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Seznam zkratek a symbolu

ADBI
AETT
AHMI
AHTN
AITI
ATP

BPA
DEP
DMSO
EC50

FELS test
GC/MS
HHCB

HPLC
HRIPT

IC50

LD50 (LCS0)

MFO
MS
NOAEL

NOEL

PAH
PCB

celestolid
versalid
phantolid
tonalid
traseolid

adenosintrifosfat

bisfenol — A

diethylftalat

dimethylsulfoxid

efektivni koncentrace, pti které reaguje 50 % jedincti ze souboru

Fish Early Live Stage test — test raného stadia Zivota ryb
plynova chromatografie s hmotnostni detekci

galaxolid
vysokoucinna kapalinova chromatografie

Human Repeat Insult Patch Test — opakovany test citlivosti
lidského téla na testovanou latku

inhibi¢ni koncentrace, ktera zpisobi 50% inhibici uc¢innosti
sledovaného enzymu

lethalni davka (koncentrace), pii které zahyne 50 % jedinct

z testovaného souboru

Mixed Function Oxidases, monooxygenasy se smiSenou funkci
oznaceni kultiva¢niho média

No Observable Adverse Effect Level, koncentrace, pii které jesté
neni pozorovan Zadny neZadouci u¢inek

No Observable Effect Level, koncentrace, pii které jest¢ neni
pozorovatelny uc¢inek

polyaromatické uhlovodiky

polychlorované uhlovodiky



PPCPs Pharmaceutical and Personal Care Products, farmaceutické

produkty a ptipravky pro osobni potiebu

PVC polyvinylchlorid

SPE Solid Phase Extraction — extrakce tuhou fazi
TCE trichlorethylen

TLC tenkovrstevna chromatografie

TPH ropné latky

Uv ultrafialovy



1 Uvod

Velmi aktudlnim problémem v soucasné dobé je znelisSténi Zivotniho prostiedi.
Koncentrace kontaminanti v prostiedi se v disledku lidské Cinnosti neustale zvySuje,
nebot’ chemicky primysl produkuje rizné druhy vyrobkd béZzné spotieby vhodnych
k prani, k dezinfekci, k ochrané proti $kiidcim ¢i produkty vhodné k udrZzovani osobni
hygieny. I kdyz jsou tyto latky vétSinou velmi u¢inné, jsou také nebezpecné pro vyssi
organismy, mnohé zjejich komponent se totiz kumuluji v ekosystému a vykazuji
urcitou biologickou aktivitu.

Pouzivani vonnych substanci typu moSusovych latek, které se hojné pfidavaji
do vyrobkti spotfebni chemie jako parfemacni sloZky, je jednim z vaZnych problému.
Tyto latky prechdzeji piedevS§im zpracich praski do odpadnich vod a nejsou
odstranitelné v sou€asn€é provozovanych (istirndich odpadnich vod a to ani
v biologickém stupni. Jejich nebezpedi spociva piedevsim v jejich estrogenni aktivité
a v soucasné dobé€ jsou povazZovany za jeden z faktoru, ktery ovlivituje reprodukci ryb
v fi¢nich aquasystémech. Z tohoto diGvodu byly tyto latky zafazeny na seznam
sledovanych kontaminanti v povrchovych vodach jak v CR tak v EU a celosvétovém
méfitku (Environmental Protection Agency). Sledovani jejich osudu ve vodach, fasach
arostlindch se stalo dilezitym ekologickym ukolem stejn€¢ tak jako metody jejich

monitorovani.



2 Teoreticky uvod

2.1 Charakteristika moSusovych latek

Vonné latky a extrakty jsou pouZivany v mnoha vyrobcich spotiebni chemie jako
napt. v mydlech, krémech, detergentech, kosmetice a pracich prascich. Parfémové
slozky jsou uzZivany za ucelem odstranéni zapachu ¢i vneseni piijemné viné na
oSetfované povrchy, nékteré z parfémovych substanci, extrakti kofeni a bylin slouzi
ijako vin¢ s antibakteridlnim ¢i repelentnim u¢inkem. Do detergenti jsou vonné
substance pfidavany za ucelem ziskani ptijemné viiné odévi, maskuje se tak neptijemny
pach dalSich piisad v produktech a Spiny v promyvaci vodé. Nepiispiva se tak
s Cistotou, a tak se da soudit, Ze vykon prani s vlini uzce souvisi.

Mosusové latky jsou dtilezZitou pfisadou vonnych latek nejen kvili typické
a jedine¢né vuni, ktera do zna¢né miry uréuje vlastni vini produktu, ale fada z nich ma
pozitivni u€inek i na kvalitu viiné. MoSusy jsou velmi maélo rozpustné ve vodé, maji
nizkou t€kavost a vysokou rozpustnost v organickych rozpoustédlech, vysoka lipofilita

rovnéZ umoznuje hladky prestup do biologickych tkani [1].

2.1.1 PPCPs

PPCPs (pharmaceutical and personal products) pfedstavuji riznorodou skupinu
chemikalii a chemickych kompozic, ktera je $iroce vyuzivana a produkuje specifické
kontaminanty aquasystému, hlavné v hust¢ obydlenych oblastech [2]. Mezi tyto
produkty fadime napt. léky voln€¢ prodejné i 1éky na predpis, tenzidy a polycyklické
slouCeniny pouZzivané ¢asto jako vonna substance v parfémech a Cisticich prostiedcich.
PPCPs se ve vyspélych zemich §iroce vyuzZivaji a jejich vstup do ekosystému se déje
prostfednictvim komunalnich odpadnich vod, kde byly tyto latky jednozna¢né
detekovany [3]. Vzhledem k nizkym koncentracim a specifickym metabolickym
vlastnostem nejsou vétS§inou kompletn€é odstranitelné ani modernimi ¢istirnami

odpadnich vod [4].
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2.1.2 Déleni moSusu

Mosusové latky jsou rizného typu: nitromoSusy, makrocyklické a polycyklické
mosusy. Piirodni mo$us je ziskan ze zldz vzacného druhu jelena Kabara piZmového
(Moschus moschiferus) a ze Zlaz Ondatry pizmové (Ondatra zibethicus). Vonnou
substanci piirodniho piZma je hlavn€ muskon (makrocyklicky mosus) a muskopyridin
(makrocyklicky pyridin). Pfirodni pizmo je velmi drahé a dostupné jen v omezeném
mnozstvi. Kabar pizmovy patii k ohroZenym druhtim, proto jsou synteticka pizma €asto
pouzivana jako levné&jsi nahrada pro vonné slozky parfémd, krémd, Cisticich prostiedka,
mydel, detergenti a béZnych toaletnich ptipravkt [5]. V Tab. 2.1 jsou znazornény

ptiklady syntetickych moSusovych latek [1].
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Tab. 2.1: Pfiklady syntetickych mosusovych latek.

Nazev Chemicky nazev Sumarni vzorec
NITROMOSUSY
Musk keton 4’-terc—bu.ty‘l-2’,6’-dimethyl—3',5'- C14H;sN>O5
dinitroacetofenon

Musk Xylen 2,4,6-trinitro—1,3-dimethyl-5—terc— C12H,sN504
butylbenzen

Musk Ambrette 2-terc-butyl-4,6-dinitro-5-methylanisol Ci2H6N20s

Musk Tibetene 5-terc-but(¥l-},2,3-tr1methy1-4,6- C3HsN,04
initrobenzen

Musk Moskene 4,6-dinitro-1,1,3,3,5-pentamethylindan C14H8N;04

MAKROCYKLICKE

MOSUSY

Musk natural oxacykloheptadec-8-en-2-on Ci6 H20

Musk R1, Thibetolid 11-oxahexadekanolid C15H280;

Muscon 3-methyl-cyklopentadekanon Ci6H300

POLYCYKLICKE MOSUSY
Musk Moskene 4,6-dinitro-1,1,3,3,5-pentamethylindan Ci4H1sN204
Phantolid (AHMI) 5-acetyl-1,1,2,3,3,6-hexamethylindan C7H240
1,3,4,6,7,8-hexahydro—4,6,6,7,8,8—

Galaxolid (HHCB) hexamethyl- cyklopenta—gama—2— CisH260

benzopyran
. 1-5,6,7,8—tetrahydro-3,5,5,6,8,8— C:H><O

Tonalid (AHTN) hexamethyl-2—naftyl)ethan—1-on 187726

Versalid (AETT), Musk 1,1,4,4-tetramethyl-6-ethyl-7-acetyl- C1sHa0

36A 1,2,3,4-tetrahydronaftalen

Celestolid (ADBI) 4-acetyl-6-terc-butyl-1,1-dimethylindan Ci7H240

. S-acetyl-3-isopropyl-1,1,2,6- C1sH260
Traseolid (AITI) tetramethylindan :
NEZARAZENE MOSUSY
Musk T 1,4-dioxacykloheptadekan-5,17-dion Ci5H2604
1,2,3,5,6,7-hexahydro-1,1,2,3,3-
Cashmeran pentamethyl-4.H-inden-4-on CiaH20

Mosusovy keton je soucasti kvétinovych vonnych kompozic a je velmi malo

stabilni v kosmetice, mydle a detergentech [6]. Galaxolid a tonalid jsou pouZivany jako

vonna latka kosmetiky a detergentti [7].
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2.1.2.1 Tonalid

1-(5,6,7,8—tetrahydro-3,5,5,6,8,8—hexamethyl-2—naftyl)ethan—1-on

Ci1sH260
181126 H3C CH, W
\CH3
HsC CHj
H3C  CHs

Skupina latek: Polycyklické mosusové latky.
Toxicita: Persistentni, kumuluje se v organismu.

