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Cil prace

Cilem prace bylo
e popsat princip heterogenni fotokatalyzy s vyuzitim polovodici,

e popsat moznosti vyuziti heterogenni fotokatalyzy pti odstrafiovani mikropolutantt

z odpadnich vod,

e promé¢fit kinetiku degradace atorvastatinu v pfitomnosti heterogenniho

fotokatalyzatoru (TiOz),

e pokusit se identifikovat hlavni produkt/produkty fotodegradace a porovnat je s udaji

v literatufe,

e provést test toxicity produkti fotochemické degradace atorvastatinu s pouzitim TiO:

jako fotokatalyzatoru.
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Uvod
Statiny

Statiny jsou lé¢iva fungujici jako hypolipidemika, tedy l1éky pouZzivané k ovlivnéni
hladiny krevnich tuki. Jejich cilem je snizit riziko vzniku zavaznych komplikaci
ateroskler6zy, zejména infarktu myokardu a mozkové piihody (Golan, 2003, Gotto 2003).
Prvni statin nazvany mevastatin byl izolovan v Japonsku na pocatku 70. let 20. stoleti z plisné
Penicillium citricum (Endo, 2004). Samotny mevastatin nebyl nikdy pouZzivany v praxi.
Koncem 70. let byla z houby Monascus ruber izolovana latka s hypolipidemickymi G¢inky,
kterd pozd¢ji dostala jméno lovastatin (Endo, 2004). Dalsi slouceniny s hypolipidemickymi
ucinky byly z ptirodnich produkti ziskdny chemickou modifikaci, pozdé&ji byly statiny
pfipravovany synteticky (Endo, 2004).

Statiny jsou vysoce u¢inné Iéky na snizeni plazmatickych hladin cholesterolu (Golan,
2003). Blokuji syntézu cholesterolu v jatrech inhibici enzymu 3-hydroxy-3-methylglutaryl-
koenzymu A reduktazy (HMG-CoA reduktdzy), coz ma za nasledek zvySeni funkce LDL-
receptort v jatrech a zvySené vychytavani LDL-cholesterolu z krve, v disledku ¢ehoz klesa
hladina LDL-cholesterolu pfti 1é¢b¢ statiny az o 35 % (Golan, 2003). Enzym HMG-CoA

reduktaza se Gi€astni prvni ze Ctyt fazi syntézy cholesterolu, jak je ukazano na Obr. 1.

Statiny ptedstavuji jednu z nejpouzivanéjsich skupin 1¢kti — globalni trh za rok 2020
¢inil 14,1 miliardy dolarti (Maximize Market Research, 2021). Bylo prokdzano, Ze snizuji
vyznamn¢ nejen hladinu cholesterolu, ale jako jedina hypolipidemika také morbiditu a
mortalitu spojenou s kardiovaskuldrnimi nemocemi (Gotto, 2003). V soucasné dob¢ lze
v Ceské republice vybirat ze 6 statinii: nejéast&ji predepisovanymi jsou atorvastatin,
simvastatin a rosuvastatin, pouze zlomek preskripce ptipada na fluvastatin, pravastatin a
lovastatin (Pro 1€kate, 2019). Strukturni vzorce nejcastéji predepisovanych statintl jsou

znazornény na Obr. 2.
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Obr. 1: Syntéza cholesterolu v lidském organismu — zndzornéni zakladnich Ctyt fazi syntézy:

faze 1 — zeleny ramecek, faze 2 — hnédy ramecek, faze 3 — modry ramecek,

faze 4 — zluty ramecek (Petranova, 2020 — upraveno dle Medical Biochemistry).
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Obr. 2: Strukturni vzorce nejvice pouzivanych statintl, atorvastatinu, simvastatinu,

rosuvastatinu a lovastatinu (Chebi).

Atorvastatin

Atorvastatin patii do 1ékové skupiny synteticky pfipravenych statini (Hajkova et al.,
2008). Jeho sumarni vzorec je C33H3sFN2Os a nazev podle IUPAC!: kyselina (3R, 5R)-7-[2-
(4-fluorfenyl)-3-fenyl-4-(fenylkarbamoyl)-5-propan-2-ylpyrrol-1-yl]-3,5-dihydroxyheptanova
(PubChem, 2022).

Atorvastatin poprvé syntetizovali vyzkumnici firmy Warner Lambert roku 1985 a
nasledné zazadali o prvni patent na syntézu vapenaté soli atorvastatinu (H4jkova et al., 2008).

