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Cil prace

Cilem bakalaiské prace bylo:

e zmapovat koncentrace metforminu nalezené v pfirodnich vodach,

e prostudovat literaturu o moznostech fotochemické degradace metforminu a jeho
ptipadnych toxickych tcincich na vodni organismy,

e otestovat reaktivitu pfi fotochemické reakci v homogennim prostfedi pii pouzivani

zateni relevantniho pro pfirodni podminky.



Zkratky

AMPK AMP-aktivovana proteokindza

AQS Sodna sul kyseliny anthrachinon-2-sulfonové

CAS Chemical Abstracts Service

cov Cisti¢ka odpadnich vod

DM Diabetes mellitus

FDA Food and Drug Administration

HA Sodna sl huminové kyseliny

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry

MM Methylenova modf
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1 Uvod

Diabetes mellitus (DM), chronické metabolické onemocnéni s pfetrvavajici
hyperglykémii, miize vzniknout poruchou sekrece inzulinu, rezistenci vici perifernim u¢inktim
inzulinu nebo kombinaci obojiho. Rozlisuji se 3 tfidy DM: DM 1. typu, DM 2. typu a gestacni
diabetes (Goyal & Jialal, 2018). DM 1. typu vznika poruchou B-bun¢k Langerhansovych
ostruvkl pankreatu (Liillmann et al., 2012). DM 2. typu vznika kombinaci dvou primarnich
faktor. Prvnim faktorem je poskozeni sekrece inzulinu pankreatickymi B-buiikami. Druhym
faktorem je neschopnost tkani citlivych na inzulin na néj adekvatné reagovat (Galicia-Garcia et
al., 2020). Glukézova intolerance rozpoznana béhem té€hotenstvi je definovana jako gestacni

diabetes mellitus (Rani & Begum, 2016).

Ve 21. stoleti dosahl diabetes se souvisejici obezitou epidemickych rozmért. V roce 1995
bylo celosvétove cukrovkou postizeno 135 milionti lidi. Odhad naristu lidi s diabetem do roku
2030 je na 366 milionu (Trautwein et al., 2014). Asi 85-95 % diabetikid trpi na DM 2. typu
(Allgot et al., 2003).



1.1 Metformin

Metformin je nejcastéji predepisované 1€¢ivo pro 1écbu DM 2. typu. Kromé 1é¢by diabetu
nasel uplatnéni pii 1é€bé rakoviny nebo syndromu polycystickych ovarii (Elizalde-Velazquez
et al., 2020). Metformin je jednim z derivati guanidinu. Pfitomnost guanidinu a jeho derivati
byla prokazana v jestfabiné 1ékaiské (Galega officinalis) (Bailey, 2017). Jiz ve stiedovéké
Evropé nasla tato bylina uplatnéni pfi 1é¢bé moru, Cervi, hadiho ustknuti a Sydenhamova
syndromu neboli nemoci zvané tanec svatého Vita. Také s ni byla krmena zvitata pro zvyseni

dojivosti (Bailey, 2004).

Metformin se podava peroraln¢ Vv potahovanych tabletaich o obsahu 500, 850 nebo
1000 mg (SUKL, 2022). Absolutni peroralni biologicka dostupnost metforminu je 40-60 % a
k tplné gastrointestinalni absorpci dochazi do 6 hodin po poziti. Metformin je vylu¢ovan

ledvinami v nezménéné formé (Scheen, 1996).

1.1.1 Charakteristika metforminu

Struktura metforminu je odvozena od slou¢eniny zvané biguanid® (Obr. 1) (Perusi¢ova,
2010). Registra¢ni ¢islo CAS pro metformin je 657-24-9 a souhrnny vzorec je CsH11Ns. Cely
nazev metforminu dle TUPAC je 3-(diaminomethyliden)-1,1-dimethylguanidin (PubChem,
2022).
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Obr. 1: Strukturni vzorec: a) biguanid; b) metformin.

Rozdélovaci koeficient oktanol voda (Kow) pro metformin ma hodnotu 2,29x107
(méteno pii 25 °C) (PubChem, 2022). Na zaklad¢é této nizké hodnoty lze konstatovat, ze
metformin bude hydrofilni, a tedy jeho distribuce ve vodné fazi bude vysoka. Hodnota Henryho
konstanty (Kn) je 7.64x107¢ atm/m3/M (méfeno pfi 25 °C), proto nebude dochazet k akumulaci

! Biguanidy jsou skupinou peroralnich antidiabetik ptedepisovanych na 1é&bu DM 2. typu (Velky 1ékaisky
slovnik).



metforminu ve vzduchu. Databaze PubChem uvadi hodnotu disocia¢ni konstanty 3,98x10%2,
Jedna se o velmi slabou kyselinu srovnatelnou s disocia¢ni konstantou kyseliny fosfore¢né do

tietiho stupné (PubChem, 2022).