Pouziti a vlastnosti: Voni sladce po kvétinach a dievu. Je to polycyklicka velmi
persistentni latka. Druh viné je sladce Cisty, mirny. MoSusy jsou nejproslulejsi ze vSech
esencidlnich kategorii, protoZe jsou obecné zahrnuty ve vuni exotického piivodu a to
v pizmu nékteré vysoké zvére.

Mozné zdroje: Chemicky primysl (Sampony, mydla), v potravinach s vysSim
obsahem tuku.

Zdroje v CR: Setuza a.s. Usti nad Orlici, Procter & Gamble — Rakona a.s.

Rakovnik, Milo Olomouc, Kosmos Céslav, Styl druzstvo Praha. [8]

2.2 Koncentrace mosusovych latek v Cisticich prostiedcich

Koncentrace vonnych latek v toaletnim mydle mize byt 1,5 %, v Samponech

0,5 % a v detergentech 0,15 %. Mnozstvi vonné substance a barviva v pracim prasku

a v tekutych ¢isticich prostfedcich je asi 1 % z obsahu [9]. Vyrobci Eisticich produkta
musi dodrZet obsah vonnych latek v rozmezi 0,05 — 0,5 %. Uréité produkty, jako napf.

WC bloky, mohou obsahovat vyssi koncentrace téchto latek.
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2.3 Produkce a pouzité mnozstvi detergentu

Spotieba domacich detergentli obsahujicich vonné substance ve skandindvskych

zemich je popsana v Tab. 2.2 [10].

Tab. 2.2: Spotieba jednotlivych Eisticich produkti v uréité zemi v tunach za rok.

Druh produktu Finsko Norsko Svédsko Rok
Prasek na prani 27000 23000 49000 1993-1994
Prostiedek na myti nadobi 5 500 5500 11 300 1995
Prostredek do my¢ky 3004 3247 4930 1995
Cistidla obecné 4300 10000 7900 1997

Mosusovy keton, xylen, tonalid a galaxolid ptedstavuji asi 95 % trhu vonnych
substanci v Evrop€. Nejvice pouzivand pizma jsou tonalid a galaxolid. NitromoSus
ambrette a polycyklicky moSus versalid uZ uzivany nejsou [1]. Odhadované pouzZité

mnoZstvi moSust v Evropé za ur€ity rok v tunach je zndzornén v Tab. 2.3 [1].

Tab. 2.3: Odhadované pouzité mnozstvi moSust v Evropé v tunach za urcity rok.
( HHCB - galaxolid, AHTN — tonalid)

Rok HHCB AHTN MoSus. xylen  Mosus. keton
1992 2 400 885 174 124
1995 1482 585 110 61
1998 1473 385 86 40

2.4 Meérené koncentrace moSusovych latek v Zivotnim prostredi

Syntetické moSusy byly poprvé identifikovany v Zivotnim prostfedi zhruba pied
dvaceti lety. Yamagishi [11, 12] provedl prvni identifikaci mosusového ketonu a xylenu
na zlatych rybach (Carassius auratus langsdorfii) v japonskych fekach, v ti¢ni vodé,
komunalni odpadni vodé, v moifskych muslich (Mitilus edulis) a ustiicich (Crassosterea

gigas). Mo8usovy xylen byl nalezen ve vSech 74 analyzovanych vzorcich a moSusovy
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keton byl objeven v 80% ze vSech vzorkli. Koncentrace xylenu ve vytékajici vodé
z ¢istirny odpadnich vod se pohybovala od 25 - 36 ng/l a koncentrace mosusového
ketonu od 140 - 410 ng/l. Dale se prokazala pfitomnost moSusového xylenu v rybim
svalu piiblizné€ v desitkach ppb, zatimco pro mosusovy keton byly hodnoty mensi nez
10 pg/kg.

Winkler [13] zjistil pfitomnost moSusd ve 31 vzorcich a ve vzorcich vody z feky
Labe v Némecku. Ve viech 31 vzorcich byly nalezeny mosSusovy keton (4 - 22 ng/g),
galaxolid (148 - 736 ng/g) i tonalid (194 - 770 ng/g). Ve vzorcich vody bylo naméieno
2 - 10 ng moSusového ketonu/l, 36 - 152 ng galaxolidw/1 a 24 - 88 ng tonalidw/I.

Draisci [14] zkoumal sladkovodni ryby v Italii a identifikoval dva z péti cilovych
moSustl ve vétSin€ vzorcich ryb, galaxolid a tonalid byly identifikovany v hodnotach od
4 ng/g do 105 ng/g ve svalové tkani ryb.

Eschke [15] identifikoval galaxolid, tonalid a celestolid v tukové tkani cejna
a okouna fi€niho ve vzorcich feky Ruhr v Némecku v koncentracich 2,5 - 4,6 mg/kg.

Miiller [16] zjistil ptitomnost galaxolidu, tonalidu a celestolidu ve Svycarské fece
Glatt fadove v ng/l.

Geyer [17] publikoval souborny ¢lanek o reziduich nitromoSusovych latek
nachazejicich se v rybach, skeblich, v matefském mléce a lidskych lipidech a sou¢asné
10 ekotoxikologickych a toxikologickych udajich nitromo$usi. Rezidua mosusového
xylenu a moSusového ketonu nalezl ve sladkovodnich rybach (Stika, uhotf a pstruh)
v fekach Severniho Némecka. V lidském matetském mléce byl identifikovan mosusovy
keton i xylen v hodnotach 10 - 240 mg/kg mlé¢ného tuku [17].

Nedévno se objevila i fada publikaci z Evropy, zvlasté z Némecka a Svycarska.

Rimkus [18] napsal struény piehled vyskytu moSusi v Zivotnim prostfedi.
2.5 Toxikologie

2.5.1 Zjisténé toxikologické hodnoty pro krysy

LD50 (oralni piisobeni) 964 mg/1
LDS50 (dermélni ptisobeni) 7940 mg/1
90 — ti denni test chronické toxicity, NOAEL 15 mg/kg/den [19]
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2.5.2 Drazdivost/citlivost
V Tab. 2.4 je znazornéna drazdivost a citlivost tonalidu [19].

Tab. 2.4: Drazdivost tonalidu.

Koncentrace

Drazdivost/citlivost v rozpoustédle Vysledek
Drazdivost lidské kiize 10% ethanol/DEP Negativni
Drazdivost kuze krélika 50% DEP Negativni

HRIPT pro ¢loveéka 10% ethanol/DEP Negativni

Fotocitlivost pro morcata 2% ethanol Negativni
Fototoxicita pro ¢lovéka 10% ethanol/DEP Negativni
Fototoxicita pro kralika 2% ethanol Pozitivni
Drazdivost o¢i kralika 100%, bez rozpoustédla Negativni

2.6 Ekologické informace
V Tab. 2.5 je popsana akutni a chronicka toxicita tonalidu [19].

Tab. 2.5: Akutni a chronicka toxicita tonalidu.

Druh testu Akutni a chronické vysledky

Prodlouzeny toxikologicky test na rybach 21 dni, LC50: 0,314 mg/l, NOEL: 1,089 mg/1

FELS test toxicity na rybach NOEL: 0,035 mg/l
Test reprodukéni aktivity na dafniich 21 dni, EC50: 0, 244 mg/l, NOEL: 0,196mg/1
Inhibi¢ni test na fasach 72 hodin, IC50: 0,8 mg/l, NOEL: 0,400 mg/1

2.7 Endokrinni systém

Endokrinni systém je tvofen ze Zlaz, hormonili a receptorti, které se nachdazeji
na ¢etnych mistech t€la. MiZe byt chiapan jako spojeni mezi nervovou soustavou
areprodukci, imunitou, metabolismem achovanim. Vnitini vylu€ovani je pfimo
propojené do ob&hového systému. Endokrinni systém je tvofen hierarchickou kaskadou
regulacnich dé&u s findlnim vyloucenim cilového hormonu ovlivilyjictho fadu

zékladnich Zivotnich atributi. Z tohoto pohledu patti k endokrinnimu systému napt.
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§titna  Zlaza, vajeCniky, varlata, slinivka bfi$ni, ale 1 hypothalamus ¢&i
dalsi specializované oblasti mozku. Endokrinni regulace je ve srovnani s fizenim
nervovymi vzruchy podstatné pomalejsi a kvantitativné spo€iva v odezveé na aktudlni

koncentraci ptislu§ného hormonu.

