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Abstrakt

Mikropolutanty, predev§im farmaceutické latky a produkty osobni péce (PPCPs), ptredstavuji
zavazny problém v ochran¢ vodnich ekosystémul. Tyto latky nejsou béhem procesu cisténi
z odpadnich vod zcela odstranény, coz vede k jejich akumulaci v prosttedi a znecisténi vodnich
zdroji. Ptitomnost PPCPs ve vodach ma nejen negativni vliv na ekosystémy, ale také podporuje
rozvoj antibakteridlni rezistence. Proto je nezbytné vyvinout nové, efektivni a udrzitelné
metody, které zabrani vstupu mikropolutantd do vodniho prostfedi a zarovenn umozni jejich

odstranéni z jiz kontaminovanych zdroji.

Tato prace se zaméfila na vyuziti symbiotické kultury bakterii a kvasinek (SCOBY) ve formé
krystalii Tibi k biodegradaci vybranych farmaceutickych latek. V této kultute byla potvrzena
pfitomnost bakterii mlééného kvaSeni (LAB) a dale pro ni byla provedena optimalizace
rustovych podminek pomoci méfeni pH a analyzy celkového mnozstvi sacharidii dle Duboise.
Degradacni schopnosti kultury byly ovéfeny na smésich farmaceutickych latek a antibiotik,
které se v odpadnich vodéach v nizkych koncentracich bézn¢ vyskytuji. Fermentace probihala
ve standardizovaném kultivaénim médiu po dobu 2, 7 a 14 dni pii teploté 28 °C. U¢innost
procesu byla hodnocena pomoci méfeni pH, kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci
(LC-MS) a testu rezidudlni inhibi¢ni aktivity (RIL). Vysledky ukéazaly, ze fermenta¢ni kultura
Tibi krystalti dokédzala vyznamné snizit koncentrace vybranych farmaceutickych latek (estronu

(E1), diklofenaku, ibuprofenu) a antibiotik (azihromycinu, klarithromycinu, erythromycinu).

Kli¢ova slova: mikropolutanty, biodegradace, mlé¢né kvaseni



Abstract

Micropollutants, especially pharmaceutical compounds and personal care products (PPCPs),
represent a serious challenge in the protection of aquatic ecosystems. These substances are not
completely removed during wastewater treatment processes, leading to their accumulation
in the environment and contamination of water sources. The presence of PPCPs in water not
only negatively affects ecosystems but also promotes the development of antibacterial
resistance. Therefore, it is essential to develop new, effective, and sustainable methods that
prevent the entry of micropollutants into aquatic environments and enable their removal

from already contaminated sources.

This study focused on the use of a symbiotic culture of bacteria and yeasts (SCOBY) in the form
of Tibi crystals for the biodegradation of selected pharmaceutical substances. The presence
of lactic acid bacteria (LAB) in this culture was confirmed, and optimization of growth
conditions was performed using pH measurement and analysis of total carbohydrate content
according to Dubois. The degradative abilities of the culture were tested on mixtures
of pharmaceutical compounds and antibiotics commonly found in wastewater at low
concentrations. Fermentation was conducted in a standardized cultivation medium for 2, 7,
and 14 days at a temperature of 28 °C. Process efficiency was evaluated using pH measurement,
liquid chromatography with mass spectrometry detection (LC-MS), and a residual inhibitory
activity test. The results showed that the Tibi crystal fermentation culture significantly reduced
the concentrations of selected pharmaceutical substances (estrone (E1), diclofenac, ibuprofen)

and antibiotics (azithromycin, clarithromycin, erythromycin).

Key words: micropollutnats, biodegradation, lactid acid fermentation



Seznam pouzitych zkratek

API — Aktivni farmaceuticka latka

ATC — Anatomicky-terapeuticko-chemicka klasifikace

BSM — Zékladni mineralni médium (z angl. basic salt medium)
CAS — Databaze chemickych latek (Chemical Abstracts Service)
COV - Cistirna odpadnich vod

CR — Ceska republika

DDT — Dichlordifenyltrichlorethan

DNA — Deoxyribonukleova kyselina

EU — Evropska unie

E1 — Estron

E2 — 17B-estradiol

EE2 — Ethinylestradiol

EPS — Dextranové expolysacharidy

HCB - Heptachlorbenzen

LAB — Bakterie mlééného kvaSeni (z angl. lactic acid bacteria)
LC-MS — Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
NEK — Nejvyssi emisni koncentrace

NEK-PR — Priimérna nejvyssi emisni koncentrace
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NSAID — Nesteroidni protizanétlivé latky
PAU - Polycyklické aromatické uhlovodiky

PCBs — Polychlorované bifenyly



PFOS — Perfluoroktansulfonova kyselina

POPs — Perzistentni organické polutanty

PPCPs — Iéciva a latky osobni péCe (z angl. Pharmaceuticals and Personal Care Products)
RIL — Reziduélni inhibi¢ni aktivita

SCOBY - symbiotické kolonie bakterii a kvasinek (z angl. Symbiotic Culture Of Bacteria
and Yeast)

SUKL — Statni ustav pro kontrolu 16¢iv
WEFD — Rédmcova smérnice o vodach (z angl. Water Framework Directive)
WHO — Svétova zdravotnicka organizace

WL — Seznam sledovanych latek (z angl. Watch List)
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1 Uvod

V poslednich desetiletich se problematika zneciSténi zivotniho prostfedi stala klicovym
tématem védeckého vyzkumu a politickych debat. Vyznamnou pozornost pfitahuji
mikropolutanty — latky pfitomné ve vodnich ekosystémech v nizkych koncentracich, jejichz
akumulace vSak mtize mit zasadni a dlouhodobé dopady na ekologickou rovnovéahu i zdravi
lidské populace. Mezi nejvyznamnéjsi z téchto latek patii farmaka a produkty osobni péce,
jejichz ptitomnost ve vodnich zdrojich je v soucasnosti stale castéji detekovana po celém svéte.
Tato problematika vyvolava naléhavé otazky ohledné Sifeni téchto latek, jejich biologické
degradace a potencialnich rizik pro zivotni prosttedi i vefejné zdravi. Jak vSak uvadi Mompelat
et al. (2009), je dulezité zduraznit, ze detekce nekterych téchto latek byla umoznéna teprve
v poslednich letech diky rozvoji novych analytickych metod, které dokazou identifikovat
1 velmi nizké koncentrace téchto syntetickych latek v rozmezi pg—mg.1™*, ¢imz se oteviela cesta

k hlub§imu porozuméni jejich vlivu na ekosystémy.

Mikropolutanty ze skupiny farmak a produkti osobni péce se do vodnich tokli dostavaji
dominantné z istiren odpadnich vod (COV) pfevazné z mést s vétsi aglomeraci. Nelze ale ani
opomenout lokalni zdroje znecisténi jako jsou emise z nemocnic, zemé&délstvi, primyslu
¢i akvakultury (Tim aus der Beek et al., 2016). SouCasné metody ciSténi nejsou schopny tyto
latky zcela odstranit, coz vede k jejich akumulaci v povrchovych i podzemnich vodach. Tento
stav predstavuje nejen environmentalni riziko, ale také potencialni hrozbu pro lidské zdravi
v disledku kontaminace pitné vody a trofickych siti. Zvlast¢ znepokojiva je skutecnost,
ze rezidua antibiotik a dalSich farmaceutik mohou pfispivat k rozvoji antibakterialni rezistence,
ktera pfedstavuje jednu z nejvétSich vyzev soucasné mediciny. Znecisténé vodni plochy a feky

funguji jako rezervodry pro Sifeni rezistence napti¢ riznymi ekosystémy (Liu et al., 2023).

Tato prace se zabyva moZnostmi biodegradace farmaceutickych latek a dalSich mikropolutantt
prostiednictvim bakterii mlééného kvaseni. Prace je rozdélena na teoretickou a praktickou Cast.
V teoretické Casti je veénovana pozornost charakteristice zavaznych mikropolutanti,
farmakologickym latkdm a jejich osudu v Zivotnim prostfedi. Prace déle popisuje bakterie
mlécného kvaseni a procesy spojené s jejich vyuzitim v biodegradaci. Duraz je kladen
1 na problematiku antibiotické rezistence, kterd je v soucasnosti vyznamnym globalnim
rizikem. Pozornost je dale vénovéna symbiotickym koloniim bakterii a kvasinek (SCOBY)
a jejich potencidlnimu vyuziti v této oblasti. Nedilnou soucésti teoretické Casti je i analyza

legislativniho ramce z pohledu ¢eského i evropského prava.

1



Prakticka ¢ast prace se zamétuje na formulaci vyzkumnych cilti a podrobny popis metodiky,
kterd byla vyuzita k jejich dosazeni. Tato Cast poskytuje uceleny piehled o provedenych

experimentech a pouzitych analytickych postupech.



2 Teoreticka Cast

2.1 Mikropolutanty

Mikropolutanty zahrnuji Siroké spektrum chemickych latek, které se v zivotnim prostiedi
vyskytuji v extrémné nizkych koncentracich, pficemz mohou mit vyznamné negativni dopady
na ekosystémy i na zdravi zivych organismt. Mezi hlavni skupiny mikropolutantt patii 1éCiva,
pesticidy, stimulanty, persistentni organické polutanty, mikro a nanoplasty, um¢la sladidla
a produkty osobni péce (Akhtar Abbasi et al., 2022). Evropska i ¢eska legislativa se zamétuje
pfedevsim na mikropolutanty, které ptredstavuji riziko pro vodni ekosystémy a lidské zdravi.
Tyto latky jsou cCasto oznaCovany jako prioritni nebo znecistujici a byly jiz detekovany
v odpadnich vodach, sedimentech, piidach, na skladkach odpadu i v povrchovych i podzemnich

vodach (Masarykova univerzita, 2017).

Tato diplomova prace se zamétuje na mikropolutanty ze skupiny farmak a produkti osobni
péce (PPCP, anglicky pharmaceuticals and personal care products). Potencidlni riziko téchto
latek je zv1asté znepokojivé vzhledem k neustalému ristu trhu s kosmetikou a dal§imi produkty
osobni péce. Ocekava se, ze do roku 2026 doséhne globalni hodnota tohoto odvétvi 756,63
miliard americkych dolarGi (GlobalNewswire, 2020). V nasledujicich letech, konkrétné
v obdobi 2025-2030, by m¢l trh rist primérnym tempem 5,68 % ro¢né, pticemz do roku 2030
se jeho hodnota odhaduje na 845,2 bilionu americkych dolari (Mordor Intelligence, 2025).
Znadmky expanze rovnéz vykazuje trh s farmaceutickymi produkty, a to zejména diky
technologickym inovacim — pfedev§im s rozvojem umélé inteligence (Al, anglicky Artificial
Intelligence) — ale také vlivem starnuti populace a rostouciho vyskytu chronickych onemocnéni
po celém svété (BioSpace, 2025). Tento trend pravdépodobné povede k jeste vétSimu
uvoliiovani mikropolutanti do Zivotniho prostiedi, coz ptedstavuje vyznamnou vyzvu,

na kterou je nezbytné rychle a efektivné reagovat.

Latky ze skupiny PPCPs jsou problematické hned z né€kolika divodi. Farmaceutické latky
uvoliiované do povrchovych vod mohou fungovat jako endokrinni disruptory naruSujici
hormonalni homeostazu vodnich organismi. PPCPs maji také potencidl negativné ovlivnit
reprodukéni procesy Zivych organismi, napiiklad rist a chovani ryb, coz pfedstavuje zavaznou
hrozbu pro biodiverzitu a stabilitu vodnich ekosystémil, jak potvrzuji i odborné studie zamétené
na ekologické dusledky farmaceutického zneciSténi (Sanchez et al., 2011). Detekce
farmaceutickych latek a jejich metaboliti v cennych pfirodnich ekosystémech, vcetné

narodnich parka, ptedstavuje vazny ekologicky problém. Pfitomnost téchto latek ve vodach



chranénych oblasti ukazuje, ze znecisténi farmaky se neomezuje pouze na mista blizka zdrojiim
vypousténi, jako jsou COV, ale §iii se i do ekologicky citlivych a vzdalengjsich lokalit (Boxall
et al., 2024). Vyskyt farmak v povrchovych a podzemnich vodach v téchto ochranaisky
cennych lokalitich i1 piedpoklad vysSi produkce mikropolutanti v nésledujicich letech
zduraziiuje naléhavou potfebu zavedeni UCInngjSich systém monitoringu, modernich
technologii ¢isténi odpadnich vod a piisnéjsich regulacnich opatieni ke zmirnéni dlouhodobych

dopadii na Zivotni prostredi.

Jednou z perspektivnich technologii pro budouci odstraniovani mikropolutantli z vody jsou
nanomembrany, které diky své vysoké selektivité a uCinnosti nabizeji inovativni feSeni
problematiky. Vyvoj této technologie vSak dosud probihd a jeji Siroké vyuZiti v praxi nadale
vyzaduje dal$i vyzkum a optimalizaci (Wang et al., 2025). Dalsi osvéd¢ené metody pro
eliminaci mikropolutantli z vod jsou napiiklad pokrocilé oxidacni procesy, pti nichz degradace
probihd pomoci vysoce reaktivnich hydroxylovych radikélii, a ozonizace (Magesh et al. 2020,
Kolofik, 2020). V reSers$i Kim et al. (2016) porovnaval védecky tym metody a technologie
eliminace vybranych mikropolutantii (véetné¢ PPCPs) na tipravnach a Cistirndch odpadnich vod
v ruznych statech a regionech. Jak ukazuje i tato reserSe, nejucinnéjSimi technologiemi pro
eliminaci mikropolutant se jevi pokrocilé oxida¢ni procesy, které zahrnuji aplikaci ozoénu
a UV zafeni spolu s peroxidem vodiku. Tyto postupy prokdzaly vysokou ucinnost, pfi¢emz
nékteré mikropolutanty, jako je karbamazepin a diklofenak, byly odstranény s u€innosti pies
95 %. Dale se ukazuje, ze kombinace UV a chlorace také zlepSuje odstranéni mikropolutantt
diky generaci radikalt OH a Cl. Na druh¢ stran¢ konvenc¢ni procesy Gpravy a €isténi vody, jako
je koagulace a adsorpce, dosahuji proménlivych a niz§ich G¢innosti, které zavisi na fyzikalné-
chemickych vlastnostech jednotlivych mikropolutanti. Studie Magesh et al. (2020) naopak
vyzdvihuje absorpci jako velmi G¢innou metodu pro odstrailovani mikropolutanta ze skupiny
PPCPs. Autofi ale také upozoriiuji na nevyhody této metody, zejména na problematiku
regenerace a likvidace pouzitych adsorbentli, které mohou pfedstavovat dodatecné néklady
a environmentalni zaté¢z. Krom¢ adsorpce tato reSerSe kladné hodnoti také pokrocilé oxidacni
procesy vcetné vyuziti Fentonova €inidla (oxidaéni smés peroxidu vodiku a soli kovil). Pfestoze
tyto postupy vykazuji vysokou uc€innost, studie rovné€z upozoriuje na jejich vysoké provozni

naklady.

Celkove je jasné, ze pti vybéru nejvhodnéjsi metody pro odstranéni PPCPs z vody je nezbytné
zohlednit nejen Uc¢innost, ale také ekonomickou a environmentalni udrZitelnost jednotlivych

ptistupti a technologii.



2.2 Farmaceuticke latky

Moderni farmaceutické piipravky prosly za poslednich sto let vyznamnym vyvojem, ktery
zéasadné piispél k zachrané a zlepSeni kvality Zivota lidi 1 zvifat. Farmaka se dnes stala nedilnou
soucasti kazdodenniho zivota, avSak jejich ucinné latky a metabolity ¢asto konci v odpadnich
vodach. Vzhledem k nedostate¢né ucinnosti konvencnich metod ¢isténi odpadnich vod dochazi

k jejich naslednému uvoliiovéani do vodnich tokt a pfirodnich ekosystému (Patel et al., 2019).

Studie Beek et al. (2016), kterd se zamétila na tvorbu globalni databaze detekovanych
farmaceutickych latek, identifikovala pfitomnost 1éCiv a jejich metabolitd ve vodnim prostredi
v 71 zemich svéta, napfi¢ vSemi kontinenty. Celkem bylo detekovano 631 riznych
farmaceutickych latek, jejichz koncentrace piekrocily detekéni limity analytickych metod
pouzivanych v danych regionech. Je nutné podotknout, ze metabolity latek PPCPs mohou mit
na necilové organismy zanedbatelny vliv, nicméné mohou mit i stejny ¢i dokonce vyssi uc¢inek
nez latka primarni (Stejskalova et al., 2021). Tato zjiSténi zduraziuji rozsahlou problematiku
globalniho Sifeni farmaceutickych rezidui a upozoriiuji na potfebu zavedeni efektivnéjSich
systémi monitoringu a ¢isténi odpadnich vod, které by vedlo ke snizeni negativnich dopadi
téchto latek na vodni ekosystémy a vetfejné zdravi. Farmaceutické latky se do zivotniho
prostfedi dostavaji predevsim v disledku vylu€ovani metabolitl a nezménénych aéinnych latek
po jejich konzumaci pacientem, pfi¢emz jejich odstranéni v COV je &asto nedostateéné.
Ve venkovskych oblastech k jejich Siteni ptispivaji septiky, zatimco lokalni zdroje kontaminace
mohou vznikat v disledku neodborné likvidace nepouzitych 1é¢iv v domacnostech. DalSim
vyznamnym zdrojem jsou zemé&délské splachy z hospodarskych oblasti, kde jsou farmaka
aplikovéana na zvifata plos$né, ¢imz se vyrazné ptispiva k jejich akumulaci v pidé a vodnich

zdrojich (Mompelat et al., 2009).

2.2.1 Klasifikace a identifikace 1éCiv

2.2.1.1 ATC systém
ATC nebo také anatomicky-terapeuticko-chemicka klasifikace 1écivych latek je alfanumericky

kéd, ktery pomoci Cisel jednoznacné oznacuje kazdou tc¢innou latku v doty¢ném farmaku.
Jednd se o jednotnou mezinarodni metodiku, kterou lze diky jejimu rozSifeni a vyuziti
porovnavat a sledovat data o distribuci konkrétnich 1é¢ivych ptipravka v lidské populaci.
Klasifika¢ni systém rozdéluje ATC koéd do péti trovni a kazdému farmaku pfifazuje unikatni

sedmimistny kod.



1. turoven — odpovida anatomické soustave, na které 1é¢ivo plisobi. Celkem se jedné o 14
hlavnich skupin (napfiklad: A — travici trakt a metabolismus, D — dermatologika,
C — kardiovaskularni systém, Q — veterinarni piipravky) a oznacuji se jednim
pismenem

2. uroven — oznacuje hlavni terapeutickou skupinu ozna¢enou dvéma ¢isly (naptiklad: 10
— diabetes)

3. uroven — znaci terapeuticko-farmakologickou podskupinu s oznacenim jednim
pismenem (naptiklad: B — [éCivo snizujici mnozstvi cukrii v krvi)

4. 1uroven — chemicko-terapeuticko-farmakologickéd podskupina — oznaceni jednim
pismenem (naptiklad: A — biguanidy)

5. uroven — konkrétni 1é¢iva latka — oznaceni dvéma Cislicemi (napiiklad Metformin,

celym ¢islem CAS A10BA2)

Jedna ucinna latka mize byt oznacena i vice ATC kody, pokud se 1isi ve zptisobu podani,
davkovani, 1é¢ivé formé ¢i indikaci. Obecné plati ze, jeden ATC koéd odpovidd jednomu

ucenému zpusobu podani latky (Storova, 2017).

2.2.1.2 Registracni ¢islo CAS
CAS (anglicky Chemical Abstracts Service) je ¢iselné oznaceni pfidélené chemickym latkam

pro jejich snadnou identifikaci. Oznaceni CAS umoziiuje jednoznacné rozliSit jednotlivé
chemické slouceniny v riznych databazich a publikacich. Jedna se o nejrozsifenéj$i metodu
oznacovani latek v chemii, farmacii, toxikologii a environmentalnich védach celosvétove.
Zkratka nese ndzev Chemical Abstracts Service, podle organizace, kterd systém vytvotila a jejiz
databaze dnes obsahuje vice nez 200 miliont latek. Toto ¢islo je v odborné literatuie Casto

uvadeéno.

2.2.2 Struktura farmaceutického tetézce

Kazdy lécivy pripravek obsahuje tzv. aktivni farmaceutické latky (API, anglicky Active
Pharmaceutical Ingredients), které ptedstavuji jeho t¢innou slozku. Proces vyvoje a uvedeni
farmaka na trh lze analyzovat prostfednictvim farmaceutického hodnotového fetézce, ktery
strukturuje jednotlivé faze od pocate¢niho vyzkumu az po distribuci k pacientovi. Tento fetézec

se standardné¢ déli do Ctyt hlavnich etap, jak je znazorn€no na obrazku ¢. 1.



