byly zlikvidovany a odbér byl
ukoncen. Odbér vSech vzorkli byl ukoncen obvykle po 5 dnech, vyjimkou byly oba
druhy vodnich rostlin, které nebyly tolik nachylné ke kontaminaci. Odbér u vodnich
rostlin byl proveden jesté¢ 8. a 15. den od prvniho pfidavku metforminu. Rostliny byly

po kultivaci omyty destilovanou vodou, osuseny pomoci filtraéniho papiru a zvazeny.

4.4.4 HPLC analyza odebranych vzorkii

Pro vyzkum fytoextrakce metforminu a guanylmocoviny byla pouzita vysokoucinna
kapalinova chromatografie s UV detekeci.

Mobilni fadze pro analyzu metforminu byla 5 mM SDS : methanol : acetonitril
v pomérech 50 : 25 : 25 (v/v/v), pritok mobilni faze byl 1,2 mL - min, UV detekce pii
233 nm, kolona Agilent Eclipse XDB — C18 (5 um), 4,6 x 250 mm. Zvolena mobilni
faze a vlnova délka byla totoZznd s méfenim metforminu v bakalarské praci a byla
zvolena na zékladé publikované literatury [44, 45, 46]. Kvantifikace metforminu byla
provedena dle kalibra¢ni fady s jednotlivymi koncentracemi 5; 10; 20; 30 a 40
mg - mL". Odebrané vzorky medii s metforminem byly analyzovany vzdy od prvniho
do posledniho dne odbéru jedné rostliny a tim byl stanoven pokles koncentrace
metforminu v mediu. Pro porovnani byla schopnost fytoextrakce metforminu riznymi

kulturami pfepoctena na gram ¢erstvé hmotnosti rostliny.

Mobilni fazi pro analyzu guanylmocoviny byla 5 mM mravencan amonny ve vode¢ :
methanol v poméru 90 : 10 (v/v), priitok mobilni fize 0,7 mL - min™, zvolenda UV

detekce byla 210 nm, kolona Agilent Eclipse XDB — C18 (5 pm), 4,6 x 250 mm. Slozky
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mobilni faze byly zvoleny na zéklad¢ publikované literatury [38] a byl optimalizovan
pomér vodné a organické slozky tak, aby byly co nejlépe odd€leny slozky MS — BC
media a guynylmocovina. UV detekce nebyla uvedena v dosud Zzadné publikované
literatute, proto bylo zméfeno UV absorpéni maximum guanylmocoviny, na jehoz
zéklad¢ byla latka méfena pfi 210 nm. Kvantifikace guanylmocoviny byla provedena
dle kalibracni fady s jednotlivymi koncentracemi 5; 10; 20; 30 a 40
mg - mL". Odebrané vzorky medii s guanylmo&ovinou byly analyzovany vzdy od
prvniho do posledniho dne odbéru jedné rostliny a tim byl stanoven pokles koncentrace
guanylmocoviny v mediu. Pro porovnani byla schopnost fytoextrakce guanylmocoviny

riznymi kulturami pfepoctena na gram Cerstvé hmotnosti rostliny.

K urceni ptesného mnozstvi guanylmocoviny pro navéazky a kalibraci HPLC méfeni
ve vzorku byla provedena elementarni analyza v Ustavu organické chemie a biochemie
Akademie véd Ceské republiky, nebot zakoupeny vzorek guanylmodoviny byl
hemisulfat s nedefinovanym mnoZstvim vody. Elementdrni analyzou byl stanoven
sumarni vzorec C4H;¢NsO7S, coz odpovida hemisulfatu monohydratu guanylmocoviny.
Obsah baze guanylmocoviny je potom 63,75%. Navazky pro kultivace jsou udavany pro
dodany materidl, hemisulfat mohohydrdt guanylmocoviny, pro vyhodnoceni
fytoextrakénich parametri byly potom navazky pifepocteny na Cistou bazi

guanylmocoviny.
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5 Vysledky a diskuse

V diplomové praci byla zkoumana fytoextrakce metforminu a jeho metabolitu
vznikajicitho v Cistirnach odpadnich vod - guanylmocoviny pomoci in vitro
kultivovanych rostlin kukufice seté (Zea mays L.), hrachu setého (Pisum sativum L.),
ovsa obecného (Avena sativa L.), staurogynu plazivého (Staurogyne repens L.) a
plevuiiky Reinekovy mini (Alternanthera reineckii Mini L.).

Ke kultivacim byly pfiddvdny metformin a guanylmocovina o rliznych
koncentracich a sledovan pokles koncentrace testovanych latek v mediu v Casové
zavislosti. Odbéry byly v kultivacich provadény sterilné¢, ve 24 — hodinovych
intervalech. Po ukonceni kultivaci byly rostliny z jednotlivych kultur zvazeny a celkova
fytoextrakéni schopnost vztazena k Cerstvé hmotnosti rostlin.

Nékteré rostliny béhem experimentu viditelné¢ odumiraly a byla u nich pozorovéana
plisen. To mohlo byt zpiisobeno kontaminaci v priibéhu odebirdni vzorku media.
Vzorky od kontaminovanych kultur nebyly dale odebirdny a byly ze sady méteni
vylouceny. V pribéhu méfeni se predpokladal pokles xenobiotika s nardstajici dobou
kultivace. Neékteré hodnoty koncentraci metforminu vSak oproti pfedchozimu dni
vzrostly. To mize byt zpisobeno zpétnym prechodem adsorbovaného ¢i absorbovaného
metforminu zpét do media v disledku odumirani ¢i jiné destrukce kofenového systému.
Metabolické pochody rostlin ani jejich enzymova vybava nebyly v diplomové praci

studovany, proto tyto vzorky byly opét ze sady vylouceny.

