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1 UVOD

Zvysujici se uroven kvality a komfortu lidského Zivota, ktera je podporovana
rychlym rozvojem védy a techniky, s sebou pfinasi i fadu negativ. Mezi tyto negativni
jevy patii pfedev§im kontaminace ekosystému jak produkty tak, i odpadnimi latkami
chemického, strojirenského, hutnického, energetického a farmaceutického primyslu.
Casta je i kontaminace piid a vod produkty spotiebni chemie. Kontaminace ekosystému
Jiz dosahla takové urovné, ktera vyrazné€ zvySuje zdravotni rizika, kterym je clovek
v soucasné dob¢ vystaven. Vlivem neznalosti biologickych vlastnosti nové vyrabénych
latek dochazi k ob¢asnému poskozovani Zivotniho prostfedi. Pfi¢inou nemusi byt pouze
vyrabéna latka, ale i meziprodukty a vedlejsi produkty. Situace je o to vaznéjsi, protoze
pro fadu synteticky vyrobenych latek si pfiroda jesté nestacila vytvofit ucinné
mechanismy na jejich degradaci.

Existuje velké mnozstvi farmakologicky aktivnich latek, které jsou kazdodenné
uzivany pro terapeutické i profylaktické a které nasledné kontaminuji Zivotni prostiedi
svymi zbytkovymi koncentracemi a metabolity vylu¢ovanymi piedev§im moci, ktera
pfechazi do komunalnich odpadnich vod. Béhem poslednich padesati let vyrazné
vzrostla spotfeba chemickych 1é¢iv, mezi nimi i pfirozenych a syntetickych estrogent.
Pfirozené hormony jsou pfi peroralnim pouziti ¢asto inaktivovany v travicim traktu,
proto jsou pro farmakoterapeutické ucely vyrabény vice stabilni syntetickd analoga
estrogentl. Estradiol je jeden z hlavnich Zenskych sexudlnich hormoni a jeho steroidni
skelet je shodny se skeletem nékterych vyrdbénych syntetickych estrogenti (napf.
ethynylestradiol, mestranol, estradiol valerat), které jsou uzZivany v lidské hormonalni
lécbe.

Stejnym zplisobem jako jsou v mediciné vyuZivany estrogeny, jsou i v nékterych
ptipadech 1é¢by nasazovany progesterony. V chovu zvifat jsou estrogeny a progesterony
uzivany hlavné jako ristové promotory.

Mistem, kde se nejcastéji rizikové latky zachycuji, jsou pfedevsim fi¢ni sedimenty a
puda. Pida poutda znecistujici latky dopadajici na jeji povrch z atmosféry a hlavné
absorbuje rozpusténé kontaminanty z povrchovych vod.

V soucasné dobe¢, kdy si stale vice uvédomujeme ekologické dopady industrializace
a konzumniho zivota naSi spole¢nosti, je tématu znacného rozSifeni synteticky

pripravenych latek a kontaminaci ekosystému vénovana celosvétové velka pozornost.



Hlavnim cilem je snaha vyvinout a pouzivat takové dekontamina¢ni metody, které
by byly Setrné k zivotnimu prostfedi a které by nebyly ekonomicky naro¢né. Existuje
fada fyzikalné-chemickych metod. Ty jsou vSak destruktivni ve vztahu k
vlastnostem pid a nasledna rekultivace je jak technologicky, tak i ekonomicky velmi
naro¢na. Jednim ze slibnych alternativnich zptsobu je biologicka dekontaminace pud.
Pfi pouziti biologického procesu je pida zbavena polutanti za sou¢asné¢ho zachovani
zakladnich vlastnosti ptidniho systému a je mozné i nadale vyuzivat dekontaminované
plochy napftiklad pro zemédé€lské acéely. Pro tyto ucely se zda byt vhodné uziti vysSich
rostlin. Uspésné vyuziti je viak podminéno podrobnymi znalostmi o pochodech, které
pii téchto procesech v rostlinaich a na rozhrani mezi kofeny rostlin a vlastni pidou

probihaji.



2 TEORETICKA CAST

2.1 STEROIDNi HORMONY

2.1.1 Endokrinni systém

Endokrinni a nervovy systém tvofi funk¢ni jednotku regulaci, pficemz rychlé
regulacni zasahy jsou zprostiedkovany nervstvem, volnéj$i regulaci udrzovani
homeostazy pak zajist'uje systém vnitini sekrece. Centralni nervova soustava ovliviiuje
vSak také endokrinni sekreci a naopak hormony mohou ovliviiovat pochody probihajici
v nervové tkani.

Endokrinni systém pouziva k prenosu informaci latek, které se nazyvaji hormony.
Hormony jsou specifické latky se silnym fyziologickym ucinkem. Jsou sekretovany
zvlast uzpisobenymi tkdnémi a ptisobi regulaéné, excitacné nebo inhibi¢né€, na ¢innost
jinych télnich orgéand.

Endokrinni systém #idi vyZivu, metabolizmus, riist a zrani, reprodukci a stalost
vnitiniho prostfedi, jako je t€lesna teplota, krevni obé€h, hospodaieni vodou a

elektrolyty.'
2.1.2 Rozdéleni steroidnich hormonu

Steroidni hormony pievazné vznikaji ve steroidogennich organech, jimiz rozumime
kiru nadledvinek, gonady a placentu. Kromé toho vSak vznikaji z prohormonii i mimo
steroidogenni organy. Napftiklad ve vlasovych folikulech, jatrech, lymfocytech aj.

Steroidni hormony se daji rozd€lit podle biologického ucinku do péti skupin.

» Glukokortikoidy — C-21 steroidy (kortisol, kortison)

» Mineralokortikoidy — C-21 steroidy (aldosteron, deoxykortikosteron)
» Androgeny— C-19 steroidy (testosteron, androstendion,)

» Estrogeny — C-18 steroidy (estradiol, estron, estriol)

> Gestageny — C-21 steroidy (progesteron) >

Obecné cesty synthesy jsou ve vSech téchto tkanich podobné. Zakladnim steroidnim
prekursorem je cholesterol, ktery vznika v organismu biosynthesou z acetylkoenzymu

A. Utinkem hypofyzarnich hormonii se cholesterol konvertuje na C-21 steroid



pregnenolon, vlastni zakladni prekurzor vSech steroidnich hormoni. Cholesterol je

¢aste¢né ptfijiman i v potrave.

Nasledné schéma ukazuje synthesu estrogenu estradiolu-17 v buiice ovaria.

CHOLESTEROL
PREGNéNOLON
PROGEéTERON
1 7-0H-PRO%ESTERON
TESTOéLTERON
19-OH-TESiFOSTERON
ESTRADIOL-17f3

Vsechny typy buné€k, které tvofi steroidy, se shoduji v postupu tvorby hormoni
z cholesterolu k 17-OH-progesteronu, ale dalsi reakce se pro jednotlivé buriky lisi. Zda
se, ze rozdily jsou zpilsobeny pfitomnosti specializovanych enzymovych systému
v jednotlivych tkanovych burikach. Naptiklad v burikach kiry nadledvin je z 17-OH-
progesteronu pfes 17-OH-deoxykortikosteron syntetizovan Kortisol. Tato synthesa

vyrazné pievazuje nad synthesou estradiolu-17p.}

2.1.3 Estrogeny

Nazvem estrogeny oznacujeme pfirozené steroidni hormony, které jsou sekretované
predevsim v ovariich a tidi samiéi pohlavni cyklus, a také synteticky ptipravené latky
jiné struktury s timto u¢inkem.