Distribuce do

S Vydej pacientim

Vyzkum a vyvoj Vyroba produktu

Vyzkum  Klinické Piiprava Lékovd Primarni Sekundarnf

Distribuce Y
studie surovin  forma balenf balenf Vyde]

Obrazek ¢. 1: Farmaceuticky hodnotovy retézec (upraveno dle IQVIA Solutions a.s., 2024).

Generické 1¢€civo je takovy farmaceuticky produkt, ktery obsahuje stejnou u¢innou latku jako
originalni (referencni) pfipravek, ma stejné mnozstvi referencni latky a prodéava se i ve stejné
formé (kapsle, tablety apod.). Na rozdil od referen¢niho pfipravku se generikum prodava az
po vyprSeni ochranné patentové ochrany plavodniho [éCiva. Jelikoz pro tato 1éciva
jiz farmaceuticka firma nemusi financovat dalsi vyzkum, nabizi je zpravidla za mnohem nizsi

a pro pacienta piijatelnéjsi ceny (IQVIA Solutions a.s., 2024).

2.2.3 Osud farmaceutickych latek v Zivotnim prostredi

Farmaceutické latky se do zivotniho prostfedi dostavaji predev§im v duasledku lidskych
¢innosti, zejména béhem jejich vyroby, spotieby a nespravné likvidace. Jak jiz bylo zminéno
vyse, dalSim dilezitym zdrojem téchto latek v ptirodé jsou rovnéZz plosné€ aplikovand humanni
a veterinarni 1éCiva, mezi né€Z patii antiparazitika, antibiotika, antimykotika, sedativa, hormony
a anestetika (Bartikova et al., 2016). Po vylouceni z organismu nebo po neodborné likvidaci
nespotiebovanych 1é¢iv pronikaji farmaceutické latky, ¢i jejich metabolity, do odpadnich vod,
odkud se $ifi do povrchovych a podzemnich vod, pidy a SirSich ekosystémui. Rezidua
farmaceutickych latek pfitomna ve vodé a ptidé mohou byt toxicka, pficemZ mohou narusovat
metabolismus, poskozovat organy hospodarskych zvitat a negativné ovliviiovat i jejich rust ¢i
produktivitu (Kweon et al., 2025). Zaroven tato kontaminace piedstavuje riziko pro vodni
organismy a mikrobidlni spolecenstva, ¢imz muize narusSit rovnovahu celych trofickych siti.
Perzistence, bioakumulace a potencialni ekotoxikologické Gi¢inky téchto latek jsou proto stale

predmétem intenzivniho védeckého vyzkumu a regulace.

Z hlediska negativnich dopadt farmaceutickych latek na necilové organismy napfiic¢ potravnimi

-----

lIéky) diklofenak, ktery byl prokazan jako kli¢ovy faktor v amrti kriticky ohrozeného Supa

bengalského (Gyps bengalensis). Tento vzacny ptak, ktery se zivi mrSinami hospodatskych
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zvitat 1écenych mimo jiné i1 diklofenakem, akumuluje tuto latku ve svém téle, coz vede
k nasledné intoxikaci. Nasledkem konzumace je akutni selhdni ledvin béhem nékolika dni
a smrt postizen¢ho jedince (Oaks et al., 2004). Vliv NSAID na ptdky potvrzuje i studie
védeckého tymu Cuthberta et al. (2007), jez identifikoval farmaka karprofen, diklofenak,
ibuprofen, fenylbutazon a flunixin jako toxické pro vétSinu z 60 jimi sledovanych druhti
asijskych ptakli. Obé tyto studie predstavuji pouze maly zlomek problému, protoze rozsah
ucinkl farmaceutickych latek v pfirodnich ekosystémech je stdle nedostate¢né prozkouman.
Dlouhodoba akumulace farmaceutickych latek v zivotnim prostiedi a potravnich fetézcich
muze mit vazny dopad i na zdravi lidské populace. Nejvice ohrozenymi skupinami jsou kojenci,

téhotné Zeny a osoby s oslabenym zdravim (Esposito et al., 2016).

Jak upozornuje studie Wysowska et al. (2024), zatim neni k dispozici dostatek vyzkumi
zaméfenych na monitoring a eliminaci farmak z povrchovych a podzemnich vod béhem
jednotlivych technologickych tazi Upravy vody (naptiklad pomoci ozonu, chléru a aktivniho
uhli). Nedostatecné je 1 hodnoceni vztahu mezi pfitomnosti farmak a jinymi fyzikalné
— chemickymi parametry vody, jako je teplota, pH nebo mnozstvi organického uhliku.
Wysowka et al. (2024) také upozornuje na nedostate¢ny monitoring farmaceutickych latek
v odpadnich vodach, pficemz i pti vysoké ucinnosti jejich Upravy se do prostfedi uvolnuji geny
antibiotické rezistence. K tomu vSemu studie zddraziiuje potfebu vybrat konkrétni farmaka pro
pravidelny monitoring v povrchovych a podzemnich vodnich utvarech a upozoriiuje
i na nekomplexni hodnoceni environmentalnich rizik, véetn¢ ucinkd kombinovanych farmak

a jejich pfemén na jiné toxictéjsi slouceniny.

2.3 Legislativné sledované farmaceuticke latky
Tato prace se dale podrobné zabyva legislativnimi limity koncentraci farmaceutickych latek
(farmak) v povrchovych a podzemnich vodach, které jsou definovany jak pravnimi piedpisy

Evropské unie (EU), tak i legislativou Ceské republiky.

2.3.1 Stockholmska iimluva o persistentnich organickych polutantech

Stockholmska umluva o perzistentnich organickych polutantech (POPs), pfijatd v roce 2001
aplatnd od roku 2004, se zaméiuje na chemické latky, které se dlouhodobé uchovavaji
v prostiedi, kumuluji v organismech skrze potravni fetézce a mohou byt v ekosystému
transportovany na velké vzdalenosti. Tyto latky zahrnuji pesticidy, primyslové chemikalie
anezadouci vedlejsi produkty vznikajici pifi spalovacich ¢i chemickych procesech. Jsou

nebezpecné pro ekosystémy 1 lidské zdravi. Umluva, vychdzejici z principu piedbézné



opatrnosti, stanovuje ramec pro jejich bezpecnou vyrobu, pouziti, dovoz, nakladani,
zneSkodnovani a odstranéni téchto latek, véetné motivacnich opatieni proti jejich negativnim
Gginktim (MZP, 2025). PPCPs nejsou soucasti Stockholmské imluvy, ale nékteré POPs jsou
pravidelné zminované v evropskych Watch listech (WL). Jedna se piedevsim o pesticid DDT
(dichlordifenyltrichlorethan) ¢i HCB (heptachlorbenzen), PCBs (polychlorované bifenyly),

dioxiny a furanové slouceniny.

2.3.2 Evropska legislativa a PPCPs

V ramci evropského prava jsou latky ze skupiny PPCPs regulovany prostfednictvim nékolika
ramcovych smérnic, které jsou zavazné pro vSechny Clenské staity EU. V soucasnosti jsou limity
tykajici se farmaceutickych latek v pravnim rdmci EU nedostatené, nebot” regulované latky
neodpovidaji pln¢ aktudlnimu seznamu potencidlné rizikovych latek ptitomnych v ptirodnich
ekosystémech. Je vSak dilezité zminit, ze byl ptipraven navrh smeérnice Evropského parlamentu
a Rady, kterou se meni smernice 2000/60/ES (ramcova smérnice o vodni politice), smérnice
2006/118/ES (o ochrané podzemnich vod pred znecistenim a zhorsovanim stavu) a smérnice
2008/105/ES (o normach environmentdlni kvality v oblasti vodni politiky), kterd by méla
seznam potencialné nebezpecnych latek aktualizovat. Tento navrh nové zafazuje na seznam
povinné monitorovanych latek devét farmaceutickych latek ze skupiny PPCPs, které byly
vybrany na zdklad€ dlouhodobého monitoringu kvality vod v ¢lenskych statech prostiednictvim

evropskych WL.

2.3.2.1 Seznamy sledovanych latek
Seznamy sledovanych latek (anglicky Watch List, WL) jsou nastrojem Evropské unie

pro identifikaci latek, které mohou piedstavovat riziko pro ekosystémy a lidské zdravi, avSak
pro které existuje omezené mnozstvi udaju o jejich vyskytu a chovani v pfirodnim prostiedi.
Jak uvedla Evropska komise, pravidelné aktualizace WL jsou nezbytné pro adaptaci na nové
védecké poznatky a pro efektivni prevenci environmentalnich hrozeb (Brennan, 2014). WL jsou
soucasti Evropské vodni politiky (anglicky Water Framework Directive — WFD), prvni seznam

WL byl vydan v roce 2015, ptic¢emz posledni, pata verze WL byla zvetejnéna v roce 2025.

Clenské staty maji povinnost monitorovat potencialng nebezpeéné latky pro Zivotni prostiedi,
zejména pro vodni ekosystémy. Mezi sledované latky patii naptiklad pesticidy, mikroplasty
nebo POPs jako DDT, HCB a PCB. Clenské stity mohou navrhovat problematické latky

k zatazeni na WL, pficem? o jejich pfijeti rozhoduje Evropska komise. Po zatazeni latky na WL
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jsou vSechny clenské staty povinny monitorovat jeji koncentrace v povrchovych vodach.
Seznam WL je pravideln¢ aktualizovan kazdé dva roky (Loos et al., 2024). Vyhodou WL
je zejména schopnost vc€as identifikovat potencidlni rizika. Rozhodovaci proces je zalozen
na odborném védeckém monitoringu a pravidelna aktualizace seznamu zajist'uje, ze latky, které
se neprokazou jako rizikové, mohou byt z WL opét vyfazeny. Pokud se naopak latka jevi jako
potencialné rizikova, mize byt zafazena na evropsky seznam prioritnich latek nebo zakazana.
Nevyhodou WL je nedostatek dat pro spravné odhady moznych dopadi na piirodni
ekosystémy, vysoké naklady spojené s monitorovanim a zapojenim odborné vetejnosti

a omezeny rozsah sledovani latek pouze na povrchové vody.

WL pravideln¢ aktualizuji seznam potencidlné nebezpecnych latek pro zivotni prostiedi.
Do roku 2025 bylo zatim zvetejnéno 5 téchto seznamil a na nich se celkem objevilo 16 1&Civ.
Tabulka ¢. 1 zobrazuje vSechny farmaceutické latky, které se v prabcéhu let objevily

v jednotlivych WL. V tabulce je dale uvedeno jejich unikétni ¢islo CAS ¢i jejich 1é€ebné uziti.

2.3.3 Ceska legislativa a PPCPs

V ceské legislativé je problematika monitoringu mikropolutantii upravena prostiednictvim
Narizeni viady ¢. 401/2015 Sb., o ukazatelich a hodnotdch pripustného znecisténi povrchovych
vod a odpadnich vod, nadlezitostech povoleni k vypousténi odpadnich vod do vod povrchovych
a do kanalizaci a o citlivpch oblastech, které stanovuje ukazatele a hodnoty ptipustného
znecisténi povrchovych a odpadnich vod, vCetné naleZitosti povoleni k vypousténi odpadnich
vod a regulace téchto latek v citlivych oblastech. Mezi klicové sledované latky patii vybrané
mikropolutanty, jako jsou cybutryn, diuron, nonylfenol a perfluoroktansulfonova kyselina
(PFOS). Tyto latky jsou monitorovany vzhledem k jejich vysokému ekologickému riziku,
potencialni toxicité a schopnosti ovlivilovat vodni ekosystémy i lidské zdravi. Nafizeni zavadi
pfesné definované emisni limity a podminky pro vypousténi zneciStujicich latek z odpadnich
vod do vod povrchovych, pfi€emzZ rozliSuje primérmou nejvyssi emisni koncentraci (NEK
—PR), ktera vyjadiuje maximalni pfipustnou koncentraci znecistujici latky jako dlouhodoby
primér a slouzi k hodnoceni vlivu kontinuélniho vypousténi na vodni ekosystémy, a nejvyssi
ptipustnou koncentraci (NEK — NPK), ktera ptedstavuje jednordzovy limit, jehoz piekroceni je
nepiipustné, aby se predeslo akutnimu negativnimu dopadu na vodni prostiedi. Natizeni
reflektuje soucasné pozadavky na ochranu vodniho prostiedi a zahrnuje pfisné limity, které jsou
detailn¢ specifikovany v tabulce ¢. 2. Koncentrace hormonu ze skupiny PPCPs sleduje
1 Vyhlaska ¢. 371/2023 Sb., kterou se meéni vyhlaska ¢. 252/2004 Sb., kterou se stanovi

hygienické pozadavky na pitnou a teplou vodu a cetnost a rozsah kontroly pitné vody, ve znéni
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pozdejsich predpisii, a to konkrétné 17p-estradiol (E2), ktery ve vodnich ekosystémech plisobi

jako endokrinni disruptor (narusuje hormonalni systém vodnich organismi) viz tabulka ¢. 3.

Rozsah sledovanych latek ceskou legislativou nicméné neodpovidd skutecnému rozsahu
a rozsifeni farmaceutickych mikropolutantli pfitomnych v povrchovych vodach, coz vyrazné
omezuje uinnost legislativy pfi zajisténi jejich bezpecnosti a ochrany vodnich ekosystému
1 vefejného zdravi. Farmaceutické latky, které se dostavaji do zivotniho prostiedi, mohou mit
pfimy dopad nejen na ekosystémy, ale i na lidské zdravi — zejména prostiednictvim stfevni

mikrobioty, ktera je zdsadni nejen pro nase imunitni a metabolické funkce.
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Tabulka ¢. 1: Vyvoj monitoringu farmaceutickych latek v evropské legislativeé a navrhy na zarazeni léciv do prioritniho seznamu na zakladé
evropskych Watch listii.

Historicky vyvoj monitoringu farmak v ramci evropské regulace

) ) o 1st Watch | 2nd Watch | 3rd Watch | 4th Watch | 5thWach
Nazev latky CAS Uziti i : X i i
List 2015 List 2018 List 2020 List 2022 List 2025

AZITHROMYCIN 83905-01-5 |antibiotikum * *
DIKLOFENAK 15307-86-5 |[NSAID * *
ERYTHROMYCIN 114-07-8 antibiotikum * *
ESTRADIOL 50-28-2 hormon * *
FLUKONAZOL 86386-73-4 |antimykotikum *
IBUPROFEN 15687-27-1 |NSAID
KARBAMAZEPIN 298-46-4 antiepileptikum *
KLARITHROMYCIN 81103-11-9 [antibiotikum * *
KLINDAMYCIN 18323-44-9 |antibiotikum * *
KLOTRIMAZOL 23593-75-1 |antimykotikum *
METFORMIN 657-24-9 antidiabetikum * *
MICONAZOL 22916-47-8 |antimykotikum *
OFLOXACIN 82419-36-1 |antibiotikum *
SULFAMETHOXAZOL |723-46-6 antibiotikum *
TRIMETHOPRIM 738-70-5 antibiotikum *
VENLAFAXIN 93413-69-5 |antidepresivum *
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Tabulka ¢. 2: Koncentrace PPCPs sledované podle Narizeni viady ¢. 401/2015 Sb.

Nafizenivlady ¢. 401/2015 Sh., o ukazatelich a hodnotach pfipustného znecéisténi povrchovych a odpadnich vod (PR NEK - priimérna rocni koncentrace,

NPK NEK - nejvysSi pripustna koncentrace)

LATKA DRUH CAS NEK- PR (pg/) NEK - NPK (pgi)
CYBUTRYN biocid/farmakum 28159-98-0 0,0025 0,016
DIURON herbicid/farmaceuticky zbytek [330-54-1 0,2 1,8
NONYLFENOL naruSuje endokrinni soustavu  |84852-15-3 0,3 2
PERFLUOROKTANSULFONOVA KYSELINA PFOS perzistnetni znecisténivOoV 1763-23-1 6,5x10-4 36

Tabulka ¢. 3: PPCPs ve Vyhlasce ¢. 371/2023 Sb.

Vyhlaska €. 371/2023 - Vyhlaska, kterou se méni vyhlaska ¢. 252/2004 Sh., kterou se stanovi hygienické pozadavky na pitnou ateplou vodu a éetnost arozsah
kontroly pitné vody, ve znéni pozdéjSich predpisii (PR NEK - primérna ro¢ni koncentrace, NPK NEK - nejvyssi pfipustna koncentrace)

LATKA

DRUH

CAS

NEK - PR (pg/)

NEK - NPK (pg/)

17-beta-estradiol

hormon

50-28-2
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2.4 Antibioticka rezistence

Antibioticka rezistence je dusledkem rostouciho selekéniho tlaku vyvolaného piitomnosti
antibiotik a dalSich antibakterialnich latek v prostiedi, jejichz koncentrace, zejména ve vodnich
ekosystémech, nadale nartstd (Sharma et al., 2005). Jak upozoriiuje Svétova zdravotnicka
organizace (WHO), nadmérné pouzivani antibakterialnich latek ve zdravotnictvi, zemédélstvi
a rostlinné vyrob¢ podporuje rozvoj rezistentnich patogent. Tento problém postihuje vSechny
zemé, ale nejvice zemée s nizkymi a stfednimi piijmy, kde situaci zhorSuji chudoba a nerovnost.
Antibakterialni rezistence ohrozuje pokroky v moderni mediciné, ztéZuje 1écbu infekci a Cini
1€katské zakroky, jako jsou chirurgické operace a chemoterapie, mnohem riskantnéj$imi. Podle
odhadi WHO by antibakterialni rezistence mohla do roku 2050 zvysit celosvétové naklady na

zdravotni péci az o 1 bilion americkych dolard (WHO, 2023).

Rezistence bakterii vii¢i antibiotiktim ptfedstavuje rostouci globalni hrozbu, na jejimz vzniku se
podileji faktory jako mezindrodni cestovani, prodej antibiotik bez Iékatského ptedpisu,
nedostatecnd hygiena, vylu€ovani nemetabolizovanych antibiotik do odpadnich vod
a neodborné zachazeni s proslymi 1é¢ivy (UNEP, 2023). Abychom docilili zpomaleni $ifeni
rezistence, bylo by klicové zavést technologie, které by dokézaly odstranit antibiotické latky
z odpadnich vod jesté pfed tim, nez se rozsifi do vodnich tokl a ovlivni Sirs$i ekosystémy.
S rostoucim vyskytem antibiotické rezistence je proto dale nutné hledat alternativy, které
pozitivné ovliviiuji sloZeni mikroflory a zaroven mohou byt potencidlné vyuZity v boji
s kontaminaci. Jednou zpomémé malo prozkoumanych alternativ v tomto sméru

je technologické vyuziti bakterii mlééného kvaseni.

2.5 Bakterie mlé¢ného kvaSeni

Bakterie mlécného kvaSeni (anglicky Lactic acid bacteria, LAB) jsou mikroorganismy schopné
pfeménovat cukry, zejména glukézu, na kyselinu mléénou prostfednictvim fermentaéniho
procesu. Jedna se o velmi heterogenni skupinu bakterii s Sirokou ekologickou nikou
a obrovskou biodiverzitou druhi vyvolanou specifickymi selektivnimi podminkami
ekosystémd, ve kterych se jednotlivé druhy LAB nachéazeji (McAuliffe, 2018). Bézn¢ se LAB
vyskytuji v prostfedi bohatych na uhlovodiky — pfikladem mohou byt mlécné produkty
(Lahmamsi et al., 2024).
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LAB lze rozdélit do dvou hlavnich skupin podle zpisobu, jakym fermentaci provadéji.
Homofermentativni bakterie metabolizuji cukry prostfednictvim glykolyzy témér vyhradné na
kyselinu mlécnou. Z jedné molekuly glukézy vznikaji dvé molekuly kyseliny mlé¢né, tento
proces se nazyva homolaktickd fermentace (typicka pro rod Lactobacillus).
Heterofermentativni bakterie naopak pireménuji cukry na nékolik raznych produktl, vcetné
kyseliny mlé¢né, alkoholu (etanolu), kyseliny octové a oxidu uhli¢it¢ho (CO2). Z jedné
molekuly glukézy vznikaji jedna molekula kyseliny mlécné, jedna molekula alkoholu nebo
kyseliny octové a jedna molekula CO-, coZ se oznacuje jako heterolakticka fermentace (typické
pro rod Leuconostoc). Vétsina bakterii mlééného kvaSeni vyuziva glykolyzu k pieméné cukra
na kyselinu mléénou za anaerobnich podminek. Vyjimkou jsou bakterie rodu Leuconostoc,
Oenococcus a Weissella, které vyuzivaji jiné metabolické drahy (VOVCR, 2023). Klicovymi
faktory, které ovliviiuji druhy dominujicich bakterii béhem fermentace, jsou teplota, mnozstvi
cukru aobsah soli. Pfi niz§i koncentraci soli a nizs§i teplot¢ dominuje Leuconostoc
mesenteroides. Produkty fermentace jsou predevsim smési kyselin, alkohol a aromatické estery.
Vyssim teplotam pak dominuje rod Lactobacillus, ktery produkuje ptedevsim kyselinu mlécnou

a spada pod néj vice jak 300 bakteriadlnich druht (Machala, 2008; Lahmamsi et al., 2024).