Novy statin byl upraven do pevné 1ékové formy a uveden na trh pod ndzvem Lipitor. Dle

' ITUPAC - International Uninion of Pure and Applied Chemistry.



databazi AISLP? a SUKL? se v soufasné dobé& atorvastatin v 1ékovych forméach vyskytuje bud’
jako atorvastatin vapenaty trihydrat, ¢i jako atorvastatin vapenaty. Celosvétovy prodej
atorvastatinu od roku 2003 ptesahuje hranici 10 miliard dolard, pfic¢emz nejvétsi spotieba
pfipadd na Spojené staty americké (Hajkova et al., 2008). Tablety jsou vyrabény v sile 10, 20,
40 a 80 mg aktivni substance a podavaji se jednou denn¢ bud’ rano, ¢i vecer (Hajkova et al.,
2008). Po peroralnim podéani nastava rychla absorpce atorvastatinu sténou stfeva (Lennernds,
2003), maximalni plazmaticka koncentrace nastava po 1 — 2 hodinach (Hajkova et al., 2008).
Atorvastatin je z organismu vylucovan z 98 % v nezménéné podobé, jen cca 2 % jsou
pfeménéna na hydroxylové metabolity (Vitovec et al., 2017). Studie prokézaly, ze vyskyt
nezadoucich ucinki pii uzivani atorvastatinu je nizky a jen vyjimecné€ dochazi kvili
nezéddoucim ucinkiim k vysazeni 1¢ku. Mozné nezadouci G¢inky jsou napf. zanéty svald, zanét

slinivky bfiSni, zanét jater a Zloutenka (Hajkova et al., 2008).

Statiny ve vodnim prostiedi

Léciva jsou v dnesni dobé povazovana za nezbytnou soucast nasich zivotil. Uplatiiuji se
jak v humanni, tak i ve veterinarni medicin¢ (Dietrich et al, 2002). Statiny jsou bézné
pfedepisovanymi léky, a protoZe v organismu nejsou prakticky metabolizovany, dostavaji se
do méstskych splaskovych vod, kde jejich koncentrace ¢ini az 77 pg/l (Ellesat et al, 2010, Lee
et al., 2009). Protoze ¢isticky odpadnich vod nejsou schopny zachytévat Sirokou paletu latek
vyskytujicich se v malych koncentracich (coz je ptipad farmakologickych, kosmetickych a
dal$ich ptipravkil), dostavaji se nasledné tyto latky do povrchovych vod. V této souvislosti se
v poslednich letech pouziva pro tento typ latek termin emergentni polutanty. Geissen et al.
(2015) uvadi, ze v dobé vydanti jejich prace bylo v Evropé evidovano pro vodni ekosystémy

vice nez 700 emergentnich polutanta.

Odstranovani téchto sloucenin mize byt zprostiedkovano chemickymi ¢i biologickymi
procesy degradace beéhem cisténi odpadnich vod nebo adsorpci na pevnou fazi. Obecné Ize ale
fici, ze u vetSiny téchto latek je eliminace neuplna, a to je hlavnim diivodem, pro¢ se vyskyt
farmaceutickych sloucenin ve vodach stava nebezpecnym pro zivotni prostiedi a upoutdva

neustale vétsi zajem odbornikil (Gracia-Lor et al, 2012).

2 AISLP — Automatizovany Informacni Systém LécCivych Pripravka
3 SUKL - Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv



Atorvastatin byl a je opakované nachézen v povrchovych vodéach v riznych ¢astech
svéta. V povrchovych vodach ve staté Tennessee byla nalezend koncentrace atorvastatinu
101,3 pg/l, v norskych sladkovodnich ekosystémech 250 pg/l (Santos et al, 2016). V Ceské
republice hodnota koncentrace atorvastatinu v 21 vzorcich neptesdhla hodnotu 1,5 pg/l
(Ministerstvo zeméedélstvi, 2018). Fakt, Ze se statiny ve vodnim prostiedi vyskytuji, mize
znamenat ohroZeni vodnich organismi, které jsou témto latkdm vystaveny po celou dobu

zivota.