5.1  Studium fytoextrakce metforminu

Schopnost fytoextrakce metforminu byla postupné provadéna na vSech vyse
zminénych rostlinach.

Analytickd stanoveni metforminu byla provadéna pomoci HPLC s UV detekei (233
nm). Mobilni faze byla 5 mM SDS : methanol : acetonitril 50 : 25 : 25 (v/v/v), pratok
1,2 ml - min™, kolona Agilent Eclipse XDB — C18 (5 pum) o rozmérech 4,6 x 250 mm.
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5.1.1 Kalibrac¢ni zavislost metforminu, mez detekce a kvantifikace

Ke kvantifikaci metforminu byla nejprve promeétena kalibracni zavislost jako
zavislost odezvy UV detektoru na koncentraci metforminu. K sestrojeni zavislosti byly
pouzity kalibra¢ni roztoky metforminu o koncentracich 5; 10; 20; 30 a 40 mg - L™,

Kalibra¢ni zavislost je zobrazena na obrazku ¢. 5.1, chromatogram kalibra¢niho
roztoku o koncentraci 20 mg - L je zobrazen na obrazku &. 5.2.

Mez detekce (LOD) a mez kvantifikace (LOQ) metforminu byly urceny jako
trojnasobek, resp. desetindsobek vysky Sumu u kalibraéniho roztoku o koncentraci
5 mg - L. Mez detekce LOD metforminu byla 17 pg - L, mez kvantifikace LOQ

metforminu byla rovna 56 pg - L™

Kalibrac¢ni zavislost metforminu

5000

() w N
S S o
S S S
S S S

Odezva detektoru [mAU - s7!]
=
=
)

0 10 20 30 40
Koncentrace metforminu [mg - L]
Obr. ¢. 5.1 — Kalibraéni zavislost metforminu (HPLC/ UV 233 nm, mobilni faze

5mM SDS : methanol : acetonitril (50 : 25 : 25 (v/v/v)), 1,2 mL - min™, kolona Agilent
Eclipse XDB — C18 (5 um), 4,6 x 250 mm).
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Obr. ¢. 5.2 — Chromatogram kalibra¢niho roztoku metforminu o koncentraci

20 mg - L. (HPLC/ UV 233 nm, mobilni fize 5 mM SDS : methanol : acetonitril

(50 : 25 : 25 (v/v/v)), 1,2mL - min™, kolona Agilent Eclipse XDB — C18 (5 pm), 4,6 x
250 mm).

5.1.2 Kukurice seta (Zea mays L.) + metformin

Fytoextrakce metforminu pomoci kukuftice seté (Zea mays L.) byla studovéna jiz ve
vlastni bakalaiské praci obhgjené v ervnu 2015. Hodnoty koncentraci metforminu
v mediu klesaly linearné¢ v priméru o 15 — 20 % oproti pfedchozimu dni. Primérna
vychozi koncentrace 12,29 mg - L klesla za 96 hodin na 3,43 mg - L™, tedy asi na
27 % vychozi koncentrace. Jeden gram rostliny byl schopen vyextrahovat 0,15mg
metforminu béhem 5 dn.

V diplomové praci byl tento experiment zopakovan pro ovéfeni metody. Bylo
pouzito 5 kultivaci kukufice seté, do kterych bylo po 14 dnech kultivace ptidano
100 mL MS — BC media a zasobni roztok metforminu tak, aby jeho koncentrace
vmediu byla 15 mg - L. Odbér vzorka trval 5 dni vzdy ve 24 — hodinovych
intervalech. Béhem 5 dnii klesla koncentrace metforminu v mediu na 24 % piivodni

vychozi koncentrace, kazdym dnem klesala koncentrace v priméru o 15 — 20 % oproti
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predchozimu dni. Jeden gram rostliny kukufice seté¢ byl schopen vyextrahovat 0,15 mg

metforminu béhem 5 dnu.

Porovnani poklesu koncentrace metforminu v bakalarské a v diplomové praci je

znizornéno na obrazku ¢. 5.3.

Porovnani fytoextrakce metforminu o koncentraci
15 mg - L kukufici setou v bakalaiské a v diplomové

praci

100
5}
Q
£ g0 A
=
5}
o
g ® Bakalarska
= 60 1 prace
3
< B Diplomova
> 40 prace
>
X

20 -

0 -

0 24 48 72 96
Pocet hodin od prvniho odbéru

Obr. ¢. 5.3 — Porovnani fytoextrakce metforminu kukufici setou (Zea mays L.)

v bakalafské praci a v diplomové préci.

Vysledek experimentu v diplomové praci je vsouladu svysledkem méfeni
v bakalarské praci. Vysledky tak byly ovéfeny a analytickd metoda byly pouzita pro

studium fytoextrakce metforminu dal§imi druhy rostlin.
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5.1.3 Hrach sety (Pisum sativum L.) + metformin

K dalSimu studiu fytoextrakce metforminu byl pouzit hrach sety (Pisum sativum L.).
Metformin byl k hrachu pfidan ve dvou koncentracich — v prvnim experimentu bylo
k péti kultivacim hrachu pfiddno 25 mL MS — BC media a zasobni roztok metforminu
tak, aby jeho koncentrace v pfidaném MS — BC mediu byla 15 mg - L'; a v druhém
experimentu 10 mg - L™, taktéz k péti kultivacim.

U koncentrace 15 mg - L' byla stanovena priméméa vychozi koncentrace na
14,56 mg - L. Rozdil teoretické a stanovené koncentrace metforminu mize byt
zpusoben okamzitou primarni sorpci 1éCiva na kofeny rostliny, nebo piipadné
nafedénim MS — BC media, jelikoz zbytkové mnozstvi media, které zistalo
v Erlenmeyerové barnice v pribéhu 20 — 25 denni kultivace, nebylo slito z diivodu
omezeni kontaminace rostliny.

