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Abstrakt

Fytoextrakce jednou z metod odstranéni chemickych polutantii z Zivotniho prostiedi.
V bakaléiské praci byla sledovana moznost fytoextrakce vybranych farmak a jednoho
metabolitu farmaka pomoci kukufice seté (Zea mays). Konkrétné¢ byla zkouména
moznost fytoextrakce farmak ze skupiny NSAID. Jednim byl ibuprofen, jehoz ptivodni
koncentrace v zivném médiu 5 mg/l byla snizena za dobu 9 dni 0 99 % a z plivodni
koncentrace 10 mg/l té¢hoz 1é¢iva o 77 %. Zkoumdna byla téz moznost fytoextrakce
metabolitu 2-hydroxyibuprofenu. Z jeho pivodni koncentrace 5 mg/l byla za dobu 9 dni
koncentrace snizena o 47 %. Poslednim zkoumanym xenobiotikem byl ketoprofen,
jehoZz vychozi koncentrace 5 mg/l byla za 9 dni sniZena o 89 %.

Byla stanovena koncentrace 1é¢iv akumulovanych v rostlinném téle pfi stejném
zpisobu kultivace. Hodnoty koncentraci byly vyssi v listové ¢asti rostliny a pohybovaly
se vrozmezi setin mg léciva na g cCerstvé hmotnosti rostliny. V kofenové casti se
pohybovaly v rozmezi tisicin mg na g Cerstvé hmotnosti rostliny. Hodnoty odpovidajici
2-hydroxyibuprofenu se nachazely pod limitem detekce. Byla sledovana rovnéz
koncentrace uvolnéného 2-hydroxyibuprofenu do zivného média v pribehu
fytoextrakce ibuprofenu. Pfi niZ§i vychozi koncentraci se do Zivného média uvolnilo
latkové mnozstvi odpovidajici 15 % pfijatého ibuprofenu a pii vyssi vychozi
koncentraci 18 %. Sledovana byla rovnéZ i1 biochemickd odpovéd’ rostliny, zejména
aktivita enzymu souvisejicich s oxidacnim stresem. U vSech zkoumanych xenobiotik
byly pozorovany znamky zvySené¢ho oxidacniho stresu zplisobeného jejich vlivem na
rostlinu.

Zvolena metoda se ukazala byt efektivnéjsi pro 1€¢iva nezli pro polarni metabolit
ibuprofenu, pravdépodobné z diivodu jeho vySSi rozpustnosti ve vodé. Uvoliovani
metabolitu b&hem fytoextrakce ibuprofenu mulZe piedstavovat omezeni v jejim

budoucim vyuZiti.

Klicova slova: Fytoextrakce, ibuprofen, ketoprofen, hydroxyibuprofen, enzymova

odpoveéd



Abstract

Phytoextraction is an example of a method of removal of chemical pollutants from the
environment. The objective of this thesis was the possibility of the removal of selected
pharmaceuticals and one pharmaceutical metabolite through maize (Zea mays) growth.
The main point of interest was the group of pharmaceuticals called NSAIDs. One of the
chosen pharmaceuticals being ibuprofen, whose initial concentration in the growing
medium of 5 mg/l was lowered in 9 days by 99 % and from the initial concentration of
10 mg/1 of the same pharmaceutical by 77 %. The possibility of phytoextraction of the
metabolite 2-hydroxyibuprofen was also examined. From its initial concentration of 5
mg/l the concentration was lowered by 47 % in 9 days. The last examined xenobiotic
was ketoprofen whose initial concentration of 5 mg/l was lowered by 89 % in 9 days.

The concentration of pharmaceuticals accumulated in the plant body during the
cultivation was assessed. The values of concentration were higher in the shoot system
and were dispersed in the magnitude of hundreths of mg of the pharmaceutical per g of
fresh plant weight. In the root system the values fell into the magnitude of thousandths
of mg per g of fresh plant weight. The concentration of accumulated
2-hydroxyibuprofen fell under the limit of detection. The concentration
of 2-hydroxyibuprofen released into the surroundings of the plant during the
phytoextraction of ibuprofen was also assessed. During the experiment with the lower
initial concentration 15 % of the dose intaken by the plant was released into its
surroundings and during the experiment with the higher initial concentration it
was 18 %. The biochemical response of the plant was examined as well. It was observed
that all of the examined xenobiotics caused higher oxidative stress to the plants.

The chosen method has been proven to be more effective for the
pharmaceuticals than for the more polar metabolite of ibuprofen probably because of its
higher solubility in water. The release of the metabolite during the phytoextraction of

ibuprofen may impose a limitation for future use of the method.

Key words: Phytoextraction, ibuprofen, ketoprofen, hydroxyibuprofen, enzymatic

response [IN CZECH]
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Pouzité zkratky

AMP 2-amino-2-methylpropanol

ATP adenosintrifosfat

BSA hovézi sérovy albumin

CDNB 1-chloro-2,4-dinitrobenzen

CoA koenzym A

COX cyklooxygenasa

DAB 3,3’-diamidobenzidin

DNA kyselina deoxyribonukleova

DTT 1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
JNK c-Jun-N-termindlni kinasy

Ka disocia¢ni konstanta

Kow rozdélovaci koeficient oktanol/voda
MDA malondialdehyd

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NBT nitro blue tetrazolium chlorid
NSAID nesteroidni antiflogistika

PGE» prostaglandin E»

PMS fenazinmethosulfat

PVP polyvinylpolypyrrolidon

RQ rizikovy koeficient

TCA kyselina trichloroctova

TEMED N,N,N’,N - tetramethylethylendiamin

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan
uv ultrafialové zateni
v/v objemova koncentrace

w/v hmotnostni koncentrace



1.Uvod

Prodluzujici se stfedni délka Zzivota, spojend s vysSim vyskytem civilizanich 1
piirozenych nemoci, stoji za imérné rostoucim podtem spotfebovanych 1é¢iv!’. Zbytky
1é¢iv spolecné s jejich metabolity mohou po jejich poziti proniknout do zivotniho
prostiedi. Ke zminénému jevu dochazi zejména pii vyluCovani 1éCiv z téla moci.
V mensi mife mohou nespotiebovand 1é¢iva kontaminovat zivotni prostiedi z divodu
nespravné likvidace zbylych 1é¢iv. Oba zminéné zplsoby jsou redukovany pomoci
Cistiren odpadnich vod, le¢ k plnému odstranéni xenobiotik z kanaliza¢nich vod Casto
nedochazi a xenobiotika se tak mohou dostat az do povrchovych vod'.

Potenciélni rizika spojend s inikem farmak a jejich metabolitd do Zivotniho
prostiedi predstavuji nartistajici problém na poli ekotoxikologie. Dopad na zivotni
prostfedi zpusobeny rezidui farmak a jejich metaboliti byl uznan celosvétovym
problémem zejména z diivodu detekce pritomnosti farmak a jejich metaboliti ve vSech
vodnich ekotoxikologickych oddilech. Samotnému vylu€ovani farmak a jejich
metabolitl z t€la pomoci moci je nemozné zabranit, ale je tfeba usilovat o minimalizaci
nasledki v ekosystému?.

Ackoliv je problematika zneciSténi Zivotniho prostfedi farmaky a jejich
metabolity diskutovanym tématem uz nékolik desetileti®, jejich vliv na konkrétni

organismy, populace ¢i spolecenstvi je dodnes ¢asto z vétsiny neznamy*.



2.Literarni prehled

2.1.Nesteroidni protizanétliva Ié€iva (NSAID)

rrrrr

1éCiv, ktera je mozno vyuzit jako analgetika, antipyretika a antiflogistika. Dvéma
nejcastéji  distribuovanymi zastupci 1éCiv ze skupiny NSAID jsou kyselina
acetylsalicylova a ibuprofen. Skupina NSAID se vyznacuje vysokou strukturni
riznorodosti. Latky ze skupiny NSAID jsou distribuovany pod velkym mnoZstvim
rtiznych obchodnich nazvi. Casto jde o 1éky dostupné bez 1ékaiského piedpisu®.
(COX-1 a COX-2), které hraji kli¢ovou roli béhem syntézy prostaglandinu E> (PGE»).
V mistech uc¢inku tedy zvySuji préh aktivace pfitomnych nociceptorii. Diky tomu
dochézi k jejich analgetickému a antiflogistickému aéinku®.

Antiflogisticky uc¢inek je ovlivnén jejich kyselou povahou a jejich Castym
vazbam na proteiny. Pfi zdnétu dochézi k Gniku plazmy z kapilar do extracelularniho
prostoru a ke snizeni pH v zanétlivém lozisku. Snizeni pH a ptitomnost plazmy zptsobi
zvySeni koncentrace aktivni formy NSAID v misté zanétu. Podané 1é¢ivo diky tomu

Za ucCelem akutni analgesie nejsou nizké davky NSAID efektivni, proto jsou
Casto podavany ve vysSich dennich davkach, v pravidelnych intervalech, které jsou
stanoveny pro konkrétni 1é¢iva®.

Mimo jejich bézného vyuziti jako analgetika jsou pro jejich kombinovany
ucinek Casto vyuzivana pied, béhem i po chirurgickych zakrocich. Za ucelem sniZeni
pooperacni bolesti je Casta jejich kombinace s opioidy, se kterymi byl pozorovan
aditivni &i synergicky G¢inek®.

Zejména pii dlouhodobém uZivani mohou mit latky ze skupiny NSAID ritizné
nezadouci ucinky. Jednim zneziddoucich 1uc¢inkih NSAID jsou komplikace
gastrointestindlniho traktu, pfedevSim zvySené riziko viedovych chorob. Dal§imi
nezadoucimi U¢inky jsou rovnéz poruchy kardiovaskuldrniho, rendlniho a hepatického

charakteru®.



2.1.1. Ibuprofen

Ibuprofen je jednou z nejpouzivangjsich latek fadicich se mezi NSAID. Za minuly rok
2023 se na tzemi Ceské republiky stal 1é&ivy piipravek s obsahem ibuprofenu pro
peroralni podani nejpouzivanéj$im lécivym piipravkem dle poctu dodavek do Iékaren a
jinych zdravotnickych zaiizeni'é. V porovnani s ostatnimi latkami dané skupiny ma
niz$i riziko vaznych nezadoucich ucinka a nizsi toxicitu. Bézné predepisovana denni
davka pro kratkodobou 1écbu se pohybuje v rozmezi 800 az 1200 mg za den. Ve vysSich
davkach, naptiklad za ucelem dlouhodobé 1écby revmatickych chorob, se davka miize
pohybovat v rozmezi 1200 az 2400 mg za den’.

Po peroralnim podani se ibuprofen absorbuje pomérné rychle. Nejvyssi hodnoty
nabyva koncentrace 1é¢iva v plazmé ¢i séru mezi prvni a druhou hodinou po podani.
Dana hodnota se mlize lehce ménit v zavislosti na lékové form&’®. Po peroralnim
podani dochazi k rapidnimu navazani na lidsky sérovy albumin, coz ovliviiuje velikost

8. Ibuprofen vykazuje predvidatelnou a

farmakologicky relevantni davky 1éciva
spolehlivou kinetiku vyplyvajici z podobnosti zavéri provedenych studii’.

Kromé¢ inhibice syntézy prostaglandinu vykazuje ibuprofen analgetické tcinky
zaroven 1 na prostaglandinu nezavislymi cestami. Napftiklad blokuje aktivitu sodikovych
kandl Nay 1.7 a 1.8, ¢imZ snizuje citlivost piitomnych nociceptort'.