LAB jsou pfedmétem intenzivniho zkoumani védecké komunity, zejména z divodu jejich
dlouhodobého vyuziti v konzervaci potravin, které ma hluboké historické kofeny. Kromé toho
jsou nékteré kmeny LAB Siroce aplikovany v komer¢nich probiotickych piipravcich
a funk¢nich potravinach, nebot’ maji schopnost pozitivné ovliviiovat zdravi konzumenti. Tyto
mikroorganismy se pfirozené vyskytuji ve zvifecim 1 lidském mikrobiomu, kde hraji klicovou
roli pfi udrzovani rovnovadhy stievni mikrofléry a ochrané organismu pied patogeny

(De Filippis et al., 2020).

2.6 Mlécna fermentace a jeji moznosti vyuZziti

2.6.1 Mlécna fermentace — princip a pifinos

Principem fermentacniho procesu je rozklad pfirozené ptitomnych sacharidli v médiu nebo
potraving za UiCasti bakterii, které sacharidy vyuzivaji jako zdroj uhliku. Z téchto sacharida déle
vznikaji organické kyseliny (kyselina octova, mlécnd, propionova a dalsi). Béhem tohoto
procesu vznika také urcité mnozstvi oxidu uhli¢itého (CO2) a alkohol. Spolu s organickymi
kyselinami pak alkohol vytvafi typické aromatické estery, které produkuji nezaménitelnou vini

fermentace. Béhem rozkladu cukrii a vzniku organickych kyselin se v procesu fermentace
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prudce snizuje pH, které¢ chrani produkt pted Skodlivymi mikroorganismy, nebot’ jim tak vytvari

nepiiznivé podminky (Machala, 2008).

Jak uvadi Machala 2008, mlécna fermentace mtze probihat ve tiech odliSnych prostiedich.
V kulinafském odvétvi se nejcastéji vyuziva fermentace zeleniny v nalevu obsahujicim 15%
az 20% roztok soli (naptiklad pfi vyrob€ kvaSenych okurek). Dalsi variantou je fermentace
na nasolené zeleniné bez ptfidané¢ho nalevu, pfiCemz nalev se piirozené vytvari az nasledné
v moment¢, kdy sil osmotickym tlakem uvolni §téavu ze zeleniny. Fermentace vSak muize
probihat i bez pfitomnosti soli, coz ptedstavuje alternativni postup s odlisSnym mikrobidlnim
prubéhem. Jak uvadi i VOVCR (2023), hlavnim vyznamem mléného kvaSeni je inhibice
hnilobnych bakterii za ucelem prodlouZeni trvanlivosti potravin. Pro lidsky organismus jsou
potraviny kvasené s pomoci LAB velmi zdravé, nebot’ tvorba kyseliny mlé¢né v travicim traktu

brani tvorbé jinych nezddoucich hnilobnych bakterii.

2.6.2 Vyuziti bakterii mlécného kvaSeni pii zpracovani odpadi

LAB se vyuzivaji i pfi zpracovani organického odpadu, a to véetné¢ odpadu z domdacnosti.
Vhodnym ptikladem je Bokashi fermentace. Jednd se o metodu zaloZzenou na anaerobni
fermentaci pomoci smési mikroorganismi, kterd umoziuje efektivni rozklad organickych
zbytkll bez zapachu, ztraty Zivin a produkce sklenikovych plynt. Na rozdil od tradi¢niho
kompostovani umoziuje Bokashi zpracovavat i materialy, jako jsou mlé¢né a masné produkty,
které by v bézném kompostu zplsobovaly problémy (SolanaCenter, 2025). Klicovym
principem Bokashi metody je ptsobeni symbiotického vztahu fototrofickych bakterii, LAB
a kvasinek pfitomnych v inokulu. KdyZ inokulum aplikované na organicky odpad dosihne
urcitého mnozstvi mikroorganismu, populace patogennich bakterii ustupuje a slozeni vysledné
mikroflory je nasledné ustaleno prevazné na nepatogennich mikroorganismech (EMRO, 2025).
Spravna smés inokula déale urychluje rozklad organickych latek a zaroven zajistuje celkovou
hygienizaci odpadu. Vysledkem je fermentovany produkt bohaty na Ziviny, ktery 1ze nasledné
vyuZit jako hnojivo. Diky uzavienému procesu ve vzduchotésné nadobé¢ se minimalizuje zdpach
a tim 1 pfitomnost hmyzu a hlodavct (SolanaCenter, 2025). Metoda se tak stava uzivatelsky
ptivétivou. Vznikly produkt je tteba dale zpracovat, napiiklad pomoci vermikompostovani
nebo bézné¢ho kompostovani, protoze bez této stabilizacni (napt. humifikaéni) faze neni vhodny

pro ptimé pouziti na pidu.

Hlavni vyhodou Bokashi fermentace je jeji snadnéd aplikace v domacim prostiedi. Tekuty

produkt vznikajici béhem fermentace, zndmy jako Bokashi €aj, 1ze vyuzit jako G¢inné hnojivo.
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Vyznamnou ptrednosti této metody je jeji nizkd energeticka narocnost a skutecnost, ze na rozdil
od tradi¢niho kompostovani neprobihd za zvySenych teplot. Nespornou vyhodnou je také
ekonomickd nenarocnost metody (Olle, 2020). Podobnym nizkondkladovym anaerobnim
piistupem, ktery rovnéz vyuziva aktivitu LAB, je tzv. terra preta sanitace. Tato metoda,
inspirovana tvorbou antropogennich ¢ernozemi v Amazonii, kombinuje mlé¢nou fermentaci
organickych zbytkl (pfedevsim lidskych exkrementl) s pfidavkem uhlikatych materiald, jako
je biochar, piliny nebo popel. Naslednym procesem vermikompostovani vznikd stabilni
humusovity substrat. Terra preta sanitace nachazi uplatnéni zejména v rozvojovych regionech,
¢i ekologickych komunitach, kde slouzi jako nizkonékladové feSeni hygienizace exkrementl

a recyklace zivin zpét do pidy (De Gisi et al., 2014).

2.6.3 Potencidl mlé¢né fermentace pro environmentalni aplikace

Bakterie sehravaji diky své interakci s rostlinami vyznamnou roli v biologickych
i environmentalnich aplikacich, a to naptiklad v oblasti ptidniho prostfedi. Mikrobiom kotent,
tvoteny Sirokou Skalou mikroorganismil véetné bakterii a hub, hraje kli¢ovou roli v podpote
ristu rostlin a jejich odolnosti vii¢i stresovym faktorim. Schopnost mikroorganismi
podporovat rist rostlin je podrobn¢ popsana ve studii Tyler et al. (2008), kterd se zamétuje na
vliv ptdnich bakterii rodu Rhizobium a hub rodu Glomus pti zvySovani rostlinné produkce.
Tyto organismy symbioticky spolupracuji s rostlinami a zlepsSuji jim tak ptistup k Zivinam, ¢imz
dale podporuji jejich rist a vitalitu. Houby rodu Trichoderma a bakterie rodu Pseudomonas
zase hraji dulezitou roli v biologické ochrané rostlin. LAB byly jiz v minulosti vyuzivany
v zemédé€lstvi jako prostiedek ke zlepSeni ti¢innosti hnojeni a podpofe rastu rostlin. Piestoze
jejich pozitivni Gi€inky jsou znamy, samotny mechanismus jejich plisobeni zatim nebyl detailné
prozkouméan. LAB se vyskytuji pifirozené napiiklad v rhizosféfe kotenovych systémt, kde
napomahaji rostlinam potlacovat Siroké spektrum houbovych i bakteridlnich patogenti, pisobi
jako biostimulanty a zaroven ptispivaji ke zmirnéni abiotickych stresti (Lamont et al., 2017).
Bylo prokazéano, ze u ovocnych stromt dokazi LAB potlac¢ovat patogenni plisn€ a mohou proto
slouZit i jako alternativa ke konvenéné vyuzivanym fungicidnim postiiklim (Gajbhiye et al.,
2016). V laboratornim experimentu tymu Suproniene et al. (2014) byl testovan fungicidni
ucinek riznych kmenit LAB na semenech pSenice kontaminovanych houbovymi patogeny.
Osetfeni semen vybranymi LAB kmeny, a to pfedevSim kmenem Pediococcus pentosaceus
a jeho kombinacemi, vedlo k vyznamnému sniZeni vyskytu hub rodu Fusarium, Alternaria
a Bipolaris, pticemz vliv na kliceni a choroby sazenic byl vétSinou nevyznamny (Suproniene

etal., 2014).
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Kromé¢ pidnich aplikaci vykazuji LAB 1 urCity potencidl pro vyuziti v ramci fermentace
problematickych odpadnich materiald, jako jsou Cistirenské kaly. Kaly ¢asto obsahuji nejen
zbytky antibiotik, ale i geny antibiotické rezistence, které mohou v kalu pfetrvavat i po bézném
biologickém cisténi. Studie Koch et al. (2021) zminuje, ze problém piedstavuji jak samotné
rezistentni bakterie, tak 1 volna extracelularni DNA, tedy fragmenty genetického materialu
uvolnéné do prostredi po rozpadu bunék. Tyto volné tiseky DNA mohou jiné bakterie aktivné
pfijmout a zaclenit do svého genomu, ¢imz mohou ziskat nové vlastnosti, véetn¢ odolnosti viici
antibiotikiim. K pfenosu rezistence tak mtze dojit i bez pfitomnosti zivé rezistentni buiiky, coz
vyznamn¢ zvysSuje riziko Sifeni (Koch et al., 2021). Také farmaceutické latky a jejich
metabolity jsou v Cistirenskych kalech bézné pfitomné. Existuje celd fada studii, které se
zbyvaji detekei a ndslednym odstranéni farmaceutickych latek z Cistirenskych kali pomoci
riznych metod. Jednou z nejcastéji vyuzivanych je tradi¢ni kompostovani, coz je aerobni
metoda, pii které¢ dochdzi k biologickému rozkladu organického materidlu za ptistupu kysliku.
V prubéhu procesu vznikaji ptisobenim mikroorganismii vyssi teploty v substratu, diky ¢emuz
dochazi k inaktivaci fady patogent (Martin et al., 2019). Dal$i moznou metodou kompostovani
vyuzivajici aktivitu zizal je tzv. vermikompostovani. Oproti klasickému kompostovani probihé
piinizsich teplotach, dale umoziuje akumulaci tézkych kovi v biomase zizal a zaroven snizuje
obsah patogentl v substratu. Kombinace kompostovani a vermikompostovani se ukazuje jako
efektivni pfistup, ktery urychluje odbouravani nékterych organickych polutanti (Grasserova
et al,, 2020). Dalsi metodou stabilizace kalu je anaerobni digesce. Jedna se o biologicky
proces, pifi kterém mikroorganismy rozkladaji organickou hmotu v nepfitomnosti kysliku.
Tento proces probihd ve specidlnich reaktorech, kde mikroorganismy pfeménuji organické
latky na bioplyn a stabilizovany kal. I tato metoda je schopna odstraniovat farmaceutické latky
z kalu, a to pfedevsim prostiednictvim biodegradace a sorpce na pevné Castice, pri¢emZ mira
ucinnosti zavisi na typu a vlastnostech dané latky a provoznich podminkach (Azizan et al.,
2021). V této souvislosti se uvazuje také o vyuziti mlé¢né fermentace jako prediazeného
hygieniza¢niho kroku pro urcité¢ typy bioodpadd, vcetné Cistirenskych kali, pfed jejich
naslednym zpracovanim v kompostarnach, vermikompostarnach ¢i bioplynovych stanicich.
O vlivu tohoto procesu na piitomné mikropolutanty vSak zatim neni k dispozici dostatek

informaci.

Dal8i neméné zajimavou oblasti je vyuziti LAB pro pfimou degradaci polutantli. Studie
Abdelshafy et al. (2024) popisuje schopnost LAB degradovat rtizné kontaminanty, které mohou
byt pfitomné v potravinach jako jsou pesticidy, polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU),
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mykotoxiny, akrylamidy, bisfenol A ¢i tézké kovy. Hlavnimi mechanismy pro eliminaci
polutantli je v tomto piipad¢ adsorpce kontaminantli na bunécnou sténu, ktera je bohatd na
peptidoglykan a dalsi strukturni molekuly, a dale biodegradace pomoci enzymatickych drah,
které vedou k rozkladu nebo pteméné skodlivych latek. Autoii rovnéz uvadéji, ze pouziti LAB
muze byt efektivni, bezpecné a ekologicky Setrné feseni pro detoxikaci potravinovych vyrobki
(Abdelshafy et al., 2024). Vyuziti LAB se vSak neomezuje pouze na potravinaisky sektor.
Piikladem muze byt studie Seruga et al. (2015) zaméfend na dekolorizaci vinasy
z cukrovarnického primyslu pomoci kmene Lactobacillus plantarum, ve které autoti dosahli
az 67% snizeni zbarveni substratu po sedmidenni fermentaci. Vinasa je vedlej$i produkt
fermentace melasy s vysokym obsahem barevnych a organickych latek, jejichz ptitomnost
ve vodnim prostfedi miize prispivat k eutrofizaci a zhorSeni svételné prostupnosti vodniho
sloupce, ¢imz negativné ovliviuje proces fotosyntézy vodnich organismi. Biologicka aplikace
LAB se tak jevi jako perspektivni pfistup 1 pro sanaci odpadnich vod s vysokou organickou
zatézi (Seruga et al., 2015). Studie Ma (2024) také popisuje LAB v souvislosti s biosorpci
tézkych kovi. V tomto piipad¢ hraji hlavni roli funkéni skupiny bunécné stény. Jedna se
o karboxylové, hydroxylové nebo aminové skupiny, na které mohou byt kovové ionty navdzany
¢i mohou byt ptipadné transportovany do nitra buiiky a tam vdzany na intracelularni proteiny.
Dalsi mechanismy zahrnuji srdZzeni kovii do nerozpustnych forem ¢i jejich pfeménu
prostiednictvim enzymovych nebo redoxnich reakci. Pokud jsou podminky prostiedi stabilni
(napt. pH, sloZeni iontli), mohou LAB tyto ionty dlouhodobé¢ stabilizovat a omezit tak jejich
toxicitu a mobilitu v prostfedi. Naopak pii nevhodnych podminkach miiZze dojit k desorpci, tedy
opétovnému uvolnéni jiz navazanych kovl zpét do okolniho prosttedi. Vyznamnou roli hraje
1 pfitomnost tzv. koexistujicich iontll v okoli (tzn. jinych kationtl a aniontl, které mohou
soutézit o vazebnd mista s cilovymi kovovymi ionty). V nékterych piipadech tak dochazi
k inhibici adsorpce, zejména pokud maji pfitomné ionty vyssi afinitu k bunéénému povrchu
bakterie. Na druhou stranu mize v urcitych systémech dojit i k synergickému efektu — napiiklad
vlivem poskozeni membran nebo zvySeni vnitrobunééné akumulace. Vyhodou LAB je i v tomto
piipadé jejich fermentacni aktivita. Diky tvorbé organickych kyselin dochazi ke snizovani pH,
coz miize zvysit biologickou dostupnost kovovych iontl a tim 1 uc¢innost jejich odstranéni (Ma,

2024).

Fermentace takovych typli odpadi, jako jsou naptiklad Cistirenské kaly, pomoci LAB je dosud
velmi malo prozkoumanou moznosti, ktera by teoreticky mohla pomoci omezit aktivitu téchto

rizikovych sloZek. Pfimé experimentalni ovéfeni takového vyuziti vSak zatim chybi.
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2.7 Fermentované probiotické kultury a jejich potencial

Fermentované probiotické kultury, zahrnujici predevSim bakterie a kvasinky, jsou
mikroorganismy, které se vyuzivaji pii fermentaci potravin a napoji a maji pozitivni vliv
na zdravi hostitele, zejména na stfevni mikrobiom. Mezi nejbéznéjsi probiotické kultury patii
rizné druhy laktobacilti (rod Lactobacillus) a bifidobakterii (rod Bifidobacterium), které jsou
schopny piezivat v zazivacim traktu Zzivych organismu, podporovat rovnovéhu stfevni
mikrobioty a piispivat k lepsSimu traveni a posileni imunitniho systému. Fermentované néapoje,
jako je kombucha (zndma také jako Cajova houba ¢i Haipo) a Tibi krystaly (vodni kefir), jsou
zalozeny na symbidze bakterii a kvasinek, které tvoii celulézovy biofilm znamy jako SCOBY
(anglicky Symbiotic Culture Of Bacteria and Yeast). Tento biofilm hraje kli¢ovou roli
v prib¢hu fermentace, pfi niz dochéazi k ristu mikroorganismli a snizeni pH, coZz zlepSuje
trvanlivost a chut’ potravinaiskych produkti (Novi Primiani et al., 2018). Probiotické kultury
obsazen¢ ve fermentovanych produktech prokazateln¢ podporuji imunitni systém, pomahaji pti
1é¢be zanétl, chrani pied infekcemi gastrointestinalniho a respira¢niho systému a mohou také
ptispét ke snizeni hladiny cholesterolu v krvi a zmirnéni alergickych reakci. Nékteré studie

naznacuji, ze probiotika mohou mit rovnéz protirakovinné ucinky (Gill et al., 2009).

2.7.1 Biologie a struktura SCOBY

Od jinych rostlinnych zdroji celulozy se SCOBY odliSuje predevsim specifickou siti velmi
jemnych a vysoce poréznich mikrofibril, na ktery jsou uchyceny bakterie LAB a bakterie
zodpovédné za octové kvaSeni (Amarasekara et al., 2020). Navzdory jejich jemné struktuie
vykazuji mikrofibrily velmi dobré fyzikalné-chemické vlastnosti, a to predevSim tepelnou
1 mechanickou odolnost a silnou sorpéni schopnost. Na rozdil od rostlinné celul6zy neobsahuje
celul6za produkovand SCOBY lignin, pektin ani hemiceluldzu, coz ji zajistuje vyrazné vyssi
¢istotu a homogenni strukturu. Dal§imi vyhodami SCOBY je jeji pruznost, biokompatibilita,

snadné biologické odbouravani a rychly rtst (Naomi et al., 2020).

Prubéh fermentace SCOBY kolonie se tradi¢né sleduje pomoci ex situ analytickych metod,
které se zaméiuji na zmény chemického slozeni fermentacniho média nebo na fyzikélni
promény samotné SCOBY v Case. Nejcastéji se fermentace monitoruje prostfednictvim poklesu
pH, stanovenim koncentraci hlavnich fermenta¢nich produktl (zejména karboxylovych
kyselin), nebo méfenim zbytkového mnozstvi alkoholu a cukru. Studie Bertsch et al. (2021)
testovala pro sledovani ndrtstu biomasy i metodu in sifu, pii niz byla biomasa kombuchy
ponechana k rlstu na rozhrani vzduch/kapalina a zarovenn byla v redlném case sledovédna
pomoci reologické techniky umoziujici méfeni viskoelastickych vlastnosti mezifazovych
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systémtl. Tato metoda odhalila, ze rast kombuchového biofilmu probihd ve dvou odlisnych
fazich. Prvni faze zahrnuje adsorpci proteint a bakterii na rozhrani, coz vede ke vzniku tenké
viskoelastické vrstvy na hlading. Tato pocatecni etapa je znacné variabilni a zavisi mimo jiné
na slozeni inokula a celkovém mnozstvi zivotaschopnych bakterii v kolonii. Ve druhé fazi
dochazi k produkeci bakteridlni celulozy, ¢imz dochazi k vyraznému nartistu biomasy a zpevnéni
biofilmu, tedy i ke zvySeni mechanické stability kolonie SCOBY. Vyznamnou vyhodou ISR je
moznost kontinualniho, kvantitativniho sledovani ristu biofilmu béhem fermentace, a to zcela
bez nutnosti zdsahu do rozbéhlého fermentacniho procesu. Ackoliv se SCOBY nejcastéji
spojuje s fermentaci v ¢erném c¢aji, neni vyjimkou ani jeji kultivace v jinych typech médii.
Ptikladem mize byt fermentace v kavé, mléce, hroznové ¢i mrkvové st'ave, ¢aji rooibos, pivu
nebo Cerveném vinu. Stale cCastéji se také zminuje potencidl péstovani kolonii SCOBY
na biologickém odpadu (Cubas et al., 2023) ajeji vyuziti v textilnim pramyslu,

environmentalnich technologiich, potravinafstvi nebo zdravotnictvi.

