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Annotation

This Bachelor thesis deals with a psychotropic substance from the class of selective serotonine
reuptake inhibitors, fluoxetine. The theoretical part of the thesis summarizes its basic
characteristic and mechanism of action, occurrence in natural waters, toxicity to aquatic

organisms and the possibilitie of degradation in the aquatic environment.

The experimental part is focused on photochemical degradation of fluoxetin in aqueous
solution under light conditions relevant to natural waters and the potential toxic effect of
fluoxetine itself and the mixture of products of fluoxetine photochemical degradation on the

aquatic plant Lemna minor.
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Cil prace
Cilem prace bylo

— proméfit vliv pfidavku iontl Zzeleza na odbourdvani antidepresiva fluoxetinu
s pouzitim zdroje zafeni imitujictho kratkovinnou oblast slune¢niho zafeni
dopadajiciho na zemsky povrch;

— vyhodnotit moznost fotochemické degradace fluoxetinu v piirodnich vodéch;

— otestovat toxicitu fluoxetinu a smési jeho fotoproduktli vici vodni rostling

Lemna minor.
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1. UVOD

1.1. Charakteristika fluoxetinu

Fluoxetin (Obr. 1), systematickym nazvem N-methyl-3-phenyl-3-[4-
(trifluoromethyl)phenoxyJpropan-1-amine (Ci7H1sF3NO) podle IUPAC (PubChem), je silna
psychotropni latka ze tfidy selektivnich inhibitorti zpétného vychytavéani serotoninu (SSRIs —
Selective Serotonine Reuptake Inhibitors). V medicing se fluoxetin pouziva k 1é¢bé depresi, a
to ve form¢ hydrochloridu jako racemicka smés dvou enantiomerti. Témito enantiomery jsou
S-enantiomer a R-enantiomer, pficemz S-enantiomer je zhruba 1,5krat G¢inéjsi pfi inhibici
zpétného vychytavani serotoninu nez R-enantiomer (Hiemke & Haértter, 2000). Selektivita a

neurotransmiterovd role fluoxetinu je znané ovlivnéna pravé jeho konformacnimi

FE_CA@f O-CH-CH,-CH,-NH-CH,

vlastnostmi.

Obr. 1: Strukturni vzorec fluoxetinu s vyznacenym chirdlnim centrem (Carcu-Dobrin et al.,

2016).

Antidepresivni u¢inek fluoxetinu je zptisoben tim, Ze se v presynaptické membrané navaze na
serotoninovy transportér tzv. SERT nebo na receptor 5-HT3, a tak dochazi k inhibici zpétného
vychytdvani neurotransmiteru serotoninu, ¢imz se zvysi koncentrace, dostupnost a prenos
neurotransmiteru v postsynaptickych receptorovych mistech a zapfi¢ini del§i setrvani
serotoninu po jeho uvolnéni v mozku (Pinna et al., 2009; Fabbri et al., 2014). Fluoxetin ma
rovnéz slabou afinitu k transportériim dopaminu a noradrenalinu. Proto, pfi podani vysoké
davky fluoxetinu (tzv. supraterapeuticka davka 60 az 80 mg na den) miize dojit k obsazeni
transportériit dopaminu a noradrenalinu a volny dopamin a noradrenalin mohou zvysit
antidepresivni U¢inek (Perez-Caballero et al., 2014). Fluoxetin je uréeny k 1é€bé poruch jako
jsou depresivni poruchy, posttraumatické stresové poruchy, panické poruchy, obsedantné-
kompulsivni poruchy, ale i k 1é€eni poruch ptijmu potravy (Stewart et al., 2014). Fluoxetin je
téz pouzivan pti poruchach autistického spektra, pokud jsou spojené s depresemi, tizkostmi ¢i

obsedantné-kompulzivnimi poruchami (Williamse et al., 2013).



1.2. Fluoxetin v pFirodnich vodach

Selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu jsou v dne$Sni dobé nejvice
predepisované psychotropni l1€ky, piicemz fluoxetin je tim nejcastéji pouzivanym Iékem z této
ttidy (Stewart et al., 2014). Fluoxetin i jeho aktivni metabolit norfluoxetin byly pomérné casto
detekovany ve vzorcich z odpadnich i povrchovych vod. V rozsahlé studii americkych jezer,
potoki a fek po celém tizemi USA provedené v letech 1999 az 2000 byla na 139 vzorkovanych
lokalitach zjisténa maximalni koncentrace fluoxetinu 12 ng/l (Kolpin et al., 2002). Schultz et
al. (2010) uvadéji koncentraci fluoxetinu 15 ng/l ve dvou tocich po proudu od distiren
odpadnich vod v USA (Boulder Creek v Coloradu a Foumile Creek v [ow¢€). V praci Metcalfa
et al. (2003), ktera shrnuje analyzy ohledné 1€¢iv v oblasti Velkych jezer v Kanad¢ v odtocich
z Cistiren odpadnich vod béhem léta a podzimu roku 2000, byla zaznamenéana koncentrace
fluoxetinu 99 ng/l. Deblonde et al. (2011) v ptehledném ¢lanku uvadéji, ze primérnd hodnota
koncentrace fluoxetinu na vytoku z Cisti¢ek odpadnich vod je 112 ng/l. Podle Weinbergera &
Klapera (2014) jsou primérné koncentrace nachazené v povrchovych vodach v rozmezi
12 — 1400 ng/l. Vasskog et al. (2006) uvadi, ze v CistiCkach odpadnich vod dochazi sice
k redukci mnozstvi fluoxetinu, a to pravdépodobné ireverzibilni vazbou na aktivovany kal,
nicméné jeho neustdly piisun a relativni stabilita vede ke skuteCnosti, ze fluoxetin je

opakované detekovan v povrchovych vodach (Martin et al., 2019).