Piiklad endokrinnich procesii:

» slinivka bfisni produkuje inzulin a glukagon, které reguluji hladinu cukru

v krvi

» hypothalamus produkuje hormony, které stimuluji aktivitu podvésku

mozkového

» pohlavni Zlazy vylucuji pohlavni steroidni hormony, které reguluji vyvoj a rast

2.7.1 Endokrinni dysharmonizatory — endocrine disruptors

Mezi tyto latky patfi i moSusové latky. Jsou to napiiklad syntetické chemikalie
nebo i pfirodni fytoestrogeny, které ovliviiuji endokrinni systém lidi i zvitat. PreruSeni
endokrinniho systému spociva napt. v rozpojeni ¢i ovlivnéni hierarchického fizeni nebo
v blokovani hormondlnich G¢ink v tkanich, které za normalnich podminek reaguje
adekvatnim zplisobem na hormondini atak. Zmény v endokrinni regulaci mohou
ovlivnit psychicky vyvoj, vyvoj mozku, chovani, regulaci teploty i reprodukci. Tyto
latky zptisobuji vrozené vady, zmény v sexualnim a funkénim vyvoji, diabetes mellitus,
¢asnou pubertu u mladych divek, rakovinu prsu a tlustého streva, redukci motorické

dovednosti, dyslexii a jiné choroby.

Vyznamnym zdrojem téchto latek jsou napiiklad i nékteré plasty. Hodné
pouzZivané PVC obsahuje rizna zmé&k¢ovadla a piisady, kdy bisfenol A (BPA) je €asta
ptisada v PVC. BPA se tak snadno dostava do produktu balenych v PVC [20].

2.8 Rozklad moSusovych latek v ekosystému

Mosusy jsou latky odolavajici rozkladu, coz vysvétluje, pro¢ pfi Sirokém vyuziti
jsou tyto latky detekovany ve vodach po celém svété [20]. Navic jsou velmi lipofilni,

a proto se mohou bioakumulovat [17, 18]. V této souvislosti je zavaznym i fakt, Ze byla
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prokdzana vyvojova toxicita pro organismy Zijici ve vod¢€, pfiCemz ,,musk ambrette*
vykazuje i poSkozeni nervové soustavy [22].

Z moSusovych latek jsou nejméné odbouratelné nitromoSusy a polycyklické
mosusy. Bylo provedeno né€kolik biodegradacnich testi se ¢tyfmi nitromoSusy (xylen,
keton, mosken, tibeten) a ukazalo se, Ze se tyto latky za standardnich podminek
nemineralizuji. Makrocyklicka piZzma, jejichZ struktura je podobnd pfirozené se
vyskytujicimu piZzmu, jsou rozloZitelna nejsnadnéji [23].

V neddvné studii byly nalezeny produkty transformace nitromoSusi ze
splaskového kalu §vycarskych odpadnich vod. 4-amino derivat moSusového xylenu byl
objeven v Sesti ze dvanacti vzorklti a 2-amino mosSusovy keton v jednom ze dvanicti
vzorkd. Degradaéni produkty mosSusového xylenu byly také nalezeny v sedimentech
feky Labe v Némecku [1]. Ptitomnost nezménéného galaxolidu a tonalidu byla
prokazana v mnoha vzorcich odpadnich i povrchovych vod, splaskovych kald
i usazenin. VSudypftitomnost téchto latek ve vodnim prostiedi mulize byt vysvétlovana
kontinualnim vstupem chemikalii pfes Cistirnu odpadnich vod. Detekované koncentrace
mosust v r. 1999 se zdaly byt bezpecné [1], coZ kontrastuje o n€kolik let noveéjSim
néahledem o jejich pfitomnosti, akumulaci a bioaktivité ve vodném prostiedi.

AminomoSusové latky, které vznikaji z nitromosusu, jsou vice rozpustné ve vodé
nez puivodni moSusy, maji stale vyznamny koeficient oktanol/voda (vysoky bio-
koncentraéni potencial) a jsou toxi¢téjsi nez ptivodni nitromosusy.

Syntetické moSusy lze v soucasné dobé charakterizovat jako vSudypfitomné, jejich
pouzivani ve velkém mnozstvi kontaminuje ekosystém a hlavnim problémem je jejich
omezena ¢i nepatrna rozlozitelnost. Jsou souasné povazovany za hlavni kandidaty na
monitorovani ve vodach i v suchozemskych ekosystémech jako indikatory pfitomnosti
ostatnich PPCPs. Jejich analyzy v ekosystému byly diskutovany v literatuie od

Gatermanna [21] a Rimkuse [18].

2.9 Metabolismus

Rostliny a Zivocichové jsou béhem svého Zivota vystaveni plisobeni cizorodych
chemickych latek, tzv. xenobiotik. Xenobiotika vét§inou nemohou byt v organismu
zmeénéna specifickymi enzymy. Tyto latky neslouzi jako zdroj energie nebo stavebniho

materiélu, ale svym vstupem do bun€k predstavuji rusivy zasah, ktery ma vice ¢i méné
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toxicky ucinek [24]. Cizorodé latky se jen zfidka vyluéuji v nezménéné formé. Vétsinou
podl¢€haji v organismu vice nebo méné hlubokym transformacim.

U ZivoCicht dochézi k biotransformaci xenobiotik hlavné v jatrech, aviak rovn&z
dilezitd je biotransformace v ostatnich organech (plice, ledviny, kiiZze
a gastrointestinalni mukdza), ktera se tyka napi. latek zne€ist'ujicich Zivotni prostfedi,
potravinovych aditiv nebo rezidui primyslovych chemikalii.

Metabolismus xenobiotik mizZeme rozdélit do tfi stupiii [25]. V prvni fazi
(derivatizace) se uplatiiuji ptedevsim oxidativni reakce méné redukéni a hydrolytické.
Zavadi se reaktivnéjsi funk¢ni skupina do skeletu lipofilniho xenobiotika. V druhé fazi
(konjugace) se uplatituji konjugaéni nebo syntetické reakce sendogenni molekulou.
Konjugat ma zvySenou rozpustnost ve vodé a schopnost ionizace pfi fyziologickém pH.
Ve treti fazi dochazi k vylu¢ovani konjugati z organismu.

U rostlin Ize také metabolismus xenobiotik rozdélit do tii stupritl. Derivatizace
a konjugace jsou obdobné jako u Zivoéichii. Vyrazné odlisna je treti faze, pfi které
dochézi k uklddani produkti biotransformace do rostlinného pletiva, nebot’ rostliny
nemaji vylucovaci organy [26].

Enzymy  podilejici se na  Dbiotransformaci jsou lokalizovany
v endoplazmatickém retikulu bunék (v cytosolu a mikrosomech). Mikrosomalni enzymy

katalyzuji reakce I. faze a cytosolové enzymy katalyzuji reakce II. faze.

2.9.1 1. Faze biotransformace — derivatizace

V prvni fazi biotransformace xenobiotik dochdzi k zabudovani funkénich
reaktivnich skupin do skeletu lipofilniho xenobiotika, ¢i demaskovani funkénich skupin
jiz v molekule xenobiotika pfitomnych. Proto je né€kdy tato faze nazyvana jako faze
derivatizatni nebo funkcionaliza¢ni. Tim se zvySuje polarita slou¢eniny a moznost pro
naslednou konjugaci.

Biotransformac¢nich reakci v prvni fazi metabolismu xenobiotika rostlinami se
ucastni n€kolik enzymovych systémd. Mezi nejdulezitéjsi patii monooxygenasy
(oxidasy) se smiSenou funkci (MFO — mixed function oxidases) s cytochromy P-450

jako terminalni oxidasou [27] a dale pak peroxidasy.
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Vétsina reakcei prvé faze probihd oxidaéné (C-hydroxylace, N-hydroxylace, N-
oxidace, S-oxidace, dealkylace, deaminace, desulfurace a dal§i). Nicméné né&které

reakce probihaji i redukénim mechanismem (nitro, azoredukce) nebo hydrolyticky.

2.9.1.1 Cytochromy P-450

Mikrosomalni monooxygenasovy systém je systém enzyml vazanych
v membrané endoplasmatického retikula. Jako terminalni oxidasu obsahuje hemoprotein
cytochrom P-450. Cytochrom P-450 odpovidajici napf. za alifatickou hydroxylaci,
aromatickou hydroxylaci, deaminaci, N-hydroxylaci aj., ale 1 za redukéni
biotransformaci nékterych latek, ktera vede k bioaktivaci. Rostlinné cytochromy P-450
monooxygenasy jsou membranové hemoproteiny, skladajici se z protoporfyrinu IX

a apoproteinu, ktery zaru¢uje substratovou specifitu [28].

- ROH
NADPH + H* , FAD w ~w Fe”*protein. .~ cytochrom P-450 «- 1\\ o
; )[ % Y/ oxidovany \ /
| /l\ A o~
. A A A o
NADP FADH  Fadt. . b cytochrom P-450 .- 4
2 Fe’*-protein yredukovan)" ( "0
Y

Obr. 2.1: Schéma oxidace xenobiotika RH na ROH za G¢asti cytochtomu P-450.

Cytochrom P-450 spoluptisobi s dal§im enzymem NADPH: cytochrom P-450
reduktasou. Tento enzymovy systém je klasifikovan jako oxygenasa se smiSenou funkci
MFO, protoze kyslik pfijima ¢tyfi elektrony ze dvou riznych redukénich €inidel, ze

substratu a kofaktoru (NADPH) [27].

