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Abstrakt

Lieciva patria prevazne do skupiny organickych substancii a predstavuja latky
vyznamnej celosvetovej spotreby v humannom aj veterinarnom lekarstve. V organizme
moOzu, ale nemusia, byt metabolizované a st spravidla vyluCované cestou renalnej
exkrécie vo forme nativnych latok a/alebo ich metabolitov. Velké mnozstvo tychto
latok potom d’alej kontaminuje komunélne odpadové vody. Cistiarne odpadovych vod
nie su schopné bezo zvySku odstranit’ tieto substancie, atak d’alej prechadzaju
do povrchovych a podzemnych vod ¢i pddy. Vzhl'adom na biologicktl aktivitu tychto
latok hrozi pri dlhodobom pdsobeni z hl'adiska biologickych $tudii moznost’ vzniku
bakteridlnej rezistencie, endokrinného pdsobenia, poskodenia DNA ¢&i obliciek
U necielovych organizmov. V praci bola experimentdlne Studovand moznost
fytoextrakcie a translokécie v rastline radioaktivne znadeného lie¢iva diklofenaku s *2°I
v in vitro podmienkach s vyuzitim rastlinnych kultivarov kukurice siatej (Zea mays)
a slne¢nice roénej (Helianthus annuus). Uginnost’ fytoextrakcie bola vyhodnocovana
pomocou ubytku aktivity $tudovanej substancie [**I]diklofenaku z kultivaéného média
podl'a Murashiga a Skooga. Behom 8 — 10 diovej kultivaénej periody bola preukazana
extrakénd Gcinnost’ = 85 % v pripade pouzitia kukurice siatej a = 79 % u slnecnice
ro¢nej. LepSiu akumula¢ni schopnost’ vykazovala slne¢nica ro¢na ato 80 mg
diklofenaku na kilogram suchej hmotnosti oproti 30 mg/kg u kukurice siatej.
Translokdcia  [**I]diklofenaku v rastline §tudovand pomocou elektronickej
autoradiografie preukdzala maximalny vyskyt v oblasti korefiov rastlin, kde
pravdepodobne dochadza k primarnej adsorpcii. Pritomnost znaceného diklofenaku
vSak bola preukédzana aj v stonkéch a listoch, o svedci o prieniku skimanej substancie

do korenov a translokacii do nadzemnych casti.
KIacovée slova

Farmakd, ibuprofén, naproxen, diklofenak, jodacia, fytoextrakcia, translokacia,

odpadové vody



Abstrakt

Léciva patii prevazné do skupiny organickych substanci a predstavuji latky
s vyznamnou celosvétovou spotiecbou v humdnnim i veterindrnim  1ékatstvi.
V organismu mohou, ale nemusi, byt metabolizovany a jsou zpravidla vyluCovany
cestou renalni exkrece ve formé puvodnich latek nebo jejich metaboliti. Velké
mnoZstvi téchto latek potom dale kontaminuje komunalni odpadni vody. Cistirny
odpadnich vod nejsou schopny odstranit tyto substance beze zbytku a tak tyto latky dale
pfechazeji do povrchovych apodzemnich vod ado pidy. Vzhledem k biologické
aktivité téchto latek hrozi pfi jejich dlouhodobém plisobeni moznost vzniku bakteridlni
rezistence, endokrinniho vlivu, poskozeni DNA ¢i ledvin v necilovych organismech.
V praci byla experimentalné studovana moznost fytoextrakce a translokace Vv rostling
u radioaktivng znaceného 1é¢iva diklofenaku s **1 v in vitro podminkéch s vyuzitim
kultivart kukufice seté (Zea mays) a slune¢nice ro¢ni (Helianthus annuus). Uginnost
fytoextrakce byla vyhodnocovdna pomoci ubytku radioaktivity studované substance
[**1]diklofenaku z kultivaéniho média podle Murashiga a Skooga. B&hem 8 — 10-denni
kultivace byla prokdzana extrakéni ucinnost = 85 % u kukufice set¢ a = 79 %
u slune¢nice ro¢ni. Leps§i akumulacni schopnost vykazovala slune¢nice ro¢ni a to 80 mg
diklofenaku na kilogram suché hmotnosti oproti 30 mg/kg u kukufice seté. Translokace
[**1]diklofenaku v rostling studované pomoci elektronické autoradiografie prokazala
maximalni vyskyt v oblasti kofent rostlin, kde pravdépodobné dochazi k primarni
adsorpci. Pritomnost znaceného diklofenaku vsak byla prokézana i ve stoncich a listech,

coz svéd¢i o priniku zkoumané substance do kofend a translokaci do nadzemnich ¢asti.

Klicova slova

Farmaka, ibuprofen, naproxen, diklofenak, jodace, fytoextrakce, translokace, odpadni
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Abstract

Pharmaceuticals are group of organic substances with significant worldwide
consumption in human and veterinary medicine. These compounds may be metabolized
in the organism, but in some cases they remain unchanged and both are usually excreted
via renal excretion in the native form or as metabolites. Large quantities of
pharmaceuticals and their metabolites contaminate municipal wastewater. The
wastewater treatment plants are unable to remove these substances completely, so they
contaminate surface water, groundwater and soil as well. Due to the biological activity
of pharmaceuticals, long - term effect may cause bacterial resistance, endocrine
influence, DNA and renal damages in non-target organisms. The phytoextraction and
the translocation of radiolabeled diclofenac with **I were experimentally studied by
using of in vitro cultivated plants Helianthus annuus and Zea mays. Efficiency od
phytoextraction was monitored as decrease of radioactivity of tested substance
[**I]diclofenac in Murashige-Skoog cultivation medium. Both species are able to
extract tested substance during 8 to 10 days of cultivation, with efficiency
approximately 85 % using Zea mays and 79 % using Helianthus annuus. Better
extraction ability of diclofenac was observed at Helianthus annuus — 80 mg/ kg of dry
weight compared to 30 mg/kg of dry weight in Zea mays. The translocation of
[**1]diclofenac studied by electronic autoradiography showed the maximal occurrence
in the plant roots, where the primary adsorption probably occurs. The presence of the
labeled diclofenac was observed also in stems and leaves, which shows the penetration

of tested substance into the roots and translocation to the shoot parts of plants.
Keywords

Pharmaceuticals, ibuprofen, naproxen, diclofenac, iodination, phytoextraction,

translocation, wastewater
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Zoznam skratiek a symbolov

CYPs (systém izoenzymov cytochromu P-450)

MAO (monoaminooxygeasa)

NSAIDs (nesteroidné protizapalové lie¢iva)

Kow (rozdel'ovaci koeficient oktanol — voda)

Kq (rozdel'ovaci koeficient pevna faza — voda)

PEC (predpokladana environmentéalna koncentracia)

PNEC (koncentracia, pri ktorej nie je predpokladany skodlivy t¢inok)
RQ (rizikové skore)

EC50 (efektivna davka 50)

AOPs (pokrocilé oxidacné procesy)
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1 Uvod

Lie¢iva spolu s kozmetickymi pripravkami ako skupina organickych latok st
vyuzivané predovsetkym na lieCebné ucely ako diagnostika ochorenia ¢i samotna liecba,
alebo z kozmetickych dovodov, a su to latky vyznamnej celosvetovej spotreby. V ramci
Europy a USA existuje na trhu priblizne 4 000 r6znych farmaceuticky aktivnych latok,
ktoré sa pouzivaji v huménnom a veterinarnom lekarstve a spotreba lieCiv kazdym

rokom narasta.

Cistiarne odpadovych vod nie st schopné bezo zvysku stopové mnozstva farméak
V procese Cistenia odstranit’, atak sa tieto latky, ktoré moézu, ale nemusia, podlichat’
v tele metabolickej premene, dostavaji v nativnej forme alebo ako aktivne ¢i neaktivne
metabolity cez kanalizaciu d’alej do odpadovych, podzemnych, ale aj povrchovych vod,
a ich vyskyt bol zaznamenany dokonca aj v pitnej vode. Vyuzivanie odpadovej vody na
zavlazovanie pddy a iné poI'nohospodarske aktivity prispievaji d’alej k tomu, zZe lie¢iva
sa stavaju vSadepritomnymi v Zivotnom prostredi 8 moZznymi polutantami v ekosystéme.
Vzhladom na pretrvavajice vypustanie lie€iv do Zivotného prostredia st tieZ

oznacované ako ,,pseudoperzistentné zliceniny* v ekosystéme.

Lieciva, ako latky biologicky aktivne a pretrvavajice v Zivotnom prostredi, sa
stavaju potencialne nebezpecné a mdézu mat’ negativny dopad aj na necielové
organizmy, zahrilujic vznik bakteridlnej rezistencie, rendlne i endokrinné poruchy,
poskodenie DNA, alebo vplyv na vegeticiu. Ndijdenie vhodného spdsobu
dekontaminéacie Zivotného prostredia od tychto latok by preto mohlo pomdct’

k eliminacii lie¢iv ako polutantov z ekosystému a zabranit’ v ich d’alSiemu rozsirovaniu.
1.1 Ciel prace

Diplomovy projekt je koncipovany ako prispevok ku studiu fytotechnologickych
procesov Vv zmysle fytoremediacie, teda moznosti dekontaminicie pédnych a vodnych

kompartmentov od environmentalne vyznamnych polutantov. V sucasnej dobe patria

VvV tomto zmysle medzi najstudovanejsie organické zluceniny farmaka a ich metabolity,

11



ktoré

kontaminuji  predovSetkym  povrchové vody. Knajdeniu moznosti

a predovSetkym mechanizmu ich interakcie s rastlinami je vhodné sledovat ich

chovanie pomocou radioaktivne znacenych analdégov, ktoré dovol'uji vyhodnotit’ ako

ich zachyt, tak aj translokaciu v rastline. Ako Studované latky boli zvoleni zastupcovia

nesteroidnych protizapalovych substancii — ibuprofén, naproxen a diklofenak.

1)

2)

3)
4)

5)
6)

7)
8)

Splnenie pozadovaného ciel’a zahriuje:

Overenie moznosti jodacie testovanych substancii metdédou analogickou
klasickej jodacii aromatickych c¢asti proteinovych Struktir na baze chloraminu T
a iodogenu vratane optimalizécie procesu.

N4jdenie separaénych podmienok pre izolaciu réadioaktivne znacenych
substancii.

Priprava *°I znacenych substancii a ich izol4cia.

Priprava in vitro kultar Zea mays a Helianthus annuus pre fytoextrakéné
experimenty.

Vlastné prevedenie fytoextrakénych pokusov.

Stanovenie fytoextrakénej ucinnosti na zdklade vyhodnotenia radioaktivity
média pred a po kultivéacii.

Stadium translokacie pomocou elektronickej autoradiografie.

Vyhodnotenie experimentov z hladiska ucinnosti a translokacie, porovnanie

pouzitych rastlinnych druhov.
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2. Teoreticky uvod

2.1 Farmaka v Zivotnom prostredi

V dosledku antropogénnej aktivity rastie mnozstvo znecistujucich latok
vypustanych do zivotného prostredia ako su pesticidy, tazké kovy a organické latky,

&im dochadza k jeho kontaminacii .

Liec¢iva a kozmetické pripravky patria do Sirokej Skaly organickych latok
pouzivanych k lieCcebnym ucelom (diagnostika ochorenia, lieCba, prevencia, lieciva
na zmiernenie bolesti a iné¢) alebo z kozmetickych dovodov a zahfnaju terapeutické
lieciva, fytoterapeutikd, biotechnologické produkty, vonavky ¢i kozmetiku, veterindrne
lie¢iva % 3. Lie¢iva su klasifikované podla terapeutického vyuzitia do roznych skupin
(antibiotika, analgetika, antidepresiva,...) a predstavuju latky vyznamnej celosvetovej
spotreby *. V Eurdpe a USA je priblizne 4 000 roznych farmaceuticky aktivnych
zlagenin, ktoré st komeréne vyuzivané ako veterinarne lie¢iva alebo huménne lieGiva *.
Vzhl'adom na ich stile narastajice a nekontrolovatel'né pouZzivanie sa tieto latky stavaju
so zvySenym rizikom moznymi kontaminantmi zivotného prostredia, co vyplyva z ich
vlastnej biologickej aktivity, ktora moze mat’ neziaduci efekt na vodny, ale aj pddny
ekosystém, obzvlast’ pri chronickom vystaveni > ® Prave kvoéli ich pretrvavajucemu
vstupu do zZivotného prostredia su tiez oznaCované ako ,,pseudoperzistentné zluceniny*

Vv ekosystéme !

2.1.1 Vstup farmék do prostredia

Molekuly lie¢iva sa po vstrebani v I'udskom tele atele zvierata zucastiiuju
viacerych  biochemickych reakcii v procese biotransformacie. V prvej faze
biotransformacie dochadza k oxido-redukénym a hydrolytickym reakcidam za tucasti
enzymov (CYPs, MAO, alkoholdehydrogenasa, hydrolasy, ...) za vzniku polarnejSich
molekul vzhl'adom k molekule materskej. Produkty 1. fazy st substratmi reakcii druhej

fazy biotransformacie, kde dochadza ku konjugécii s endogénnymi latkami (kyselina
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glukuronova, glutathion, kyselina sirova, ...) a vznikajuace latky st polarnejsie, obvykle
menej toxickejSie ako metabolity I. fazy a st nasledne vylucované prostrednictvom
mocu a stolice * 8. Vyznamnou $pecificitou metabolizmu je teda strata aktivity nativnej
zltCeniny lie¢iva. AvSak niektoré latky st aktivované az po metabolickej aktivacii
enzymatickym systémov z materskej latky na metabolit * a niektoré lieciva sa
vyluCované bez metabolickej upravy vo forme nativnych latok. Takto neupravené
lieCiva, aktivne ¢i neaktivne metabolity vstupuji prostrednictvom kanalizacného

systému d’alej do odpadnych vod °.