Ve vétSine Iékovych forem se ibuprofen podava v diastereoizomerni smeési
enantiomeru R(-) a S(+)’. Enantiomer S(+) inhibuje syntézu prostaglandinu.
Enantiomer R(—) neni tak aktivni pfi inhibici syntézy prostaglandinu, ale mize mit jiné
protizanétlivé ucinky. Okolo 40-60 % enantiomeru R(—) je pfeménéno na enantiomer
S(+) v prostiedi intestinalniho traktu a v jatrech. Prvnim krokem daného procesu je
aktivace enantiomeru R(—) pomoci ATP:Mg?*. Tim je ziskan AMP-derivat, ten nasledné
podléha esterifikaci pomoci koenzymu-A. Reakce je katalyzovana acyl-CoAsyntetasou.
Ziskany R-ibuprofen-CoA epimerizuje za vzniku S-ibuprofen-CoA (viz obrazek 1).
Reakci katalyzuje epimerasa. Tato slouc¢enina hydrolyzuje za vzniku S(+) enantiomeru

ibuprofenu. Reakci katalyzuje hydrolasa’™®,.



== Planarni intermediat == HaC
COSCoA 3 COSCoA

Obrazek 1: Pfeména R-(—)-ibuprofenu na S-(+)-ibuprofen; ptevzato ze [7] a upraveno v programu ChemSketch

Metabolismus ibuprofenu v lidském organismu lze dé€lit na dvé faze. V prvni
fazi figuruje primarné¢ katalyza cytochromy P450, a to 2C9, 2C8 a 2C19. Dochazi
k hydroxylaci isobutylového fetézce ibuprofenu za vniku 1,2 a 3-hydroxyderivatu, ten je
nasledné oxidovan za vzniku 3-karboxyibuprofenu a p-karboxy-2-fenylpropionatu

(viz obrazek 2)'.

CH,4 =
H3C O_

Obrazek 2: Prvni faze metabolismu ibuprofenu; pfevzato z [7] a upraveno v programu ChemSketch

Béhem druhé faze dochéazi k tvorbé fenolickych a acylovych glukuronidu.
V mensi mife dochazi ke konjugaci s taurinem, ktery vykazuje stereospecifitu vici

S(+) enantiomeru’.



Celkova exkrece do zluci zahrnujici mnozstvi nezménéného 1éciva, produkti
prvni i druhé faze, odpovidd zhruba 1 % pivodni podané latky. V moci odpovida
mnozstvi vylou¢eného nezménéného ibuprofenu v souctu s produkty druhé faze
metabolismu zhruba 10 % plvodni davky pfijatého ibuprofenu. Mnozstvi vylou¢enych
produktii prvni faze v moéi odpovida 40 % pivodni podané davky ibuprofenu’. Jiné
studie uvadi i odliSnd ¢isla. Piikladem mohou byt hodnoty pro vylucovani v moci
odpovidajici 15 % nemetabolizovaného ibuprofenu, 26 % 2-hydroxyibuprofenu a 43 %
3-karboxyibuprofenu. Data ale souhlasi s tendenci, ze stabilni produkty prvni faze
metabolismu pievazuji nad ostatnimi metabolity?.

Metabolismus ibuprofenu je ovlivnén vékem, zdravotnim stavem i genetickymi

predispozicemi’.



2.1.2. Ketoprofen

Ketoprofen je Siroce rozsifené 1é¢ivo vyuzivané k 1écb¢ zanétl, horecky, bolesti svala,
kosti a kloub@i!>. Bé&Zna denni davka se pii peroralnim podini pohybuje v rozmezi
200 az 300 mg. Zdivodu vyssi inhibice COX-1 oproti ibuprofenu se s ucinky
ketoprofenu poji vice nezadoucich ucinkt jako napiiklad obstrukce dychacich cest,
riziko viedovych onemocnéni gastrointestinalniho traktu, renélni poruchy a jiné obvyklé
nezadouci Gcinky nesteroidnich antiflogistik!*. Po peroralnim podini se ketoprofen
vyznacuje rychlym vstfebavanim. V pifipadé¢ podani tablety se standardni rychlosti
uvolnovani dosahuje maximalni koncentrace ketoprofenu v plazmé po uplynuti 0,8 az
2,4 hodiny. V pfipadé sirupu je maximalni koncentrace dosazeno po uplynuti 0,35 az
1,2 hodiny. Po perordlnim podani dochazi k rapidnimu navazani na sérové proteiny
z vice nez 95 %, diky ¢emuz se nachazi primarné v plazmé!!.

Ketoprofen je opticky aktivni latka. Pouze S(+) enantiomer je farmakologicky
aktivni'!. Podobné jako v pfipadé ibuprofenu miize dojit k pfeméné& R(-) enantiomeru
na S(+). Reakce ale probiha v malém rozsahu. Dle né¢kterych studii je jeji rozsah
zanedbatelny'?.

VétSina  ketoprofenu je v jatrech metabolizovdna na acyl-glukuronidové
konjugaty v rozsahu 50-80 % mnozstvi pivodni davky ketoprofenu. Ty snadno
podléhaji hydrolyze a dochéazi po vylouceni z téla k opétovnému uvolnéni ketoprofenu
z glukuronového konjugatu. Samotny nepozmeénény ketoprofen je moci vylucovéan

v nizkém mnozstvi'4.

Obrazek 3: Strukturni vzorec S-(+)-ketoprofenu vytvofen v programu ChemSketch



2.2. NSAID v zivotnim prostredi

Skupina NSAID je jednou z nejpouzivanéjSich skupin 1é¢iv na svété v oblasti huménni i
veterinarni mediciny. Pfedstavuje tak znacny problém z hlediska zatizeni Zivotniho
prostiedi'®. Lé¢iva uvoliiovana do vodniho prostiedi pochazi primarné z odpadnich vod
domaécnosti, nemocni¢nich zafizeni a tovaren. Do pudy, kde byla IéCiva nalezena
v sedimentech, povrchovych ptidach i v zeméd¢€lské ornici, jsou pfimo vyluCovana
hospoddiskymi zvitaty®®. Situaci méze potencialng zhorsit vyuziti zvifeciho trusu
s vysokym obsahem xenobiotik jako hnojiva, kdy dochazi k jeho distribuci po rozsahlé
plose a k jeho vstfebavani do piidy>*. Tato cesta ma pfimou vazbu na veterinarni vyuziti
NSAID. K uvolnovéani do pidy dochazi i skrze likvidaci 1€kt s obsahem NSAID do
komunalniho odpadu. Z néj dochazi k uvolnéni xenobiotika po piremisténi odpadu na
skladku?®. Koncentrace 1é¢iv fadicich se do skupiny NSAID se v Zivotnim prostedi
stale zvySuje. Naptiklad na vybranych mistech povodi feky Labe vzrostla koncentrace
vybranych nejcastéji uZivanych NSAID mezi lety 2000 a 2017 vice nez desetkrat na
hodnotu pohybujici se okolo desitek, stovek a nékdy i tisicti ng/11°.

Role a disledky NSAID v zivotnim prostiedi a jejich vliv na necilové organismy
jsou v fadé pripadii neznamé?!. Ackoliv pro lidsky organismus vykazuji nizkou toxicitu,
Tyto efekty se u jednotlivych 1é¢iv ze skupiny NSAID ligi'>.

Kromé fyzikalnich faktorti je nejvyznamnéj$i cestou odstranéni NSAID
z vodnich prostiedi jejich mikrobialni degradace na jednoduché organické molekuly.
Cistirny odpadnich vod jsou dilezitym faktorem v odstrafiovani NSAID z vodniho
prostfedi. Jejich efektivita je ale velmi proménlivéa a zavisi na jejich aktudlnim stavu a
na konkrétnim 1é¢ivu'>.

Slouceniny s vys§i molekulovou hmotnosti a vy$§im rozdélovacim koeficientem
oktanol-voda, respektive hodnotou jeho dekadického logaritmu (logKow), se obecné 1épe
sorbuji na pudni castice. V ptidé potom dochazi k rychlejsi biodegradaci z diivodu
pritomnosti aktivnich mikroorganismi. Pro mnoh¢ zastupce 1é¢iv z fady NSAID jsou
tyto podminky splnény v dostate¢né mirfe. Napiiklad v ptipad¢ ibuprofenu ci
diklofenaku, dvou velmi vyznamnych polutantii prostfedi ze skupiny NSAID, nabyva
jejich hodnota logKow hodnoty vyssi nez 4, kterou lze pro efektivni sorpci v pudé

povazovat za dostate¢nou!”.



Hodnoty logKo,w mohou téze souviset srizikem bioakumulace. U bézné
pouzivanych NSAID, zejména u ibuprofenu, diklofenaku a nimesulidu, byla naptiklad
zaznamenana bioakumualce v tkani mlze druhu Mytilus galloprovincialis'®.

Monitoring znecisténi prostiedi 1éCivy ze skupiny NSAID komplikuje jejich
interakce v organismech. Stanoveni presné koncentrace znecistujicich 1é¢iv mize byt

ovlivnéno tvorbou konjugatii ¢i jinych metaboliti, ktera ovliviiuje ziskané vysledky'®.

vewvr

polutanty neZ pavodni 1é¢iva®’.

Skupina NSAID vykazuje velmi vysoké hodnoty rizikového koeficientu (RQ)
zejména ve vodnim prosttedi. V porovnani s ostatnimi skupinami bézné uzivanych 1é¢iv
vykazuji nejvys$s$i maximalni 1 medidnové hodnoty RQ. Zejména napiiklad ibuprofen
vykazuje v porovnani s ostatnimi 1é¢ivy vyrazné vysSi hodnoty RQ, vyplyvajici ze

sledovéni jeho vlivu na vodni bezobratlé &i paprskoploutvé??.

2.2.1. Ibuprofen v zivotnim prostredi

Koncentrace ibuprofenu ve vodnich tocich 1 v pudach se v zavislosti na zemépisné
poloze lisi. Ve vodnim prostfedi se koncentrace fddoveé pohybuje od zhruba jednotek
ng/l po jednotky pg/l, jinymi slovy tedy od koncentraci jednotek ppt po koncentrace
jednotek  ppb. Vpldni fazi se  hodnoty  pohybuji od  zhruba
stovek ng/kg po stovky pg/kg?. Napiiklad nejvyssi zvefejnénd koncentrace v toku Labe
dosahla hodnoty 3,210 pg/1'°.

Vylucovanim v moci je Elov€kem do Zivotniho prostfedi uvoliiovano malé
mnozstvi plivodné pfijatého ibuprofenu (viz 2.1.1). Jeho menSi mnoZstvi je uvolnéné
v podobé konjugatl s kyselinou glukuronovou, vzniklé¢ béhem druhé faze metabolismu,
které v zivotnim prostiedi hydrolyzuji. Na Zivotni prostfedi maji vliv zejména produkty
prvni fize metabolismu?.

Metabolity mohou volné interagovat s latkami pfitomnymi v odpadnich vodach
napiiklad 1-(4-isobutylfenyl)-1-ethanol, 1-ethyl-4-(1-hydroxy)isobutylbenzen,
2-[4-(1-hydroxyisobutyl)fenyl] propionova kyselina, 4-ethylbenzaldehyd,
nebo 4-ethylfenol®.



V nékterych ptipadech muze byt ibuprofen pfeménén na slouceniny, které jsou
samy o sob¢ toxiCtéjSi nez samotny ibuprofen. Pfikladem mize byt ibuprofen
konjugovany s diacylglycerolem, u kterého bylo prokazano, ze zamezuje bunétnému
déleni a zabrafiuje rozestupovani chromozomovych part?>*. Dalsim piikladem miize byt
snizené odbourdvani hydroxyderivati ibuprofenu oproti jeho ostatnim metabolitim.
Bylo zjisténo, ze humdanni metabolity 1-hydroxyibuprofen, 2-hydroxyibuprofen
a 1,2-dihydroxyibuprofen se oproti ostatnim metabolitim rozkladaji podstatné
pomaleji®>. Kvili uvedenym poznatkim se v soucasné dobé piedpoklada potencialni
toxicita hydroxyderivatl ibuprofenu pro nékteré organismy. Do budoucna bude tieba
tuto moznost experimentaln& provérit*.