2.9.1.2 Peroxidasy

Peroxidasy jsou enzymy, které redukuji peroxid vodiku (nebo jiné peroxidy) za
soucasné oxidace dalsi slouceniny (endogenni i xenobiotika). Funkci spolecnou pro
vSechny peroxidasy je schopnost detoxikovat H,O,. Metabolicky aktivni peroxidasy
katalyzuji napf. redukci hydroperoxidu (coz se tyka napf. metabolismu aromatickych

amind, fenold, hydrochinonu). Mezi dalsi reakce katalyzované peroxidasami patfi napf.
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halogenace a dehalogenace (halogenperoxidasy, thyroid peroxidasa), nebo oxidace
halogenidi (myeloperoxidasa). V rostlinnych burikdch jsou peroxidasy bohaté
zastoupeny. Mohou byt bud’ volné, ve vakuolich &i cytoplazmé€ nebo vazané

v bunéénych sténach a membranach. Vazba muize byt iontova, ale i kovalentni [29].

2.9.2 1I. Faze biotransformace - konjugace

Druha faze biotransformace byva oznacovana jako konjugacni, nebot’ pfi ni
dochazi k navazani (konjugaci) endogennich molekul (glukuronatu, sulfatu z aktivniho
sulfatu, glutathionu, cysteinu, glycinu apod.) na reaktivni funkéni skupiny metabolitii
zavedenych do molekuly xenobiotika v prvni fazi biotransformace. I kdyZ se tyto reakce
nazyvaji reakcemi faze II, mohou nékteré cizorodé latky s vhodnou funkéni skupinou
reagovat piimo bez Gcasti faze I.

V ptfipad¢ rostlin se tato konjugacni faze pfesn€ji oznaCuje jako primérni
konjugace. Polarn€j§i metabolity jsou spojovany kovalentni vazbou s molekulami
endogennich hydrofilnich sloucenin, jako jsou napf. nékteré sacharidy, aminokyseliny
nebo glutathion [30]. V ptipad¢ toxickych slouéenin jejich toxicita reakcemi této faze
vyrazné klesa. Konjugéty jsou pak v rostlinach uklddany v nékterych ¢astech buriky

[29].

2.9.2.1 Konjugace se sacharidy

NejcastéjSim sacharidem, ktery podléhd konjugaci, je u rostlin i zivocdichi
glukosa. U zZivolichu je to oxidovana forma, aktivni kyselina glukuronova
(kyselina uridin-5"-difosfo-D-glukuronova). U rostlin tvofi konjugaty glukosa. Pokud
mé xenobiotikum ve své molekule alkoholickou nebo fenolickou skupinu, dochazi za
katalyzy pfislusnou O-glukosyltransferasou ke vzniku O-glykosidické vazby. V piipadé
reakce aminové nebo iminové skupiny vznikaji za katalyzy N-glukosyltransferas ke

vzniku N-glykosidd.

2.9.2.2 Konjugace s malonitem

Konjugace s malonidtem navazuje na konjugaci s glukosou. Reakce je
katalyzovéna pfisluSnou O-malonyltransferasou nebo N-malonyltransferasou. Vzniklé

metabolity jsou ulozeny do vakuol nebo transportovany vné buiiky.
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2.9.2.3 Konjugace s glutathionem

Glutathion je tripeptid skladajici se z glycinu, kyseliny glutamové a cysteinu.
Kyselina glutamova je vazéana anomalné svym y-karboxylem
(y-glutamylcysteinylglycin). Pro u€inek glutathionu je rozhodujici velmi reaktivni
thiolova skupina cysteinového zbytku. Je katalyzovana glutathion-S-transferasami [29],
které jsou vSude pfitomné. Komplexy glutathionu jsou uloZeny ve vakuolach, kde
mohou podléhat dal$i upravé. Pfi ni se uplatiiuji pfedev§im hydrolytické enzymy. Jejich
produkty se poté vétSinou ukladaji v bunécné sténé.

Transport konjugatd s glutathionem do vakuol byl dokézan napf. u bunéénych

kultur je¢émene [30].

2.9.3 III. Faze — kompartmentace

Tieti faze v rostlinném metabolismu je pfedstavovana ukladanim metabolitd.
Na rozdil od savel nemaji rostliny vyludovaci organy. Uloznym mistem pro rozpustné
konjugaty jsou vakuoly. Nekteré produkty konjugaéni faze prochézeji jesté fazi dalsi
oznacovanou za sekundarni konjugaci, reakcemi s nékterymi slozkami bunééné stény —
s ligniny, pektiny, hemicelulosami. UloZeni produktd vzniklych v druhé fazi ve vakuole
pfedchazi transport konjugatd pfes membranu vakuoly. Bylo zji§téno, Ze podobné jako
u zivoCichli se i1 vrostlinnych buiikiach vyskytuje ATP-dependentni membranovy

prenased, ktery se v rostlinach vyuziva praveé pro transport do vakuol [31, 32].

2.10 Fytoremediace

Fytoremediace oznacuje technologie vyuZivajici zelené rostliny k fixaci,
akumulaci a rozkladu kontaminanti, tj. k jejich odstranéni ze Zivotniho prostedi [33].
Fytoremediace zahrnuje vyuziti vegetace pro in situ remediace puidy, sedimentd a vody.
Vybrané rostliny se vyuzivaji k extrakci toxickych kovi, véetné radioaktivnich izotopu,
i1k odstranéni nékterych organickych latek zuvedenych biotickych slozek. Pro
uspé€snou fytoremediaci je nutna biologicka ptistupnost kontaminanti z vody a ptdy do
rostliny, které je dana zejména rozpustnosti latky, typem pudy a stafim kontaminace.

Divod pro rozvijeni této technologie je n€kolik. Pfedevs§im 1ze dosahnout snizeni

néakladd pfi dekontaminaénich procesech. Fytoremediace pfedpoklada vyuziti znamych
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agrotechnickych postupti bézn€ pouzivanych pii zemédé€lském hospodafeni. Z toho
vyplyva, Ze finanéni vstupy jsou obecné nizké anaklady na pribéh remediace
minimalni. Dal§i vyhodou fytoremediace je Setrny pfistup k prostiedi, nebot’ se vyhyba
odstranéni pudy a pouziti tézké techniky. Z tohoto pohledu je fytoremediace piiznivé

pfijimana vefejnym minénim.

2.10.1 Metody fytoremediace

Fytoremediace lze podle metodického postupu zavislého na charakteru
znedi§téného prostiedi, kontaminantu a jeho koncentraci rozdélit na fytodekontaninaéni
a fytostabiliza¢ni. Mezi fytodekontamina¢ni technologie patfi fytoextrakce,

rhizofiltrace, fytodegradace a fytovolatilizace.

2.10.1.1 Fytoextrakce

Fytoextrakce spociva ve vyseti ¢i vysazeni vybranych rostlin na kontaminovanou
plochu. Po akumulaci kontaminantd v rostliné jsou rostliny sklizeny a ddle zpracovany
tepelné, mikrobialné nebo chemicky [34]. Metoda je vyuzitelna piedevsim pro
odstranéni toxickych kovl [35]. Nékteré druhy rostlin jsou vysoce tolerantni vici
pfitomnosti kovli v pidé anavic jsou schopné akumulovat tyto kovy do vysoké
koncentrace ve svych pletivech bez nepfijemného vlivu na jejich rist a prosperitu.

Takové rostliny se nazyvaji hyperakumulatory.

Pfi vybéru rostlin pro fytoextrakci kovi je vhodné vzit v uvahu rovnéz dalsi
pozadavky, jako je schopnost akumulovat kovy pii nizké koncentraci v pudé,
akumulovat vice druht kovi, odolavat jejich vysokym koncentracim v pudé€ a tvofit
dostatecné mnoZstvi biomasy. Za hyperakumulator té¢zkych kovl je povazovan napf.
Thalspi caerulescens z rodu hoi¢ic. Pokud se podafi najit takovou rostlinu, kterd
vyhovuje uvedenym pozadavkim, mize byt i finanén€ vyhodné ziskavat akumulované

kovy z rostlinného materidlu zpét.

2.10.1.2 Rhizofiltrace

Rhizofiltrace je metoda, kterd vyuziva k absorpci, koncentraci a precipitaci
xenobiotik z proudici, zneci§téné vody kofeny zivych rostlin. Metoda je vhodna

predevsim pro odstranéni nizkych koncentraci kovu, kdy nelze efektivné vyuzit jinou
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dekontamina¢ni metodu. Rhizofiltrace se ukazala jako zvlasté vhodna pii zachytu
radionuklidt, které byly uspé$né akumulovany koieny rostlin Brassica juncea nebo
Helianthus annuus [36]. Vhodné rostliny pro akumulaci nékterych té€zkych kovi

rhizofiltraci je napt. kukufice, slune¢nice a ryze.

2.10.1.3 Fytodegradace

Pfi pouziti fytodegradace degraduji rostliny asnimi asociovand mikrofléra
kontaminanty pfimo v pud¢ na netoxické latky. Uvazuje se o detoxikaci predev§im
organickych latek, které jsou rostliny schopny metabolizovat pomoci enzymatického
aparatu zapojeného do detoxikaéni reakce. Podminkou fytodegradace je, aby produktem
metabolickych aktivit byla latka netoxicka nejen pro rostliny, ale ipro ostatni
organismy.

Rostliny vylu€uji svymi kofeny do okolni rhizosféry mnozstvi exudatd, ve kterych
jsou obsaZeny napf. sacharidy, aminokyseliny a jiné organické slouceniny. Tyto latky
umoziovat rast jejich populaci. Naopak mikroorganismy mohou svymi metabolickymi
pochody poskytnout rostlindm takové latky, které rostliny nejsou schopny samy
vyprodukovat. Rhizosféra je tedy diky vzajemnému vztahu rostlin a mikroorganismi
metabolicky velmi aktivni oblasti, vniZ mlze probihat mnoho kliCovych reakci
dualezitych pti dekontaminaci.

