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Abstrakt

V tejto praci sme za zaoberali metddami, ktorymi by sme mohli byt schopni odstranit
mikropolutanty, ako napriklad drogy a lie¢iva, z odpadovych véd. Jednou zo skimanych
metdd bola schopnost vodnych rastlin odstrariovat xenobiotikd zo Zivotného prostredia
pomocou koreriove] sustavy. Pomocou laboratérnych testov sme sa snazili potvrdit, Ze nase
zvolené vodné rastliny su schopné absorbovat kontrastné médium (iohexol) z vody. TaktieZ
sme sledovali vplyv vybranych rastlin na koncentraciu mikropolutantov v redlnej odpadovej
vode z odtoku Cistiarne odpadovych vod. Druhou metédou bolo pouZitie bérom dopovanych
diamantovych elektréd, schopnych generovat vysoko reaktivny hydroxylovy radikal.
Sledovali sme vplyv elektrédy na koncentraciu kontrastného média (iohexol) v Cistej vode ale
aj v odpadovej vode.

Dokazali sme, Ze vodné rastliny si schopné absorbovat kontrastnu latku za vzniku
roznych metabolitov detegovanych v listoch aj korerfioch. Experimenty na odpadovej vode
moZeme povaZovat za Uspesné. Znacné znizenie koncentracie mikropolutantov nastalo uz po
46 hodinach od zacatia experimentu.

Bérom dopované diamantové elektrédy boli schopné kontrastnu latku ciastocne
zdegradovat aviak najvyssia dosiahnuté G¢innost bola 57 %. Co sa tyka poklesu koncentrécie
mikropolutantov v odpadovej vode, méZzeme potvrdit schopnost elektrédy pracovat rychlo
a efektivne hlavne pri latke venlafaxin a oxazepam.
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Teoreticka Cast

Typy drog a lieciv

Medzi najznamejSie mikropolutanty vyskytujuce sa v odpadovych vodach su drogy
a lie¢iva. Po konzumacii drogy ¢i lieCiva, sa zvySok vyluci z tela v podobe mocu a exkrementov
ako zmes poévodnej latky ajej metabolitov. Okrem povodnych zlucenin a metabolitov sa
v prostredi castokrat nachadzaju aj degradacné produkty tychto latok, ktorych vplyv na
Zivotné prostredie mnoho krat nie je znamy. Niektoré metabolity a degrada¢né produkty
dokonca méZu vplyvat na Zivotné prostredie negativnejsie ako povodnad latka. M6Zu vznikat
dvomi spdsobmi ato zin vivo reakcii ako redukcia, biochemicka oxidacia ¢i hydrolyza.
Druhym sp6sobom vzniku metabolitov je biochemickou reakciou pri ktorej dochadza k adicii
na povodnu latku. Vo vode sa vela z nich rozpadne na povodnu latku a su detegované aj
v povrchovych vodach [1].

Patria sem:

e Antibiotika

e Regulatory lipidov
e Analgetika

e Antidepresiva

e Beta blokatori

e Statiny

e Antidiabetika

e Anestetika

e Antivirotikd

e Lieky proti rakovine
e Kontrastné latky
e Stimulanty

e Estrogény

e PCPs

e |legdlne drogy

e amnoho inych

Zdroje drog a lieCiv

NajéastejSim zdrojom mikropolutantov v komunalnych odpadovych vodach su ludia.
Jednd sa najma o konzumentov lieéiv ale aj o uzivatelov ilegdlnych drog. Vysoké koncentracie
mikropolutantov pribudaju hlavne z nemocniénych &i zdravotnickych zariadeni, kde sa lieciva
konzumujua vo vacsom mnozZstve. Toxicita odpadovej vody z nemocnice méze byt az 15-krat
vySSia ako v komunadlnej odpadovej vode [2]. V obdobi festivalov a koncertov sledujeme
narazové zvySenie koncentracie tanecnych drog. ZvySenda koncentracia antibiotik
v odpadovych vodach je hlavne pocas chripkovych epidémii. K znecisteniu prispievaju
v znacnej miere aj domovy déchodcov, kde sa uzivaju rézne typy lieCiv aj 3-krat denne [1].



