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ABSTRAKT

Zivotni prostiedi je v soudasné dobé& znaéné znegi§téno fadou riiznorodych
polutantl a to hlavné kvili lidské ¢innosti. Cast této prace pojednava o problému
Siteni kontaminanti do zivotniho prostfedi. Dale pak shrnuje ur¢it€é moznosti
odstraniovani xenobiotik z odpadnich a podzemnich vod, a zamétuje se v nejvetsi
mife na nové inovativni metody dekontaminace zneciSténych oblasti zalozenych na
rostlinnych biotechnologiich. Tato studie zahrnuje znalosti o schopnostech a vyuziti
rostlin pfi transformaci a degradaci nesteroidnich analgetik, které¢ patii mezi
nejbéznéji a masoveé pouzivana 1éciva.

Cilem bakalafské prace bylo sledovani osudu a transportu v dneSni dobé¢
pouzivanych nesteroidnich analgetik a zhodnoceni Uc¢innosti fytoextrakce téchto
latek z kapalného zivného media pomoci slunecnice ro¢ni a kukuftice seté.

Pro stanoveni vybranych nesteroidnich analgetik (piroxikam, nimesulid,
ketoprofen a paracetamol) byl vyvinut a optimalizovan analyticky postup, ktery
sestaval z extrakce a stanoveni pomoci metody HPLC-MS.

Vysledky naznacuji, ze studovanéd nesteroidni analgetika jsou velmi dobie
rostlinami extrahovana. Nejvétsi fytoremediaéni potencidl byl prokézan pro

ketoprofen, ktery byl pfijiman rostlinami vice nez ostatni nesteroidni analgetika.

Klicova slova:
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ABSTRACT

In present time environment is considarably contaminated by various
diversed polutants mainly because of human activity. Part of this dissertation deals
with problem of contaminents spreading into environment. Further more it
summarizes particular options of xenobiotics removal from waste and subterraneous
waters and it mostly focuses on new inovative methods decontamination methods of
polluted areas based on vegetative biotechnologies.

This study comprises knowledge about plants abilities and usage by
transformation and degradation of nonsteroid analgesics, which belong to most
common and mass used drugs. Goal of dissertation was to observe fate and transport
in present time used nonsteroid analgesics and fytoextraction efficiency evaluation of
such a substances from liquid nutrient medium with sunflower and corn.

For determination of chosen nonsteroid analgesics (piroxicam, nimesulid,
ketoprofen a paracetamol) was developed and optimalized analytical procedure
which consisted of extraction and determination by HPLC-MS method.

Results indicate that studied nonsteroid analgesics are very good extracted by
plants. Biggest phytoremediation potential was proved for ketoprofen, which was

consumed by plants more than other nonsteroid analgesics.

Keywords:

Phytomediation, nonsteroid analgesics, consumption by plants, polluted areas



SEZNAM POUZITYCH ZKTRATEK

COV - ¢istirna odpadnich vod

HPL - vysoce ucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

SUKL - Statni ustav pro kontrolu 1é&iv

LOD — mez detekce

COX - cyklooxygenasa

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina
MTBE — methyl-terc-butyl-ether

TPH —ropné latky

PAH — polyaromatické uhlovodiky

PCB - chlorovang¢ alifatické uhlovodiky
TCE - aromatické uhlovodiky

rrrrrr

NSAF — nesteroidni antiflogistika
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1. UVOD

Fytoremediace je alternativni, vysoce inovativni metoda, vyuzivana od roku
1991, ktera zahrnuje Siroké spektrum postupt, pii nichz dochdzi s pomoci rostlin
K odstranéni toxickych latek z zivotniho prostfedi. Tento postup odstrafiovani jak
organickych, tak i anorganickych kontaminantii vyuziva tzv. pfirozenou atenuaci.
Pfirozena atenuace je zalozena na béznych metabolickych déjich, které se odehravaji
Vv rostlinnych, poptipadé mikrobidlnich bunikach. Z anorganickych sloucenin rostliny
bezpodmine¢né potiebuji pfijimat anorganické ionty a stopové prvky. Mechanismy
piijmu téchto latek umoznuji rostlinam v uréitém mnozstvi piijimat i ionty toxickych
tézkych kovu a hromadit je v tkanich ve vhodnych formach, ¢imz se snizuje jejich
toxicita. U organickych sloucenin je tento mechanismus pon¢kud odlisny. V tomto
pfipadé mohou rostliny akumulovat organické slouceniny v nezménéné formé nebo
je transformovat na nefytotoxické metabolity, které se kumuluji v riznych mistech
buiky.

Tento proces piirodniho snizovani kontaminace je definovan jako soubor déjt
piirozené se vyskytujici v Zivotnim prostfedi, které bez lidského zdsahu vedou
K vyznamnému sniZzeni mnozstvi toxicity a celkové koncentrace kontaminantt.
Odstranovani kontaminantli z Zivotniho prostfedi je zalozeno na zachytu téchto latek
do kotend, stonkli a listli. Rostliny jsou nasledné zlikvidovany, plochy opétovné
osdzeny rostlinami do té doby, nez se koncentrace toxickych latek snizi
na piijatelnou hodnotu.

Fytoremediace je stile ve vyvojovém stadiu, sama tato metoda nemuze byt
jesté vnimana jako hlavni technologie v Sirokém méfitku, ale presto jiz byla pouzita

v mnoha piipadech k dekontaminaci ptid a povrchovych vod.



2. CIL BAKALARSKE PRACE

Cilem bakalatské prace bylo studium rezidui farmak ze Zivotniho prostiedi
pomoci biotechnologickych metod, sledovani osudu a transportu v soucasné dob¢
hojné pouzivanych 1éCiv proti bolesti nevazanych na Iékaisky piedpis. Prace se
zamé&fuje na studii ucinnosti extrakce nesteroidnich analgetik (piroxikam, nimesulid,

ketoprofen, paracetamol) z média kultivovanych sterilnich rostlin.

Reseni projektu piedstavuje:

1. Zpracovani literarni reSerSe a piehled poznatkli o metodikach
fytoremediacnich experimentt/technik

2. Ptiprava sterilnich rostlin kukufice a sluneé¢nice ,,in vitro”

3. Kultivace v mediu obohaceném o piroxikam, Kketoprofen, nimesulid,
paracetamol

4. Odbér vzorkl ve 24 hodinovych intervalech z medii kultivovanych rostlin
za sterilnich podminek

5. Analyza medii a stanoveni koncentraci studovanych latek pomoci HPLC

6. Stanoveni fytoextrakéni schopnosti pouzitych rostlinnych druhti



3. FARMAKA V EKOSYSTEMU

V posledni dob¢ zna¢né vzrustd spotieba 1éCiv, a tudiz 1 mnozstvi jejich
rezidui v pfirodnich ekosystémech. Je tedy nezbytné zabyvat se i jejich pfipadnymi
negativnimi vlivy na zivotni prostfedi. Uvolnéna 1éciva ¢i jejich metabolity mohou
predstavovat ekotoxikologické riziko pro fadu organismii. V posledni dob¢ se stale
Castéji objevuji dikazy, které vypovidaji o tom, Ze fada téchto latek jsou perzistentni
vuci zivotnimu prostredi.

Pouzivani 1é¢iv proslo behem let rliznymi stupni vyvoje. K vyznamnému
rozvoji spotfeby doslo v obdobi po 2. svétové valce a od této doby neustale roste.

(obr. 1.)