Kromé fluoxetinu se studie zaméiuji 1 na metabolit fluoxetinu, norfluoxetin. Méteni provedené
v Montrealu v Kanad¢ v odtoku odpadnich vod odhalilo jeho ptfitomnost v koncentracich
12 — 13 ng/l, pti dvou riznych vzorkovacich studiich (Lajeunesse et al., 2008). V povrchovych
vodach horni ¢asti povodi Tennessee River byly nalezeny koncentrace v rozmezi 3,9 — 10 ng/l
(Conley et al., 2008). I kdyz jsou fluoxetin a norfluoxetin v Zivotnim prostiedi detekovany
vétsinou v pomérné nizkych koncentracich, je zde environmentélni riziko trvalého pisobeni

na vodni organismy a téz moznost jeho zakoncentrovani v sedimentech (Furlong et al., 2004).



1.3. Toxicita fluoxetinu pro vodni organismy

Protoze je fluoxetin perzistentni ve vodném prostiedi, zaméeiuji se védci na vyzkum jeho
toxicity a vlivu na biologické funkce vodnich organismu. Studie se zabyvaji naptiklad vlivem

na rust, preziti, chovani, reprodukci, regeneraci ¢i moznosti poSkozeni DNA.

Uginkaim na Zivotni cyklus vodnich bezobratlych se napiiklad vénovali Péry et al. (2008).
Roztoktim fluoxetinu o riznych koncentracich byly vystaveny tfi druhy organismt, perloocka
Daphnia magna, vodni plz Potamopyrgus antipodarum a riznonohy korys Hyalella azteca.
Pti koncentraci 10 pg/l byl pozorovan ucinek na reprodukci u D. magna a P. antipodarum. U
korySe H. azteca se ucinek na reprodukci neprojevil, ale pti 33 pg/l byl zjistén vliv na velikost

téla.

Co se tyce studii, které se zabyvaji neptiznivymi u¢inky na reprodukci vodnich organismt,
nejsou publikované vysledky ve shod¢. Flaherty & Dodson (2005) zjistili zvySeni reprodukce
u D. magna pti expozici 36 pg/l fluoxetinu po dobu 30 dni. Rovnéz Brooks et al. (2003b)
pozorovali zvySeni plodnosti u Ceriodaphia dubia, a to u koncentrace 56 pg/l pii sedmidenni
expozici. Naproti tomu Henry et al. (2004) u stejného druhu pozorovali snizeni reprodukcni

schopnosti pti 89 pg/l.

Dopad expozice fluoxetinu na pohybové chovani ryby halancikovce diamantového
(Cyprinodon variegatus) studovali Winder et al. (2012). Dospéli k zavéru, ze i kratkd doba

expozice v fadu desitek hodin zpiisobuje snizeni lokomotorické aktivity u studovaného druhu.

Latifi et al. (2015) studovali vliv fluoxetinu na ryby z ¢eledi vrubozubcovitych (4dmatitlania
nigrofasciata), a to zvlast' na samce a zvlast na samice. U samcii pozorovali vyznamny pokles
hladiny testosteronu po expozici fluoxetinu v koncentraci vyssi nez 5,4 pg/l. U samic, pii
stejné koncentraci, byly ovlivnény hlavné parametry jako pocet vajicek a doba potiebna k

vylihnuti embryi.

Ofoegbu et al. (2019a) zjistili, Zze u plosténky Schidtea mediterranea byla vyrazné snizena
nepohlavni reprodukce a regenerace pii expozici fluoxetinu v koncentraci 0,1 pg/l. Za pti¢inu
tohoto efektu je autory povazovano fluoxetinem zplsobené zvySeni hladiny melatoninu
(Kirecci et al., 2014), protoze nepohlavni reprodukce Stépenim je pod neuromuskularni
kontrolou a je potlacovana zvySenou hladinou melatoninu (Morita & Best, 1993). U stejné¢ho

organismu pozorovali Ofoegbu et al. (2019b) vliv fluoxetinu na poSkozeni DNA, pificemz



Cvwr

ucinku (LOEC’s — Lowest Observed Effective Concentrations) byly v rozmezi 0,1 — 1,0 pg/I.
U fluoxetinu i norfluoxetinu byla sledovana téz bioakumulace ve tkdnich zivych organisma.

Prvni praci, kterd prokézala hromadéni obou latek v jatrech, mozku a svalové tkani né€kolika
druhti ryb v fece ovlivnéné vytokem z Cisticky odpadnich vod, byla prace Brookse et al.
(2005). Bioakumulace u norfluoxetinu byla ptiblizn¢ 10krat vétSi nez u fluoxetinu

s koncentracemi 10,27 ng/g pro jatra, 8,86 ng/g pro mozek a 1,07 ng/g pro svalovou tkan.