Zkoumany byly uc¢inky atorvastatinu na pstruzich duhovych Oncorhynchus mykiss a
zebtiek Danio rerio, a to jak in vivo, tak in vitro. Zminény statin se injek¢né vpravil do
pstruha duhového, coz vedlo ke snizeni obsahu bunécného cholesterolu az o 30 %. U téchto
pstruhi doslo také ke sniZeni plazmatické koncentrace kortizolu, diky ¢emuz odbornici
predpokladaji, Ze s ubytkem mnozstvi cholesterolu ztratily spravnou reakci na stresové
podminky, nebo na stres nereagovaly viibec (Al-Habsi, Aziz, 2014). U zebficek probihal
vyzkum tak, Ze po dobu 30 dnti jim byly podavan atorvastatin spolu s potravou. Za téchto 30
dnti se obsah cholesterolu v celém téle snizil t¢éméf o 30 % a doslo také k ubytku pohlavnich

steroidi (Al-Habsi, Aziz, 2014).

Prace Barrosové et al. (2018) se zabyvala G¢inky simvastatinu na sladkovodni zebticku
Danio rerio. Zebticky byly vystaveny plsobeni simvastatinu v koncentracich v rozmezi
8 ng/1-1000 pg/l po dobu 90 dni. U zebficek vystavenych koncentracim od 8 pg/l do 200 pg/l
nastalo snizeni hladiny cholesterolu a triglyceridt v jatrech (a to zejména u samic), snizeni
télesné hmotnosti a doslo 1 ke zménam souvisejicim s transkripei klicovych gend, které fidi
biosyntézu cholesterolu. Vyssi koncentrace nad 200 pg/l nevykazovaly dle zavért uvedené

prace zadny efekt.

Potlaceni transkripce klic¢ovych enzymii mitochondrialni biogeneze u moiského mlze
Mpytilus edulis pti vystaveni atorvastatinu v koncentraci 1,2 pg/l popisuje studie Falfushynske

etal. (2019).

U vodniho koryse Daphnia magna byla pti 21dennim testu se simvastatinem

pozorovano snizeni produkce vajicek a rastové rychlosti (Liu et al., 2019).

Kromé vodnich zZivoc€icht byl studovan vliv statinti i na vodnich rostlinach. Prace
Braina et al. (2006) na Lemna gibba uvadi snizeni produkce nékterych komponent rostlinnych

membran a regulator morfogeneze pii expozici rostliny atorvastatinu a lovastatinu.



Heterogenni fotokatalyza

Heterogenni fotokatalyza s pouzitim polovodici jako fotokatalyzatort je jednim
z nizkondkladovych a ekologicky nezdvadnych néstroji, jak odbouravat fadu znecist'ujicich
latek (Ibhadon, Fitzpatrick, 2013). Poprvé ji objevil Fujishima roku 1972 pii stépeni H.O ve
fotoelektrochemickém ¢lanku obsahujicim TiO; elektrodu (Wang et al., 2022). Jedna se o
katalyzu, kde je katalyzator pfitomen v jiné fazi nez samotna reagujici latka. Reagujici latky
jsou pfitomné v roztoku ¢i plynném skupenstvi, katalyzator je pfitomen v pevné fazi, ale musi
byt v bezprostiednim kontaktu s prostfedim, v némz reakce probiha. Aby reakce s timto
uspofadanim mohla prob&éhnout, musi se kromé vlastni katalyzy odehrat dalsi nutné déje

(Moore, 1979):

e Transport reaktantti k povrchu polovodice je zajiStén pomoci difuze, odehrava se

relativné pomalu a je obvykle krokem urcujicim rychlost reakce.

e Adsorpce reaktantii na povrch vodice je zasadni, protoze bez ptimého kontaktu

s katalyzatorem by nebylo mozné pfenést naboj.

e Aktivace polovodice neboli tvorba paru elektron + dira a nasledna vlastni reakce

adsorbovanych latek, kterd je oxida¢né redukénim procesem

e Desorpce produkti z povrchu katalyzatoru, a tim uvolnéni aktivnich mist pro dalsi

reakce.

e QOdstranéni produktii z blizkosti povrchu katalyzatoru, které je zprostiedkovano opét

difazi.