Vyvoj poétu registrovanych, obchodovanych a hrazenych lécivych pripravka v obdobi

2006 - 2010
S|aw K 1.1.2011
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Obrazek 1: Vyvoj 1é¢ivych piipravki v obdobi 2006-2010, www.sukl.cz

Distribuce farmak v Zivotnim prosttedi se ponékud 1i$i v porovnani
s tradi¢nimi polutanty. Znacnou nevyhodou ve srovnani s priimyslovymi odpady a
agrochemikaliemi je jejich zna¢na biologicka aktivita. Tato vlastnost plyne z faktu,
7e jsou léky vyrabény za ucelem, aby postihovaly specifické systémy, jako jsou

enzymy ¢i receptory.


http://www.sukl.cz/

Primarnim zdrojem odpadnich 1€¢iv a jejich metabolitl jsou pacienti. Léciva
jsou z organismu vyloucena a odchazeji diky splaskiim az do Cistiren odpadnich vod
(COV). Vzhledem k jejich vlastnostem nelze nékteré z nich dostateéné eliminovat
a tak prechazeji dale do recipientu (obr. 2.). Recipient je zde chapan jako vodni
utvar, do n¢hoz vyustuji povrchové vody, a zde lze kolobéh téchto latek uzaviit.
Za dalsi dilezity zdroj znecisténi jsou povazovany léciva s proslou trvanlivosti, které

se do otevieného kolobéhu dostavaji formou prasaka naptiklad ze skladek [15].

| PRODUKCE |
¥
DISTRIBUCE/PRODET
| VETERINARNI PRIPRAVEKY HUMANNI PRIPRAVEY

| NEVYUZITA LECIVA |
'
| LECBA | |  LEcBa |

. ! =
ICISTIRNY ODPADNICH VOD| - _

iy,

L
I STABILIZOVANY KAL | SKLADKY |
PIDA
b -~

| POVRCHOVE voDY |

Obrazek 2: Tok 1é¢iv v zivotnim prostiedi, pievzato z: www.chemicke-listy.cz

Povrchové vody jsou z pravidla nejexponovanéjsi oblasti Zivotniho prostiedi.
StéZejni skupinou, ktera je relativné nejvice vystavena reziduim v odpadnich vodach
jsou predevS§im vodni organismy. Co se ty¢e podzemnich vod, doposud bylo
uskute¢néno jen malo méfeni zabyvajici se zneciSténim. Z dostupnych zdroji lze, ale
konstatovat, Ze zne€isténi podzemnich vod neni tolik znatelné, vzhledem k dobré
izolaci od povrchovych vod, a diky vrstvam s nizkym koeficientem rozpustnosti
a dobrou sorp¢ni schopnosti zemin [15,16].

V Ceské republice prozatim neni k dispozici mnoho tidaji o pfitomnosti 16¢iv
Vv zivotnim prostiedi. LécCiva snejveétsim objemem distribuce jsou zahrnuta
na obrazku 3. Lze proto jen velmi tézko odhadnout, do jakého stupné je naSe okoli

farmaky zasazeno [15].
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Rok ATC

Néazev skupiny

TOP 7 1é¢ivych pripravku podle hlavnich ATC skupin v poétech baleni

Pocet
baleni

(mil.)

2010 NO2BEO1 Paracetamol

12,467
2010 MO1AEO1 Ibuprofen

9,503
2010 B05BB01 Elektrolyty

8,920
2010 NO2BE51 Paracetamol, kombinace kromé psycholeptik

5,263
2010 C10AA05 Atorvastatin

3,872
2010 B0O1ACO06 Kyselina acetylsalicylova

3,743
2010 C09AA05 Ramipril

3,705

Obrazek 3: Léciva s nejveétsim objemem distribuce v poctu baleni za rok 2010

(www.sukl.cz)

4. FYTOREMEDIACE

Existuje vice moznosti, jak odstranit urcita xenobiotika z Zivotniho prostfedi
pomoci fytoremediaci. Zptsoby odstranéni toxické latky se 1isi hlavné v tom, zda
bude latka rozloZena, nebo pouze transportovana z jednoho mista na druhé. Moznosti
pouziti rostliny pro fytoremediacni techniky rozhoduje jeji schopnost piijimat
polutanty ze svého okoli. To jak bude transport probihat, zalezi jak na typu rostliny,
tak 1 na druhu Skodlivé latky. Pfijem latek mlZe probihat né€kolika zpisoby -
prostiednictvim plidni vody a piipadnou ndslednou translokaci xylémem, difuzi

do kofent, depozici ¢astic z pidy nebo vzduchu na rostlinu nebo piimo absorpci

ze vzduchu (obr. 4).
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FOTOSYNTEZA TRANSPIRACE
(pfeména svétla na chemickou energii) (pfijem CO2, vydej O2 a H20)
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4.1 Rozdéleni fytoremediacnich technik

Fytoremediace lze rozdélit do 2 zékladnich sméri — fytodekontaminace
(fytoextrakce, rhizofiltrace, fytodegradace, fytovolatilizace) a fytostabilizace.
Fytostabiliza¢ni techniky se vyuzivaji ve velmi znecisténych oblastech, kdy tkolem
rostliny je stabilizace kontaminantd v pletivech ¢i pfevedeni kontaminanti do
nerozpustné podoby [5,6].

Kontaminace ekosystému miizeme rozd¢€lit na 2 zakladni typy, dle toho zda
se jednd o latky organické nebo anorganické. Co se tyce anorganickych
kontaminanti, byvaji zdrojem zneciSténi naptiklad ionty tézkych kovi ¢i
radioaktivni latky. U organického typu znecisténi, sem miizeme zahrnout Sirokou
Skalu latek jako — vybus$niny, barviva, ropné produkty a dalsi. V posledni dob¢ se
pozornost soustted'uje na 1é¢iva, detergenty, retardanty kofeni nebo komponenty
kosmetickych ptipravkd. Tyto vSechny latky mohou zptisobovat nemalé poskozeni
zivotniho prostiedi [5].

Vzhledem k horizontalnimu 1 vertikdlnimu pfenosu kontaminant dochéazi k
naruSeni spoleCenstvi zijici na pevné zemi, ale také na druhy zijici ve vodé. Bylo
zjisténo, Ze vodni vyluhy kontaminovanych piid jsou genotoxické, z ¢ehoz vyplyva,

ze kontaminovand zemina muZze ohrozit rovnovahu ve vodnim prostfedi. Duasledky
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ohrozeni samotného lidského organismu jsou ovliviiovany fadou faktort, které urcuji

vysledny efekt, jako je napt. koncentrace a doba expozice [6].

4.1.1 Fytoextrakce (fytoakumulace)

Princip fytoextrakce je zalozen na absorpci kontaminanti do kofent
a nasledné pfipadné akumulaci v nadzemni ¢asti rostliny. Nékteré druhy rostlin jsou
vysoce tolerantni vic¢i ptfitomnosti toxickych latek a dokazi akumulovat tyto latky
do vysoké miry ve svych pletivech bez nepiiznivého vlivu na metabolismus a tvorbu
biomasy. Na konci celého tohoto procesu je polutant koncentrovan v mnohem
men$im objemu, nez tomu bylo v dekontaminovaném ekosystému.

Existuji dv¢ strategie fytoakumulace, indukované (asistovand) a pfirozena.
U ptirozené fytoextrakce dochdzi ke kontinudlni akumulaci polutanti v rostling.
Rostlina je sama schopna pfijmout danou latku svymi kofeny. Pfi indukované
fytoextrakci je do pudy pfidavano aditivum, které zvysi celkovou rozpustnost nebo
mobilitu kontaminantu, takze ho rostliny mohou pfijimat snadnéji. Pro zvySeni
ucinku fytoakumulace kovovych iontd se do pldy ¢i vody pfidavaji syntetické
chelatory, napt. kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA).

Dulezitym atributem rostliny vhodné pro fytoextrakci je, aby rostlina méla
rychly pfiristek biomasy a dokazala akumulovat velké mnozstvi kontaminantu
v nadzemnich organech. Rostliny jsou vysazeny na potiebna stanovisté, kde jsou
ponechény riistu nékolik tydna ¢i celé vegetaéni obdobi. Posléze dochézi k nasledné
sklizni rostlin a k dalsimu zpracovani, at’ uz tepelné, mikrobidlné nebo chemicky.
Tento proces je opakovan do té doby, dokud nedojde k dostate¢nému snizeni daného
polutantu v pfislusné lokalité. Dulezitym faktorem je zpusob likvidace rostlin.
Nejcastéjsi cestou likvidace rostlin je jejich spaleni (S takovymto popelem je tieba
zachazet jako s nebezpecnym odpadem). Spalovani musi probihat za piislusnych

podminek, aby se skodliviny nevracely zpét do zivotniho prostiedi [7,5].