Estrogeny ma na samici genitalni aparat rustovy a diferencia¢ni vliv. V mirnych
davkach vyvolavaji proliferaci délozni sliznice a fadu morfologickych i funkénich zmén
v sami¢im organismu, které u zvifat vedou k projeviim fije.

Estradiol se v organismu rychle inaktivuje, a to pfevazné v jatrech. Produkty jsou
predevsim estron a estriol. Tyto latky se vylu¢uji v moc¢i v podobé konjugatt, hlavné

glukoronatt a sulfonati. Estrogeny se vylucuji také Zlugi.'



2.1.4 Estrogenni hormony v mediciné

Nejvétsi uplatnéni maji estrogeny pii 1é€bé v porodnictvi, gynekologii a pfi terapii
mocovych cest. Uzivaji se hlavné k substitu¢ni 1é¢b¢ pti poruse funkce ovarii, nadort
prostaty a jako slozka kontraceptiv. Moderni je dnes hormonéalni substituéni 1é¢ba v

klimakteriu a menopauze.

2.1.4.1 Kontraceptiva

Jako p.o. (per os) kontraceptiva pouzivame estrogeny nebo gestageny, anebo jejich
kombinace. Mechanismus pulsobeni spoc¢iva v blokadé ovulace utlumem produkce
hypofyzarnich gonadotropint vlivem negativni zpétné vazby. Dal$im mechanismem je
ovlivnéni vazkosti hlenu délozniho hrdla a vejcovodi, které brani priichodu a nidaci
vajicka. Kontraceptivni U€innost je zarucena pusobenim gestagenti. Estrogeny zajist'uji
predevsim pravidelnost menstruaéniho cyklu.

Vyvoj kontraceptiv sméfuje k podavani nejmensiho potfebného mnozstvi hormoni
pfi zachovani antikoncepéniho puisobeni. Tim se snizZi neZadouci u¢inky, jako naptiklad
zména télesné hmotnosti, deprese, Zalude¢ni potiZe, bolesti hlavy aj. na minimum. Proto
vyvoj smeéfuje od tzv. monofazickych, pres bifazické, k trifazickym preparatiim, u nichz
se v riznych fazich menstrua¢niho cyklu podavaji rozlicné davky estrogenu a

gestagenu. Priklady kontraceptiv jsou uvedeny v tabulce (Tab. 1).

2.1.4.2 Hormonalni substituéni lé¢ba

Klimakterium je podminéno sniZenou tvorbou Zenskych pohlavnich hormoni a
projevuje se celou fadou subjektivnich pfiznak, ale i objektivnimi projevy v disledku
snizeni hormonalnich hladin. Zcela vymizi menstruacni cyklus, dochazi k atrofii sliznic
v pohlavnim ustroji, vypadavani vlasi aj. VSe je provazeno duSevni nevyrovnanosti.

Nejzavaznéj§im problémem je osteopordza, ktera se po menopauze stale rozviji. Jedinou

uspokojivou terapii je pravé hormonalni substituce. ’



Tab. 1: Piehled kontraceptivnich preparati a jejich G¢inné slozky.

Typ kombinace ptipravku

i¢inné komponenty Nézev ptipravku estrogen (mg)  progestin (mg)

Monofazické pridavky

Ethynylestradiol
+ Gestoden FEMODEN 0,03 0,075
+ Desogestrel JANETTEN 0,03 0,150
+ Levonorgestrel GRAVISTAT 125 0,05 0,125
+ Norgestrel STEDIRIL 0,05 0,500
+ Norethisteron NON-OVLON 0,05 1,000

Bifazické pridavky

Ethynylestradiol
+ Levonorgestrel ANTEOVLIN 0,05 (11 tbl.) 0,050
0,05 (10 tbl.) 0,125

Trifazické pridavky

Ethynylestradiol
+ Norgestimat PRAMINO 0,035 (7 tbl.) 0,100
0,035 (7 tbl.) 0,215
0,035 (7 tbl.) 0,250
+ Gestoden MILVANE 0,03 (6 tbl.) 0,050
0,04 (5 tbl.) 0,070
0,03 (10 tbl.) 0,100
+ Levonorgestrel TRINORDIOL 21 0,03 (6 tbl.) 0,050
0,04 (5 tbl.) 0,075
0,03 (10 tbl.) 0,125

Existuji i dal§i oblasti uziti steroidnich hormont, ale jedna se spiSe o doplitkovou
1écbu.

Estrogeny mohou mit naptiklad jisty vliv pii 1é€bé Alzheimerovy nemoci, kde jsou
estrogenni hormony pouzivany jako hormonalni substitu¢ni terapie a zvysuji tvorbu
acetylcholinu.’

Estrogeny jsou u Zen zodpovédné za piiznivéjsi hodnoty lipoproteint nez u muzi.
Mohou tedy byt uzity jako hypolipidemika®

Byvaji rovnéz uzivany i jako protinddorova chemoterapeutika pti karcinomu

prostaty a prsu.®
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2.1.4.3 17a-estradiol (A)

1,3,5-Estratrien-3,17a-diol
CAS number: 57-91-0

Viastnosti:
Bily nebo téméf bily krystalicky prasek nebo bezbarvé krystaly. Teplota tani 220

az 223 °C?

2.1.4.4 17a-ethynylestradiol (B)

Pro praktické uziti byly syntetizovany nékteré vysoce ucinné estrogeny, které se lisi
od pfirozen¢ se vyskytujicich estrogenti. Ethynylestradiol je modifikaci pfirozeného

hormonu estradiolu, vychazejiciho z estranového skeletu.

19-nor-17a-pregna-1,3,5(10)-trien-20-in-3,17-diol.
CAS number: 57-63-6

Viastnosti:
Bily az slabé nazloutly krystalicky prasek. Je prakticky nerozpustny ve vode¢,

rozpustny v 96% ethanolu. Rozpousti se ve zfedénych alkalickych roztocich. Vykazuje

polymorfismus.’ Teplota tani 142 — 146."°

H OH
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2.2 OSUD STEROIDNICH HORMONU V EKOSYSTEMU

2.2.1 Vstup steroidnich hormonit do ekosystému

Piirodni a syntetické estrogeny jsou ve velké mife uzivany pro lékaiské ucely. Savci
vylucuji estrogenni hormony v moéi ve formé konjugatti jako sulfaty a glukuronaty a
v nezménéné forme ve vykalech. Takto se snadno dostanou do komunalnich odpadnich
vod."

Odpadni vody se dostavaji do &isticek odpadnich vod, kde podléhaji Gpravam
sestavajicich vét§inou ze tfi stupiiti. Prvni tvofi mechanické €isténi, zahrnujici filtraci a
sedimentaci. Obvykle nasleduje zpracovani chemické, spocivajici v chemickém srazeni
a upravé pH. Tieti stupen pak tvofi anaerobni nebo aerobni odbouravéni s nasledujicim
oddélovanim kal, provadéné pomoci mikroorganismi v bioreaktorech riiznych typi.'?