Vétsina davky podaného ibuprofenu je clovékem moci vyloucena v podobé
2-hydroxyibuprofenu a 3-karboxyibuprofenu. Jelikoz ztéchto dvou metaboliti je
3-karboxyibuprofen v zivotnim prostifedi méné staly, tvofi hlavni kontaminanty
vylu¢ované moci 2-hydroxyibuprofen a samotny ibuprofen. V nekterych ptipadech byly
v zivotnim prostfedi naméfeny mnohem vys$s§i koncentrace 2-hydroxyibuprofenu nez
ibuprofenu, a to az stoSedesatkrat. Metabolit se od ibuprofenu li§i fyzikélnimi
vlastnostmi. Jeho hodnota logKow €ini pouze 2,41. Jeho zaporny dekadicky logaritmus
disociacni konstanty pKa ¢ini 4,63 oproti 4,9 v pfipadé ibuprofenu. Tyto rozdily mohou
stat za rozdilnou distribuci latek v ekosystému®S. Vyssi koncentrace produktd prvni faze
metabolismu ibuprofenu oproti ibuprofenu samotnému byla zaznamenéna 1 v ¢eskych
odpadnich vodach. Odlisnd povaha 2-hydroxyibuprofenu rovnéZz komplikuje jeho
odstrafiovani v &istirnach odpadnich vod?’.

Lipofilita a pomérné¢ nizkd biodegradovatelnost zplsobend piitomnosti
aromatického kruhu s jednou obsazenou polohou para a tendence k bioakumulaci, ¢ini
z ibuprofenu pro organismy Zivotniho prostfedi potencidlné nebezpecny polutant.
Nejveétsi nebezpeci predstavuje pro vodni organismy.

Béhem testii chronické toxicity u paprskoploutvého druhu Brachydanio rerio,
sledujicich vliv koncentrace ibuprofenu odpovidajici koncentracim v zivotnim prostiedi,
bylo shleddno, Ze ibuprofen miize byt potencidlnim zdrojem volnych radikalt, nebot’
v tkdnich zkoumanych jedinc doSlo k oxidaénimu stresu. U embryi nastaly rovnéz
problémy s lihnutim, objevily se kosterni deformace, hypopigmentace, kardiovaskularni
problémy i oxidac¢ni stres. V larvalnim stadiu zptsoboval zmény chovani vici teplu.
Tim bylo prok4zéno, ze ibuprofen muize negativné pulsobit na vodni organismy i pfi

nizkych davkach odpovidajicich skute¢nym koncentracim v Zivotnim prostiedi®>.



Amfifilni povaha zplsobuje silnou tendenci k interakci s fosfolipidovou
dvojvrstvou u vybranych bakterii. V membrané dochdzelo piisobenim ibuprofenu
k modifikaci membranovych molekul®®.

Bylo pozorovano, Ze oba enantiomery se lisSi ve svych ekotoxikologickych
ucincich. V systémech sediment-voda bylo pozorovano rychlejsi odbourdvani R(-)
enantiomeru oproti S(+)*.

Toxikologické ucinky ibuprofenu a jeho metaboliti v Zivotnim prostiedi jsou
v kombinaci s ostatnimi NSAID v ranych vyvojovych stadiich paprskoploutvého
druhu Tinca tinca piti enviromentalnich koncentracich®. Peroxidace lipidi a oxidaéni
stres byly pozorovany také v zabrach mlze druhu Mytilus galloprovincialis®.

Ve vicero piipadech byl pozorovan vliv ibuprofenu na endokrinni systém. Pfi
koncentracich 5 a 10 mg/l a v kombinaci s jinymi léky bylo pozorovano snizeni
celkovych vitellogenini a porucha funkce vitellogennich oocyti u korySe druhu
Neohelice granulata. Ptedpokladd se podobny ucinek pii dlouhodobé expozici a
environmentalné relevantnich koncentracich®®. Pti studiu vlivu na buitky H295R byla
pozorovana  vySS$i  aktivita aromatasy a  vysSi  koncentrace  estradiolu.
U paprskoploutvého druhu Oryzias latipes byly zpozorovany vyssi hodnoty
vitellogeninu v plazmé samc@*>.

U ibuprofenu byly rovnéZ zaznamenany negativni U€inky na rozmnoZovani.
U paprskoploutvého druhu Oryzias latipes bylo pozorovano pozdg&jsi lihnuti jiker®.
U pulcti obojzivelnika druhu Bufo bufo byly zaznamenany deformace, snizena télesna
vaha a oddalend metamorf6za, mutagenita a indukovana apoptdza pfi environmentalné
relevantnich koncentracich®!. Rovnéz byl pozorovan negativni vliv na gamety

2l Genotoxicita a vliv na aktivitu

ostnokozce druhu Psammechinus miliaris.
antioxidacnich enzyma byla zpozorovdna u sladkovodniho mlZe druhu Dreissena
polymorpha pfi environmentilné relevantnich koncentracich?*. Genotoxicita byla
rovnéz zaznamendna u slanovodniho mlze druhu Mytilus galloprovincialis spolecné s
oslabenim imunitniho systému, oxidaénim stresem a bioakumulaci v tkanich!®,
Metabolismus ibuprofenu v télech vyssich rostlin mize probihat komplikovanéji
nez v téle lidském. Obecné méa metabolismus v rostlinach tfi faze. Prvni faze se shoduje
s prvni fazi metabolismu ibuprofenu v lidském téle, tedy dochazi k tvorbé polarnéjsich

oxidovanych metabolitli. Druha faze je opét analogicka. Béhem ni dochéazi k tvorbé

konjugath s endogennimi polarnimi molekulami, jakymi jsou napiiklad aminokyseliny,



glutathion, nebo sacharidy. Tteti zahrnuje distribuci metabolith do zésobnich
kompartmentti, kterymi mohou byt bunécéna sténa ¢i vakuoly. Studie vlivu ibuprofenu
na rostlinu Arabidopsis thaliana ukazala, ze v téle rostliny byl ibuprofen metabolizovan
na vice nez 300 metaboliti. NejCastéjSim metabolitem prvni faze byl
2-hydroxyibuprofen, ktery byl zaznamenan v nejvyss$i koncentraci v mezibunécném
prostoru rostliny a v niz§im mnozstvi v zivném médiu. Nezménény ibuprofen byl
nalezen pouze v zivném médiu ve zbytkovém mnozstvi. Nejveétsi skupinou metabolith
byly glykosylové konjugaty ibuprofenu a jeho derivatii. Druhé nejvyssi zastoupeni mély
methylované derivaty. Ackoliv ma methylace negativni vliv na zvySovani polarity
molekuly, zvySuje jeji té¢kavost. Nejcastéjsim methylovanym produktem metabolismu
byl methyl-ester 2-hydroxyibuprofenu. Tteti nejvétsi skupinou byly konjugéty
s aminokyselinami. Rostlina pfijala témét veskery ibuprofen z okoli. Bylo zjisténo,
ze 81 % metaboliti ibuprofenu bylo ulozeno do vakuol. Zbylych zhruba 19 %
metabolitti bylo uvolnéno do okoli. VétSina uvolnénych metabolitd ale vykazovala nizsi

toxicitu nez ibuprofen samotny>>.

2.2.2. Ketoprofen v zivotnim prostredi

Koncentrace ketoprofenu ve vodnich tocich 1 v plidach se v zavislosti na zemépisné
poloze lisi. Ve vodnim prostiedi se koncentrace fadové pohybuje od zhruba jednotek
ng/l po jednotky, maximalné desitky pg/l, jinymi slovy tedy od koncentraci jednotek ppt
po koncentrace jednotek ppb®*. Napiiklad nejvyssi koncentrace ketoprofenu naméiend
v toku povodi Labe mé&la hodnotu 929,8 ng/1'>. Zne¢isténi ketoprofenem je celosvétové
rozsitené a jeho piitomnost byla naméfena napiiklad i ve vodach Antarktidy>*,
Ptitomnost riznorodych funkénich skupin v molekule zplisobuje jeji nizkou
sorpci na povrSich, a naopak snadnou desorpci. Pfitomnost karboxylové skupiny
znesnadiiuje oxida¢ni katabolismus.>* Jeho amfifilni charakter, dany hodnotou
zaporného  dekadického  logaritmu  disociaéni  konstanty pKa  stanovené
na intervalu 4,5 az 5,7 a hodnotou zaporného dekadického logaritmu rozdé€lovaci
konstanty oktanol-voda logKow na intervalu 3,1 az 4,0, vysvétluje nizkou sorpci a
zaroven schopnost pronikat biologickymi membranami*>. Diky prostupu membranami

je schopen se selektivné véazat na proteiny uvnitt bunék, ¢imZ znemozZiluje jejich



spravnou funkci. Diky svym fyzikalnim i chemickym vlastnostem vykazuje znacnou
bioakumulaci i biomagnifikaci v ekosystémech?*.

Ketoprofen byl rozpoznan jako vyznamny zdroj oxidac¢niho stresu v mnohych
organismech. Fotolyzou ketoprofenu dochazi ke vzniku ketylového radikalu, ktery
pfedstavuje vyznamné riziko, paklize dojde k jeho utvofeni uvniti bunééné membrany.
Dochazi totiz k oxida¢nimu stresu lipidi uvniti membrany a k vdznému naruseni jeji
funkce®*. Fotolyza ketoprofenu mutZe produkovat i jiné molekuly, napiiklad
3-ethylbenzofenon. Toxicita ketoprofenu se po ozafeni slune¢nim svétlem miize zvysit
az dvanactkrat a ziistat na zvySené urovni. Dané poznatky naznacuji, Ze by fotolyzou
mohly vznikat dalsi doposud nezndmé a stabilni toxické derivaty ketoprofenu®.

Biologicka degradace ptedstavuje zdaleka nejvyznamnégjsi zplisob odstranovani
ketoprofenu z vodni faze Zzivotniho prostfedi. Vyznamné efektivni se ukazaly byt
zejména houby ¢i bakterie™.

Bylo pozorovano nékolik konkrétnich ptipadt toxickych ucinkd ketoprofenu na
organismy zivotniho prostiedi. U mlze druhu Mytilus galloprovincialis byly

zaznamenany imunologické poruchy, genotoxicita a oxidacni stres'®.

U embryi
paprskoploutvého druhu Brachydanio rerio byly zaznamenany vyvojové deformace,
kardiovaskularni problémy, opozdéné lihnuti jiker a smrt. U dospélct stejného druhu
bylo pozorovano sniZeni aktivity Na’/K'-ATPasy a oxidac¢ni stres®.
U paprskoploutvého druhu Liza ramada byla prokazdna akumulace v tkani srdce’’.

Sledovan byl i oxida¢ni stres obilniny druhu Hordeum>®

. U zelené fasy druhu
Scenedesmus obliguus byla zaznamenana fotosyntetickd toxicita'®. Zkoumanim vlivu
ketoprofenu z environmentélnich zdrojii na lidské receptory pohlavnich hormoni byl

shled4n byt endokrinnim disruptorem .

2.3. Fytoremediace

Fytoremediace oznacuje metodu odstrafiovani polutantli z Zivotniho prostfedi pomoci
ristu rostlin a piidruZzenych mikroorganisml. Je moZné ji vyuZit pro odstranéni
mnohych latek jako naptiklad organickych polutanti, té€zkych kovl nebo radionuklidi.
Mezi jeji pfednosti patii zejména jeji nizka cena, esteticky ptinos, vysoka efektivita,
pfiznivost vici Zivotnimu prostiedi, aplikovatelnost in situ a zavislost pouze na energii

slunecniho svitu a teplu. Rostliny zpravidla snizuji koncentraci polutant ve svém okoli



a zaroven zachovavaji kvalitu pady pro dal$i mozné vyuziti. V nékterych piipadech
bylo dokonce zaznamenano zvyseni tirodnosti piidy po skonéeni fytoremediace*’.

Diky svym pfednostem se fadi mezi preferované metody odstraiiovani znecisténi
rozsahlého prostoru, jehoz Cisténi konvencnimi metodami by z ekonomickych divoda
nebylo mozné. Jeji cena se muze pohybovat dokonce pouze okolo 5 % nékladi
potiebnych pro realizaci alternativnich zptisobti dekontaminace*’.