-13-



4.1.2 Fytostabilizace

Fytostabilizace je metoda, ktera vyuziva urCité druhy rostlin k imobilizaci
pudnich a vodnich kontaminantii. Mechanismus fytostabilizace zavisi na absorpci
a akumulaci kofeny daného polutantu. Timto procesem se mobilita toxické latky
redukuje a zabranuje jejimu dalSimu S$ifeni v dané lokalité. Pii fytostabilizaci
se uplatiiuji casto i huminové latky, které jsou velmi dilezitou slozkou puady, jelikoz
na sebe mohou vazat n¢které kontaminanty.

Tuto techniku, lze pouzit tam, kde chybi pfirozeny vegetacni pokryv
z divodu vysoké kontaminace, a tak nelze na zasazena tzemi aplikovat piirozenou
vegetaci. Tim se snizuje riziko znecisténi okoli, zapfi¢inéné vodni ¢i pidni erozi,

transportem nebo vymyvanim [8,9].

4.1.3 Fytovolatilizace

Fytovolatilizace je zalozena na transportu kontaminanti z vody a pudy
do atmosféry. Je to schopnost né€kterych rostlin preménovat Skodlivé polutanty
do t€kavé formy a zachycovat t€kavé organické slouceniny z okoli. Nevyhodou této
metody je, Ze nedochazi k celkovému odstranéni kontaminantu z prosttedi, ale pouze
jeho presunu do ovzdusi.

Tato metoda je vyhodna pii odstraniovani organickych polutanti, kam fadime
napiiklad MTBE ¢&i jiné slozky benzinu. Dale mize byt metoda fytovolatilizace
vyuzita napf. k zneSkodnéni kontaminace rtuti. Vyhodou tohoto postupu
odstraiiovani kontaminanti z okoli jsou velmi nizké ndklady, protoZe kontaminant
mohou odstrafiovat stale stejné rostliny, a tudiz neni nutna jejich sklizeil a nasledné

zpracovani odpadu [9].
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4.1.4 Fytodegradace

Dalsi metodou je fytodegradace, ktera se da vyuzit pouze pro odstranéni
organickych latek (TPH, PAH, PCB, TCE, detergenty, pesticidy, vybusniny a jiné
nitrolatky), jelikoz latky anorganické touto metodou degradovatelné nejsou.
Pii fytodegradaci dochazi k absorpci, pienosu a rozkladu kontaminantu uvnitf
rostliny. Podminkou aplikovatelnosti je ptipadna transformace kontaminantu
na latku, kterd neni pro danou lokalitu, ale i pfislusné organismy toxicka [9].
Utinnost procesu zalezi samoziejm& i na fyzikalnich a chemickych vlastnostech
polutantu, na jeho koncentraci v pudé nebo vod¢ a na vlastnostech samotnych rostlin.

Pfreménény kontaminant je v rostliné ukladdn nebo uvolnén do prostiedi.
Podminkou této metody je zajistit, aby nevznikaly produkty jeste¢ toxict&j$i nez

samotné vychozi latky [11].

4.1.5 Rhizodegradace (fytostimulace)

Rhizodegradace je rostlinnymi kofeny stimulovand mikrobidlni degradace
organickych slouCenin. Tato zdéna tvofend spleti kotfenli poskytuje prostor
pro mikrobidlni rist. V rhizosféfe se vyskytuje pfirozen¢ celd fada bakterii,
aktinomycet a hub, které ovliviyji pfisun zivin ke kofenim a metabolizuji
vyskytujici se organické kontaminanty. Rostlina pomoci kotfenti vylucuje do pudy
mnoho organickych sloucenin (napf. cukry nebo alkoholy), jez slouZzi jako potrava
pro pudni bakterie. Pfi zvySené koncentraci vylucovanych latek, které rostlina
odvadi, dochazi ke stimulaci aktivity mikroorganismi, coz je velmi dulezité

pro odbouravani ptipadnych polutantd [9].
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4.1.6 Rhizofiltrace

Pii rhizofiltraci dochazi k vysrazeni kontaminantu na kofenové zéné nebo
k absorpci piimo na kofenech z povrchovych ¢i podzemnich vod. Rostliny, které jsou
uzivany na tuto metodu, se péstuji v nddrzich s vodnym substratem, kde piivod
kontaminované vody muze byt aplikovan in situ nebo je voda pieCerpana
do specialnich nadob, ve kterych jsou dané rostliny vysazeny. Rostliny se
Vv nadobach aklimatizuji a vyvijeji rozsahly kofenovy systém, kterym jsou schopny
odstraniovat kontaminanty. Kdyz jsou kofeny rostlin nasyceny, dochazi ke sklizni
spalovanim nebo kompostovanim.

Pro rhizofiltraci jsou vhodné kotfeny hydroponicky vypéstovanych
suchozemskych rostlin jako je napf. slunecnice. Priorita téchto rostlin spociva

ve schopnosti rychlého rustu a produkce velkého mnozstvi kofenové biomasy [3,4].

4.2 Vyhody a nevyhody fytoremediaci

Fytoremedia¢ni techniky se pomalu stavaji jednou z velmi efektivnich metod
pro odbouravani a transport xenobiotik v zZivotnim prostfedi. Diky témto metodam
piibyva v plad€ organického uhliku (mineralizace), ktery stimuluje aktivitu
mikroorganismt. Na druhé strané je nutné brat v tivahu, Ze tuto metodu nelze

aplikovat ve vSech situacich (mira kontaminace) a pro vSechny typy kontaminanti.

Vyhody:

Aplikace rostlin v kontaminovanych oblastech ma fadu vyhod. Mezi prvni
pozitiva patii to, Ze tato metoda minimalné poSkozuje okoli, jelikoZ dochazi k vyuziti
pfirozenych systému (rostlin) v jejich pfirozeném prostiedi a potfebna energie je
ziskavana ze slune¢niho zéafeni. Dal§im pfinosem fytoremediaci je to, Ze dochazi
k ¢astecné mineralizaci organickych sloucenin, coz ma za disledek zirodiiovani pud.

Rostliny lze vyuzit k dekontaminaci zne¢iSténych oblasti ¢i jen k do¢isténi po pouziti
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jinych postupti. Ma také velkou vyhodu v tom, ze esteticky obohacuje piipadné
zdevastovanou krajinu. Ekonomické naklady na uskute¢néni jsou az nékolikanasobné

niz8i nez u jinych technik (obr. 5) [10,11,17].

Pouzita metoda Niklady (5/t)
Fytoremediace 10-35
In situ bioremediace 50-150
Venting 20-220
Thermilni desorpee 120-300
Vymywvdni pldy R-200
Solidifikace, stabilizace 240-340
Extrakee rozpousiddly 360-440
Spalovani 200-1500

Obrazek 5: Naklady remediacnich postupu, http://www.phytosanitary.org

Nevyhody:

Za hlavni nevyhodu fytoremediaci mizeme povaZovat relativné dlouhou
dobu potiebnou k vyc€isténi kontaminované oblasti, ktera je znatelné pomalejsi, nezli
fyzikaln€ chemické postupy. Pii odstrafiovani polutantll ze Zzivotniho prostiedi
nedochdzi kel00% odstranéni skodlivych latek. Dalsi nevyhodou fytoremedi¢nich
metod, je povazovano to, Ze je nelze pouzit pii vysokych koncentracich
kontaminujicich latek v prostfedi, jelikoz pfeZiti rostlin je zavislé na toxicité
kontaminantu. K neprospéchu metod pfispiva i to, Ze nasledné uplatnéni rostlin neni
mozné vzhledem k existujici bioakumulaci xenobiotik v samotnych rostlinach. Dale
mezi nevyhody metody mizeme zatfadit omezené vyuziti pouze do hloubky 20 cm,
do niz zasahuje kofenovy systém rostlin a mozné negativni ovlivnéni prib&hu

dekontaminace vlivem napf. klimatickych podminek [10,11].
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5. NESTEROIDNI ANALGETIKA

Nesteroidni analgetika jsou latky, které potlacuji pocit bolesti, aniz by
vyrazn¢ ovliviiovaly smyslové vnimani. Analgetika pfimo nelé¢i pficinu
onemocnéni, jSOu to takzvané symptomatické latky, kdy jejich podavani vsak muze
vyznamné napomahat vlastnimu 1éceni tim, Ze snizuji zatéz a stres organismu
zpusobeny bolesti a zanétem. Analgetika se déli podle miry a mechanismu u¢inku
na analgetika narkoticka, nazyvana téz anodyna ¢i opioidni analgetika,
latky (Non-Steroidal Anti -Inflammatory Drugs - NSAID) [1].