Hlavny vstup lie¢iv do zivotného prostredia je prave preto cez odpadové vody,
a to hlavne vytoky z ¢istiarni odpadovych véd, az do povrchovych ¢i podzemnych vod.
Pritomnost’ lie¢iv v odpadovych vodach je dana ich vyluGovanim ud’'mi a zvieratami
a z likvidacie farmaceutickych pripravkov z domacnosti 10 Cistiarne odpadovych vod
nie su schopné bezo zvysku odstranit’ stopy lieciv, a tak sa d’alej dostavaju do uz
predistenej vody. Dal§imi zdrojmi farmak v Zivotnom prostredi si opitovné
zavlazovanie polnohospodarskej pody s odpadovou vodou, priemyselna produkcia
lieciv alikvidacia nepouzitych i exspirovanych liekov na skladkach, nemocnice
a odpadové kaly pouzivané ako hnojivo na pol'nohospodarske pddy. Lieciva pritomné
V hnojive priamo kontaminuji pody a odplavenim z poli sa takto m6zu transportovat’ az

do povrchovych a podzemnych pod * "+ .
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Obr. 2.1.1 Vyskyt a hlavné cesty vstupu lietiv do Zivotného prostredia .

2.1.1.1 Vlastnosti lieciv a faktory ovplyvitujice pritomnost’ farmak v zivotnom
prostredi

Osud lie¢iv, ktoré¢ su povazované za latky znecistujice Zivotné prostredie,
Vv ekosystéme a biologicky ucinok su hodnotené na zéklade ich fyzikalne—chemickych
a biologickych vlastnosti. Lie¢iva mozu byt’ zasadité, kyslé, neutralne, velké polyméry,
ako proteiny, sacharidy, alebo ako komplexné zluceniny. Distribucia lieCiv v tele je
ur¢end ich schopnostou prechddzat’® lipidickou dvojvrstvou, ateda hlavnymi
vlastnostami, ktoré ovplyviiuju prechod biologickymi membranami su lipofilita,
schopnost’ tvorit’ vodikové vézby, naboj a vel'kost. Najmé lipofilita molekuly urcuje,

kde sa bude lie¢ivo v Zivotnom prostredi vo vi¢sej miere kumulovat’ °,

Taktiez faktory ako pritomnost’ heteroatomu a viacerych funkénych skupin
v molekule podmieniuje jej polaritu, ionizovatelnost’ a rozdielne spravanie v zavislosti
na pH, vktorom sa nachadzaju. Stupenn ionizovatelnosti lieiva pri jednotlivych
hodnotach pH vyznamne ovplyvni jeho dostupnost’ biologickym organizmom, jeho
fyzikalne—chemicku aktivitu ajeho konecny vyskyt v ekosystéme. LieCiva kyslej

povahy (NSAIDs, kyselina klofibrova, gemfibrozil, ...), ktoré sa v neutrdlnom pH

15



vyskytuju v iontovej forme, sa budi v malej miere adsorbovat’ na sediment ¢i kal,
naopak, ich vyskyt bude prevladat vo vode a ochotne budu prechadzat cez vytoky
z ¢istiarni odpadovych vod az do vod povrchovych. Zasadité lieciva (fluorochinolénové
antibiotika, ...) sa budu adsorbovat’ na sediment. Sorpcia na sediment zahfna viacero
mechanizmov ako iontovii vymenu, povrchovi adsorpciu na minerdly, tvorbu
komplexov s kovmi, tvorbu vodikovych vizieb, asociaciu s organickym materidlom
ainé>>°,

Dal§im faktorom, ktory ovplyviiuje koncentraciu lie¢iv v Zivotnom prostredi, je
fotodegradacia. Farmaka podliehaju v povrchovej vode abiotickej premene — priamej
alebo nepriamej fotolyze. Priama fotolyza je spdsobena priamou absorpciou slne¢ného
ziarenia, zatial ¢o nepriama fotolyza je podmienend pritomnostou prirodzenych
fotosenzitizérov ako nitraty a huminové kyseliny. Tieto prirodzene vyskytujuce sa latky
vplyvom slne¢ného ziarenia generuju silné oxidacné latky ako su hydroxylové radikaly

a jednomocny kyslik *2,

. hv ) H,0
NO3 —— NO3* ——» NO, + O ——— NO, 4+ HO + HO'

substrat ++ HO' — produkt

Na druhej strane, huminové kyseliny absorbujice slne¢né ziarenie mozu slazit’
ako inertné filtre aredukovat’ tym stupenn fotodegradacie inych organickych latok
pritomnych v Zivotnom prostredi *2. Fotolytické reakcie st &asto komplexné a vzniknuté
produkty mozu stratit’ svoju aktivitu a/alebo toxicitu, byt rovnako toxické ako povodna
zlagenina (zachovanie antibiotickej aktivity), alebo toxickejsie *. Podstatny vplyv na
mieru fotodegradécie v povrchovych vodach mé zmena v intenzite slnecného ziarenia,
ktora sa meni v zavislosti na zemepisnej Sirke a rocnom obdobi 12 Viaceré stadie
naznacuju, ze fotodegradécia lieCiv prebieha podla kinetiky pseudo—prvého radu B
Fotolyza hra vyznamnu ulohu pri odstranovani farmak z vody, ako napriklad diklofenak
z povrchovej vody, avyznamne prispieva k rozkladu sulfametoxazolu, propanololu

a ofloxacinu 3.

Na koncentraciu farmdk v Zivotnom prostredi vyznamne vplyva aj velkost

populécie v danej oblasti ** a rozdiely v produkcii lie¢iv a ich pouZivani *°.
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2.1.2 Spravanie farmdk v Cistiarinach odpadovych vod

2.1.2.1 Opis procesu ¢istenia odpadovych vod

Cistiarne odpadovych vod st vodohospodarske objekty, ktoré sluzia na
zneSkodnenie a likvidaciu polutantov v odpadovych vodach pomocou transformacie
aseparacie a pripadne vyuzivaji vzniknuté produkty. V stulade s charakterom
odpadovych vdd, pozadovanej kvality odtoku z Cistiarni a inych environmentalnych
asocialnych  faktorov rozliSujeme Cistiaren mestskych, pol'nohospodarskych,
priemyselnych a inych odpadovych vod. Hlavnymi produktmi Cistiarni st vycCistena

odpadova voda, kal a plyn **%".

V cistiarnach prebieha vlastné Cistenie odpadovych vod askladd sa
z mechanického, fyzikéalneho, chemického a biologického procesu. Fyzikélne Cistenie
zahfha cedenie, sedimentaciu, flotaciu, filtrdciu a membranové techniky. Chemické
Cistenie zase pozostava z koagulacie, chemického zrazania koloidov a jemne
suspendovaného materidlu, ako aj z precipiticie rozpusteného materialu. Biologické
Cistenie je zaloZzené na biologickych kultirach, ktoré pozostavaji z baktérii,
jednobunkovych foriem Zivota, atieZ niektorych viacbunkovych foriem Zivota.
Organické latky pritomné v odpadovych vodach sluzia ako potrava a zdroj energie pre
rast mikrobidlnej kultiry. Mikrobialna kultira mdZze rast’ bud’ suspendovana vo vode,
alebo fixovand na povrchu ako napriklad na biofilmoch. Suspendovany rast je
pouzivany v reaktoroch s aktivnym kalom, kym fixovany rast sa vyuziva v reaktoroch
s pevnym podkladom. Biologické ¢istenie je v reaktoroch s aktivnym kalom dokonéené
separaciou kalu od vodnej fazy v separacnej jednotke a potom sa kal vracia spit
do biologického reaktoru. Prebytok kalu, ktory sa vytvori pocas procesu, je odstraneny
aprecisteny v procese kalového Cistenia, kde je kal stabilizovany a odvodneny.
Stabilizaciou kalu sa dosiahne jeho biologickd bezpecnost’ a moze byt d’alej vyuZivany

ako hnojivo * %',

Jednotlivé druhy cCistenia st spojené do réznych urovni Cistenia znamych ako
predbezné, primarne, pokrocilé primarne, sekundarne (bez alebo s odstranenim Zzivin)

a pokrocilé (terciarne) Cistenie. V predbeznom cisteni su odstranené velké cCasti, ktoré
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by mohli zni¢it' vybavenie. V primarnom c¢isteni st pouzivané fyzikalne procesy ako
sedimentacia na likvidaciu plavajuceho ausadeného materidlu, ktoré su pritomné
v odpadovej vode. V priebehu pokroc¢ilého primarneho Cistenia su do vody pridané
chemikalie, aby sa zvysila efektivita odstranenia suspendovanych pevnych Castic. Pocas
sekundarneho Cistenia si vyuzivané biologické a chemické procesy na zlikvidovanie
organického materidlu. Na zaver su zvyskové suspendované pevné latky a zlozky, ktoré
neboli zni¢ené pocas predchadzajucich Cisteni, odstranené v pokroc¢ilom (tercidrnom)
Gisteni 8,

Utinok odstranenia polutantov v jednotlivych procesoch alebo v ich kombinacii
je uréeny hodnotou ¢istiaceho wginku. Cistiaci w¢inok vyjadruje pomer ubytku
koncentracie znecistujucej latky docieleny jednym alebo kombinaciou viacerych
procesov, ku koncentracii danej latky v pritoku odpadovej vody. Cistiaci uéinok sa

vyjadruje v percentach *'.

1 Mechanické Cistenie 2| Biologické &istenie 3| Chemické ¢istenie

Aktivny kal Chemikalie Odtokova voda
> /S 7 ’

- Pieskovy Primarna —
Sito filter sedimentacig Precipitacia

-

Cistenie kalu 14
@ Odvodnenie
T

O»O/ Odvodneny kal

Zahustenie kalu Stabilizacia
Supernatanty + Spétné Cistenie

Obr. 2.1.2.1.1 Vieobecné usporiadanie procesov v &istiariiach odpadovych vod .
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2.1.2.2 Chovanie lie¢iv pocas Cistenia odpadovych vod

Liec¢iva su casto formované tak, aby boli chemicky stale a dostali sa v tele na
svoje miesto u¢inku. Viaceré su neprchavé, polarne a nepodliehaji biodegradécii, ¢o je
dosledkom ich nekompletného odstranenia pocas primarneho ¢i sekundarneho Cistenia
Vv Cistiariach odpadovych vod 19 Kedze cistiarne odpadovych vod nie st primarne
stavané na odstranenie tychto mikropolutantov, dostavaju sa prostrednictvom odtokov

z &istiarni d’alej do Zivotného prostredia, ¢i uz vody alebo pody 2.

Odstranenie farmaceutickych latok v ¢istiarnach je vo vSeobecnosti hodnotené
ako hmotnostna bilancia medzi koncentraciou v pritoku a odtoku odpadovej vody. Za
hlavné procesy likvidacie lieCiv su povazované biodegradacia a sorpcia na Cistiarensky
kal. Medzi faktory, ktoré ovplyviiuju efektivitu procesu Cistenia odpadovych vod patria
vek Cistiarenského kalu, teplota, ¢as zdrzania, rozdel'ovaci koeficient pevna faza—voda
(Kg) @ moéze tu dochadzat’ aj k dekonjugacii lie¢iva, ¢o ma vSak negativny vplyv na jeho
likvidaciu ® %" %,

Biodegradacia je jedna z moznosti, kde dochadza k zniZeniu koncentracie
povodnej latky a/alebo jej metabolitov pocas Cistenia odpadovych vod. Mdze k nej
dojst’ uz v potrubi, ktoré vedie odpadovu vodu do Cistiarni, ale v hlavnej miere je
zastipena v sekundarnom Ccisteni, kde si latky vystavené velkej koncentracii
mikroorganizmov. Vo vSeobecnosti je mozné povedat, Ze molekuly s rozvetvenymi,
dlhymi bo¢nymi retazcami budi v mensej miere pristupné biodegradacii v porovnani
S nerozvetvenymi zluceninami s kratkymi bocnymi retazcami a nenasytené alifatické
latky buda ochotnejSie biodegradovat’ oproti nasytenym analégom aromatickych latok

so zlozitou $truktirou aromatickych kruhov a sulfonovou alebo halogénovou skupinou
22

Dalsim dolezitym efektom, ktory sa podiel'a na dekontaminacii lie¢iv, je sorpcia
na Cistiarensky kal. Sorpcia zavisi na fyzikalnych a chemickych vlastnostiach zluceniny
ana charakteristike kalu. Uinnost sorpcie na kal je hodnoteny na zaklade tzv.
rozdelovacieho koeficientu pevna faza-voda (Kg), ktory moéze byt stanoveny
experimentalne alebo vypoctom. Koeficient Ky koresponduje distribucii farmak medzi

primarnym kalom a pritokom odpadovej vody a medzi sekundarnym kalom a odtokom
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odpadovej vody °. Latky s vysokou hodnotou Kg sa budt prednostne adsorbovat' na
pevné Castice, a teda budl vo vicsej miere likvidované pocas Cistenia aktivnym kalom,
naproti tomu latky s nizkou hodnotou Ky zostanl pritomné vo vodnej faze. Negativne
nabité funkéné skupiny v aktivnom kale budd prispievat k elektrostatickému
odpudzovaniu latok v neutralnej alebo aniontovej forme. Takymto spésobom moze byt
vyrazne zredukovana pritomnost’ tonalidu a galaxolidu, ktoré ochotne adsorbuju na kal
Vv biologickych reaktoroch. Tetracykliny sa taktiez vo vSeobecnosti velmi silno
adsorbuji na kal tvorbou komplexov skovmi asociovanych s kalom a reakciou

kationtovej vymeny 20.23

Spravanie sa lieCiv pocas Cistenia je ovplyvnené viacerymi faktormi a jednym
Z nich je ¢as zdrzania. Dostato¢ny Cas zdrzania odpadovych vod v reaktoroch pozitivne
koreluje s odburavanim organického materialu, a teda prediZenie doby zdrZania zvysuje
efektivitu degradacie lie¢iv podas procesu &istenia odpadovych vod 2 . Medzi dalsie
faktory patria vek Cistiarenského kalu a teplota. Zatial' ¢o uc¢innost’ degradacie lieciv
rastie pri Cisteni aktivnym kalom spolu s vekom cistiarenského kalu’®, rastiica teplota
moze mat’ pozitivny, ale aj negativny vplyv na ich likvidaciu. Biodegradacia a sorpcia
na kal st procesy teplotne zavislé. Pre mnoho zlucenin plati, Ze sorpcia rastie so
zmenSujuicou sa teplotou, avSak efektivita biodegradacie rastie naopak so zvySujucou sa