2.7.2 Potencidl vyuziti SCOBY — ptiklady z praxe
2.7.2.1 Vyroba alternativnich textilii
SCOBY piedstavuje cenové dostupny a ekologicky Setrny zdroj celulézy s unikatnimi

vlastnostmi a Sirokym spektrem vyuziti. Ma také mnoho vyhod jako je jeji Cistota a Cisté
ptirodni piivod, neni toxicka a je biologicky odbouratelnd. Diky témto vlastnostem ma také
nizsi ekologickou stopu nez jiné textilni materidly. Stale Castéji se proto uplatituje v textilnim
pramyslu, ktery ¢eli vyzvam spojenym s rostouci spotfebou surovin, intenzivnim vyuzivanim
chemikalii, vysokou energetickou naro¢nosti a produkci mikroplasti ze syntetickych vlaken

(RMIT University Vietnam, 2025).

Rist spottebitelského z4jmu o alternativni materialy je aktualné podpofen zejména rostouci
poptavkou po udrzitelnych produktech. Studie Bryszewska et al. (2023) se zabyvala moZznosti
vyuZiti celulézy ze SCOBY jako funkcéniho biomateridlu s potencidlem nahradit veganskou
kazi. Ukézalo se, Ze mezi hlavni vyhody SCOBY jakoZto textilniho materidlu patii jeho nizké
vyrobni néklady a dobré mechanické vlastnosti. Nevyhodou vSak zlstava hydrofilni povaha
celulozové textilie, coZ znacné omezuje jeji vyuziti (Bryszewska et al., 2023). Textil vyrobeny
z celulozy také nemusi byt schopen odolavat kazdodennimu opotiebeni jako jiné konvencné
vyuzivané textilie, dale nemusi byt pro spotiebitele dostatené komfortni v porovnani
s konven¢né vyuzivanymi materidly a je problematické z néj odstranit typicky nepiijemny
zapach fermentovanych produktli, zejména karboxylovych kyselin (Kaminski et al., 2020).

Navzdory urcitym technickym omezenim zistava celuléza ze SCOBY slibnou alternativou
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k syntetickym 1 zivo¢iSnym materidlim a jeji dalS$i vyvoj mize pfispét k ekologictéjsi

budoucnosti textilniho primyslu.

2.7.2.2 Biosorbce tézkych kovi

Dalsi oblasti védeckého zdjmu o SCOBY je jeji vyuziti pii ¢isténi odpadnich vod. Tézké kovy
a dalsi problematické polutanty, jako jsou zinek, selen, chrom, olovo, uran, arsen, nikl, rtut’,
kadmium ¢i méd’, predstavuji vazné riziko pro vodni ekosystémy i lidské zdravi (Aikpokpodion
et al., 2010). Jednim z bézn¢ vyuzivanych a zkoumanych sorbentll pro odstranéni téchto
kontaminanti je biochar, ktery diky svému rozsahlému specifickému povrchu vykazuje
vyborné sorp¢ni vlastnosti, zejména viici t€zkym koviim. Tento konvencni sorbent vSak neni
bez nedostatkli — mezi hlavni problémy patii energeticka ndro¢nost jeho vyroby, komplikovana
regenerace po pouziti a také otazka ekologické likvidace, jakmile ztrati své sorpéni vlastnosti.
V tomto ohledu se nabizi vyuzit jiny pfirodni zdroj sorbentu s obdobnymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi. Diky své unikatni struktufe miZze celuloza SCOBY nabidnou vhodné
podminky pro sorpci toxickych kovu. Specificky povrch mikrofibril a velké mnozstvi
funk¢nich skupin na jejich povrchu nabizi mnoho aktivnich vazebnich mist pro navazani iontd
kovit (Milivojevi¢ et al., 2024). Jednim z ptikladi experimentalniho vyuziti SCOBY pro
odstranovani tézkych kovl z vody je studie Mousavi et al. (2019), kterd se zamé&fila na sorpci
nikelnatych iontl (Ni**) z primyslovych odpadnich vod. Autofi vyuzili SCOBY kombuchy
jako biosorbent v tiikomorovém bioreaktorovém systému s membranovou filtraci. V ramci
reaktoru prochdzela kontaminovana voda pies Ctyfi vrstvy SCOBY, které pusobily jako
fyzicko-biologicka bariéra schopna vazat ionty t€Zkych kovi. Poté voda vstupovala do komory
s membranovym modulem, ktery oddéloval zbyvajici ¢astice a umoZzioval recirkulaci roztoku
zpét do vstupu reaktoru. V laboratornich podminkach byly sledovany rtizné parametry
ovliviiyjici ucinnost sorpce — konkrétné pH, teplota, Cas, pritomnost elektrolyti a pocate¢ni
koncentrace iontll. Za optimalnich podminek (v tomto ptipadé: pH 7, teplota 25 °C, kontaktni
¢as 15 minut) bylo dosaZeno 94,5% odstranéni Ni** z roztoku, coZ potvrzuje vysoky sorpcni
potencial SCOBY pro ¢isténi odpadni vody (Mousavi et al., 2019). SCOBY se tak jevi jako

slibny biosorbent, jehoz praktické vyuZiti si v§ak vyzaduje dalsi vyzkum.

2.7.2.3 Inovativni aplikace ve zdravotnictvi
S rostoucim z4jmem o piirodni a udrzitelné materialy se mikrobidlni celuléza ze SCOBY zacina

uplatiiovat i ve zdravotnictvi. Diky své Cistoté, biokompatibilité a schopnosti zadrzovat vlhkost
se zkouma predevsim jako material pro kryti ran, ale 1 pro dal§i medicinské aplikace. Zajimavy

piistup predstavuje studie Yakaew et al. (2022), ve které autofi vyvinuli kompozitni filmy
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z mikrobialni celulézy SCOBY a hydrolyzovaného kolagenu, néasledné potazené chitosanem
(pfirodnim polysacharidem ziskdvanym z chitinu zndmym pro své antimikrobialni a hojivé
ucinky). Cilem bylo vytvofit bioaktivni material vhodny pro kryti ran s vysokou absorp¢ni
schopnosti, mechanickou stabilitou a antimikrobidlni aktivitou. Vysledky potvrdily, Ze tento
materidl ¢inné inhibuje rast bakterie rodu Staphylococcus aureus, je netoxicky pro kozni

buiiky a vykazuje dobry potencial pro klinické vyuziti.

Dalsi oblasti, kde se SCOBY celuléza uplatiuje, je vyvoj bioinkoustll pro regenerativni
medicinu. Bioinkoust je smés ptirodnich polymerti a nanocastic s bioaktivnimi vlastnostmi,
ktera umoznuje presnou aplikaci na poSkozené tkan¢ (Transfera, 2025). Vyzkumnici ze Seoul
National University of Science and Technology izolovali ze SCOBY nanocelul6ozu a vytvofili
z ni specialni bioinkoust, ktery byl nésledné pouzit v digitdln¢ fizeném bioperu (zafizeni
podobném 3D tiskarn¢ ur¢enému pro tkanovy tisk). Tento nastroj umoznuje vytvaret slozité
struktury a piesné vypliovat defekty napiiklad u nesoumérnych ran. Vysledky ukdzaly, Ze
bioinkoust ze SCOBY podporuje rychlé a efektivni hojeni, ¢imz nabizi udrzitelny a flexibilni
pfistup k regeneraci tkani, vhodny i pro pouziti v akutnich a terénnich podminkach
(Bhattacharyya et al., 2024). Vyuziti mikrobialni celulozy ze SCOBY tak otevird nové moznosti
v oblasti zdravotnictvi, kde muze slouzit jako Setrny, efektivni a udrzitelny biomateridl pro

hojeni ran i regeneraci tkéni.

2.7.2.4 Potravinaistvi
Jednim z perspektivnich zptsobi vyuziti SCOBY celuldzy je jeji aplikace v potravinarském

pramyslu. Béhem vyroby napoje kombuchy se skazdou fermentaci tvofi nova Casem
piebyte¢na biomasa celulozy, které se péstitelé zbavuji rizné (prodejem, vyhozenim). Studie
Chong et al. (2024) pfisla se zajimavym napadem, jak tento piebytecny ,,odpad* znovu vyuZzit,
a to 1 pfimo v domécich podminkéach. Experiment védeckého tymu spocival ve vyrobé mangové
marmelady, v niz byla misto konvenéné vyuzivanych hydrokoloidi jako je pektin nebo agar
vyuzita prave piebyte¢na SCOBY z kombuchy. Studie ukézala, Ze ptidani mikrobialni celulozy
ze SCOBY do mango dzemu vedlo ke sniZeni aktivity vody, obsahu vlhkosti a pH, ¢imZ bylo
dosaZzeno mikrobidlni stability a prodlouzila se tak trvanlivost produktu. Zarovenn doslo
ke zlepSeni textury — dZzem byl pevnéjsi, 1€pe roztiratelny a mél vyssi gelovou soudrznost.
Senzorické hodnoceni potvrdilo, ze dzemy se SCOBY byly vnimany jako chutné;si a vizualné

atraktivnéjsi nez kontrolni vzorek, pticemz nejlepsi vysledky mél vzorek se 40 g/lkg SCOBY
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ze zeleného Caje. Celkove se SCOBY prokazala jako ucinny ptirodni hydrokoloid s potencidlem

nahradit tradi¢ni zahustovadla, jako je pektin ¢i agar (Chong et al., 2024).

Zajimavou moznosti vyuziti SCOBY v potravinaistvi je také fermentace mlénych napoju.
Studie Kruk et al. (2021) zkoumala, zda je mozné pouzit kombuchovy napoj a samotnou
SCOBY kulturu jako alternativni startér pro vyrobu fermentovanych mlécnych
a bezlaktozovych produkti. Vysledky ukazaly, ze vzniklé napoje meély velmi dobrou
mikrobiologickou kvalitu, pfirozené¢ sniZzeny obsah laktozy, typické pH pro fermentované
vyrobky a ptiznivé senzorické vlastnosti — zejména pokud slo o chut’ a hladkost textury (Kruk
et al., 2021). Vyuzit kulturu SCOBY 1 jako startér pro fermentaci mlé¢nych napoji je mozné,

nicméné pro uvedeni do praxe by bylo potieba dalSich experimenti.

DalSim ptikladem vyuziti SCOBY celuldzy je jeji kombinace se sojovym proteinem za ticelem
tvorby funkcénich geld. Studie Guo et al. (2018) byla zamé&fena na vyvoj nizkotuéné zmrzliny,
ve které tento komplexni gel G€inné nahradil tuk, aniz by doslo ke ztraté¢ senzorické kvality
produktu. Zaroven doslo ke zlepSeni krémovitosti, stability a nutricniho profilu vysledného
vyrobku, coz potvrzuje potencial mikrobialni celulézy jako funkcéni a ekologicky Setrné

potravinaiské piisady.

Zajimavy ptiklad udrzitelného pfistupu ptfedstavuje 1 vyuziti tofu syrovatky — vedlejSiho
produktu pfi vyrobé tofu — jako alternativniho a levného substratu pro péstovani SCOBY. Misto
bézn€ pouzivaného oslazeného cCaje byla tato Zivinami bohatd syrovatka pouZzita jako
fermenta¢ni médium, na kterém kolonie SCOBY uspésné rostla a produkovala bakterialni
celulozu. Vysledna celuldéza byla nasledné izolovana a vyhodnocena pro mozné vyuZziti
v potravinafstvi. Studie tak ukazuje, ze tento zplisob zpracovani potravinaiského odpadu muize
vést k ekologicky Setrné produkci hodnotného biomaterialu, ktery je pln€ v souladu s principy

cirkularni ekonomiky (Feng et al., 2024).

Tyto ptiklady ukazuji, zZe SCOBY neni pouze vedlejsi produkt fermentace, ale multifunkcni
material s Sirokym vyuZitim. Jeho aplikace v potravinafstvi pfinasi nejen technologické vyhody,
ale také odpovidé soucasnym trendlim udrZitelnosti a cirkularni ekonomiky. PfestoZe se jedna
o oblast, ktera je teprve ve fazi intenzivniho vyzkumu, vysledky dosavadnich studii potvrzuji,
ze mikrobidlni celuldéza produkovana kolonii SCOBY ma znaény potencidl stat se hodnotnou

a ekologicky Setrnou alternativou k tradi¢énim surovinam a aditiviim v potravinaiské vyrobé.
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2.7.3 Kombucha

Kombucha je zndmy osvézujici népoj s jemné sladkou az kyselou chuti, ktery si ziskal
popularitu po celém svété. Jeho zéklad tvofi ¢ajovy nélev, ktery fermentuje diky unikétni
spolupraci bakterii a kvasinek, vytvarejicich tzv. ¢ajovou houbu (Medusomyces gisevii).
Ackoliv se o houbu nejednd, byva za ni Casto zaménovana kvili svému slizkému povrchu
a houbovitému vzhledu (Sreeramulu et al., 2000). Castgji se s ni Ize v odborné literatuie setkat
pod oznaenim SCOBY (Chen et al., 2000). Fermentace kombuchy je komplexni proces
zahrnujici rizné mikroorganismy. Pfitomné bakterie LAB, Lactobacillus (az 30 %)
a Streptococcus, produkuji kyselinu mlécnou, zatimco kvasinky, naptiklad Saccharomyces
cerevisiae, preménuji cukry na ethanol, kterého je v napoji nejvice kolem 7. dne fermentace
(sledovano pti inkubaci pti 28 stupiit Celsia; Chakravorty etal., 2016). Bakterie rodu
Acetobacter a Gluconobacter nasledné tento ethanol zpracovavaji na kyselinu octovou, pficemz
Acetobacter xylinum sou€asn¢ vytvari celulozovy biofilm, ktery spojuje bakterie a kvasinky
do stabilni struktury, ktery kombuchu tvaruje do typického houbovitého utvaru. Na pocatku
fermentace kvasinky hydrolyzuji sachar6zu na glukozu a fruktdzu, které dale slouzi jako zdroj
energie pro ostatni mikroorganismy. Gluk6za je metabolizovana octovymi bakteriemi
na kyselinu glukonovou, zatimco fruktoza a ethanol podporuji riist kvasinek a produkei dalSich
aromatickych latek. Ve spodni €asti biofilmu kvasinky pokracuji v anaerobni fermentaci.
Vrchni bakterialni vrstva je chranéna pred kyslikem a UV zafenim (Jayabalan et al., 2014).
Mikrobialni aktivita hraje klicovou roli béhem fermentace napoje. SloZzeni dominantnich rodi
bakterii zlstavd po celou dobu fermentace téméf neménné, pficemzZ nejvyssi bakteridlni
biodiverzita nastava kolem 7. dne. V této fazi je druhova rozmanitost bakterii nejveétsi jak
v biofilmu SCOBY, tak ve fermentovaném napoji, kde je bakteridlni komunita jesté pesttejsi.
Na rozdil od bakterii se sloZeni dominantnich druht kvasinek méni, a to predevS§im v napoji,
kde byla pozorovéana postupnd zména dominance kvasinek z rodu Candida sp. na Lachancea

sp. (Chakravorty et al., 2016).

Pro vyrobu kombuchy se nejcastéji pouzivd zeleny nebo Cerny Caj. Zeleny caj, diky své
nefermentované povaze, podporuje efektivngj$i kvaSeni a rychlejsi rGst mikroorganismu.
Klicovym faktorem je kontrola hodnoty pH — idealni je ukoncit fermentaci pti hodnoté pH 4,2,
kdy napoj dosahuje optimdlni chuti a kvality. Proces fermentace cerného caje pomoci
kombuchy je zobrazen na obrazku €. 2. V domacich podminkéch se nejcastéji pouziva zeleny
nebo ¢erny ¢aj s cukrem v poméru 60 g cukru na 1 litr ndpoje. Fermentace probiha pii pokojové

teploté po dobu 5-7 dnii. Po této dobé je tfeba napoj ochutnat a ukoncit fermentaci, pokud je
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chut’ vysledného produktu uspokojiva. V ptipad€ potieby lze kombuchu uchovavat v lednici
ve sladkém cajovém nalevu po dobu nékolika tydnid, pficemz kolonie by méla byt pied

znovuobnovenim fermentac¢niho procesu vystavena vyssi teplot¢.

2.7.4 Vodni kefir (Tibi krystaly)

Vodni kefir nebo také Tibi krystaly pfedstavuji také symbiotickou kolonii mikroorganismt
SCOBY. Na rozdil od kombuchy, ktera vytvari houbovity utvar, tvoii Tibi krystaly malé
pruhledné az mirn¢ zakalené krystalky nepravidelnych tvart, které jsou slozeny z gelovité
hmoty obsahujici dextranové exopolysacharidy (EPS). Struktura krystalkli je zndzornéna
na obrazku ¢. 3. Mikrobiologické slozeni této kolonie se liSi, zejména u nekomercné
vyrabénych produktt. Bakteridlni slozku tvoti LAB rodu Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc  a Streptococcus, zatimco kvasinky jsou zastoupeny piedevSim rody

Kluyveromyces, Candida a Saccharomyces (Gulitz et al., 2011).

Studie védeckého tymu Laureys et al. (2018) sledovala, zda se se fermentace Tibi krystalt lisi
pii ptisobeni rizného ptidaného suSen¢ho ovoce. Vodni kefir fermentovany se susenymi
merunikami vykézal nejvétsi narist novych krystalli a nejnizsi hodnoty pH. Naproti tomu
kefiru. Nejvice Zivin bylo pfitomno pfi fermentaci s Cerstvymi fiky. Bézné€ se v domacnostech
pfipravuje fermentovany napoj kombinaci 50 g krystalkti do 1 litru vody s 50 g sacharozy.
Fermentace probihé ve vodé pii pokojové teploté v anaerobnich podminkach (pficemz nadoba
neni hermeticky uzaviena) 1-2 dny casto se suSenymi fiky, merufikami nebo rozinkami.
Vysledny produkt fermentace je jemné syceny, mirn€ nasladly alkoholicky napoj naZloutlé

barvy a specifickym aromatem.
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Obrazek ¢. 2: Fermentace cerného caje pomoci kombuchy.

Obrazek ¢. 3: Struktura vodniho kefiru.
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3 Cile prace

Ptimé vyuziti SCOBY kultur pro primyslové €isténi odpadnich vod neni pftilis efektivni, nebot’
reak¢ni smés vyzaduje pravidelny ptidavek zkvasitelnych cukrii, coz cely proces technologicky
komplikuje a ekonomicky prodrazuje. V oblasti odpadového hospodaistvi dava vétsi smysl
aplikovat mlécnou fermentaci tehdy, pokud lze jako zdroj fermentovatelnych substratti nebo
prebiotik vyuzit jiny odpadni material, naptiklad otruby ¢i melasu. Jak jiz bylo zminéno
v kapitole 2.7, mlécna fermentace Cistirenskych kalt za G¢elem eliminace pfitomnych farmak,
popiipadé genti antibiotické rezistence, by mohla ptedstavovat alternativu ke stdvajicim
postupiim jejich piedupravy pred aplikaci v zemé&délstvi. Cistirensky kal je piitom velmi
komplexni odpadni materidl a nevyhnuteln¢ obsahuje celou fadu riznych znecist'ujicich latek,
nejen ze skupiny farmak. Studiu tohoto nového pfistupu piimo na Cistirenském kalu by proto
m¢él predchazet zjednoduseny model, kde je mozné dosdhnout viceméné definovanych
podminek. V ramci tohoto modelu by bylo ovéfeno, zda byl za ptipadny pokles obsahu farmak
zodpové&dny ptimo proces mlééného kvaseni. Kultury SCOBY se jevi jako vhodny model pro
tento ptipad.

Cilem této prace je zjistit, zda bakterie mlécného kvaSeni ptitomné ve vodnim kefiru maji
schopnost biodegradovat aplikovana farmaka a antibiotika ze skupiny PPCPs. Tento hlavni cil
byl dosazen splnénim mensich dil¢ich cili, které zahrnovaly optimalizaci ristovych podminek
pro SCOBY kolonie v laboratornich podminkéach, vybér farmaceutickych latek pro
experimentalni sledovani a zhodnoceni degrada¢niho potencidlu mlééného kvaseni pro vybrané

mikropolutanty ze skupiny PPCPs.
V ramci prace byly formulovany nasledujici hypotézy:

H1: Bakterie mlécného kvaSeni obsazen¢ v Tibi krystalech maji schopnost biodegradovat
vybrana farmaka, coz vede ke statisticky vyznamnému sniZeni jejich koncentrace po ukonceni

fermentace.