Nesteroidni analgetika také zndma pod nazvem antiflogistika (NSAF)
zahrnuji mnoho riznych latek z nejruznéjSich chemickych skupin. Zakladnim
mechanismem téchto latek je inhibice enzymu cyklooxygenasy (COX). Tento enzym
katalyzuje konverzi arachidonové kyseliny na prostanoidy, které v zanicené tkani
evokuji manifestaci zanétu [13,18].

COX se vyskytuje ve dvou isoformach jako COX-1 a COX-2. COX-1 je
pritomna i ve zdravém téle a tvoti prostaglandiny, které chrani vnitini organy jako
napt. zaludek a ledviny. COX-2 vznika v buiikach jen pii zanétu a produkuje
prostaglandiny, které zvysuji citlivost nervovych zakonceni a zesiluji bolest spojenou
se zanétem [14]. Afinita vS§ech NSAF dava moznost rozdélit jednotlivé latky této
skupiny podle afinity k t¢émto isoenzymim a tedy podle frekvence nezadoucich
ucinkl. Podle tohoto tfidéni existuji 4 skupiny. Prvni skupina je COX-1 selektivni
(aspirin), druhou skupinu tvofi latky COX-1 neselektivni, tuto skupinu lze déle
rozdélit na COX-1 neselektivni s vyssi afinitou ke COX-1 (indometacin, piroxicam),
brana jako velmi toxicka NSAID a COX-1 neselektivni s vyssi afinitou na COX-2
(ibuprofen, diklofenak, naproxen). Tteti skupina zahrnuje latky COX-2 preferenéni
(meloxikam, nimesulid) a kone¢né ¢tvrtou skupinu tvoii latky COX-2 specifické,
kam tadime tzv. koxiby [13,18].

Veskera nesteroidni analgetika vykazuji kromé analgetického rovnéz
antipyreticky a antiflogisticky ucinek. V¢étSina téchto 1éCiv. mé& podobny

mechanismus pusobeni, u nékterych ale vystupuji vice do popiedi antipyretické

-----
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vnimani bolesti (neptsobi vSak proti visceralni a silné bolesti) a zaroven snizuji
zvysenou télesnou teplotu [1].

Po chemické strance piedstavuji NSAID velmi nejednotnou skupinu farmak,
ktera vSak ma fadu spolecnych farmakodynamickych vlastnosti, a proto i stejné
indikace. Z hlediska chemické struktury Ize nenarkoticka analgetika rozdélit
na derivaty anilinu, derivaty salicylové kyseliny, derivaty anthranilové kyseliny,
derivaty 2-arylalkanovych kyselin, rizné typy oxoheterocyklickych sloucenin, coz

jsou derivaty pyrazolonu a pyrazolidindionu, ¢i nejnovéjsi oxikamy a dalsi [1,2].

5. 1 Piroxikam

Piroxikam patii mezi hlavni zastupce enolovych kyselin, oznatovany jako
oxikamy spole¢né s dalsimi jako je meloxikam a tenoxikam. Oxikamy jsou pomérné
koncem 70. let minulého stoleti. Tato latka patii do skupiny NSAF, které maji vyssi
afinitu ke COX-1 [2].

rrrrr

w1

bilkoviny a dlouhy polocas eliminace, ktery umoznuje podavani latky jen jednou
denné. Mimoto piroxikam inhibuje ADP-indukovanou agregaci trombocytt [1,2,19].

Piroxikam se po podani per os resorbuje ¢astecné jiz v Zaludku a dale uplné
V duodenu (dvanactnik). Koncentrace v plazmé dosahuje maxima za 2-3 hodiny,
zatimco po rektdlnim podani dosahuje koncentrace maximalnich hodnot za 5-6
hodin. Za 6-10 hodin po aplikaci dochazi v plazmé k novému vzestupu hladiny
piroxikamu, tento dé&j je podminén pravdépodobné jeho enterohepatdlnim ob&hem.
Piroxikam se metabolizuje v jatrech (hydroxylace pyridinového fetézce, konjugace
s kyselinou glukuronovou). Vzniklé metabolity jsou netéinné a dochazi k jejich

vylouéeni mo¢i. Pouze 2-5% je vylouceno ledvinami v nezménéné formée [19].

-19 -



Kratkodobé 1 dlouhodobé wuzivani je spojeno se zvySenym rizikem
nezadoucich ucinkd v gastrointestinalnim traktu, jako je napf. krvaceni, ulcerace
a perforace zaludku, tenkého nebo tlustého stieva a vyskytu poruch ledvinovych
funkci. Poregistra¢ni studie prokazaly, Ze riziko vaznych gastrointestinalnich
nezadoucich ucinkli piroxikamu, je ve srovnani s ostatnimi nesteroidnimi

antirevmatiky vysoké [19,20].
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Obriazek 6: Piroxikam

5. 2 Nimesulid

Nimesulid  patfi do novodobych tfid nesteroidnich 1éka (NSAID)
s analgetickymi a antipyretickymi ucinky. Tato latka byla poprvé uvedena na trh
v roce 1985 v Italii. Od této doby byla produkce zahajena v dalSich 50 zemich svéta,
avSak napt. v USA, Japonsku ¢i Australii tento 1ék nebyl nikdy povolen, kvili svym
nezadoucim ucinktim na jatra [1,2].

Toto analgetikum patii do skupiny inhibitori enzymu cyklooxygenasy,
tzv. COX-2 selektivni. Jeho hlavnim U¢inkem je sniZeni nadprodukce eikosanoidi
V misté zanctu, tato latka také blokuje tvorbu volnych kyslikovych radikéli a zaroven
pusobi jako jejich lapac. Dal§im vyznamnym ucinkem je sniZzeni uvolilovani enzymi
z neutrofilt, které ni¢i pojivovou tkan a chrupavku. Strukturalné je fazen mezi
sulfoanilidy [2].

Po peroralnim podéni se tato latka relativné dobfe vstiebava a k maximalni
koncentraci v plazmé dochazi po 2-3 hodinach. Nimesulid je zvelké Ccasti
metabolizovan v jatrech. Hlavnim jeho metabolitem je para-hydroxy derivat, ktery je
také farmakologicky ucinny. Metabolity nimesulidu se vylucuji pfevazné moci,

pouze 1-3% se vylucuje jako nezmetabolizovana sloucenina [19].
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Co se ty¢e nezadoucich ucinkd, nejcastéji se vyskytuji v oblasti
gastrointestinalniho traktu. Obcasné¢ dochazi k vyskytu peptickych viedu, perforaci
¢i krvaceni do organu traviciho ustroji. Po podani se muze objevit nevolnost,
zvraceni a dal$i nezddouci uc¢inky. Diky vSem témto toxickym u¢inkiim je nimesulid

predepisovan pouze jako 1ék druhé volby [19,1].

NO,

Obrazek 7: Nimesulid

5. 3 Ketoprofen

Ketoprofen (keprofen) je nesteroidni protizanétlivy 1ék (NSAID) se silnym
antiflogistickym, analgetickym a antipyretickym ucinkem. Tuto latku fadime mezi
skupinu derivata propionové Kyseliny. Ketoprofen ma blizké uéinky ibuprofenu
[1,2].

Ketoprofen se pouziva k symptomatické 1écbé zanétlivych, metabolickych
a revmatickych onemocnéni. Je ur€en ke zmirnéni nékterych akutnich 1 chronickych
stabilizace lysozomalni membrany. Dalsi funkci je inhibice syntézy prostaglandint
a leukotrientl, které se podileji na vzniku bolesti a zadnétu. Kromé inhibice enzymu
cyklooxygenas inhibuje i v mensi mife lipooxygenasy [1,2,19].