teplotou %%,

V druhej faze biotransformacie dochadza v organizme ku konjugacii produktov
prvej fazy s endogénnymi latkami ako kyselina glukuronova alebo HSO,. Tieto latky
podliehaju v odpadovej vode, ale aj v priebehu Cistenia, spétnej dekonjugacii v désledku
pritomnosti baktérii v aktivnom kale * a velkého mnozstva f—glukuronidasy (produkt
baktérie Escherichia coli vo vykaloch). Vysledkom je zvySena koncentracia pévodného
lieciva v odtoku z Cistiarni, ateda dekonjugacia je povazovana za faktor, ktory
negativne vplyva na odstraiovanie lie¢iv z odpadovej vody 22V stadii M. Carballa
a spol. bol takto preukdzany narast koncentracie estronu po sekundarnom disteni, ¢o
bolo sposobené oxidaciou 17 p-estradiolu 2*. Tiez koncentracie furosemidu,
diklofenaku, metoprololu, gemfibrozilu, propranololu alebo karbamazepinu boli
zaznamenané vysSie v odtoku ako pritoku odpadovej vody, ¢o mohlo byt sposobené

dekonjugaciou, a/alebo uvolnenim z pevnej matrice *°.
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Cistiarne odpadovych vod v rozvojovych krajinach st vo vieobecnosti menej
pokro¢ilé, ako vo vyspelych krajinach. Prikladom je vi¢§ina krajin juhovychodnej Azie,
kde vyuzivaji len primarne Cistenie. Viaceré Studie poukazuju na fakt, ze aerdbna
a anaerébna biodegradacia je najdolezitejsi proces, kde dochadza k odstraneniu
farmaceutickych produktov z vody ateda k najucinnejSej likvidacii dochadza najma
pocas sekundarneho Cistenia. Koncentracia farmaceutickych zlacenin v povrchovej
vode V rozvojovych krajinach bude preto vyssia ako v krajinach vyspelych. Managaki
a spol. testovali distribiciu 12 druhov antibiotik vo vode z delty rieky Mekong vo
Vietname a zistili extrémne vysok(l koncentraciu sulfamethazinu v odpadovej vode
Z prasacej farmy. Naproti tomu nezaznamenali vyrazni koncentraciu tohto lieCiva

v povrchovej vode vyspelych krajin v Japonsku alebo USA 3%,

Jednotlivé procesy a faktory ovplyviiujice Cdistenie odpadovych vod — su
individudlne pre kazdé lieCivo v zavislosti na charaktere lie¢iva a jeho koncentracii

v odpadovej vode.

iy o N o 1iaxie, 1921, 2
Nasledujuca tabul’ka zobrazuje G&innost’ &istenia vybranych lie¢iv 4% %,

Tab. 2.1.2.2.1 Uéinnost’ &istenia vybranych liegiv v &istiarfiach odpadovych vod 924 %,

Liecivo Cistiaci u¢inok
(%)
Bezafibrat 9,5-98,3
Kofein 94 -99,8
Klotrimazol 18,2-91,5
Karbamazepin 0-72,1
Diklofenak 22-82,1
Furosemid 0-339
Gemfibrozil 75-90,6
Pravastatin 0-74,2
Propranolol 33,3-40
Kyselina salicylova 0-994
Trimetoprim 0-94,6
Sulfametoxazol 17-98
Ibuprofén 84,3 -99,7
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2.1.3 Vyskyt lieCiv v ekosystéme

2.1.3.1 Pritomnost’ lie¢iv v pdde a sedimente

Vsadepritomnost’ lieCiv v zivotnom prostredi je odrazom ich zvysujucej sa
produkcie a spotreby, rovnako ako ich nedostato¢ného odstranenia v Cistiarnach
odpadovych vod a désledkom pol'nohospodarskej ¢innosti. Globalne pouzivany spdsob
zavlazovania pody s precistenymi odpadovymi vytokmi dodava trode Ziviny a vodu
a zaroven redukuje efekty priameho vypustania vytokov z Cistiarni do vodnych utvarov
a pobreznych zén 2 NajvyznamnejSou cestou, akou sa dostavaju lieciva, ich metabolity
alebo degradacné produkty do pody, je aplikdciou kompostu ¢i tekutého hnojiva
(mocovky) na pol'nohospodérsku pddu, alebo priamo vykalmi zvierat, ktoré boli kimené
potravou s pridavkom antibiotik, ¢i veterindrne oSetrené. Nasledne sa povrchovym

odtokom a odnaganim alebo vyluhmi dostana do hlbsich pddnych vrstiev 2.

Aplikacia zvieracieho hnoja alebo mocCovky mdze mat’ vplyv na fyzikalne—
chemické vlastnosti pddy, do ¢oho spada kapacita zadrZiavania vody, pH a mikroflora
2 Rovnako ako pri Cisteni odpadovych vod, aj tu je hlavnym uplatiiujiicim sa procesom
sorpcia na prirodné pevné fazy (sediment, pdda). Tento proces d’alej interferuje s inymi
procesmi, ktoré sa uplatiuji pri kontakte s pevnou fazou ako transport, reaktivita
a biodegradacia. Sorpcia je zavisla na vlastnostiach pevnej fazy, matrice (pH, celkovy
obsah organického uhlika, zloZenie zrnitostné a mineralogické) a od vlastnosti lie¢iv

(Kow;, PKa) ®,

V laboratérnom vyskume E. Pérez-Carrera zameranom na vyvoj analytickej
metody pre detekciu 32 rozdielnych lie¢iv v redlnych vzorkach pody
z pol'nohospodarskej oblasti a sedimentu z rieky Guadalete bola zistena pritomnost’ 9
z nich zahrnyjlic stimulanty, anireumatikd, analgetikd, protizdpalové lieciva, sedativa
a veterinarne lie¢ivd na koncentracnej trovni ng/g, ¢im bol jasne preukdzany vyskyt
roznych druhov farmék v suchozemskom prostredi ako dosledok antropogénnej
a pol'nohospodarskej aktivity. Pritomnost omeprazolu bola v pode aj v sedimente
s maximalnou koncentraciou 6,5 ng/g a 4,5 ng/g. Losartan a diazepam boli najdené na

koncentra¢nej Grovni nizsej ako LOQ a spironolakton s koncentraciou 0,6 ng/g v pode.
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Allopurinol bol detegovany iba v sedimente v rozmedzi LOQ a 3,3 ng/g a cimetidin bol
najdeny v najvyssej koncentracii 7,8 ng/g. LieCiva ako diklofenak, prednisolon

a cyproteron acetat boli detegované na Grovni niZ$ej ako LOQ *°.

Jednym z dosledkov hnojenia ilovitych zemin mocovkou je zvySenie pH podnej
vody, ¢im dochadza ku zvySeniu mobility kyslych a zasaditych latok, a teda ich sorpcia
na pddu ¢i sediment klesa. Kyslé zluceniny budi mat’ vo vy$Som pH negativny naboj,
¢o zapriCini ich nizku sorpciu na podu, ktord je negativne nabitd, a zase zasadité
zluceniny budi migrovat ochotnejSie v dosledku potlacenia ich kladného naboja
S narastajucim pH. J.-W. Kwon skiimal mobilitu sulfonamidov a tetracyklinov meranim
koncentracie vyluhov zilovitej zeminy po aplikacii hnojiva za laboratornych
podmienok pocas 9 dni so zaverom, ze viacSiu pohyblivost mali sulfonamidy
(sulfametazin = sulfatiazol > sulfametoxazol ) ako tetracykliny (chlortetracyklin >
oxytetracyklin). Tetracykliny buda teda s najvac¢Sou pravdepodobnostou pretrvavat
v pode, zatial ¢o sulfonamidy mozu dalej prispievat ku kontaminécii povrchovej
a podzemnej vody prave ich vyluhovanim z pddy. Mnozstvo mocovky pouzitej ako
hnojivo na poliach dosahuje maximalnu hodnotu 50 m®/ha, z &oho vyplyva, ze takto sa
do pody moéze dostat’ az 1 kg/ha sulfonamiodvych zvySkov, €o je zrovnatelné

y .o , C 27
S mnoZstvom pouzZivanych modernych pesticidov “".

2.1.3.2 Pritomnost’ farmak vo vode

Najvacsim zdrojom lie¢iv vo vode je prostrednictvom odtokov z Cistiarni
odpadovych vod, ¢i uz mestskych, nemocni¢nych, vyrabajucich lie¢iva alebo

polnohospodarskych *°.

Ich pritomnost’ v zivotnom prostredi bola po prvykrat
zaznamenana v roku 1976 Garrisonom a spol., ktori detegovali kyselinu klofibrova
v precistenej odpadovej vode v USA v koncentracii 0,8 — 2 pg/l ™ 2. V roku 1981 sa
nasli farmaceutické zluceniny aj v riekach v UK a v roku 1986 boli lie¢iva ibuprofén
a naproxen najdené v odpadovej vode v Kanade. Vzhladom na stale vyvijajice sa
analytické techniky a S nimi aj Coraz nizSie medze detekcie sa Coraz viac objavuju

publikécie zaoberajuce sa vyskytom lieiv Specidlne vo vodnom prostredi.

NajrozsirenejSou latkou vyskytujucou sa vo vodach je kofein, ktory je nielen prijimany

23



v kave, c¢aji, alebo Cokolade, ale aj ako psychostimulancium. Medzi d’alSie latky, ktoré
st vSadepritomné v povrchovej aodpadovej vode, patria diklofenak, kyselina
klofibrova, acetaminofen, ibuprofén, aspirin, karbamazepin, atorvastatin, gemfibrozil,

29 Koncentricia lie¢iv aich metabolitov sa vo

fluoxetin a 17p—ethynylestradiol
vSeobecnosti pohybuje v rozmedzi od pg/l v odtokoch z ¢istiarni odpadovych vod az po
ng/l vriekach, jazerach amorskej vode Vv dosledku kombinacie efektov ako

biodegradécia a riedenie .

Tien-Hsi Fang a spol. sa vo svojej stadii zaoberali pritomnost'ou $tyroch farmak
(ibuprofén, diklofenak, ketoprofén a klofibrat) v odtoku z Cistiarni a v primorskej vode
atiez ich polcasom zivota a sledovanim vplyvu salinity na vybrané lieCiva. Pre
jednotlivé latky bol polCas Zivota v rozmedzi 3 — 18 dni stym, Ze najdlh$i polCas
spomedzi Styroch spominanych lie¢iv namerali pre kyselinu klofibrovu a to 8,8 — 18,1
dna, anaopak najkrat§i polcas priblizne 3 — 4 dni mal ketoprofén. S vynimkou
ketoprofénu salinita mala vplyv na degradaciu farmak, avSak toto zistenie nie je jasne
vysvetlitelné. Farmaceutické zlucCeniny teda nie st vo vodnom prostredi perzistentné,
ale mozu byt fotochemickou a biologickou oxidaciou degradované. Co sa tyka
pritomnosti lieciv v primorskej vode, je mozné zaznamenat' ich vyskyt pochadzajici
Z vypustania odtokov z Cistiarni odpadovych vod alebo pddy, avSak vécsinou pod
limitom detekcie prave z dovodu kombinacie riediaceho efektu, fotodegradacie

a biodegradacie B

Existuje mnoho S§tadii, ktoré sa zaoberaji vyskytom aosudom farméak vo
vodnom prostredi a sledovanim koncentracie v pritoku a odtoku vody z Cistiarni.
S. Momepelet, O. Thomas a B. Le Bot sa zamerali na detekciu 20 humannych lieciv
nielen v povrchovej vode ale aj v pitnej vode vo Franctuzsku. V pitnej vode je
koncentracia farmak znacne nizSia oproti koncentracii v povrchovej vode, na urovni
ng/l, o je pripisované najma vysokej efektivite ich likviddcie v procese Cistenia a
Vv tomto pripade to bolo priblizne dva az Styrikrat. Jediny kofein bol rezistentny voci
Cisteniu ¢i uz pitnej (s minimalnou mierou 5 %) alebo povrchovej vody, ¢im sa stava
potencidlnym ukazovatelom antropogénneho znecistenia. Ostatné skimané humanne
liecivd boli pomerne efektivne eliminované s priemernou ucinnostou nad 50 %

adsorpciou na aktivne uhlie a oxidaciou/dezinfekciou s ozoénom alebo chlérom.
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Ro6znorodé zastapenie humannych lie¢iv vyskytujacich sa aj v pitnej vode predstavuje

preto realnu hrozbu pre I'udské zdravie 30,

2.2 Biologické efekty lieCiv v zivotnom prostredi

Lieciva su vyrabané s ciel'om, aby vyvolali biologicky efekt. Ich rozsiahle a stale
narastajuce pouzivanie v humannej a veterinarnej medicine a zéarovenn ich
vSadepritomnost’ a vypustanie do zivotného prostredia vyvolava Coraz véacsie obavy, Ze
tieto latky moézu mat negativny dopad na necielové organizmy v ekosystéme aj

v nizkych koncentraciach > 2

2.2.1 Hodnotenie ekologického rizika

Ekotoxické testovanie pre registraciu novych lieciv bolo prvykrat v Europskej
Unii vyzadované Smernicou 92/18 EEC a kore$pondujiicimi Metodickymi pokynmi pre
veterindrne liecivd. Podl'a Smernice 2001/83/ES, Ziadost' o registraciu nového
medicinskeho produktu ur¢eného na humannu lie¢bu musi byt” doplnena o hodnotenie

ekologického rizika 209

. VSeobecné principy asmernice tykajice sa hodnotenia
ekologického rizika su urované Europskou agenturou pre lieky (European Medicines
Evaluation Agency, (EMEA)) a Uradom pre kontrolu potravin a lie¢iv (Food and Drug

Administration, (FDA)) ’.