1.1.2 Mechanismus plUsobeni metforminu

| ptesto, ze byl metformin poprvé predstaven v roce 1957, dodnes neni piesné objasnén
mechanismus jeho ucinku. Metformin vstupuje do jaternich bun€k pomoci transportéri
organickych kationtd 1. Po vstupu do jaterni bunky Se za¢ne hromadit v mitochondrialni
matrici. Klicovym cilem metforminu je komplex | dychaciho tetézce (Pryor & Cabreiro, 2015).
Inhibici tohoto komplexu dochazi k ptferuseni mitochondridlniho dychani a také protony
fizenou ATP syntézu. Nasledkem toho vznika energeticky stres a zvysuje se podil AMP/ATP
(Luengo et al., 2014). Tim se aktivuje AMP-aktivovana proteokinaza (AMPK) (Pryor &
Cabreiro, 2015). Po aktivaci AMPK ptepne buiky zanabolického stavu do stavu
katabolického. Tato regulace zahrnuje fosforylaci metabolickych enzymi a transkripcnich
faktorti a dusledkem toho dochazi k inhibici syntézy glukozy, lipidd, proteinti a bunééného
ristu. Také dochazi ke stimulaci oxidace mastnych kyselin a pfijmu glukozy (Viollet et al.,

2012). Pisobeni metforminu v téle je znazornéno na Obr. 2.
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Obr. 2: Psobeni metforminu v téle (OCT1 — transportér organickych kationtti; KOM 1, II,
[1I, IV — transmembranové komplexy; Q — koenzym Q; NAD*/NADH — pienasece
elektronti; ATP — adenosintrifosfat; ADP — adenosindifosfat; AMP — adenosinmonofosfat;
AMPK — AMP-aktivovana proteokinaza; MK — mastné kyseliny) upraveno dle Viollet B.,
2012.



1.1.3  Vyskyt metforminu v pfirodnich vodach

Z divodu narustajiciho 1ékatrského predepisovani metforminu je toto I1é¢ivo jednim
zZ nejcastéji se vyskytujicich ve vodnim prostiedi (Ambrosio-Albuquerque et al., 2021). V roce
2006 byl metformin poprvé identifikovan jako vysoce potencialni perzistentni environmentalni
kontaminant (Trautwein et al., 2014). Metformin lze v pfirodnich vodach detekovat
Vv koncentracich od nanogramii az po mikrogramy na litr. (Ambrosio-Albuquerque et al., 2021).
Literatura tykajici se vyskytu metforminu v Zivotnim prostiedi se objevila teprve v poslednich
letech. Vysoké koncentrace se o&ekavaji v Portoriku, Spanélsku a Indii, kde se nachézeji
vyznamni vyrobci. Hlavni cestou vstupu metforminu do zivotniho prostfedi je vypousténi
odpadnich vod z COV, nemocnic a z primyslovych zdroji. (Briones et al., 2016). Osud

metforminu ve vodnim prostiedi je zndzornén na Obr. 3.
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Obr. 3: Osud metforminu ve vodnim prosttedi (MET — metformin; GUA — guanylurea),
upraveno dle Briones et al., 2016.



Maximalni naméfené koncentrace metforminu v piitoku do COV byly naméfeny v USA
(702 pg/l) a Portugalsku (325 ug/l). Dalsi vysoka koncentrace byla naméfena v Némecku
v odtoku z COV (142,3 pug/l) (Elizalde-Veldzquez et al., 2020).

V Cing byla provedena studie povrchovych vod, kde ve 20 vzorkovacich mistech bylo
detekovano celkem 227 sloucenin. U vice nez 90 % vzorki byl detekovan metformin S
nejvyssimi koncentracemi 20 ug/l, 2,9 ug/l a 2,4 ug/l (Kong et al., 2015). Elliott et al. (2017)
ve své studii uvadi maximalni namétenou hodnotu koncentrace metforminu naméfenou v USA

33,6 ug/l (Elizalde-Velazquez et al., 2020).

ZvySujici se koncentrace metforminu v povrchovych vodach zvySuje riziko
kontaminace podzemnich vod. V severni Ciné byly naméfené maximalni koncentrace
metforminu v domacich studnich 0,045 pg/l a ve vrtech v adoli Mezquital (Mexiko) byla
maximalni koncentrace 0,029 pg/l (Elizalde-Velazquez et al., 2020). V Nigerii koncentrace

metforminu nalezené v podzemni vod¢é dosahovala rozmezi 0,5 — 349 ng/l (Ebele, 2020).

Pitné vody se nejcast&ji upravuji pomoci chlorace. Runshuai Zhang et al. (2021)
zkoumali vyskyt metforminu a jeho transformacnich produkta (Y a C) vzniklych po upraveé
pitné vody chloraci. Koncentrace metforminu v pitné vod€ se pohybovala v rozmezi
5,1 —1203,5 ng/l a vedlejsi produkt chlorace C byl v koncentraci od 1,3 do 9,7 ng/l (Runshuai
Zhang et al., 2021). Houtman et al. (2014) ve své praci zkoumali ptitomnost 42 1éCiv V pitné
vodé. Vzorky pro analyzu odebrali ze 3 vodaren v Nizozemsku. VétSinovou zatéz
analyzovanych 1é¢iv tvofil metformin (cca Y2 zatéze) (Houtman et al., 2014). Podle vysledki
studie Kot-Wasik et al. (2016) dosahl v Polsku v upravené vodé¢ metformin maximalni
koncentraci 0,008 pg/l (Elizalde-Velazquez et al., 2020).