Ketoprofen se dobte a relativné rychle vstiebava z gastrointestindlniho traktu.
Po peroralnim podani dosahuje maximalni koncentrace v plazmé za 1-2 hodiny. Tato
latka se primarné metabolizuje extenzivné v jatrech pomoci mikrozomalnich
enzymu. Dale je vyluCovana z t€la ven ve vazbé s kyselinou glukuronovou. Mo¢i se

vylucuje 90% ketoprofenu s navazanou kyselinou jako glukoronidovy metabolit.
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Asi 10% se vylouci stolici. Vzhledem k intenzivnimu metabolismu ketoprofenu je
biologicky polocas cca 2 hodiny [19].

Nejcastéji pozorované nezadouci uCinky jsou v okoli gastrointestinalniho
traktu. Mohou se objevit peptické viedy, dyspepsie, nauzea ¢i bolesti bficha.
Klinické studie poukazuji hlavné na to, Ze podavani nckterych nesteroidnich
antirevmatik, a to zejména ve vysokych davkéach a pii dlouhodobé 1écbé, muze
souviset se zvySenym rizikem arterialnich trombotickych piihod, jako jsou

napf. infarkt myokardu ¢i mrtvice [19,20].

Obrazek 8: Ketoprofen

5. 4 Paracetamol

Paracetamol je nesteroidni 1€k s analgetickymi a antipyretickymi 0¢inky.
Radime ho mezi anilinové derivaty spoleéné s fenacetinem. Paracetamol je aktivnim
metabolitem fenacetinu, acetanilidu a benorilatu. Po kyselin¢ acetylsalicylové je
nejuzivangj§im analgetikem-antipyretikem. Poprvé byl tento 1€k vyvinut v roce 1893
Vv laboratofich firmy Bayer. Zajem o paracetamol byl zaloZen na ptibuznosti s latkou
zvanou fenacetin, kterd se nékolik desetileti pouZivala jako analgetikum. Po dalSim
pozorovani vyslo najevo, ze slouCenina fenacetin je pti dlouhodobém pouziti toxicka
pro jatra a ledviny. Vysledkem této prace bylo zavedeni paracetamolu do lécebné
praxe [1,2,20].

Paracetamol ma mensi vliv na COX v téle nez aspirin, a proto netlumi zanét
ani nezastavuje aktivaci nervovych zakonceni citlivych na bolest stejné siln¢ jako

aspirin. Inhibuje v8ak COX vmozku a vtom spocivaji jeho analgetické
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wevr v

a antipyretické G¢inky. Paracetamol je mnohem bezpecnéjsi nez aspirin, jelikoz se
nehromadi v Zalude¢ni sliznici a neinhibuje COX v zaludku [18].

Distribuce paracetamolu po peroralnim podani je rychla a kompletni. Dochazi
K rychlému a téméf Uplnému vstiebavani z gastrointestinalniho traktu. Maximalni
plazmatické koncentrace jsou dosazeny za 30-60 minut po poziti. Paracetamol se
metabolizuje dvéma hlavnimi cestami a to pfevazné v jatrech. Prvni cestou je
vytvoreni konjugata s kyselinou glukuronovou a kyselinou sirovou. Druhd z téchto
cest je pii vysSich davkach, kdy dochazi k oxidaci paracetamolu vlivem cytochromu
P450 na toxicky, vysoce reaktivni intermediat N-acetyl-p-benzochinonimin, ktery
za normalnich podminek reaguje s glutationem za tvorby netoxické slouceniny
a nasledné je vylou¢en moci. 90% uzité latky je eliminovano ledvinami b&hem
jednoho dne, hlavné ve form¢ glukoronatu a sulfatovych konjugati [19].

Nezadouci ucinky paracetamolu jsou vcelku vzacné. Nebezpecné je Casté
pouzivani vysokych davek. Pti¢inou rizikovosti nadmérnych davek paracetamolu je
skutenost, Ze po ném jatra spotiebuji jednu ze svych ochrannych slouéenin
glutation, ktery reaguje S jiz zmifiovanym N-acetyl-p-benzochinoniminem. Akutni
intoxikace paracetamolem zpusobuje nekrozu jaterni tkan€, ktera muze vést
aZz kvzniku fatdlniho poSkozeni jater. Aby se zabrdnilo nezddoucimu ucinku
paracetamolu, podava se v nékterych zemich soucasné s paracetamolem methionin,
ktery zvySuje pfisun glutathionu do jater a sniZuje tvorbu toxickych sloucenin

poskozujicich ledviny [19,20].

HO

Obrazek 9: Paracetamol
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6. METABOLISMUS OBGANICKYCH LATEK
V ROSTLINNYCH BUNKACH

6. 1 Metabolické aspekty fytoremediace

Fytoremediacni techniky jsou stale ve vyvojovém stadiu. Nejrychleji a také
Aby mohly byt organické latky metabolizovany, musi byt biologicky pfistupné
pro adsorpci, absorpci, transport a transformaci bud’ rostlinami nebo systémem
mikroorganisma v rhizosféie [11,17].

Rostlinnd bunka disponuje Sirokou Skdlou enzymu, které jsou schopné
v mensi ¢i vétsi mife metabolizovat xenobiotika ze zivotniho prostiedi. Tento slozity
proces odbourdvani cizorodych latek je zalozen na podobnosti slozitych struktur
Vv rostliné a samotnym polutantem [12].

Za biotransformaci Skodlivych latek jsou oznacovany procesy, které¢ vedou
k jejich snadnému vylouceni nebo potlaceni jejich negativniho plisobeni v samotnych
organismech. Rostliny pfijimaji a preménuji organické latky pomoci nékolika
mechanismi. Prvnim mechanismem je pfima absorpce kofeny a pfesun do rostlinné
tkan¢ a naslednou akumulaci ve form¢ nefytotoxickych metabolitii. Druhou cestou je
uvoliiovani enzymdi, které podporuji mikrobialni aktivitu a biochemickou
transformaci v pidé. Déale muize dochazet ke zvySené mineralizaci v samotném

kofenovém systému a ¢tvrty zplisob je absorpce povrchem listi z atmosféry [11].

6. 2 Fytotransformace

Metabolismus xenobiotik Vv rostlinach muizeme také rozclenit do 3 fazi
(obdobn¢ jako u ¢loveéka). U Zivodichi dochazi k pfeméné Skodlivin v jatrech, kde
jsou nepolarni (lipofilni) latky metabolizovany na rozpustnéjsi a jednodussi formy
a nasledné vylucovany. U rostlin je tomu tak obdobné, pfestoZze nemaji skute¢nou
efektivni cestu vylucovani [17].

Prvni faze (transformacni/derivaéni) zahrnuje enzymové katalyzované
odhaleni polarnich skupin molekuly xenobiotika nebo tvorbu detoxikacnich

metaboliti. V fad¢ pripadt vSak dochéazi k metabolické aktivaci nemutagennich latek
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na mutagenni produkty. Nasledna druha faze je oznacovana jako primarni konjugace.
Polarn¢jsi metabolity jsou pospojovany kovalentnimi vazbami s molekulami
endogennich hydrofilnich sloucenin (glutation, aminokyseliny). Touto fazi se toxicita
danych xenobiotik zna¢né sniZuje a konjugaty jsou ukladany v rostlinnych systémech
— vakuolach (obr. 8). Tteti fazi nazyvanou ukladani nemusi podléhat Gpln¢ vSechny
metabolity a nahrazuje samotné vyluovani. V této Casti metabolismu dochazi
Kk reakcim s urCitymi slozkami bunééné stény (ligniny, pektiny, hemicelulosami)
[12].

Bylo dokazano, ze obdobné jako u zivocichii se i v rostlinnych buikach
vyskytuje ATP-dependentni membranovy pienaSe¢, ktery rostlina vyuziva
metabolismu  cizorodych latek, jsou cytochrom P-450 monooxygenasy
a glutathiontransferasy, ale i fada dalSich. Tyto enzymy jsou v rostlinach hojné
zastoupeny a mezi jejich hlavni funkce patii pravé detoxikace [11].