V praci Chu & Metcalfeho (2007), v niz byly pouzity homogenaty celych tél ryb z Hamilton
Harbour v zapadni ¢asti Lake Ontario je uvadén pomér norfluoxetinu a fluoxetinu ptiblizné

1,1 s hodnotou 1 ng/g vlhké vahy.

Prehled praci zabyvajicich se bioakumulaci inhibitorti selektivniho vychytavani serotoninu

podava studie Silvy et al. (2015).

Kromé 0c€inkli na organismy z Zivocisné fiSe jsou studovany i ucinky na fotosyntetizujici
organismy. Ve studii Brooks et al. (2003a) byla nejniz§i pozorovand koncentrace ucinku
(LOEC — Lowest Observed Effect Concentration) pro fasu Psedokirchnerialla subcapitata

13,6 ug/l. Pozorovana byla deformace a mensi velikost bun¢k tasy P. subcapitata oproti

kontrolam bez fluoxetinu.

Amy-Sagers et al. (2017) provedli laboratorni ekotoxikologické experimenty pro rozséhlou
Skalu koncentraci fluoxetinu, aby zjistili jeho vliv na fyziologii vodni rostliny Lemna minor.
Dospéli k zavéru, ze pii vystaveni koncentraci 323 nmol/l (99 ug/l) doslo k vyznamnému
zpomaleni rustu kotfinku. Nizs§i koncetrace nemély prokazatelny efekt, nicméné vysledky

ukazuji velky rozptyl naméfenych hodnot pro testované koncetrace fluoxetinu.



1.4. Moznosti degradace fluoxetinu v prostiredi piirodnich vod

Ani fluoxetin ani norfluoxetin nepodléhaji hydrolyze a oba jsou rovnéz odolné vici
biodegradaci (Furlong et al., 2004). Z tohoto diivodu lze ocekavat, ze fotochemické procesy
mohou hrat vyznamnou roli v transformaci téchto latek v povrchovych vodach.
Fotochemickou degradaci fluoxetinu studovali Tisler et al. (2019). K ozafovani pouzili
slunecni simulator poskytujici zafeni v rozmezi vinovych délek 295 — 3 000 nm. Zjistili, ze
degradace v ultraCisté vodé probiha dle kinetiky 1. fadu a je siln€ zavisla na pH — poloCasy
reakce se pohybovaly v rozmezi 333 hodin pro pH 6 a 15 hodin pro pH 10. Zavislost na pH
pti fotooxidaci fluoxetinu ve vodném prostedi pozorovali také Méndez-Arriaga et al. (2011),
ktefi testovali riznd oxida¢ni Cinidla a jejich kombinace, nékdy spojena s fotochemickou
oxidaci (napf. samotny ozon, ozon + peroxid vodiku, fotochemickou oxidaci na TiO; jako
fotokatalyzatoru, kdy k oxidaci dochazi pfedev§im plisobenim vznikajicich hydroxylovych
radikalii a kombinace téchto metod). Rychlosti oxida¢nich procesti byly vyrazné vyssi nez pii
pouziti solarniho simulatoru v praci Tislera et al. (2019) a dochéazelo i1 k vyznamné

mineralizaci, tj. oxidaci organického substratu az na CO..

Proces ozonizace pouzili ve své praci i Aghaeinejad-Meeybodi et al. (2015) a Aghaeinejad-
Meeybodi et al. (2020). V praci z roku 2015 provadéli optimalizaci kombinace ozon a peroxid
vodiku na odstranéni fluoxetinu z vodného prostiedi. V praci z roku 2020 se vénovali srovnani
fotokatalytické degradace antidepresiva fluoxetinu v kombinaci s ozonem za pfitomnosti
nanokatalyzatori boehmitu a y-oxidu hlinitého. Vysledky ukazuji, Ze G€innost ozoniza¢niho
procesu pro odstranovani fluoxetinu je vyznamné zvySena piitomnosti heterogennich
katalyzatorii. Nanokatalyzator boehmit projevuje vyssi ucinnost pii neutralnim pH, zatimco -

oxid hlinity je aktivngjsi k degradaci fluoxetinu pii alkalickém prostiedi.

Degradaci antidepresiva fluoxetinu po anaerobni pfedupravé nemocnic¢nich odpadnich vod
foto-Fentovovym procesem se vénovali de Lima Perini et al. (2016). Fentoniv proces pouziva
ke katalytické oxidaci substrati smés zeleznatych ionti a peroxidu vodiku. Foto-Fentoniiv
proces zahrnuje trojmocné zelezo, peroxid vodiku a UV zafeni v rozmezi od blizké UV do
viditelné oblasti az k 600 nm (Chong et al., 2010; O’Dowd & Pillai, 2020). Pti tomto procesu
se dvojmocné zelezo, které je katalyticky U¢innou formou, tvofi in situ v reakéni smeési
fotochemickou redukei trojmocného Zeleza za ptenosu elektronu z organického donoru na
kov. Vysledky studie de Lima Periniho et al. (2016) prokézaly, ze foto-Fentontiiv proces je

ucinny i pii pouziti velmi nizkych koncentracich Cinidel, tedy Fe (III) a H20,. I v této studii



byla prokazéana zavislost na pH, ale opacné nez u Tislera et al. (2019) — pfi nizSich hodnotach

pH byla mira degradace vyssi.