Utinnost fytoremediace je zavisla na vicero faktorech. MnoZstvi rostlinné
biomasy, prostiedi ristu, konkrétni volba rostliny ¢i vliv konkrétniho xenobiotika jsou
vSechno zésadni faktory majici vliv na efektivitu metody. Klicova je biochemicka
odpovéd’ rostliny na piitomnost xenobiotika. Cim déle dokaZe rostlina jeho piitomnosti
odolavat, tim déle bude moci fytoremediace efektivné probihat*.

Pojem fytoremediace oznacuje nékolik technik, které konkretizuji jeji proces.
Techniky fytoremediace se primarné rozlisuji podle ucelu, za jakym je fytoremediace
provadéna. Fytoextrakce oznacuje akumulaci polutantll z zivotniho prostiedi v téle
rostliny za ucelem jeji nasledné sklizn€. Fytofiltrace oznacuje snizovani koncentrace
polutanti ve vodnim prostfedi pomoci rostlin. Fytostabilizace oznacuje omezovéni
mobility a biologické dostupnosti polutantii v ptidé pomoci rostlin. Fytovolatilizace
oznacuje pfeménu xenobiotik piijatych z okolniho prostredi rostlinou na vice tékave
derivaty, které jsou nasledné¢ uvolnény do atmosféry. Fytodegradace oznacuje
biodegradaci xenobiotik pfijatych z okolniho prostfedi rostlinou v téle rostliny.
Rhizodegradace oznacuje biodegradaci organickych xenobiotik pomoci rhizosférnich
mikroorganismil. Fytodesalinace oznacuje odstranéni neptirozené vysokych koncentraci
soli v ptidé za pomoci halofytd*’. Pfedmétem zdjmu bakaldiské prce jsou zejména
fytoextrakce, fytofiltrace a ptipadné fytodegradace z dlivodu moznosti jejich aplikace na
organické polutanty.

Z hlediska nasledného hospodatského vyuziti ptidy, jez prosla fytoremediaci, je
tato metoda vyhodna ze tfi divodi. Prvnim je fytostabilizace ve smyslu omezeni Sifeni
akutniho rizika. Druhym divodem je fytoextrakce cennych kovl za ucelem jejich
nasledného vyuziti. Ptfiklady mohou byt nikl, thalium ¢i hlinik. Tfetim divodem je
odstranéni stresort v pudé, které by mohly omezovat vynos rostlin péstovanych
v daném prosttedi. Ekonomickou vyhodou miize byt i ziskané mnozstvi biomasy, kterou

je mozno vyuzit k vyrobé bioplynu.



2.4. Antioxidacni systém rostlin

v

forem kysliku hromadicich se v rostlinnych buiikdch. Tyto ¢astice vznikaji primarné
kvtli uvoliiovani molekularniho kysliku béhem fotosystému II. Kyslik tvoii pfijetim
elektronu superoxidovy radikal, ktery je velmi reaktivni. Enzym superoxiddismutasa je
schopen superoxidovy radikal pfeménit na peroxid vodiku. Reakci peroxidu vodiku a
superoxidového radikdlu vznikd hydroxylovy radikal. Tyto Castice mohou oxidovat
molekuly v buiikdch, ¢imz ohrozuji jejich funkcnost. Oxidace probiha primarné bud’
v diisledku reakce s hydroxylovym radikalem ¢&i odtrhnutim vodiku*!.

Reaktivni formy kysliku mohou ohrozit funkénost mnoha riznych molekul.
Ptikladem mohou byt poskozeni DNA, oxidace enzymil, modifikace proteint ¢i
peroxidace lipidti. Mechanismy poskozeni konkrétnich molekul a konkrétnich struktur
byvaji riznorodé. Diky pribchu specifického mechanismu pii oxidaci molekuly je
mozné v konkrétnich pfipadech sledovat uvolnéni markeru specifického dané reakci.
Ptikladem muize byt uvolnéni malondialdehydu pfi oxida¢nim stresu a nasledna
peroxidace lipid*2.

V rostlinach byl vyvinut obranny antioxidac¢ni systém, zaloZeny na aktivité
enzymovych i neenzymovych latek, které zmirfiuji G¢inky environmentalniho stresu®!.
Jednou skupinou enzymi puUsobicich v ramci antioxidacniho systému je skupina
peroxidas. Skupina peroxidas je vysoce heterogenni skupina mnohych enzymi. Ulohou
proxidas v organismu je pfedevSim sniZovat mnozstvi peroxidu vodiku, ktery vznika
v prostiedi bunck. V nékterych situacich mohou naopak tvorbé peroxidu vodiku
peroxidasy napomahat. Jejich aktivita ale Casto souvisi s oxidativnim stresem plisobicim
na organismus. Sledovanim jejich aktivity je mozZné sledovat miru oxidac¢niho stresu
plisobiciho na organismus®.

Glutathiontransferasy neboli glutathion S-transferasy jsou skupinou enzymi
nachazejicich se primarn€ v cytosolu buné¢k. Maji nckolik funkci. Jednou znich je
konjugace elektrofilnich molekul s glutathionem. Mimo jejich detoxikac¢ni funkce maji
mnoho funkci souvisejicich s oxida¢nim stresem. Inhibuji naptiklad enzymy Jun
N-terminalni kinasy, neboli enzymy ze skupiny JNK, ¢imzZ chrani buiiky pfed buné¢nou
smrti indukovanou peroxidem vodiku. Maji rovnéz peroxidasovou aktivitu®.

Enzym Sikimatdehydrogenasa katalyzuje NADPH-dependentni redukci

3-dehydrosikimatu na Sikimat. Sikimat je kliovy pro syntézu aromatickych



aminokyselin a riznych sekundarnich metabolitii*®. Tyto slou¢eniny mohou byt buiikou
vyuzity jako antioxidanty. Zminéné aminokyseliny jsou rovnéz vyuzity na syntézu
pigmentii, hormont, riznych polyfenolt ¢i naptiklad prvkii bunééné stény. Tim je
enzym Sikimatdehydrogenasa piimo i nepfimo spojen s nasledky oxidativniho stresu, a
tudiz sledovanim jeji aktivity je mozné sledovat miru ptisobeného oxidativniho stresu*’.

Enzymovy komplex NADPHoxidasa oxiduje molekuly NADPH za vzniku
superoxidového radikalu. Jde o enzym skladajici se z vicero podjednotek. Sestava
z membranovych 1 cytosolovych struktur. Hraje roli v mnoha procesech od
imunologické odpovédi az po regulaci genové exprese. Jeho aktivita rovnéz souvisi

s mirou oxida¢niho stresu**.



3.Cile prace

Hlavnim cilem prace bylo sledovat moznosti fytoextrakce vybranych farmak a jejich
metaboliti pomoci kukufice seté (Zea mays). Konkrétné byla zkouméana moznost
fytoextrakce farmak ze skupiny NSAID, a to ibuprofenu a ketoprofenu. Zaroven byla
zkoumana moznost fytoextrakce metabolitu ibuprofenu, a sice 2-hydroxyibuprofenu.

V souvislosti s tim byla stanovena koncentrace Ié¢iv akumulovanych
v rostlinném téle.

Dalsim cilem bylo sledovani koncentrace uvolnéného 2-hydroxyibuprofenu do
okoli rostliny béhem fytoextrakce ibuprofenu.

Byla rovnéz sledovéana biochemickd odpovéd’ rostliny, zejména aktivita enzymi

souvisejicich s oxida¢nim stresem.



4.Pouzité materialy

4.1. Chemikalie

1-chloro-2,4-dinitrobenzen (Sigma-Aldrich, USA)
2-amino-2-methylpropanol (Sigma-Aldrich, USA)
2-hydroxyibuprofen (Sigma-Aldrich, USA)

3,3 -diaminobenzidin (Sigma-Aldrich, USA)

Acetonitril, gradient grade, for HPLC, >99.9% (Honeywell, USA)
Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)

Askorbat sodny (Sigma-Aldrich, USA)

Bradfordovo ¢inidlo (Sigma-Aldrich, USA)

Bromfenolovd modft (Sigma-Aldrich, USA)

Dithiotreitol (Sigma-Aldrich, USA)

Ethanol, p.a. 96% (Lach-Ner, CR)

Ethyl-acetat (Lach-Ner, CR)

Ethylendiamintetraoctan disodny dihydrat (Sigma-Aldrich, USA)
Fenazinmethosulfat (Sigma-Aldrich, USA)

Glutathion (Sigma-Aldrich, USA)

Glycerol bezvody (Lach-Ner, CR)

Glycin (Lach-Ner, CR)

Hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, USA)

Hydroxid sodny (Penta, CR)

Chlorid hofeénaty hexahydrat (Lach-Ner, CR)

Chlorid sodny (Penta, CR)

Chlorid vapenaty (Lach-Ner, CR)

Iburpofen (Zentiva, CR)

Ketoprofen (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina chlorovodikova 35% (Lach-Ner, CR)

Kyselina trihydrogenfosfore¢na, > 85% (Sigma-Aldrich, USA)
Kyselina trichloroctova (Sigma-Aldrich, USA)

Malondialdehyd (Sigma-Aldrich, USA)

Methanol, gradient grade, for HPLC, >99.9% (Honeywell, USA)



4.2.

Moisky pisek (Lach-Ner, CR)

N,N,N'.N -tetramethyletylendiamin (Thermo, Japonsko)
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat (Sigma Aldrich, USA)
Nitro blue tetrazolium chlorid (Sigma-Aldrich, USA)
Peroxid vodiku 30% (Lach-Ner, CR)

Peroxodisiran amonny (Sigma-Aldrich, USA)
Polyvinylpolypyrrolidon (Sigma-Aldrich, USA)

Sachardza (Penta, CR)

Savo Original (Unilever s.r.0., Velka Britanie)

Siran sodny bezvody (Lach-Ner, CR)

Sikimat (Sigma-Aldrich, USA)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (VWR Life Science, USA)

Pristroje
ACD/ChemSketch (Freeware) (ACD/Labs, verze 2020.1.2)
Analytické vahy ABT 120-5DNM (KERN, Némecko)
Centrifuga Minispin (Eppendorf, Némecko)
Centrifuga Spectrafuge TM 16M (Labnet, USA) — 14000 otd¢ek/min, pramér
rotoru 100 mm
Centrifuga Universal R32 (Hettich, Némecko) — 16000xg
Clarity software (Data Apex, verze 8.5)
Ctecka mikrotitraénich desti¢ek Multiscan go (Thermo Scientific, USA)
Elektroforetickd souprava (Bio-Rad, USA)
HPLC (Shimadzu, Japonsko) - vysokotlaké Cerpadlo LC20AD, UV detektor
SPD 20 A, nastfik kohoutem Rheodyne (IDEX corporation, USA), HPLC
kolona Agilent Eclipse XDB-C-18, 5 um, 250 x 4 mm (Agilent, USA)
Kahan Fuego (WLD-TEC, Némecko)
Laminarni box s vertikalnim proudénim vzduchu (Labox, CR)
Mrazici box (Liebherr, Némecko)
Piistroj pro piipravu ultradisté vody IWA 5 rosol (Watek, CR)
Tlakovy hrnec (Morphy Richards, Velka Britanie)
Ultrazvukova lazen (Fisherbrand, Velké Britanie)

UV/VIS Spektrofotometr Ultrospec 2100 (Amersham Pharmacia Biotech, USA)



4.3. Rostlinny material

Kukufice seta (Zea mays), kultivar DKC 3969 (Monsanto, CR)

5.Experimentalni ¢ast

5.1. Kultivace rostlin

Odto¢ena vodovodni voda byla vysterilizovdna pfevafenim v autoklavu. Za ucelem
sterilizace semen kukufice seté (Zea mays) byla semena nejprve po dobu jedné minuty
odmasténa v 70% vodném roztoku ethanolu.

Nasledné byl ethanolovy roztok odlit a semena sterilizovana nejprve 10%
vodnym roztokem komerc¢niho ptipravku Savo po dobu péti minut. Nasledné byl roztok
Sava opét odlit a byla provedena druhé sterilizace 5% roztokem Sava po dobu deseti
minut.