Hodnotenie ekologického rizika je zaloZené na porovnani medzi predpokladanou
environmentalnou koncentraciou (predicted environmental concentration, (PEC)) a
koncentraciou, pri ktorej nie je predpokladany Skodlivy ucinok (predicted no effect

concentration, (PNEC)), vyjadrenim coho je relativne rizikové skore (risk quotient,

(RQ)) 6,7, 13, 31'
RQ = PEC/PNEC

Hodnoty PEC sa stanovuju z modelovych vypoctov a/alebo z predchadzajucich

merani. Hodnoty PNEC st ur€ené metodami ekotoxikologického sledovania.
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Hodnotenie ekologického rizika je podl'a hodnoty RQ rozc¢lenené do viacerych urovni 6
7,31

- 0,01 -0,1 nizke riziko
- 0,1 -1 stredné riziko

- >1 - vysoké riziko

Sucasné pokyny pozaduju takéto hodnotenie (environmentalny osud, analyza
biologického uc¢inku), ak sa predpoklada, Ze koncentracia lieCiva v povrchovej vode
prekroc¢i hodnotu 10 ng/l v Europe a > 1 pg/l vo vytoku z Cistiarni odpadovych vod
vV USA apri prekroceni mdéze byt nariadend kontrola nad pouZivanim a likvidaciou

takéhoto liegiva > 2% ¥

. Medzi najrizikovejSie latky vyskytujuce sa vo vytokoch
z Cistiarni  odpadovych vod a zéaroven V povrchovych vodach patria nesteroidné

analgetik4 (ibuprofén, diklofenak, naproxen, ketoprofén) a karbamazepin ’.

2.2.2 Vplyv lie¢iv na mikrobidlnu a bakterialnu funkciu

Rozsiahle pouzivanie antibiotik proti patogénom u ludi a zvierat, ale aj na
konzervaciu potravin ¢i priemyselne produkované antimikrobidlne ¢inidld a ich
preukdzana pritomnost vo vodnych utvaroch apdde zapriCinuje formovanie
rezistentnych organizmov Aeromonas, Salmolella, Escherichia, Pseudomonas
a Staphylococcus a k najviac prevladajicim patria vankomycin- rezistentné enterokoky,
meticilin- rezistentné Staphylococcus aureus a multirezistentné pseudomonady % °.
Rezistencia mikroorganizmov je dand expresiou génov, ktoré koduju proteiny
zodpovedné za vyluCovanie antibiotik do extracelularneho priestoru (cez protonové
pumpy), syntézu enzymov, ktoré odblravaji molekulu pouzitim inaktivatorov asu
zodpovedné za modifikdciu cielového miesta alebo terapeutického cielu pre
antibiotikum. V pripade, Ze sa tieto mikroorganizmy dostanii do kontaktu, ¢i uz
priameho, alebo cez vodu, jedlo, ak su rastliny zavlazované vodou, odpadovou vodu ¢i
Cistiarenskym kalom obsahujucim rezistentné baktérie alebo gény rezistentné na
antibiotika, ktoré sa nepodarilo znicit, s ¢lovekom, mézu zvysit’ mortalitu v hostitelovi

, A e P ~ )
prave v dosledku neti¢inného posobenia lieciv .
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Gerty J. H. P. Gielen a spol. sa vo svojej praci zamerali na sledovanie vplyvu
vysokych koncentracii farmak na podne mikrobialne vlastnosti a dopad dlhotrvajiceho
zavlazovania vytokmi z Cistiarni odpadovych vod sobsahom lie¢iv na pddnu
mikrobidlnu funkciu. Vysokd koncentracia Studovanych lieCiv (acetaminofen,
karbamazepin, chlorpromazin, tetracykliny a aspirin) mala za nésledok zvySenie CO-
dychania a zniZenie mikrobialnej biomasy %. Uginok antibiotik na podne mikrobialne
dychanie je Casovo zavisly, ako vyplyva zvyskumu Feng Liu aspol., kde bol
zaznamenany pokles dychania pocas prvych Styroch dni a naopak narast respiracie
v d’al§ich dnoch. Nadobudnutie a vzostup podnej respiracnej aktivity je pripisovany
znizeniu biodostupnosti antibiotik v dosledku ich degradécie a zvySeniu mikrobidlneho
prispdsobenia sa a rezistencie. Pritomnost’ antibiotik ovplyviiuje taktiez mikrobidlnu
enzymaticktl aktivitu. Koncentracia antibiotik v pode ahnoji dosahuje hodnoty
> 91 mg/kg a bolo preukazané, Ze v zivotnom prostredi méze mat’ za nasledok inhibiciu

fosfatasovej aktivity *.

2.2.3 Uginky lie¢iv na vegetaciu

Zavlazovanim pol'nohospodarskej pddy odpadovou vodou a hnojenim
Cistiarenskym kalom st lie€ivd v nich obsiahnuté d’alej prijimané rastlinami a moézu
ovplyvnit’ ich vyvoj. Rastlinny prijem lieciv bol zaznamenany pre karbamazepin,
sulfametoxazol, trimetoprim, ibuprofén a 17o-ehtynylestradiol ®. Nie je jasné, &
negativny vplyv na rastliny je sposobeny priamym poSkodenim rastliny samotnymi
lieCivami, alebo nepriamo antimikrobidlnym podsobenim lie¢iv na pddne
mikroorganizmy, ktoré modze byt zodpovedné za narusenie symbidzy medzi rastlinou
a mikroorganizmami. Znizenie poctu podnych baktérii vedie k nedostatku potravy pre
podnu faunu (protozoa, nematoda, mikro arthropoda) a vo vysledku ovplyviiuje pddnu
funkciu: rastlinné zvysky su pomalSie rozkladané, denitrifikacia je pomalSia, a potom aj

ziviny su pomalSie recyklované, s naslednym vplyvom na rastliny °,

Antibiotika m6zu fungovat’ vo vel'mi malych koncentraciach ako signalne latky
v mikrobidlnom prostredi. Spolo¢né receptory pre niekol'ko antibiotik a dezinfekénych

¢inidiel boli identifikované aj v rastlinich s posobenim na replikaciu chloroplastov
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(fluorochinoldny), trankripciu a translaciu (tetracykliny, makrolidy, linkozamidy,
aminoglykozidy, pleuromutiliny), biosyntézu folatu (sulfonamidy a mozno
trimetoprim), syntézu mastnych kyselin (triklozan) a biosyntézu sterolov (azoly,
statiny) °. Uginky antibiotik na rastliny v pode sa lidia medzi zlu¢eninami a medzi
rastlinnymi druhmi. Bolo preukazané, ze tetracykliny zvySuji vynos red’kviciek, ale
znizuje vynos strakatej fazule. Pestovanie kukurice a strakatej fazule v pode, do ktorej
bol priddvany chlortetracykin malo zase za nasledok vyrazné zvySenie aktivity
rastlinnych stresovych proteinov glutation S-transferasy a peroxidasy u kukurice, ale
u fazule nie. Taktiez bolo zistené, ze sulfametoxin v koncentracii 300 mg/l znacne
spomal’uje rast Amaranthus restroflexus, Plantago major, Rumex acetosella a Zea mays

in vitro, rovnako ako Hordeum desthicum in vitro ale aj v pode *.

Feng Liu a spol. Studovali u¢inky S$iestich antibiotik zo skupiny tetracyklinov a
sulfonamidov, tylozin a trimetoprim na rézne druhy rastlin v teste na kli¢ivost’ semien
a Vv teste zameranom na rast rastlin. Negativny ucinok bol zavisly od druhu sledovanej
rastliny a na kli¢ivost' semien mali toxickejsi dopad sulfonamidy (s hodnotami EC50
pod 100 mg/l) a tetracykliny (s hodnotami EC50 pod 300 mg/1). Inhibi¢né pdsobenie na

rast rastlin bolo preukdzané len pésobenim sulfonamidov 3

2.2.4 Renalne posSkodenie v dosledku pritomnosti lie¢iv v ekosystéme

Pritomnost’ lie€iv v Zivotnom prostredi neovplyviiuje len baktérie, mikrobidlne
funkcie, ¢i rastliny, ale ma dopad aj na fungovanie organov v tele. U ryb, rovnako ako
ucicavcov, bolo dokumentované, ze diklofenak brani stimulacii syntézy
prostaglandinov v oblickach a u pstruha obecného bola tato skutocnost’ preukazand aj
Vv environmentalne vyznamnej koncentracii 0,5 — 50 pg/l. Skodlivy vplyv diklofenaku
bol zaznamenany aj u pstruha dihového, u ktorého na oblickach dochadzalo k nekréze
endotelidlnych buniek, indukcii glomerulonefritidy a tiez hyalinovej kvapdockovej

degeneracii 3

Vyznamny histopatologicky ndlez na oblickach dospelého pstruha dihového bol
ndjdeny po 28 dioch avystaveni diklofenaku (1,0 — 500 pg/l), rovnako aj

U 18 mesacného pstruha obecného po 21 dnoch akoncentracii diklofenaku 0,5; 5,0
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a 50 ug/l. AvSak vinej Stadii sa uvadza, ze ziadny histopatologicky nalez nebol
preukézany po vystaveni pocas 28 dni koncentraciam diklofenaku od 0,2 do 60 mg/I

u mladej sladkovodnej ryby Ddnio pruhované **

Vyznamny negativny preukazany dopad v dosledku veterindrne vyuZzivaného
diklofenaku bol viac ako 95% pokles populacie supov od roku 1990 (Gyps bengalensis,
Gyps indicus, Gyps tenuirostris) v Azii po konzumacii mftveho hovidzieho dobytka
oSetrovaného tymto lietivom. Uhyn supov bol vyvolany rendlnym zlyhanim
a visceralnou dnou. Skodlivé posobenie diklofenaku bolo preukdzané aj experimentalne
na 42 supoch tmavych (Gyps bengalensis) z toho 33 dospelych a9 mladych (28
s visceralnou dnou a 14 bez nej) priamym peroralnym podanim a kimenim supov
diklofenakom lieCenym dobytkom. Dnes st tieto druhy supov podla ,BirdLife

International oznacené ako kriticky ohrozené druhy 3

2.2.5 Endokrinné pdsobenie lieCiv v ekosystéme

Endokrinny systém tvori cast komplexného biologického systému a je
zodpovedny za syntézu, degradaciu a uvolfiovanie horménov, ktoré reguluju biologické
procesy ako metabolizmus a reprodukciu. V poslednych rokoch bolo dokazané, ze
niektoré liecivd pritomné vo vodnych utvaroch méZu narusit’ niektoré endokrinné
funkcie — produkciu horménov (luteinizaény hormoén, tyreotropny hormon,
folikulostimulaény hormén) u ryb azmeny v hladine estrogénu a androgénu

u niektorych ryb a obojzivelnikov 2

Azoly posobiace proti hubam interaguji s niektorymi enzymami cytochrém
P450 a inhibuju CYP19 (aromatasu), ktory je kI'ic¢ovym steroidnym enzymom majucim
ucast’ na hormonalnej premene estrogénu na androgén, ¢im mozu ovplyvnit’ endokrinny
systém aj vodnych stavoveov * *. Klotrimazol zasahuje do aromatasovej aktivity
v gonadach av mozgu lariev Xenopus tropicalis aspolu slie¢ivami kotokonazol
a fadrozol posobia toxicky na rozmnoZovanie ryb inhibiciou CYPlla a CYP17
a aromatasy v koncentraciach nizsich ako 11,1 nmol/l. Inhibicia enzymov pozmenuje
produkciu niektorych steroidnych latok (testosteron, 17p-estradiol, androstenedion)

S rozlicnymi retazovymi reprodukénymi Gc¢inkami na samice a samce ryb ako pokles
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v produkcii vajicok, zniZenie koncentracie vitelogeninu v plazme, inhibiciu rastu

vajecnikov 3

17a-ethynylestradiol v environmentalne vyznamnych koncentraciach ma silny
ucinok na ryby, v ktorych sa méze silne akumulovat’ a vyvolava feminizaciu samcov
ryb tym ze indukuje tvorbu prekurzoru samicieho Zltého telieska vitelogeninu u samcov,
formovanie samicieho reprodukéného kandliku v semennikoch a vznik takzvaného

intersexu (charakteristicky pritomnostou oocytov v semennikoch) >.

Medzi latky, ktoré m6zu mat’ negativny dopad na reprodukciu u Zivocichov, patria aj
nesteroidné analgetikd. V literatire sa uvadza, ze ibuprofén moéZe spOsobit’ zmeny
V nereseni sa chovnych parov Oryzias lapites pri vystaveni ibuprofénu pocas Siestich
tyzdiov. Jinyoung Lee aspol. sa zamerali na S§tadium zmien Vv reprodukcii
sladkovodnych koérovecov (Dophnia magna, Moina macrocopa) a u ryby O. lapites pri
dlhodobej expozicii diklofenaku. V tomto poradi boli efektivne koncentracie
nasledovné: 25 mg/l, 50 mg/l a 10mg/l. U kérovcov malo vystavenie diklofenaku za
nasledok zniZenie reprodukcie au O. lapites sa vyrazne znizila GspeSnost’ liahnutia
a dochadzalo k oneskoreniu liahnutia a dokonca pri koncentracii 10 mg/1 k liahnutiu uz
ani nedochddzalo. AvSak v Zivotnom prostredi sa diklofenak v takto vysokych

, ey . v . . A . ’ s . v r . 37
koncentraciach nevyskytuje, takze jeho priame pdsobenie V prirode nie je o¢akavané 3

2.2.6 Pritomnost’ lieCiv v Zivotnom prostredi ako pri¢ina poskodenia DNA

Pri lie¢ivach pouzivanych dlhodobo v klinickej praxi je dolezité vediet, Ci su aj
potencidlne genotoxické. Brambilla a Martelli zverejnili, ze z 838 lie€iv, ktoré su na
trhu dlhSie ako Sest’ mesiacov, alebo su ob¢asne pouzivané avSak dlhodobo, 474 z nich

mali pozitivny vysledok aspoti v jedom z testov na genotoxicitu a karcinogenitu % 3°,

Pouzitim umuC testu, zaloZenom na kratkodobom testovani geneticky
modifikovaného kmena Salmonella typhimurium, a Amasovho testu na testovanie
mutagenity boli dokumentované pozitivne zistenia Vv pripade ciprofloxacinu,
sulfametoxazolu, linkomycinu a ofloxacinu. Genotoxické poskodenie bolo dokonca

pozorované aj v korenovych $pickach psenice pri pdsobeni chlortetracyklinu vo vysokej
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koncentracii, kde dochadzalo k chromozomalnym aberaciam, vymene medzi
sesterskymi chromatidami. Potencidl a mechanizmus genotoxicity Siestich casto
vyskytujacich sa lieCiv (erytromycin, sulfametazin, sulfatiazol, chlortetracyklin,
oxytetracyklin a diklofenak) v ekosystéme Studovali Xiaoshan Liu a spol. na slepacich
DT40 bunkach. Testované lieCiva vyvolali poskodenie DNA, ktoré pozastavili DNA
replikaciu a viedli k chromozomalnym zlomom, ako aj K transléznej syntéze DNA
sprostredkovanej mutagénnymi zmenami v DT40 bunkéch, avSak pouzité koncentracie

o . i . 39
boli niekol’konasobne vyssie ako v prirode ™.