Wawryniuk et al. (2017) studovali moznost fotodegradace fluoxetinu v pfitomnosti dalSich
organickych latek. Pouzity byly jednak fotolabilni slouceniny vyskytujici se ve vysSich
a antibakteridlni a antifungicidni latka triclosan), jednak huminové latky. Studie byla
zamétfena na moznost fotosenzitizované degradace fluoxetinu témito latkami, tento efekt ale
s pouzitim diklofenaku, triclosanu a huminovych latek prokdzan nebyl. Naopak Kwon &
Armbrust (2006) zjistili, Ze fluoxetin nedegraduje pod fluorescenénimi UV lampami (zafeni
v rozmezi vlinovych délek 300 az 380 nm) béhem 30 dni ozafovani, ovSem piidavek
huminovych latek zvysil rychlost odbourani fluoxetinu (polo¢as byl stanoven na 21 dni).

Hlavnim produktem byl norfluoxetin.

Mezi pracemi zabyvajicich se moznostmi degradace fluoxetinu v odpadnich vodéch lze nalézt
1 prace, které kombinuji elektromagnetické zafeni (svétlo) s jinymi metodami, jako napft. prace
Moreira et al. (2019), v niz autofi zkoumali rychlost odbouravani pii pouziti kratkovinného
zéfeni v kombinaci s mikrovinnym zdrojem. Nékteré prace se soustied’uji na zcela jiné
principy degradace, jako napf. prace Shaoa et al. (2017), v niz bylo pouZito ozafovani

elektronovym paprskem.

Zajimavou studii o vlivu iontl kovil na fotochemickou stabilitu fluoxetinu provedli Maslanka
et al. (2013). Studie neni zamétfena na mozné odbouravani fluoxetinu v pirodnich vodach, ale
v pevné fazi, a to vlivem UV A zafeni. Roztok fluoxetinu v methanolu byl smichan s roztokem
soli obsahujici méd’naté, zeleznaté, zelezité nebo hlinité ionty, rozpoustédlo bylo odpateno,
pevna faze byla nésledné ozatfovana. Autofi zjistili, Ze nejen koncentrace, ale i druh iontu ma
vliv na proces degradace — fotodegradace fluoxetinu probéhla nejrychleji v pfitomnosti iont
médnatych, klesala pfi pouziti iontl Zelezitych a Zeleznatych a nejnizsi byla v pfitomnosti
ionta hlinitych. Bez piitomnosti kovovych iontii nebyl pozorovan ubytek fluoxetinu ani pfi

ozafovani po dobu 168 hodin.



2. MATERIALY A METODY

Fluoxetin hydrochlorid byl zakoupen od firmy Sigma-Aldrich. Zasobni roztok pro dalsi
pouziti byl pfipraven rozpusténim fluoxetinu v ultracisté vodé (Milli-Q®) v koncentraci
56 mg/l. FeCls od firmy Lachema byl rozpustén v HCI o koncentraci 0,2 mol/l na vyslednou
koncentraci 26 g Fe/l.

Spektrofotometrickd métfeni byla provedena na spektrofotometru Shimadzu, typu UV-1601 se

softwarem UV-Probe.

Ozatovani vzorkl probihalo ve fotochemickém reaktoru Rayonet R100 osazeném lampami
RPR 3000 A emitujici zateni o vinové délce 250 — 350 nm, zaieni o vinovych délkach kratsich
nez 300 nm bylo odfiltrovano pouzitim optického skla (ozafované vzorky byly umistény ve
sklenénych kyvetach s vickem). Zafivy tok byl métfen piistrojem Lutron UV A, a jeho hodnota
pro tento reaktor v rozmezi méfeném pouzitym piistrojem byla 4,5 W. Maximalni doba

ozafovani jednotlivych vzorka byla 90 minut.

Chromatografické stanoveni byla provedena na pfistroji Thermo Scientific Dionex Ultimate
systém 3000 (USA) s kolonou Synergi Polar RP od vyrobce Phenomenex (250 x 3 mm; 4 um).
Jako mobilni faze byla pouzita smés 28 mM dihydrogenfosfore¢nanu sodného ve vodé
(66,7 %) a acetonitrilu (33,3 %). Priitok mobilni faze byl 1 ml/min a nastfikovany objem
vzorku 20 ul.  Eluce byla provadéna isokraticky. Detekce byla provadéna
spektrofotometrickym UV — VIS detektorem s diodovym polem PDA 3000RS s vyuzitim
vlnové délky 226 nm. Chromatografickd data byla zpracovana pouzitim programu

Chromeleon.

V ozafené reakéni smési bylo dvojmocné zelezo stanoveno pouzitim 1,10 — fenantrolinu jako

komplexacniho Cinidla, absorbance vzniklého komplexu byla méfena pti 510 nm.

Test toxicity fluoxetinu a produktii jeho fotochemické degradace byl proveden na vodni
rostlin€ Lemna minor podle metodiky OECD 221 (OECD, 2002). Rostlina Lemna minor byla

ziskana z Mollerovského rybnika v Netolicich v jiznich Cechéch.