Velkéd pozornost by méla byt vénovana i degradaénim produktim, u kterych hrozi
zvyseni mobility a toxicity nez u ptvodni slouceniny (Tisler & Zwiener, 2018). Metformin je
v Cistickach odpadnich vod efektivné z velké ¢asti bakterialné transformovan na guanylureu,
proto lze ocekavat, ze koncentrace guanylurey budou v pfirodnich vodach vyssi nez
koncentrace metforminu (Jacob et al., 2019). Maximalni koncentrace guanylurey nalezené

Vv povrchové vodé v Némecku (feka Erpe) byla 222 pg/l (Elizalde-Velazquez et al., 2020).



1.1.4 Moznosti fotochemické degradace metforminu

Informace o degradaci metforminu ve vodnych roztocich jsou nedostateéné. Cast
metforminu vstupujici do COV se biologicky odbourdva v aktivovaném kalu za vzniku
guanylurey. Jen malo studii pojednava o degradaci metforminu a vzniku jeho degrada¢nich
produktti béhem ¢isténi odpadnich vod. K degradaci metforminu mize dochazet pti chloraci,

ozonizaci, ptimé fotolyze nebo fotokatalyze (Quintio et al., 2016).

Quintao et al. (2016) zkoumali degradaci metforminu ve vodném prostiedi béhem piimé
fotolyzy a fotokatalyzy. Piimou fotolyzou za pouziti UV-C zéfeni se metformin odboural
$9,2% ucinnosti po 30 minutdch expozice. Uinnost odstranéni metforminu za pouZiti
heterogenni fotokatalyzy byla 31 % po 30minutové expozici. Pro heterogenni katalyzu byl
pouzit systém TiO2/UV-C. Moznou degradaci za pouziti katalyzatoru mizeme pficist vzniku
hydroxylovému radikdlu. Vzhledem k nizké ucinnosti mineralizace metforminu se da

predpokladat vyskyt vzdorujicich vedlejSich produktt v roztoku (Quintio et al., 2016).

Neamtu et al. (2014) se v ramci jejich srovnavaci studie zabyvali porovnanim miry
degradace 8 mikropolutantii v p¥itomnosti H20, a Fe(Il) v ultragisté vodé, vodé z Zenevského
jezera a v odpadnich vodach z COV. Vzorky byly vystaveny UV zafeni 0 vinové délce 254 nm
a také byly ozafovany ze solarniho simulatoru. Metformin vykazoval ve vSech piipadech
znacénou stabilitu. Rychlostni konstanta reakce 1. fadu pro degradaci metforminu pti ozafovani
UV2s4 byla 0,0037 min, po ptidani H,O2 (300 uM) se zvysila 4x na hodnotu 0,0152 min™. Pii
ozafovani metforminu za stejnych podminek s pridanym Fe(II) (30 uM) bylo odstranéno méné
nez 15 % metforminu. Po ozafovani metforminu simulovanym slune¢nim zéafenim doslo

k odbourani z méné nez 20 % (Neamtu et al., 2014).

Ve studii Macerak et al. (2018) byla uc¢innost odbouravani metforminu za pouziti
UV zéfeni o vinové délce 254 nm 50 % po 3hodinové expozici. Poté, co byl pfidan do
fotoreaktoru peroxid vodiku, proces degradace prob¢hl ze 100 %. Peroxid vodiku vedl
k rychlejsi degradaci metforminu, ale zaroven také k tvorbé toxictéjsich meziprodukti

(Macerak et al., 2018).

Fotokatalytickymi procesy se také zabyvali Estrada-Arriaga et al. (2020). Nejvyssi
ucinnosti odstranéni metforminu (97 %) bylo dosazeno pouzitim fotokatalyzatoru TiO2
s kinetikou 0. fadu a rychlostni konstantou 2,36 mg/l.min. Pouzitim foto-Fentonovy reakce se

metformin odboural z 66 % s kinetikou 0. fadu rychlostni konstantou 1,95 mg/l.min. K 41%



degradaci dosSlo pii ferrioxalatové reakci s Kinetikou 0.fadu a rychlostni konstantou

1,92 mg/l.min (Estrada-Arriaga et al., 2020).