H2: Bakterie mlécného kvaseni obsazené v Tibi krystalech maji schopnost biodegradovat
vybrand antibiotika, coZz vede ke statisticky vyznamnému snizeni jejich koncentrace po

ukondeni fermentace.

H3: Fermentované médium s Tibi a antibiotiky po fermentaci nevykazuje antibakterialni u¢inek
vuci sporové suspenzi Bacillus subtilis, coz indikuje rozklad nebo inaktivaci ptfitomnych

antibiotik.
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4 Metodika

4.1 Pftistrojove vybaveni

Biotechnologicka laborator Dietovice:

Agarové médium: DEV agar (Carl Roth GmbH + Co. KG, Némecko)

Agarové médium: MRS agar (Carl Roth GmbH + Co. KG, Némecko)

Analyticka véaha: ACJ 200-4M (KERN, Némecko)

Autoklav: Steam Sterilizer 2540EL (TUTTNAUER, Izrael)

Digitalni vaha: BL 2002 (Shimadzu, Japonsko)

Inkubator: IN55plus (Memmert, Némecko)

Multifunkéni pH metr a konduktometr: HI 5521 (HANNA Instruments, Rumunsko/USA)

Spektrofotometr: UV-1800 (Shimadzu, Japonsko)

Laborato¥ Mikrobiologického uistavu Akademie véd CR:

Centrifuga: MEDIFRIGER-BL (J.P. Selecta, Spanélsko)
Kapalinovy chromatograf: Agilent 1260 Infinity (Agilent Technologies, USA)
Konduktometr a pH metr: SevenDirect SD20 (Mettler Toledo, Svycarsko)

Trojity kvadrupolovy hmotnostni spektrometr: Agilent 6470 Triple Quadrupole LC/MS
(Agilent Technologies, USA).

Ultrazvukova ¢&istici vana: K-12LE (Unimed Praha, Cesko)

Vakuové pumpa: N 86 LABOPORT (KNF, Némecko)
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4.2 Pouzity material a chemikalie

5% roztok fenolu

Demi voda

D-Glukoza
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Etanol

Filtra¢ni papiry ze sklenénych mikrovldken typu MN GF-2 (Macherey-Nagel, @ 45 mm)
Hydrogenfosforec¢nan draselny

Chlorid hotecnaty hexahydrat

Chlorid manganaty tetrahydrat

Chlorid sodny

Chlorid véapenaty dihydrat

Koncentrovana kyselina sirova

Suspenze spor Bacillus subtilis (Sigma-Aldrich, Némecko)
Molybdenan sodny dihydrat

Siran amonny

Siran zeleznaty heptahydrat
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4.3 Optimalizace podminek experimentu

4.3.1 Vybér kultury
Pro zahajeni experimentu bylo nutné vybrat kulturu probiotickych bakterii ze skupiny LAB,
ktera se snadno kultivuje v laboratornich podminkach a zaroven obsahuje vysoky podil téchto

bakterii. Za timto ucelem byly porovnany dvé SCOBY kolonie — kombucha a krystaly Tibi.

Kultura Tibi krystalil byla ziskana ze soukromé sbirky Spolku Ziva obZIVA. Pfed zahajenim
prvnich laboratornich analyz byly krystaly kultivovany v domécich podminkéch v 5% roztoku
sachardzy a odstaté kohoutkové vody pii pokojové teploté. Kultura kombuchy byla ziskana
z internetového obchodu kombucha-prodej.cz ve varianté ndlevu v ¢erném ¢aji. Pied analyzou
v laboratofi byla také uchovéavana pii pokojové teploté v 6% roztoku glukézy ve vyluhu

cerného cCaje.

Pro zji$téni mnoZzstvi kolonii LAB byl vyuzit agar MRS, ktery byl pfipraven dle navodu
deklarovaného dodavatelem, a to sice smichdnim 30,6 g susen¢ho agaru s 500 ml demi vody.
Po promichani ptisad v Erlenmayerové barice byl tento roztok sterilizovan v tlakovém hrnci po
dobu 15 minut. Po vyjmuti z tlakového hrnce a mirném vychladnuti byl agar asepticky ptelivan

do sterilnich sklenénych Petriho misek s volné pfiléhajicimi vicky.

Na ztuhly agar v Petriho miskach byl asepticky pfenesen vyluh probiotické kultury kombuchy
a Tibi krystalli. Vzorky zeleného ¢aje s kombuchou, fermentované po dobu 5 dni, a médium
z vody a glukozy (5% roztok) fermentované po dobu 48 hodin s kulturou Tibi byly nafedény
sériovym fedénim v fadach 10!, 102, 10* a 10*. Jednotliva fedéni byla inokulovdna v objemu
0,1 ml na pfipravené agarové misky. Petriho misky byly nasledné obraceny vickem doli
(zavesna plocha) a umistény do termoboxu s teplotou 28 °C na dobu 48 hodin. Po uplynuti doby
kultivace byl stanoven pocet narostlych kolonii na Petriho miskach s vhodnym fedénim
(v tomto fedéni vyrostly odd€lené, dobie pocitatelné kolonie). Vysledné mnozstvi bakterii LAB

na agaru MRS bylo vypocitano podle vztahu [1].
KTJ = pocet kolonii x fedéni/objem inokula (ml/1) [1].

Na zékladé stanoveni kultivovanych mikroorganismi bylo prokazano, Zze LAB jsou pfitomny
v obou zkoumanych kulturdch. Kvantitativni hodnoceni vSak odhalilo vy$§i mnozZstvi LAB
v kultufe krystalti Tibi, kde byla zjisténa koncentrace 9,9 x 10° KTJ/ml, coz pievysuje
koncentraci zjisténou v kultufe kombuchy (2,3 x 10® KTJ/ml). Ob& hodnoty byly ziskiny ze

vzorkil fedénych v poméru 10*. Na zakladg téchto vysledkd, spolu s ohledem na jednodussi
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a Casove¢ méne narocnou fermentaci krystalii Tibi v laboratornich podminkéach, byla tato kultura

zvolena pro dalsi experimentalni praci.

4.3.2 Vybér kultivacniho média

Pro dal$i praci s vodnim kefirem (resp. krystaly Tibi) v experimentu bylo nezbytné zvolit
vhodné kultivaéni médium, které by umoznilo optimalni rist této kultury a zaroven bylo snadno
reprodukovatelné v jakékoli mikrobiologické laboratofi. Pfi domaci kultivaci slouzilo jako
zdroj mikronutrientii pro danou kulturu susené ovoce (fiky, merunky, rozinky apod.). Potiebné
nutrienty pro rozvoj kultury jsou pravdépodobné ptitomny v pouzivané kohoutkové vodé. Pro
kultivaci v laboratornich podminkach bylo zvoleno minerdlni médium BSM (Basic Salt
Medium), jehoz chemické sloZeni zahrnuje soli CaClz-2H>0, FeSO4-7H20, KoHPO4, KH2POy4,
MgCly-6H,0, MnCl>-4H>0, Na;MoO4-2H20, (NH4)2SOs4 a demi vodu. Piesné mnozstvi
jednotlivych latek obsazenych v médiu je uvedeno v tabulce €. 4. Mnozstvi gluk6zy v roztoku
déle zaviselo na jednotlivych testovanych variantdch. Médium bylo vzdy pfed pouzitim

v experimentu sterilizovano pomoci autoklavu.

Tabulka ¢. 4: Slozeni kultivacniho média BSM.

SloZeni kultivaéniho média BSM (1 1)

K>HPO4 0,17 g Stopové prvky:

KH>PO4 0,13 g MnCl.-4H-0 1 g
(NHa4)2SO4 0,71 g CaCl>-2H-0O 0,26 g
MgCl.-6H-0 0,034 g FeSO4-7H.0 0,6 g
Stopové prvky 1 ml Na:Mo0O4-2H20 2g
Glukéza dle potieby Demi voda 1000 ml
Demi voda 1000 ml

Béhem celého experimentu byla vyuzivana interni zasoba kultury vodniho kefiru, ktera slouzila
jako inokulum pro kazdé opakovani cyklu u vSech testovanych variant média. Tato matecna
kultura byla udrZzovéana ve 2 1 kadince a kultivovdna v 5% roztoku D-glukézy v mineralnim
médiu BSM pii teploté 28 °C. Médium bylo v zasobni kultufe pravidelné¢ mé&néno a posilovano
novou davkou glukdzy pro funkéni proces fermentace. Pro zjisténi optimalnich podminek pro
mlécnou fermentaci byly testovany rtizné varianty média BSM ve sterilnich sklenénych
nadobéch o objemu 200 ml. Do kazdé nadoby bylo ptidano 175 ml testovaného médiaa 7 g
krystali Tibi. Pfed inokulaci byly Tibi krystaly vyjmuty z mate¢né kultury a nasledné

ponechany na filtracnim papife pii pokojové teploté po dobu 15 minut k odstranéni piebytecné
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vlhkosti pfed vdzenim. V experimentu byly testovany celkem Ctyfi varianty média, vzdy

ve ttech opakovanich. Jednotlivé varianty jsou popsany v tabulce €. 5.

Tabulka ¢. 5: Slozeni a oznaceni experimentdalnich médii.

Zkratka Popis

D50 5% roztok gluk6zy v DEMI BSM médiu

D25 2,5% roztok glukézy v DEMI BSM médiu

SD50 5% roztok glukozy v DEMI BSM médiu s 2% roztokem NaCl

K50 5% roztok gluk6ézy v BSM médiu ptipraveném z kohoutkové
vody

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, jaky vliv ma mnozstvi dostupného cukru na fermentaci
a vitalitu SCOBY kultury, zda pfitomnost soli — bézn¢ vyuzivané v potravindistvi pii mlécné
fermentaci — ovliviiuje tento proces, a také zda mineraly obsazené v kohoutkové vodé podporuji
rast a prosperitu bakterialni kultury. Béhem fermentace byly nadoby piekryty hlinikovou f6lii,
aby se minimalizovala kontaminace z vnéjSiho prostfedi. Cely experimentalni cyklus probihal

v laboratofi po dobu 7 dnt.

Utinnost fermentaéniho procesu byla nejprve hodnocena na zékladé hodnoty pH. O&ekévalo
se, ze v prubéhu fermentac¢niho procesu dojde ke snizeni hodnoty pH v disledku metabolické
aktivity mikroorganismi, zejména vlivem produkce organickych kyselin, jako je kyselina
mlécnd, octovd a dal$i vedlejSi metabolity vznikajici béhem fermentaéniho metabolismu

sacharidl. Pokles hodnoty pH je déle popsén a zobrazen na obrazku €. I. v pfiloze €. 1.

Pro potvrzeni funkéniho procesu fermentace ve vSech testovanych médiich byla déle vyuZzita
metoda stanoveni neutrdlnich sacharidi dle Duboise. Metoda dle Duboise je zalozena na
dehydrataci sacharidi v pfitomnosti koncentrované kyseliny sirové (H2SOs). Nasledné
vznikajici furfural nebo 5-hydroxymethylfurfural reaguji s fenolem za vzniku barevnych

kondenzacnich produkti, jejichZ intenzita odpovida koncentraci cukrii v roztoku.

Vice informaci k pouzité¢ metodé€ je k dispozici v pfiloze €. 1. Na zdkladé¢ kombinace snizeni
hodnoty pH a procentudlniho odbourdvani cukru bylo pro dalsi ¢ast experimentu vybrano

médium D50. Porovnani jednotlivych testovanych médii popisuje tabulka €. 1. v ptiloze €. 1.
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4.4 Vybér farmaceutickych latek pro experimentalni sledovani

Jak bylo uvedeno v teoretické ¢asti a jak vyplyva z tabulky ¢&. 1, &lenské staty EU, véetné Ceské
republiky, budou na zdklad¢ novelizace Smérnice o vodni politice povinny zavést monitoring
deviti farmaceutickych latek ze skupiny PPCPs. Tabulka ¢. 1 uvadi 7 z téchto latek, pficemz
tabulka ¢. 7 nize obsahuje uplny seznam vybranych latek pro experimentélni sledovani. Seznam
je dale rozsifen napiiklad o estron (E1) a ethinylestradiol (EE2). Obé& latky jsou hormondlni
povahy — estron (E1) je mén¢ aktivni estrogen, ktery vznika metabolizaci 17B-estradiolu (E2),
zatimco ethynilestradiol (EE2) je synteticky hormon, jenz napodobuje ucinky pfirozenych
estrogent. Tyto latky patii mezi endokrinni disruptory, které mohou vazné naruSovat

hormonalni rovnovahu a stabilitu vodnich ekosystéml.

Tabulka ¢. 6: Experimentalné testované latky s navrzenou pocatecni koncentraci.

LA DAL POCGATEGN] KONCENTRAGE (ng/ml)
17B-ESTRADIOL (E2) hormon 250
ESTRON (E1) hormon 100
ETHINYLSTRADIOL (EE2) hormon 100
PARACETAMOL analgetikum 10
KARBAMAZEPIN antileptikum 10
DIKLOFENAK antiflogistikum 10
GABAPENTIN antiepileptikum 10
IBUPROFEN antiflogistikum 100
NAPROXEN antiflogistikum 50
TRAMADOL analgetikum 10
AZITHROMYCIN antibiotikum 50
KLARITHROMYCIN antibiotikum 50
ERYTHROMYCIN antibiotikum 50

Farmaka uvedena v tabulce €. 6 byla vybrana pro experimentalni ¢ast této prace z nékolika
klicovych divodd. Prvnim divodem je jejich zatazeni do Ndvrhu smérnice Evropského
parlamentu a Rady, ktera meni smérnice 2000/60/ES (stanovujici ramec pro cinnost
Spolecenstvi v oblasti vodni politiky), 2006/118/ES (o ochrané podzemnich vod pred
znecisténim a zhorsovanim stavu) a 2008/105/ES (o normdch environmentalni kvality v oblasti
vodni politiky). Druhym diivodem bylo, Ze se jedna o latky, které byly detekovany i v eskych
surovych a ¢isténych odpadnich vodach, a to konkrétn€¢ v povodni Vltavy u vodni nadrze
Svihov na Zelivce, jak se uvadi vrozsahlé studii Stejskalova et al. (2021) hodnotici
reprezentativni vyber 19 mistnich obci s celkovym poctem obyvatel v rozmezi 60 - 15 000.

Tato oblast je z hlediska vodni distribuéni sité zasadni, nebot vodarenska nadrz Svihov je
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nejvétsi zdroj pitné vody pro CR. Zminéna studie vyuZivala sadu 24hodinovych odbéri
a celkem sledovala 102 chemickych latek ze skupiny mikropolutantti, zejména ze skupiny

farmak a PPCPs.

Vysledna experimentalni smés farmaceutickych latek ze skupiny PPCPs zahrnovala farmaka
uvedena v pfipravované smérnici EU a vybrané mikropolutanty detekované v ceskych
odpadnich vodach podle studie Stejskalova et al. (2021). Konkrétné byly zahrnuty latky

gabapentin, paracetamol, naproxen a tramadol.

Na zékladé téchto zjisténi byly ptipraveny dva roztoky pro dalsi analyzy: smés farmak
(gabapentin, paracetamol, tramadol, karbamazepin, diklofenak, ibuprofen, naproxen, estron
(E1), ethinylestradiol (EE2), 17-beta-estradiol (E2)) a smés antibiotik (azithromycin,
klarithromycin, erythromycin). Koncentrace jednotlivych latek jsou uvedeny v tabulce €. 6.
Roztoky farmak a antibiotik byly pfipraveny a poté i fermentovany oddélené pro piipad, ze by

antibiotika méla negativni vliv na samotny proces mlécné fermentace.

4.5 Degradace farmaceutickych latek pomoci SCOBY

Tato &ast analyz byla realizovana v MBU AV CR a jejich cilem bylo zjistit, zda je SCOBY
vodniho kefiru schopné degradovat farmaka ¢i antibiotika v nizkych koncentracich. Pro
experiment bylo pfipraveno Sest variant vzorkd, pficemz kazda varianta byla testovana ve tfech
opakovanich a podrobena fermentaci po dobu 2 a 7 a 14 dnti. Hodnota pH vzorkl byla métena
pied zahdjenim fermentace 1 po jejim ukonceni. Celkem bylo tedy v této Casti experimentu
analyzovano 54 vzorkld. Vybér jednotlivych farmaceutickych latek ze skupiny PPCPs

je podrobné popsan v ptedeslé kapitole.

Vzorky byly oznadeny pomoci vicemistného kodu, ktery obsahoval nasledujici oznaceni:

. A — SCOBY obsahujici vySe uvedena antibiotika,

. F — SCOBY obsahujici vySe uvedena farmaka,

. S — sterilni (autoklavované) SCOBY,

. K1 - SCOBY bez ptitomnosti farmak,

. K2 — sterilni médium s antibiotiky a farmaky bez SCOBY,
. Prvni ¢islice — identifikace konkrétniho vzorku,
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. Druhaé ¢islice — délka fermentace (varianta 2,7 nebo 14 dni).

Pro kazdou variantu a ¢asovy usek byly pifipraveny sterilni lahve o objemu 500 ml, ptipadné
nesterilni, pokud byl vzorek pfed pfidanim roztoku farmak ¢i antibiotik sterilizovan
v autoklavu. Do kazdé lahve bylo pfiddno 140 ml sterilniho média D50 a 7 g krystal Tibi.
Nekteré lahve byly po zalozeni ihned uzavieny vickem a rovnou ponechany k fermentaci
(varianta K1) nebo do nich pfed uzavienim byla jesté predtim steriln€ ptidana farmaka (varianta
F) ¢i antibiotika (varianta A) ze zasobniho roztoku v metanolu. Zasobni roztok byl namichan
zvlast’ pro antibiotika a zbyla farmaka (viz kapitola 4.4.). Z vybraného roztoku se do kazdé
varianty s farmaky (varianta A a F) pipetovalo 350 pl roztoku, aby byly dodrzeny pfedem
navrzené koncentrace zobrazené v tabulce €. 6. Kazda varianta s pfidavkem farmak a antibiotik
byla pfipravena ve dvou verzich: sterilni (S), kdy vzorek prosel autoklavovanim, a nesterilni,

kdy vzorek obsahoval aktivni kulturu Tibi.

Fermentace probihala v inkubatoru pfi teploté¢ 28 °C v lahvich s voln¢ nasazenymi vicky, aby
byla moznad vymeéna plynd mezi lahvi a okolnim prosttedi. Pfed zahajenim fermentace a pfi
ukoncovani jednotlivych Casovych variant bylo ve vSech vzorcich stanoveno pH. Vyjimku
z bézného postupu piedstavovala varianta K2, u niz byla hodnota pH méfena pouze na zacatku
a na konci experimentu, aby nedoslo k naruSeni sterilnich podminek a pfipadné kontaminaci
média. Pii prvnim provedeni experimentu na pracovisti MBU byl po 14 dnech zaznamenan
vyrazny pokles pH, ktery nebyl ofekévan vzhledem k absenci mikrobialni kultury. Z tohoto

diivodu byla varianta K2 zopakovéana za dodrZeni ptisné aseptického rezimu.

V kapitole 5.1.1 jsou vysledky uvedeny oddé¢lené jako varianty K2a a K2b, které se li§i mistem
a datem provedeni, avSak experimentalni podminky (vCetné slozeni média, inkubacni teploty

a Cas) byly v obou ptipadech totozné.

4.5.1 Filtrace a ptiprava vzorkil pro analyzu

Po ukonceni kazdé Casové varianty byl obsah vSech lahvi pfefiltrovan ptes filtracni papir
ze sklenénych mikrovladken typu MN GF-2 (Macherey-Nagel, @ 45 mm, velikost port pfiblizné
1 pm) za sniZzeného tlaku pomoci vakuové filtrace s Biichnerovou barkou. Filtra¢ni papir byl

posléze spolu s pevnou fazi zvazen a poté premistén do uzaviratelnych sklenénych zkumavek.

Z kazdého vysledného filtratu bylo odebrano dvakrat 1 ml do sklenéné vialky pro néaslednou
analyzu farmaceutickych latek pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

(LC-MS) a rezidualni inhibi¢ni aktivity (RIL). Ze zbylého média byla za pomoci pH-metru
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stanovena hodnota pH pro kazdy sledovany vzorek. Vialky s odebranymi vzorky byly do vlastni

analyzy uchovavany v mrazicim boxu.