Nejvyznamnéj$i cesty, kterymi se estrogeny dostavaji do Zivotniho prostredi a

dosahuji vodnich systémii nebo potravni fetézcli, jsou odpadni vody vypousténé
z Cistiek odpadnich vod, vypousténim neptecisténych odpadii a odtokem biologickych
hnojiv a splaskovych kali uzivanych v zeméd¢lstvi.
Vylu¢ované hormony (hlavné ve vod¢ rozpustné konjugity) a metabolity jsou
soustfedovany do kanalizace a kon¢i v Cistickach odpadnich vod, kde jsou pouzZivany
rozdilné procesy s riznou efektivitou. Studie naznacily, ze Ccistici procesy pomoci
aktivovaného kalu mohou odstranit vice nez 85% estradiolu, estriolu, ethynylestradiolu
a men$i procento estronu. Koncentrace nekonjugovanych steroidi v odpadnich vodach
po precisténi byla ptilezitostné nalezena vyss§i nez odpovidajici koncentrace na pfitoku
do cisti¢ek odpadnich vod. To je zptisobeno piitomnosti B-glukuronidasy a arylsulfatasy
v n¢kterych téchto systémech, které preménuji konjugované derivaty zpét na vice
biologicky aktivni volné latky. "

Pokrocilejsi techniky ¢isténi vod uzivajici UV zafeni, ozonifikaci ¢i aktivované
Zivocisné uhli mohou vyrazné zlepsit odstrafiovani téchto sloucenin, ale tyto techniky
nejsou Siroce rozSifeny, protoze jsou finan¢né dosti nakladné. Soucasné Cdisticky
odpadnich vod v Evropské unii pouzivaji aktivované kaly, které v mnoha pt¥ipadech

nemohou odstranit viechny estrogeny z odpadnich vod. '*
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Jak jiz bylo zminéno vySe, kontaminace vodnich zdrojl estrogeny miiZe také nastat
odtokem biologickych hnojiv a splaskovych kald aplikovanych na zemédé€lskych polich.
Mnoho latek pfidavanych do krmiv podavanych zvifatim kon¢i v jejich exkrementech.
Kdyz e to hnojivo nebo kal z kanaliza¢nich ¢isticek aplikovano na pole, miize nastat
kontaminace latkami samotnymi, nebo jejich metabolity. VSechny tyto latky mohou
poté prosaknout do podzemnich vod a nebo mohou byt odplaveny do povrchovych vod.

Dal$im stéle vice vyznamnym zdrojem estrogenti pro Zivotni prostfedi je chov ryb.
V akvakultufe se pouZzivaji krmna aditiva, ktera obsahuji hormony, obsah kultiva¢nich

et ks e x ] 2 15
nadrzi je bézné€ vypoustén rovnou do vodnich tok.

2.2.2 Metabolizmus xenobiotik

U zivocichtt dochazi k metabolizmu xenobiotik v jatrech, kde jsou nepolarni
(lipofilni) latky prevadény na rozpustné€jsi formy. Ty jsou pak jednoduse vyluovany v
moci. Metabolizmus xenobiotik v jatrech probihd ve tfech fazich. V prvni fazi enzymy
oxiduji, redukuji nebo hydrolyzuji substrat, zavadéji reakéni skupiny, které pozdé&ji
usnadiiuji jejich konjugaci se slouceninami, jako je glutathion nebo glukuronat. Téchto
reakci se zucastiiuji enzymy druhé faze. Ve tfeti fazi jsou hydrofilni konjugaty
vylu¢ovéany v moci.

Metabolizmus xenobiotik u rostlin mizeme také rozdélit do tfi obdobnych fazi,
prestoze rostliny nemaji skute¢nou efektivni cestu vyluovani . Transformacni (1. faze)
a konjugacni (2. faze) jsou obdobné, ukladani (3. faze) nahrazuje vylucovani. Mistem
uklddani v burikdch jsou vakuoly pro rozpustné a bunétna sténa pro nerozpustné
konjugaty. Rostliny se podobaji jatrim i svou schopnosti metabolizovat $iroké spektrum
xenobiotik, véetné polychlorovanych a polycyklickych uhlovodikii. Rostliny se diky
tomu nazyvaji "zelena jatra" planety a hraji vyznamnou roli pfi metabolizaci polutantt v
Zivotnim prostiedi.

Bylo dokazano, ze rostliny obsahuji enzymy, které se v mnoha aspektech podobaji
neékterym enzymovym systémuim v jatrech. Jsou to cytochrom P-450 monooxygenasy,
glutathiontransferasy a peroxidasy.'®

Ptiklad mozné biotransformace estrogent uvadi ve své praci’’ K. M. Lai, M. D.
Scrimshaw a J. N. Lester, ktefi navrhli mozné biotransformaéni drahy steroidnich
estrogenti v interakci s Chlorella vulgaris. (obr. 1). Rada metaboliti z uvedeného

schématu byla v citovani praci identifikovana a prokazana GC-MS.
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Obr. 1:Schéma biotransformace estradiolu a 17a-ethynylestradiolu v Chlorella vulgaris
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2.3 FYTOREMEDIACE

Fytoremediace je metoda definovana jako technologie vyuzivajici rostlin k fixaci,
akumulaci a rozkladu nebezpeénych kontaminantd, tj. k jejich odstranéni z Zivotniho
prostfedi. Metoda zahrnuje vyuZiti vegetace pro in situ remediace pidy, sedimenti a
vody. Vybrané rostliny se vyuZzivaji k extrakci iontl toxickych kovi, vcetné
radioaktivnich izotopd, i k odstranéni nékterych organickych latek z uvedenych
abiotickych slozek. Pro uspéSnou remediaci je nutnd biologickd pfistupnost
kontaminantli z vody a pudy do rostliny, kterd je dana zejména rozpustnosti latky,
typem pudy a stafim kontaminace.

Dtvodi pro rozvijeni této technologie je n€kolik. Pfedevsim lze doséhnout sniZeni
nakladd pfi dekontaminacnich procesech. Metoda piedpoklada vyuziti znamych
agrotechnickych postupti bézné pouzivanych pii zemédélském hospodatfeni. Z toho
vyplyva, Ze finanéni vstupy jsou obecné nizké a naklady na pribéh remediace
minimalni.

Dalsi vyhodou fytoremediace je Setrny pfistup k prostiedi, nebot’ metoda se vyhyba
odstranéni plidy a pouziti tézké techniky. Z tohoto pohledu je metoda ptizniveé
ptijimana vefejnym minénim.'®

Fytoremedia¢ni technologie se postupné stava jednim z procest, ktery vyrazné
pfispiva k odstranéni xenobiotik z Zivotniho prostfedi. Navic podobné procesy probihaji
v piirodé€ zcela ptirozené a vzhledem k obrovskému mnoZstvi rostlinné biomasy neni
tento pfirozeny ptispévek k dekontaminaci rozhodné zanedbatelny.