Pted testem byla rostlina kultivovana ve Swedish Standard Lemna Growth Medium (SIS) po
dobu 3 tydnii. Médium bylo pfipraveno ze 7 zasobnich roztoka, jejichz slozeni je uvedeno

v Tab. .



Tab. I: SloZeni zasobnich roztokii pro piipravu Swedish Standard Lemna Growth Medium

(SIS).
roztok sloZeni koncentrace [g/l]
NaNO; 8,5
: KH2PO4 1,34
II MgSOs . TH20 15
I CaClz . 2H2O 7,2
v NaxCOs 4
H3;BO; 1
MnCl; . 4H,0 0,2
Na;MoOg4 . 2H,0 0,01
v ZnSO4 . TH2O 0,05
CuSO4 . 5SH20 0,005
Co(NO3), . 6H20 0,01
FeCls . 6H,0 0,17
VI
Nax . EDTA . 2H,0 0,28
VII MOPS (buffer) 490

Pro piipravu 1 litru média SIS bylo k cca 750 ml ultracisté vody (Milli-Q®) v kadince o

objemu 1 litr pfidano:

— 10 ml z&sobniho roztoku I
— 5 ml zasobniho roztoku II
— 5 ml zasobniho roztoku III
— 5 ml zasobniho roztoku IV
— 1 ml zasobniho roztoku V
— 5 ml zasobniho roztoku VI

— 1 ml zasobniho roztoku VII

Poté bylo pH upraveno na hodnotu 6,5 + 0,2 (k upravé hodnoty pH je doporuceno pouziti 0,1
nebo 1 M HCI nebo NaOH, zde byl pouzit vyhradné roztok NaOH, a to v koncentraci 1 mol/l).
Po upravé pH byl roztok pieveden do odmérné bailky o objemu 1 litr a doplnén ultracistou

vodou (Milli-Q®) po rysku. Zasobni roztoky, pouzité k piipravé média i samotny kultivacni



roztok byly uchovavany pii 4°C bez pfistupu svétla. Kazdy tyden byl zasobni kultivar rostliny

Lemna minor pteockovan do ¢erstvého kultivaéniho média.

Pro testovani ucinkti fluoxetinu a jeho fotodegradacnich produkti na rist rostliny
Lemna minor bylo do krystaliza¢nich misek pinzetou pfeneseno 9 — 12 listkil rostliny (plocha
listkii cca 1 cm?) do 120 ml média. Inkubace probihala v n&kolika paralelnich stanovenich pfi
kazdém testu, a to v prvnich dvou testech toxicity fluoxetinu ve ttech, v opakovani prvniho
testu ve Ctyfech a u testu toxicity fotoproduktii v péti paralelnich stanovenich. Kultivace byla
provadéna pfi pokojové teploté (22 — 23°C), v pfipadé podzimnich dnli s nizkou intenzitou
svétla byly vzorky v dennich hodinach pfisvétlovany LED osvétlenim (LED CRI-300-W,
barva bila 6 000—6 500 K), pficemz intenzita osvétleni se nachdzela v rozmezi
2 800 — 3 500 Ix (méfeno luxmetrem Elvos LM 1010). K testu toxicity fotoprodukti nebylo
LED osvétleni k pfisvétlovani pouzito. Testy toxicity mély dobu trvani 7 dni. Pro vyhodnoceni
ucinki fluoxetinu a jeho fotodegradacnich produktli na inhibici rlistu a mnozeni rostliny
Lemna minor byl pouzit software Easy Leaf Area v mobilni aplikaci. K statistickému
vyhodnoceni a ziskani parametru p-hodnota testu byl pouzit dvouvybérovy parovy t-test na

stfedni hodnotu.



3. VYSLEDKY

Fluoxetin jen nepatrné absorbuje zateni o vinovych délkach delsich nez 300 nm, ale pouze do
vlnové délky cca 330 nm (Obr. 2). Ptidavkem zelezitych iontl se zvysi absorpce v uvedené

oblasti, pfiblizné na dvojnasobek (Obr. 2).

0,2 T

fluoxetin
0,175 + fluoxetin + Fe (lIl) 5 mg/I
0,15
o 0,125
o
o
©
2 01
o
(%]
o
© 0,075

0,05

0,025

240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

vinova délka [nm]
Obr. 2: Absorpéni spektrum roztoku fluoxetinu (56 mg/l) a roztoku fluoxetinu s pridavkem

Fe (11I).

Pribéh fotochemické degradace fluoxetinu ukazuje Obr. 3. Na obrazku je zndzornén jednak
casovy pribéh odbouravani samotného fluoxetinu, jednak s ptidavkem Zelezitych iontd, a to

ve tfech rtiznych koncentracich.
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bez Fe
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—6—1,7 mg Fe/l
—A— 3,4 mg Fe/l

—B—5,0 mg Fe/l
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Obr. 3: Zavislost degradace fluoxetinu na koncentraci ptidanych zelezitych iontt.