Primérnéd koncentrace metforminu klesala kazdym dnem, coZ se pii experimentu
ptedpokladalo. Nejvetsi pokles na této hlading€ koncentrace byl zaznamenan mezi 1. — 2.
odbérem. Béhem prvnich 24 hodin klesla vychozi koncentrace metforminu na necelych
54 %. Odbéry probihaly po dobu 5 dni vzdy ve 24 — hodinovych intervalech. Posledni
den odbéru byla stanovena priméma koncentrace 4,14 mg - L™, tedy asi 28 % vychozi
koncentrace. Paty den jiz rostliny vykazovaly zndmky odumirédni a jejich medium bylo
zakalené. Proto byl odbér vzorkll 5. den ukoncen, rostliny omyty destilovanou vodou,
osuSeny filtra¢nim papirem a zvazeny. Jejich celkova hmotnost byla 25,09 g. Jeden
gram cCerstvé hmotnosti hrachu setého je schopen béhem 5 dnl extrahovat

0,05 mg metforminu pii vychozi koncentraci 15 mg - L™

Pt1 pfidavku metforminu do 25 mL MS — BC media na pozadovanou koncentraci
10 mg - L byla stanovena vychozi koncentrace 1é&iva na 9,52 mg - L. Rozdily
teoretické a stanovené koncentrace jsou stejné jako u pfedchoziho experimentu — tedy
primarni sorpce léciva na kotfeny rostliny a pfipadné nafedéni ptfidan¢ho MS — BC
media pivodnim zbytkovym MS — H mediem pouzitym pii kultivaci rostliny. Zhruba
50% vychozi koncentrace metforminu bylo dosazeno za 48 hodin od prvniho ptidavku,
béhem 5 dnd klesla koncentrace metforminu o necelych 65 %. Paty den byl odbér
ukoncen a rostliny zpracovany stejnym zpiisobem jako u ptfedchoziho experimentu.

Jejich hmotnost ¢inila celkem 22,02 g. Jeden gram Cerstvé hmotnosti rostliny hrachu
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settho byl schopen vyextrahovat 0,04 mg metforminu na hladiné koncentrace

10 mg - L bdhem 5 dniL.

Poklesy koncentraci metforminu na obou hladinach koncentrace jsou zobrazeny na

obr. ¢. 5.4.

Hrach sety + metformin — 15mg - L' a1l0mg - L!

100 -

80 1

[ ] o -
60 - 15mgeL-1
H]10mg-eL-1

% vychozi koncentrace

0 24 48 72 96
Pocet hodin od prvniho odbéru

Obr. ¢&. 5.4 — Fytoextrakce metforminu se vstupnimi koncentracemi 15 mg - L™ a

10 mg - L! hrachem setym (Pissum sativum L.).

5.1.4 Oves obecny (Avena sativa L.) + metformin

V dal$im experimentu fytoextrakce metforminu byly pouZzity 4 rostliny ovsa
obecného (Avena sativa L.). Po 4 tydnech kultivace bylo k rostlindm ptiddno 100 mL
MS — BC media a zasobni roztok metforminu tak, aby jeho vysledna koncentrace
v mediu byla 10 mg - L. Protoze rostliny ovsa obecného byly velmi slabého vzristu,

byla zvolena niz§i vychozi koncentrace, aby rostlina nebyla vys$i koncentraci

zlikvidovana.
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Primérna vychozi koncentrace byla stanovena na 8,84 mg - L. Rozdil teoretické a
stanovené koncentrace je opét stejny — primarni zachyt 1éciva na kotfeny rostlin, ktery
nesouvisi s extrakénimi pochody a natedéni zbylého MS media pouzitého pfi kultivaci.
Tato poznamka jiz nebude u dalSich experimentli zminovana.

Hodnoty koncentraci klesaly v priméru jen o 5 - 8 % oproti pfedchozimu dni.

Poklesy koncentraci metforminu jsou zobrazeny na obr. €. 5.5.

Oves obecny + metformin — 10 mg - L-!

100

80 -
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0 24 48 72 96

Pocet hodin od prvniho odbéru

% vychozi koncentrace

Obr. €. 5.5 — Fytoextrakce metforminu pomoci ovsa obecného (Avena sativa L.).

Protoze je schopnost fytoextrakce piepoctena na vahu cerstvé hmotnosti rostlinné
tkan¢, tyto nizké poklesy nelze vzhledem k nizké tvorbé biomasy u ovsa obecného
pfimo porovnavat s poklesy koncentraci u piedchozich experimentd, kdy v prubéhu
kultivace klesla vychozi koncentrace aZ o 65 — 75 %. Celkova hmotnost 4 rostlin ovsa
obecného cinila 10,00 g. Jeden gram ovsa obecného byl schopen extrahovat 0,09 mg
metforminu béhem 5 dnti. Tuto hodnotu lze s pfedchozim experimentem srovnavat a Ize
fict, ze 1 gram ovsa obecného je schopen vyextrahovat béhem 5 dni piiblizné 1,7 — 2,3

krat vice metforminu nez hréch sety.
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5.1.5 Plevunka Reineckova Mini (Alternanthera reineckii Mini L.) +

metformin

V nasledném experimentu byla provedena fytoextrakce metforminu na vodni
rostliné¢ plevuiice Reineckové (Alternanthera reineckii Mini L.). Ke 4 rostlinam
plevunky bylo pfidano 200 mL MS — BC media jiz obsahujiciho metformin o
koncentraci 10 mg - L. Pfesna vychozi koncentrace metforminu ve vzorku MS — BC
media byla stanovena na 9,92 mg - L. Vzorek MS — BC media s metforminem ke
stanoveni pfesné vychozi koncentrace byl odebran jesté pied piidavkem k rostlinam,
proto se rozdil teoretické a pfesné stanovené vychozi koncentrace 1isi jen minimalné,
nejsou zde ptitomny zZadné vlivy, které by mohly hodnotu vychozi koncentrace vyrazné
ovlivnit.