Fytodegradace byly doposud pouzity jako remedia¢ni metoda pfi kontaminacich

nésledujicimi typy latek:

TPH (ropné latky)

PAH (polyaromatické uhlovodiky)
Chlorované pesticidy

Jiné chlorované latky — PCB, TCE
Vybus$niny a dalsi nitrolatky

Organofosfatové pesticidy

vV V ¥V V¥V VYV V VY

Detergenty [37]
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2.10.1.4 Fytovolatilizace

Fytovolatilizace je zaloZena na schopnosti nékterych mikroorganismu, které
mohou enzymaticky redukovat rtutnaté ionty na kovovou rtut’, kterd se diky svym
fyzikalnim vlastnostem rozptyluje do okoli ve formé par. Gen kddujici reduktazu rtuti
se podafilo vnést do geonomu rostliny Arabidopsis thaliana [38], a také do rostliny
Lyriodendron tulipifera [39]. Expresi tohoto genu se zvySila odolnost rostlin vici
koncentraci Hg?* iontii v jejich tkanich a sou¢asng se podafilo prenést v&tsi st rtuti ve
forme Hg0 do ovzdusi. V piipadé pouZiti tohoto zplisobu musi vSak byt realizovano
opatfeni, které by zamezilo nekontrolovanému rozptylu plynnych zplodin. Vedle vybéru
rostlin a klasickych $lechtitelskych metod jsou genové manipulace technikou, ktera

miZe vyrazné piispét k lepSimu vyuziti rostlin pro fytoremedia¢ni ucely.

2.10.2 Techniky remediace

V soucasnosti pouzivané metody remediace délime na ex-situ a in-situ techniky.
Metody ex-situ ptedstavuji odtéZeni a transport kontaminované zeminy a jeji nasledné
oSetfeni. Tyto metody jsou zpravidla mnohem agresivn€}si, nez metody in-situ. Metody
in-situ vyuZivaji dekontamina¢nich opatfeni pfimo na mist¢ zneciSténi bez ptrenosu
kontaminované zeminy ajsou vice Setrné k vlastnimu predmétu Cisténi. Vzhledem
k tomu, Ze proces probiha bez piemisténi materialu, je nutno jej z divodu ochrany
Zivotniho prostfedi velmi precizn€ zabezpeéit. Oba uvedené zpusoby vyuzivaji

predevsim fyzikalnich a chemickych principi.

2.10.2.1 Fyzikalni metody ex-situ

Zékladnimi fyzikalnimi ex-situ metodami jsou fyzikdlni separace, vitrifikace
azihani pidy. Pii separaci se vychéazi zpfedpokladu, Ze t€zké kovy jsou v pudé
pfednostné vazany na ¢asticich o urité velikosti. Po separaci této kontaminované frakce
se zbyla ¢ast pudy vraci zpét. Pti vitrifikaci je puda oSetfena tepelné. Jde o pyrolyzni
proces pfi teplotach okolo 1200 °C. Pii téchto teplotach dochazi k taveni kiemiditant
v piidé a zataveni rizikovych prvki do téchto materialé. Zihani je obdobny proces. Do
pudy jsou navic pfidavany nékteré typy jilovych minerald (napf. kaolinit) a smés je

tavena pfi teplotach 600 — 800 °C. Zatavenim kovu dochazi k jejich imobilizaci [40].
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2.10.2.2 Chemické metody ex-situ

Chemické metody ex-situ predstavuje solidifikace/stabilizace, enkapsulace,
lontova vyména a promyvani pidy. Solidifikace pfedstavuje smiseni piidy s materidlem,
ktery zleps$i vazebné schopnosti pidy. Tim jsou kovy imobilizovany chemickymi
vazbami. Mezi typické materidly patii cementy, podzoly, termoplasty a jily.
Enkapsulace je obaleni ¢astic, které obsahuji tézké kovy, polymery o nizké
permeabilité. lontovda vyména je obdobou solidifikace. Do pudy se piidavaji jilové
mineraly a zeolity, které maji specificky povrch pro iontovou vazbu. Promyvani ptdy,
extrakce pidy nebo mobilizace pidy kovi jsou opaénymi procesy. Pfedchozi chemické

metody prvky v pidé€ imobilizovaly, kdeZto tyto se snazZi polutanty z ptidy odstranit.

2.10.2.3 Fyzikalni metody in-situ

Mezi fyzikalni in-situ metody jsou fazeny vitrifikace, adsorpce, vytvofeni zmrzlé
vrstvy, fedéni kontaminované zeminy ¢i jeji prekryti Cistou zeminou. Vitrifikace je
stejny proces jako pfi provedeni ex-situ, ale probiha pfimo na misté kontaminace pti
teplotach 1600 — 2000 °C. Adsorpce je zaloZena na vazbach latek na povrch aktivniho
uhliku po jeho pfidani do plidy. Zmrzlé vrstvy, nebo také tzv. kryogenni zény,
piedstavuji konzervaci stavajiciho stavu nebo regulované promyvani pidy v pfirozeném
prostfedi. Zmrazenim ploch v plid¢€ se vytvoii ledové bariéry, pres které se pfti
promyvani kontaminované oblasti rizikové prvky nedostanou, nebo jsou koncentrovany
jen v urdité oblasti aodtud bezpedné odstranény. Redéni je zplisob, pfi kterém se
promichavd kontaminovand zemina s ¢istou plddou. PouzZiva se jen u pid s nizsi
koncentraci téZkych kovi. Pii pifekryti ¢istou zeminou jsou kovy pouze izolovany
vrstvou Cisté zeminy pied piijmem kofeny rostlin a nedochazi tedy k odstranéni. Pokud
i pfesto kofeny prorostou do oblasti s kontaminaci, je celkové mnozstvi kovl pfijaté

rostlinami malé.

2.10.2.4 Chemické metody in-situ

Chemické in-situ metody jsou zastoupeny neutralizaci, precipitaci, iontovou
vymeénou, elektrokinetikou a promyvanim. Neutralizace je provadéna tpravou pH pady
podle pohyblivosti té€Zkych kovi vdaném pH. Tato metoda vede k mobilizaci

1 k imobilizaci kovi v pud¢ podle poZzadovaného vysledku. Precipitace je vysraZeni do
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nerozpustnych slou€enin. lontovd vyména a promyvani jsou obdobou metod ex-situ.
Elektrokinetika vyuziva elektrické pole v pud¢, které umoziiuje migraci ionti v pudnim
roztoku. Tato metoda je velmi zavisla na piidnich charakteristikach, jako jsou sorpéni
kapacita, pufra¢ni kapacita a stupeni nasyceni. Do pudy jsou aplikovany elektrody
vytvafejici elektrické pole. Kationty kovid se vlivem stejnosmérného elektrického
proudu hromadi v tésné blizkosti okolo katody. In-situ 1ze pouzit i tzv. bioremediace,
neboli vyuziti mikroorganismti k degradaci polutantd in-situ, a fytoremediace, pti
kterych jsou vyuzivany rostliny. Tyto zplsoby jsou nejvice Setrné k Zivotnimu prostredi
a zpravidla i nejlevnéjsi. Jednim z kliCovych faktort, které omezuji bioremediace, je

biologicka dostupnost kontaminanti [40].
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3 Cil prace

1. Chromatograficka analyza komer¢nich parfemacnich kompozic a tonalidu. HPLC
analyza tonalidu v kultivatnim médiu, stanoveni koncentrace tonalidu pfimo
z kultivaéniho média.

2. Stanoveni koncentrace tonalidu v médiu - kapalinové extrakce ethyl-acetatem.

3. Stanoveni koncentrace tonalidu ve vodnych roztocich - SPE.

4. Fytoextrakce tonalidu s analytickou koncovkou s vyuzitim vypracovanych metod.

Projekt je dotovin MSMT CR - COST 859 1P050C044 Interakce mosusovych,

fenolickych a estrogenné aktivnich ldatek s Fasami a rostlinami.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité materialy a pFistroje

Anorganické chemikalie pro ptipravu média byly &istoty p.a. (Lachema, CR)
a sacharosa byla dodana firmou Kulich, Hradec Kralové. Myo-inositol byl pouzit
v kvalité pro tkanové kultury od firmy Sigma. Voda pro pfipravu mobilni faze pro
HPLC a média byla ziskana pfistrojem DEMIVA (Watek, CR). Methanol a acetonitril
od firmy Lab -Scan, UK byl pouzit v kvalité pro HPLC. Od firmy Sigma byl dodan
dimethylsulfoxid (DMSO) v kvalité pro tkanové kultury, ktery se pouziva pro
rozpusténi tonalidu. Ethyl-acetat byl kvality p.a. od firmy Lachema, CR a pfed pouZitim
byl precistén rektifikaci na koloné. Tonalid byl ziskan od firmy Sigma-Aldrich a realné
kompozice parfémid do pracich praski byly poskytnuty firmou SETUZA (White
Mountain GE 05-0289 (100758255), Vyrobce: Quest International, Velkd Britanie;
Fresca 3100 (100758100), Vyrobce: International Flavors and Fragrances Inc.,
Nizozemi; Cascade fresh 322375 (100758118), Vyrobce: Charabot, Francie; Titania
235435 (100758041), Vyrobce: DROM fragrances international, SRN).