Hodnotime-li fytoremediaéni proces, nelze opomenout i urcité nevyhody, které tato
technologie v sobé skryva. Piedevs§im se jedna o dlouhodoby dekontaminaéni proces,
ktery nelze uskute¢nit v prubéhu jednoho vegeta¢niho obdobi. Dekontaminace, ktera je
obvykle uméma mnozstvi vyprodukované biomasy, je potom zavisla na povaze pudy,
obsahu dostupnych zivin, klimatickych podminkéach, ale zarovet i na charakteru
polutantu a jeho toxicité vii¢i pouzitému rostlinnému druhu.'® Kontaminanty se mohou
hromadit v listech a mohou byt znovu uvoliiovany (napf. pfi opadavani listl) do
prostfedi. V né€kterych ptfipadech se zvySuje rozpustnost polutantii a mize dojit k jejich

roz§iteni do okolniho prostoru.lg
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Rostliny pfi dekontaminaci uplatiiuji n€kolik mechanismti:

>

>

Piima absorpce kofeny. Nasleduje piesun xenobiotik do rostlinné tkané a
akumulace ve formé nefytotoxickych metaboliti. Nerozpustné latky se
vét§inou vazi na pevné na povrch kofent. Latky s vy$$i rozpustnosti jsou
transportovany do cilovych rostlinnych tkani, kde mohou byt
metabolizovany na nefytotoxické produkty a ukladany napi. do vakuol nebo
bunécnych stén.

Uvolilovani enzymi do prostiedi. Enzymy podporuji mikrobidlni aktivitu a
biochemickou transformaci v pidé€. Mezi hlavni enzymové systémy nalezené
v pudé¢ zkontaminovanych mist, které se pravdépodobné podileji na
pfeménu organickych latek v zivotnim prostfedi, patfi dehalogenasy,
reduktasy, organickych sloucenin, lakasa (fenoloxidasa) a nitrilasy.

Zvysena mineralizace latek v rhizosféte, ktera je typicka pro ¢innost hub a
mikrobidlnich organisml. Rostliny napoméhaji mikrobidlni mineralizaci
v rhizosféte tim, Zze uvoliuji do pady Ilatky, které mohou slouzit
mikroorganismiim jako zdroj uhliku a energie pro metabolizmus

organickych polutantii v Zivotnim prosttedi.

Faktory ovliviiujici uspé$nost pouzité fytoremedia¢ni technologie:

>
>

Pfitomnost rostlin, které jsou schopné efektivné degradovat polutant.
Schopnost rostlin téchto rostlin metabolizovat polutant akceptovatelnou
rychlosti na vyslednou koncentraci polutantu povolenou zékonem.

Vznik produkti (meziprodukti), které by v dosazené koncentraci byly
toxickeé.

Ptitomnost dal§ich chemickych latek ¢i smési na kontaminované lokalité,
které potlacovaly rtst a metabolickou aktivitu degradac¢ni flory.

Dostupnost polutantli rostlinam.

Zajisténi nezbytnych podminek stimulujici rast a metabolickou aktivitu
pouzitych rostlin napf. anorganické ziviny, kyslik nebo vhodné akceptory
elektronti, stopové prvky, vlhkost prostfedi, teplota, pH, zdroj uhliku a
energie.

Cena technologie musi byt niz§i nez cena jiné technologie schopné

destruovat cilovy polutant.
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Pro rozdilné organické a anorganické latky je vhodné uziti specifickych typi rostlin.
Casto se pouziva vojtéska, ktera ma schopnost fixovat dusik a jejiz kofeny zasahuji do
vhodné hloubky. Dale se pfi fytoremedia¢nich technikdch osvédCily stromy rodu
Salicaceae (topoly a vrby), které jsou odolné a relativng rychle rostou. Reb¥itek vodni
byl vyuzit pfi odstrafiovani $kodlivych latek ze podzemnich vod.?! Piedevsim hybridni
topoly jsou velmi odolné a rychle rostlou, avsak tato rostlina je pomérné€ agresivni, méni
vyrazné charakter krajiny, rychle se rozsifuje.”’ Vy3si koncentrace iontii kovi, soli nebo
amonnych slougenin jsou pro ni toxické.'® Ptiklady aplikaci fytoremedia¢nich metod v

praxi jsou zde ukazany (Tab 2).

Tab. 2: Aplikace fytoremediace na kontaminovanych mistech.'®

Lokalita Vyuziti Typ kontaminanti Vysledky
hybridni topoly - .. |NOy, atrazin, alachlor,| NO; a 0,1-20%
Amana, lowa| fytostabilizace, odstranéni oy . . 9y
. pudni eroze atrazinu odstranéno
kontaminace
topoly, kukufice - aplikace na imobilizace
Amana, lowa pudu s odpadnimi polutanty PCB organickych latek
Beaverton, | obecné znecisténa plocha - | organické latky, kovy, | celkové vycisténi
Oregon hybridni topoly amonné slouceniny oblasti
New Mexico Datura sp., L)./copers'czoocon TNT vyznamne
sp. - kontaminovand puda odstranéni
Oak Ridge, | Borovice, 2ty déSt - pidass | o orerpyten a dals | | ZV35
Tennesee organickymi $kodlivinami biomineralizace
Childersburg, R , . e
Alabama pida se stolistkem NH3;, soli zvySeni degradace

Pro aplikaci fytoremedia¢nich technik jsou z praktickych diivodi vhodné piedevsim

rostliny, u kterych je dobfe zvladnuta agrotechnika .'®

Fytoremediace lze podle metodického postupu zavislého na charakteru znecisténého
prostiedi, kontaminantu a jeho koncentraci rozdélit na fytodekontaminaéni a
fytostabiliza¢ni technologie.

Fytodekontaminace zahrnuje nékolik metod:

> fytoextrakce

» rhizofiltrace
» fytodegradace
» fytovoltalizace
» fytostabilizace
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2.3.1 Fytoextrakce

Metoda spociva ve vysazeni ¢i vyseti vybranych rostlin na kontaminovanou pidu,
kde jsou po akumulaci kontaminanti v rostlin€ sklizeny a dale jsou tepeln€, mikrobidlné
nebo chemicky zpracovavany. Fytoextrakce je dnes vyuZivana pfedevsim pro odstranéni
iontd toxickych kovi. Nékteré druhy rostlin jsou vysoce tolerantni vii€i pfitomnosti
rozpustnych forem toxickych kovi v piidé a navic jsou schopny je akumulovat do
vysokych koncentraci ve svych pletivech bez neptiznivého vlivu na sviij riist. Takovéto
rostliny jsou nazyvany hyperakumulatory. Pfi vybéru rostlin pro fytoextrakci je vhodné
vzit vavahu i schopnost akumulovat kovové ionty pfi nizké koncentraci v pude,
akumulovat vice druhd iontl, odolavat jejich vysokym koncentracim v pidé a tvofit
dostate¢né mnozstvi biomasy. Ptiklady hyperakumulatord jsou uvedeny v nasledujici

tabulce (Tab 3).'8

Tab. 3: P¥iklady rostlinnych hyperakumulatord tézkych kovii.?