K nejvyraznéjs§imu poklesu doslo v prubéhu prvnich 24 hodin, kdy koncentrace
klesla oproti stanovené vychozi koncentraci na témét 55 % jeji hodnoty. Protoze
pluvuiika Reineckova nebyla tolik nachylnd na odumirani a plesnivéni jako ptedchozi
pouzité kukufice setd, hrach sety a oves obecny, nebyly rostliny 5. den sklizeny a
experiment pokra¢oval. Vzorky byly odebrany jesté 8. den a 15. den od prvotniho
pridavku metforminu. Mezi 5. a 8. dnem doslo k poklesu primérmné jen o 0,7 %. Mezi 8.
a 15. dnem doSlo kpoklesu o 11 % na primémou hodnotu koncentrace
3,15 mg - L. Koncentrace 1é¢iva by s piibyvajicim ¢asem pravdépodobns stale klesala,
poklesy by vSak nebyly jiz tak vyznamné, proto byl odbér vzorkti ukoncen a rostliny
omyty, osuseny a zvazeny.

Poklesy koncentrace metforminu béhem experimentu jsou zobrazeny na obrazku

¢.5.6.
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Plevunka Reineckova mini+ metformin 10 mg - L-!
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Graf ¢. 5.6 — Fytoextrakce metforminu pomoci plevuiiky Reineckovy (Alternanthera

reineckii Mini L.).

Aby byla schopnost fytoextrakce metforminu plevunkou srovnatelnd s ostatnimi
experimenty, byla vyhodnocena k 5. dni odbéru a také k celkové dobé experimentu.
Jeden gram plevuniky Reineckovy je schopen extrahovat 1,01 mg metforminu béhem 5

dnt, resp. 1,20 mg beéhem 15 dnd.

5.1.6 Staurogynus plazivy (Staurogyne repens L.) + metformin

V poslednim experimentu studujici fytoextrakci samotného metforminu byla
pouzita vodni rostlina staurogynus plazivy (Staurogyne repens L.). K 6 kultivacim této
vodni rostliny bylo ptiddno 200 mL MS — BC media s metforminem o koncentraci
10 mg - L. Vychozi koncentrace metforminu byla stanovena na 9,92 mg - L™ Stejn&
jako u plevunky, i zde byla stanovena ptesnd vychozi koncentrace metforminu ve

vzorku MS — BC media pied jeho ptfidavkem k rostling, proto je rozdil teoretické a
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piesn¢ stanovené vychozi koncentrace miniméalni, nedochazi zde k zaddnym vliviim,
které by mohly hodnotu vychozi koncentrace vyrazné ovlivnit.

Nejvyssiho poklesu vychozi koncentrace metforminu bylo dosazeno béhem prvnich
24 hodin a to piiblizné o 40 %. Paty den cinila koncentrace metforminu v MS — BC
mediu primémé 5,1 mg - L™, tedy asi 51 % vychozi koncentrace.

ProtoZze nebyl staurogynus natolik nachylny na odumirani a plesnivéni jako
predchozi pouzité kukufice setd, hrach sety a oves obecny, nebyly rostliny 5. den
sklizeny a experiment pokracoval. Vzorky byly odebrany jesté¢ 8. den a 15. den od
prvotniho pfidavku metforminu. Mezi 5. a 8. dnem doslo k poklesu o necelych 7 %,
mezi 8. a 15. dnem jen o neceld 2 %. Koncentrace 1éCiva by se zfejm¢ s narlstajicim
casem dale snizovala, pokles by vSak nejspi§ nebyl natolik vyrazny, a proto byl
experiment ukoncen. Rostliny byly zpracovany stejnym zptisobem jako u predchozich
experimentll — omyty destilovanou vodou, osuseny filtraCnim papirem a zvazeny.

Vysledky tohoto experimentu jsou zobrazeny na obrazku €. 5.7.

Staurogynus plazivy + metformin 10 mg - L-!
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Obr. ¢. 5.7 — Fytoextrakce metforminu vodni rostlinou staurogynem plazivym

(Staurogyne repens L.).
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Aby byla fytoextrakce metforminu starogynem plazivym porovnatelna s ostatnimi
experimenty, byla pfepocitina k 5. dni odbéru a také k celkové dobé experimentu.
Jeden gram této vodni rostliny je schopen vyextrahovat 1,87 mg béhem 5 dnd, resp.

2,22 mg béhem 15 dnt.

Shrnuti schopnosti fytoextrakce metforminu s riiznymi vychozimi koncentracemi

s vyuzitim 5 druhti rostlin je uvedeno v nésledujici tabulce €. 5.1.

Tab. €. 5.1 — Shrnuti vysledkt fytoextrakce metforminu pomoci 5 druhti rostlin.

Koncentrace metforminu  Fytoextrakce za 5 dnti

Rostlina [mg- L] [mg lé¢iva - g rostliny]
Zea mays L. 15 0,15
Pisum sativum L. 15 0,05
Pisum sativum L. 10 0,04
Avena sativa L. 10 0,09
Alternanthera reineckii Mini L. 10 1,01
Staurogyne repens L. 10 1,87

Aby bylo zifejmé, Ze slouCeniny vylucované rostlinou do media neinterferuji
s analyzou metforminu ¢i zda samotny metformin nepodléha zménam pii1 kultivaci
vlivem svétla nebo sloZzek media, byly provedeny dva slepé pokusy.