Z obrazku je vidét, Ze u roztoku fluoxetinu bez piidavku zelezitych ionti nedochéazelo témer
k zddnému fotochemickému odbourdvani, pfi ozafovani po dobu 90 minut ¢inil celkovy
ubytek fluoxetinu 9 %. V ptitomnosti zZelezitych iontl v koncentraci 1,7 mg/1 byla degradace
v prvnich 30 minutdch shodna s pribéhem vreakéni smési bez piridaného Fe (III),
v nasledujicich 60 minutach je mozné pozorovat urychleni degradace, po 90 minutach ¢inil
ubytek fluoxetinu 40 %. I pfi dalSich dvou vysSich koncentracich ptidané¢ho Fe (III), 3,4 a
5,0 mg/l, jsou reakce v pocateCnich stadiich pomalejsi oproti asovému intervalu 30 — 90
minut ozafovani, nicméné¢ mnozstvi zreagovaného fluoxetinu se pii téchto vyssich

koncentracich nelisi — celkovy ubytek fluoxetinu je cca 60 %.

Chromatogramy reak¢nich smési s piidavkem Zelezitych iontl o koncentracich 1,7 mg/l,
3,4 mg/l a 5,0 mg/l v jednotlivych ozatovacich ¢asech 0 — 90 minut zjisténé UV detektorem

jsou zobrazeny na Obr. 4.
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Obr. 4: HPLC chromatogramy fluoxetinu s ptidavkem Fe (III) v ¢asovém rozmezi ozatovani
0 — 90 minut: A — chromatogram fluoxetinu s 1,7 mg Fe/l; B — chromatogram
fluoxetinu s 3,4 mg Fe/l; C — chromatogram fluoxetinu s 5,0 mg Fe/l. 0 min — ¢erna
kiivka, 10 min — modra kiivka, 30 min — rizova kiivka, 60 min — hnéda kiivka,
90 min — zelend ktivka.
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Z Obr. 4 1ze vidét, Ze retencni ¢as fluoxetinu je cca 13 minut, vznikajici produkty maji kratsi

retencni Casy.

Pti ozatovani v§ech reak¢nich smési vznikaji ¢ty produkty s retencnimi Casy cca 6,1; 6,7; 8,2
a 9,5 minut, v reakéni smési s koncentraci Fe (IIT) 3,4 a 5,0 mg/l vznika jesté jeden produkt

s retenénim ¢asem cca 5 minut.

V reakéni smési fluoxetinu s 5,0 mg Fe/l byl proveden test fotoredukce Zelezitych iontd. Jiz
po 1 minuté doslo k redukci cca 20 % ptidanych iontd, s delSim ozafovacim Casem se toto

mnozstvi vyrazné nemeénilo.

Pro test toxicity fluoxetinu na okiehek (Lemna minor) byly pouZzity v prvnim testu koncentrace
0, 25, 50, 100 a 200 pg/l fluoxetinu, pro kazdou koncentraci byl test proveden ve tiech
paralelnich stanovenich. Vyhodnocovano bylo procento pfiristkii plochy listii za 7 dni trvani

testu. Vysledky pro tento test jsou shrnuty v Tab. IL

Tab. II: Koncentrace neozaren¢ho fluoxetinu a pramérny procentualni ptirtistek plochy listi

oktehku oproti nasazeni.

. % pririastku oproti nasazeni (primérna
koncentrace fluoxetinu [pg/l] hgdnota ze tfg paralelnich sg:noveni)
0 167,65
25 108,57
50 109,09
100 127,03
200 123,08

Udaje z Tab. II naznaduji, Ze jiz piitomnost fluoxetinu o koncentraci 25 pg/l mohla mit toxicky
efekt, 1 kdyz s rostouci koncentraci fluoxetinu se toxicky efekt neprohluboval — stanovena
hodnota parametru p-value pro dvojici kontrola — koncentrace 25 pg/l byla 0,002, pro dvojici
25 ng/l a 50 pg/l byla hodnota 0,46, pro dvojici 25 pg/l a 100 pg/l byla hodnota 0,28 a pro
dvojici 25 pg/l a 200 pg/l pak 0,34.

Byl proto proveden test toxicity s koncentracemi v rozmezi 0 — 25 pg/l. Vysledky ve formé

porovnavanych dvojic koncentraci a jejich p-hodnot testu jsou zaznamenany v Tab. III.
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Tab. III: Porovnani p-hodnot testu pro statistické vyhodnoceni dvojic kontroly a rizné

hodnoty koncentrace fluoxetinu v rozmezi do 25 pg/l.

porovnavana dvojice p-hodnota testu
kontrola + 5 pg/l 0,33
kontrola + 10 ug/l 0,17
kontrola + 15 g/l 0,13
kontrola + 25 ug/l 0,07

Z Tab. III je vidét, ze pro zddnou koncentraci p-hodnota testu neni mensi nez 0,05, tedy, ze

v porovnani s prvnim testem se roztok fluoxetinu o koncentraci 25 pg/l nejevi jako toxicky.

Byl proto znovu proveden test toxicity s koncentracemi fluoxetinu v rozmezi 0 — 200 pg/l,

vysledky jsou zaznamenany v Obr. 5.
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22,00 +

20,00 T

T
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tek plochy listl [%]

16,00 +

prirGs

14,00 +

12,00 +

10,00 +

M 0 ug/I-kontrola
[ soug/

[T 100 pg/

B 200 pg/!

Obr. 5: Procentuélni ptiristek plochy listi okiehku oproti nasazeni.