[onty téiok)'/ch rostlinny druh koncentrace kov1v1.po sklizni
kovil (mg/kg suSiny)
kadmium Thlaspi caerulescens 1 800 ve vyhoncich
meéd’ Ipomoea alpina 12 300 ve vyhoncich
kobalt Haumaniastrum robertii 10 200 ve vyhoncich
olovo Thlaspi rotundifolium 8 200 ve vyhoncich
mangan Macadamia neurophylla 51 800 ve vyhoncich
nikl Psychotria douarrei 47 500 ve vyhoncich
Seberia acuminata 25% hm. suSiny dfeva
zinek Thlaspi caerulescens 51 600 ve vyhoncich

2.3.2 Fytostabilizace

Fytostabilizace je proces, ktery je uzivat pro zastaveni §ifeni polutantu do okoli.
Kofenové systémy mohou v nékterych pfipadech omezit migraci kontaminantd
v pﬁdé.” Rostliny mohou stabilizovat kontaminanty ve svych organech pomoci:

» redoxnich pfemén (napt. redukce Cr'' na '™
» ptevedeni kontaminanti do nerozpustné formy (napf. olovo ve vazbé¢
s fosfatem)

» zabudovani do rostlinnych struktur
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2.3.3 Rhizofiltrace

Obdobna metoda jako fytostabilizace je rhizofiltrace. Tato metody vyuziva
k absorpci, koncentraci a precipitaci xenobiotik z proudici, znecisténé vody kofeny
zivych rostlin. Metoda je vhodna pfedev§im pro odstranéni nizkych koncentraci

rozpusténych kovii, kdy nelze efektivné vyuzit jinou dekontaminaéni metodu.

2.3.4 Fytodegradace

Pii uziti této technologie degraduji rostliny a snimi asociovand mikroflora
kontaminanty na netoxické produkty. Jde o detoxikaci predevS§im organickych latek,
které jsou rostliny schopné metabolizovat pomoci svého enzymatického aparatu
zapojeného do detoxikaéni reakce. Podminkou fytodegradace je absence produkti, které
by byly v pfislusné koncentraci toxické bud’ pro rostlinu samotnou, nebo pro ostatni
organismy.

Fytodegradace byla doposud pouZita pfi dekontaminaci nasledujicich typu latek:

» ropné latky
PAH
chlorované pesticidy
jiné chlorované latky — PCB, TCE
vybusniny a dal$i nitroslouceniny

organofosfatové pesticidy

V V V V V V

detergenty'®
2.3.5 Fytovolatilizace
Neékteré t€kavé organické slouceniny mohou byt piijimany rostlinami, difundovat

tkani stonku a mohou byt v plynném stavu transpirovany do atmosféry. Jedna se

napftiklad o TCE, PCE, nebo MTBE.?
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3 CiL PRACE

1) Ovétit moznost analyzy kultiva¢niho media s obsahem 17a-ethynylestradiolu pomoci

HPLC bez a s kultivovanymi rostlinami Brassica napus a Zea mays.

2) Ovéftit moznost analyzy klutivaéniho media pomoci HPLC spojenou s pfipravou

vzorku pomoci SPE.

3) Provést fytoextrak¢ni experimenty s vySe uvedenymi rostlinami na zvolené
koncentra¢ni fad€ 17a-ethynylestradiolu jako zakladni informaci o moZnostech

kotenové fytoextrakce studovaného xenobiotika a odhadnout fytoextrakéni uc¢innost.

4) Pokusit se zjistit, zda v pribéhu interakce 17a-ethynylestradiolu dochazi ke

zpétnému vylucovani metaboliti xenobiotika do kultivaéniho media.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 POUZITY MATERIAL A PRISTROJE
4.1.1 Chemikalie

Anorganické chemikalie, které byly pouzivany pro pfipravu kultivacnich médii,
byly &istoty p.a. (Lachema, CR). Myo-inositol byl pouzit v kvalité pro tkatiové kultury
od firmy Sigma-Aldrich. Sacharosa byla dodana firmou Kulich, Hradec Kralové.

17a-ethynylestradiol byl zakoupen od firmy Fluka .

Destilovand voda pro pfipravu mobilnich fazi HPLC a médii byla vyrobena
ptistrojem DEMIWA 3 (Watek, CR).

Pro chromatografické analyzy byl pouzit methanol pro HPLC (Lab-Scan, UK),
k okyseleni mobilni faze kyselina octova od firmy Fluka. Ostatni pouZité¢ chemikalie
byly od firmy Lach-Ner v &istoté p.a.

K rozpousténi 17a-ethynylestradiolu pro aplikaci do kultivaéniho media byl pouzit
dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich).

4.1.2 Rostlinny material

Jako biologicky material byla pouzivdna semena kukufice pukancové (Zea mays
conv. microsperma, (Seva flora s.r.o., Valtice)) a tepky olejky (Brassica napus L. var.

napus, (Agrofinal spol. s.r.0.)).

4.1.3 Pristroje

Manipulace s rostlinnym materidlem probihala v lamindrnim boxu Labox BHSL.
Pro odpafovani rozpoustédel byla pozivana vakuova rotaéni odparka Heidolph Laborota
Digital 4002 vybavena manostatem.

Rostliny byly kultivovany v kultivaénich boxech TCH 100 9 (Laboratorni pfistroje,
Praha) pfi teploté 25 °C a svételném rezimu 12 h svétlo/12 h tma.

HPLC analyzy byly provedeny na chromatografickém zatizeni INCOS. Piistroj se
skladal z vysokotlakého ¢erpadla INCOS LCP 5020, autosampleru INCOS LCS 5040 a
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UV detektoru INCOS LCS 5000. Pro méteni byla pouzita kolona o rozmérech 4,4 x 250
mm se sorbetem Reprosil (C — 18, 5um). Optimalizovana mobilni faze pro 17a-
ethynylestradiol méla slozeni methanol/voda (8/2 v/v) + 0,1 % kyseliny octové. Detekce
byl provadéna pfi vinové délce 280 nm. Nastiik vzorku byl standardn€¢ provadén
automatickym déavkovac¢em v objemu 20 pl. Pritok mobilni faze byl 1 ml/min. Ke
zpracovani a vyhodnoceni naméfenych hodnot jsem pouzival chromatograficky
program Clarity (Data Apex).

Dalsi laboratorni material potfebny k experimentu byly hlinikové folie Silikagel 60
F254(Macherey-Nagel, SRN) pro tenkovrstou chromatografii. Detekce probihala pod
UV svétlem o vinové délce 254 nm.

SPE byla provadéna na zatizeni Visiprep SPE Vacuum Manifold (Sigma-Aldrich).
K vytvoteni podtlaku bylo pouzito kompresoru. Byly pouzity SPE kolony C - 18 (500
mg sorbentu od firem Varian a Supelco).

MS spektra(ESI) byla méfena na pfistroji Esquire 3000 (Bruker).

4.2 KULTIVACE

4.2.1 Priprava in vitro kultur

Semena jednotlivych rostlinnych druhii byla nejdiive povrchové sterilizovana v 70%
ethanolu po dobu jedné minuty a nasledné v roztoku chlornanu sodného (10% SAVO)
po dobu 20 minut. Poté byla semena tfikrat dikladné promyta sterilni destilovanou
vodou. Takto upravend semena byla za sterilnich podminek vysdzena do sterilnich
Erlenmayerovych ban€ék s minimalnim mnozstvim média. Pro kukufice byly pouzity
500 ml Erlenmayerovy baiky s 10 ml Zivného média, pro rostliny fepky bylo pouzité
mnozstvi media 5 ml v 250 ml barikdch. U obou rostlinnych druhti byla vysazena ctyii
semena do kazdé kultivaéni bariky.