Dusan Zabka Ivana Horakova

Désledky znecistenia mikropolutantami

e Rezistencia baktérii: Pritomnost viacerych antibiotik v odpadovej vode mdze vyvolat
vznik multi-rezistentnych baktérii. Tuto novonadobudnutl schopnost si potom
baktérie medzi sebou vymienaju a stavaju sa pre nas nebezpeénejsimi. Pacient musi
uzit viacero roéznych typov antibiotik ato prave ztoho dbvodu, Ze baktéria uz
interagovala s danou latkou avybudovala si voc¢i nej imunitu. Napriklad rod
Aeromonas, ktory Zil vo vodnom prostredi, kde sa chovali ryby a elektrické Uhory
vykazoval zvySenu rezistenciu voci viacerym antibiotikam a tazkym kovom [3].

e Toxicita: Pod pojmom toxicita rozumieme potencial latky otravit organizmus.
V nasom pripade sa jednd o vodné organizmy. Testy sa robia najma na baktéridch
(Vibrio fischeri), dafniach, rybach aj riasach. Toto je ale len prvy indikacny stupen
toxicity, nedostdvame informdcie o genotoxicite, neurotoxicite a podobne.
U ilegalnych drog je zdrojom toxicity ich chiralita. Kokain ma cyto-genotoxicky efekt
a poskodzuje primdrnu DNA. Diklofenak ma tiez toxické ucinky a to hlavne na pecen,
oblicky, Ziabre a vajicka ryb. Niektoré rybky sa rodia bez schopnosti plavat nahor a su
odsudené na smrt. Tato latka tieZ pdsobi toxicky na musle, tie stracaju schopnost
prichytit sa na povrch [1].

e Estrogénna aktivita: cudzorodé latky vykazujuce estrogénnu aktivitu, nazyvané tiez
endokrinné disruptory, su schopné narusat prirodzend funkciu horménov v tele.
Existuje niekolko ré6znych mechanizmov ucinku. Niektoré xenoestrogény posobia na
hormonalne receptory chemicky tak, Ze ich aktivuju, iné ich inaktivuju a dalSie
narusaju metabolizmus horménov. Zo skupiny antropogénnych chemikalii vykazuju
endokrinny Ucéinok mnohé pesticidy, ako napriklad eldrin, lindan, dieldrin a DDT
(dichlorodifenyltrichloroetan), taktiez kontaminanty zchemického priemyslu ako
polychlérované dioxiny (PCDD) a latky im podobné [1].

e Mutdcie: Lieky proti rakovine si zndme tym, Ze su schopné vyvolat rézne mutécie.
Dokonca aj samotny kokain je schopny vyvolat mutagénne zmeny v organizme. Ryby
zrodu Danio renio trpeli defektom génov, ktoré ovplyviuju dopaminergické
signalizovanie na ocnej sietnici a mozgu [4].

Metddy degradacie mikropolutantov

Dodnes sa nevynasla technoldgia, ktora by vyrieSila vSeobecne problém so znecistenim
odpadovych véd. Kazdad odpadova voda tecluca do riek ma iné zloZenie a obsahuje
koncentracie rdznych latok. Prave toto je dovod preCo sa vedci snazia vynajst nové
a efektivnejsie metddy Cistenia. Najviac skimané su metddy zaloZzené na chemickej reakcii
a biodegradacii pomocou roznych rastlin, sinic ¢i baktérii.
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e Bdérom dopované diamantové elektrédy: BDD elektrody pozostavaju ztermicky
pliesku, na ktorom je niekolko nanometrov hrubd vrstva bdérom dopovaného
diamantu. Dopovanie diamantu bérom zabezpecuje vodivost materidlu zmensovanim
valenénych vodivostnych pasov, ¢im sa dokonaly izolant meni na vodi¢. BDD
elektrody su po takejto Uprave schopné na svojom povrchu rozkladat molekuly vody
na radikaly, peroxid vodika a 0zén [5,6]. Vznikajuce reaktivne produkty su schopné
rozkladat takmer vSetky organické molekuly aZz na konec¢né produkty — oxid uhli¢ity
avodu. Vznikajuce reaktivne Castice sU navySe schopné narusat cytoplazmaticku
membranu baktérii a tym nielen eliminuju baktérie Zijuce vo vodnom prostredi, ale aj
zabranuju vzniku a Sireniu réznych druhov rezistencie na antimikrobidlne pripravky.