Nasledné byl roztok Sava odlit a semena byla promyta tfikrat sterilni
destilovanou vodou po dobu deseti minut. Oplach byl provadén v prostiedi sterilniho
laminarniho boxu.

Sterilizovana semena byla v prostfedi laminarniho boxu po Sesti kusech vnesena
do vysterilizovanych nezabrusovych 500 ml Erlenmeyerovych ban€k s 5 ml sterilni
vodovodni vody. Baiiky byly umistény do kultiva¢ni mistnosti. Kultivace probihala pfii
24 °C ve sttidavém rezimu svétlo/tma 16 h/ 8 h. Osvétleni bylo realizovano 40W trubici
Philips Cool White ze vzdalenosti 40 cm. Baiiky byly v kultiva¢ni mistnosti ponechany
po dobu deseti dnli. Po uplynuti péti dnii bylo do ban¢k pomoci injekéni stiikacky
vpraveno 10 ml sterilni vodovodni vody. Injekéni jehla byla sterilizovdna nad
plamenem. Jehlou byla propichnuta hlinikova folie chranici hrdlo baiky. Folie byla
nasledné piekryta druhou vrstvou nové sterilizované hlinikové folie. Cely proces byl

provadén v prostiedi lamindrniho boxu.



5.2. Extrakce kontaminantu rostlinami

5.2.1. Fytoextrakce ibuprofenu,

hydroxyibuprofenu a ketoprofenu

Z ban¢k po Sesti vzrostlych rostlinach byla vylita zbyld voda. Nasledné¢ bylo ke
vzrostlym rostlinam piilévano 100 ml sterilniho vodného roztoku léCiva o dané
koncentraci. Zvolené koncentrace roztokl byly 10 mg/l ibuprofenu a 5 mg/1 ibuprofenu,
5 mg/l 2-hydroxyibuprofenu a 5 mg/l ketoprofenu. Do péti ban¢k s rostlinami bylo
pridano 100 ml roztoku ibuprofenu o koncentraci 5 mg/l, do dalSich péti bylo ptidano
100 ml roztoku ketoprofenu o stejné koncentraci a do tieti pétice bylo rovnéz ptidano
100 ml roztoku 2-hydroxyibuprofenu. Do sedmi ban¢k bylo pfiddno 100 ml roztoku
ibuprofenu o koncentraci 10 mg/l. Po ptidani roztok 1é¢iv bylo okamzité z kultiva¢niho
media odebrano po 1 ml pro stanoveni vychozi koncentrace. Zaroven byly zalozeny
slepé pokusy extrakci 1é¢iv v nekontaminované vodé jako srovnavaci standardy pro
biochemické analyzy.

Dalsi odbéry byly provadény stejnym zptisobem u kazdé banky jednou denné.
Vynechany byly pouze baiky, v nichZz se nenachéazely roztoky 1é¢iv (slepé pokusy).
Celkem bylo pro potieby experimentu provedeno 7 odbérti po dobu 9 dnd.

Po odebrani posledniho vzorku byly rostliny vyjmuty z banék. Kotfeny rostlin
byly oddé€leny od nadzemnich ¢asti. Od vzorki rostlinné hmoty byla oddélena semena a
deformované casti. Rostlinnd hmota byla zvdzena. Vzorky byly nasledné zmraZeny v

tekutém dusiku a ponechany v mrazicim boxu pii — 80 °C stupnich.

5.2.2. Kultivace za ucelem stanoveni

extrahovatelnych rezidui

Postup byl analogicky postupu popsanému v sekci 5.2.1. Do ban€k po Sesti rostlinach
byly pfiddny roztoky o zvolenych koncentracich danych 1é¢iv. a o

objemu 100 ml. Nebyly ale odebirany vzorky roztoku. Rostliny byly ponechany sedm



dni rist. Po sedmi dnech byly rostliny vyjmuty zbanék. Byly oddéleny kotfeny a
nadzemni Casti rostlin. Ziskané rostlinné vzorky byly zvdzeny a vlozeny do mraziciho
boxu a mrazeny pii teploté¢ —20 °C.

Dalsi den byly od vzorkii kofenu rostlin odstranény zbytky semen. Kazdy
vzorek rostlinného materidlu byl rozetfen v tfeci misce s malym piidavkem motského
pisku. Rostlina byla béhem procesu domrazovéna piilévanim tekutého dusiku dle
potieby. Do tfeci misky bylo nasledné ptidano 20 ml ethyl-acetatu. Smés byla pielita do
Erlenemyerovy baiiky a po dobu 5 minut ultrazvukovéana. Suspenze byla prefiltrovana
pfes smotek vaty za ucelem odstranéni moiského pisku a zbytkl rostlinné tkané. Do
filtratu bylo pfiddno malé mnozstvi bezvodého siranu sodného za ucelem odstranéni
pfitomné vody a roztoky byly ponechany se susidlem pfes noc. Druhy den byly roztoky
ptefiltrovany pies smotek vaty do pfedem zvazenych ban¢k pro odpafovani na vakuové
odparce. Roztoky byly odpaieny za vakua do sucha. Hmotnost odparkil byla ur¢ena
diferen¢ni metodou na analytickych vahach.

K odparkiim byl pfidan 1 ml methanolu. Methanolové roztoky byly ndsledné
fedény v poméru jedna ku deseti pomoci ptislusné mobilni faze, ¢imz byly ziskany

vzorky pro analyzu pomoci HPLC/UV.

5.3. Analyza vzorku pomoci HPLC/UV

Ziskané vzorky byly po rozmrazeni centrifugovany po dobu 10 minut pomoci stolni
centrifugy pii 1400 otdCkach za minutu. Ziskany supernatant byl analyzovan pomoci
HPLC. Vyhodnoceni chromatogramil bylo provedeno pomoci software Clarity.

Pro stanoveni koncentrace ibuprofenu byla pouzita mobilni faze
o slozeni 4:1 methanol:voda (v/v). Smés byla okyselena pfidanim 250 pl kyseliny
fosfore¢né na 1000 ml smési. Méfeni bylo provedeno pti vinové délce 230 nm.

Pro stanoveni koncentrace 2-hydroxyibuprofenu byla pouzita mobilni faze o
sloZzeni 2:3 acetonitril:voda (v/v). Smés byla okyselena pfidanim 200 pl kyseliny
fosfore¢né na 1000 ml smési. Méfeni bylo provedeno pti vinové délce 220 nm.

Pro stanoveni koncentrace ketoprofenu byla pouzZita mobilni faze
o sloZeni 3:2 acetonitril:voda (v/v). Smés byla okyselena pfidanim 200 pl kyseliny

fosfore¢né na 1000 ml smési. Méfeni bylo provedeno pti vinové délce 258 nm.



5.4.Biochemicka analyza uc€inku xenobiotik

5.4.1. Stanoveni peroxidace lipidi

Rostlinny material byl homogenizovan ve tfeci misce s kapalnym dusikem. Ke vzorku
bylo pfidano trojndsobné mnozstvi 0,1% roztoku kyseliny trichloroctové (TCA). Smés
byla pievedena do mikrozkumavky a centrifugovana pii frekvenci 12000 otacek za
minutu po dobu 15 minut. Do nové zkumavky bylo pipetovano 50 pl supernatantu. Do
zkumavky bylo rovnéz pipetovano 100 pl 20% roztoku TCA a 100 pl 0,67% TBA.
Smés byla dikladné promichana. Pomoci suché lazné byl roztok v mikrozkumavce
ohiivan pii teplot¢ 95 °C po dobu 15 minut. Nésledn¢ byl roztok rychle zchlazen
pomoci ledové ldzné, ve které byl ponechdn po dobu 10 minut. Roztok byl
centrifugovan pii frekvenci 10000 otacek za minutu po dobu 5 minut. Nasledné byla
zmeétena absorbance pii vinovych délkach 532 a 600 nm. Za ucelem kalibrace byla
zméfena absorbance piipravenych roztoki malondialdehydu (MDA) v rozsahu

koncentraci 1 — 1000 uM. Postup byl upraven podle [48].

5.4.2. Sikimatdehydrogenasa

Rostlinny materidl byl homogenizovan ve tfeci misce s tekutym dusikem. K ziskanému
rostlinnému materidlu bylo pfidano PVP ve mnozZstvi na Spicku 1Zi€ky. Nasledné bylo
do misky pipetovano ¢tyfndsobné mnoZstvi extrakéniho pufru sloZzeného z 100mM Tris-
HCl pufru o pH 78 a ziarovetn ImM DTT, 1ImM EDTA a
10mM askorbatu sodné¢ho. Nasledné byla smés centrifugovana pfti frekvenci 15000 x g,
teploté 4 °C a po dobu 15 minut. Supernatant byl odpipetovan do nové zkumavky.

Do jamek na mikrotitra¢ni desticku bylo pipetovano 6 pl 100mM Sikimatu, 4 pl
10mM NADP, 100 pl destilované vody, 10 pl ziskaného supernatantu a 80 pl 250mM
AMP-NaOH o pH 9,0. Mé&feni bylo pfipraveno v triplikdtu. Nasledné byla kontinualné
meéfena absorbance pii 340 nm po dobu 5 minut s intervalem méfeni 15 s. Postup byl

upraven podle [49].



5.4.3. Celkové peroxidasy

Na mikrotitratni desticku bylo pipetovano 20 pl extraktu ziskaného postupem
popsanym v sekci 5.4.2 a k nému bylo ptfiddno 5 pl 49mM peroxidu vodiku, 20 pl
roztoku DAB pfipraveného rozpusSténim 10 mg ve 2,5 ml 96% ethanolu a 155 pl 50mM
fosfatového pufru o pH 7,0. M¢étfeni bylo piipraveno v triplikatu. Nasledné byla
kontinualn¢ méfena absorbance pii 430 nm po dobu 5 minut s intervalem méfeni 15 s.

Postup byl upraven podle [50].

5.4.4. Membranové vazané peroxidasy

K sedimentu ziskanému v kroku 5.4.2 byl pfidan roztok 1M NaCl, ImM DTT, 1mM
EDTA, 10mM askorbatu sodné¢ho a 100mM Tris-HCI pufru o pH 7,8 o objemu rovném
extrakénimu pufru, ktery byl k rostlinnému materidlu pfiddn v ptredeslém kroku pted
centrifugaci. Nasledné byla provedena stejnd piiprava pro méfeni absorbance jako
v sekcei 5.4.3. Rovnéz byla provedena v triplikatech a rovnéz byla nasledné kontinualné
méfena absorbance pii vinové délce 430 nm po dobu 5 minut s intervalem

méfeni 15 s °°.

5.4.5. Stanoveni mnozstvi proteinu dle
Bradforda

Supernatant ziskany v sekci 5.4.2 byl vobjemu 20 pl pipetovan do jamek na
mikrotitraéni desticku. K roztoku do jamek bylo pipetovano i 200 pl Bradfordova
¢inidla. Smés byla ponechéna inkubovat pti laboratorni teploté po dobu 10 minut a
nasledn¢ byla méfena absorbance pii vinovych délkdch 595 a 450 nm. Za ucelem
kalibrace byla zméfena absorbance pfipravenych roztoki BSA v rozsahu

koncentraci 0 — 0,4 mg/ml°'.



5.4.6. Nativni elektroforéza

5.4.6.1. Priprava gela pro elektroforézu

Za ucelem piipravy 10% polyakrylamidového separacniho gelu pro nativni
elektroforézu bylo smiSeno 7,9 ml destilované¢ vody, 6,7 ml 30% roztoku
akrylamidu/bis-akrylamidu (36,5:1), 2 ul TEMED, 0,2 ml 10% (w/v) roztoku glycerolu
a 5,0 ml 1,5M Tris—HCI pufru, pH 8,8. Po smiSeni zminénych roztokii bylo ke smési
pipetovano 200 pl 10% peroxodisiranu amonného, ktery zahdjil vznik polymera gelu.
Ziskana smés byla nalita mezi Ctyfi dvojice skel pro elektroforézu. Smési byly
prevrstveny destilovanou vodou. Gely byly ponechany polymerizovat po dobu 30 minut
pti laboratorni teploté.