Jako Zivné medium byl pouzit roztok anorganickych soli MS podle Murashiga a
Skooga, ktery byl obohacen o sacharosu (30g/l1) a myo-inositol (100 mg/l), pH media
bylo upraveno na 5,8 — 6,0 (kyselinou citronovou nebo roztokem hydroxidu sodného).
Medium bylo rozdéleno do kultiva¢nich ban¢k a bylo sterilizovano po dobu tficeti

minut. SloZeni Zivného media je uvedeno v tabulce (Tab 4).
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Rostliny byly kultivovany v kultivaénich boxech pii teplot¢ 25°C a svételném
rezimu 12h svétlo / 12h tma. P¥i nedostatku media béhem kultivace bylo pfipraveno
nové sterilni medium a za sterilnich podminek bylo pfidano injekéni sttikackou 5 - 10
ml tohoto media. Rostliny dosahovaly optimalnich velikosti po tfech az péti tydnech a

byly vyuZity k naslednym experimentiim.

Tab. 4: Roztok anorganickych soli MS dle Murashiga a Skooga

Chemikalie Koncentrace (mg/l)
NH4NO; 1650
KNO; 1900
CaCl.2 H,O 440
MgSO, . 7H,0 370
KH,PO, 170
H3;BOs 6,2
MnSO; . 4 H,0 223
ZnSOy4 . 4 H,O 8,6
Komplexon I 0,83
Na,MoO; . 2 H,O 0,25
CuSO, . 5 H,O 0,025
CoCl, . 6 H,O 0,025
NaEDTA 37,3
FeSO4 . 7 H,O 273
4.3 FYTOEXTRAKCE

4.3.1 Fytoextrakce 17a-ethynylestradiolu

Fytoextrakce 17a-ethynylestradiolu byla provadéna za sterilnich podminek, veskeré

manipulace s materidlem byly provadény v lamindrnim boxu.
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Sterilni medium bylo obohaceno o 17a-ethynylestradiol tak, aby konec¢na
koncentrace studované latky odpovidala koncentraci 5 mg/l. Xenobiotikum bylo
rozpu$téno v dimethylsulfoxidu (1 mg/ml) a odpovidajici mnozstvi tohoto roztoku bylo
ptidano do definovaného objemu media.

Stejnym zptusobem bylo v 10 ml DMSO rozpusténo 100 mg 17a-ethynylestradiolu.
Do medii o objemu 100 ml bylo pfidano 100 ul tohoto zasobniho roztoku, a tim vzniklo
medium o koncentraci 10 mg xenobiotika na litr media.

Z kultur vzrostlych rostlin o staii ca. 4 tydny bylo pfidano medium obohacené o
17a-ethynylestradiol K rostlinam fepky byla pfidavano 50 ml media o koncentraci 5
mg/l. K poloving rostlin kukufice bylo pfidano 100 ml media o koncentraci 17a-
ethynylestradiolu 5 mg/l a k druhé poloviné byla piidano 100 ml media o koncentraci
17a-ethynylestradiolu 10 mg/1.

IThned po ptfidani media byl odebran vzorek média pro stanoveni vychozi
koncentrace xenobiotika. Rostliny byly dale kultivovany za obvyklych podminek, tedy
pfi teploté 25°C a svételném rezimu 12h svétlo / 12h tma. Dalsi vzorky pro analyzy byly
odebirdany po 24 hodinach po dobu péti az deviti dnl. Kultury, které byly
kontaminovany, byly vyfazeny z experimentu.

Od rostlin kukutice byly odebirany vzorky o objemu 10 ml a od rostlin fepky byly
odebirany vzorky o objemu 5 ml. Vzorky byly upraveny pomoci SPE a analyzovany
HPLC, sledovan byl ubytek vychozi latky a signaly pfipadnych noveé se vyskytujicich
sloucenin.

Xenobiotikum jsem extrahoval pomoci SPE, koncentrace v extraktu byla stanovena
pomoci HPLC a ptepocitana na plivodni objem pfed SPE separaci.

Po ukonéeni odbéru vzorki byly rostliny vyndany z kultivaénich ban€k, omyty
destilovanou vodou, osuseny a zvazeny. Byly zméfeny objemy zbylych kultivaénich

medii. Jak rostliny tak média byly zmrazeny a uchovavany pii —18°C.

4.3.2 Extrakce tuhou fazi

Odebrané vzorky ze Zivnych medii byly extrahovany na SPE kolonach. Byly
pouzity SPE kolony se stacionarni fazi C-18, ktera byla zakotvena na silikagelu. Jako
eluéni rozpoustédlo byl pouzit methanol. Pritokova rychlost byla 1 ml/min. Pro

optimalizaci pratokové rychlosti bylo pouZito podtlaku.
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Kolonky byly nejprve aktivovany 2 ml methanolu a nasledné byla proplachnuty 2
ml vody. Poté byl na kolonku aplikovan vzorek media. Nasledovalo promyti kolonky 1
ml vody a kolonka byla suSena po dobu 5 minut. Poté bylo xenobiotikum vymyto
methanolem. 17a-ethynylestradiol ze vzorku o objemu 10 ml byl vymyvan do 1 ml
methanolu a ze vzorku o objemu 5 ml byl vymyvan do 0,5 ml methanolu. SPE kolonka

byla pro opakované pouziti promyta 10 ml methanolu.

4.3.3 HPLC stanoveni koncentrace 17a-ethynylestradiolu v mediu

Pro stanoveni aktudlni koncentrace xenobiotika v mediu byla zméfena kalibra¢ni
zavislost 17a-ethynylestradiolu v rozsahu 0,01 — 0,12 mg/ml (0,01; 0,02; 0,03; 0,05;
0,1; 0,12). Hodnoty byly zpracovany do formy kalibra¢ni zavislosti udavajici zavislost
plochy piku na koncentraci 17a-ethynylestradiolu.Namétena kalibra¢ni zévislost byla
pouzita pro vyhodnoceni aktudlni koncentrace xenobiotika ve fytoextrakénich
experimentech.

Hodnota detekéniho limitu byla vypocitana jako mnozstvi odpovidajici trojnasobku

vySe Sumu pozadi mezi piky (ca. 0,7 mg/1).

4.4 IZOLACE PRODUKTU BIOTRANSFORMACE
17a-ETHYNYLESTRADIOLU

4.4.1 Analyza rostlin

Zmrazené a zvazené rostliny byly po pfidani motského pisku zhomogenizovany
v tfeci misce. Homogenaty byly pfevrstveny destilovanym ethyl-acetatem a ponechany
po dobu 20 minut v ultrazvukové lazni. Ethyl-acetatova faze byla oddé€lena a cely
postup byl opakovan ttikrat. Do spojenych ethyl-acetatovych fazi byl pfidan bezvody
siran hofecnaty a vSe bylo ponechano susit pfes noc. SuSidlo bylo odfiltrovéno a
rozpoustédlo bylo odpafeno na vakuové rotaéni odparce. Odparek byl zmraZen pfi
teploté —18°C pro dalsi analyzy.

[zolovany extrakt zrostlin byl rozpu$tén v ethyl-acetatu a analyzovan pomoci

tenkovrstvé chromatografie na silikagelu. Jako optimalni mobilni faze byla pouzita
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smés aceton:toluen v poméru 1:9. Detekci byla provadéna UV zafenim pii vinové délce

254 nm.