Jako biologicky material byla pouzita semena kukufice seté Zea mays L., var.

HPLC analyzy byly provedeny na chromatografickém zafizeni INCOS
sestavajiciho z vysokotlakého ¢erpadla INCOS LCP 5020, autosampleru INCOS LCS
5040 a UV detektoru INCOS LCS 5000. Pro méfeni byla pouZita kolona o rozmérech
250 x 4,5 mm se sorbentem Reprosil 100 C — 18 (5 um).

Hmotnostni spektra (ESI) byla méfena na ptistroje Bruker ESQUIRE 3000.

SPE extrakce byly provedeny na SPE konzole Supelco za pouZiti vakua
membranové vyvévy Vaccubrand MZC a manostatu van der Heijden za pouziti SPE
kolon Bond Elut LRC — C 18 (Varian), 500 mg sorbentwkolona. Ziskané eludty byly
odpaieny za vakua na pfistroji TCS-Trockentemperier-systém.

Kultivace byly provadény v kultivaéni mistnosti pfi teplot¢ 25 °C a svételnym

rezimem svétlo/tma, 12h/12h.
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Manipulace s rostlinnym materidlem probihala v laminarnim boxu Labox BHSL.
Pro odpafovani rozpoustédel byla pouzita rota¢ni vakuova odparka Heidolph Laborota

Digital 4002 vybavena manostatem.

Data byla vyhodnocovana chromatografickym programem Clarity (DataApex)

véetné prepoctu dle kalibra¢ni zavislosti.

4.2 Chromatograficka analyza komerénich parfémi a tonalidu

Chromatografické analyzy byly provedeny pro ziskané komer¢ni parfemaéni
kompozice do pracich praskti a cistou substanci tonalid s naslednou konstrukci
kalibra¢ni zavislosti pro odecet finalnich koncentraci ve studovanych vzorcich. Pro
chromatograficke analyzy byla zvolena chromatografie na sorbentu C-18, kolona
Reprosil 100 C-18, 5 um, 250 x 4,5 mm.

Komeréni smési byly testovany za pouziti mobilnich fazi acetonitril/voda
a methanol/voda v izokratickém uspotadani. Testované sloZzeni mobilnich fazi bylo
v rozmezi 60 - 80 % acetonitrilu ve vodé a 50 - 100 % methanolu ve vodé€ pii prutoku
0,6 - 1,0 ml/min. Detekce byla provadéna pii vinové délce 254 nm.

Pro komeréni smeési byla na uvedené koloné¢ optimalni mobilni faze
methanol/voda (6:4, v/v) pii pritoku 0,7 ml/min.

Chromatografie ¢istého tonalidu byly testovany ve stejnych mobilnich fazich
s cilem najit separaéni podminky pro uvedenou latku p#i analyze kultivaéniho média
a pro kvantifikaci tonalidu po SPE z roztoki methanolu.

Nalezené podminky pro tonalid v kultivanim médiu byly na kolon€¢ Reprosil
100 C-18, 5 um, 250 x 4,5 mm, mobilni faze methanol + 0,1 % kyseliny octové, pritok
0,6 ml/min, detekce pti UV 254 nm. Optimalni podminky pro analyzu SPE
predupravenych vzorki v methanolu byly v daném chromatografickém systému
nalezeny pro mobilni fazi ¢isty methanol a pritok 0,5 ml/min stejn€ tak, jako pro

extrakty z média do ethyl-acetatu.

4.3 Extrakce tonalidu z roztoku — kultiva¢nich médii

Pro tucely praktického provedeni fytoextrakénich experimentii byly testovany
moznosti extrakce tonalidu z vodnych roztoktu a kultivaéniho média do organického

rozpoustédla ethyl-acetatu.
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Byl pfipraven roztok tonalidu v dimethylsulfoxidu o koncentraci a 25,4 mg/l a do
100 ml odmérné bariky bylo pipetovano odpovidajici mnoZstvi roztoku tonalidu
v methanolu, aby vysledna koncentrace po doplnéni na koneény objem 100 ml byla
1 mg/l. Extrakce 10 ml vzorku byla provedena 5 ml ethyl-acetatu, vzorek pro stanoveni
koncentrace byl odebran ptimo injek¢ni stiikatkou z organické faze a koncentrace byly
stanoveny HPLC.

Podminky extrakce byly dale ménény vzhledem k poméru média/ethyl-acetat
atestovany byly poméry 40 ml média / 5 ml ethyl-acetatu a 15 ml média / 5 ml
organického rozpoustédla.

Extrakce byly provadény v uzaviratelnych zkumavkach, scintilaénich lahvickach

nebo zabrusovych barikach tfepanim po dobu 5 minut.

4.4 Extrakce tonalidu pomoci SPE

Vzhledem k malé rozpustnosti a nizkym realnym koncentracim studované latky
ve vodé ¢i kultivacnich experimentech byly provedeny pokusy o izolaci a kvantifikaci
tonalidu pomoci SPE metody.

SPE kolona byla aktivovana promytim 10 ml methanolu, 10 ml acetonu a 20 ml
destilované vody pii pritoku pfiblizné 2 ml/min. Pritok byl fizen nastavenim vhodné
hodnoty vakua manostatem na SPE zafizeni. Na takto pfipravenou kolonu byl aplikovan
vzorek tonalidu definované koncentrace v destilované vodé za stejného pritoku jako
v ptipad¢€ kondicionace. Poté byla kolona suSena prosavanim vzduchu po dobu 15 minut
a nasledné¢ byla sorbovana substance vymyta 5 ml destilovaného acetonu pfi priitoku
2 ml/min. Acetonovy roztok byl za vakua odpafen ve zkumavce umisténé
v temperovaném bloku a odparek rozpustén v definovaném mnoZstvi methanolu
a analyzovan HPLC. Pouzité koncentrace tonalidu, objemy vzorkd a elu¢niho roztoku
jsou uvedeny v nasledujici Tab. 4.1. Experimenty s koncentracemi tonalidu 0,315 a
1,26 mg/1 byly provedeny s jinou kondicionaci SPE kolonky, a to v sekvenci 2x promyti
2 ml methanolu a 2 ml vody, poté byla kolona 5 minut susena a vzorek tonalidu ve vod¢
aplikovan na suchou kolonu. Po aplikaci vzorku byla kolona promyta 2 ml vody
a nasledovalo 5 minut suseni a eluce 10 ml acetonu. Prutokové rychlosti byly stejné-

viz.vyS$e, shodné je i dal$i zpracovani - odpafeni a natedéni pro HPLC méfeni.
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Tab. 4.1: SPE experimenty a jejich parametry (kondicionace viz. text, pritok 2 ml/min, pro
kazdy experiment pouzita nova SPE kolona, kazdy experiment byl provadén tfikrat,
u experimenti oznacenych v polozce faktor zakoncentrovani hvézdi¢kou bylo té€sné pied vlastni
analyzou provedeno nafedéni vzorku do koncentrace odpovidajici vypoctem rozmezi kalibra¢ni
zavislosti).

. Objem Objem

Koncentrace Objem e
. e elu¢niho methanolu pro  Faktor

tonalidu ve pouZitého et .

vodé [mg/l] roztoku [ml] roztoku — rozpusténi zakoncentrovani

aceton [ml] odparku [ml]

0,700 5 5 2 25
0,070 50 5 1 50
1,160 5 5 2 2,5%
0,116 50 5 1 50*
1,160 5 10 2 2,5%
0,116 50 10 1 50*
0,315 50 10 1 50*
1,260 25 10 1 25%*

Experimenty byly provadény ve tfech paralelnich stanovenich a kromé uvedenych
koncentraci byly jesté testovany dal$i koncentrace 0,8 mg/l, 0,08 mg/l a 0,107 mg/l.
Tyto experimenty nebyly provadény opakované a nejsou proto zahrnuty do tabulky.

4.5 Priprava rostlinného materialu

vvvvv

byla povrchové sterilizovana 70% ethanolem po dobu 1 minuty a poté roztokem
chlornanu sodného (10% SAVO) 20 minut. Poté byla semena tiikrat promyta sterilni
destilovanou vodou. Takto upravend semena byla za sterilnich podminek vysazena do
sterilnich kultivaénich ban€k o objemu 500 ml s 10 ml Zivného média. Do kazdé baiiky
bylo vysazeno 5 semen.

Jako Zivné médium byl pouzit roztok anorganickych soli MS podle Murashiga
a Skooga [41] s myo-inositolem (100 mg/l), pH bylo upraveno pfed autoklavovanim na
5,8 — 6,0. Sterilizace média probihala pfimo v baitkkdch po dobu 30 minut. SloZeni

média je uvedeno v Tab. 4.2.
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Tab. 4.2: Slozeni pouzitého MS média.