Po zpolymerovani gelt byly pievrstveny 4% zaostfovacim gelem. Za ucelem
jeho piipravy bylo smiSeno 1,22 ml destilované vody, 0,26 ml 30% roztoku
akrylamidu/bis-akrylamidu (36,5:1), 0,5 pl TEMED, 0,02 ml 10% (w/v) roztoku
glycerolu a 0,5 ml 0,5M Tris—HCI pufru o pH 6,8. Po smiSeni zminénych roztokt bylo
ke smési rovnéz ptidano 20 pl 10% peroxodisiranu amonného. Za ucelem vytvoteni
jamek pro pipetovani roztokl vzorkl byla vloZzena mezi elektroforeticka skla plastova

Sablona.

5.4.6.2. Priprava rostlinnych extraktu a

pribéh elektroforézy

Ke 200 pl supernatantu ziskaného postupem popsanym v sekci 5.4.2 bylo do
mikrozkumavky ptfiddno 40 mg sachardzy. Koncentrace sachardzy tedy cinila 20%
(w/v). Do jednotlivych jamek v zaostfovacim gelu bylo pipetovano takové mnozstvi
pfipraven¢ho extraktu, aby v kazdé jamce bylo stejné mnozstvi proteint. Potfebné
objemy vzorkil pipetované do jamek byly odvozeny pomoci vysledk ziskanych
stanovenim dle Bradforda popsaného v sekci 5.4.5.

Ptipravené gely mezi skly byly vloZzeny do elektroforetické vany. Vana byla
naplnéna elektrodovym pufrem, ktery byl pfipraven smiSenim 10 ml 10% (w/v)

glycerolu, 18,8 g glycinu, 3 g Tris a doplnén do celkového objemu, ktery ¢inil jeden litr,



destilovanou vodou (pH 8,3). Do vrchniho prostoru elektroforetické soustavy bylo k
elektrodovému pufru pfed zahajenim elektroforézy ptidano 100 pl 0,1% (W/v)
bromfenolové modfi.

Elektroforéza byla nasledné¢ zahajena zapojenim ke zdroji stejnosmérného
proudu s pocatecni hodnotou napéti 70 V. V momenté, kdy bromfenolovd modf
pronikla do separacniho gelu, byla hodnota napéti zvySena na 140 V. Elektroforéza byla
ukoncena, kdyz bromfenolovda modi doputovala k dolnimu okraji gelu. Gely byly
vyjmuty ze skel a oplachnuty destilovanou vodou. Nasledn¢ byly umistény do

konkrétnich detek¢énich smési odpovidajicich stanoveni konkrétniho enzymu.

5.4.6.3. Detekce aktivity celkovych

peroxidas

Za ucelem zobrazeni izoforem peroxidas byla pfipravena detekéni smés obsahujici 0,01
g DAB, ktery byl rozpustén ve 2,5 ml 96% ethanolu, 100 pL 30% peroxidu vodiku a 7
ml 100 mM fosfitového pufru o pH 7,00 Smés byla doplnéna
jesté 0,4 ml destilované vody za ti¢elem dosazZeni celkového objemu 10 ml. Roztok byl
nasledné v plastové zkumavce vloZen do ultrazvukové 1azn€ na dobu 5 minut. Gel byl
inkubovan v tomto roztoku do druhého dne pfi laboratorni teploté a poté byl oplachnut

destilovanou vodou’".

5.4.6.4. Detekce aktivity

glutathion-S-transferas

Za ucelem zobrazeni izoforem glutathion-S-transferas byl gel nejprve inkubovéan v
roztoku o slozeni 4,5mM glutathionu, ImM CDNB, ImM NBT a 100mM fosfatového
pufru o pH 6,5. Celkovy objem roztoku €inil 10 ml. Gel byl inkubovan po dobu 10
minut pfi teploté 37 °C. Nasledn¢ byl gel oplachnut destilovanou vodou. Po omyti byl
umistén do druhého roztoku o slozeni 3mM PMS a 100mM Tris—HCI o pH 9,6. V
roztoku byl gel ponechan pfi laboratorni teplot¢ do druhého dne. Nasledné byl gel

né&kolikrat promyt vodou*2.



5.4.6.5. Detekce aktivity NADPHoxidasy

Za ucelem zobrazeni izoforem NADPHoxidas byl gel nejprve inkubovan v roztoku o
slozeni 0,2mM NBT, 0,1mM chloridu hote¢natého, ImM chloridu vépenatého a 5S0mM
Tris—HCI pufru o pH 7,5. Celkovy objem roztoku ¢inil 10 ml. V pfipraveném roztoku
byl gel inkubovan ve tmé pfi laboratorni teploté po dobu 20 minut. Nasledné bylo
k roztoku piidano NADPH, aby jeho celkova koncentrace v roztoku ¢inila 0,2mM. Bylo
pozorovano modré zbarveni oblasti vyskytu izoforem v gelu. Reakce byla zastavena

ponoienim gelu do destilované vody>.



6.Vysledky

6.1. Kalibrace

Za ucelem kalibrace byly pfipraveny roztoky ibuprofenu v 96% methanolu o
koncentracich 1,3,5,7,10 a 15 mg/l. Pomoci programu Clarity byla ziskana linearni
zavislost plochy piku na koncentraci latky v roztoku. Interval spolehlivosti cinil
0,9994737. Mez detekce Cinila 0,05 mg/l a mez stanovitelnosti ¢inila 0,15 mg/1.

Za uUCelem kalibrace byly pfipraveny roztoky 2-hydroxyibuprofenu v 96%
methanolu o koncentracich 1,3,5,7,10 a 15 mg/l. Pomoci programu Clarity byla ziskana
linearni zavislost plochy piku na koncentraci latky v roztoku. Interval spolehlivosti ¢inil
0,9994597. Mez detekce Cinila 0,04 mg/l a mez stanovitelnosti ¢inila 0,12 mg/1.

Za Ucelem kalibrace byly pfipraveny roztoky ketoprofenu v 96% methanolu o
koncentracich 1,3,5,7,10 a 15 mg/l. Pomoci programu Clarity byla ziskédna linearni
zavislost plochy piku na koncentraci latky v roztoku. Interval spolehlivosti ¢inil

0,9990562. Mez detekcee Cinila 0,02 mg/l a mez stanovitelnosti ¢inila 0,05 mg/1.

6.2. Fytoremediace

Tabulka 1: Hodnoty koncentrace ibuprofenu ve vodné fazi v pfitomnosti rostliny v baiikdch oznacenych 1 az 5 v
zavislosti na uplynulém case od ptidani 1éCiva dané v mg/l s uvedenymi hodnotami jejich priméru, medianu a
smérodatné odchylky (provedeni s cilenou pocate¢ni koncentraci 5 mg/1)

Den/¢islo experimentu 1 2 3 4 5 Prlmér Smodch. Median
1 5,91 4,15 4,58 5,58 5,73 5,19 0,70 5,58
2 4,02 2,51 2,51 4,14 3,91 3,42 0,74 3,91
3 2,35 1,44 1,97 2,91 1,98 2,13 0,49 1,98
4 1,42 1,58 1,32 2,10 1,05 1,50 0,35 1,42
5 0,89 0,41 0,35 0,98 0,52 0,63 0,25 0,52
8 0,22 0,15 0,11 0,17 0,07 0,14 0,05 0,15
9 0,07 0,04 0,07 0,04 0,05 0,05 0,01 0,05




Tabulka 2: Hodnoty koncentrace ibuprofenu ve vodné fazi v ptitomnosti rostliny v bankach oznacenych 1 az 7 v
zavislosti na uplynulém ¢ase od pfidani 1é¢iva dané v mg/l s uvedenymi hodnotami jejich priméru, medianu a
smérodatné odchylky (provedeni s cilenou pocate¢ni koncentraci 10 mg/1)

Den/¢islo experimentu 1 2 3 4 5 6 7 Primér Smodch. Median
1 2,76 9,04 9,27 9,76 12,98 11,80 7,59 9,03 3,05 9,27
2 7 877 4,29 7,51 7,51 7,90 7,19 1,52 7,51
T _—
3 | 6,42 2,79 3,74 9,24 6,71 5,78 2,30 6,42
4 " 59 1,96 5,07 8,32 8,32 5,93 2,36 5,96
5 | / 4,67 1,48 4,28 6,67 7,02 4,83 1,99 4,67
8 | _— 279 1,60 2,40 4,45 4,04 3,06 1,05 2,79
9 2,06 0,77 1,52 0,75 1,84 3,81 3,73 2,07 1,17 1,84
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Graf 1: Pokles koncentrace ibuprofenu ve vodné fazi v pfitomnosti rostliny dané v miligramech na litr v zavislosti na
Case daném ve dnech (experiment 10 mg/l zndzornén modre, 5 mg/1 zIut¢).

Tabulky 1 a 2 uvad¢ji hodnoty ziskané pomoci fytoextrakce. Graf 1 znazoriuje
zavislost prumérnych hodnot koncentrace ibuprofenu ve vodné fazi na dob¢ uplynulé od
pfidani 1éc¢iva.

Béhem pokusu sniz§i vstupni koncentraci doSlo ke snizeni koncentrace
xenobiotika v priméru o 5,14 mg/l, coz odpovida 99 % pivodni davky. Pii celkové
Cerstvé hmotnosti rostlin Cinici 16,16 g a objemu vodné faze v kazdé bance 100 ml
odpovida ucinnost fytoextrakce tedy hodnoté 0,16 mg léCiva na 1,00 gram cerstvé
hmotnosti rostliny.

Béhem pokusu s vySs$i pivodni koncentraci doSlo ke snizeni koncentrace
xenobiotika v priméru o 6,96 mg/l, coz odpovida 77 % pivodni davky. Pii celkové

cerstvé hmotnosti rostlin €inici 28,23 g a objemu vodné faze v kazdé banice 100 ml



odpovida ucinnost fytoextrakce tedy hodnoté 0,17 mg léCiva na 1,00 gram cCerstvé
hmotnosti rostliny.
Nizs§i hodnoty snizeni koncentrace ibuprofenu pii vys$i piivodni koncentraci
mohou naznacovat dosazeni maximalni transportni ¢i adsorp¢ni kapacity rostliny.
Experimenty zahrnujici fytoextrakci 2-hydroxyibuprofenu vedly rovnéz k
vyznamnému poklesu koncentrace studované latky v kultivatnim mediu a jsou
znazornény Vv tabulce 3 a pro vétsi ndzornost i v grafu 2.
Tabulka 3: Hodnoty koncentrace 2-hydroxyibuprofenu ve vodné fazi v pfitomnosti rostliny v baitkach oznacenych

Cisly 1 az 5 v zavislosti na uplynulém ¢ase od piidani 1é¢iva dané v mg/l s uvedenymi hodnotami jejich praméru,
medianu a smérodatné odchylky

Den/¢islo experimentu 1 2 3 4 5 Prdmér Smodch. Median
1 5,93 5,15 5,71 5,37 4,96 5,43 0,36 5,37
2 4,62 4,53 4,80 4,71 5,09 4,75 0,19 4,71
3 4,24 3,94 3,50 4,22 3,53 3,89 0,32 3,94
4 4,92 4,92 4,11 4,62 4,51 4,62 0,30 4,62
5 3,30 3,23 2,60 4,20 3,60 3,39 0,52 3,30
8 2,67 3,07 2,74 3,44 1,88 2,76 0,52 2,74
9 2,61 2,81 2,60 3,01 3,16 2,84 0,22 2,81
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Graf 2: Pokles koncentrace 2-hydroxyibuprofenu ve vodné fazi v ptfitomnosti rostliny dané v miligramech na litr
v zavislosti na ¢ase daném ve dnech

Po deviti dnech fytoextrakce doslo ke sniZzeni plivodni koncentrace v priiméru o
2,59 mg/l, coz odpovidad 47 % ptivodni davky. Pti celkové Cerstvé hmotnosti rostlin
Cinici 18,23 g a objemu vodné faze v kazdé baince 100 ml odpovida tucinnost

fytoextrakce tedy hodnoté 0,07 mg 1é€iva na 1,00 gram Cerstvé hmotnosti rostliny.