Pti fotochemické reakci s katalyzatorem v pevné fazi je jako katalyzator pouzivan
polovodi¢. Polovodicova ¢astice absorbuje fotony, jejichZ energie je dostatecna k piekondni
energetické bariéry mezi valenénim a vodivostnim pasem (AE) a tedy k excitaci elektronti
z valen¢niho do vodivostniho pasu, jak je naznaceno ve schématu na Obr. 3. Elektron na svém
plvodnim misté ve valenénim pésu zanecha kladné misto — diru. Tento proces tvorby part
elektron — dira je vyznamny pro spusténi oxidacnich a redukénich reakei molekul pfitomnych
v roztoku, protoze elektron se chova jako redukujici ¢astice a dira jako oxidujici ¢astice (Xiao

etal., 2015).
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Obr. 3: Schéma tvorby paru elektron — dira v polovodici.

Ve vodnych roztocich mize byt excitovany elektron z povrchu polovodice navdzan na
rozpustény kyslik, ¢imz vznikne superoxidovy anion radikél O3, z néhoz pak mize vzniknout

hydroperoxylovy radikal HO:, jak ukazuji rovnice 1 a 2.
e”+ 0, —» 0Oy (1)
07+ H" & HO, (2)

Z vytvoteného hydroperoxylového radikéalu pak miize vznikat peroxid vodiku a hydroxylové

radikaly, jak je zndzornéno v rovnicich 3 a 4 (Xiao et al., 2015)
HO, + e~ - HO3 (3)

HO; + H* > H,0, — 2HO' (4)

Tyto reakce efektivné inhibuji rekombinaci paru elektron dira, a tim prodluzuji dobu Zivota
pozitivnich dér, které reaguji s vodou a hydroxidovymi ionty za tvorby hydroxylovych

radikali (Klementova, 2018), jak je znazornéno v rovnicich 5 a 6.
h*+ H,0 - HO + H* (5)
h*+ OH™ - HO (6)

Z uvedenych rovnic je patrné, Ze Casticemi generovanymi pii heterogenni fotokatalytické
reakci za pouziti polovodici jako katalyzatora jsou radikaly — superoxidové ionty,
hydroperoxylové radikaly a zejména hydroxylové radidly, které mohou nespecificky reagovat

s organickymi latkami a oxidovat je (Kaur et al., 2019).



Heterogenni fotokatalytické reakce jsou obvykle popisovany jako reakce probihajici
podle kinetiky 1. fadu, ackoli se vlastné jedna o reakce pseudoprvniho fadu, kdy ptislusné
radikaly jsou ve vyrazném nadbytku oproti rozkladanym organickym latkdm, takze reakce
pak zavisi vlastné jen na koncentraci rozkladané organické latky, protoze koncentrace

radikali je prakticky konstantni.

Materialy, které se v dnesni dob¢ hojné vyuzivaji jako fotokatalyzatory, jsou napt. TiOa,
Zn0O, WQOs3, CdS, CdSe, SnO2, MnO,, pticemz TiO; je nejvice prozkoumanym a nejvice
pouzivanym diky svym vlastnostem, zejména nizkym nakladiim, nizké toxicité a chemické

stabilité (Xiao et al., 2015).

Z ruznych forem TiO», které byly studovany, mé nejvyssi fotokatalytickou aktivitu
Degussa P-25 TiO», coz je material slozeny ze dvou krystalovych modifikaci TiOz, anatasu a

rutilu, v poméru 3:1 (Ohno et al., 2001)

Heterogenni fotokatalyza s pouzitim TiO> jako fotokatalyzatoru byla studovana pro
degradaci riznych emergentnich polutantl. Tak napi. Maléterova et al. (2013) testovali TiO2
imobilizovany v tenké vrstvé na sklenéném nosici pro odbouravani 17-estradiolu v odpadnich
vodach. Pourata et al. (2009) studovali degradaci herbicidu bentazon v kontaminované vod¢
za pfitomnosti praSkového nanokrystalického TiO.. Verma et al. (2014) prokazali, ze TiO>
imobilizovany na cementovych kulickach je uc¢inny pro degradaci herbicidu isoproturonu a ze
degradace probihd az na anorganické produkty, tedy vede k mineralizaci isoproturonu a to az
z 90 %. Podobny vysledek popisuji Tang et al. (2013) s herbicidem 2,4-dichlorfenoxyoctovou
kyselinou, kde s vyuzitim grafenem modifikovaného TiO2 doslo k Gplnému odstranéni po
140 minutach ozatovéani simulovanym slune¢nim zafenim. Asiri et al. (2011) pouzili TiO:

k degradaci barviv pouzivanych v biotechnologickych aplikacich, rhodaminu G a fenolové

cervene.