Z Obr. 5 je vidét, ze hodnoty v jednotlivych paralelnich stanovenich zna¢né kolisaji, primér

Cvwr

koncentrace fluoxetinu, nicméné parametry p-hodnoty testu jsou v porovnani s kontrolou 0,38

pro 50 pg/l, 0,29 pro 100 pg/l a 0,25 pro 200 pg/l, tedy ve vSech ptipadech vyznamné vétsi

nez 0,05.
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Pro test toxicity smési produktii fotochemické degradace fluoxetinu byla pouzita reakéni smés
fluoxetinu s piidavkem 5 mg Fe*'/1, ktery byl ozafovan po dobu 90 minut. Pro test byl zvolen
takovy objem piidavku reakéni smési s fotoprodukty do kultivaéniho media, aby zbytkové
mnozstvi fluoxetinu odpovidalo nejvyssi testované hodnoté fluoxetinu, tj. 200 pg/l. Pokus byl
proveden dvakrat vzdy v péti paralelnich opakovanich. Doba trvani testti byla sedm dni jako
v piipad¢ testu toxicity samotné¢ho fluoxetinu. Vysledky obou testli jsou zaznamendny

v Obr. 6.
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:% 0T \ kontrola 2
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Obr. 6: Procentualni ptirastek plochy listli okifehku oproti nasazeni u dvou opakovani testi

v pfitomnosti fotoproduktt degradace fluoxetinu.

Z obrazku je vidét, ze v prvnim provedeni pokusu byly piirGstky velmi malé jak v kontrole,
tak ve stanovenich s fotoprodukty. V druhém provedeni pokusu pftirtstky silné¢ kolisaly,
dokonce vic u kontroly nez u stanoveni s fotoprodukty. Parametr p-hodnota testu mél u

prvniho provedeni hodnotu 0,42 a u druhého stanoveni 0,30.
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4. DISKUZE

Z absorp¢niho spektra fluoxetinu vyplyva, ze kvuli nizké absorpci v rozmezi vinovych délek
300 — 320 nm, nelze ocekdvat rychlou piimou fotochemickou degradaci. To dokazalo i
ozafovani roztoku samotného fluoxetinu, kdy po 90 minutach doslo ke snizeni koncentrace o
pouhych 9 %. Ptidavek Zelezitych iontlh mél za nasledek zrychleni reakce, nicméné ve vSech
ptipadech byla reakce v prvnich deseti minutach pomald, poté doslo k mirnému urychleni.
Nelze se tedy domnivat, Ze by reakce probihala fotokatalytickym mechanismem, kdy
ozafovani zplisobi za pfitomnosti organického substratu, ktery je donorem elektronu, redukci
iontd kovii, pficemz redukovana forma je pak aktivni katalytickou formou (Klementova &
Wagnerova, 1994), ackoliv rozsah fotoredukce (v ustdleném stavu 20 % piidan¢ho zeleza
zredukovano, ustaleny stav dosazen po jednominutovém ozatfovani) by pro fotokatalyticky
pribéh mohl byt postacujici. Prosté zvyseni absorbance komplexu fluoxetin — Fe (III) se
rovnéz nejevi jako pficina zvySeni rychlosti reakce vzhledem k tomu, Ze v pocatecnich
stadiich reakce byl pribéh pomalejsi. Postupné urychleni reakce by nasvédCovalo spiSe
mechanismu zvanému self-sensitizace (Calzaferri & Spahni, 1986). Podobny efekt byl
pozorovan pii odbouravani verapamilu (Klementova et al., 2017) ¢i atorvastatinu (Petranova,
2020), avSak vobou zminénych piipadech byl znatelny jen pifi nizSich koncentracich
pfidanych zelezitych iontii. Nicméné vzhledem k tomu, Ze v pfirodnich vodach je zelezo bézné
pritomné v koncentracich desetiny az jednotky mg/l (Dojlido & Best, 1993), miize urychleni
fotochemické transformace fluoxetinu v pfitomnosti Zelezitych iontl pfedstavovat vyznamny

prispévek k fotodegradaci fluoxetinu v pfirodnim prostiedi.

Lam et al. (2005) pozorovali, Ze i v pouhé deionizované vodé s pouzitim simulace slunecniho
zéateni dochazi k fotoiniciované degradaci fluoxetinu, kterou lze vyjadfit kinetikou 1. fadu;
jimi naméfeny polocas ¢inil 55,2 + 3,6 h'l. V piipadé, Ze by data uvedend v této praci pro
degradaci fluoxetinu bez pridavku iont kovi byla proloZena exponencialni kfivkou, ziskany
poloc¢as by mé¢l hodnotu 11,5 hodiny. V této studii byl pouzit zdroj intenzivniho zateni
v kratkovInné oblasti slune¢niho spektra. V praci Klementové et al. (2009) 1ze najit odhad pro
porovnani svétla vyzafovaného lampami RPR 3500A, kde devadesatiminutové ozafovani
odpovidd cca 6 hodindm ptirodniho slunecniho zatfeni v obdobi letniho slunovratu na 50°
severni §iiky. ProtoZe v této praci byly pouzity lampy RPR 3000A, které maji vétsi emisi u
300 nm, je cca pétindsobné urychleni degradace oproti hodnoté ziskané autory Lam et al.