e Zelezany: Zelezo sa nachadza volne v prirode vadsinou v oxidaénom ¢&isle +3, no
v pripade Zelezanov ma oxidacné Cislo az +6. V kyslom prostredi sa ich oxidaény
potencial zvysuje, Cize oxiduju neziaduce latky rychlejsie. Vysoky oxidacny potencidl
ma vSak aj negativa: Zelezany su nestabilné a velmi zle sa skladuju. Jednou z metdd
skladovania su vzduchotesné kapsule, ktoré ked sa dostanu do kontatku s vodou sa
rozpustia a Zelezany mézu vykonat svoju pracu [7].

e Fentonova reakcia: Niektoré kovy su schopné generovat hydroxylové radikdly.
Katalyza peroxidu vodika Zelezom je jeden z prikladov. Tato reakcia sa nazyva
Fentonova reakcia. Reakcia prebieha najlepsie pri pH 3 az 5. Ak je pH vyssie dochadza
k uvolneniu kyslika atvorbe oxidu Zelezitého. Fentonovou reakciu sa najéastejsie
odstranuju fenoly, formaldehydy a pesticidy [8].

e QOzonizacia: 0zon sa vyskytuje najCastejSie v plynnom skupenstve. Degraddciou
ziskavame molekulu kyslika a kyslikova radikal. Oproti chléru sa vo vode rozpusta
slabsie a je potrebné pridat r6zne primesy na zvysenie rozpustnosti. Tato metdda je
finan¢ne narocna a taktiez je potrebné mat dobre zaskoleny personal [9].

e Biodegradacia: Vodné rastliny si schopné nasavat rdzne latky z vody pomocou
korefiového systému, ktory je v nej ponoreny. Na ich rozhrani dochadza k difuzii
a dochadza k prieniku mikropolutantov do korena odkial su distribuované do celého
tela rastliny. Rastlinam vSak casto chyba katabolickd drdha na uaplny rozklad
xenobiotik a teda dochadza k akumuldcii v €astiach tela rastliny [10]. Co sa tyka rias,
tie su chopné rast na niektorych latkach obsahujtcich organicky uhlik. Pri riasach je
velmi podstatnd pritomnost kyslika a svetla. Casto sa pouZivaju na odstranenie
azofarbiv, fenolov ¢i konkrétnych lieCiv. Na zvysSenie efektivity sa pouziva aj viac
druhov rias naraz [11].
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Experimentalna Cast

Ciele prace

Nasim ciefom bolo poukazat na potrebu odstrariovania mikropolutantov zo Zivotného
prostredia, konkrétne z vodného ekosystému. Popisat ich Uc¢inky na faunu a fléru, ktora je im
vystavena vznacnej miere. Tiez sme chceli priblizit metodiku vyuZivani na degradaciu
a odstranenie mikropolutantov z odpadovych véd.

Hlavnym cielom bolo dokazat, Ze bérom dopované diamantové elektrody a rastliny
Iris pseudacorus, Pistia stratiotes a Hygrophila siamensis su schopné odstranovat kontrastné
médium zvody za laboratérnych podmienok. Dal$im cielom bolo zistit vplyv elektréd a
vodnych rastlin Iris pseudacorus, Egeria najas a Cabomba caroliniana na koncentraciu lieciv
vo vode na odtoku z COV.

Materialy a metddy

e Analyza vzoriek metédou HPLC

Chemicka analyza vzorky sa vykondvala na pristroji HPLC s PDA detektorom
(YoungLin 9100). Mobilna faza pouzita na analyzu bola metanol : voda , pricom
pomer tychto dvoch faz sa postupne v priebehu analyzy menil z pociato¢ného
pomeru 10:90 aZ na 90:10 v 16. minute na konci analyzy. Teplota vzorky bola 25
°C. Pou?it koléna: GraceSmart,RP-18, dizka 150 mm, ID 4.6 mm, prietok mobilnej
fazy: 1 ml/min, vinova di?ka PDA detektora bola 222, 210, 200, 235 nm.