U prvniho slepého pokusu bylo k vypéstované kultute kukufice seté ptidano pouze
MS — BC medium bez metforminu. Vzorky media byly odebirany stejnym zplsobem
jako vSechny ostatni vzorky media obsahujici metformin. Pfi méfeni téchto slepych
pokust kazdy den eluovaly pouze slozky MS — BC media ve 2. — 3. minuté, v oblasti
eluce metforminu (10. minuta) nebyly pozorovany zadné piky. Tim bylo ovéfeno, Ze
slozky MS — BC media nenarusuji analyzu stanovovaného 1éciva. Slepa analyza

metforminu je zobrazena na obrazku ¢. 5.8.
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Obr. &. 5.8 — Slepy pokus méteni — MS — BC medium bez metforminu. (HPLC/ UV
233 nm, mobilni faize 5 mM SDS : methanol : acetonitril (50 : 25 : 25 (v/v/v)),
1,2 mL - min™, kolona Agilent Eclipse XDB — C18 (5 um), 4,6 x 250 mm).

V druhém slepém pokusu probihaly odbéry vzorkii media s metforminem o
koncentraci 15 mg - L'z Erlenmeyerovy baiiky bez rostliny. Hodnoty koncentraci
téchto vzorkil se béhem 5 dnti pohybovaly v rozmezi 14,87 mg - L' + 0,09 mg - L.
V tomto experimentu bylo urc¢eno, Ze metformin v prostiedi MS — BC nepodléhal
béhem 5 dnii zddnym preménam. Statistické zpracovani bylo provedeno dle Deanova a

Dixonova testu [47].

Na zéklad¢ vyse uvedenych vysledki je patrné, Ze vSechny pouzité rostliny byly
schopné alespont Caste€né mnozstvi metforminu extrahovat. V naSich laboratornich
podminkach byl metformin extrahovdn nejlépe staurogynem plazivym (Staurogyne
repens L.), nasledovan plevunikou Reineckovou mini (4/ternanthera reineckii Mini L.).
V obou piipadech se jedna o vodni rostliny. Hlavni diivod, pro¢ tyto vodni rostliny

extrahuji metformin v porovnani s jinymi pouzitymi druhy rostlin béhem 5 dni az
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15 krat vice, je zpisob piijmu zivin [48]. U nadzemnich (emerznich) rostlin pievazuje
pfijem zivin prostfednictvim kofenového systému a piijem je tedy zavisly na
mohutnosti a stavu kofenového systému. U vodnich (submerznich) druhti rostlin je
pfijem zivin odlisny. Kofenovy syst¢ém u vodnich druht rostlin slouzi predevsim
k uchyceni do substratu na dn¢ vodnich nadrzi, piipadné miize byt tvorba kofent zcela
potlacena a pfijem Zivin probiha celym povrchem téla.

Pro hodnoceni fytoextrakce byly pouzity zjednoduSené laboratorni podminky,
realné podminky v zivotnim prostfedi mohou vysledky vyrazné ovlivnit, nebot’ redlna
environmentalni matrice je mnohem slozit¢jSi nez simulace Zzivotniho prostredi

prostiednictvim Zivnych medii.
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5.2 Studium fytoextrakce guanylmocoviny

Schopnost fytoextrakce guanylmocovinybyla postupné testovana na kukufici seté
(Zea mays L.) a hrachu setém Pisum sativum L.).

Koncentrace guanylmocoviny byla stanovena pomoci HPLC s UV detekci pii
210 nm. Mobilni fazi byla smés 5 mM mravencanu amonného ve vodé : methanol
90 : 10 (v/v), pritok mobilni faze 0,7 ml - min™. Byla pouZita kolona Agilent Eclipse
XDB - C18 (5 um), 4,6 x 250 mm).

5.2.1 Kalibracéni zavislost guanylmoc€oviny, mez detekce a kvantifikace

Ke kvantifikaci guanylmocoviny byla nejprve proméiena kalibracni zavislost jako
zavislost odezvy UV detektoru na koncentraci metforminu. K sestrojeni zavislosti byly
pouzity kalibra¢ni roztoky guanylmocoviny o koncentracich 5; 10; 20; 30 a 40 mg - L™

Kalibra¢ni zavislost je zobrazena na obrazku ¢. 5.9, chromatogram kalibra¢niho
roztoku o koncentraci 20 mg - L™ je zobrazen na obrazku ¢&. 5.10.

Mez detekce (LOD) a mez kvantifikace (LOQ) guanylmoc€oviny byly urceny jako
trojndsobek, resp. desetindsobek vysSky Sumu u kalibraéniho roztoku o koncentraci
5 mg - L. Mez detekce LOD guanylmoloviny byla 297 pg - L', mez kvantifikace
LOQ guanylmod&oviny byla rovna 990 pg - L.
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Obr. & 5.9 — Kalibra¢ni zéavislost guanylmocoviny (HPLC/ UV 210 nm, mobilni

faze 5 mM mravencan amonny ve vodé : methanol ( 90 : 10 (v/v)), 0,7 mL - min™,

kolona Agilent Eclipse XDB — C18 (5 um), 4,6 x 250 mm).
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Obréazek €. 5.10 — Chromatogram guanylmocoviny (HPLC/ UV 210 nm, mobilni
faze 5 mM mraven¢an amonny ve vodé : methanol ( 90 : 10 (v/v)), 0,7 mL - min™,

kolona Agilent Eclipse XDB — C18 (5 um), 4,6 x 250 mm).
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5.2.2 Kukufice (Zea mays L.) + guanylmoc€ovina

Schopnost fytoextrakce guanylmocoviny kukufici setou (Zea mays L.) byla
testovana pii dvou koncentracich. V prvnim experimentu bylo k 8 kulturdm kukufice
set¢ piiddno 100 mL MS — BC media a roztok guanylmocoviny tak, aby jeji
koncentrace v pfidaném mediu byla 20 mg - L™ (12,75 mg - L baze guanylmocoviny).
V druhém experimentu bylo k 6 kulturdm kukufice seté ptidano opét 100 mL MS — BC
media a roztok guanylmocoviny tak, aby jeji koncentrace v pfidaném mediu byla
15 mg - L' guanylmodoviny (9,56 mg - L baze guanylmoloviny). Odbér vzorki
probihal po dobu 5 dnti ve 24 — hodinovych intervalech.