Nevyhodou TiO; je pomérné Siroky energeticky rozdil mezi valen¢nim a vodivostnim
pasem — 3,2 eV (Dette et al., 2014), coz odpovida vinové délce potiebné k excitaci 387 nm.
To znesnadniuje pouziti tohoto fotokatalyzatoru k fotodegradaci polutantl slunecnim svétlem,
protoze zateni o vinovych délkach kratSich nez 387 nm tvoii jen malou ¢ést slunecniho
spektra. Proto bylo napieno velké usili do pokusti posunout absorpci TiO2 do viditelné oblasti
dopovanim TiO; za Gi€elem sniZeni energetické bariéry. Byly k tomu pouZity ionty
prechodnych kovi, napt. ionty paladia, médi, vanadu, chromu, ale i organickymi molekulami

jako napt. pomoci ftalocyaninti (Chen D. et al., 2020) ¢i sensitizace pomoci pfirodnich



organickych barviv jako napft. antokyany z ibisku a bortivek, karotenoidy ze Safranu (Priyanka
K. P.etal, 2017, Goulart S. et al., 2020). V posledni dob¢ se pozornost zaméiuje téz na
kompozity TiO; s grafenem (Tang et al., 2013, Etacheri V. et al., 2015).



Material a metody

Atorvastatin vapenaty trihydrat byl zakoupen od firmy Sigma Aldrich v kvalité
European Pharmacopoeia Reference Standard. Zasobni roztok byl pfipravovéan rozpusténim
cca 5 mg (4,9 — 5,2 mg) atorvastatinu v 100 ml Milli-Q® vod&, za cca hodinového plisobeni
ultrazvuku v ultrazvukové 1azni Netz K1. Zasobni roztok byl béhem rozpousténi zakryt pred

dennim svétlem, uchovéavan byl ve tmé pti pokojové teploté.

Ozatovani: Jako zdroj svétla byla pouzita lampa Philips TL-D 15W/08, ktera emituje
zateni o vlnovych délkach 350-400 nm, s maximem u 365 nm. Pro ozafovani bylo pipetou
odméfeno 5 ml roztoku atorvastatinu do jednotlivych krystaliza¢nich misek o priméru 4 cm.
Dale bylo do misek vloZeno mikroskopické skli¢ko o plose 4 cm? s imobilizovanou vrstvou
TiO; (skli¢ka s imobilizovanym TiO, byla poskytnuta z VSCHT) a malé magnetické
michadlo. Krystaliza¢ni misky byly umistény na pétimistnou magnetickou michacku JK IKA,
typ RO. Svételny vykon lampy na jednotlivych pozicich michacky byl proméfen pomoci
luxmetru UVA Light meter, model UVA-3635, jeho hodnota ¢inila 0,913 mW/cm? a
0,956 mW/cm? pro dvé krajni pozice a 1,623 mW/cm? — 1,692 mW/cm? pro tfi vnitini pozice.

K ozafovani vzorkt byly pouzivany pouze tfi vnitini pozice.

Reakéni smés atorvastatinu byla po ozéafeni kvantitativné ptevedena do odmérnych
banék o objemu 10 ml a doplnény Milli-Q® vodou na dany objem. Tento krok eliminoval

rizné odpareni vzorku pfi riznych ozafovacich ¢asech.

HPLC analyza: Vzorky byly analyzovany pomoci HPLC na pfistroji Thermo Scientific
Dionex Ultimate systém (USA) s kolonou Arion®Polar 5 um C18, 250 mm x 4,6 mm od
vyrobce Chromservis. Chromatografie byla provadéna izokraticky, mobilni faze byla sloZzena
z vody s ptidavkem 0,1% kyseliny mravenci (55 v/v %) a acetonitrilu (45 v/v %), pritok byl
nastaven na 1 ml/min, objem nastfikovaného vzorku byl 5 pl. Detekce byla provedena
spektrofotometrickym detektorem s diodovym polem PDA 3000RS a zaroveii fluorescencnim
detektorem FLLD 3000RS. Data byla nasledné zpracovéana v pocitacovém programu

Chromeleon.