Nezar et al. (2018) provadéli eliminaci metforminu z odpadnich vod pomoci
heterogenni katalyzy za pouziti riznych typa katalyzatoru TiOz (P25, DT51, PC105, T42,
EL10, PC500). Nejlepsi t¢innost degradace metforminu (62 % po 4 hod ozafovani) vykazoval
P25. V dalsi ¢asti studie byla porovnavana eliminace metforminu (5 mg/l) za pouziti adsorpce,
fotolyzy a fotokatalyzy po dobu 4 hodin. Pro fotolyzu a fotokatalyzu bylo pouzito slunecni
zéaieni. Adsorpce na TiO2 vykazovala nejniz§i miru degradace, a to 15 %. Proces fotolyzy
doséahl 67 % a fotokatalyzy 83 % degradace metforminu. Na zavér bylo dokdzano, ze pouzitim
akceptort elektronti ve fotokatalyze, dochézi k vyraznému zvySeni reakéni rychlosti: pouzitim
K2S20g (1000 mg/1) probéhla degradace z 91,6 % (4 hodiny ozafovani), Na>S20g (1000 mg/l)
Z 99 % (4 hodiny ozafovani) a pro molarni pomér [H20z]/metformin roven 2000 byl metformin
odbouran z 91 % (3,5 hodiny ozafovani) (Nezar et al., 2018).

1.1.5 Toxické ucinky metforminu na vodni organismy

Z divodu vyskytu vysokych koncentraci metforminu a jeho degrada¢niho produktu
ve vodnim prostfedi je vhodny vyzkum jejich toxicity u necilovych organismu (Elizalde-
Velazquez et al., 2020).

Ve sladkovodnich systémech po celém svété byly nalezeny intersexualni ryby, kde
sam¢i reprodukéni tkané vykazuji zndmky feminizace. Jako pravdépodobna pficina
vyznamného endokrinniho naruSeni byly uvadény estrogeny z antikoncepcnich léka
V odpadnich vodach. Vyzkum ukazal, Ze endokrinni naruSeni nemuize byt ptedvidano na
zéklad¢ interakce hormonalnich receptori. V odpadnich vodéch, Vv koncentracich fadovée
vysSich nez u estrogent, se nachdzi mnoho dalSich nehormonalnich 1é¢iv, a ptesto existuje jen
malo tdaji naznacujicich dopady téchto 1€kt. Vysledky prace Niemuth & Klaper (2015)
ukazuji, ze vystaveni jeleCka velkohlavého (Pimephales promelas) koncentraci metforminu
nalezené¢ho v odpadnich vodach zptisobuje rozvoj intersexudlnich gonad u samct, zmenSeni
velikosti samct ryb a snizeni plodnosti (Niemuth & Klaper, 2015). O tfi roky pozdé&ji zkoumali
mechanismus ucinku metforminu jako endokrinniho disruptoru. Provadéli méfeni exprese
¢etnych endokrinnich genti u samci stievli, vystavenou metforminu v nizké davce, ktera se
vyskytuje v odpadnich vodach a v zivotnim prostiedi (40 pg/l) po cely rok. Vysledkem bylo
objeveni vyznamné up regulace genu v exponovanych muzskych gonadach (Niemuth &

Klaper, 2018).



U medaky japonské (Oryzias latipes) dosahla embrya vystavena ptsobeni metforminu
LC50 383,3 mg/l. Samci vykazovali estrogenni Gi¢inky v disledku up regulace transkripce genu
VTG. Také bylo zjisténo vyznamné snizeni délky ryb a hmotnosti mokrych larev. Podobné
ucinky na rust ryb byly pozorovany i u ryb vystavenych pusobeni guanylurey (Elizalde-
Velazquez et al., 2020).

Pusobenim guanylurey na hrotnatku velkou (Daphnia magna) byla hodnota
LC50 40 mg/l (akutni toxicita). Po 48 hodinach pusobeni metforminu na embrya hrotnatky
dosahla LC50 81,4 mg/l. Pro hrotnatku papouséi (Daphnia similis) byly hodnoty LC50 pro
metformin 14,3 mg/1 (akutni toxicita) a 4,4 mg/1 (chronicka toxicita) (Elizalde-Velazquez et al.,
2020).

Okiehek mens$i byl vystaven plsobeni vicendsobnym koncentracim metforminu.

Nameétena hodnota LC50 byla 53,7 mg/l (Elizalde-Velazquez et al., 2020).

Ze zastupcu fas byla pro test toxicity vybrana Chlorella vulgaris, nebot’ se jedna
0 kosmopolitni sladkovodni taxon a také pro jeho podobnost ve fotosyntetickém aparatu
se suchozemskymi rostlinami (Cummings et al., 2018). Pisobenim metforminu doslo ke
snizeni schopnosti vyuzivat svételnou energii a také k mozné inhibici komplexu I elektronového
transportniho fetézce v mitochondriich fas, coz by vedlo k potlaceni fotosyntézy (Elizalde-

Velazquez et al., 2020).



1.2 Fotochemicka reakce

Fotochemicka reakce je reakce, ktera je iniciovana absorpci elektromagnetického zafeni
alespon jednou slozkou reakcni smeési. U fotochemickych reakci rozliSujeme primarni a
sekundarni procesy. Pokud produkty vznikaji pfimo z vychozi latky v excitovaném stavu, jedna
se o primarni procesy. Pfi vzniku produktl z meziproduktd, jez se tvofi z vychozi latky

V excitovaném stavu, se jedna o procesy sekundarni (Atkins & de Paula, 2013).