Poklesy koncentrace guanylmocoviny béhem kultivace jsou zobrazeny na obrazku

¢.5.11.

Kukufice + guanylmoc¢ovina 20 a 15 mg - L!
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Pocet hodin od prvniho odbéru

Obr. ¢. 5.11 — Fytoextrakce guanylmocoviny kukufici setou (Zea mays L.) pfi
2 vychozich koncentracich 20 mg - L'al5 mg - L. (HPLC/ UV 210 nm, mobilni faze
5 mM mravendan amonny ve vodé : methanol ( 90 : 10 (v/v)), 0,7 mL - min”', kolona

Agilent Eclipse XDB — C18 (5 um), 4,6 x 250 mm).
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Pti obou vstupnich koncentracich byly poklesy koncentrace guanylmocoviny v
mediu konstantni, primérné o 15 — 20 % oproti piedchozimu dni. Z grafu se na prvni
pohled miize zdat, Ze guanylmocovina o koncentraci 15 mg - L' (9,56 mg - L' baze
guanylmocoviny) byla kukufici zachycovana 1épe, protoze jeji konecnd primérna
koncentrace je 2 krat niz§i neZ na hlading koncentrace 20 mg - L™ guanylmocoviny
(12,75 mg - L baze guanylmo&oviny). Pfi vypoétu schopnosti fytoextrakce na 1 gram
rostliny bylo vSak vice guanylmocoviny extrahovano pravé na nizsi hladin€ koncentrace
15 mg - L' guanylmodoviny (9,56 mg - L' baze guanylmodoviny). Jeden gram
kukufice seté byl schopen extrahovat 0,12 mg baze guanylmocoviny na hladin€ vstupni
koncentrace 20 mg - L™ bhem 5 dni, na hlading koncentrace 15 mg - L™ 0,11 mg

guanylmocoviny béhem 5 dnt.

5.2.3 Hrach sety (Pisum sativum L.) + guanylmocovina

V dal§im experimentu byla testovana schopnost fytoextrakce guanylmocoviny
hrachem setym na dvou hladindch koncentrace totoznych s experimentem pfedchozim.

Odbér vzorkt probihal po dobu 5 dnii ve 24 — hodinovych intervalech.

Pfi vstupni koncentraci 20 mg - L' guanylmocoviny (12,75 mg - L' baze
guanylmocoviny) byl zaznamenan nejvétsi pokles mezi 1. a 2. dnem odbéru (o 31 %
odbéru c¢inila primérnd koncentrace u 5 kultivaci hrachu setého 31 % vychozi
koncentrace. Jeden gram hrachu setého byl schopen extrahovat 0,12 mg

guanylmocoviny pfi této koncentraci.

Pii koncentraci koncentrace 15 mg - L™ guanylmocoviny (9,56 mg - L baze
vychozi koncentrace), poté jiz koncentrace v médiich 5 rostlin hrachu setého klesala
v priméru o 22 — 26 % az na 21 % vychozi koncentrace baze guanylmocoviny. Jeden
gram hrachu setého byl schopen extrahovat 0,13 mg guanylmocoviny béhem 5 dnt.

Primérné poklesy na obou hladinach koncentrace jsou zobrazeny na obrazku

¢. 5.12.
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Obrazek ¢. 5.12 — Fytoextrakce guanylmocoviny hrachem setym

(Pisum sativum L.) p¥i dvou vstupnich koncentracich 12,75 2 9,56 mg - L™ (baze).

Shrnuti schopnosti fytoextrakce guanylmocovinyna riznych trovnich koncentrace

pomoci kukufice seté a hrachu setého je zobrazeno v nasledujici tabulce ¢. 5.2.

Tabulka €. 5.2 — Shrnuti fytoextrakce guanylmocoviny

Rostlina Vstupni koncentrace Fytoextrakce za 5 dnti
guanylmo&oviny [mg - L] [mg lé&iva - g™ rostliny]

Zea mays L. 20 0,12

Zea mays L. 15 0,11

Pisum sativum L. 20 0,12

Pisum sativum L. 15 0,13
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Nejlepsi schopnost fytoextrakce guanylmocCoviny byla zaznamenana pii vstupni
koncentraci 15 mg - L' u hrachu setého. Domnivam se, Ze vy$$i koncentrace
guanylmocoviny mohla byt pro hrach toxickd a pozastavovala schopnost fytoextrakce.
Tomu napovidd i fakt, Ze na rostlinach byly jiz 3. den od prvniho ptidavku
guanylmo&oviny o koncentraci 20 mg - L™ (12,75 mg - L' baze guanylmocoviny)
viditelné¢ znamky riistovych poruch. Presto byl ale experiment ukoncen az 5. den, aby

byla schopnost fytoextrakce porovnatelnd s ostatnimi experimenty.

Aby bylo ziejmé, Ze slouceniny vyluCované rostlinou do media neinterferuji
s analyzou guanylmocoviny ¢i zda samotna guanylmocovina nepodléhd zménadm pii
kultivaci vlivem svétla nebo slozek media, byly provedeny dva slepé pokusy.