V grafu 2 je patrno, ze béhem Cctvrtého dne doslo k navysSeni koncentrace
xenobiotika v roztoku. NavySeni koncentrace bylo pravdépodobné zplsobeno
odumienim ¢asti rostlin, pfedevS§im kofenti, ze kterych mohlo byt nashromazdéné
xenobiotikum uvolnéno zpét do roztoku. Niz$i u€innost fytoextrakce oproti hodnotam
naméfenym pro ibuprofen pravdépodobné souvisi s polarnéjSim charakterem
metabolitu, ktery zamezuje prostupovani membranami a usnadituje rozpustnost ve vode.

Tabulka 4 uvadi hodnoty ziskané v prib&hu fytoextrakce ketoprofenu. Graf 3
znazoriuje zavislost primérnych hodnot studovaného slou¢eniny ve vodné fazi na dobé
uplynulé od piidani Ié¢iva.

Tabulka 4: Hodnoty koncentrace ketoprofenu ve vodné fazi v pfitomnosti rostliny v bankach oznacenych ¢isly 1 az 5

v zavislosti na uplynulém ¢ase od pfidani 1é¢iva dané v mg/l s uvedenymi hodnotami jejich priméru, medianu a
smérodatné odchylky

Den/&islo experimentu 1 2 3 4 5 Pridmér Smodch. Median
1 4,28 4,40 5,35 5,00 5,94 4,99 0,61 5,00
2 2,92 3,95 4,18 4,20 4,42 3,93 0,53 4,18
3 2,41 2,49 2,75 2,87 2,86 2,68 0,19 2,75
4 1,83 1,76 2,11 2,25 1,93 1,97 0,18 1,93
5 1,93 1,41 1,30 1,06 1,25 1,39 0,29 1,30
8 1,25 0,58 0,64 0,54 0,66 0,73 0,26 0,64
9 0,74 0,41 0,52 0,55 0,47 0,54 0,11 0,52
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Graf 3: Pokles koncentrace ketoprofenu ve vodné fazi v pfitomnosti rostliny dané v miligramech na
litr v zavislosti na ¢ase daném ve dnech



Po deviti dnech fytoextrakce doslo ke snizeni ptivodni koncentrace v priiméru o
4,45 mg/l, coz odpovida 89 % pivodni davky. Pti celkové Cerstvé hmotnosti rostlin
Cinici 15,84 g a objemu vodné faze v kazdé baice 100 ml odpovida tucinnost

fytoextrakce tedy hodnoté 0,14 mg 1éCiva na 1,00 gram Cerstvé hmotnosti rostliny.

6.3. Analyza kultivacniho média pri
fytoextrakci ibuprofenu

Pomoci postupu pro stanoveni koncentrace 2-hydroxyibuprofenu popsaného v sekci 5.3
byla stanovena koncentrace 2-hydroxyibuprofenu uvolnéné¢ho rostlinou do média
béhem fytoextrakce ibuprofenu. Tabulka 5 popisuje jeho namétfené koncentrace ve
vodné fazi, v niz rostly rostliny po dobu 9 dnid. Jedna se o vzorky ziskané poslednim
odbérem béhem dvou pokust fytoremediace ibuprofenu. Prvni sloupec oznacuje ¢islo
experimentu, druhy oznacuje vysledky zmétené pro roztoky snizs§i pocatecni
koncentraci a tfeti sloupec oznacuje vysledky zméfené pro roztoky s vyssi pocateéni
koncentraci. Primérna hodnota dat ve druhém sloupci ¢ini 0,81 mg/l. Primérna hodnota

dat ve tfetim sloupci €ini 1,35 mg/l.

Tabulka 5: Hodnoty koncentrace 2-hydroxyibuprofenu uvolnéného do vodné faze rostlinou rostouci v pfitomnosti
ibuprofenu dané v mg/1

Banka cs[mg/l] | cio[mg/1]
1 0,94 1,19
2 1,01 0,94
3 0,92 0,98
4 0,52 2,41
5 0,66 1,22

V souvislosti s naméfenymi hodnotami poklesu mnoZstvi ibuprofenu ve
fytoextrakénim experimentu za 9 dnli popsané v sekci 6.2. odpovidalo latkové mnozstvi
uvolnéného 2-hydroxyibuprofenu v pfipadé experimentu s niz§i pivodni koncentraci
1é¢iva 15 % latkového mnozstvi ibuprofenu odstranéného z roztoku rostlinou. V ptipadé

experimentu s vy$$i ptivodni koncentraci 1é€iva odpovidala hodnota 18 %.



6.4.Stanoveni extrahovatelnych rezidui

Tabulka 6: Koncentrace 1é¢iv v Cerstvé hmotnosti jednotlivych ¢asti rostliny

nuisy [mg/g] Micoreny [ME/8]
ibuprofens 0,011 0,005
ibuprofen;o 0,013 0,004
ketoprofen 0,011 0,001

Tabulka 6 byla sestavena z dat ziskanych pomoci postupu popsaného v sekci 5.2.2. Data
jsou udana vmg léCiva na 1,00 g cCerstvé hmotnosti odpovidajici Casti rostliny.
Vysledky jsou pouze orientacni, nebot naméfené hodnoty byly jen tésné€ nad limitem
kvantifikovatelnosti a vyhodnoceni bylo komplikovano slozitosti analyzovaného
vzorku. Hodnoty odpovidajici vzorklim ziskanym z rostlin kultivovanych na mediu s 2-
hydroxyibuprofenem nejsou uvedeny, nebot se nachazely jiz pod prahem

kvantifikovatelnosti a pfifazeni odpovidajicich pika by bylo jiz sporné.

6.5. Biochemicka analyza ucinkl xenobiotik

6.5.1. Peroxidace lipidu
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Graf 4: Vysledky stanoveni peroxidace lipidi s hodnotami odpovidajicimi oxidaénimu stresu v listech oznacenymi zelené a
hodnotami odpovidajicimi peroxidaci v kofenech ozna¢enymi oranzové



Graf 4 ilustruje vysledky analyzy oxida¢niho stresu lipidli stanovenych pomoci metody
popsané v sekci 5.4.1. Hodnoty odpovidajici kontrole byly oznaceny 100 %. V ptipadé
listh nedosSlo k vyraznym zménam oproti kontrole kromé vzorku odpovidajicimu
rostlin€ rostouci v piitomnosti 2-hydroxyibuprofenu. V ném klesla hodnota na hodnotu
72 %. Nartst oxida¢niho stresu ve vzorcich kofend byl zaznamendn u vSech 1éCiv.
Nejvyssi hodnoté odpovidal vliv ibuprofenu, jehoz hodnota

odpovidala 148 %.

6.5.2. Aktivita Sikimatdehydrogenasy
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Graf 5: Vysledky stanoveni enzymové aktivity Sikimatdehydrogenasy s hodnotami odpovidajicimi enzymovym
aktivitam v listech oznacenymi zelené a hodnotami odpovidajicimi enzymovym aktivitdm v kofenech oznaenymi
oranzove

Graf 5 ilustruje vysledky analyzy enzymové aktivity Sikimatdehydrogenasy stanovené
pomoci metody popsané v sekci 5.4.2. Hodnoty odpovidajici kontrole byly oznaceny
100 %. V pripad¢ listi nedoslo k vyraznym zménam oproti kontrole kromé vzorku,
odpovidajicimu rostliné rostouci v pfitomnosti 2-hydroxyibuprofenu. V ném klesla
hodnota na hodnotu 51 %. Narist oxida¢niho stresu ve vzorcich kofent byl zaznamenéan
u viech 1é¢iv. Utinek ketoprofenu vrostl oproti kontrole nepatrné. Nejvyssi hodnoté

odpovidal vliv ibuprofenu, jehoz hodnota odpovidala 160 %.



6.5.3. Aktivita celkovych peroxidas
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Graf 6: Vysledky stanoveni enzymové aktivity celkovych peroxidas s hodnotami odpovidajicimi enzymovym
aktivitam v listech oznacenymi zelené a hodnotami odpovidajicimi enzymovym aktivitdm v kofenech oznacenymi
oranzove

Graf 6 ilustruje vysledky analyzy enzymové aktivity celkovych peroxidas stanovené
pomoci metody popsané v sekci 5.4.3. Hodnoty odpovidajici kontrole byly oznaceny
100 %. V ptipadé listh doSlo ke sniZeni aktivity oproti kontrole. Nejniz§i hodnotu
nabyva vysledek odpovidajici vzorku rostliny rostouci \%
ptitomnosti 2-hydroxyibuprofenu, ta nabyva hodnoty 77 %. Nartst aktivity ve vzorcich
kotenii byl zaznamenan u vSech 1é¢iv. Nejvyssi hodnoté odpovidal vliv ibuprofenu,

jehoz hodnota odpovidala 175 %.
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Obrazek 4: Vysledek detekce izoforem peroxidas po nativni elektroforetické separaci za nativnich podminek,
drahy 1-4 odpovidaji vzorkiim listd v pofadi kontrola, ibuprofen, 2-hydroxyibuprofen a ketoprofen, drahy 5-8
odpovidaji vzorkiim kofent ve stejném potadi



Na obrazku 4 je fotografie gelu po dokonceni elektroforézy popsané v
sekci 5.4.6.3. V ptipadé vzorki listd byly zaznamenéany vétSinou dvé izoformy kromé
kontroly, u které byla zaznamendna pouze jedna. Intenzita izoforem, jejichz reten¢ni
faktor byl shodny s izoformou rozpoznanou v piipad¢ kontroly, byla u vSech zbylych
vzorkd listd nizsi.

V ptipadé vzorki kofenli bylo zaznamenano vicero izoforem. Jejich pocet neni
jasn¢ stanovitelny. U vzorkl kofenli byla zaznamendna vyrazné vyssi aktivita oproti
aktivitdm vzorka listli. Intenzita izoformy, ktera byla rozpoznana v potadi jako druha,
byla ve vzorcich ovlivnénych xenobiotiky niz$i nez v pfipadé kontroly, ale u vSech

zbylych izoforem byl trend vyrazné opacny.

6.5.4. Aktivita membranové vazanych

peroxidas
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Graf 7: Vysledky stanoveni enzymové aktivity membranoveé vazanych peroxidas s hodnotami odpovidajicimi
enzymovym aktivitdm v listech ozna¢enymi zelen¢ a hodnotami odpovidajicimi enzymovym aktivitdm v kofenech
oznacenymi oranZove

Graf 7 ilustruje vysledky analyzy enzymové aktivity membranoveé vazanych peroxidas
stanovené pomoci metody popsané v sekci 5.4.4. Hodnoty odpovidajici kontrole byly
oznaceny 100 %. V piipad¢ listh doSlo ke sniZzeni aktivity oproti kontrole. Nejnizsi
hodnoty  nabyva  vysledek  odpovidajici  vzorku  rostliny  rostouci v

pfitomnosti 2-hydroxyibuprofenu, ta nabyva hodnoty 42 %. Nartst aktivity ve vzorcich



koteni byl zaznamenan u vSech 1é¢iv. Nejvyssi hodnot¢ odpovidal

vliv 2-hydroxyibuprofenu, jehoz hodnota odpovidala 185 %.