2.3 Spotreba farmak a vyznamné farmaka ako indikatory
znecistenia

2.3.1 Spotreba a vydaj najviac pouzivanych lieciv

V celej Eurdpskej Unii a USA su pouzivané v huméannej medicine rozne druhy
lieCiv ako aj antibiotika, protizapalové lieCiva, azoly vo veterinarnej medicine, a ich
spotreba stale narasta. V Anglicku, Nemecku a Rakutisku spotreba niektorych lieciv
presahuje dokonca 100 ton ro¢ne 29V roku 2008 celosvetovy predaj lie¢iv dosiahol 602
miliard americkych dolarov, ¢o predstavuje ro¢ny narast priblizne o 5 — 7 % a stvisi
paralelne s vyraznym pokrokom v medicinskej technoldgii a narastajicimi vydajmi za
zdravotnu starostlivost’. Medzindrodny trh poukazuje na zna¢né rozdiely v pouZivani
lieciv, o je ovplyvnené ekonomickou situdciou krajiny, zdravotnymi poziadavkami a
narokmi, vykonnostou miestnej priemyselnej farmaceutickej vyroby a legislativou.
Vyspelé krajiny dominuji globdlnemu predaju lieCiv s najvacSim podielom 45%
v Severnej Amerike (248 miliard americkych dolarov v roku 2004), 13% v Eurdpe, 10%

v Japonsku a 1% v Australii °.
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Nasledujuca tabulka zobrazuje vydaj 30 najviac pouzivanych liediv v Ceskej

republike za rok 2012 %4,

Tab. 2.3.1.1 Spotreba 30 najpouzivanejsich lie¢iv v Ceskej republike za rok 2012 “* .
Liecivo Podanie Celkovy pocet DDD Spotreba lie¢iv
DDD (mg) (tony)
Metformin Peroralne 69 032 032 2000 138,1
Pentoxifylin Peroralne 12 534 090 1000 12,53
Alopurinol Peroralne 28 546 893 400 11,42
Theofylin Peroralne 28 000 020 400 11,2
Metoprolol Peroralne 69 019 866 150 10,35
Fenofibrat Peroralne 38 462 525 200 7,692
Verapamil Peroralne 14 784 292 240 3,548
Losartan Peroralne 68 886 986 50 3,444
Furosemid Peroralne 70 614 509 40 2,825
Atorvastatin Peroralne 135990 876 20 2,72
Nimesulid Peroralne 13570 908 200 2,714
Diklofenak Peroralne 24 687 449 100 2,469
Omeprazol Peroralne 100 050 134 20 2,001
Valsartan Peroralne 21584 109 80 1,727
Sertralin Peroralne 30038 478 50 1,502
Telmisartan Peroralne 35543 344 40 1,422
Isosorbid-mononitrat Peroralne 32 059 440 40 1,282
Gliklazid Peroralne 18 520 628 60 1,111
Atenolol Peroralne 13 159 062 75 0,987
Trimetazidin Peroralne 24 414 670 40 0,977
Betaxolol Peroralne 46 800 781 20 0,936
Spironolakton Peroralne 12 358 250 75 0,927
Simvastatin Peroralne 27 750 535 30 0,833
Pantoprazol Peroralne 19 222 075 40 0,769
Nitrendipin Peroralne 34 203 220 20 0,684
Amlodipin Peroralne 130 539 335 5 0,653
Betahistin Peroralne 21916 134 24 0,526
Citalopram Peroralne 25 472 058 20 0,509
Rosuvastatin Peroralne 49 937 239 10 0,499
Lansoprazol Peroralne 15 639 387 30 0,469
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2.3.2 Lieciva ako ukazovatele zne€istenia vody v désledku antropogénnej
¢innosti

Idedlny ukazovatel' znecistenia vodného ekosystému by mal byt’ vSadepritomny
v odpadovych vodach aidealne pochadzat’ iba z odpadovych vod, byt perzistentny
a pritomny v detekovatel'nych koncentraciach v kontaminovanych environmentalnych
vzorkach (ale nie v ¢istej vode) anepodlichat’ biodegradacii, fotodegradacii alebo
absorpcii v odpadovych vodach ¢i inych vodnych utvaroch (alebo mat’ znamu rychlost’
degradacie). Chemické indikatory znecistenia by preto mali mat’ vysoku rozpustnost’ vo
vode, nizky Koy a prchavost’ a navyse, ak su to indikatory antropogénneho znecistenia,
mali by byt produkované, konzumované a vyluCované l'ud'mi, alebo pouzivané
Vv domécnostiach, aby bolo mozné rozlisit’, ¢i zdroj znecistenia pochddza od l'udi, alebo
zvierat %2, Medzi najvyznamnejSie indikatory znecistenia vod patria kofein, diklofenak

a karbamazepin ®.

0. 43 e vhodnym

Kofein, ako jeden z vyznamnych ukazovatel'ov znecistenia
indikatorom  zneCistenia povrchovych, podzemnych vo6d a odpadovych vod
z domacnosti. Je jednou zhlavnych zloziek potravinovych vyrobkov a lie¢iv
a najrozSirenejSie pouzivanou chemickou latkou na svete. Vdaka jeho znacnému
pouzivaniu v jedle, nédpojoch a ako lie€ivo, je kofein za réznych environmentalnych

podmienok stabilnou zlic¢eninou s rozpustnostou az 21,7 g/l a zanedbatel'nou

44
prchavost'ou ™.

Karbamazepin nie je biodegradovatel'ny a nepodlieha ani absorpcii pri procese
Cistenia. Rezistencia na biodegradaciu bola preukézand pocas Cistenia aktivnym kalom
a taktiez aj pri filtracii. Toto lieCivo je zaroven rezistentné aj na fotodegradaciu a malo
hydrofobne a jeho odstranenie z vody je limitované. Karbamazepin je pouzivany iba
V huménnej medicine, ¢im sa stava jasnym dokazom znecistenia zapri¢ineného I'ud’mi.
Rovnako moéze byt pouzivany ako indikator kontaminacie odpadove] vody

vV podzemnych vodach a v Usti riek 42

Diklofenak je dolezit¢ nesteroidné protizapalové lieCivo, ktoré je Siroko
vyuzivané v humannej, ale aj veterinarnej medicine. Celosvetova spotreba diklofenaku

presahuje 1000 ton rogne **. V &istiarfiach odpadovych vod je len v malej miere

33



34, 42

biodegradovatelny a absorbovany na aktivny Kkal Vzhladom na jeho

vSadepritomnost’ v kontaminovanych vodach v koncentraciach od ng/l az g/l sa stava

obrym ukazovatel'om znecistenia "~ .
dob k tel’ tenia 42 %3

2.4 Netradi¢né metody odstranenia zvyskovych koncentracii
farmak

Viaceré¢ cCistiarne odpadovych vod po celom svete vyuzivaji len dva procesy
Cistenia (fyzikdlne a biologické) a sucastou len malého poctu Cistiarni je aj terciarne
alebo pokrocilé Cistenie (ultrafiltracia, flokuldcia, ozonizacia, pokrocila oxidacia alebo
osmoza). VylepSené tercidrne chemické procesy Cistenia, ako napriklad TiO;
fotokatalyza a niekol’ko pokrocilych oxidacnych procesov, mozu byt preto dobrym

rieSenim pri  odstrafiovani mikropolutantov z vody S

a dalsim spésobom na
dekontaminaciu ekosystému od lie¢iv by mohlo byt pomocou fytoremediacnych

technik, ¢i membranovych bioreaktorov.

2.4.1 Pokrocilé oxida¢né procesy Cistenia

Pokrocilé oxidaéné procesy (advanced oxidation processes, (AOPs)) su
definované ako procesy cistenia vody pri blizkej okolitej teplote a tlaku, ktoré st
zaloZzené na tvorbe hydoxylovych radikdlov potrebnych k inicidcii oxidativnej
degradacii organického materialu. Hydroxylovy radikal je silny, neselektivny chemicky
oxidant, ktory reaguje typicky milion az bilion krat rychlejSie neZ 0zén alebo peroxid
vodiku. AOPs mo6zu sposobit’ rozklad latok, ktoré su dokonca odolné voci beznym O3

a H,0, oxidaciam. Zaklad AOPs pri &isteni odpadovych vod tvoria *°:

- ozon (O3) - moOze reagovat s organickym materidlom priamo, alebo
nepriamo jeho rozpadom atvorbou hydroxylovych radikalov, alebo oxidacia
organického materidlu mdZe nastat’ v dosledku kombinacie reakcii s molekularnym
ozonom a reakcii s hydroxylovymi radikdlmi. Pol¢as Zivota ozénu v priemyselnych

odpadovych vodach je od menej ako mindta az po viac ako 30 minut v zavislosti na
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type a reaktivite polutantov s ozonom a na hodnote pH. So zvySujacim sa pH rastie aj

rychlost’ dekompozicie O3 e

- peroxid vodika (H20,) — sam o sebe nie je Casto pouzivany ako samotny
oxidant kvdli jeho nizkej reakcnej rychlosti, ale prevazuje jeho pouzivanie v kombinacii

s UV alebo inymi oxidaténymi ¢inidlami *°.

- ozon + peroxid vodika — v pomere 2:1 s pridavkom H,O; pri nizkych
hodnotach pH sa zrychli dekompozicia 0zénu, ¢o ma za nasledok zvysenie tvorby
hydroxylovych radikalov. Peroxid vodika reaguje sozonom ako aniont HO, za

produkcie dvoch hydroxylovych radikalov z dvoch molekil 0zonu *°.

- fentonova reakcia — hydroxylové radikaly su rychlo tvorené z rozkladu
H,0, za katalyzy s Fe?" (1). Fe*" moze byt’ d’alej pomaly regenerované (2). Organické
latky st oxidované vzniknutymi hydroxylovymi radikdlmi. Vo vSeobecnosti Cistenie
odpadovej vody fentonovou reakciou prebieha v styroch fazach: oxidacia, neutralizacia,

koagulacia/flokulacia a separacia pevnej a kvapalnej fazy * .

M pe¥ + H0, —> Fe 4 oH + oH
. +
@ Fe + H0, — Fe' +HO, + H

@) RH + oH —> R + HO

- fotooxidacia — mnohé organické zluCeniny absorbuju ultrafialové Ziarenie
a su rozkladané priamou fotolyzou alebo prechddzaju do vzbudeného stavu a d’alej
reaguju s chemickymi oxidantami. UV ziarenie zrychl'uje rozklad molekul O3z a H,0..
Napriek tomu, ze fotochemické Stiepenie HO, je jednoduchy spdsob ziskania
hydroxylovych radikalov, pri vinovej dizke 254 nm dosahuje pomerne maly vytazok.
Ozoén ochotne absorbuje UV ziarenie pri 254 nm arychlost’ tvorby OH' je 20-krat

rychlejsia v porovnani so Stiepenim H,0,. Fotolyza vodného ozonu produkuje H,O, ako
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medziprodukty reakcie, ktoré st d’alej rozkladané na OH™*. Na rychlost’ reakcie
dekompozicie lieciv kyslej povahy maju negativny vplyv huminiové kyseliny, ktoré so
zvySujicou sa koncentraciou reakciu spomaluju. Rychlost’ reakcie rastie spolu

s narastajucou teplotou a klesa s narastajiicim pH *'.

- fotokatalyza — UV Ziarenie slizi na excitovanie kovového katalyzatoru
V pevnom stave avytvoreniu pozitivneho a negativneho naboja na jeho povrchu.
Pozitivny anegativny naboj podporuje oxidoredukéné reakcie, ato oxidaciu
organického materialu v roztoku generovanym pozitivnym nabojom a redukciu iontov

kovu alebo kyslika negativnym nabojom *.

o UV + TiO; — oxid titani¢ity je stabilny v r6znych podmienkach,
ma vel’ky potencial na produkciu radikélov a je I'ahko dostupny, do procesu méze byt’
vneseny ako kaSa alebo ako fixovany katalyzator. V kombinacii s UV ziarenim
dosahuje eliminacia az 90 % v priebehu $tyroch hodin .

J oZiarenie elektonovym [ucom — oziarenie vodného roztoku
s vysokou energiou elektronov vedie K rychlej produkeii zluc¢enin v excitovanom stave
a volnych radikdlov. Pri oZiareni su tvorené najreaktivnejSie prechodné castice, a to
hydroxylovy radikal, redukény elektron z vody a hydrogénovy radikal v ekvivalentnom
pomere, ktoré redukuju alebo oxiduju organicke ¢i anorganické zluceniny vo vode e

. sonolyza — sonochemicka dekompozicia organickych polutantov
je vysledkom tvorby a kolapsu vysoko energetickych bublin vloZzenim zvukovej energie
vrozmedzi 15 kHz az 1 MHz, ¢o vedie k enormnému ndrastu teploty a tlaku. Pocas
kolapsu bublin, ¢o trva 100 ns, sa molekuly vody Vv plynnej faze termélne rozstiepia
a poskytuji hydroxylové radikaly a atomy vodika, ktoré potom sluzia na rozklad
organickych latok. Sonochemicka deStrukcia polutantov mdze byt zvySena pridavkom

napriklad aktivneho uhlia, reagentov z fentonovej reakcie, ozénu, CCly a H,0; 45,48
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2.4.2 Cistenie v membranovych bioreaktoroch

Technologia membranovych bioreaktorov kombinuje proces biologicke;j
degradacie pouzitim aktivneho kalu so separaciou pevnej akvapalnej fazy cez
membranovu filtrdciu. Eliminacia farmdk moze byt realizovand viacerymi
mechanizmami — sorpcia na kal, biodegradacia a membranové zadrzanie. Sorpcia, ako
jedna z nich, je zalozena na hydrofobnych interakciach alifatickej alebo aromatickej
skupiny pritomnej v zla¢enine s tukmi nachadzajucimi sa v kale alebo lipidovymi
membranami buniek mikroorganizmov, v zavislosti na ciel'ovej Ko hodnote. Nepolarne
latky sa absorbuju na biomasu a potom su odstranované s prebytkom kalu, zatial’ ¢o
polarne latky nie st ani absorbované ani biodegradované. Ucinnost membrinove;

C 1 . i 49
separdcie je vyrazne zavisla na velkosti pouzitych filtrov ™.