U prvniho slepého pokusu bylo k vypéstované kultute kukutice seté ptidano pouze
MS — BC medium bez guanylmocoviny. Vzorky media byly odebirany stejnym
zpusobem jako vSechny ostatni vzorky media obsahujici xenobiotikum. Pfi méfeni
téchto slepych pokust eluovaly kazdy den pouze slozZky MS — BC media ve 3. — 5.
minuté, v oblasti eluce guanylmocoviny (7. minuta) nebyly pozorovany zadné piky.
Tim bylo ovéteno, ze slozky MS — BC media nenarusuji analyzu stanovované latky.

Chromatogram slepého pokusu je zobrazen na obrazku ¢. 5.13.
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Obr. ¢. 5.13 — Slepy pokus méfeni — MS — BC medium bez guanylmocoviny
(HPLC/ UV 210 nm, mobilni fize 5 mM mravencan amonny ve vodé : methanol
(90 : 10 (v/v)), 0,7 mL - min”, kolona Agilent Eclipse XDB — CI18 (5 pm),
4,6 x 250 mm).

V druhém slepém pokusu probihaly odbéry vzorkli media s guanylmocovinou o
koncentraci 15 mg - L™, tedy 9,56 mg - L™ baze guanylmocoviny z Erlenmeyerovy
banky bez rostliny. Hodnoty koncentraci téchto vzorkli se béhem 5 dni pohybovaly
vrozmezi 9,51 mg - L' + 0,03 mg - L. Vtomto experimentu bylo ovéfeno, Ze
guanylmocovina v prosttedi MS — BC nepodléhd metabolickym procesim a veskeré
poklesy koncentrace maji za nasledek fytoextrakéni procesy. Statistické zpracovani bylo

provedeno dle Deanova a Dixonova testu [47].
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5.3 Studium fytoextrakce metforminu a guanylmocéoviny

v kombinaci

V poslednim experimentu byla studovana schopnost fytoextrakce metforminu a
guanylmocoviny na kukufici seté najednou.

Koncentrace metforminu byly stanoveny pomoci HPLC s UV detekci pti 233 nm.
Mobilni faze byla 5 mM SDS : methanol : acetonitril v pomérech 50 : 25 : 25 (v/v/v),
priitok mobilni faze byl 1,2 mL - min™, kolona Agilent Eclipse XDB — C18 (5 pm),
4,6 x 250 mm)

Koncentrace guanylmocoviny byly stanoveny pomoci HPLC s UV detekcei pii 210
nm, mobilni faze 5 mM mravencan amonny ve vod¢ : methanol ( 90 : 10 (v/v)), pritok

mobilni faze 0,7 mL - min™', kolona Agilent Eclipse XDB — C18 (5 um), 4,6 x 250 mm).

Nejprve bylo provedeno méfeni vzorku s presné znamou koncentraci metforminu a
guanylmocCoviny k vylouceni koeluce ¢i jiného ovlivnéni vysledku. Mnozstvi
metforminu 1 guanylmocoviny ve vzorku byla zvolena ve stejné koncentraci jako
v experimentu, tedy 15 mg - L' metforminu a 15 mg - L'guanylmocoviny (9,56
mg - L' baze guanylmo&oviny). Koncentrace 15 mg - L' byla vybrana z divodu, e pii
této koncentraci byla testovana fytoextrakce kukufice seté metforminu i
guanylmocoviny.

Vzorek byl proméfen za podminek méfeni metforminu 1 za podminek meéfeni
guanylmocoviny. Namétfend koncentrace metforminu se oproti teoretické koncentraci
15 mg - L ligila 0 0,14 mg - L a koncentrace baze guanylmocoviny byla oproti
teoretické koncentraci 9,56 mg - L™ nizsi 0 0,20 mg - L', Chyba mize byt ovlivnéna
neptfesnosti vazeni a odchylkou méfeni HPLC pfiistroje ¢i vyhodnoceni dat a
nepiesahuje 2 % vychozi hodnoty. Z tohoto méfeni byl vyvozen zavér, Ze tyto dvé latky
se pii analyze neovliviluji a lze je teda za rozdilnych podminek méfeni stanovit

v jednom vzorku najednou.

Pro tento experiment bylo pouzito 5 kultivaci kukufice seté. Ke kazdé rostliné¢ bylo
pfidano 100 mL MS — BC media, zasobni roztok metforminu a guanylmocoviny tak,

aby jejich koncentrace v pfidaném mediu byla 15 mg - L' metforminu a
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15 mg - L' guanylmoloviny (9,56 mg - L' baze guanylmocoviny). Odbér vzorkt
probihal 5 dnl vzdy ve 24 — hodinovych intervalech.

Porovnani fytoextrakce samotnych xenobiotik a jejich kombinace jsou zobrazeny na
obrazcich ¢. 5.14 a 5.15.

Jak je z obrazku €. 5.14 patrné, samotny metformin je kukufici extrahovan mnohem
lépe, nez metformin v kombinaci s guanylmoCovinou. Koncentrace samotného
metforminu 5. den odb&ru ma hodnotu 3,63 mg - L™, coz predstavuje 24 % vychozi
naméfené koncentrace. Koncentrace metforminu v kombinaci s guanylmocovinou klesla
5. den pouze na hodnotu 10,36 mg - L™, to je 63 % vychozi naméfené koncentrace.
Schopnost fytoextrakce samotného metforminu byla vypogitina na 0,15 mg - g’
rostliny béhem 5 dnii (viz kapitola 5.1.2). Schopnost fytoextrakce metforminu
v kombinaci s guanylmocovinou je témét dvojndsobné niz$i, byla vypocitana na

0,08 mg béhem 5 dnt.