Organické molekuly maji v molekuldch sudy pocet elektront, jejich elektrony jsou
sparovany. Ve spektroskopii a kvantové mechanice se takovy stav oznacuje jako singletovy.
Naopak naptiklad molekula kysliku vykazuje paramagnetické vlastnosti, coz svéd¢i o tom, ze
vni jsou dva elektrony v nejvyssim elektronovém stavu nesparovany, maji shodny spin
(LibreTexts, 2022). Jablonského diagram, znazornén na Obr. 4, zobrazuje relativni energie

molekuly v zakladnim (So) a v excitovanych stavech (S1, Sz a Ty).
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Obr. 4: Jablonského diagram.

Je znamo, ze pies vysoky oxidacni potencial molekularniho kysliku nedochazi k jeho
reakci s organickymi latkami. Toto se vysvétluje tzv. spinovym zakazem, tj. zakazem reakci,
pfi nichz by doslo ke zméné spinu tripletového kysliku na singletovy oxidovany produkt (Lang
et al., 2005).



Tento zakaz 1ze obejit pritomnosti katalyzatorti nebo tzv. sensitizatorti. Sensitizatory jsou
latky schopny svou excitacni energii predat jiné molekule a tim ji pfevést do excitovaného
stavu. Fotosensitizace je tedy proces, pii némz k fotochemické ¢i fotofyzikalni zméné jedné
molekuly dojde v dtsledku absorpce zafeni jinou molekulou, sensitizatorem, ktery neni

v reakci spotiebovan (IUPAC, 2009).

Sensitizator ve fotochemické reakci je latka obsahujici chromofory silné absorbujici
fotony ve viditelné oblasti, piipadé UV oblasti svételného spektra, a nasledné pienasejici
absorbovanou energii na kyslik ¢i jiné substraty. Sensitizatory jsou obecné aromatické nebo

heterocyklické slou¢eniny (Rychtarikova & Kuncova, 2009).

Na Obr. 5 je schéma prib&hu fotosensitizované reakce. Pii fotosensitizované reakci
dochazi absorpci fotonu k excitaci sensitizatoru (PS) v zdkladnim singletovém stavu do vysSich
energetickych hladin (oranzova Sipka). Fotosensitizator v singletovém excitovaném Stavu
ptechazi vnitini konverzi (Seda Sipka) do stavu tripletového. Pii reakei I typu dochézi k ptenosu
elektronu mezi sensitizatorem v excitovaném tripletovém stavu a substratem za vzniku radikalu
nebo radikalového iontu. Pienos elektronu miize probihat v obou smérech. Castéjsi je pienos
elektronu ze substratu na sensitizator. Tyto radikaly dale reaguji v pfitomnosti kysliku a
vznikaji okysli¢ené produkty (02", OH’, H202). Muze také dojit k reakci sensitizatoru, ktery
ma nadbytecny elektron, s kyslikem za vzniku superoxidového radikélového aniontu. Dochazi
zde k regeneraci pivodniho sensitizatoru. U reakce II typu dochazi k pfenosu energie
zZ excitovaného tripletového stavu sensitizatoru na kyslik, ktery pfechézi z tripletového stavu na
singletovy. Fotosensitizator se regeneruje a reaktivni kyslik v singletovém Stavu reaguje se

substratem za vzniku oxidovanych produktt (Oleinick, 2011).

P
Typ1l PS “o, - _
il —————=— | Oxidované produkty
y substrat™
0,- OH' H,0,
T ¥+ ) f--bg
Svétlo

. . .
- 10+ 1PS substrat

Obr. 5: Fotosensitizovana reakce I a IT typu (*PS — sensitizator v zakladnim singletovém
stavu, 'PS” — sensitizator v excitovaném singletovém stavu, *PS” — sensitizator v
excitovaném tripletovém stavu), upraveno dle Sai, 2021 a Oleinick, 2011.

Oxidované produkty
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Huminové latky jsou latky s fotosensitizacnimi vlastnostmi vyskytujici se v pfirodnich
vodach. Jsou to slozit¢ vysokomolekularni polycyklické slouceniny s vysokou relativni
molekulovou hmotnosti, obsahujici fenolové a karboxylové funkéni skupiny. Strukturné
obsahuji zejména aromaticka jadra spojena alifatickymi (¢asto cyklickymi) fetézci. Huminové
latky vznikaji degradaci odumielého rostlinného materidlu néaslednou transformaci, obvykle

oxida¢nimi reakcemi (Pivokonsky et al., 2010).