6.5.5. Detekce aktivity glutathion-S-

transferas

1lc=>

2=>

3=>

Obrazek 5: Vysledek detekce izoforem GST po nativni elektroforetické separaci za nativnich podminek, drahy 1-4
odpovidaji vzorkim listd v pofadi kontrola, ibuprofen, 2-hydroxyibuprofen a ketoprofen, drahy 5-8 odpovidaji
vzorkiim kofeni ve stejném potadi

Na obrazku 5 je fotografie gelu po dokonceni elektroforézy popsané v
sekci 5.4.6.4. V ptipadé vzorki listl byly zaznamendany tii izoformy. Nejvyssi intenzitu
méla ve vSech ctyfech pripadech prvni izoforma. Nejvyssi intenzitu méla prvni
izoforma u ibuprofenu v draze cCislo 2, ktera byla lehce vyssi oproti kontrole. U zbylych
dvou xenobiotik byla intenzita oproti kontrole v ptipadé prvni izoformy nizsi.

V ptipadé vzorkl kofenli bylo zaznamendno vicero izoforem. Jejich pocet neni
jasné stanovitelny. U vzorkli kofentl byla zaznamendna vyrazné vyss$i aktivita oproti
aktivitdim vzorkll listd. Oproti kontrole se ucinky xenobiotik pfili§ neliSily.
V ptipadech 2-hydroxyibuprofenu a ketoprofenu v drahdch 7 a 8 je oproti kontrole
mozno rozeznat navic jednu izoformu s nejvy$§i mobilitou (¢islo 4 na obrazku 5).
Intenzita zminénych izoforem se nachdzi tésné¢ nad prahem detekce. Je zjevné, Ze
v ptipad¢ ketoprofenu v draze 8 je v porovnani s ostatnimi xenobiotiky pfitomno vicero

1zoforem, které ale lezi pod mezi detekce.



6.5.6. Detekce aktivity NADPHoxidasy
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Obrazek 6: Vysledek detekce izoforem NADPHoxidasy po gelové elektroforetické separaci za nativnich podminek,
dréhy 1-4 odpovidaji vzorkiim listd v potadi kontrola, ibuprofen, 2-hydroxyibuprofen a ketoprofen, drahy 5-8
odpovidaji vzorkiim kofent ve stejném potadi
Na obrazku 6 je fotografie gelu po dokonceni -elektroforézy popsané v
sekci 5.4.6.5. V ptipad¢€ vzorkl listii byly zaznamenany tfi izoformy. Nejvyssi intenzitu
méla ve vSech ctyfech ptipadech prostiedni, druha izoforma. Nejvyssi rozdil v jeji
intenzit¢ v porovnani s kontrolou byl naméfen u vzorku odpovidajicimu

ucinkiim 2-hydroxyibuprofenu v dréze cislo 3.
V ptipadé vzorkil kofenli byla zaznamendna ve vétSin€ piipadii jen jedna

izoforma o nizké intenzité. Vyjimkou byl vzorek odpovidajici u¢inkiim ketoprofenu

v draze ¢islo 8. U néj byla zaznamenana 1 druhd izoforma o velmi nizké intenzité.



6.5.7. Stanoveni mnozstvi proteinu dle
Bradforda
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Graf 8: Vysledky stanoveni mnozstvi proteint dle Bradforda s hodnotami odpovidajicimi mnozstvi proteint v listech
oznacenymi zelené a hodnotami odpovidajicimi mnozstvi proteind v kotenech oznacenymi oranzové

Graf 8 ilustruje vysledky stanoveni mnozstvi proteinli pomoci metody popsané v sekci
5.4.3. Hodnoty odpovidajici kontrole byly oznaCeny 100 %. V piipadé listi doslo
k mirnému navySeni oproti kontrole. Nejvyssi hodnoty nabyva vysledek odpovidajici
vzorku rostliny rostouci v pfitomnosti ibuprofenu, ta nabyva
hodnoty 124 %. Nartst aktivity ve vzorcich kofenli byl zaznamenan u ketoprofenu a
ibuprofenu. Nejvyss§i hodnoté odpovidal vliv ketoprofenu, jehoz hodnota

odpovidala 171 %. U 2-hydroxyibuprofenu byl zaznamenan pokles na hodnotu 83 %.



7. Diskuse

Béhem pokusu fytoextrakce ibuprofenu pomoci kukufice seté (Zea mays) s puvodni
cilenou koncentraci ibuprofenu o hodnoté 5 mg/l doslo ke snizeni koncentrace
xenobiotika po deviti dnech fytoextrakce v priméru o 5,14 mg/l, coz odpovida 99 %
pvodni davky. Uginnost fytoextrakce tedy odpovida hodnoté 0,16 mg 1é¢iva na 1,00
gram cerstvé hmotnosti rostliny. Béhem pokusu s vyssi pivodni koncentraci, tedy
s cilenou koncentraci 10 mg/l, doSlo ke snizeni koncentrace xenobiotika v priméru o
6,96 mg/l, coz odpovidd 77 % puvodni davky. Uéinnost fytoextrakce odpovida
hodnoté 0,17 mg 1é¢iva na 1,00 gram Cerstvé hmotnosti rostliny. Niz§i hodnoty sniZeni
koncentrace ibuprofenu pii vyssi piivodni koncentraci mohou naznaCovat dosazeni
maximalni extrakéni kapacity rostliny at’ jiz ve smyslu aktivniho zachytu ¢i adsorpéni
kapacity kotend.

Béhem fytoextrakce 2-hydroxyibuprofenu pomoci kukufice seté (Zea mays)
s pivodni cilenou koncentraci 2-hydroxyibuprofenu o hodnoté 5 mg/l doslo ke snizeni
koncentrace xenobiotika po deviti dnech fytoextrakce v pruméru o 2,59 mg/l, coz
odpovidd 47 % pavodni  davky.  Uginnost  fytoextrakce  odpovida
hodnoté 0,07 mg 1é¢iva na 1,00 gram Cerstvé hmotnosti rostliny.

Béhem pokusu fytoextrakce ketoprofenu pomoci kukufice seté (Zea mays)
s pivodni cilenou koncentraci ketoprofenu o hodnoté 5 mg/l doSlo ke sniZeni
koncentrace xenobiotika po deviti dnech fytoextrakce v pruméru o 4,45 mg/l, coz
odpovida 89 % ptivodni davky. Uginnost fytoextrakce odpovida hodnoté 0,14 mg 1é¢iva
na 1,00 gram ¢erstvé hmotnosti rostliny.

NiZz8i acinnost fytoextrakce 2-hydroxyibuprofenu oproti hodnotdm naméfenym
pro ibuprofen a ketoprofen pravdépodobné souvisi s polarn€jSim charakterem
metabolitu, ktery zté¢Zuje prostup membranami a zvySuje rozpustnost ve vode.

Byla stanovena koncentrace 2-hydroxyibuprofenu uvolnéného do roztoku
ibuprofenu o koncentraci 5 mg/l béhem jeho fytoextrakce pomoci
kukufice seté (Zea mays). Po deviti dnech fytoextrakce doSlo k navySeni koncentrace
metabolitu v priméru na hodnotu 0,81 mg/l. V ptipad€ vychozi koncentrace ibuprofenu
rovné hodnot¢ 10 mg/l ¢cinila hodnota v 1,35 mg/l. Latkové mnozstvi
uvolnéného 2-hydroxyibuprofenu odpovidalo v pfipadé experimentu s nizs$i pivodni
koncentraci 1éciva 15 % latkového mnozstvi ibuprofenu odstranéného z roztoku

rostlinou. V ptipadé s vyssi ptvodni koncentraci 1é¢iva odpovidala hodnota 18 %.



Vysledky odpovidaji predpokladu, Ze polarnéjsi metabolit bude vice uvoliiovan do
okolniho vodniho prostiedi oproti kumulaci v buiikach rostliny. Z vysledka je rovnéz
zjevneé, ze se zvySenym mnozstvim piijatého ibuprofenu rostlinou rovnéz roste mnozstvi
uvolnéného 2-hydroxyibuprofenu do okolniho prostredi.

Stanoveni koncentrace extrahovatelnych rezidui byla provedena pro ketoprofen,
2-hydroxyibuprofen a dvé vychozi koncentrace ibuprofenu. V ptipad¢ nizsi pocatecni
koncentrace ibuprofenu v roztoku byla naméfena hodnota koncentrace rezidua v rostliné
dand v hmotnosti farmaka na cerstvou hmotnost rostlinné ¢asti 0,011 mg/g v listech a
0,005 mg/g v kotenech. Pro vyssi poc¢atecni koncentraci ibuprofenu ¢inila koncentrace
v listech 0,013 mg/g a vkofenech 0,004 mg/g. V ptipadé¢ ketoprofenu cinila
koncentrace v listech 0,011 mg/g a v kotenech 0,001 mg/g. Hodnoty namétené pro
2-hydroxyibuprofen se nachazely pod limitem detekce. Ve vSech vysledcich je mozné
sledovat trend zvysSené koncentrace xenobiotika v listech oproti kofenim. Hodnoty
odpovidajici ibuprofenu a ketoprofenu jsou ftadové shodné. Nizkd koncentrace
2-hydroxyibuprofenu v rostliné mize souviset s nizkou efektivitou jeho fytoextrakce
z prostiedi.

Byla sledovana biochemickd odpovéd’ na piitomnost xenobiotik po dokonceni
fytoremediace za ucelem stanoveni miry oxidac¢niho stresu plsobiciho na rostlinu.
Z vysledkit je mozné vypozorovat trend snizovani enzymové aktivity souvisejici
s antioxida¢nim systémem rostliny v pfipadé vzorku listl. K nejvétSimu snizeni dochéazi
u vzorkli odpovidajicich rostlindm rostoucim v prostiedi 2-hydroxyibuprofenu. U
kotfenli je trend opacny a dochazi k vyraznému narGstu. Trendu odpovidaji vysledky
peroxidace lipidii, enzymové aktivity Sikimatdehydrogenasy a enzymové aktivity
celkovych 1 membranovych peroxidas. K nejvyssi zméné oproti kontrole doSlo béhem
stanoveni enzymové aktivity membranove vazanych peroxidas vzorki rostlin rostoucich
s 2-hydroxyibuprofenem v médiu. Aktivita se snizila oproti kontrole v pfipadé listli na
hodnotu 42 % a v ptipad¢ kotfenti vzrostla na hodnotu 185 %. Vysledky naznacuji, ze
xenobiotika pfijimand kofeny jsou v kofenech rovnéz metabolizovdna na polarné;si,
okoli ¢i do listové ¢asti rostliny, kde ale kviili svym pozménénym vlastnostem nepiisobi
tak Skodlivym ucinkem jako v kofenové Casti.

Trendu odpovida i stanoveni enzymové aktivity glutathion-S-transferas pomoci

wvrwe

aktivitu 1 ketoprofen. Vysledky nativni elektroforézy NADPHoxidasy se trendu



vymykaji, a aktivity listd naopak mnohem pievysuji aktivitu vzorki kotfenl. Mezi
vzorky listli byla o maly rozdil oproti kontrole nejvyssi aktivita odpovidajici vzorku
rostliny rostouci v prostiedi 2-hydroxyibuprofenu. Mezi vzorky kofent zpusobil

nejvyssi aktivitu vliv ketoprofenu maly rozdil oproti kontrole.



8. Zaver

Ziskané vysledky, jak z hlediska fytoextrakce, tak i biochemickych analyz, naznacuji
moznost extrakce studovanych xenobiotik do kofenové tkan¢ a naslednou translokaci do
nadzemnich ¢asti rostliny. Tento fakt dokumentuje, Ze se nejedna pouze o sorpci na
kofeny, ale Ze studované latky jsou piijimany dovniti kofentl, interaguji s rostlinnym
metabolismem a jsou translokovany do nadzemnich ¢asti, ¢imz muze dochazet ke
kontaminaci potravnich fetézct, a tedy i1 vlivu na vyssi organismy. V tomhle smyslu je
nutné jesté dodat, Ze analyzovany byly pouze matetské slouceniny. Lze predpokladat,
ze vpribéhu rostlinného metabolismu dochazi k enzymatickym transformacim
studovanych latek na dal$i slouCeniny, u kterych neni znamé ani mira toxicity, ani

fyziologické dopady a které mohou mit vliv na bezpecnost ¢i nezdvadnost potravy.
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