4.4.2 Analyza media

Medium bylo rozmrazeno a byl pfidan destilovany ethyl-acetdt v poméru 25 ml
destilovaného ethyl-acetatu na 100 ml média. Roztok byl zahtivan k varu pod zpétnym
chladi¢em po dobu péti minut. Po ochlazeni byla v dé€lici nalevce oddé€lena organicka
faze a medium bylo extrahovéno jesté jednou. Spojené organické extrakty byly suSeny
siranem hotec¢natym. Su$idlo bylo po 12 hodinach odfiltrovéno a rozpoustédlo bylo
odpafeno na vakuové rota¢ni odparce. Odparek byl ulozen pfi teploté —18°C pro dalsi

analyzy.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

Primarnim a hlavnim cilem tohoto projektu bylo zjistit, zda kofenové systémy
vybranych modelovych organismt jsou schopny extrahovat xenobioticky substrat
zmedia a v pripadé, Ze k tomuto jevu dochazi, jak rychle a sjakou ucinnosti
fytoextrakce probiha. V naSem piipad¢ byl jako substrat pouzit 17a-ethynylestradiol.

Vysledky experimentli pro kukufici pukancovou a pro fepku olejku prokazaly
schopnost téchto rostlin extrahovat 17a-ethynylestradiol z media. Prokazaly také, ze
namétené hodnoty pro jednotlivé rostliny se mohou vice ¢i méné liit. Tyto odchylky
jsou zpusobeny individualni variabilitou jednotlivych rostlinnych jedincd, proto
jednotlivé odvozené hodnoty budou udavany pouze jako primérné hodnoty vybranych
rostlinnych jedincti.

Repka olejka byla testovana v mediu o vychozi koncentraci 17a-ethynylestradiolu
5Smg/l (graf 1). Ihned po ptidani tohoto xenobiotika byl proveden prvni odbér. Zde je
vidét evidentni pokles koncentrace sledované latky v mediu oproti predpokladané
koncentraci. Toto sniZeni je patrné zplisobeno malou rozpustnosti pouZzitého substratu
v mediu, kdy se zfejmé Cast latky vysrazi v mikrokrystalické formé, a sorpci jak
rozpusténych, tak pevnych ¢astic substratu na kofenovy systém rostliny. Z pivodni
hodnoty 5 mg/l poklesla tato koncentrace o 68 % na hodnotu 1,6 mg/1.

Z nasledného pribéhu grafu je ziejmé, ze v prubéhu dalSich dnti dochazi k poklesu
koncentrace xenobiotika. Vyobrazené kifivky maji piiblizné exponencialni charakter.
Béhem prvnich tfi dni experimentu je koncentrace 17a-ethynylestradiolu v mediu
snizovana ptiblizné na 50 % koncentrace z ptedchoziho dne. V pribéhu tfetiho dne jiz
koncentrace klesa na velmi malou hodnotu, tj. okolo 0,01 mg/l. U nékterych kultur je
tato hodnota sniZzena pod hranici detekéniho limitu.

Bylo zji§téno, ze k vyrazné fytoextrakci 17a-ethynylestradiolu z media probiha
béhem prvnich tfi dnli. Ve vzorku odebraném ve &tvrty den experimentu jiz byla

namétena hodnota pouhych 5,16 % z pocate¢nich 1,6 mg/l, tedy 0,08 mg/1.
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Graf 1: Casova zavislost koncentrace 17a-ethynylestradiolu v kultivaénim
mediu s rostlinami fepky olejky Brassica napus; kiivky znazorfiyji jednotlivé
rostlinné kultury v kultivaénich barikach; vychozi koncentrace 17a-
ethynylestradiolu v pfidivaném mediu byla 5 mg/I

Pro ziskani dalSich poznatkdi byly kultivaéni experimenty provedeny s jinym
rostlinnym druhem, kukufici pukancovou. Rostliny kukufice vytvafeji podstatné vétsi
mnoZzstvi biomasy a protoze fytoextrakéni Gi¢innost roste s rychlosti tvorby biomasy a
transpiracni rychlosti, byl realny pfedpoklad, Ze uvedena rostlinna species bude
vykazovat vyssi rychlost fytoextrakce. S kukufici byly provadény studie pro dvé rizné
koncentrace xenobiotika v mediu.

V prvnim experimentu byla kukufice studovana v mediu o vychozi koncentraci
17a-ethynylestradiolu 5 mg/l (graf 2). Okamzit€é po pfidani xenobiotika byl odebran
prvni vzorek. Podobné jako u fepky i zde doslo ke zietelnému poklesu koncentrace
xenobiotika oproti pfedpokladané koncentraci. Z piivodni hodnoty 5 mg/l poklesla tato
koncentrace o 50,8 % na hodnotu 2,46 mg/l. Ve srovnani s experimentem bez rostliny je
pokles né€kolikanasobné vétsi a evidentné sleduje plochu a morfologii kotfenového
systému.

V pribéhu prvnich dvou dnt je, podobné jako u fepky, hodnota koncentrace
pfiblizné polovi¢ni oproti koncentraci z pfedchoziho dne. Béhem nasledujicich tfi dnti
byl v8ak pokles koncentrace linearni. Zavislost koncentrace zkoumané latky v mediu

neni zhlediska koncentraéniho prubéhu zcela trividlni a nejspiSe se uplatiuje jak
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fytoextrakce, tak i uvoliiovani primarné sorbovaného xenobiotika z povrchu kotentl,
nezanedbatelnym neni ani nartist novych kofenti béhem kultivace.

Nezavisle na komplikovanosti pribéhu vsak lze konstatovat, Ze vétSina 17a-
ethynylestradiolu byla extrahovana rostlinami kukufice b&hem prvnich Sesti dnd. Sesty
den byla koncentrace xenobiotika v mediu rovna 0,11 mg/ml. To znamena pokles

koncentrace 0 95,6 % oproti koncentraci z prvniho dne méfeni.

—&
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Graf 2: Casova zavislost koncentrace 17o-ethynylestradiolu v kultivaénim
mediu s rostlinami kukufice pukancové Zea mays sp.; kiivky znazortuji
jednotlivé rostlinné kulturu v kultivaénich barikach; vychozi koncentrace
17a-ethynylestradiolu v pfiddvaném mediu byla 5 mg/1

V druhém experimentu byla kukufice studovana v mediu o vychozi koncentraci
17a-ethynylestradiolu 10 mg/1 (graf 3). Bezprostiedné po pfidani xenobiotika zde byla
znovu evidovana niz$i koncentrace nez predpokladana vychozi koncentrace. Z ptivodni
hodnoty poklesla tato koncentrace o 57,5 % na hodnotu 4,25 mg/1.

Bé&hem prvniho dne byl zaznamenan pokles piiblizn€ o 55 %. V néasledujicich dnech
strmost kiivky klesa a dochazi k linearnimu poklesu koncentrace 17a-ethynylestradiolu
v pruméru o 30 % za den. Tento pokles trva az do sedmého dne experimentu, kdy jiz
byla koncentrace na hranici detekéniho limitu a méteni bylo ukonceno.

Pii poslednim méfeni byla koncentrace snizena o 97,14 % oproti koncentraci

stanovené v prvni den méfeni.
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Podrobnéjsi procentudlni zavislosti hodnot koncentraci ze vSech tfi provadénych

experimentll jsou uvedeno v nésledujici tabulce (Tab. 5).