2.4.3 Fytoremediacné techniky

Fytoremediacia je definovana ako priame pouzitie zelenych rastlin a s nimi
asociovanymi mikroorganizmami na in Situ sanaciu kontaminovanej pddy, kalu,
sedimentu avody obmedzenim, odstranenim a degradaciou kontaminovanej latky.
Vyraz fytoremediacia sa sklada zo slov phyto = rastlina a remediation = napravit
Skodu, ktory bol prvykrat pouzity v roku 1991. Néazov fytoremediacia, ktory zahfia
viacero technologii, bol neddvno nahradeny vyrazom fytotechnolégie, ktoré st zalozené
na zékladnych fyziologickych mechanizmoch ako transpirdcia, fotosyntéza,
metabolizmus a mineralna vyziva. Rastliny sa zakorenia do pddy, sedimentu a vody
akorene moéZu prijat’ organické a anorganické zluceniny. Korene su schopné
stabilizovat a naviazat' tieto latky na svoj povrch azlaceniny interaguju
s mikroorganizmami Vv rhizosfére. Prijaté latky mozu byt transportované, uchované,
premieiiané a akumulované v rozli¢nych bunkach a pletivach v rastline. Na degradacii
organickych latok v korenoch rastlin sa podiel'aju pritomné enzymy a patria medzi ne
dehalogenasy, karboxylesterasy, mono- a dioxygenasy, peroxidasy, peroxygenasy,
lakkasy, nitrilasy, fosfatasy a nitroreduktasy. Dalej si moézu nadzemné &asti rastliny

s atmosférou vymienat’ plyny umoziujuc prijatie a uvolnenie molekul 2053
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Fytoremediacné¢ aplikacie st klasifikované podla toho, aky je osud

kontaminovanej latky, alebo podl'a zGi¢astneného mechanizmu a patria sem 50-33.

- fytoextrakcia — tiez nazyvana fytoakumulacia, je metoda zalozena na
prijme, absorpcii, kontaminujucej latky korefimi rastlin a ich translokacii a akumulacii
vV nadzemnych cCastiach rastlin. Kontaminanty st potom odstranené zozbieranim rastlin.
Dolezitou vlastnostou pouzitych rastlin je ich hyperakumula¢nd schopnost’ voci
polutantu. NajcCastejSie sa tato technika pouziva na sanaciu kovov, polokovov,

radionuklidov a nekovov 23,

- rhizofiltracia — je adsorpcia alebo precipitdcia na koreflovom systéme
rastlin, alebo absorpcia kontaminantov v korenioch, ktoré su pritomné v povrchovych,
podzemnych a splaskovych vodach. Pri rhizofiltracii su cielovou cCastou prave korene.
Moébze dochadzat aj k prijmu, zakoncentrovaniu a distribucii v zavislosti na povahe
polutantu. Hlavnym cielom je obmedzenie kontaminantu, ktory je imobilizovany alebo
akumulovany na alebo v rastline. Uspesne sa pouziva pri dekontaminacii izotopov Se

a Cs z povrchovych vod pomocou slneénic v Cernobyle 20-33,

- fytostabilizacia — je definovand ako imobilizécia kontaminujucej latky
Vv pode jej absorpciou a akumulaciou korefimi rastlin, adsorpciou na korenioch alebo
precipitaciou v korelovom systéme rastlin a pouZitie rastlin a korefiov k zabraneniu jej
presunu vetrom, er6ziou vody, vyluhmi alebo rozptylenim pdody. Vyuziva sa tam, kde je
potrebné obnovit' vegetatni pokryvku, ale kvoli velkej kontamindcii nie je moZné
aplikovat’ beznt vegetaciu na zasiahnuté tizemie, a taktiez pre findlnu upravu ploch, kde

. , vir . . . 50-53
boli predtym pouzité iné sanac¢né technologie .

- rhizodegradacia — dochédza pri nej k rozpadu organickej latky v pode
pomocou mikrobidlnej aktivity, ktora je podporovand pritomnostou koretiového
systému. Korene vylucuji do pddy organické zluceniny (alkoholy, cukry, kyseliny),
ktoré sa stavaju potravou pre podne baktérie. Dostatkom Ziviny rapidne vzrasta pocet
mikroorganizmov (kvasinky, huby, baktérie) a je stimulovana ich aktivita, ¢o zvySuje

degradaciu organickych latok v pode >,
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- fytodegraddcia — tiez nazyvana fytotransformacia, je proces, v ktorom
dochadza k rozpadu kontaminantu prijatého rastlinou metabolickymi procesmi vo vnutri
rastliny, alebo krozpadu zvonku rastliny v désledku pritomnosti latok (enzymov),
produkovanych rastlinou. Tato metodda je pouzivana hlavne na odstranenie organickych
latok (PAH, PCB, vybusniny, detergenty). Latky su degradované, inkorporované do
rastlinnych buniek a sluzia d’alej ako ziviny pre rastliny. Je dolezité zabezpecit', aby
latky neboli premieniané na metabolity, ktoré by mohli byt toxickejSie ako samotny

polutant %,

- Sfytovolatilizacia — pri tomto procese dochadza k prijmu a transpiracii
polutantu rastlinou. Kontaminant je prijaty korenovym systémom rastliny
a distribuovany do nadzemnych casti a nieckedy méze dojst’ aj k jeho biotransformacii.
Potom je v prchavej forme transpirovany do atmosféry. Metdda je skor vyuzivana pri

odstraneni organickych polutantov 5053,
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3. Experimentalna Cast’

3.1 Pouzité chemikalie

Pri praci boli pouzité nasledujuce chemikalie: ibuprofén (Zentiva), sodna sol
naproxenu (Sigma — Aldrich), sodna sol’ diklofenaku (Zentiva), jodid draselny (Cistota
p.a., Lachema, CR), hydroxid sodny (&istota > 97 %, Penta), chloramin T (Sigma
Chemical CO), iodogen (Pierce Chemical CO), jodmonochlorid (Aldrich), kyselina
chlorovodikova 35% (&istota p.a., Lach-Ner, CR), dichlormethan (&istota p.a., Lachema,
CR), demineralizovana voda (Demiva 3roi., Watek CR), sacharéza (Cistota p.a.,
Lachema CR), myo-inositol (kvalita pre tkanivové kultary, Sigma — Aldrich),
chemikalie pouZité na pripravu kultivaénych médii boli v &istote p.a. (Lachema CR),
methanol pre HPLC (Lab-Scan), kyselina octova (Cistota p.a., Merck), acetonitril pre
HPLC (J. T. Baker), dimethylsulfoxid (¢istota 99,5 %, Sigma — Aldrich, testované pre

tkanivové kultury), Savo (Bochemie a.s), ethanol (96 %, denaturovany benzinom).

3.2 Pristroje

Pri priprave reakcii bola pouzitd mieSacka Vortex-Genie®.

Na analyzu vzoriek jodovanych zlucenin bol pouzity kvapalinovy chromatograf
SHIMADZU (Japonsko) tvoreny: vysokotlakovym cerpadlom LC20AD, davkovacim
ventilom RHEODYNE (USA) na 20 ul, UV detektorom SPD-20A, kolonou so
sorbentom Reprosil 100 C-18 (5 um) o rozmere 4,4 x 250 mm (Watrex). Namerané data
boli vyhodnocované v chromatografickom programe Clarity (DataApex). LC/MS boli
prevedené na zostave tvorenej kvapalinovym chromatografom HP1100 s hmotnostnym

detektorom Bruker Esquire 3000.

Sledovanie casovej zéavislosti, analyza vzoriek [**1]diklofenaku a jeho izolacia
boli realizované na kvapalinovom chromatografe tvorenym: vysokotlakovym cerpadlom

Chrom sds 150, davkovacim ventilom RHEODYNE (USA) na 20 pl, UV detektorom
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D250 (Watrex), radiometrickym detektorom Flow Scintillation Analyzer 150TR
(Packard), kolonou so sorbentom Reprosil 100 C-18 (5 um) o rozmere 4,4 x 250 mm
(Wartex). Namerané data boli vyhodnocované v chromatografickom programe Clarity
(DataApex).

K meraniu radioaktivity média bol pouzity kvapalinovy scintilaény spektrometer

LS6000SE a scintilaény kokteil Ready Value™ (Beckman).

K vyhodnoteniu distribacie radioaktivity v rastline bol pouzity elektronicky

autoradiograf Instant Imager (Packard).

Na pripravu rastlin, kultivacnych médii a ku samotnej kultivacii boli pouzité
nasledujice pristroje: magneticka mieSacka IKA-basic (IKA, SRN), pH-meter (IQ,
Scientific Instruments, USA), lamindrny box s vertikdlnym pradenim vzduchu FBB 120
(Labox, CR), kultivaéné boxy TCH 100 9 (Laboratorne pristroje, Praha). Rastliny boli
kultivované pri tepote 25°C a svetelnom rezime 16 hodin svetlo/ 8 hodin tma (ziarivky

Philips, teple biela).

3.3 Rastliny pouzité na experiment

Na fytoextrakciu *I znacenych lieciv boli pouZité semena nasledujtcich rastlin

- Kukurica siata (Zea mays) kultivar DKC2971 G1

- Slnec¢nica ro¢na (Helianthus annuus) kultivar Extrasol

Vsetky pouzité kultivary boli ziskané od firmy MONSANTO CR s.r.o..
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3.4 Pracovny postup

3.4.1 Priprava jédom znacenych farmak

Na pripravu jodom znacenych farmak boli pouzité dve metédy jodacie dvoma
rozdielnymi joda¢nymi c¢inidlami, a to zmesou chloraminu T (sodna sol’ N-chloro-p-
toluén-sulfonamidu) s jodidom draselnym azmesou iodogenu (1,3,4,6-tetrachloro-

3a,60-diphenylglycouril) s jodidom draselnym.

Pred zahajenim reakcie boli pripravené zasobné roztoky pouzivanych reagencii.
Zasobny roztok pozadovaného lieCiva (diklofenaku, ibuprofénu alebo naproxenu) vo
forme sodnej soli s vyslednou koncentraciou 0,2 mg/ml bol pripraveny rozpustenim
lie¢iva v destilovanej vode s pridavkom ekvimolarneho mnozstva hydroxidu sodného
0 koncentracii 1 g/l anasledne bol na 40 minit dany do ultrazvuku na zaistenie
dostato¢ného rozpustenia lieiva. Dalej bol pripraveny zasobny roztok jodidu
draselného o koncentracii 0,1 mg/ml v destilovanej vode. Cisté roztoky oxidagnych
¢inidiel chloraminu T o0 koncentracii 0,5 mg/ml v destilovanej vode aiodogenu
0 koncentracii 1,5 mg/ml v dichlormethane boli pripravené vzdy v den prevedenia

reakcii.

Pri reakcii, kde bolo ako oxida¢né Cinidlo pouzity chloramin T, bol realizovany
nasledujtci postup: do sklenenej skimavky bolo automatickou pipetou pridanych 1 ml
oxidaéného ¢inidla o koncentracii 0,5 mg/ml v destilovanej vode, ku ktorému boli d’alej
nadavkované 1 ml roztoku vybraného lieciva vo forme sodnej soli o koncentracii 0,2
mg/ml a 1 ml roztoku jodidu draselného o koncentracii 0,1 mg/ml. Reakéna zmes bola

premieSana pomocou Vortexu a ponechana reagovat’ pocas 10 minut.

V pripade pouzitia oxidacného Ccinidla iodogenu boli reakcie prevedené
nasledujucim spdsobom: 0,5 ml roztoku iodogenu o koncentracii 1,5 mg/ml
v dichlormethane bolo automatickou pipetou nadavkované do  sklenenej
skimavky. Pomocou hortceho vzduchu bolo rozpustadlo odparené tak, aby na
skamavke ostal suvisly povlak oxida¢ného ¢inidla do vysky, ktora zodpovedala 2 ml

v d’alSom kroku pridanych reagencii. Do takto pripravenej skimavky boli pridané 1 ml
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roztoku lie¢iva vo forme sodnej soli o koncentracii 0,2 mg/ml a 1 ml roztoku jodidu
draselného s koncentraciou 0,1 mg/ml. Pouzitim Vortexu bola reak¢nd zmes premieSana
anechand reagovat’ 10 min. Reakcia bola ukonfend odobratim zmesi zo skiamavky

automatickou pipetou. Odobrata zmes bola bez pritomnosti oxida¢ného ¢inidla.

Vysledny produkt reakcie bol analyzovany pomocou HPLC s UV detekciou
a LC/MS, na zaklade ktorych bola vyhodnotend uspesnost’ reakcie.

Tab. 3.4.1.1 Parametre HPLC pre stanovenie produktov v reakénej zmesi. Na analyzy bola pouzita kolona
Reprosil 100 C-18 (5 um), 4,4 x 250 mm (Watrex).

Latka Analyza ZloZenie mobilnej fazy Prietok VlInova dizka
mobilnej fazy detekcie
[ml/min] [nm]
Diklofenak HPLC s UV CH30H : H,0 1 280
detekciou (7:3,viv)
LC/MS CH30H : H,0 0,5 280
(7:3,viv)
Ibuprofén HPLC s UV CH30H : CH;CN : 1 230
detekciou 1% CH;COOH v H,0
1:1:0,7)
LC/MS CH30H : CH3CN : 0,5 230
1% CH3COOH v H,0
1:1:0,7)
Naproxen HPLC s UV CH30H : CH3CN : 1 271
detekciou 1% CH;COOH v H,0
1:1:0,7)
LC/MS CH30H : CH3CN : 0,5 271
1% CH3COOH v H,0
1:1:0,7)

3.4.2 Stanovenie optimalneho reakéného Casu

K stanoveniu optimalneho reakéného ¢asu boli pripravené reakcie s pouZitim
jodac¢ného ¢inidla iodogen — jodid draselny a lieCiva diklofenaku a reakcie prebiehali
v ¢asoch 10 min, 30 min, 1 hod, 2 hod, 3 hod, 4 hod a 5 hod. Po ukonc¢eni reakcii boli
vysledky analyzované pomocou HPLC s UV detekciou a stanoveny optimalny c¢as, kedy

bol dosiahnuty najvacsi vytazok reakcie.
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3.4.3 Priprava [**1]diklofenaku

Pomocou horuceho vzduchu bolo odparenych 50 pl roztoku iodogenu v
sklenenej vialke s konickym dnom tak, aby na stene vialky vznikla savisla vrstva do
vysky, ktora zodpovedala pridavku 200 pl reagencii. Nasledne bolo pridanych 100 pl
diklofenaku vo forme sodnej soli a 5 pl roztoku Na'?l (10 MBg). Po 20 min bolo do
reakcie pridanych 100 pl jodidu draselného. Reakéna zmes bola premieSana a

ponechana reagovat’ 4 hodiny.