Test toxicity: Toxicita atorvastatinu a produktli jeho fotochemické degradace byla
testovana na okiehku (Lemna minor) podle metodiky OECD Guideline 221 (OECD, 2002).
Okiehek byl odebréan z tiiiky u vrcholu Straze v Miovicich (jizni Cechy, GPS soufadnice:
48°99°87°“;14°14°20°).
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Médium, které bylo pouzito, se oznacuje jako Swedish Standard Lemna Growth

Medium (SIS) a micha se z n€kolika zasobnich roztoki, jejich sloZzeni udava Tab. I.

Tab. I: Slozeni zasobnich roztokii pouZzitych pro pfipravu kultivaéniho média pro okiehek.

roztok chemické sloZeni koncentrace [g/l]
I NaNO; 8,5
KH>PO4 1,34
I MgS04.7H,O 15
I CaCl.2H;0 7,2
v Na,COs 4
\Y H;BO:; 1,0
MnCl.4H,0 0,2
NaMo004.2H,0 0,01
ZnS04.7TH20 0,05
CuS04.5H,0 0,005
Co(NO3)2.6H0 0,01
VI FeCl;.6H0O 0,17
Nax.EDTA.2H,O 0,28
VI MOPS (buffer) 98

Kultiva¢ni SIS médium bylo pfipraveno v kadince o objemu 1 litru. K cca

700 ml Milli Q® vody byly pfidany objemy jednotlivych zasobnich roztoka dle Tab. II.

Tab. II: Objem jednotlivych zasobnich roztokt potiebnych pro ptipravu kultiva¢niho SIS

média.
zasobni roztok objem (ml)
I 10
II 5
I 5
v 5
A% 1
VI 5
VI 5
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Nasledovala uprava pH na hodnotu 6,5 (doporu¢ené rozmezi hodnot je 6,5 + 0,2). Uprava
hodnoty mohla byt provedena 0,1 NaOH nebo 1 M HCI dle doporuceni, v této praci byl
pouzit pouze roztok NaOH. Po tpravé pH byl roztok pieveden do odmérné barky a doplnén
Milli-Q® vodou na objem 1 litr.

Pted samotnym testem byl okiehek kultivovan v médiu po dobu 3 tydnt, jedenkrat tydné byl

v dobé kultivace pfeockovan do Cerstvého média.

Test toxicity fotoproduktl byl proveden s atorvastatinem jako slepym vzorkem s pouzitim
péti paralelnich stanoveni pro fotoprodukty i atorvastatin. Koncentrace atorvastatinu

v kultivaénim médiu ¢inila 200 pg/l, fotoprodukty byly ptidany v takovém objemu, aby
zbytkova koncentrace atorvastatinu po ozafeni byla také 200 pg/l. Jako doba ozatrovani
atorvastatinu byl zvolen €as 35 min, po této dobé zbyvalo v reakéni smési 40 %

nezreagovaného atorvastatinu.

Test byl proveden v krystaliza¢nich miskach o priméru 9,5 cm, kam bylo pinzetou pfeneseno

cca 12 listk okfehku (plocha litd 1 — 1,6 cm?) do 120 ml média.

Oktehek byl kultivovan pti pokojové teploté (22-25 °C), ptes den podobu 7 hodin byl
ptisvécovan LED osvétlenim (LED CRI-300-W, barva bila 6000—-6500 K), intenzita
pfisviceni byla v rozmezi 3620—4520 Ix (métfeno luxmetrem Elvos Luxmesser LM 1010).
Rozmisténi misek je pod LED osvétlenim je zndzornéno na Obr. 4, misky s atorvastatinem

maji oznaceni A1-AS5, zatimco misky s jeho fotoprodukty F1-F5.

®®® ™

Obr. 4: Rozmisténi krystaliza¢nich misek s okiehkem pod LED osvétlenim.
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Pro vyhodnoceni dopadu atorvastatinu a produktii jeho fotochemické degradace na plochu
listti byl pouzit program Easy Leaf area software v mobilni aplikaci. Ke statistickému
vyhodnoceni vysledkt testu toxicity byl pouzit dvouvybérovy parovy t-test na stredni

hodnotu.
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Vysledky

Chromatogram samotného atorvastatinu a atorvastatinu s produkty ozafovani za pouZiti

fluorescen¢niho detektoru ukazuje Obr. 5.