Chemikalie Koncentrace [mg/l]
NH4NO; 1650
KNO; 1900
CaCl, . 2H,0O 440
MgS0,. 7H,0 370
KH,PO4 170
H3;BO; 6,2
MnSQO;,. 4H,0 223
ZnS0;, . 4H,0 8,6
Komplexon I 0,83
Na,MoO, . 2H,0 0,250
CuSOy4 . SH,0O 0,025
CoCl, . 6H,0 0,025
Na,EDTA 37,3
FeSO4 . 7TH,O 27,3
Mpyo-inositol 100

Rostliny byly kultivovany v kultivaénich boxech pti 25 °C se svételnym reZimem
12h svétlo/12 h tma. Rust rostlin a pfipadna kontaminace kultur byly pribézné
vyhodnocovany. Pfi nedostatku média v dobé ristu bylo za sterilnich podminek
doplnéno 5 — 10 ml erstvé pfipraveného sterilniho média injekéni stiikackou. Po tfech
az péeti tydnech dosahly rostliny optimalni velikosti a byly pouzity pro fytoextrakéni

experimenty.

4.6 Fytoextrakce tonalidu rostlinami kukufice

Z kultivacnich ban€k se vzrostlymi rostlinami kukufice bylo odsato kultivaéni
médium a za sterilnich podminek nahrazeno médiem obohacenym o studované
xenobiotikum tonalid o koncentraci 1 mg/l. Objem pifidaného média byl 200 ml.
Rostliny byly kultivovany za podminek, pfi kterych byly kultury piipraveny a po 3 a
72 hodinach byly sterilné odebrany vzorky média o objemu 15 ml. Odebrané vzorky
byly extrahovany tfepanim po dobu 5 minut s 5 ml destilovaného ethyl-acetatu a

organicka frakce byla analyzovana HPLC na pfitomnost a koncentraci tonalidu,
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chromatogramy byly zarovefi vyhodnocovany vzhledem k ptitomnosti nov€ vzniklych
slouc¢enin, pravdépodobné metabolitd vychoziho xenobiotika. Kultivaéni experiment byl

proveden Ctyfikrat.

4.7 P¥iprava jodtonalidu pro G&ely ziskani [’H]tonalidu

Pokus o ptipravu jodtonalidu byl proveden béZnou metodou jodace aromatickych
sloucenin [42].

Do bariky opatiené zpétnym chladi¢em bylo vneseno 4 g (25 mmol) tonalidu,
8,85 g (35 mmol) jodu, 100 ml kyseliny octové, 4 ml kyseliny dusi¢né, 10 ml kyseliny
sirové a 5 ml tetrachlormethanu. Smés byla zahtivana pod zpétnym chladi¢em 4 hodiny
(sledovano TLC do vymizeni vychozi latky). Po ukonceni zahfivani byla smés
neutralizovéna roztokem 20% hydroxidu sodného do slabé kyselé reakce a vytiepana
3 x 100 ml diethyletheru. Organicka frakce byla dale vytfepana 2 x 100 ml 10% roztoku
a po jeho odstranéni byl ether odpafen. Vzniklda hmota byla tfikrat krystalovéna -
jedenkrat z ethanolu a dvakrat z toluenu. Bylo izolovano 110 mg krystalické hmoty, dle
TLC odli$né substance od vychozi latky a s UV absorpci. Latka byla analyzovana MS
a 1H NMR spektroskopii. Spektra nebyla jednozna¢né identifikovatelnd a ani pokus
o zpétnou dehalogenaci tributylstannanem za katalytickych podminek, kterd je na
aromatickych systémech ovéfena [43], neprokazal zpétny vznik pivodni molekuly

tonalidu.
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S Vysledky a diskuse

Tonalid je soucasti parfemacnich kompozic pracich praskt a né€kterych dalSich
vyrobku spotfebni chemie. V prvni fazi proto byly analyzovany cCtyfi ziskané
kompozice scilem pouzZit je pfimo k fytoextrakénim experimentim. PfestoZe se
podaftilo nalézt podminky pro separaci jednotlivych komponent, ukazalo se, Ze smési
jsou pfili§ bohaté na pocet chemickych individui a pocet detekovanych signalu
prevysuje pocet latek uvedeny v zakladni receptufe (Obr. 5.1). Interpretace v redlném
kultivanim experimentu by tak byla velmi obtiznd a navic by mohlo dochazet
k interferencim s metabolity komponent. Proto byla vdalich fazich pouzita

k experimentiim ¢ist4 substance tonalid.
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Obr. 5.1: Chromatogram komeréné dodavané smési kompozita 100758041 (Titania, DROM

fragrances international, SRN), (kolona Reprosil 100 C-18, 5 um, 250 x 4,5 mm, methanol/voda
(6:4), 0,7 ml/min, UV 254 nm).

HPLC tonalidu bylo testovano nejprve s cilem piimo analyzovat kultiva¢ni média,
pfestoZze chromatogramy v modelovych experimentech vykazovaly dobrou separaci
signalu hledané latky (Obr. 5.2), odezva tonalidu byla pfijatelnd a identifikovana
GC/MS (Obr. 5.3).
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Obr. 5.2: Chromatogram komeréné dodavaného tonalidu v kultiva¢nim médiu MS (kolona
Reprosil 100 C-18, 5 um, 250 x 4,5 mm, methanol + 0,1 % kyseliny octové, 0,6 ml/min, UV
254 nm). Signal sretenci 6,9 min odpovida tonalidu (GC/MS), signaly s niz§im retenénim
¢asem jsou odezvou komponent média.
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Obr. 5.3: GC/MS spektrum tonalidu, signal m/z 258 odpovida molekularnimu piku tonalidu.

Pies tento pozitivni vysledek se objevily mimofadné potize se stanovenim

koncentrace tonalidu v realnych kultivaénich médiich pfi pfimém nastiiku a soucasné
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byla zifejma nutnost stanoveni nizkych koncentraci za ucelem vyvinuti metody pro
méfeni redlnych vzorkl, byly provedeny a ovéfeny kalibraéni zavislosti analyzou
vzorkll zethyl-acetitu a methanolu jako pfedpoklddanych vzorki z extrakce
kapalina/kapalina a SPE metody.

Chromatogram pfi analyze roztoku tonalidu z roztoku methanolu je na Obr. 5.4.
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Obr. 5.4: Chromatogram komeréné dodavaného tonalidu zroztoku v methanolu (kolona
Reprosil 100 C-18, 5 um, 250 x 4,5 mm, methanol, 0,5 ml/min, UV 254 nm). Pro uvedeny
systém byla naméfena kalibrani zavislost v oblasti koncentraci 1 - 4 mg/l skorelaénim
koeficientem 0,9994, ktera byla pouzita k vyhodnoceni roztoku tonalidu v methanolu po SPE.
V piipad€ nastfiku tonalidu v ethyl-acetatu byla ziskana kalibra¢ni pfimka pro stejné
koncentraéni rozmezi 1 - 4 mg/l s korelaénim koeficientem 0,9988.

Extrakce tonalidu ethyl-acetitem z média byla provedena pfedevsim z divodi
nemoznosti pfimé analyzy a potvrdila mozZnost takového postupu pti analyze realnych
kultivaénich experimentd. Byly testovany tfi systémy vzhledem k poméru kultiva¢niho
média s obsahem 1 mg/l tonalidu k ethyl-acetatu 2:1, 3:1 a 4:1, pfiéemz nejlepsi
vysledky byly ziskany pro pomér 2:1, kde pro pfedpokladanou finalni koncentraci
v ethyl-acetatu 2 mg/l byla jako primeér zdeviti experimenti a HPLC stanoveni
koncentrace ziskdna hodnota 1,971 +/- 0,031 mg/l, coz odpovida u¢innosti extrakce
98,6 %. U zbylych poméri s vy$§im pomérem média k ethyl-acetatu je sice vyhodné&;jsi
faktor zakoncentrovani, nicméné vysledky jsou podstatné méné piesné a pravdépodobné
interference s neseparovanymi neéistotami z rozpous$tédla produkuje vysoké vysledky

analyz. Pro kone€nou pfedpokladanou koncentraci 3 mg/l (15 ml média/5 ml

extrakéniho ¢inidla) byly ziskany vysledky 3,426 +/- 0,305 mg/1 (114 %,
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6 experimentu) a pro finalni koncentraci 4 mg/l (40 ml média/10 ml extrakéniho ¢inidla)
4,886+/- 0,245 mg/l (122 %, 7 experimentl). PiestoZe ur¢itou roli miiZze hrat i odpafeni
rozpous$tédla béhem manipulace se vzorkem, jevi se jako nejpravdépodobnéjsi pii¢inou
chyby chromatografické interference s neéistotami extrakéniho rozpoustédla a uréitou
roli mdZe hrat i rozpustnost ethyl-acetitu ve vodé. Piepocet na rozpustnost je vSak
problematicky, protoZe uvadéné udaje se velmi rozchazeji (0,3 - 1 ml na 10 ml vody )
a soucasné pouzité médium mizZe hrat vyraznou roli. Dopliiovani odebraného roztoku
ethyl-acetdtu na definovany objem navic nepfineslo vyrazné zlepSeni vysledka, ale
pouze piiblizilo stanovované hodnoty k ocekavanym. Lze tak usoudit na superpozici
vSech diskutovanych vlivli. Podstatnéj$im je vSak fakt, Ze pfi vysSich pomérech média
k ethyl-acetatu dochazi k vy$§imu rozptylu ziskanych hodnot. Pfi vlastni praci tak byl
pouzit pomér extrahovaného média k ethyl-acetatu 2:1, ktery v modelovych pokusech
daval nejlepsi vysledky blizké realité.