Vétsina autort tyto latky déli podle rozpustnosti ve ziedénych alkalickych roztocich na
t¥i frakce: huminové kyseliny, fulvonové kyseliny a huminy (Pivokonsky et al., 2010; Smidova,
2010). V zavislosti na zménach hodnot pH a iontové sile se mohou ménit vlastnosti, vzhled a
chovani huminovych slou¢enin (Smidova, 2010). Na Obr. 6a je zndzornéna Stevensonova
modelova struktura huminovych kyselin a na Obr.6b je znazornén Weberiv model

fulvonovych kyselin.

a)

{
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NH
+
b)
OH COOH CH,0H
HOOC Ct; CH CHy
¢’ “cfi
i CH,—COOH
HOOC CH, CHOH
N Vs
COOH OH CHy—" “coon
0

Obr. 6: Struktura: a) huminovych kyselin, upraveno dle Weber, 2002, b) fulvinové kyseliny,
ptrevzato z Weber, 2002.
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Dilezitou vlastnosti huminovych latek je schopnost tvotit komplexy v zavislosti na pH,
nasycenosti reak¢énich mist, koncentracich iontl a pfitomnosti dalSich ligandd. Huminové
slou¢eniny se mohou vazat s biomolekulami (enzymy, toxiny, priony, DNA a feromony) a také

reaguji s celou $kalou xenobiotik (Pivokonsky et al., 2010; Vlachova, 2007).

Huminové latky vykazuji fotosensitizaéni vlastnosti, mohou slouzit k produkci
tzv. singletového kysliku (dvou excitovanych forem kysliku se sparovanymi elektrony), a tim

k oxidaci mnoha polutanti v ptirodnich vodach (Aguer et al., 1999).

Mezi G¢inné sensitizatory se pocitaji latky jako antrachinon-2-sulfonat, ktery produkuje
radikaly (Ning Liu & Granr Sun, 2011), methylenova modt, produkujici singletovy kyslik (Ye
et al., 2017), eosin, ktery ma dlouhoZijici excitovany stav s oxida¢nimi vlastnostmi, pfi¢emz
redukovana forma po oxidaci molekularnim kyslikem poskytuje zakladni stav eosinu a
anionradikalu 05 ° (Dong-Mei Yan et al., 2018) ¢i riboflavin, ktery produkuje reaktivni ¢astice

kysliku (ROS — Reactive Oxygen Species), jak uvadi napt. Khaydukov a kol. 2016.
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2 Material a metody

Metformin hydrochlorid byl zakoupen od firmy Sigma Aldrich v ¢istot¢ Pharmaceutical
Secondary Standard. Chlorid Zelezity a hydroxid sodny byly zakoupeny od firmy Penta.
Pouzitymi senzitizatory byly riboflavin s ¢istotou > 98 %, eosin s ¢istotou 99 %, methylenova
modi (MM) s Cistotou > 97 %, sodna sul kyseliny anthrachinon-2-sulofnové (AQS) v Cistoté
97 % a sodna sul huminové kyseliny (HA) v technické Cistoté. Dihydrogenfosfore¢nan sodny
byl zakoupen od firmy Fluka v ¢istoté p.a. Kyselina fosfore¢na (85%) byla zakoupena od firmy
Merck. Methanol pro HPLC byl zakoupen od firmy Merck. Pii pfipravé vSech roztokd byla
pouzita Milli-Q® voda.

Zasobni roztoky metforminu (50 mg/l), guanylurey (54 mg/l) a sensitizatora v ptipadé
AQS (1,5 g/l), MM (1,5 g/l), riboflavinu (70 mg/l) a HA (50 mg/l) byly pfipraveny rozpusténim
Vv ultra Cisté vodé, Vv pripadé eosinu (3 g/l) bylo 15 mg rozpusténo v 5 ml methanolu a dale

fedéno ultradistou vodou. Roztoky byly uchovavany ve tmé pti laboratorni teploté.

Spektrofotometrickd méfeni byla provadéna na spektrofotometru Shimadzu UV-1601

se softwarem UV-Probe.

Ozafovani bylo provedeno ve fotochemickém reaktoru Rayonet R100 osazeném
lampami RPR 30004, které emituji zateni 250-350 nm. Zateni o vinovych délkach kratsich nez
300 nm bylo odfiltrovano optickym sklem (ozafovani bylo provadéno ve sklenénych kyvetach
opattenych vickem). Zativy tok (energie vSech vinovych délek v detekénim rozmezi ptistroje
vyzafend za jednotku ¢asu) byl méfen pfistrojem Lutron UV A, po pfepocteni na ozafovanou

plochu jeho hodnota Cinila 4,5 W.

Pro chromatografické stanoveni metodou HPLC byla pouzita metoda zavedena KiiZzovou
M. (2022). Stanoveni bylo provadéno na pfistroji Thermo Scientific Dionex Ultimate system
3000 (USA) se spektrofotometrickou detekci na kolon¢ Luna SCX (150 x3,0 mm; 5 pum).
Mobilni faze byla sloZena z 0,15 mol/l fosfatového pufru (pH 2,75). Pouzity prutok byl
1,5 ml/min a nastiik vzorku byl 20 ul. Teplota kolonového prostoru byla 25 °C. Detekce byla
provadéna spektrofotometrickym detektorem PDA 3000RS pii vinové délce 200 nm. Pro

zpracovani chromatografickych dat byl pouZzit program Chromeleon.
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3 Vysledky

Na Obr. 7 je znazornéno absorpéni spektrum roztoku metforminu a roztoku metforminu

s Fe(IIT) (5 mg/l) v oblasti vinovych délek od 200 nm do 400 nm.
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0 T T T ﬁl
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Obr. 7: Absorp¢ni spektrum roztoku metforminu a metforminu s Fe(III).