7t [den]

Graf 3: Casova zavislost koncentrace 17a-ethynylestradiolu v kultivaénim
mediu s rostlinami kukufice pukancové Zea mays sp.; kfivky znazoriuji
jednotlivé rostlinné kulturu v kultiva¢nich batikach; vychozi koncentrace
17a-ethynylestradiolu v pfidavaném mediu byla 10 mg/1

Tab. S: Procentudlni zavislosti hodnot koncentraci; proskrtnuté kolonky znaci,
ze v tento den nebyl realizovan odbér vzorku media; kolonky s oznaenim x
znadi, Ze dana hodnota nemohla byt z logickych diivodi vypocitana

pokles hodnoty koncentrace oproti pokles hodnoty koncentrace oproti
den pfedchozimu dni méteni [%] pocate¢ni naméfené koncentraci [%]

méfeni 5 mg/l 10 mg/l 5 mg/l 10 mg/1

fepka kukutice kukuftice fepka kukufice  kukufice
1. X X X 0,0 0,0 0,0
2. 47,5 49,6 41,8 47,5 49,6 41,8
3. 61,9 46,8 24,2 80,0 73,2 55,9
4. 742 - 28,0 948 - 68,2
5. 63,6 51,5 37,0 96,4 87,0 80,0
6. - 66,3 294 0 - 95,6 85,9
7. e e 792 e e 97,1
9. - 190 - e 96,4 -
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Ziskané udaje vSak poskytuji cenné informace o sorpénim chovani pouzité latky,
ktera vzhledem ke svému lipofilnimu charakteru ma vysokou afinitu ke kofenové tkani.
Podstatnym je ptedev§im fakt, Ze koncentrace v dalSich dnech kultivace klesa az na
hodnotu pod detekénim limitem. Pfiklad fytoextrakéniho experimentu demonstruje
obrazek 2, kde je zfejmy pokles signdlu s retenénim ¢asem 5,46 odpovidajici standardu

17a-ethynylestradiolu.

— EK5-23

— k527

2,283

2487 7
5457 estradiol 9

3350 8

7
1370 3
— 1667 4
i 2083 5
;8033 10
8417 11
P 8607 12

Obr. 2: Chromatograficka analyza media béhem fytoextrakéniho experimentu
s rostlinami kukutice. Jednotlivé kiivky odpovidaji odbériim v rizném case (zluta -
oranzova) (podminky separace jsou uvedeny v textu).

Z hlediska analyzy piipadnych metabolitii ¢i nové tvofenych latek v disledku
xenobiotického stresu je zajimavy chromatogram, ktery identifikuje signdl nové
vznikajici sloueniny, ktery lze pozorovat pouze pii kultivaci s pfidanym 17a-
estradiolem. Signal ziejm& odpovidd produktu biotransformace. Pfislusna frakce
z HPLC byla analyzovana hmotnostni spektrometrii. Vysledek ukazuje na pfitomnost
molekularniho iontu m/z 338, coz pro M + Na "(ESI pos) odpovid4 vneseni hydroxylu,
s nejvétsi pravdépodobnosti na trojnou vazbu substratu (diference m/z 18 odpovida
adici vody). Pfesnéjsi identifikace vyZzaduje vét$i mnozstvi vzorku a analyzu dal§imi
spektrometrickymi metodami, kterd bude provedena v ramci navazujicich studii.

TLC analyzy neukazaly vyrazny rozdil zpisobeny piitomnosti xenobiotika jak pfi

analyze media, tak i rostlinnych extrakti.
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Praktickym vysledkem je rovnéZz zhodnoceni moznosti pfedipravy vzorku pomoci
SPE. V reélnych vzorcich a v redlnych roztocich, kde by bylo mozné pouzit fytoextrakci
estrogent jsou koncentrace téchto latek velmi nizké a mozZnosti analytickych stanoveni
omezené. Piediprava pomoci SPE by tak mohla vyrazné piispét k metodice analyz
estrogenti v odpadnich vodach. U SPE byly sledovana vytéZznost extrakce a moznosti
opakovaného pouziti separacnich kolonek. Byly testovany rovnéZz dva materidly
s analogickym sorbentem (C-18) a to firem Supelco a Varian. Na rozdil od SPE kolonek
Varian, kde probihala sorpce uspokojivé, u materiali od firmy Supelco jsme nedosahli
kyzeného efektu. Pro SPE kolonky Varian Bond Elut C-18 (500 mg sorbentu) byla
prumérna ucinnost extrakce 88 %, rozdily pfi ¢tyfnasobném opakovaném pouziti SPE
kolony neptesahovaly 1,5 relativniho procenta. Detailni studie SPE extrakce 17a-

ethynylestradiolu je v§ak néaplni jiného projektu
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6 ZAVER

Projekt byl koncipovan jako pilotni studie moznosti odstranéni latek s estrogennim
skeletem v modelovém systému pro odpadni vody, respektive vody opoustéjici bézné
Cisticky komunalnich odpadnich vod, ve kterych jsou latky s estrogennim skeletem
odstrafiovany pouze nedostatecn€. Vypracovani metodiky fytoextrakce dava alespori
teoreticky zaklad pro vytvoreni technologie zaloZzené na principu bioreaktord ¢i mokiad,
které by v zavérecné fazi ciSténi odpadnich vod byly schopny snizit koncentraci
estrogenné aktivnich substanci pochazejicich z masivniho pouZzivani peroralnich
kontraceptiv. V praci byla vypracovana metodika analyzy 17a-ethynylestradiolu ve
vodnych roztocich simulovanych ve formé& kultivaéniho media. Vzhledem
k ptedpokladanym nizkym hodnotam koncentrace studované latky byl vypracovan
podklad pro metodiku piedptipravy vzorku pomoci SPE, ktera by mohla byt pouzitelna
pii rutinnich analyzach. Experimenty naznacuji dobrou reprodukovatelnost i G¢innost
procesu. Analytickd metoda, zaloZend na HPLC separaci s UV detekci se ukazala jako
realna, zminéna metoda predupravy vzorku dovoluje pouziti UV detektoru a je ziejmé
vyhodnéj$i neZ moznost derivatizace fluorescenénimi ¢inidly. Separa¢ni systém
dovoluje jednozna¢né oddélit studovanou latku od dalSich komponent roztoku, coz je
podstatné pro vlastni aplikaci.

Vlastni fytoextrakéni experimenty prokazaly schopnost kofenové extrakce
studované latky z vodného prostiedi. Uginnost fytoextrakce piesahovala 90 % pro obé
testované rostlinné species, extrakce je navic pomérné rychla, coz je z hlediska
predpokladané technologické aplikace vyhodné. Uvazime-li, ze béhem 24 hodin
dochézi k poklesu koncentrace o vice nez 50 %, a to jesté ve statickém uspofadani, je
moznost konstrukce bioreaktoru v kontinualnim uspofadani a s ¥izenou distribuci toku

kapaliny velmi realna.
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7 SEZNAM ZKRATEK

PAH
PCB
DDT
GC-MS

TCE
PCE
MTBE
HPLC
uv
SPE
DMSO
EDTA

polycyklické aromatické uhlovodiky
polychlorované bifenyly
dichlordiethyltrichlorethan

plynova chromatografie s hmotnostni
spektrometrii

trinitrotoluen

trichlorethylen

polychlorethylen

methyl terc.butylether

vysokoucinna kapalinova chromatografie
ultrafialovy

extrakce tuhou fazi

dimethylsulfoxid

kyselina ethylendiamintetraoctova
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