Cytoskelet Mitochondrie

Bunééna sténa

Skrobova zrna
Thylakoidni membrana \ -
‘ < 4 Bundind sténa
q ‘ : /: ‘\ <
e Endoplazmatické
Chloroplasty T F retikulum - drsnéf
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Jdernd
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Obrazek 10: Eukaryoticka rostlinna buiika (schématicky),

(www.coroflot.com)
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7. EXPERIMENTALNI CAST

7.1 Pouzity material

71.1.1 Chemikalie

Anorganické chemikdlie pro pfipravu kultivatniho media byly v kvalité
vhodné pro analyzu (Lach-Ner), myo-inositol byl v kvalit¢ pro tkanové kultury
(Sigma), sacharosa byla pouzita ve formé komercniho krystalového cukru. Pouzita
nesteroidni analgetika piroxikam, nimesulid, ketoprofen a paracetamol byla pofizena
od firmy Sigma. Methanol byl kvality pro HPLC (Lach-Ner). Voda pro pfipravu

medii i jako komponent mobilni faze byla ptfipravena na pfistroji Demiwa 3roi.

71.1.2 Rostlinny material

Jako biologicky material byla pouzita semena nasledujicich druhi rostlin:
e Slunecnice ro¢ni (Helianthus annuus), hybrid: Extrasol, Monsato

e Kukufice seta (Zea mays), hybrid: Belem DKC2971, Monsato

7.1.3 Pristroje

Pro sterilni praci byl pouzit laminarni box BHSL Labox, kultivace byly
provadény v kultivacnich boxech TCH 100 9 (Laboratorni pfistroje, Praha)
pii teploté 25°C a svételném rezimu 12 hodin svétlo a 12 hodin tma. Pro Gpravu pH
media byl pouzit pH metr 1Q (Scientific Instruments).

HPLC analyzy byly provedeny na chromatografickém zafizeni INCOS.
Ptistroj se skladal z vysokotlakového ¢erpadla INCOS LCP 5020, ktery zajistuje tok
mobilni faze, dale z autosampleru INCOS LCS 5040 a UV detektoru INCOS LCS
5000. Pro samotné mecifeni byla pouzita kolona o rozmérech 4,6 x 250 nm

se sorbentem Reprosil 100-C18 5um (Watrex). Nastiik vzorku byl standardné

-26 -



provadén automatickym davkova¢em o objemu 20 pl. Na zpracovani a vyhodnoceni
naméefenych dat koncentrace byl pouzit chromatograficky program Clarity (Data
Apex). Koncentrace byly stanoveny dle kalibra¢ni zavislosti, mez detekce Cinila

pro piroxikam, nimesulid a ketoprofen 0,06 mg/l, pro paracetamol 0,04 mg/I.

Tabulka 1: Vychozi podminky méfeni pro jednotliva analgetika

Mobilni faze .
Latka (MeOH:H,0+0,1%H3POy) [m‘r;‘:'r‘]] Det‘[er‘fr(;e] uv
(VIV)
Piroxikam 6:5 1,0 235
Nimesulid 7:3 0,9 260
Ketoprofen 7:3 0,9 260
Paracetamol 3:6 0,8 240

7.2 Priprava in vitro kultur

Semena kukufice seté a slunecnice rocni byla pfed vysdzenim na kapalné
zivné medium odmasténa v 70% etanolu po dobu cca 30 sekund a poté sterilizovana
20% roztokem SAVA po dobu 10 minut. Nasledovala dalsi sterilizace 10% roztokem
SAVA po dobu 15 minut. Poté byla semena tiikrat promyta destilovanou vodou,
pii tfetim promyvani byla semena ponechdna ve sterilni vod¢. Takto pfipravena
semena byla za sterilnich podminek v laminarnim boxu vysazena do sterilnich
kultivaénich ban€k s zivnym mediem. MS medium dle Murashiga a Skooga
s piidavkem myo-inositolu a sacharosy [21]. Pro kultivaci byly pouzity 500ml

Erlenmayerovy banky s 10 ml Zivého media.

Kultivace rostlin probihala v kultivacnich boxech pii teploté¢ 25°C
a se svételnym rezimem 12 hodin své€tlo/12 hodin tma. Po zhruba dvou tydnech

doséhly rostliny optimalni velikosti pro dalsi ¢ast experimentu.
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7.3 Fytoextrakce piroxikamu, nimesulidu, ketoprofenu a
paracetamolu

Vypoétené mnozstvi studovanych latek bylo rozpusténo v 25 ml odmérné
baiice v dimethylsulfoxidu (piroxikam, ketoprofen), vetanolu (nimesulid)
a ve sterilizované vodé (paracetamol). Medium se zkoumanym analgetikem bylo
piipraveno pfidanim vypocteného mnozstvi pfipravené¢ho roztoku daného analgetika
ke sterilnimu mediu, tak aby bylo dosazeno vstupni koncentrace 20 mg.

Za sterilnich podminek byly z kultiva¢nich ban¢k s rostlinami odlity zbytky
puvodniho media a nasledné¢ piidano 100 ml cerstvého media obsahujiciho
definovanou koncentraci zkoumaného nesteroidniho analgetika. Bezprostfedné
po pfidani media byl odebran kontrolni vzorek (0,3 ml) K stanoveni aktualni vychozi
koncentrace testované latky ve vSech bankach. Rostliny byly nadale kultivovany
za vySe zminénych podminek (25°C, 12h svétlo/12h tma). Vzorky media byly poté
odebirany v intervalu 24 hodin po dobu 5 dni a dale ptimo analyzovany HPLC, kde
byla urcena aktudlni koncentrace ptisluSného nesteroidniho analgetika v ptislusSném
Case. Samotné rostliny byly po uplynuti kultivace zvaZeny, ¢imzZz byla ziskana

hodnota éerstvé hmotnosti.

8. VYSLEDKY A DISKUZE

V poslednich letech je pfitomnost organickych sloucenin ze skupiny
farmaceutickych substanci povazovdna za pseudo-perzistentni kontaminaci
S moznymi negativnimi U¢inky na lidsky organismus. V modelovych in vitro
experimentech byla sledovana fytoextrakce nesteroidnich analgetik (piroxikam,
nimesulid, ketoprofen, paracetamol). Fytoextrakce byla provedena na dvou hlavnich
rostlinnych druzich.

Aktualni koncentrace nesteroidnich analgetik byly stanovovany metodou
HPLC pifimym nastiikem media. Méfeni byla ukoncena v okamziku, kdy hodnoty
koncentraci byly velmi nizké, nebo nebyla nalezena méfitelnd koncentrace dané¢ho

analgetika.
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e VYHODNOCENI VYSLEDKU MERENI:

V nasledujicich grafech 1 a 2 jsou zpracovany udaje koncentraci. Data jsou
zpracovana pro nesteroidni analgetikum piroxikam pro porovnani fytoextrakce

kukufice seté a slune¢nice ro¢ni.

Casovy pribéh fytoextrakce piroxikamu
rostlinami kukufrice
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m72h
0 .
C196h

Graf 1: Casovy priibéh fytoextrakce piroxikamu rostlinami kukufice

(Kukuftice seta hybrid: DKC2971)

V ptipadé rostlin kukufice doSlo béhem prvnich 24 hodin k znatelnému
ubytku koncentrace piroxikamu v mediu. Praimérny pokles ¢inil cca 22% vychozi
koncentrace. Po 48 hodinach doslo k poklesu mnozstvi piroxikamu 0 39%. Béhem
72 hodin doslo k nejvétsimu ubytku koncentrace primémé o 77%. Zgrafu 1

vyplyva, ze piroxikam je rostlinami témét extrahovan.
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Casovy pribéh fytoextrakce piroxikamu
rostlinami slunecnice
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Graf 2: Casovy pribéh fytoextrakce piroxikamu rostlinami sluneénice
(Slunecnice ro¢ni hybrid: BELEM)

V pfipadé¢ experimentu rostlin slunecnice dochdzi k menSimu poklesu
koncentrace piroxikamu v mediu, nez tomu bylo u kukufice, coz mize byt dano
mensi schopnosti rostlinné species extrahovat studovanou latku. Ve srovnani
S rostlinami slunecnice je extrakce kukufice zjevné G¢inngjsi. AvSak z uvedenych
vysledkii je zfejma pomérné ucinna fytoextrakce piroxikamu, kdy k nejvétsimu

ubytku (29%) doslo v poslednich 96 hodinach.