4.5.2 Extrakce farmaceutickych latek ze SCOBY a pteduprava vzork média

Pro analyzu latek s potencialni schopnosti sorpce na povrch krystala Tibi bylo nejprve nezbytné
tyto latky z povrchu krystalt extrahovat. Po filtraci byly krystaly Tibi spolu s filtraénimi papiry
pieneseny do 50ml plastovych konickych zkumavek, do kterych byl nasledné piidan metanol
(MeOH, CHsOH) v takovém objemu, aby byly krystaly zcela ponoifeny. Piesné objemy
pfidaného metanolu byly zaznamenany pro pozdé¢jsi vypocet koncentraci sledovanych latek.
Vzorky byly posléze umistény na 30 min do ultrazvukové 1azné a centrifugovany 10 minut pfi
akceleraci 200 RPM/s?. Metanol byl ptelit do pfedem zvazené 40ml vialky a byl proveden dalsi
cyklus extrakce, pfi¢emz objem extrahované kapaliny byl vzdy pfesn€¢ zaznamenan. Extrakt byl
nasledné odpaten na objem piiblizné 5 ml a pro zjisténi pfesného objemu extraktu byla kazda
vialka opét zvazena. Poté byl 1 ml vzorku pieveden do 2ml LC-MS vialky, centrifugovan (10

minut, 6 000 RPM) a supernatant byl nasledn¢ piendan do inserti k LC-MS analyze.

Vzorky média byly centrifugovany (10 minut, 6 000 RPM), supernatant byl pfendan do insertii

a analyzovan metodou pfimého nasttiku bez dalsi ptedupravy.

4.6 Kwvantitativni stanoveni farmaceutickych latek pomoci LC-MS

Ke stanoveni farmaceutickych latek ve vzorcich byla vyuZzita kapalinovd chromatografie
s hmotnostni detekci (LC-MS), provedena na pftistroji Agilent 6470 Triple Quadrupole LC/MS
(Agilent Technologies, USA). Sledované analyty byly rozdéleny na chromatografické kolon¢
Agilent Poroshell 120 EC-C18 (100 x 3 mm; 2,7 pm) a pfedkoloné stejného typu (5 x 3 mm;
2,7 pm). Mobilni faze obsahovala: (A) 0,5 mM fluorid amonny v MiliQ vodé¢ s piidavkem
0,01 % kyseliny mravenci a (B) 100% methanol. Gradient mobilnich fazi byl nésledujici
(Cas [min], % faze B): 0, 5; 0,5, 5; 3,17, 50; 4,5, 50; 12,5, 100; 14,5, 100; 15,17, 5; 15,83, 5.
Z dtivodu ptitomnosti soli a dalSich nezddoucich sloZzek média, které mohou negativné ovlivnit
funkci hmotnostniho spektrometru (napt. kontaminaci iontového zdroje), byl eluat béhem
prvnich 2,8 minut analyzy odvadén do odpadu. Doba jedné analyzy byla 16,5 minuty, pritok
mobilni faze 0,6 ml/min a objem néstfiku vzorku 2 pl. Teplota v kolonovém prostoru byla
40 °C, teplota zdroje 180 °C a priitok plynu ve zdroji 6 1/min. Data byla vyhodnocena pomoci
softwaru MassHunter Workstation Quantitative Analysis (Agilent, v. 10.0).
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Vysledna koncentrace sledovanych latek v kapalném médiu byla vyjadiena v ng/ml. Zbytkové
mnozstvi daného analytu v celém sytému kapalné médium + pevna faze bylo vyjadieno
v procentech piivodniho mnozstvi. Korigovany objem kapalného média (od pivodnich 140 ml
byl odecten objem, ktery zlstal po filtraci jako soucast SCOBY) byl vynéasoben hodnotou
koncentrace. K tomuto udaji byla pfi¢tena hodnota absolutniho mnozstvi analytu zjisténého

analyzou pevné faze kultury SCOBY.

4.7 Statistické vyhodnoceni dat

Statistickd analyza byla provedena v softwarovém prostiedi RStudio (verze R 4.5.1) s vyuzitim
programovaciho jazyka R. Pro porovnani hodnot pH a dalSich kvantitativnich proménnych
mezi skupinami byla pouzita jednofaktorova analyza rozptylu (ANOVA). Statisticka
vyznamnost byla stanovena na hladiné a = 0,05. V piipad¢ zjisténi vyznamnych rozdili
nasledoval post-hoc test TukeyHSD, pomoci n€¢hoz byly identifikovany konkrétni dvojice

skupin s vyznamné odliSnymi hodnotami.

4.8 Mgéfeni rezidudlni inhibi¢ni aktivity (RIL)

Antibioticky ucinek vyluhti z Tibi krystalit byl hodnocen u vSech ziskanych filtrati pomoci
standardni diskové difuzni metody, konkrétné aplikované za ucelem testovani rezidudlni
inhibi¢ni aktivity (RIL). Tato metoda slouzi ke zjisténi, zda zkoumany vzorek obsahuje zbytky
antibioticky U¢innych latek, které jsou schopny inhibovat rist referen¢niho mikroorganismu
1 po procesu fermentace. Do metodiky byla tato metoda zatazena z diivodu ovéteni vysledka

z ptedeslé LC-MS analyzy.

Jako testovaci mikroorganismus byla pouZita suspenze spor Bacillus subtilis, kultivovana na
zivném agaru DEV. Bakterialni suspenze byla vmichana do zchladlého (avSak jesté tekutého)
agaru tésné pied jeho nalitim do Petrtho misek. Po ztuhnuti agaru byly do jeho povrchu
sterilnim okrajem laboratorni zkumavky vytvoteny otvory, ze kterych byl sterilni pinzetou
odstranén agarovy vyfez. Do téchto otvorli byla vloZena sterilni vata s pfidavkem 400 pl
z kazdého testovaného vzorku v triplikdtech. Petriho misky byly dale inkubovany po dobu
24 hodin pfi teploté 30 °C. Vznik inhibi¢nich zo6n kolem aplika¢niho mista byl interpretovan
jako projev pritomnosti antibioticky uc¢innych latek. Pro ovéfeni platnosti testu byly vzdy
zahrnuty tii typy vzorkl: sterilni fyziologicky roztok jako negativni kontrola, sterilni
antibiotikum (vstupni zasobni roztok) jako pozitivni kontrola a jednotlivé Casové varianty AF,

AS, FF a FS jako zkoumané vzorky.
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5 Vysledky
5.1 Mira degradace farmaceutickych latek pomoci SCOBY

5.1.1 Kontrola pritbéhu fermentace pomoci pH

Pocatecni hodnota pH pro vSechny vzorky byla 3,83+0, jen v ptipadé K2b 5,77+0,04. Primérné
hodnoty pH po ukonc¢eni experimentu zobrazuje obrazek ¢. 4. Ve vzorcich FF (fermentace Tibi,
farmaka) a AF (fermentace Tibi, antibiotika) doSlo po 14 dnech fermentace k signifikantnimu
poklesu pH (na 2,22+0,16 a 2,29+0,19), coz odrazi vysokou metabolickou aktivitu LAB
1 v pritomnosti 1éCiv. Vzorky s inaktivovanou Tibi kulturou (AS, FS) vykazovaly jen minimalni
zmény bez statistické vyznamnosti, coz poukazuje na absenci fermentacni aktivity.
V kontrolnim vzorku K1 (Tibi bez farmak) doslo po ukonceni experimentu k signifikantnimu
poklesu pH (2,09+ 0,01). Zatimco ve varianté K2 (Cisté médium bez Tibi) zlstalo pH u varianty
K2b témér stabilni (5,73%0,22), hodnota pH v pfipad¢ varianty K2a klesla na 2,54+0,11.
U varianty K2 nebyla ani v jednom ptipad¢ métena hodnota pH pro dvoudenni a sedmidenni
variantu, aby nedoslo ke kontaminaci kontrolniho média, proto nejsou tyto varianty zobrazeny
na grafu. Varianta FS (sterilni Tibi, farmaka) po sedmi dnech fermentace nebyla statisticky
hodnocena, protoze dva vzorky z trojice replik byly znehodnoceny kontaminaci a byly déle ze
coz naznacuje, ze ve vzorcich s aktivni SCOBY kulturou probé¢hl fermentacni proces podle

ocCekavani.
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Hodnota pH v médiu
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Obrazek ¢. 4: Hodnoty pH ve fermentovanych a kontrolnich variantdach (FF — fermentace Tibi
+ farmaka, AF — fermentace Tibi + antibiotika, F'S — inaktivované Tibi + farmaka, AS
— inaktivované Tibi + antibiotika, K1 — Tibi + médium, K2a/K2b— médium + farmaka
+ antibiotika) behem 0, 2, 7 a 14 dni. Varianta K2a byla provedena soucasné s hlavnim
experimentem, varianta K2b byla zopakovana po ukonceni pokusu za prisné aseptickych
podminek. Skupiny oznacené malymi pismeny oznacuji statistické rozdily mezi jednotlivymi dny
v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD, p < 0,05).

5.2 Farmaka bez antibiotické aktivity

U vzorkl obsahujicich farmaceutické latky bez antibiotické aktivity nemohla byt u variant
K2 (vstup) a FS (7 dni) vyuZita jednofaktorova ANOVA pro statistické vyhodnoceni z divodu

kontaminace ¢asti vzorkl, které byly z analyzy vylouceny.

17p-estradiolu (E2)

Koncentrace 17p-estradiolu (E2) v kapalném médiu se v ¢asech mezi jednotlivymi variantami
statisticky liSily, jak je vidét na obrazku €. 5. Nejvyssi pocatecni koncentrace byla naméfena
u kontrolniho vzorku K2, zatimco varianty FS a FF vykazovaly niz§i hodnoty. Po dvou dnech
doSlo u vSech vzorkd ke sniZeni koncentrace E2. Po sedmi dnech bylo zaznamenano zvySeni
koncentrace latky v médiu u varianty FF. Po ¢trnacti dnech vSak koncentrace E2 u FF opét

mirné klesla.
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Obrazek ¢. 5: Vyvoj koncentrace 17f-estradiolu (E2) v kapalném médiu v case ve trech
experimentadlnich variantach (FF — fermentace Tibi + farmaka, FS — inaktivované Tibi
+ farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Skupiny oznacené malymi pismeny oznacuji
statistické rozdily mezi jednotlivymi dny v rdamci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD,
p <0,05).

V celém systému (kapalné médium + kultura SCOBY) nedoSlo u 17B-estradiolu (E2)
k vyznamné degradaci ve fermentované varianté FF, jak ukazuje tabulka ¢. 7. Béhem prvnich
dvou dnii sice doslo u této varianty ke snizeni detekovaného mnozstvi, avSak v sedmém
a ve Ctrnactém dni byla koncentrace latky opét vysokd. Tento trend mize souviset
s moznou chybou pfi ptiprave vzorkil nebo pii samotném méfeni, nebot’ nizké koncentrace byly
ve druhém dni zaznamendny 1 u zbylych variant. Sterilni varianta FS vykazovala statisticky
nizsi koncentraci E2 ve druhém dni, ktera vSak zlstala téméf neménna i po sedmi dnech.
Po ¢trnécti dnech byl u FS zaznamenan mirny narast koncentrace. Kontrolni varianta K2
nevykazovala Zadné statisticky vyznamné zmény v case a hladina E2 ziistdvala stabilni

(ptiblizné v rozmezi 48— 52 % pocatecni koncentrace).

Na zakladé té€chto vysledkl nelze potvrdit, ze by fermentace pomoci LAB vedla ke sniZeni

koncentrace E2 v systému.
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Tabulka ¢. 7: Procentualni zustatek 17beta-estradiolu (E2) v systéemu (FF — fermentace Tibi
+ farmaka, FS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velka
pismena oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mala
pismena oznacuji rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD,
p <0,05).

Varianta 2dny (%) £ SD 7 dni (%) £SD 14 dni (%) = SD

FF 53,53 £ 5,53 Ab 96,66 = 3,80 Aa 86,32 £ 6,09 Aa

FS 41,52 £ 2,44 Ab 42,63+ 0,00 56,74 +1,38Ba

K2 48,69 + 0,50 Aa 53,03+ 7,11Ba 52,14 £ 0,64 Ba
Estrone (E1)

Mezi jednotlivymi variantami se koncentrace estronu (E1) v médiu statisticky liSily, jak ukazuje
obrazek ¢. 6. U varianty FS byly koncentrace hormonu E1 ve vSech ¢asovych bodech relativné
vysoké a bez vyrazngjSich zmén v ¢ase. Také kontrolni varianta K2 vykazovala v médiu vysoké
koncentrace ve vSech ¢asovych bodech, s vyjimkou druhého dne, kdy byly namétené hodnoty
ptekvapivé nizké a statisticky se liSily od zbylych dni. Pravdépodobnou pficinou tohoto
odchylujiciho se vysledku byla chyba pii méfeni koncentrace. Oproti tomu fermentovana
varianta FF vykazovala jiZ od druhého dne niz§i hodnoty a ve vSech nasledujicich dnech
si udrzovala statisticky vyznamné& nizs§i koncentrace nez varianty K2 a FS. NejniZ§i koncentrace
E1 byly naméfeny ve fermentované varianté¢ FF po dvou dnech experimentu. Tyto vysledky
naznacuji, Ze ptitomnost aktivni SCOBY kultury vedla k poklesu koncentrace E1 v médiu

vyrazngji nez v piipadé 17f-estradiolu (E2).
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Estrone (E1) - vychozi koncentrace 100 ng/ml
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Obrazek ¢. 6: Vyvoj koncentrace estronu (E1) v Ccase v kapalném médiu ve trech
experimentdlnich variantiach (FF — fermentace Tibi + farmaka, FS — inaktivované Tibi
+ farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Skupiny oznacené malymi pismeny oznacuji
statistické rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD,
p < 0,05).

Procentualni zmény koncentraci v celém systému zobrazuje pro E1 tabulka ¢. 8. Také v tomto
pripad¢ doslo ve varianté FF k vyraznému poklesu latky v systému (rozmezi 7,3 — 9,2 %), coz
je v souladu s vysledky z média. Oproti tomu varianty FS a K2 takové snizeni nevykazovaly.
Varianta FS se ve dvou a sedmi dnech pohybovala s koncentraci na rozmezi 45-47 %
a po Ctrnacti dnech opét mirné stoupla. Kontrolni varianta K2 nevykazovala v Case statisticky

vyznamné rozdily a koncentrace se udrzely mezi 51 — 52 %. Vysledky nasvédcuji tomu,

ze fermentace pomoci LAB snizila koncentraci estronu v celém systému.

Tabulka ¢. 8: Procentualni ziistatek estronu (E1) v systéemu (FF — fermentace Tibi + farmaka,
FS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velkd pismena
oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mala pismena
oznacuji rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD, p < 0,05).

Varianta 2dny (%) £SD 7 dni (%) £SD 14 dni (%) = SD
FF 7,34+0,90Ba 8,25+ 0,56Ba 9,26 + 0,86 ca

FS 45,40 + 2,53 Ab 46,68 = 0,00 58,89 = 1,04 Aa
K2 51,44+ 4,57 Aa 56,25 + 5,60 Aa 52,16 + 2,49 Ba

43



Ethinylestradiol (EE2)

Signifikantni rozdily v koncentraci ethinylestradiolu (EE2) v médiu mezi jednotlivymi
variantami byly zaznamenany prevazné¢ ve druhém dni experimentu, kdy fermentovana varianta
FF vykazovala nizsi hodnoty nez kontrolni skupiny. Vyvoj koncentraci latky v case zobrazuje
obrazek €. 7. Vstupni koncentrace byly u vSech variant podobné, pouze u varianty K2 byly
vyssi. Po dvou dnech se koncentrace EE2 v médiu snizila ve vSech variantach, pticemz nejnizsi
hodnota byla naméfena ve fermentované variant¢ FF. Po sedmi dnech doSlo ke snizeni
koncentrace u sterilni varianty FS, zatimco koncentrace ve fermentované varianté FF opét
vzrostla. Po ¢trnécti dnech se koncentrace ve fermentované varianté opét mirné snizila, zatimco
v nefermentované variant¢ FS mirné vzrostla. V tomto case jiz mezi skupinami nebyly
zaznamenany zadné statisticky vyznamnéj$i rozdily. Vysledky naznacuji, ze fermentacni
kultura mohla kratkodobé pfispét ke snizeni koncentrace EE2, avSak tento efekt nebyl

dlouhodoby ani vyrazné patrny.

Ethinylestradiol (EE2) - vychozi koncentrace 100 ng/ml

h g I a""i’af
T

Cas (dny)

D N
o o o

]
o
o

koncentrace (ng/ml)
BN W b
o O O o
H o

o

K2 =FS " FF

Obrazek ¢. 7: Vyvoj koncentrace ethinylestradiolu (EE2) v kapalném médiu v case ve trech
experimentdlnich variantach (FF — fermentace Tibi + farmaka, FS — inaktivované Tibi
+ farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Skupiny oznacené malymi pismeny oznacuji
statistické rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD,
p <0,05).

Procentudlni zastoupeni ethinylestradiolu (EE2) v celém systému zndzoriiuje tabulka €. 9. Ani
zde se nepotvrdilo, Ze by fermentovand varianta FF vedla k vyraznému sniZeni koncentrace

latky v Case. Podobné jako v médiu doslo u FF ke sniZzeni koncentrace ve druhém dni

experimentu, nasledné se vSak hladina EE2 opét zvysila. Mezi sedmym a ¢trnactym dnem se
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koncentrace jiz statisticky vyznamné neménila a ustalila se v rozmezi 60—69 %. Naopak
kontrolni varianty FS a K2 vykazovaly po celou dobu nizsi ziistatkové koncentrace EE2
nez fermentovana varianta. Vysledky tedy nenaznacuji, ze by fermentace s aktivni Tibi kulturou
vedla k G¢innému odbouravani estradiolu v systému. Kratkodoby pokles ve druhém dni mohl

byt zpiisoben laboratorni chybou pii méfeni.

Tabulka ¢. 9: Procentudlni zustatek ethinylestradiolu (EE2) v systéemu (FF — fermentace Tibi
+ farmaka, FS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velka
pismena oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mala
pismena oznacuji rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD,
p <0,05).

Varianta 2dny (%) £SD 7 dni (%) £SD 14 dni (%) £ SD
FF 38,97 £4,43 Ab 69,43 £5,07 Aa 60,85+ 5,58 Aa
FS 42,09 +2,75Ab 41,14+ 0,00 51,71+ 0,75Aa
K2 48,71 +4,21Aa 49,14 +7,89Ba 54,27 £ 1,75 Aa
Paracetamol

Koncentrace paracetamolu se mezi jednotlivymi variantami v médiu statisticky vyznamné
lisily. Jak je vidét na obrazku €. 8, na pocatku experimentu byly hodnoty koncentraci v médiu
ve vSech variantach relativné vysoké, pficemz varianta K2 dosahovala nejvyssich hodnot.
zaznamenana u fermentované varianty FF. Po sedmi dnech byla koncentrace u varianty FF
naopak nejvyssi, zbylé kontrolni varianty se témét neménily. Po Ctrnacti dnech se koncentrace
ve vSech variantach opét mirn€ zvysily ovSem bez statistické vyznamnosti. Vysledky implikuyi,
ze chovani paracetamolu ve sledovaném systému bylo proménlivé a nelze z né€j jednoznaéné

vyvodit vliv fermentacni kultury na jeho degradaci nebo sorpci na povrch biofilmu.
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Paracetamol - vychozi koncentrace 10 ng/ml
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Obrazek ¢. 8: Vyvoj koncentrace paracetamolu v kapalném médiu v case ve trech
experimentdlnich variantich (FF — fermentace Tibi + farmaka, FS — inaktivované Tibi
+ farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Skupiny oznacené malymi pismeny
oznacuji statistické rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD,
p <0,05).

Tuto skutecnost potvrzuje i vyvoj koncentrace paracetamolu v celém systému, zndzornény
v tabulce ¢. 10. Také zde lze pozorovat pokles koncentrace ve fermentované varianté¢ FF
ve druhém dni experimentu, nicméné v sedmém a ¢trnactém dni byly naméfené hodnoty opét
vyrazné vyssi. Tento kratkodoby pokles mohl byt zptisoben chybou pfi ptipraveé vzorku nebo
pfi samotném méfeni. Podobny vyvoj byl zaznamenan 1 u sterilni varianty FS, kde po poklesu
ve druhém dni nésledovalo op&tovné zvyseni koncentrace. Naopak kontrolni varianta K2
si po celou dobu experimentu udrZovala stabilni koncentraci paracetamolu v systému v rozmezi
78— 81 %, bez statisticky vyznamnych rozdili v case. Na zédkladé téchto vysledkd nelze
potvrdit, Ze by pfitomnost aktivni fermentacni kultury LAB vyznamné pfispéla ke sniZeni

koncentrace paracetamolu v systému.