e VnasSej praci bol nasledne realizovany aj monitoring realnej odpadovej vody
Teplota pritekajucej vody sa pohybuje v rozsahu 12 az 15 °C a analyza na viaceré
mikropolutanty bola ziskana z bodovej vzorky a z 24 hodinovej zlievanej vzorky.
Ziskané vzorky boli zamrazené pri teplote -4°C anasledne prevezené do
laboratdria na rozbor. Anayzy vzoriek boli realizované za pomoci systému LC
MS/MS. PouZzity postup popisuje podrobne sStludia Fedorova a kolektiv [12].

e Omnipaque®

Pri  degradaénych experimentoch sa pouzZila komeréna kontrastnd Ilatka
Omnipaque 300. V medicine sa pouziva ako RTG-kontrastna latka, na vizualizaciu
ciev a makkych tkaniv. U¢innou latkou tohto pripravku je iohexol, [UPAC: N,N’- Bis
(2,3-dihydroxypropyl) -5- [N-(2,3-dihydroxypropyl)-acetamido] -2,4,6- triiodoizo-
ftalamid.

Laboratdrne testy na kontrastnej latke Omnipaque®

Najskor sa pripravil roztok iohexolu. Jeden mililiter lie¢iva Omnipaque© sa doplnil na
objem jeden liter pitnou vodou z vodovodu. 1 ml injekéného roztoku obsahuje: 647 mg
iohexolu a pomocné latky. Nasledne sa zmeral retencny ¢as iohexolu a plocha piku pre
znamu komcentraciu (647 mg/L) metdédou HPLC.
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Degradacia pomocou vodnych rastlin prebiehala vtroch sklenenych nadobach,
pricom v kazdej bol zasobny roztok. Do nddob sme nasledne vloZili ocistené rastliny. Po 12-
tich dioch sme presli k extrakcii iohexolu z rastlin. Extrahovali sme korene aj listy. Na
extrakciu sme poufZili metanol, ktory je schopny dobre naviazat organické latky. Ziskany
extrakt sa nasledne prefiltroval atestoval na HPLC. Porovnanim plochy pikov sme ziskali
informdcie o koncentracii iohexolu v danej ¢asti tela rastliny.

Na degradaciu pomocou BDD elektréd sa pouzil najskér rovnaky roztok. V dalSom
kroku sa pripravili nové roztoky, ktoré obsahovali rovnaké mnoZstvo kontrastnej latky avSak
v prvom bol pridany chlorid sodny, vdruhom siran sodny avtretom bola ako médium
pouZita odpadova voda. Samotna degraddacia prebiehala v odmernom valci (200 ml roztoku),
za stadleho mieSania, pricom BDD elektréda bola zapojena ako katdda aj ako andda. Na
elektrddy sa vkladalo napatie 10 az 30 V.

Testy na odpadovej vode z COV

Zlievanie vzorky trvalo od siedmej rana do siedmej rana nasledujuceho dna. Pre
rastliny Cabomba caroliniana a Egeria najas sme poutZili reaktor o objeme 5 litrov do ktorého
sme naliali 1 liter odpadovej vody. Experimenty prebieha paralelne 72 hodin. Pre rastlinu Iris
pseudacorus sme pouZili desat litrovy reaktor do ktorého sme naliali 5 litrov odpadovej vody.
Zlozenie odpadovej vody sa analyzovala po 48 a 96 hodinach. Zlozenie odpadovej vody sme
merali na LC-MS/MS.

Na degradaciu pomocou BDD elektréd sa pouzila bodovd vzorka z odtoku
psychiatrickej liecebne na severe Slovenska. Odobrana redlna vzorka z odtoku psychiatrickej
lie¢ebne bola analyzovana pomocou LC MS/MS. Na degradéciou najdenych mikropolutantov
sa pouzilo 200 ml roztoku a napdatie 30 V. V prvom kroku sa pouZilo usporiadanie ako v
predchadzajucich experimentoch, teda BDD elektréda bola pouZitd ako katdéda aj andda.
V druhom experimente sa ako andda pouZila taktiez BDD elektrdda a ako katéda sa poutzila
uhlikova elektréda. Doba experimentu bola v obidvoch pripadoch 60 minut.