(2005) se slune¢nim simuldtorem mozné.
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Zavislost na pH v této praci testovana nebyla, pH roztoku fluoxetinu nebylo ani upravovano,
jeho hodnota ¢inila 6,5. Avsak podle vysledka Tislera et al. (2019) by méla byt degradace pii
tomto pH vyznamné (fddove) pomalejsi. Vysvétleni opét miize spocivat ve skutecnosti, Ze
v praci Tislera et al. (2019) byl pouzit slunecni simulator, ktery simuloval krom¢ UV a VIS
oblasti slune¢niho zateni i IC spektrum, takze patrné mnozstvi UV fotond v kratkovinné

oblasti kolem 300 nm bylo velmi nizké.

Maslanka et al. (2013), ktefi studovali stabilitu fluoxetinu v pevné fazi, pozorovali, Ze
nedochazi k zddnému tbytku fluoxetinu, pokud nebyly pied vytvoienim pevné faze k roztoku
fluoxetinu pfidany jednotlivé v podobé roztoku soli riznych kovovych iontd, véetné iontd
zelezitych. V ptitomnosti iontd doSlo béhem ozafovani k rozkladu fluoxetinu, a to zfejme

v disledku vytvoreni komplexu fluoxetinu s ionty kovu.

Vysledky ziskané v predkladané praci spolu s vysledky studii Lama et al. (2005), Tislera et al.
(2019) a Maslanky et al. (2013) naznacuji, Ze v pfirodnim prostiedi fotoiniciovana degradace

muze piedstavovat vyznamnou moznost transformace fluoxetinu.

Pfi ozafovani samotného fluoxetinu byly pozorovany ctyfi vznikajici produkty, vSechny
s retencnimi Casy kratSimi nez fluoxetin. Pfidavek zelezitych iontti mél za nasledek vznik jesté
dalsiho minoritniho produktu s reten¢nim casem cca 5 minut, tedy rovnéz krat§im, nez mél

fluoxetin.

Tento vysledek je ve shod¢ s praci Dokoupilové (2020), ktera za podobnych experimentalnich

podminek téZz zaznamenala vznik ¢tyt fotoprodukti.

Test toxicity ve vodnim prostiedi se provadi obvykle na vodnich organismech z zivoc¢isné fise
jako jsou kory$i ¢i ryby. Naptiklad prace Dokoupilové (2020) jednoznacéné prokazala
negativni vliv fluoxetinu na pocet juvenill, pocet snlisek i velikost té€la u hrotnatky (Daphnia
magna). U fluoxetinu byl vSak studovan i vliv na fotosyntetizujici organismy, napf. fasu
Psedokirchnerialla subcapitata, pro niz Brooks et al. (2003a) stanovili hodnotu nejnizsi
pozorované koncentrace u¢inku (LOEC — Lowest Observed Effect Concentration) 13,6 ug/I.
Studovan byl 1 vliv na okiehek (Lemna minor) v praci Amy-Sagerse et al. (2017), ktefi
pozorovali vyrazny toxicky vliv (zpomaleni ristu kofinkd) v koncentracich vysSich nez
99 ng/l. To se ale v této studii nepodafilo potvrdit, statisticky vyznamny efekt, ktery by
potvrdila p-hodnota testu mensi nez 0,05, nebyl pozorovan ani v koncentracich dvojnasobnych

oproti studii Amy-Sagerse et al.(2017).
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Studiu toxickych efektl fotochemicky vzniklych produktt fluoxetinu a jinych 1é¢iv zac¢ind byt,
az teprve v posledni dobé€, vénovana pozornost. Existuji prace, které ukazuji toxicky efekt
fotochemicky vzniklych produktt 1é¢iv jako je verapamil (Klementova et al., 2020), fluoxetin
(Dokoupilova, 2020) c¢i atorvastatin (Petranova, 2020) na vodni organismy; ve zminénych
prvnich dvou studiich byl prokazéan toxicky vliv fotoproduktti na hrotnatku (Daphnia magna)
a ve tfetim ptipad¢ na okiehek (Lemna minor). V této studii toxicky efekt fotoprodukti

fluoxetinu na vodni rostlinu Lemna minor prokédzan nebyl.

5. ZAVER

I ptes nizkou absorpci v oblasti vinovych délek nad 300 nm podlé¢ha fluoxetin fotochemickeé

transformaci, mize byt tedy v pfirodnich vodach fotochemicky degradovan.

Ptidavek iontl Zeleza urychli reakci, ale neni mozné usoudit, ze by ionty kovu mély
fotokatalyticky ucinek, spiSe se uplatni vyssi absorpce komplexu fluoxetin — Fe (III) oproti
samotnému fluoxetinu a je predpokladdn mozny self-sensitizacni efekt s rychlejsi tvorbou

sensitizatoru v pritomnosti Fe (III).

Fotoiniciovana degradace tak muliZze pfedstavovat vyznamnou moZnost transformace
fluoxetinu v piirodnich povrchovych vodach, kde ptitomnost Fe (III) iontl v koncentracich az

mg/l je obvykla.

U fluoxetinu ani u produkti jeho fotochemické degradace nebyly potvrzeny toxické t¢inky na

vodni rostlinu Lemna minor.
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