Tabulka ¢. 10: Procentualni zustatek paracetamolu v systéemu (FF — fermentace Tibi + farmaka,
FS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velkd pismena
oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mala pismena
oznacuji rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD, p < 0,05).

Varianta 2dny (%) £SD 7 dni (%) £SD 14 dni (%) = SD
FF 61,10+ 6,61Bc 98,27 1,21 Aa 83,84+ 1,01Ap
FS 66,27 + 2,64 ABb 69,90 £ 0,00 86,03+ 2,07 Aa
K2 78,56 + 4,99 Aa 79,90 + 10,72 Aa 80,38+ 1,60 Aa
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Diklofenak

Vyvoj koncentrace diklofenaku v kapalném médiu zobrazuje obrazek ¢. 9. Koncentrace
diklofenaku v médiu se mezi jednotlivymi variantami statisticky vyznamné liSily. Na zacatku
experimentu byla nejvyssi koncentrace zaznamenana u kontrolni varianty K2, zatimco FS a FF

mély nizsi, ale statisticky srovnatelné hodnoty. Po dvou dnech doslo ke snizeni koncentrace

cvwr

cvwvr

ve varianté FF, kterd se statisticky vyznamné liSila od obou zbylych variant.
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Obrazek ¢. 9: Vyvoj koncentrace diklofenaku v kapalném médiu v case ve trech
experimentdlnich variantach (FF — fermentace Tibi + farmaka, FS — inaktivované Tibi
+ farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Skupiny oznacené malymi pismeny oznacuji
statistické rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD, p < 0,05).
Z procentudlniho zlstatku diklofenaku v systému (tabulka €. 11) je patrné, ze ve fermentované
varianté¢ FF doslo jiz po dvou dnech experimentu k vyraznému poklesu koncentrace latky, ktery
byl nasledné sedmy den ¢astecné vyrovnan, avsak po ¢trnacti dnech ztistavalo v systému pouze
42,90 + 3,46 % ptvodni koncentrace. Ve sterilni varianté FS se koncentrace ustélila jiz po dvou
dnech na pfiblizn€¢ 50 % a v této hladin¢ setrvala az do konce experimentu. Oproti tomu
u kontrolni varianty K2 byl zaznamenan statisticky vyznamny pokles v Case — zatimco
ve druhém dni zlstévalo v systému ptiblizné 70 % pivodni koncentrace, v sedmém i ¢trnactém

dni klesla tato hodnota pod 50 %. Vysledky naznacuji, Ze fermentace pomoci LAB mohla
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prispét k degradaci diklofenaku, nicmén¢ vzhledem k poklesu koncentrace i v sterilni kontrole

K2 nelze vyloucit, ze k rozkladu latky dochézelo také samovolné.

Tabulka ¢. 11: Procentualni zustatek diklofenaku v systemu (FF — fermentace Tibi + farmaka,
FS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velkd pismena
oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mala pismena
oznacuji rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD, p < 0,05).

Varianta 2dny (%) £ SD 7 dni (%) £SD 14 dni (%) £SD

FF 49,48 £ 2,63 Bb 80,32+ 1,98 Aa 42,90 = 3,46 Bb

FS 51,37+2,858Ba 47,98 0,00 55,95+ 1,91 Aa

K2 70,47 £ 6,04 Aa 62,75 + 8,02 Bab 48,37 = 3,03 ABb
Karbamazepine

['u karbamazepinu opét doslo ke statisticky vyznamnému rozdilu mezi jednotlivymi variantami
v kapalném médiu (obrazek ¢. 10). Na zacatku experimentu byly hodnoty koncentraci v médiu
u vSech variant srovnatelné. Po dvou dnech doslo ke zvySeni koncentrace u kontrolni varianty
K2, ktera se statisticky vyznamné liSila od ostatnich vzorkii. Opét se pravdépodobné jednalo
o chybu pfi méfeni. Ve variantach FS a FF zistala koncentrace naopak nizké. Po sedmi dnech
byly hodnoty koncentraci napii¢ variantami opét vyrovnanéjsi, pficemz nejvyssi koncentrace
byla zaznamenana u fermentované varianty FF. Posledni Ctrnacty den byly koncentrace
ve vSech variantach srovnatelné a bez vyznamnéjSich rozdilt. Vysledky ukazuji, Ze koncentrace

karbamazepinu v médiu kolisaly v ¢ase bez jasné patrného vlivu fermenta¢ni kultury.
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Obrazek ¢. 10: Vyvoj koncentrace karbamazepinu v kapalném médiu v case ve trech
experimentdlnich variantiach (FF — fermentace Tibi + farmaka, FS — inaktivované Tibi
+ farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Skupiny oznacené malymi pismeny oznacuji
statistickeé rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD, p < 0,05).
Toto kolisani potvrzuji i udaje z tabulky ¢&. 12, kterd ukazuje procentudlni zlstatky
karbamazepinu v celém systému. Ve fermentované varianté FF doslo ke kratkodobému snizeni
koncentrace ve druhém dni experimentu, ndsledné¢ se vSak hodnoty sedmy den opét zvysily
a ve Ctrnactém dni zGstaly stabilni bez statisticky vyznamné zmény. Podobny vyvoj byl
zaznamenan také ve sterilni varianté FS, kde byla patrnd mirnd zména ve druhém dni, ale
nasledné se koncentrace ustalila. U kontrolni varianty K2 lze sledovat mirny pokles v Case,
avSak ani zde nebyla prokdzana statisticky vyznamnd zména. Vysledky naznacuji,
ze koncentrace karbamazepinu v systému v prubéhu casu kolisaly bez zjevného vlivu

fermentace.

Tabulka ¢. 12: Procentualni ziistatek karbamazepinu v systéemu (FF — fermentace Tibi
+ farmaka, FS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velka
pismena oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mala
pismena oznacuji rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD,
p <0,05).

Varianta 2dny (%) £ SD 7 dni (%) £SD 14 dni (%) £SD
FF 56,33 + 6,52 Ab 93,20+ 1,48 Aa 80,48 + 6,55 Aa
FS 58,51+ 2,80 Ab 62,44 = 0,00 69,98 + 0,57 ABa
K2 70,26 = 4,33 Aa 72,45+ 10,24 Ba 64,09 + 0,06 Ba
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Gabapentin

Ve sledovaném obdobi byly u gabapentinu zaznamenany statisticky signifikantni rozdily mezi
jednotlivymi variantami v kapalném médiu (obrazek ¢. 11). Na pocatku experimentu byly
koncentrace ve vsech skupinich vysoké a pomérné vyrovnané. Po dvou dnech doslo
k vyraznému poklesu koncentrace ve varianté K2, coz mohlo byt zptisobeno chybou v méteni.
V ostatnich variantich klesly hodnoty jen velmi mirn€¢. Sedmy den experimentu pfinesl
opctovné zvyseni koncentraci ve vSech variantach, pficemz nejvyssi hodnota byla naméfena
u fermentované varianty FF. Po ¢trnécti dnech se koncentrace ve variantach FS a FF ustalily
na podobné urovni, kterd byla vyssi nez na vstupu. Koncentrace ve variant¢ K2 ziistala témét

stejnd jako v sedmém dni.
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Obrazek ¢. 11: Vyvoj koncentrace gabapentinu v kapalném médiu v case ve trech
experimentdlnich variantach (FF — fermentace Tibi + farmaka, FS — inaktivované Tibi
+ farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Skupiny oznacené malymi pismeny oznacuji
statistické rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD, p < 0,05).
Podobné chovani gabapentinu popisuje 1 tabulka ¢. 13 s procentudlnimi zistatky latky
v ruznych Casech. Ve varianté FF je opét vidét pokles po dvou dnech experimentu. Tento
pocatecni pokles ale opét vzrostl sedmy den a od té doby se jiz do konce experiemntu drzel
na podobné Urovni bez statisticky vyznamné zmény. Zajimavy pribéh byl pozorovan u varianty
FS, kde doslo rovnéz k poklesu po dvou dnech, sedmy den koncentrace narostla jen mirné, ale
¢trnacty den doSlo k opétovnému zvySeni hodnot. Kontrolni varianta K2 se po celou dobu
experimentu pohybovala v rozmezi hodnot 74-75 % a procentudlni zistatky nevykazovaly

zadné statisticky vyznamné rozdily. Vysledky z kapalného média (obrazek €. 11) i z celkové
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bilance (tabulka ¢. 13) vypovidaji o kolisavém chovani gabapentinu v pribéhu experimentu

a prokazatelny vliv fermentace na pokles koncentrace latky nelze stanovit.

Tabulka ¢. 13: Procentudlni zustatek gabapentinu v systemu (FF — fermentace Tibi + farmaka,
FS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velkd pismena
oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mala pismena
oznacuji rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD, p < 0,05).

Varianta 2 dny (%) =SD 7 dni (%) =SD 14 dni (%) = SD

FF 60,10+ 7,25 Ab 98,33+ 0,71 Aa 90,71+ 3,24 Aa

FS 64,85 + 2,49 Ab 68,65+ 0,00 85,45 + 1,56 ABa

K2 75,03+ 3,95 Aa 77,75+ 11,85 Aa 77,88+ 0,65Ba
Ibuprofen

Statisticky vyznamné rozdily v koncentracich ibuprofenu mezi jednotlivymi variantami byly
zaznamenany v kapalném médiu v nékolika Casech, zejména ve druhém a ¢trnactém dni
(obrazek ¢. 12). Na zacatku byly koncentrace ve vSech skupinach relativné vysoké, pfi¢emz
nejvyssi hodnota byla zaznamenana u kontrolni varianty K2. Po dvou dnech doslo ke snizeni
koncentrace ve vSech variantach, pfi¢emz nejnizs$i hodnota byla namétfena u fermentované
varianty FF. Sedmy den se koncentrace ve vSech skupinach opét zvysily a rozdily mezi nimi
byly méné vyrazné. Tento den také doslo k opétovnému navyseni koncentrace latky v kapalném
médiu u varianty FF. Po ¢trnacti dnech zlstaly koncentrace u variant K2 a FS stabilni, zatimco
u fermentované varianty FF doSlo k opétovnému poklesu, ktery se statisticky vyznamné 1iSil

od ostatnich.
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Obrazek ¢. 12: Vyvoj koncentrace ibuprofenu v kapalném médiu v case ve trech
experimentdlnich variantach (FF — fermentace Tibi + farmaka, FS — inaktivované Tibi
+ farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Skupiny oznacené malymi pismeny oznacuji
statisticke rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD, p < 0,05).
Pfi porovnani chovani varianty FF v systému (tabulka ¢. 14) lze pozorovat prudky pokles
hodnot po dvou dnech experimentu, nasledovany opétovnym nartistem procentualniho ztstatku
sedmy den, a predev§im opetovnym poklesem ctrnacty den, kdy byl pokles zaznamenan jak
v kapalném médiu, tak i ve zbytku systému. Oproti tomu kontrolni varianty FS a K2
nevykazovaly po celou dobu zadné vyrazné ani statisticky signifikantni zmény koncentraci
v systému.Vysledky tak naznacuji, Ze fermentacni kultura mohla pfispét k postupnému

snizovani koncentrace ibuprofenu, a to zeyména v pozdé&jsi fazi experimentu.

Tabulka ¢. 14: Procentualni ziistatek ibuprofenu v systému (FF — fermentace Tibi + farmaka,
FS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velkd pismena
oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mala pismena
oznacuji rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD, p < 0,05).

Varianta 2dny (%) =SD 7 dni (%) £SD 14 dni (%) = SD
FF 45,20+ 2,52Bb 75,94 + 0,34 Aa 55,93 + 10,08 Ab
FS 59,80 + 2,82 Aa 60,43+ 0,00 67,49+ 0,59 Aa
K2 69,19+ 4,72 Aa 68,53 8,21 Aa 68,94 = 1,23 Aa
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Naproxen

Statisticky signifikantni rozdily mezi variantami se v kapalném médiu u naproxenu vyskytly
jen v nékterych dnech, konkrétné ve druhém a CEtrnactém dni (obrazek ¢. 13). Vstupni
koncentrace naproxenu byly mezi skupinami FS a FF podobné, varianta K2 naopak vykazovala
koncentrace mnohem vyssi. Ve druhém dni experimentu se koncentrace dale vyznamné zvysila
u sterilni varianty FS, a naopak vyrazné klesla u fermentované varianty FF. Déle v sedmém dni
doslo k opétovnému snizeni varianty FS, a naopak k opétovnému zvySeni varianty FF.
Ve ¢trnactém dni se hodnoty ve vSech variantach navzajem pfiblizily koncentraci naméfené na

vstupu.
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Obrazek ¢. 13: Vyvoj koncentrace naproxenu v kapalném médiu v Ccase ve tirech
experimentdlnich variantach (FF — fermentace Tibi + farmaka, FS — inaktivované Tibi
+ farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Skupiny oznacené malymi pismeny oznacuji
statistické rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD, p < 0,05).
Ackoliv vysledky z kapalného média (obrazek €. 13) naznacuji, Ze varianta FF kratkodobé
piispéla ke snizeni koncentrace latky, procentudlni zistatky ze systému (tabulka ¢. 15) tuto
teorii vyvraceji. Jak ukazuje tabulka, koncentrace v systému klesla po dvou dnech, ale sedmy
den opét vyrazné stoupla témet na pocatecni hodnotu naproxenu. Ve ¢trnactém dni lze sledovat
mirny pokles koncentrace. U varianty FS byl pozorovan pokles po dvou dnech, avSak
v nasledujicich dnech koncentrace latky v systému opét narostla. Varianta K2 si po celou dobu

experimentu udrzovala stabilni koncentraci bez statisticky vyznamnych zmén.
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Vliv fermentace na sniZeni mnozstvi naproxenu v experimentu nebyl prokdzan, nicméné
po ¢trnacti dnech lze pozorovat mirny pokles koncentrace. Pro potvrzeni nebo vyvraceni této

tendence by byl vhodny dalsi a del$i experiment.

Tabulka ¢. 15: Procentudlni zustatek naproxenu v systemu (FF — fermentace Tibi + farmaka,
FS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velkd pismena
oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mala pismena
oznacuji rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD, p < 0,05).

Varianta 2dny (%) £ SD 7 dni (%) £SD 14 dni (%) £SD

FF 53,28 + 4,97 Bb 95,46 + 2,59 Aa 70,31+ 10,96 Ab

FS 65,61 + 3,79 ABb 67,77 0,00 83,63+ 0,87 Aa

K2 76,93+ 5,35 Aa 76,33+ 11,32 Aa 79,90 + 3,30 Aa
Tramadol

V piipadé¢ tramadolu byly v kapalném médiu (obrazek ¢. 14) béhem experimentu pozorovany
rozdily mezi jednotlivymi variantami, pficemz statisticky vyznamné rozdily byly potvrzeny pfi
vstupu a ve druhém dni experimentu. Vstupni koncentrace byly mezi skupinami viceméné
srovnatelné, pouze varianta FF vykazovala nizsi hodnotu. Ve druhém dni doslo u vSech variant
ke snizeni koncentrace. Nejvys§i hodnota tramadolu byla zaznamendna sedmy den
u fermentované varianty FF, pficemz v tomto bod¢ byl zdroven potvrzen statisticky vyznamny
rozdil vici ostatnim skupindm, jejichz koncentrace se po piedchozim poklesu rovnéz zvysily.

Po ¢trnacti dnech byly koncentrace tramadolu ve vSech variantach statisticky srovnatelné.

Tramadol - vychozi koncentrace 10 ng/ml
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Obrazek ¢. 14: Vyvoj koncentrace tramadolu v kapalném médiu v case ve trech
experimentdlnich variantach (FF — fermentace Tibi + farmaka, FS — inaktivované Tibi +
farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Skupiny oznacené malymi pismeny oznacuji
statisticke rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD, p < 0,05).
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Chovani tramadolu v celém systému je znazornéno v tabulce €. 16. Také zde doslo u varianty
FF ve druhém dni ke kratkodobému snizeni koncentrace latky, které bylo statisticky vyznamné
ve srovnani s ostatnimi casovymi body. V sedmém a ¢trnactém dni vSak koncentrace opét

vzrostla, coz nenaznacuje, Ze by fermentace vedla ke snizeni mnozstvi farmaka v systému.

U varianty FS byl rovnéz pozorovan pokles ve druhém dni, nasledovany op€tovnym navysenim
procentualniho ztstatku v dalSich fazich experimentu. Hodnoty u kontrolni varianty K2 se
po celou dobu statisticky vyznamné neménily a pohybovaly se kolem 70 % pivodni
koncentrace tramadolu. Celkové vysledky ukazuji kolisavy vyvoj koncentrace tramadolu bez

prokazatelného efektu fermentace.

Tabulka ¢. 16: Procentudlni ziistatek tramadolu v systému (FF — fermentace Tibi + farmaka,
FS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velkd pismena
oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mala pismena
oznacuji rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD, p < 0,05).

Varianta 2dny (%) £ SD 7 dni (%) £SD 14 dni (%) £ SD
FF 55,99 + 6,63 Ab 93,54+ 1,76 Aa 88,78 + 3,16 Aa
FS 59,67 + 2,57 Ab 63,74+ 0,00 79,06 + 0,27 Ba
K2 69,77 £ 4,30 Aa 72,47 £ 11,06 Aa 73,78 +0,758Ba

Na zékladé vyse uvedenych vysledkl Ize konstatovat, ze varianta FF s zivou kulturou LAB
vedla v experimentu k signifikantnimu snizeni koncentrace estronu (E1), diklofenaku

a ibuprofenu.

5.3 Farmaka s antibiotickou aktivitou

Azithromycin

Rozdily v koncentraci azithromycinu mezi jednotlivymi variantami v kapalném médiu byly
béhem experimentu statisticky vyznamné (obrazek ¢. 15). Vstupni koncentrace byla u vSech
skupin srovnatelna, pouze u sterilni varianty AS byla niz$i. JiZz po dvou dnech doslo
u fermentované varianty AF ke statisticky signifikantnimu poklesu koncentrace. SniZzeni bylo
zaznamenano také u variant AS a K2. Vsedmém dni koncentrace azithromycinu
ve fermentované varianté¢ AF klesla aZ pod detekéni limit. U kontrolni varianty K2 k poklesu
sedmy den také doslo, ale pod detekénim limitem byla u této varianty koncentrace latky az den
¢trnacty. U varianty AS byla pozorovdna jen pozvolna degradace s mirnym navySenim

v sedmém dni bez statisticky vyznamnych zmén oproti hodnotam na vstupu.
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Obrazek ¢. 15: Vyvoj koncentrace azithromycinu v kapalném médiu v case ve trech
experimentdlnich variantich (AF — fermentace Tibi + farmaka, AS — inaktivované Tibi
+ farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Skupiny oznacené malymi pismeny oznacuji
statistické rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD, p < 0,05).
Jak ukazuje tabulka ¢. 17, procentudlni ziistatek azithromycinu v systému vyrazné poklesl
u varianty AF jiz po dvou dnech experimentu. Po sedmi dnech doslo u této varianty k Gplné
degradaci antibiotika ze systému. Pozvolna degradace byla pozorovana i ve varianté¢ K2, kde
vSak byla latka stale detekovatelna jest¢ sedmy den. Naproti tomu varianta AS si udrZovala
pomérné stabilni koncentraci antibiotika po celou dobu bez statisticky vyznamnych zmén

a k degradaci zde nedoslo.

Vysledky naznacuji, Ze azithromycin podléha rozkladu i bez ptitomnosti kultury LAB (varianta
K2), avSak ve fermentované varianté AF byl pokles koncentrace rychlejsi. Z tabulky 17 vyplyva
zajimavy poznatek, Ze v ptfitomnosti sterilni SCOBY kultury zlstdva mnoZstvi azitromycinu

v celém systému stabilni po celou dobu experimentu.

Tabulka ¢. 17: Procentudlni zustatek azithromycinu v systéemu (AF — fermentace Tibi +
farmaka, AS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velka
pismena oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mala
pismena oznacuji rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD,
p < 0,05).