Z Obr. 7 je vidét, Zze absorpcni maximum metforminu bylo pii vlnové délce 233 nm,
v oblasti nad 300 nm je absorbance velmi nizka. Roztok metforminu v ptitomnosti zelezitych

iontli vykazoval vyssi absorbanci nez roztok metforminu.

Po 60 minutach ozatfovani roztoku metforminu byl tbytek koncentrace metforminu cca

5 %. U roztoku metforminu s Fe(III) byl ubytek koncentrace metforminu 21 %.

Pii zmén¢ pH na hodnotu 9,9 u roztoku metforminu a metforminu s Fe(III), nebyl ani

V jednom ptipad€ pozorovan ubytek metforminu pii 60minutovém ozafeni.
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Na Obr. 8 jsou znazornény UV-VIS spektra vybranych sensitizatori, mezi které patii AQS,
MM, HA, riboflavin a eosin.
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300 310 320 330 340 350
vlnova délka [nm]

Obr. 8: UV-VIS spektra vybranych sensitizatorti: AQS (1x10* mol/l), MM (1x10* mol/l),
HA (4 mg/l), riboflavin (1x10° mol/l) a eosin (0,15 g/I).

Z Obr. 8 je patrné, ze v oblasti vinovych délek emitovanych fotochemickym reaktorem
vilbec neabsorbuje riboflavin, nebyl tedy dale testovan. Ostatni sensitizatory byly testovany

jako potencialni sensitizatory pro degradaci metforminu.

Na rozpad metforminu nemély vliv sensitizdtory MM, HA, riboflavin a eosin. Pouzitim
sensitizatoru AQS (1x10* mol/l) po 25 minutich ozafovani doslo k vymizeni veskerého
metforminu. AQS byl proto nafedén na koncentraci 5x10™ mol/l. Zavislost koncentrace

metforminu s AQS na ¢ase je znazornén na Obr. 9.

¢as [min]

Obr. 9: Zavislost koncentrace metforminu s AQS (5x10° mol/l) na &ase.
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Z grafu je vidét, ze po 5 minutach ozafovani doslo k ubytku metforminu z 87 %. Degradace
metforminu nesledovala v celém rozsahu ozafovacich ¢asti exponencialni pokles, pouze
V prvnich dvou minutich bylo mozno odbouravani popsat kinetikou 1. fadu. Rychlostni

konstanta spodtend pro tuto pocatedni fazi reakce byla 0,614 min™.

Na obr. 10 je znazornén chromatogram po ozafovani smési metforminu v pfitomnosti

AQS. Vsechny vznikajici produkty mély reten¢ni Cas kratsi nez metformin.
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Obr. 10: Chromatogram reakéni smési metforminu s AQS a jeho degradacnich produkti: A — 1,74 min;
B — 2,02 min; C — 2,35 min; D+E — 3,01 min, guanylurea — 1,21 min; metformin — 5,91 min.

Byl proveden test, zda pfi fotosensitizované degradaci metforminu v pfitomnosti AQS
vznika guanylurea. Guanylurea v roztoku standardu meéla za danych chromatografickych
podminek velmi kratky retencni ¢as, 1,21 min. (Obr. 11). V reakéni smési metforminu
ozafeného v ptitomnosti AQS se vyskytuje v uvedeném reten¢nim ¢ase naznak piku (splyvajici
ovsem s dal§im pikem pfi nepatrn€ del$im retenénim Case, cca 1,35 min.) Nelze tedy vyloucit,
Ze v nepatrném mnozstvi quanylurea vznikd, ale pokud ano, tak jen jako zcela minoritni
produkt. Na Obr. 11 je chromatogram guanylurey a metforminu s jeho degrada¢nimi produkty,

které vznikly po ozafovani roztoku metforminu s AQS.
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Obr. 11: Chromatogram standardu guanylurey a reak¢éni smési metforminu s AQS po ozafeni 3 min.
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Stabilita degradacnich produktti a metforminu byla méiena béhem 8 dnti. B€hem téchto
dni byl metformin stabilni. Obr. 12 I znazornuje velikost hodnoty plochy piku pro degrada¢ni
produkty A, C, D+E. Z divodu mensi intenzity piku degradac¢niho produktu B, je tento
degradaéni produkt v samostatném grafu (Obr. 12 II).
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Obr. 12: Zavislost plochy piki na ¢ase: I — piky A, C, D+E; Il — pik B.