Nasledujici grafy 3 a 4 popisuji Casovy probéh fytoextrakce ketoprofenu

rostlinami slunecnice ro¢ni a kukufice seté.
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Casovy prubéh fytoextrakce ketoprofen
rostlinami kukurice
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Graf 3: Casovy pribéh fytoextrakce ketoprofenu rostlinami kukufice
(Kukufice seta hybrid: DKC2971)
Casovy pribéh fytoextrakce ketoprofenu
rostlinami slunecnice
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Graf 4: Casovy priibéh fytoextrakce ketoprofenu rostlinami sluneénice

(Slunecnice ro¢ni hybrid: BELEM)
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Z grafi 3 a 4 je ziejmé, ze k nejvétSimu ubytku koncentrace ketoprofenu
v mediu doslo béhem prvnich 24 hodin o primérnou hodnotu 62,5% u kukufice
a 87,7% u slunec¢nice vychozich hodnot. Po 96 hodinach jiz byl ketoprofen nalezen
jen u kukufice a to pouze u tfech kultivaci ze ¢trnacti vyhodnocenych. Redlné je tedy
extrakce zfejm¢ jesté UCinnéjsi, protoze jedna meéfena hodnota silné vybocuje
z hodnot naméfenych u ostatnich kultivaci. Jak je ziejmé z vysledkli méfeni, je

ketoprofen rostlinami prakticky uplné extrahovan.

V nasledujicim grafu 5 je znazornén Casovy pribéh fytoextrakce nimesulidu

pomoci kukuftice seté. Aktudlni koncentrace byly stanoveny HPLC/UV.

Casovy pribéh fytoextrakce nimesulidu
rostlinami kukufrice
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Graf 5: Casovy pribéh fytoextrakce nimesulidu rostlinami kukufice

(Kukufice setd hybrid: DKC2971)
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Casovy prubéh fytoextrakce nimesulidu
rostlinami slunecnice
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Graf 6: Casovy pribéh fytoextrakce nimesulidu rostlinami slune¢nice

(Slunecnice ro¢ni hybrid: BELEM)

Zgrafu 5 a 6 je zfejma vysoka fytoextrakce nimesulidu z vodného media.
K nejvétsimu ubytku této latky dosSlu v prvnich 24 hodinach. Po 96 hodinach byla

prakticky ve vSech piipadech koncentrace nimesulidu pod limitem detekce.
V nasledujicich grafech 7 a 8 je znazornény Casovy prubéh fytoextrakce

paracetamolu rostlinami slune¢nice a kukufice. Aktualni koncentrace byly stanoveny
HPLC/UV.
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Casovy prubéh fytoextrakce paracetamolu
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Graf 7: Casovy pribéh fytoextrakce paracetamolu rostlinami sluneénice

(Slunecnice ro¢ni hybrid: BELEM)
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Casovy priibéh fytoextrakce paracetamolu
rostlinami kukufrice
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Graf 8: Casovy pribéh fytoextrakce paracetamolu rostlinami sluneénice

(Kukuftice setd hybrid: DKC2971)
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Z uvedenych dat je zfejma ucinnost fytoextrakce paracetamolu z vodného
media. Hodnoty naméfenych koncentraci po 96 hodinach byly sice nejvyssi ze vSech
studovanych latek, ale i presto je z vysledki zfetelnd pomérné U¢innd extrakce
paracetamolu.

Z hlediska zachytu studovanych latek rostlinami byly zjiStény hodnoty
extrakéni schopnosti pfi pouzitych vychozich koncentracich a kultivacni periodé
96 hodin v rozmezi 82 — 105 pg/g Cerstvé hmotnosti rostliny. Konkrétné pro rostliny
kukufice 105, 72, 90 a 77 pug/g u piroxikamu, nimesulidu, ketoprofenu
a paracetamolu. U slune¢nice byly vypocteny hodnoty 82, 127, 90 a 81 png/g
pro piroxikam, nimesulid, ketoprofen a paracetamol.

Rostliny kukufice a slunecnice maji poncékud odlisSny metabolismus
a odliSnou morfologii kofenti. Lze tedy predpoklddat urcité odchylky v extrakéni
schopnosti zkoumanych druhii. Nejvyraznéji se to projevilo u piroxikamu
a nimesulidu, kdy byl nalezen signifikantné vys$si obsah piroxikamu v kukufici
a nimesulidu v rostlinach slune¢nice. U ketoprofenu a paracetamolu jsou obsahy
studovanych latek v rostlindch pfiblizné stejné. Z hlediska Uc¢innosti zachytu se
potom jevi jako nejvhodnéjsi zachyt nimesulidu v kukufici a ketoprofenu v obou

zkoumanych rostlinnych druzich.
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9. ZAVER

Studium vlivu organickych polutant na organismy je stale velmi aktudlnim
pfedmétem vyzkumu mnoha védeckych skupin po celém svéte. Hlavnim cilem této
bakalarské prace bylo sledovat distribuci nesteroidnich analgetik (piroxikamu,
ketoprofenu, nimesulidu a paracetamolu) a posoudit, zda je mozné pouzit kukufici
setou a slunecnici ro¢ni k fytoremediaci oblasti jimi kontaminovanych.

U obou rostlinnych druhit byla prokazana schopnost extrahovat nesteroidni
analgetika z vodnych roztoku a jejich nevratny zachyt v rostlinnych pletivech. Byly
nalezeny rozdily v zachytu jednotlivych farmak, pfi¢emz k nejucinnéjSim patiila
extrakce nimesulidu Vv rostlinach slunecnice a ketoprofenu v obou pouzitych
rostlinnych druzich. Z hlediska mnozstvi latky zachycené rostlinou byly potom
nalezeny vysoké hodnoty pfedevs§im pfi extrakci nimesulidu slunecnici a ketoprofenu
u obou pouzitych rostlinnych species. Rozdily mezi fytoextrakéni schopnosti
a kvantitativnim vyhodnocenim mnozstvi zachycené latky souvisi s odlisSnym
metabolismem pouzitych rostlinnych druhti, rozdilnou morfologii kofeni a moznosti
stresového ovlivnéni ristu rostliny, ¢i mohou byt disledkem toxicity vuci
biologickému materialu.

Nami dosazené vysledky by mohly v budoucnu poslouZit pifi aplikaci téchto
rostlinnych druhti ve fytoremedia¢nich technologiich.

Vysledky laboratornich pokust jasné naznacuji vyznam fytoremediacnich
technologii, které lze Usp&€Sné pouzit k odstranéni kontaminantd zrozsahlych
zemedélskych ploch. Do budoucna tyto metody predstavuji Setrnou techniku

pro odstranéni polutantil z Zivotniho prostredi.

-36 -



10. PRILOHY

Seznam priloh:

1) Fytoextrakce piroxikamu rostlinami kukufice seté a slune¢nice ro¢ni

Tabulka 1: Casovy pribéh fytoextrakce piroxikamu rostlinami kukufice

KUKURICE SETA HYBRID: DKC2971 - PIROXIKAM

Vychozi Koncentrace v ¢ase t (odbér) Hmotnost
Experiment | koncentrace | 24 h 48 h 72h 96 h | rostliny [g]
0 h [mg/l]
1. 15,70 10,67 5,58 1,13 0,49 13,5
2. 14,58 9,79 5,98 1,25 0,58 13,4
3. 13,78 10,79 9,41 3,20 2,44 10,7
4. 13,99 9,76 5,27 0,97 0,44 13,7
5. 16,47 9,23 3,82 0,58 0,36 14,9
6. 15,77 10,45 5,56 1,28 0,68 13,7
1. 12,96 11,72 7,61 2,40 1,86 11,3
8. 14,43 12,27 8,48 2,56 1,94 11,5
9. 15,44 12,36 7,57 1,41 0,70 12,3
10. 12,32 11,73 7,54 0,89 0,36 12,2
11. 11,34 10,92 5,88 1,33 0,69 12,3