Vysledky a diskusia

e degradacia roztokov iohexolu

Tabul’ka 1: porovnanie plochy pikov degrada¢ného produktu v korenoch rastlin

Koreri Plocha piku / mV.s
Hygrophila siamensis 17300
Pistia stratiotes 446

Iris pseudacorus 1287
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TabuPka 2: roztok iohexolu vo vode

trvanie exp. [min] napitie [V] koncentracia [mg.I"] uéinnost [%]
- - 647 -
60 10 561,07 13,28
30 20 573,73 11,32
60 20 608,81 5,90
30 30 541,57 16,30
60 30 580,46 10,28

Tabul’ka 3: roztok iohexolu vo vode + 0,1g NaCl

trvanie exp. [min] napatie [V] koncentracia [mg.I"] uéinnost [%]
- ; 647 ;
30 30 833,97 -
60 30 1148,17 -

TabuPka 4: roztok iohexolu vo vode + 0,1g Na2SOa4

trvanie exp. [min] napatie [V] koncentracia [mg.I"] uéinnost [%]
- - 647 -
30 20 584,69 9,63
60 20 525,29 18,81

TabulPka 5: roztok iohexolu v odpadovej vode

trvanie exp. [min] napatie [V] koncentrécia [mg.I"] uéinnost [%]
- - 647 -
30 10 488,80 24,45
60 10 361,67 44,10
30 20 385,78 40,37
60 20 280,12 56,70
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e Analyza redlnej vzorky

Graf 1 a 2: zniZenie koncentracie polutantov vplyvom vodnych rastlin
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Tabul’ka 6: analyza realnej vzorky

Pévodna BDD+BDD  Uéinnost BDD+C  U&innost

Mikropolutant koncentra 60 min. 60 min.

cia [ng/L] [%] [ng/L] [%]

[ng/L]

2-oxy-3-OH- <63 < 4,2 - < 4,2 =
LSD
Benzoylecgoni <72 < 5,0 - <59 -
n
Kofein 42400 28000 34,0 31000 26,9
Katindn < 81 < 3,8 - < 4,6 -
Kokain < 8,4 < 4,5 - < 5,7 -
Kodein < 16 <59 - <71 -
Kotinin 248 164 33,9 191 23,0
Ketamin <50 < 4,5 - <50 -
MDA < 11 < 6,1 - < 6,7 -
MDEA <81 <50 - <59 -
MDMA < 13 < 8,5 - < 9,5 -
Meklozin < 8,7 <31 - 18 -
Metadod < 3,0 < 3,4 - < 4,2 -
Metamfetamin <10 <68 - < 6,7 -
Norketamin < 8,3 < 5,6 - < 6,2 -
Oxazepam 1180 905 23,3 301 74,5
Oxykodon < 12 < 6,6 - <71 -
Risperidon < 13 <75 - <93 -
THC -COOH < 2,0 < 1,0 - <11 -
Tramadol <79 11 - 11 -
Venlafaxin 1030 509 50,5 126 87,8
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Na laboratérnych testoch s kontrastnou latkou sme dokazali, Ze vybrané vodné
rastliny su schopné absorbovat mikropolutanty do svojho tela pomocou koreriovej sustavy.
lohexol vsak v Ziadnej rastline nebol detegovany, zato jeho metabolity a degradacné
produkty dano. Spolo¢ny metabolit bol ndjdeny v korefoch rastlin. V koreni rastliny
Hygrophila siamensis bolo az 13-krdat viacej tejto latky ako v koreni Iris pseudacorus a 40-krat
viacej ako v koreni Pistia stratiotes (vid. Tabulka 1). V listoch sme vSak nasli iny metabolit,
ktory bol tiez spolo¢ny pre viaceré rastliny. Vtomto pripade bolo metabolitu 4-krat viac
v rastline Iris pseudacorus oproti Pistia stratiotes. Z dosiahnutych vysledkov mézeme tvrdit,
Ze dochadza k bioakumulacii metabolitov degradacnych produktov kontrastnej latky a teda
st vhodné na odstrafiovanie tejto latky z vodného ekosystému.

Testy na odpadovej vode z COV mézeme povazovat tie? za Uspesné. Iris pseudacorus
si poradil so vSetkymi testovanymi lieivami: citalopram, metamfetamin, kodein, metaddn,
venlafaxin atramadol (vid. Graf 1). Uspesnost degradacie po 96 hodinach testovania bola
minimalne 70%, ¢o je velmi dobry vysledok. Za zmienku stoji aj Cabomba caroliniana, ktora
odstrdnila 71% metamfetaminu. Sklamanim bola Egeria najas, ktora nebola schopna
odstranit Ziadne liecivo s Uc¢innostou nad 60% (vid. Graf 2).