Z Obr. 12 je vidét, Ze degradacni produkty metforminu jsou nestabilni latky. Béhem 8 dni
pozorovani stability doslo k iibytku mnozstvi degrada¢niho produktu A a C. Opacny trend byl
pozorovan u degradacnich produkti D a B. Od tfetiho dne zacal vznikat dal§i degradacni
produkt E. Degrada¢ni produkt E mél reten¢ni Cas blizky retencnimu Casu degradac¢niho

produktu D, proto byla plocha piku vyhodnocena jako suma.
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4 Diskuse

Metformin samotny se s pouzitim zafeni o vinovych délkach nad 300 nm neodbouraval, po
60 minutach ozafovani ubylo jen cca 5 %. S pridavkem zelezitych iont doslo k odbourani cca
20 % za 60 minut ozafovani. To je v zasad¢ v souladu s praci autori Neamftu et al. (2014), ktefi
pozorovali pfi ozafeni roztoku metforminu simulovanym slune¢nim zafenim ubytek mensi nez

20 %.

Nékolik praci, napf. Quintao et al. (2016), Neamtu et al. (2014), se zabyvalo ozafovanim
metforminu kratkovinnym zafenim (o vlnové délce 254 nm). Zafeni této vinové délky ma
schopnost fotolyzy, tedy ptimého rozstépeni vazeb (Klementova, 2018). Jini autofi, napt. Nezar
et al. (2018) a Estrada-Arriaga et al. (2020) studovali odbouravani za pouziti heterogenni
fotokatalyzy s TiO2 jako katalyzatorem. Tyto prace maji vyznam pro mozné aplikace
v Cistickach odpadnich vod, stejné jako foto-Fentonova reakce, ale nejsou relevantni

k systémiim, jakymi jsou pfirodni povrchové vody.

V ptirodnich povrchovych vodach jsou ovSem pfitomny latky, které maji sensitizacni
ucinky. K fotosensitizatorim v pifirodnich vodach patii hlavné rozpusténé organické latky

(Silverman et al., 2013), ale i napf. dusi¢nany a dusitany (Calza et al., 2012).

V ptedlozené préaci bylo vybrano nékolik sloucenin, o nichz je zndmo, Ze vykazuji
sensitizacni U€inky (i kdyZ v pfirodnich vodach se nevyskytuji, nebo jen ve velmi nizkych
koncentracich) — riboflavin (Possetto et al., 2021), methylenova mod# (Tanielian et al., 1992),
eosin (Donghua Pei & Jingfei Luan, 2012), huminova kyselina (Si Li & Jiangyong Hu, 2016).
Riboflavin nakonec nebyl ani testovan, protoze v koncentraci, v niz je jej mozné piipravit,
neabsorbuje prakticky viibec v oblasti vinovych délek emitovanych zdrojem pouzitého zateni,
které imituje kratkovlnnou oblast slunecniho zareni dopadajiciho na zemsky povrch. Eosin,
methylenova modi a huminova kyselina nevykazovaly zadny sensitizacni efekt, v jejich
ptitomnosti nedochazelo k odbouravani ani v tom rozsahu, v jakém fotochemicka degradace
probihala v roztoku samotného metforminu. Tento vysledek mulZe byt zpiisoben stinicim
efektem, tedy Ze vétSinu svétla pohlti sensitizator, ktery ale v daném prostfedi ma t¢inek pouze
absorbujici latky a nikoli fotochemicky t¢inného sensitizatoru (Yong Chen et al., 2017).
Uginnym se ukézal pouze anthrachinon-2-sulfonan (AQS). Tento senzitizator se vyznaluje

vysokou energii tripletového stavu (Herkstroeter et al., 1965), jeho hodnota ¢ini 251 kJ/mol.
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Tato skuteCnost je pravdépodobné zodpoveédna za vyznamné zvySeni reaktivity v pfitomnosti

AQS, kdy rychlostni konstanta ma hodnotu 0,614 min-.

Literatura udava, ze hlavnim produktem biotransformace metforminu v Cistickach
odpadnich vod je guanylurea (Jacob et al., 2019). V piedlozené praci byl proveden test, zda i
vV AQS sensitizované fotodegradaci vznika tento produkt. Vysledek nelze interpretovat
jednoznacné, protoze v misté piku guanylurey je naznak piku v ozaifené smési, ale tento pik
splyvé s pikem o nepatrné¢ delSim retencnim case. Je tedy mozné, ze guanylurea vznika i pfi

fotosensitizované reakci, ale jen jako minoritni produkt.
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5 Zaveér

Metformin se ve vodném roztoku fotochemicky odbourava velmi pomalu (za 60 minut jen
5,5 % odbourdno). V ptitomnosti Zelezitych iontl je odbourdvani cca Ctyfikrat rychlejsi.
V piitomnosti sensitizatort MM, eosinu a HA k odbouravani nedochazi ani v rozsahu, v jakém
probihd u samotného metforminu. Sensitizdtor AQS zplsobi velmi rychlé odbourdni
metforminu, rychlostni konstanta po¢ateéni fize odbouravani je 0,614 mint. Pri
fotosensitizované reakci v pritomnosti AQS vznikéa nékolik produktl, tyto produkty podléhaji
naslednym nefotochemickym pifeméndm. Guanylurea nebyla jednozna¢né prokdzana mezi

produkty této reakce, pokud vznika, pak jako zcela minoritni produkt.
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