Produkt reakcie bol izolovany pomocou HPLC s UV detekciou. Postupne bolo

zozbieranych desat’ frakcii za nasledovnych podmienok:

Tab. 3.4.3.1 Parametre HPLC pre izolaciu [*?’I]diklofenaku z reakénej zmesi.

Produkt Analyza Koléna  Mobilna  Prietok  VIlnova Davkovany Casovy
reakcie faza mobilnej  dizka  objem [pl] interval
fazy detekcie odberu
[mI/min] [nm] [min]
[**1]diklofenak ~ HPLC Reprosil H,0 : 0,8 280 18 2,90 —
s UV 100 C-18  CH3;0OH 3,40

detekciou (5 pm), 3:7,
4,4 x 250 VIV)
mm
(Watrex)

Odobraté frakcie boli odobrané do jednej plastovej flasticky a uschované

v chladnicke pre d’alSie vyuzitie.

3.4.4 Priprava rastlinnych kultar

Pre vybrané rastlinné kultary bolo ako zivna poda pouzité médium podla
Murashiga a Skooga s pridavkom myo-inositolu (100 mg/l) **. Pred sterilizaciou bolo
pH média upravené na hodnotu 5,8. Dalej bolo do 250 ml Erlenmeyerovych bank
pridanych 15 ml média, ktoré boli aluminiovou foliou uzatvorené a sterilizované. Pred

samotnym nasadenim semien do Zivného média, boli semena sterilizované nasledujiicim
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postupom. Semend boli odmastené s pouzitim 70% roztoku ethanolu pocas 30 sektnd.
Nésledne bol ethanol zo semien vyliaty a Vv sterilizacii sa pokracovalo pouzitim 10%
roztoku Sava po dobu 20 minut. Po 20 minatach bolo opédt” Savo zo semien vyliate
a sterilizdcia bola ukoncend pouzitim 20% roztoku Sava po dobu 10 minit. Za
aseptickych podmienok bolo Savo zo semien vyliate a semend boli trikrat oplachnuté
sterilnou destilovanou vodou. Do 250 ml Erlenmeyerovych bank bolo pomocou sterilnej
pinzety vnesenych 5 — 10 kusov semien Kkukurice siatej alebo slnecnice rocnej
V laminarnom boxe a banky boli uzatvorené¢ pomocou aluminiovej folie. Takto
vysadené semena boli umiestnené do kultivacnych boxov, kde prebiehala kultivacia po

dobu 2 — 3 tyzdiov pri teplote 25°C.

3.4.5 Fytoextrakcia [**°1]diklofenaku

Po 2 — 3 tyzdinoch kultivacie boli vybrané rastlinné kultary, ktoré boli dostato¢ne
vyrastené a nekontaminované. Za aseptickych podmienok prace bolo v laminarnom
boxe z Erlenmeyerovych bank vyliate kultivaéné médium a bolo do nich pridané 100 ml
média s rovnakym zloZenim, ako bolo médium v rastlinnych kulturach predtym. Dalej
bol pripraveny zasobny roztok tvoreny [**I]diklofenakom izolovanym pomocou HPLC
a diklofenakom sodnym, ktory bol rozpusteny v dimethylsulfoxide s vyslednou
koncentraciou 5 mg/ml. Za dodrzania podmienok aseptickej prace bolo nasledne
pomocou sterilnej injek¢nej striekacky pridané 0,5 ml zasobného roztoku (8,5 kBq) do
rastlinnych kultur. Sterilnou ihlou bolo z kazdej rastlinnej kultiry odobraté 1 ml vzorky
média pre stanovenie vychodiskovej aktivity. Banky s rastlinami boli opat’ uzatvorené
pomocou aluminiovej folie a nechané v kultivaénych boxoch po dobu 8 — 10 dni. Po
ukonceni kultivacie boli rastliny vytiahnuté, oplachnuté v destilovanej vode
a ponechané na ususenie. Z kazdej Erlenmeyerovej banky bolo na zaver odobranych
1 ml vzorky média. VSetky vzorky boli uchované v mraznicke pre nasledujucu analyzu.
Radioaktivita média na zaciatku ana konci experimentu bola stanovena pomocou

kvapalinovej scintilacie.
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3.4.6 Detekcia translokacie [**°I]diklofenaku v rastline

Rastliny po vytiahnuti z Erlenmeyerovych bank boli dvakrat oplachnuté
Vv destilovanej vode, aby boli zbavené média a sorbovanej radioaktivnej latky z povrchu
a po ¢iasto¢nom uschnuti boli postupne pomaly rozdelené na jednotlivé rastliny tak, aby
sa zamedzilo poskodeniu koreflov a nadzemnych casti rastlin. Rastliny boli po jednom
uloZzené a ponechané na vyschnutie pri laboratornej teplote pocas niekolkych dni.
V takto uschnutych rastlinaich kukurice siatej a slnecnice roc¢nej bola pomocou

elektronickej autoradiografie sledovana translokéacia [**I]diklofenaku v rastlinach.
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4. Vysledky a diskusia

LieCiva su latky vyznamnej celosvetovej spotreby, su sucastou zivotného
prostredia a st ozna¢ované ako ,,pseudoperzistentné* zli¢eniny v ekosystéme vd’aka ich
pretrvavajucemu pouzivaniu a vypustaniu do odpadovych vod v nativnej forme alebo
vo forme metabolitov. Vzhl'adom na nedostato¢nost’ ich odstranenia v ¢istiariach
odpadovych vod sa stavaju lie¢iva vsadepritomné v Zivotnom prostredi a v dosledku ich

biologickej aktivity aj potencidlne nebezpecné pre necielové organizmy.

Fytotechnologie, ktoré vyuzivaju rastliny a S nimi asociované mikroorganizmy
na ocistenie zivotného prostredia od kontaminujucich latok, st oznaCované ako
doplnkové, neagresivne, alternativne metody k technicky zaloZenym metédam sanacie.
Tieto technologie je mozné pouzit’ aj na odstranenie polutantov predovsetkym v pripade
nizkych koncentracii z odpadovej vody a taktiez aj pri odstraneni kontaminujucich latok

z uz precistenej vody z Cistiarni odpadovych vod.

Okrem pokrocilych oxidaénych procesov, ktoré je mozné vyuzit na
dekontaminaciu vody od perzistentnych organickych zlicenin ako aj lieCiv,
fytoremediacia by mohol byt dalsi alternativny spdsob, ako sa tychto latok zo
zivotného prostredia zbavit. Pri praktickom vyuZiti tohto spdsobu likvidacie zvySkovej
koncentracie lieCiv z ekosystému je vSak ddlezité vediet’, kde v rastlinach sa tieto latky
prevazne akumuluji a do akej miery su rastliny schopné lie€iva prijimat’. Tato praca
bola v hlavnej miere zamerana na $tadium uéinnosti fytoextrakcie lieGiv a jej vyuzitie
ako potencialnej sanacnej metddy z vodného prostredia a Stddium translokacie lieciv
v rastline pomocou elektronickej autoradiografie, ¢o zatial v laboratornych
podmienkach Studované nebolo. Ako reprezentativna skupina lieiv boli vybrané

nesteroidné protizapalové lieciva naproxen, ibuprofén a diklofenak.
4 125 4 4 r
4.1 Priprava ~“"l znaCenych farmak

Pre oznacenie vybranych lieCiv bola zvolena metdda jodécie, pri ktorej dochadza

iba K derivatizacii molekuly anie je nutné pripravovat znacené latky komplexnou
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syntézou, a ako radioaktivny prvok bol vybrany izotop 1251 emitujici gama ziarenie
s maximalnou energiou 35 keV, ktory ma z hl'adiska fytoextrakénych a transloka¢nych
experimentov dostatoéne dlhy poléas rozpadu (60 dni) *°, o bolo vyhovujice aj pre
experimentalne pokusy. Jodacia prebicha lepsSie v polarnom prostredi, preto bolo ako
rozpustadlo zvolend voda. Vybrané lieCiva obsahuju vo svojej Struktare aromaticky
kruh a na jodaciu aromatickych zlucenim su v literatire dokumentované viaceré
efektivne metddy s vyuzitim rdéznych oxidac¢nych cinidiel, ako napriklad systémy 1,4-
bis(triphenylphosphonium)-2-buten peroxodisulfat/ I, HIO3/ I, N-jodosacharin, NHyl/
l,, CrOs/ 1o, HY(NO)3/ I, NH4l/ H,0, alebo NaClO,/ Nal/ HCI *® *7. Jodécia viacerych
lieCiv bola uspeSne prevedena pouzitim jodaéného cinidla tetramethylammonium

dichlorjodat, aviak v pevnom stave bez pouzitia rozptstadiel *°.

Pouzitelné su iba metddy, ktoré umoznuju jednoduché prevedenie do
radioaktivnej syntézy za dodrzania zodpovedajucich predpisov pre pracu
s radionuklidmi. Preto bola uprednostnend metéda jodacie analogicka Standardnej
metdde jodacie proteinov, ktord vyuziva ako zdroj radioaktivneho jodu rédioaktivny
jodid sodny. Pouzitie radioaktivneho elementarneho jodu nie je priliS§ mozné. Boli
zvolené dve metddy jodacie v roztoku, ktoré boli pomerne jednoduché, casovo
nenaro¢né a jodacia prebiehala v jednom kroku. Pouzité joda¢né ¢inidla boli chloramin

T — jodid draselny a iodogen - jodid draselny.

V pripade lieCiv ibuprofén anaproxen sa nepodarilo ani jednou zvolenou
metodou jodom lieCiva oznacit. Preto bolo pouzit¢ dalSie oxidaéné c¢inidlo
jodmonochlorid, avSak taktieZ snegativnym vysledkom. Neuspesné jodacie boli
potvrdené kvapalinovou chromatografiou s hmotnostnou spektrometriou. Jodacia
ibuprofénu je pravdepodobne stazena stérickou a elektronickou naro¢nostou molekuly
a jedina publikovana jodacia ibuprofénu vyuziva zlozitejsi sposob pripravy s oxidaénym
&inidlom jodozobenzénom diacetdtom katalyzovana paladnatymi sofami *°. Napriek
tomu, ze molekula naproxenu bola jodacii pristupnejSia, stérické dovody
pravdepodobne nehraju rolu, ani v tomto pripade nebola Gispesna. Ziadna priama jodacia

naproxenu nebola popisand ani v literatare.

Jodécia dikofenaku bola v oboch pripadoch uspesnd, ¢o bolo potvrdené pouzitim

LC/MS. Nasledujuci obrazok 4.1.1 zobrazuje chromatogram reakénej zmesi
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diklofenaku sjodom oznaéenym diklofenakom pri jodacii diklofenaku sodného
pomocou iodogenu ajodidu sodného. Obrazky 4.1.2 a4.1.3 predstavuju zaznamy

z hmotnostnej spektometrickej analyzy, ktoré to potvrdzuju.
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Obr. 4.1.1 Chromatogram z analyzy HPLC diklofenaku a jodom znaceného diklofenaku. Pik 1 -
diklofenak, pik 2 - diklofenak-1.
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Obr. 4.1.2 Hmotnostné spektrum diklofenaku. m/z 250,4 monomér diklofenaku, m/z 612,9 dimér
diklofenaku-Na (ESI, negativny mod)

Intens -
X109

3764

ra
=
I

—
wn

[ —
3y =
T T T N T T T N T T A O A

1472 2557 5048
100 200 300 400 500 600 700 miz

Obr. 4.1.3 Hmotnostné spektrum diklofenaku-I (m/z 376,4) (ESI, negativny mod).
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Pre d’alSiu pracu bola zvolena metdda jodéacie pouzitim oxidacného cinidla
iodogenu. Po ukonéeni reakcie bol produkt iba odobraty zo skimavky alebo vialky
automatickou pipetou a oxida¢né ¢inidlo ostalo na stenach pouzitého skla, ako vyplyva
zo spdsobu pripravy. Tymto sposobom bol zaroven izolovany produkt od oxidacného
¢inidla a tym aj ul'ah¢eny d’alsi postup prace. V pripade pouzitia chloraminu T, ktory

bol do reakcie pridavany vo forme roztoku, by bola izolacia nutna.
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V reakciach, kde bolo pouzité ako oxida¢né ¢inidlo chloramin T a nebol od
produktu izolovany, sa po viacndsobnom premerani v rozdielnych ¢asoch zistilo, ze
S rasticim Casom sa zvySuje aj vytazok reakcie. Toto zistenie bolo overené pouzitim i
oxidaéného c¢inidla iodogenu, kedy boli prevedené reakcie v ¢ase 10 min, 30 min, 1 hod,
2 hod, 3 hod, 4 hod a5 hod ana zaklade vyhodnotenia vysledkov bol stanoveny
optimalny reakcny cas, kedy bol dosiahnuty maximalny vytazok reakcie. Zavislost
pomeru ploch pikov diklofenaku a diklofenaku-I pri HPLC analyzach reakcii s réznou
dobou zobrazuje obrazok 4.1.4.
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090 295 t, hod 590

Obr. 4.1.4 Zavislost pomeru ploch pikov diklofenaku a diklofenaku-1 pri HPLC analyzach reakcii v
roznom case.

Na ziklade vysledkov bol stanoveny optimalny reakény cas Styri hodiny.
Vytazok reakcie sa prudko zvysil v prvych Styroch hodindch, ¢o bolo nasledkom
zvySujucej sa premeny jodidu na I" anasledne reakciou 1™ s benzénovym jadrom
v molekule lieciva. Pokles vytazku mohol byt spdsobeny spédtnou premenou lieciva na

nejodovanu formu a tvorbou I, v stale pretrvavajicej pritomnosti oxida¢ného ¢inidla.