Degraddcia iohexolu vo vode pomocou BDD elektréd bola velmi malo ucinna (vid.
Tabulka 2), koncentracia poklesla v priemere 0 10% len s malymi rozdielmi v zavislosti od
napatia. Dévodom zrejme bola velmi nizka vodivost roztoku.

V roztoku s NaCl doslo ku zdanlivému narastu koncentrdcie iohexolu. Po analyze
vysledkov sa meranie zopakovalo pre 30 V s rovnakym vysledkom (vid'. Tabulka 3). Dévodov
tejto anomalie mohlo byt viacero, mohlo déjst ku zniZeniu rozpustnosti iohexolu v désledku
pridania NaCl a pocas elektrolyzy sa mohla rozpustnost zvysovat. Taktiez mohlo déjst ku
vytvoreniu komplexu, ktory sa v dosledku degraddcie rozpadal a uvolfiovala sa pévodna
zlu€enina. Toto vysvetlenie vsak nie je natolko pravdepodobné vzhladom k nizkej reaktivite
iohexolu aj inych kontrastnych latok. Stanovenie koncentracie mohlo byt taktiez rusené
pritomnym jédom v soli. V druhom pokuse o zvySenie idnovej sily roztoku sa teda poutil
siran sodny. Po hodine experimentu pri 20 V bola dosiahnutd Gcinnost takmer 20% (vid.
Tabulka 4). Tato ucinnost eSte nie je postacujica, ale podarilo sa nam aspon ciastocne
preukazat, Ze po zvySeni vodivosti roztoku neostava iohexol indiferentny voci degradacii.
Tento fakt bol preukazany aj pri degradacii roztoku iohexolu v odpadovej vode. Vodivost
tohto roztoku bola radovo vyssia a tvrdenie podporuju aj ucinnosti. Napriklad uz pri 20 V
bola po hodine dosiahnuta ucinnost 57% (vid. Tabulka 5).

Podarilo sa ndm teda preukazat, Ze BDD elektrédy mézu byt pouzité na degradaciu aj
tak perzistentnych polutantov ako su kontrastné latky. Problémom vSak nadalej ostdvaju
degradacné produkty, ktoré neboli identifikované a ako naznacuju zdroje mohlo ist len
o transformaciu bocnych retazcov.
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Pri analyze redlnej vzorky bolo identifikovanych mnozZstvo lieciv ale aj kofein, dokonca
metabolit THC-COOH (vid. Tabulka 6). Pri pouziti BDD elektréd ako katddy aj andédy bola
degradacia najucinnejsia pre venlafaxin (nad 50%). Pri poutziti uhlikovej elektrédy ako katddy
bola dosiahnuta najvyssia G¢innost taktiez pre venlafaxin (88%).

Zaver

Vedcov aj Siroku verejnost dnes trapi vyskyt mikropolutantov vo vode. Preto sa vedci
snazia najst efektivne a lacné riesenie tohto celosvetového problému. My sme sa zaoberali
prave touto problematikou. Robili sme testy na kontrastnej latke aj na ¢asto sa vyskytujucich
lieCivach v nasSich vodach. Skdsali sme vodné rastliny aj bérom dopované diamantové
elektrédy. Vodna rastlina Iris pseudacorus dosiahla vyborné vysledky v oboch pripadoch.
Vyhodou vodnych rastlin je to, Ze nepotrebujeme dodavat Ziadnu energiu do siete a taktiez
nie su Ziadne potrebné naklady na ich prevadzku. Problémom je v3ak potrebna dlha doba
pbsobenia rastliny na mikropolutanty. Tento problém vsak moZu vyriesit borom dopované
diamantové elektrody, ktoré su schopné za kratky cas zdegradovat velké mnoiZstva
polutantov. Verime, Ze kombinaciou tychto dvoch metdéd by sa dala odstranit z vodného
ekosystému drviva vacsina mikropolutantov tak, aby bol opéat obyvatelny pre organizmy bez
fatalnych nésledkov na ich zdravi.
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