Fytoextrakce metforminu samotného a v kombinaci s
guanylmocovinou

100 -

80 -
60 A
B M samotny
40 1 B M v kombinaci
20 A
O a T u F ¥
0 24 48 72 96

Pocet hodin od prviho odbéru

% vychozi koncentrace

Obr. ¢. 5.14 — Srovnani fytoextrakce metforminu samotného a metforminu

v kombinaci s guanylmocovinou.
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Vysledky poklesu koncentraci guanylmocoviny ve vzorcich MS — BC media
obsahujicich metformin i guanylmocovinu jsou zobrazeny na obrazku €. 5.15.

Guanylmocovina v kombinaci s metforminem je kukuficemi extrahovana v mnohem
niz§i mife, nez guanylmocCovina samotnd. U samotné guanylmocoviny klesla
koncentrace na 46 % a schopnost fytoextrakce byla vypocitdna na 0,11 mg béhem 5 dnti
(kapitola 5.2.2). V kombinaci s metforminem klesla koncentrace guanylmocoviny na
63 % vychozi naméfené koncentrace a schopnost fytoextrakce 1 gramu kukufice seté

byla 1,5 krat nizs§i nez u samotné guanylmocoviny, tedy 0,07 mg béhem 5 dnti.

Fytoextrakce guanylmocoviny samotné a v kombinaci
s metforminem

100

80 1

60 -
B G samotna
40 - B G v kombinaci
20
0 - T T T T
0 24 48 72 96

Pocet hodin od prviho odbéru

% vychozi koncentrace

Obrazek ¢. 5.15 — Srovnani fytoextrakce guanylmocoviny samotné a

v kombinaci s metforminem

Tento experiment mnohem vice napodobuje procesy v zivotnim prostiedi, nebot
zivotni prostfedi je zatizeno vice xenobiotiky najednou a rostlina extrahuje kofenovym
systétmem (v piipadé suchozemskych rostlin) nebo celym povrchem téla (v ptipade
vodnich rostlin) vice xenobiotik najednou. Proto se mohou realné hodnoty fytoextrakce

mnohonasobné liSit od naSeho experimentu. Redlna environmentalni vodni matrice je
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znacn¢ komplikovana, zahrnuje velké mnozstvi organickych sloucenin s odliSnymi
chemickymi a fyzikdln¢ - chemickymi vlastnostmi a zachyt substanci kofenovym
systémem je ovliviiovan komplexné. Vzhledem k tomu, ze mechanismy zachytu nejsou
kompletné¢ znamy, je tézké predikovat synergistické ¢i antagonistické efekty a
v soucasné dob¢ se fytoextrakce testuje predevsSim v monokomponentnim usporadani.

Podstatnym faktem je, ze fytoextrakce v tomto modelovém in vitro usporadani je realna.
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5 Zaver

Studium interakce farmak a jejich humannich ¢i environmentalnivh metabolit
s vy$§imi rostlinami pfedstavuje v souCasné dob¢ vyznamnou slozku studia
kontaminace ekosystému. Vysledky studii poskytuji diilezité a nezastupitelné informace
o chovani a distribuci téchto sloucenin v Zivotnim prostiedi a jsou rovnéz podnétem pro
navazujici ekotoxikologické experimenty. Ve fazi ziskanych vysledkd poskytuji data
vyuzitelnd pro fytoremediani technologie, ale zaroven poukazuji na moznost
kontaminace potravnich fetézcl. Studované 1é¢ivo metformin je 1ékem prvni volby pii
dekompenzaci diabetu mellitu 2. typu a vylucuje se kompletné v piivodni formé moci.
Vzhledem k vysokym, az nékolikagramovym dennim davkam, je prunik do zivotniho
prosttedi vyznamny a nic na tom neméni ani fakt, Ze je v men$i ¢i vétSi mife
transformovan v biologickém stupni €isténi odpadnich vod na guanylmocovinu. I kdyz
zatim nejsou znama data chronické toxicity, Ize vzhledem k mechanismu uc¢inku
predpokladat vliv na organismy vyuzivajici glukosu, pfipadné i jiné netypické efekty
nesouvisejici s primarni farmakologickou kategorizaci, tak jak je zname u jinych 1écCiv.
Studium fytoextrakce na nékolika typech rostlin ukézalo zfejmou moZnost
zachytu metforminu i guanylmocoviny kofenovym systémem téchto rostlin. To ukazuje
na moznost vyuziti téchto rostlin ve fytoremediacnich technologiich. Lepsi zachyt byl
prokdzan pii interakci metforminu s vodnimi rostlinami, coZ rovnéz poukazuje na
moznost praktického vyuziti pfi doc¢istovani odpadnich vod. Ziskané hodnoty zachytu
jsou pouze modelové, kdy ptirodni vodni matrice je simulovana kultivaénim mediem.
Redlna environmentalni matrice je mnohem slozit¢j$i, a jak se ukézalo
v kombinovaném pokusu se smési metforminu a guanylmocoviny, vyznamné ovliviiuje
ucinnost fytoextrakce. I pfesto, ze by byly redlné technologické hodnoty s nejvétsi
pravdépodobnosti vyrazné nizsi, vyznamnym faktem je, Ze k zachytu studovanych latek
kotenovym systémem jednoznaéné dochazi a vyuZziti rostlinnych technologii
k dekontaminaci povrchovych vod ¢i pld je realné.
Samotny fakt redlného zachytu latek v rhizosféfe rovnéZ predstavuje moZznost
jejich translokace do nadzemnich ¢asti rostlin a naslednou pravdépodobnou kontaminaci
potravnich fetézcil studovanymi latkami ¢i jejich sekundarnimi produkty vznikajicimi

vlivem piisobeni rostlinnych enzymi. Samotna translokace a rostlinné biotransformace
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nebyly dosud studovany a piedstavuji dalsi etapu ve vyzkumu teoretickych aspekti

fytoremediacnich technologii.
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