51



Stabilita vysledného produktu bez pritomnosti oxida¢ného ¢inidla bola overena

viacnasobnym premeranim v niekol’kych dnoch.

Po uspeSnom oznaceni lieCiva pomocou jodu bol urobeny aktivny pokus

s roztokom Na'?®

I, aby bolo docielené radioaktivne oznacenie lieCiva a vysledok bol
overeny vyuzitim kvapalinovej chromatografie s UV a radiometrickou detekciou, ¢o je
Znazornené na obrazku 4.1.5. Odozva radiometrického detektoru nezodpoveda presne
odozve UV detektoru, ale je posunuta o 30 sekind, ¢o je spésobené sériovym zapojenim

detektorov a oneskorenym dote¢enim mobilnej fazy do radiometrického detektoru.

500 ———
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Obr. 4.1.5 Chromatogram z analyzy HPLC s UV a radiometrickou detekciou diklofenaku a diklofenaku-I.
Pik 1 - Na'®I, pik 2 - diklofenak, pik 3,4 - [***I]diklofenak.

Po uspesnom prevedeni radioaktivneho oznacenia diklofenaku s 12| nasledovala
izolacia produktu [***I]diklofenaku. Produkt bolo potrebné izolovat, aby bol zbaveny
vzmesi pritomného zvyskového Na'?’l adiklofenaku-Na. [**I]diklofenak bol
izolovany odoberanim frakcii pomocou HPLC, &m bol ziskany [**I]diklofenak vo

vodnom methanole, ktory bol d’alej pouzivany pri fytoextrakénych pokusoch. Cistotu
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vysledného izolovaného produktu znazoriiuje obrazok 4.1.6. Radiochemicky vytazok

bol priblizne 1 %. Radiochemicka ¢istota bola > 95 % (HPLC).
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Obr. 4.1.6 Chromatogram &istého izolovaného produktu [**I]diklofenaku z analyzy HPLC s UV
detekciou.

4.2 Utinnost fytoextrakcie [**°I]diklofenaku

Ukinnost’ fytoextrakcie [*?I]diklofenaku z vodnych roztokov bola §tudovana na
rastlinnych druhoch: slnecnica ro¢na (Helianthus annuus kultivar Extrasol) a kukurica
siata (Zea mays kultivar DKC2971 G1). U¢innost’ bola stanovend tbytkom meranej
aktivity v odobratych vzorkach média po nadavkovani zasobného roztoku obsahujticeho
[**1]diklofenak a po ukonéeni fytoextrakcie po 8 — 10 diioch pomocou kvapalinovej

scintilacie. Nasledujuca tabulka 4.2.1 zobrazuje ti¢innost’ fytoextrakcie oboch pouzitych
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druhov rastlin. Mnozstvo vyextrahované¢ho [125I]diklofenaku je vyjadrené v percentach

vychodiskovej aktivity.

Tab. 4.2.1 Uginnost’ fytoextrakcie [*I]diklofenaku vybranych rastlinnych druhov. MnoZstvo
vyextrahovanej latky vyjadrené v % vychodiskovej aktivity.

Rastlinny druh Utinnost’ fytoextrakcie Sy (%) Ly,
(pocet paralelnych stanoveni, n)

Kukurica siata 84,6 6,1 (n=4) 9,0
(Zea mays)
Slne¢nica roéna 78,6 6.5(n=5) 7,8

(Helianthus annuus)

Zo ziskanych vysledkov je viditelné, Zze aj napriek vyraznej eliminécii
[**1]diklofenaku z vodnych roztokov, G&innost fytoextrakcie v priebehu 8 — 10 dni
nebola Gplna a v pripade kukurice roénej bolo vysledné mnozstvo [**I]diklofenaku vo
vodnom roztoku = 16 % a U slneCnice ro¢nej = 22 %. Zo spracovanych udajov
a dosiahnutych vysledkov taktiez jasne vyplyva, Ze je dolezité zvolit’ spravny rastlinny
druh, uktorého bude eliminacia sktimanej latky najvicsia. Je zrejmé, Ze v pripade
[125|]dik10fenaku bola vysSia fytoextrakénd UCinnost’ dosiahnutd pouzitim kukurice
siatej, ¢o je pravdepodobne spOsobené aj viacSou tvorbou biomasy. Fytoextrakcia
nepozostava iba z jedného jediného deja, ale zahfiia siibor vzajomne sa ovplyviujicich
dejov, ktoré sa vzajomne ovplyviiuji a maju vyrazny dopad na vysledni G¢innost’
fytoextrakcie. Hlavnu Ulohu hraju hlavne adsorpéné a absorpéné deje na povrchu
korenov rastlin, ako aj fyziologické a metabolické deje, ale aj transport latky vo vnutri
rastliny. Pretrvavajici zostatok [**1]diklofenaku do vodnych roztokov mohol byt
sposobeny aj spatnym vypustenim sledovanej latky z rastliny zapri¢ineny moznym
poskodenim alebo  odumretim rastlinnych tkaniv, najmid korefiov, aj napriek
starostlivému vyberu rastlinnych kultivacii, na ktorych neboli badatelné viditeIné

zmeny v priebehu fytoextrakcie.
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4.2.1 Fytoextrakéna schopnost’ eliminacie [**I]diklofenaku vybranych
druhov rastlin z roztokov

Vhodny vybrany rastlinny druh, uktorého bude ucinnost’ fytoextrakcie
dosahovat’ najvysSie hodnoty, je dolezitym faktorom ovplyvilujicim uspesnost
a ucinnost’ fytoextrakcie. Akumulacnii schopnost’ pouzitych vybranych rastlinnych
druhov eliminovat’ stanovované lie¢ivo [**[]diklofenak z vodnych roztokov zobrazuje
nasledujtca tabulka 4.2.1.1. Vysledné hodnoty su prepocCitané na gram suchej vahy
a vyjadrené v percentach vyextrahovaného [125|]diklofenaku na gram suchej vahy
vybraného rastlinného druhu. Akumula¢nd schopnost’ eliminovat diklofenak sodny
z vodnych roztokov je vyjadrena v mg vyextrahovaného diklofenaku sodného na

Kilogram suchej vahy rastlinného druhu.

Tab. 5.2.1.1 Akumula&na schopnost’ pouZitych rastlinnych druhov na fytoextrakciu [**I]diklofenaku a
diklofenaku-Na. Mnozstvo vyextrahovanej latky vyjadrené v % vychodiskovej aktivity/g suchej vahy a v
mg/Kg suchej vahy rastlin.

Rastlinny druh Akumula¢na schopnost’ Akumula¢na schopnost’
(% vyextrahovaného mnoZstva (mg diklofenaku-Na /
[*®I1diklofenaku / g suchej vahy) kg suchej vahy)
Kukurica siata 30,7 30
(Zea mays)
Slnec¢nica ro¢na 76,3 80

(Helianthus annuus)

Zo ziskanych vysledkov je jednoznacne vidiet', Ze lepSiu akumula¢nti schopnost’
rastlinného druhu na fytoextrakciu [**1]diklofenaku mala slne¢nica ro¢na, ¢o je
v protiklade s vysledkami ucinnosti fytoextrakcie, kde lepSiu ucinnost dosiahla
kukurica siata. Vysledok je pravdepodobne vyrazne ovplyvneny mnoZstvom vytvorenej

biomasy, kde u kukurice siatej bola vytvorena biomasa takmer trojnasobna.
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4.3 Translokacia [**°1]diklofenaku vo vybranych rastlinnych
druhoch

4.3.1 Kukurica siata (Zea mays)

Distribtcia [*°I]diklofenaku v kukurici siatej kultivar DKC2971 G1 bola
sledovand pomocou elektronickej autoradiografie v rastlinach v suchom stave, ktoré
boli pred vysusenim oplachnuté v destilovanej vode, aby sa zbavili povrchovej

kontaminécie. Nasledujice obrazky 4.3.1.1 a4.3.1.2 zobrazuju vysledok distribucie

a sledovanu rastlinu.

Obr. 4.3.1.1 Zaznam distribicie [**I]diklofenaku ~ Obr. 4.3.1.2 Kukurica siata (Zea mays) pouzita k
v Kkukurici siatej pouzitim elektronickej  detekcii radioaktivity v rastline.
radiografie.

Z dokumentovanych vysledkov jednoznacne vyplyva, Ze najvac¢sia koncentracia
[**1]diklofenaku je v korefioch rastlin a postupne prechadza do nadzemnych Casti

rastliny. Epicentrum maximalnej koncentracie sa nachadza v semene rastliny a plynule
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prechddza do koncovych casti korenov rastliny. Zo ziskanych vysledkov je mozné
usudit’, ze prevladajicim mechanizmom fytoextrakcie sledovaného lieCiva je adsorpcia
na korenoch s naslednou absorpciou a transportom Vv rastline az do listov, kde moze
dochadzat k d’alSim fyziologickym a metabolickych dejom. Vysokd koncentracia
v jednom z listov mohla byt' spdsobena prednostnym ukladanim sledovaného lie¢iva
prave v listoch. Nie je vSak vylucené, ze to mohlo byt spdsobené aj ponorenim listu do
zivného média pocas fytoextrakcie pre nedostatok miesta v Erlenmeyerovej banke

vzhl'adom k dosiahnutej vel'kosti pritomnych rastlin.

4.3.2 Slnec¢nica ro¢na (Helianthus annuus)

Translokacia [***I]diklofenaku v rastlinnom druhu slnecnici ro¢nej kultivar
Extrasol bola sledovana pomocou elektronickej autoradiografie v suchych rastlinach,
ktoré boli pred ususenim oplachnuté v destilovanej vode, aby boli zbavené
prebytoéného média na povrchu. Distribuciu [**[]diklofenaku v slneénici roénej

a vybrané rastliny v suchom stave zndzoriuju obrazky 4.3.2.1 a 4.3.2.2.

i -

Obr. 4321 Ziznam distribucie [**I]diklofenaku v slnednici ro¢nej pouzitim elektronickej
autoradiografie.
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Obr. 4.3.2.2 Rastliny slne¢nice ro¢nej (Helianthus annuus) pouzité k detekcii distribucie radioaktivity.

Ziskané vysledky opit’ dokazuju, Ze aj v pripade pouzitia tohto rastlinného druhu
sa sledované liecivo [**l]diklofenak koncentruje prevazne v korefioch rastlin
a postupne prechadza do nadzemnych casti, kde sa pravdepodobne prednostne uklada
do listov rastliny. Najvicsia koncentracia [*°1]diklofenaku je v korefiovej oblasti, kde
sa korene zacinaji rozvetvovat a vyrastd nadzemna Cast’ rastliny, ¢ize v oblasti, kde
bolo semeno rastliny. V pripade rastliny &islo 2 bol zrejme[***[]diklofenak uloZeny uz
do prvych listkov ado vysSich casti rastliny sa nedostal. Vzhl'adom na najvysSiu
koncentraciu lie¢iva v korenovej oblasti je mozné konstatovat, Ze najvyznamnejSimi
mechanizmami podielajicim sa na fytoextrakcii lie¢iva z vodnych roztokov je
adsorpcia na korenoch, kde d’alej dochadza k absorpcii studovanej latky do korenov
rastliny anasledne k transportu lie¢iva do nadzemnych ¢asti az k prednostnému
ukladaniu lie¢iva do listov rastliny, kde moéze dalej dochadzat’ k metabolickym

a fyziologickym dejom.
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5 Zaver

Pre $tadium pripravy a fytoextrtakcie %I znagenych farmak bola zvolena ako
reprezentativna skupina nesteroidné protizdpalové lieiva ibuprofén, naproxen
a diklofenak. Pomocou zvolenych metdd jodacie s jodaénymi ¢inidlami chloramin T —

jodid draselny aiodogen — jodid draselny bolo Gspesne pripravené iba jedno %I

znaGené lieivo zo skupiny a to [*%°

IJdiklofenak, ktoré bolo po ukonceni reakcie
z reakénej zmesi vyizolované pouzitim HPLC so ziskom [***[]diklofenaku vo vodnom
methanole o celkovej aktivite 51 kBq. Takto ziskany produkt bol d’alej pouzity pri

fytoextrakénych experimentoch.

Stadium  fytoextrakcie [*°[]diklofenaku z vodnych roztokov vin vitro
usporiadani preukazalo relativne vysokt schopnost extrakcie zvoleného lieCiva
z vodnych roztokov. Uéinnost’ extrakéného procesu bola v pripade rastlinnych species
slne¢nici roénej (Helianthus annuus kultivar DKC2971 G1) takmer 79 % a u kukurice
siatej (Zea mays kultivar Extrasol) skoro 85 %. Akumula¢na schopnost’ vybranych
rastlinnych species voci diklofenaku sodnému bola 30 mg/kg suchej vahy rastliny
v pripade kukurice siatej a 80 mg/kg suchej vahy rastliny slne¢nice rocnej. Napriek
vysokej extrakénej schopnosti rastlin nebola extrakcia Uplnd, ¢o moZe suvisiet
s pripadnou toxicitou sledovanej latky voci korefiovému systému, nedostatocne
vykonnym transportnym systémom v rastline alebo skratkou dobou trvania
experimentu. Nie je mozné vylugit aj toxicky vplyv [**l]diklofenaku s naslednym

odumretim koreov a spatnému uvol'neniu ad- a absorbovanych latok znovu do média.

Translokacia [***[]diklofenaku v pouZitych rastlinnych species bola sledovana
pomocou elektronickej autoradiografie a ukéazala na vysokd kumulaciu [***I]diklofenaku
V korenovom systéme rastlin s naslednym transportom tohto lie¢iva do nadzemnych
Casti rastlin. Jednym zhlavnych mechanizmov podielajicim sa na extrakcii
[**I]diklofenaku z vodnych roztokov je preto eventudlne adsorpcia na korefioch
s postupnou absorpciou a distribticiou v rastline az do listov, kde mdze d’alej dochadzat’

k metabolickym a fyziologickym dejom.
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Vysledny pokus je teda superpoziciou vsetkych opisanych dejov. Celkova
schopnost’ fytoextrakcie u vybranych kultivarov slneCnice ro¢nej a kukurice siatej je
pomerne vysoka, preto je mozné ztechnologického hladiska konstatovat, ze tato
metéda predstavuje zaujimavi moznost elimindcie Studovaného znecistenia zo

zivotného prostredia.
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