Tabulka 2: Casovy pribéh fytoextrakce piroxikamu rostlinami slune¢nice

SLUNECNICE ROCNI HYBRID: BELEM - PIROXIKAM

Vychozi Koncentrace v ¢ase t (odbér) Hmotnost
Experiment | koncentrace | 24 h 48 h 72 h 96 h | rostliny [g]
0 h [mg/1]
1. 14,52 12,90 9,23 7,93 6,21 9,6
2. 15,33 12,69 7,94 7,19 4,73 13,6
3. 15,23 13,65 9,84 9,82 7,25 8,5
4. 14,00 13,80 10,16 8,69 5,70 11,1
5. 15,35 14,39 10,95 9,06 7,04 8,9
6. 15,77 12,57 10,45 10,42 8,54 9,3
7. 17,44 13,63 10,83 9,77 6,53 8,2
8. 14,88 14,29 9,76 9,36 6,63 8,8
9. 14,08 11,68 10,08 8,79 6,01 13,3
10. 14,69 12,99 10,83 9,16 6,02 11,8
11. 14,97 12,44 9,09 4,94 2,92 13,4
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2) Fytoextrakce ketoprofenu rostlinami kukufice seté a slune¢nice ro¢ni

Tabulka 3: Casovy pribéh fytoextrakce ketoprofenu rostlinami kukufice

KUKURICE SETA HYBRID:DKC2971 - KETOPROFEN

Vychozi Koncentrace v ¢ase t (odbér) Hmotnost
Experiment | koncentrace | 24 h 48 h 72h 96 h | rostliny [g]
0 h [mg/l]
1. 11,31 3,92 0,81 0,17 - 14,5
2. 10,34 5,61 0,97 0,16 - 7,1
3. 11,12 4,06 0,72 0,12 - 12,7
4. 11,67 4,62 0,67 - - 14,6
5. 11,60 4,35 0,54 0,10 - 14,2
6. 14,16 4,08 0,93 - - 12,8
7. 11,20 3,34 0,69 0,10 - 9,6
8. 13,95 3,42 0,59 0,06 - 14,6
9. 13,22 4,26 0,65 0,12 0,07 16,1
10. 12,84 2,84 0,33 0,10 - 15,5
11. 10,88 7,78 3,25 3,13 2,02 14,0
12. 11,92 5,24 1,49 0,47 0,10 14,0
13. 13,66 3,81 0,56 0,15 - 14,1
14. 13,58 4,81 0,74 0,15 - 15,2

Tabulka 4: Casovy priib&h fytoextrakce ketoprofenu rostlinami sluneénice

SLUNECNICE ROCNI HYBRID:BELEM - KETOPROFEN

Vychozi Koncentrace v ¢ase t (odbér) Hmotnost
Experiment | koncentrace | 24 h 48 h 72 h 96 h | rostliny [g]
0 h [mg/1]
1. 14,62 5,72 1,47 0,18 - 16,8
2. 13,64 2,26 0,14 - - 16,2
3. 15,48 1,02 0,20 - - 13,9
4. 14,33 1,77 0,10 - - 17,5
5. 15,16 1,49 - - - 17,1
6. 13,68 1,41 - - - 13,3
7. 14,18 0,47 - - - 18,2
8. 9,84 0,92 - - - 13,4
9. 14,19 0,89 - - - 13,5
10. 20,97 1,09 - - - 14,5
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3) Fytoextrakce nimesulidu rostlinami kukufice seté a slune¢nice ro¢ni

Tabulka 5: Casovy priibéh fytoextrakce nimesulidu rostlinami kukufice

KUKURICE SETA HYBRID:DKC2971 - NIMESULID

Vychozi Koncentrace v ¢ase t (odbér) Hmotnost
Experiment | koncentrace | 24 h 48 h 72 h 96 h | rostliny [g]
[mg/l]

1. 14,74 5,94 2,31 1,01 - 19,8
2. 16,04 6,61 2,46 1,65 0,23 18,8
3. 15,46 5,23 1,86 0,73 - 19,5
4. 13,78 3,52 1,24 - - 22,6
5. 14,33 4,17 2,15 0,96 - 22,2
6. 14,03 3,99 2,06 0,44 - 19,7
7. 13,55 3,56 2,14 1,36 - 20,0
8. 15,43 4,16 3,02 1,72 0,84 17,3
9. 14,74 3,87 1,44 - - 22,2
10. 14,77 3,74 1,79 0,38 - 21,8

Tabulka 6: Casovy priib&h fytoextrakce nimesulidu rostlinami slune¢nice

SLUNECNICE ROCNI HYBRID:BELEM - NIMESULID

Vychozi Koncentrace v ¢ase t (odbér) Hmotnost
Experiment | koncentrace | 24 h 48 h 72 h 96 h | rostliny [g]
0 h [mg/l]
1. 13,72 4,73 1,06 - - 12,8
2. 15,15 6,29 1,21 0,38 - 9,8
3. 14,12 4,21 0,98 - - 12,2
4. 12,22 5,17 1,31 0,52 - 10,7
5. 14,04 3,69 1,46 0,23 - 10,3
6. 14,58 3,75 1,04 - - 11,7
7. 13,96 3,22 0,85 - - 13,0
8. 14,81 4,15 1,67 0,45 - 9,7
9. 13,65 3,19 0,92 - - 12,4
10. 15,24 5,99 1,63 0,39 - 9,5
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4) Fytoextrakce paracetamolu rostlinami kukufice seté a sluneénice ro¢ni

Tabulka 7: Casovy pribéh fytoextrakce paracetamolu rostlinami kukufice

KUKURICE SETA HYBRID:DKC2971 - PARACETAMOL

Vychozi Koncentrace v ¢ase t (odbér) Hmotnost
Experiment | koncentrace | 24 h 48 h 72h 96 h | rostliny [g]
0 h [mg/l]
1. 13,41 8,30 8,18 7,54 5,85 14,0
2. 12,70 7,79 9,08 7,28 4,99 11,2
3. 13,89 10,41 5,99 4,60 3,13 11,7
4. 13,75 9,86 6,36 3,59 2,35 14,2
5. 14,11 9,84 8,87 5,53 4,63 14,6
6. 13,45 9,38 9,44 7,68 4,89 13,6
7. 14,77 5,29 5,32 3,43 1,88 15,5
8. 15,03 9,18 7,93 3,70 3,11 13,1
9. 12,54 8,78 3,98 1,86 0,66 14,8
10. 14,73 10,17 7,36 4,95 3,47 13,9
11. 12,81 10,91 7,84 5,07 2,05 13,2
12. 15,10 9,58 6,72 7,15 3,50 14,5
13. 13,70 12,87 12,87 6,68 4,87 14,1

Tabulka 8: Casovy pribéh fytoextrakce paracetamolu rostlinami sluneénice

SLUNECNICE ROCNI HYBRID:BELEM - PARACETAMOL

Vychozi Koncentrace v ¢ase t (odbér) Hmotnost
Experiment | koncentrace | 24 h 48 h 72 h 96 h | rostliny [g]
0 h [mg/l]
1. 13,70 13,69 | 13,07 9,55 7,14 10,7
2. 14,76 14,74 | 14,14 | 10,09 5,82 9,8
3. 12,56 12,31 | 14,68 | 11,84 7,46 9,2
4, 14,02 15,03 | 14,14 9,70 6,26 10,9
5. 10,74 9,87 9,13 8,13 7,71 9,4
6. 13,15 9,30 10,87 9,88 8,64 9,8
7. 13,01 12,50 9,38 8,85 5,33 10,5
8. 15,24 11,82 9,91 7,34 5,98 9,5
9. 16,18 1191 | 13,16 | 10,57 6,01 8,7
10. 14,74 12,45 | 11,51 7,91 5,09 8,8
11. 14,96 12,37 | 10,90 8,57 5,77 8,7
12. 15,35 11,95 11,04 7,12 4,29 10,0
13. 13,38 9,57 8,62 6,94 4,26 9,6
14. 14,01 10,14 9,44 7,31 4,55 9,9
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5) Slunecnice ro¢ni a kukufice seta

Obrazek 10: Sluneénice ro¢ni Obrazek 11: Kukufice seta

(zdroj: www.agroatlas.spb.ru/cultural)

6) In vitro kultury slune¢nice ro¢ni a kukutice seté

Obrazek 12: Sluneénice ro¢ni Obrazek 13: Kukufice seta
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