Z Obr. 5 je patrné, ze vétSina degradacnich produkti ma retenéni Cas delsi nez samotny
atorvastatin. Na chromatogramu jsou vidét dva hlavni degradacni produkty, produkt 1
zacatku ozafovani — jsou rozeznatelné jiz po 9 minutach ozafovani. Produkt 3 (retencni cas
3,9 minut) se objevil az po vice nez 40minutovém ozatfovani. Posledni dva na chromatogramu
patrné minoritni produkty se u reten¢nich ¢asti 16 minut a 17,3 minuty objevily az pii

90 minutach ozafovani.

Pribéh odbouravani atorvastatinu s vyuzitim imobilizovaného TiO; jako

fotokatalyzatoru ukazuje Obr. 6.

0 20 40 60 80 100
¢as [min. ]

Obr. 6: Odbouravani atorvastatinu na imobilizovaném Ti02.

Z Obr. 6 je vidét, Zze za 90 minut ozafovani na TiO2 ubylo cca 95 % atorvastatinu.

0,03x

Rychlost odbouravéni je mozné popsat pomoci kinetiky 1. fadu s rovniciy = e , rychlostni

konstanta odbouravani ¢ini 0,03 min-'.
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Vysledek sedmidenniho testu stability zdsobniho roztoku atorvastatinu a reakéni smési

po 90 minutach ozatovani je zndzornén na Obr. 7.

100%
90%
80%
70%
60%
50% Atorvastatin
40%
30%
20%
10%
0%
den 1 den 2 den 4 den 7

12000
10000
8000
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180000
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100000 B Degradacni produkt 2
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60000
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Obr. 7: Stabilita atorvastatinu a degradacnich produktii vzniklych pii ozatfovani po dobu 90

minut. Vzorky méfeny v den ozéfeni (den 1) a druhy, ¢tvrty a sedmy den po ozéfeni.

Degradac¢ni produkty na Obr. 7 jsou oznaceny podle rostouciho retencniho ¢asu. Produkt 1 ma

cca dvacetinasobné nizsi odezvu nez produkty 2 a 3. Z Obr. 7 vyplyva, Ze roztok atorvastatinu

16



je stabilni, u degradac¢niho produktu 1 je vidét mirny narst mezi dnem 1 a dnem 3 (o 11 %),
k dal§imu nértstu v poslednich dvou dnech jiz nedochazelo. Degradacni produkty 2 a 3 se

zménily o 2,5 % (produkt 2) a 0 4 % (produkt 3).

Vysledek testu toxicity je znazornén graficky na Obr. 8.

4.0
. 3.8
O
g 36
=34 X
2% 32
92 3,0 M@ atorvastatin
o~
Qg 2,8 B fotoprodukty
7 26
< 5
S 24
E 5
N 2.2
2,0

Obr. 8: Toxicita atorvastatinu a jeho fotoproduktli stanovena jako zména plochy listu.

Na Obr. 8 je na ose y vynesena zména v plose listil jako pomér plochy 7. den inkubace a
plochy na zac¢atku inkubace (1. den). Z Obr. 8 je patrné, ze pomér plochy listd je vyrazné

vy$si u atorvastatinu nez u smeési fotoproduktt, tj. ze v atorvastatinu plocha listi pfirdstala

vyrazng rychleji nez ve smési fotoproduktt. Sttedni hodnota tohoto poméru je pro atorvastatin

3,38 a pro smé&s fotoprodukti 2,67. Hodnota parametru p porovnani pro ob¢€ sady dat pti

pouziti dvouvybérového parového t-testu na stfedni hodnotu vysla 0,0038.

17



Diskuze

Z kiivky prabéhu odbouravani atorvastatinu s pouZzitim TiO2 jako fotokatalyzatoru,
kterou bylo mozno modelovat kinetikou prvniho fadu, byla stanovena rychlostni konstanta
0,03 min™!, coz odpovida poloCasu reakce 23 minuty. Pro atorvastatin neni k dispozici
hodnota z literatury pro srovnani. Piecha et al. (2010) uvad¢ji hodnoty polocast n€kolika
jinych statint (simvastatinu, lovastatinu a pravastatinu) v reakci s pouzitim TiO; jako
katalyzatoru v rozmezi 8 — 19 minut. Tyto hodnoty jsou sice blizké hodnoté uvadéné v této
praci, nicméné vzhledem k odliSnosti struktur jimi studovanych statinti od atorvastatinu (viz
Obr. 2) nelze povazovat blizkost hodnot za zasadné relevantni. V praci Piechy et al. (2010) je
uvedeno, ze produkty, které autoti pozorovali pfi fotodegradaci statinti simvastatinu,
lovastatinu a pravastatinu, vznikly hydroxylaci pivodnich substrati. V predkladané praci
produkty studovany nebyly, ale vzhledem k ucasti hydroxylovych radikali na odbourdvani

atorvastatinu lze hydroxylaci pfinejmensim jako prvni krok ocekévat.