Vzhledem k nutnosti stanovovani je$t€ niZSich koncentraci tonalidu byly
provedeny orientacni pokusy sjeho izolaci z vodnych roztoki pomoci SPE. Jako
material byly pouzity bézné C-18 kolony s 500 mg sorbentu a na nich byla provedena
extrakce v rozsahu koncentraci 0,116 - 1,26 mg/l, kazda koncentrace byla extrahovana

3x, zcela odlehlé vysledky byly eliminovany. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 5.1.

Tab. 5.1: Vysledky testovani u€innosti SPE pro roztoky tonalidu ve vodé za riznych podminek
(u experimenti ozna¢enych hvézdi¢kou bylo provedeno dodate¢né fedéni vzorku pfed HPLC
analyzou, aby bylo dosazeno koncentraci odpovidajicich rozsahu kalibraéniho vztahu).

. Objem
Objem Objem methanolu :
Koncentrace ouzitého elu¢éniho ro Faktor Oekavana Nalezena Uginnost
tonalidu ve pro Zzioku roztoku — rozgu§ t&ni zakoncen-  koncentrace  koncentrace  extrakce
1 0,
vodé [mg/1] [mi] aceton odparku trovani [mg/1] [mg/] [%]
[ml]
[mi]

0,700 5 5 2 25 1,75 1,41 80,6

0,070 50 5 1 50 3,50 3,03 86,6

1,160 5 5 2 2,5% 2,90 2,57 88,6

0,116 50 5 1 50* 5,80 5,97 102,9

1,160 5 10 2 2,5% 2,90 2,73 94,1

0,116 50 10 1 50* 5,80 6,00 103,4

0,315 50 10 1 50* 15,75 15,70 99,7

1,260 25 10 1 25* 31,50 31,50 102,5
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Vysledky SPE izolace se pohybuji vrozsahu 80,6 - 102,9 %, eliminujeme-li
nékteré neuvedené vysledky, kde doSlo ke ziejmé experimentalni chybé jako napf.
nehomogenita modelového roztoku, ztrata ¢asti roztoku béhem odpafovani, odpafeni
rozpou$tédla béhem manipulace apod. Vyznamnym problémem je velmi omezena
rozpustnost latky ve vodnych roztocich, kdy zfejmé vizualni vymizeni tonalidu ze
suspenze pii rozpousténi za pomoci ultrazvuku nedava dostate¢nou zaruku homogenity
vzorku. Tim lze vysvétlit vytézky separace nad 100 %, roli v téchto ptipadech mize
hrat i ¢astecné odpareni organického rozpoustédla, ¢i chyba chromatografické analyzy.
Na druhé stran¢ vSak lze konstatovat, Ze chromatogramy extrakti z SPE ukazuji na

pfitomnost prakticky jediné substance ve finalnim roztoku, viz. Obr. 5.5.

\
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Obr. 5.5: Chromatogram extraktu z SPE kolony, roztok v methanolu po odpafeni eluentu —
acetonu (kolona Reprosil 100 C-18, S um, 250 x 4,5 mm, methanol , 0,5 ml/min, UV 254 nm).

Na zaklad¢ ziskanych vysledkii se zda, Ze bude mozZné vypracovat metodu
kvantifikace tonalidu metodou SPE, bude v$ak tieba fady optimaliza¢nich kroki
s preferenci reprodukovatelnosti pied G¢innosti extrakce, tak jak byly experimenty
vedeny v této praci.

Dal$imi provadénymi experimenty bylo testovani moznosti fytoextrakce tonalidu
rostlinami kukufice. Vzhledem k velké lipofilit¢ studované latky lze predpokladat

pomérné rychlou fytoextrakci, a proto byl experiment navrzen jiz s po¢ate¢nim odbérem

po 1 hodiné.
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Pribéh extrakce je uveden na Obr. 5.6, kde 1ze usoudit pomérné rychly pribéh
fytoextrakéniho procesu. Prvni ¢ast kfivky se vyznaCuje rychlym poklesem, ktery je
ziejmé zpusoben superpozici sorpénich a fytoextrakénich pochodii. Podstatnou je vSak
dalsi cast kfivky, kterd vyznauje postupny pokles koncentrace tonalidu v médiu a
zjevné odpovida fytoextrakénimu pochodu. V oblasti mezi tfeti a 72. hodinou za
pfedpokladu linearni aproximace je rychlost fytoextrakce 0,003 mg/l . h . g (Cerstvé
hmotnosti). V celkové bilanci bylo po 3 hodinach kultivace nalezeno v médiu 49,7 %
vychozi koncentrace, po 72 h 6,4 % vychozi koncentrace a po 120 h klesla koncentrace
tonalidu v médiu na 2,4 % vychozi hodnoty. Experiment tedy prokazal schopnost rostlin

kukufice extrahovat studovanou latku z vodnych médii.
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Obr. 5.6 Casovy pribéh fytoextrakce tonalidu rostlinami kukufice (koncentrace stanoveny
HPLC po extrakci odebraného vzorku média do ethyl-acetatu).

Ukazka chromatogramu kultivaéniho média je na Obr. 5.7. Kromé signalt média
(4,880 min) a oznaCeného tonalidu se béhem kultivace objevuji dva nové signaly
(zelend linie) za odezvou média. Vét§i z nich byl separovan HPLC a bylo zméfeno
hmotnostni spektrum, které poskytlo signal m/z 313,4, u kterého sice nelze pfimo urc€it

struktury, ale charakter $té€peni napovida hydroxyderivatu.
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Obr. 5.7: HPLC analyza média pfi kultivaci rostlin kukufice na médiu obohaceném o tonalid
(modré - odbér po 0 hodinach, ¢ervena — po 3 hodinach, zelena — po 72 hodinach), (kolona
Reprosil 100 C-18, 5 um, 250 x 4,5 mm, methanol , 0,5 ml/min, UV 254 nm).

Krome¢ signalli média (4,880 min) a oznaceného tonalidu se bé¢hem kultivace
objevuji dva nové signaly (zelena linie) za odezvou média. Vétsi z nich byl separovan
HPLC a bylo zméfeno hmotnostni spektrum, které poskytlo signal m/z 313. Vzhledem
k nepatrnému mnozstvi latky nebylo mozné naméfit dalsi spektra, ktera by byla nutna
k identifikaci struktury. Na zakladé analyzy hmotnostniho spektra lze pouze usoudit na
zvétSeni molekuly a fragmentaéni schéma napovidd pfitomnosti hydroxyskupiny.
Z charakteru spektra viak nelze jednozna¢né usoudit, zda se jedna o metabolit tonalidu
nebo o stresovy metabolit vlastni rostliny indukovany ptitomnosti tonalidu.

Piesto, Ze se podafilo realizovat vSechny body definované projektem, je nutné
konstatovat, Ze analyza a chovani tonalidu ve vodnych roztocich je v ramci pouZitych
metod velmi obtiznd a mnohdy poskytuje malo reprodukovatelné vysledky. Z tohoto
divodu byla ¢aste¢né rozpracovana metodika, pfi které by se vyuzivalo radioaktivné
znaCeného tonalidu. Detekce by s pouzitim izotopicky modifikované molekuly,
ptedpoklada se tritiem, byla zcela specificka a i pfi pouhém stopovacim experimentu by
nenastavaly pochybnosti o identit€é ¢&i pfibuznosti ziskanych latek se studovanym
tonalidem, u kterého sice nelze pfimo urdit strukturu, ale charakter §tépeni napovida

hydroxyderivatu a zvétSeni molekuly.

-41 -



6 Zavér

V praci byla studovana latka tonalid, jako zastupce moSusovych latek,
pouzivanych ve vyrobcich spotfebni chemie. Byla provedena jeho identifikace
v nékterych parfemaénich kompozicich do pracich praskh. Vlastni prace byly
provadény se samotnym tonalidem. Pfesto, Ze byly nalezeny chromatografické
podminky pro separaci tonalidu z kultivaéniho média, nebyly vysledky kvantifikace
ziskanych méfeni uspokojivé a byla hledana alternativni cesta. Takovym postupem je
kapalinova extrakce do ethyl-acetatu a vyuziti metody SPE. Vypracovani takové
metody by posléze umoznilo i analyzu realnych vzorkt - napfiklad na odtoku z ¢istirny
odpadnich vod v Praze. U obou testovanych metod byly ziskany vysledky, které jsou
sice povzbudivé, nicméné pro praktické uziti k monitoringu tonalidu v odpadnich
vodach vypracované metody piimo pouZitelné nejsou. Zakladni problémy jsou mala
reprodukovatelnost a pouZité koncentrace jsou stile je$té vysoké proti realnym
otekavanym hodnotam. Vhodné modifikovanym postupem a zménou analytické
koncovky na GC/MS bude ziejme€ moZné dosdhnout pozadovaného cile.

Jakkoliv problematika analyzy nizkych koncentraci tonalidu ve vodach zlstava
oteviend, vysledky fytoextrakéni studie s rostlinami kukufice podéavaji jasny dikaz o
schopnosti pouZité rostlinné species extrahovat tonalid z vodného prostiedi. Navic se
prokazala i ptfitomnost ¢i tvorba jedné aZz dvou novych substanci, u nichZ je tfeba
vyhodnotit strukturu a toxicitu, aby pfipadné pouZiti testovaného systému v kofenovych

¢i mokfadovych technologickych uspotfadanich bylo bezpe¢né.
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