Test stability atorvastatinu potvrdil udaj z prace Petraiiové (2020), Ze po dobu sedmi

dnti, tedy po dobu potiebnou pro test toxicity na vodni rostling, je roztok stabilni.

V reak¢ni smési po ozafeni byly pii analyze HPLC pozorovany dva hlavni produkty a
dva minoritni produkty, které se objevily az po delSim ozafovani. Nalezené dva hlavni
produkty i dva minoritni produkty jsou pravdépodobné totozné s produkty pozorovanymi
v préaci Klementové et al. (2021), kde ozafovani bylo provadéno v homogenni fazi
s ptidavkem zelezitych iontl jako fotokatalyzatoru. Za podminek v citované praci uvedenych
byly pozorovany jesté dva dalsi minoritni produkty s krat§im reten¢nim ¢asem, nez je retencni
Cas atorvastatinu. Fotoprodukty odbouravani atorvastatinu v pfitomnosti raznych latek
zkoumal Wang et al. (2018), ale jednalo se o fotochemické reakce v homogenni fazi
s piidavkem napf. huminovych latek, anorganickych aniontii a ionti Fe**. Jeho zavéry tedy

nejsou pro heterogenni fotokatalytickou reakci pouzitelné.

V praci Klementové et al. (2021) byla testovana toxicita atorvastatinu na okiehek
(Lemna minor) v rozmezi 0-200 mg/1, nebot’ jiz u koncentrace 26 mg/l je v praci Braina et al.
(2006) uvaden toxicky efekt (ECio). V praci Klementové et al.2021 ale nebyl toxicky efekt
potvrzen ani v nejvyssi pouzité koncentraci, zato byla prokazana toxicita fotoproduktt
vzniklych pii ozafovani v homogennim roztoku s ptidavkem zelezitych iontl jako
fotokatalyzatoru. Proto byla v predkladané praci testovana toxicita smeési fotoproduktt

vzniklych pti ozafovani na TiOz, a to po 35- minutovém ozatfovani, kdy v reakéni smési bylo
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jiz nahromadéno vyznamné mnoZzstvi produktti fotochemické degradace. V testu toxicity u
smési degradacnich produktti byl velky rozptyl hodnot, jak ukazuje Obr. 7, ale i s timto
velkym rozptylem byla hodnota p parametru ve dvouvybérovém parovém t-testu na stfedni
hodnotu 0,0038. Nulové hypotéza (tvrdici, ze ptirtstek plochy listd bude stejny v obou
prostredich, tj. atorvastatinu i fotoproduktll) se zamita v ptipadé, Ze hodnota parametru p je
mensi nez 0,05. Hodnota p parametru ziskand v této praci je fadové nizsi, takze fotoprodukty
degradace s heterogennim fotokatalyzatorem byly prokazany jako toxické pro okiehek.

V praci Klementové et al. (2021) byla ziskdna hodnota p parametru 0,005 srovnatelna

s hodnotou prezentovanou v této praci. To je i ve shod¢ se skutecnosti, Ze pozorované hlavni
produkty, které jsou pravdépodobné za toxicitu zodpovédné, se zdaji byt (dle reten¢nich casii
pfi HPLC analyze) shodné v obou piipadech, tj. ozafovani v homogenni fazi i ozafovani

v ptitomnosti TiO: jako fotokatalyzatoru, shodné.

Zaver
Atorvastatin podléha fotochemické degradaci pfi heterogenni katalyze za pouziti TiO2

jako fotokatalyzatoru s rychlostni konstantou 0,03 min!.

Pti fotodegradaci se tvoii dva hlavni produkty a tfi minoritni produkty, z nichZ dva se

objevuji az pti déletrvajicim ozatovani (vice nez 60 minut).

Smés produktt fotochemické degradace atorvastatinu za pouziti TiO; jako
fotokatalyzatoru vykazuje statisticky vyznamnou toxicitu vii¢i vodni rostliné Lemna minor,

parametr p ve dvouvybérovém parovém t-testu na stfedni hodnotu mél hodnotu 0,0038.
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