Varianta 2dny (%) =SD 7 dni (%) £SD 14 dni (%) = SD
AF 49,39+ 2,49Ba 0,00+ 0,00Bb 0,00 +0,008Bb
AS 88,75+ 12,04 Aa 96,16 = 8,35 Aa 81,52+ 5,71 Aa
K2 96,46 = 2,39 Aa 7,10 £6,20Bb 0,00 +0,00Bb
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Klarithromycin

Statisticky signifikantni byly 1 rozdily v koncentracich v kapalném médiu u klatihromycinu
(obrazek €. 16). Na vstupu byly koncentrace ve vSech variantach podobné a pomérné vysoké.
Po dvou dnech doslo k prudkému poklesu koncentrace latky v kapalném médiu ve varianté AF,
kterd se vyrazné¢ statisticky liSila od sterilni varianty AS i kontroly K2. V sedmém byla jiz
koncentrace latky u varianty AF pod detek¢nim limitem, kde ziistala 1 po ¢trnacti dnech
od zacatku experimentu. Podobné vysledky vysly 1 u kontroly K2, v niZ byla koncentrace
v kapalném médiu v sedmém dni experimentu zméfena jen ve velmi malém mnozstvi
a ve Ctrnactém dni experimentu byla jiz latka ve varianté K2 pod mezi detekce. Ve sterilni
variant¢ AS se hodnoty v kapalném médiu v sedmém i ¢trnactém dni pohybovaly v nasobné

vyssich koncentraci, 1 kdyz také postupné klesaly.
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Obrazek ¢. 16: Vyvoj koncentrace klarithromycinu v kapalném médiu v case ve trech
experimentdlnich variantach (AF — fermentace Tibi + farmaka, AS — inaktivované Tibi
+ farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Skupiny oznacené malymi pismeny oznacuji
statistickeé rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD, p < 0,05).
Velmi zajimavy vyvoj ukazuje fermentovand varianta AF v tabulce €. 18, kterd znazoriuje
procentudlni zlstatek klarithromycinu v systému. Jiz po dvou dnech se koncentrace antibiotika
u této varianty pohybovala pod 10 % plivodni hodnoty a v sedmém i ¢trnactém dni byla jiz pod

detekénim limitem.

Také u varianty K2 dochéazelo k postupnému poklesu. Klarithromycin byl v této varianté
v systému detekovan jesté po dvou dnech kultivace v podstatné vyssi koncentraci nez u varianty

AF, sedmy den bylo ve variant¢ jiZ jen jeho zbytkové mnozstvi a ¢trnacty den obsah antibiotika
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z této varianty jiz klesl pod mez detekce. Postupny pokles byl pozorovan i u sterilni varianty
AS, kde dochazelo ke statisticky vyznamnym rozdilim napfi¢ ¢asovymi body. Po ¢trnacti
dnech se koncentrace ve varianté¢ AS snizila na 21,53 + 0,76 % oproti ptivodni vstupni

koncentraci.

Vysledky naznacuji, Ze varianta AF s aktivni kulturou LAB mohla pfispét k rychlejSimu snizeni
koncentrace klarithromycinu pod detek¢ni limit. K eliminaci antibiotika vSak doslo 1 u varianty
K2 bez aktivni kultury, pouze s vyraznym ¢asovym odstupem. Také u sterilni varianty AS
dochazelo k postupnému snizovani koncentrace latky v systému, coz naznacuje pfirozeny
rozklad klarithromycinu v Case opét s pozorovanym protektivnim ucinkem sterilni biomasy

kultury SCOBY.

Tabulka ¢. 18: Procentualni zustatek klarithromycinu v systemu (AF — fermentace Tibi
+ farmaka, AS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velka
pismena oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mala
pismena oznacuji rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD,
p <0,05).

Varianta 2 dny (%) =SD 7 dni (%) £SD 14 dni (%) = SD

AF 8,88+ 1,72Ba 0,00 +0,008Bb 0,00+ 0,008Bb

AS 47,33 +0,95 Aa 36,30+ 1,38 Ab 21,53+0,76Ac

K2 53,09 + 3,62 Aa 0,67 +0,36Bb 0,00 +0,00Bb
Erythromycin

U erythromycinu byl béhem experimentu pozorovan rychly pokles koncentrace ve vSech
variantach v kapalném médiu (obrazek €. 17), pticemz mezi skupinami se vyskytly statisticky
signifikantni rozdily. Vstupni koncentrace byly nejvyssi u kontrolni varianty K2, zatimco
fermentovana varianta AF vykazovala jiz od po¢atku mnohem niz§i hodnoty. Po dvou dnech
klesly koncentrace v kapalném médiu vyrazné u vSech variant K2, AS 1 AF. V sedmém
1 ve ¢trnactém dni se koncentrace v médiu ve varianté K2 i AF jiz vyskytovaly pod detekénim
limitem, zatimco ve variant€¢ AS byly v obou téchto dnech hodnoty rovnéZ nizké, ale stile

detekovatelné.
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Obrazek ¢. 17: Vyvoj koncentrace erythromycinu v kapalném médiu v case ve trech
experimentdlnich variantach (AF — fermentace Tibi + farmaka, AS — inaktivované Tibi
+ farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Skupiny oznacené malymi pismeny oznacuji
statistickeé rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD, p < 0,05).
Velkou miru rozpadu erythomycinu potvrzuje i tabulka ¢. 19 s procetnualnimi zlstatky latky
v jednotlivych ¢asech. Nejrychlejsi ubytek byl zaznamendn ve varianté¢ AF s aktivni kulturou
LAB, kde bylo jiz po dvou dnech detekovdno méné neZ 1 % pivodni koncentrace.
V nésledujicich dnech jiz antibiotikum ve vzorku detekovano nebylo. Podobny pribéh byl
pozorovan také u kontrolni varianty K2, u niz koncentrace latky klesla na ptiblizné¢ 1 % jiz
po dvou dnech a dale zlstavala pod detekénim limitem. Ve sterilni varianté¢ AS dos$lo rovnéz
k vyraznému snizeni koncentrace béhem prvnich dvou dni, nicméné po zbytek experimentu
zde obsah antibiotika ziistaval na nizké, ale stale detekovatelné urovni. Vysledky naznacuji,
ze v piipad¢ erytrhomycinu probihal jeho rozklad v systému i bez ptitomnosti LAB, coz
naznacuje samovolnou degradaci latky v ¢ase a opét ur€ity, ikdyz slabsi protektivni vliv sterilni

biomasy kultury SCOBY.

Tabulka ¢. 19: Procentudlni zustatek erythromycinu v systéemu (AF — fermentace Tibi +
farmaka, AS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velka
pismena oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mala
pismena oznacuji rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD,
p <0,05).

Varianta 2dny (%) =SD 7 dni (%) £SD 14 dni (%) = SD
AF 0,42+0,11Ba 0,00 +0,008Bb 0,00 +0,008Bb
AS 1,10+ 0,22 Aa 0,91 £ 0,03 Aa 0,71+0,12 Aa
K2 0,96 £ 0,01 Aa 0,00 +0,008Bb 0,00 +0,008Bb

59




Na zéklad¢ vySe popsanych dat 1ze konstatovat, Ze v§echny tfi antibiotické latky (azithromycin,
klarithromycin i erythromycin) béhem experimentu vyrazné degradovaly, a to i v kontrolnich
vzorcich K2 bez pfitomnosti LAB. U Zadného z antibiotik nedoslo ke snizeni koncentrace pod
detek¢ni limit ve sterilni variant¢ AS, coz naznacuje, ze pokles koncentraci u varianty AF
v kapalném médiu s aktivni mikrobidlni kulturou nebyl zplisoben pouze sorpci na povrch

celulozy Tibi krystalll, ale fermentacni aktivitou kultury.

Vysledky rovnéz ukazuji, Zze u sledovanych antibiotik mtize vyznamnou roli sehravat spontanni
chemicky rozklad antibiotik v prostfedi. Pfitomnost aktivni fermentacni kultury LAB vSak
u azithromycinu a klarithromycinu vedla k rychlejsi degradaci, coz mize svédcit o synergickém

efektu spontanni degradace a mikrobidlni aktivity.
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5.4 Rezidualni inhibi¢ni aktivita (RIL)

Tato metoda byla zafazena do experimentu za ucelem ovéieni vysledki ziskanych pomoci
LC —MS analyzy. Po 24hodinové inkubaci na plotnach s agarem (DEV) a suspenzi spor
Bacillus subtilis nebyla u zddného z hodnocenych triplikat ¢asovych variant (AF, FF, AS, FS)
ani u negativni kontroly (fyziologicky roztok) pozorovana inhibi¢ni zéna. Naopak u pozitivni
kontroly (sterilni zdsobni roztok antibiotik) byla detekovana inhibi¢ni zéna o primérné

velikosti 2 cm, coz potvrzuje spravnou funkci testu. Vysledek vybranych variant testu RIL je

znazornén na obrazku ¢. 18.

Obrazek ¢. 18: Porovnani velikosti inhibicnich zon vzniklych piisobenim sterilniho
fyziologického roztoku (negativni kontrola, vlevo), sterilniho roztoku antibiotik (pozitivni
kontrola, uprostred) a sedmidenni varianty AS (inaktivované Tibi + antibiotika, vpravo) na riist
Bacillus subtilis.
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6 Diskuse

Tato diplomova prace se zabyvala moznostmi vyuziti mlééné fermentace k biodegradaci
vybranych farmaceutickych latek a antibiotik ze skupiny PPCPs. Uvahy nad potencialnim
vyuzitim mlécné fermentace jako predipravné technologie reflektuji potfebu omezit ptitomnost
mikropolutantli a gena antibiotické rezistence v odpadnich vodach a kalech urcenych
k zemédélskému vyuziti. Hlavnim cilem experimentu bylo ovéfit, zda bakterie mlécného
kvaSeni pfitomné v Tibi krystalech, které patii mezi symbiotické kultury SCOBY, vykazuji
schopnost rozkladu vybranych mikropolutanti ze skupiny PPCPs za definovanych podminek.
Tento pokus je soucasti projektu zamétené¢ho na eliminaci mikropolutantii ze skupiny farmak
a genli antibiotické rezistence z odpadnich vod a zejména Cistirenského kalu pomoci
biologickych metod. Vzhledem k technologickym i praktickym omezenim pfimého nasazeni
kultury SCOBY do realného prostiedi byl tento systém zvolen pouze pro laboratorni modelovy
experiment, ktery umoznoval kontrolu fermenta¢nich podminek a usnadnil tak interpretaci

procestl v systému.

V ramci experimentdlniho uspotfadani byly sledovany nejen zmény koncentrace 1é€iv, ale také
parametry, které signalizuji pribeh fermenta¢niho procesu a aktivitu mikroorganismti. Vyrazny
pokles pH ve vzorcich s aktivni Tibi kulturou (AF, FF, K1) potvrzuje, Ze fermentace probihala
jak v pfitomnosti farmaceutickych latek, tak i1 antibiotik. Snizené pH béhem procesu
je pravdépodobné disledkem produkce organickych kyselin, zejména kyseliny mlécné
a octoveé, coz odrazi vysokou metabolickou aktivitu laktobacilii. Stabilni nebo jen mirné se
ménici pH v kontrolnich variantach bez aktivni kultury (FS, AS, K2) tak potvrdilo,
ze k fermentaci a nasledné acidifikaci dochéazi vyhradné v pfitomnosti Zivotaschopné SCOBY.
Tato zjiSténi zaroven navazuji na tvrzeni Machala (2008), Ze pokles pH Ize vnimat jako
spolehlivy indikator metabolické aktivity fermentacni kultury. Pro jednoznaéné potvrzeni,
ze fermentace ve variantach AS, FF a K1 skute¢né probihala 1 za ztiZenych podminek
zpiisobenych pfitomnosti 1é€iv, by bylo vhodné pii piipadné replikaci experimentu doplnit
méteni také o stanoveni koncentraci organickych kyselin. Pro zvySeni spolehlivosti vysledkl
by bylo také vhodné vyuzivané smési farmak a antibiotik rozpusténé v metanolu prefiltrovat
pomoci sterilnich membranovych sttikackovych filtrl, ¢imZz by byla zajiSténa jejich mikrobialni

Cistota a vyloucen piipadny vliv kontaminace na priabéh fermentace.
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Vysledky experimentu ¢astecné potvrzuji hypotézu H1, jez tvrdi, ze LAB obsazené v Tibi
krystalech mohou degradovat vybrané¢ farmaceutické latky. Statisticky vyznamné snizeni
koncentraci estronu (El), diklofenaku a ibuprofenu ve fermentované varianté ve srovnani
s kontrolnimi vzorky svéd¢i o aktivni ucasti kultury SCOBY na biologickém rozkladu téchto
farmak. Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 4.4., estron (E1) je metabolickym produktem hormonu
17 — estradiolu (E2). Na zakladé experimentalnich dat se tak nabizi otdzka, pro¢ byla mlécna
fermentace vysoce u¢inna pii degradaci E1, zatimco u jeho metabolického prekurzoru E2 nebyl
pozorovan zadny vyznamny pokles koncentrace. Jednou z moznych pficin rychlého Ubytku
estronu muze byt 1 jeho vyssi nachylnost k degradaci pti nizsim pH (Feng et al., 2005) nebo
mozna pfirozena chemicka nestabilita v kyselém prostiedi. Nabizi se zde otazka, zda v systému
skute¢n¢ doslo k uplné degradaci, nebo pouze k transformaci latky na jinou slouceninu, kterou
Jiz metoda LC-MS nedokézala detekovat. Vhodnym dopliikovym postupem by proto bylo
méteni estrogenni aktivity, které by umoznilo ovéfit, zda v systému pretrvavaji hormonalné

aktivni rezidua.

Biodegradace steroidnich hormont, jako jsou El, E2 a ethinylestradiol (EE2), je pfedmétem
vyzkumu ftady studii. Nekteré z nich uvadéji, ze rozklad E2 a EE2 probihad efektivngji
za aerobnich podminek, pfi¢emz v anaerobnich ¢i anoxickych podminkdch mize dochézet
k jejich akumulaci v prostfedi, coz miZe negativné ovliviiovat bentické organismy (Czajka
etal., 2006; D'Ascenzo et al., 2003). In vivo testy provedené na pstruzich duhovych
(Oncorhynchus mykiss) a ploticich obecnych (Rutilus rutilus) prokazaly, Ze 1 nizké koncentrace
hormont E1 a E2 (vtadu desitek ng/l) mohou béhem 21denni expozice vyvolat métitelné
biologické efekty na jejich populaci, véetné feminizace jedincti (Routledge et al., 1998). Jak
dale uvadéji Routledge et al. (1997), tyto latky se 1i$i 1 svou estrogenni aktivitou, pfi¢emzZ estron
(E1) vykazuje piiblizn€ polovi¢ni estrogenni u€innost oproti 17B-estradiolu (E2) v in vitro
testech na kvasinkovych modelech. Zjisténi, Ze mlécna fermentace dokaze G¢inn¢ odstranit
estron (E1), je vyznamny pro aplikace v anaerobnich zénach COV ¢&i pfi ipravé kaltl. V tomto
kontextu mize fermentace predstavovat pfirodé blizké feSeni pro snizovani hormondlni zatéze
v odpadnich vodach. Otazkou je, jak tento proces udrzitelné prevést do bézného provozu COV.
Procesy mlécné fermentace je tfeba navodit pomoci externé dodanych substratii s obsahem
zkvasitelnych cukrti. Tento postup bude pravdépodobné Iépe proveditelny v ptipad€ fermentace
pevné faze, tedy Cistirenskych kalt, které je mozné michat s odpady z potravinatskych vyrob,

jako je mlato, otruby, melasa apod.
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Zaznamenany pokles koncentrace diklofenaku ve variant¢ s aktivni LAB kulturou je zajimavy
zejména ve srovnani s kontrolni variantou K2, kde byl rovnéz pozorovan postupny ubytek
farmaka v systému. Tato skute¢nost mize souviset s jiz diive publikovanou nachylnosti latky
k degradaci v anaerobnich podminkach (Yang et al., 2022; da Silva et al. 2020). PfestoZe tento
proces muze byt i Cisté¢ abioticky, vyraznéjsi pokles koncentraci ve varianté¢ s aktivni LAB
kulturou naznacuje mikrobidlni podil na rozkladu diklofenaku. Je tedy pravdépodobné,
ze fermentacni prostfedi nejen umoziuje piimou mikrobidlni transformaci diklofenaku,

ale zaroven vytvari podminky, které urychluji jeho piirozeny abioticky rozklad.

Také u ibuprofenu byl ve fermentované varianté¢ zaznamenan nejvyssi pokles koncentrace, coz

statisticky odliSovalo tuto variantu od kontrol a dokazuje vliv kultury LAB na jeho degradaci.

U zbylych testovanych farmaceutickych latek (178-estradiolu, ethinylestradiolu, paracetamolu,
karbamazepinu, gabapentinu a tramadolu) nebyl v pribéhu experimentu zaznamendn trvaly
pokles koncentraci, ktery by svéd¢il o jejich biologické degradaci mikrobidlni kulturou.
U naproxenu, tramadolu a paracetamolu se nicméné po dvou dnech experimentu objevil
kratkodoby pokles koncentraci v kapalném médiu. Tento jev miiZe naznacovat docasnou sorpci
téchto latek na povrch Tibi krystalii a jejich nasledné uvolnéni zpét do média v pozdéjsi fazi
fermentace, coz by odpovidalo opétovnému nartistu mérenych koncentraci. Pouze u naproxenu
byl zaznamenan naznak trendu snizovani koncentrace béhem ctrnactidenni fermentace,
nicméné pro spolehlivé posouzeni vlivu fermentacniho procesu na jeho degradaci by bylo nutné

experiment o n€kolik dni prodlouZit.

Po vyhodnoceni celkové bilance bylo u vétSiny sledovanych latek pozorovano anomalni
chovani ve vzorcich odebranych po dvoudenni kultivaci. DoSlo zde k vyznamnému poklesu
koncentrace farmak, konkrétné¢ u variant FF a FS. Tuto skute¢nost pravdépodobné nelze
vysvétlit sorpci latek na celuldzu, protoZe doslo k poklesu obsahu farmak v celém systému, tedy
v kapalném médium i v pevné fazi SCOBY kultury. Pravdépodobnou pficinou této anomalie
bylo nevhodné zachazeni s filtracnim kolacem mikrobidlni celulézy. Vlivem technického
problému (nedostatecného mnozZstvi funkénich vakuovych filtracnich aparatur) nebylo mozné
tento den stihnout pfefiltrovat a nasledné extrahovat vSechny vzorky. Filtrat z kapalného média
byl odebran ve stejny den ukonceni dvoudenni varianty, k samotné extrakei filtracniho kolace,
tedy pevné matrice SCOBY pomoci ultrazvuku doSlo ale az nasledujici den rano, kdy byly

odebrany zbylé vzorky. Prefiltrované matrice SCOBY byly pfes noc ponechdny v metanolu
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v lednici, coz mohlo vysledek méfeni negativné ovlivnit. V piipadé replikace experimentu

v budoucnu by bylo vhodné provadeét filtraci 1 extrakei vzdy ve stejny den.

Z vysledkli experimentu lze dale potvrdit 1 hypotézu H2, kterd tvrdi, ze LAB obsazené
v krystalech Tibi maji schopnost biodegradovat vybrané antibiotika, coz vede ke statisticky
signifikantnimu sniZeni jejich koncentrace po ukonceni fermentace. Z naméienych hodnot
vyplynulo, Ze vSechna sledovana antibiotika (azithromycin, klarithromycin i erythromycin)
béhem pokusu degradovaly ve variant¢ FF. To mize byt zplsobeno jak samotnou
mikrobiologickou aktivitou, tak zménou stability antibiotika vyvolanou snizenou hodnotou pH
v médiu (Kim et al., 2004). Vzhledem k tomu, ze ve variantach AS nikdy nedoslo k uplné
degradaci sledovanych latek, 1ze ptredpokladat, ze pfitomnost pevné matrice sterilni celuldézy
mohla ovlivnit jejich distribuci v systému. Jak uvadi Mousavi et al. (2019), celuléza tvotena
SCOBY kulturou mize fungovat jako sorbent t€zkych kovii z vody. Je tedy mozné, ze obdobny
mechanismus sorpce mohl hrat roli i v pfipad€ antibiotik. Tato hypotéza je podpoiena
skute¢nosti, ze ve variantdich AS dochazelo k poklesu koncentraci v kapalném médiu, avSak
nikoliv k vyrazné zmén¢ celkového procentudlniho mnozstvi latky v celém systému. Jak jiz
a absenci ligninu a hemicelul6z (Naomi et al., 2020). Studie Wang et al. (2024) dale uvadi,
Ze tento typ celulozy se béZné vyuziva jako material v oblasti podavani 1éciv. Celuldza byva
zatimto ucelem déle upravovana tak, aby cilené prodluzovala uvoliiovdni Uc¢inné latky
do organismu pacienta a zaroven co nejmén¢ naruSovala mikrobiom traviciho traktu. Ve studii
Villalva et al. (2024) se védci zabyvali zpisobem podavani 1é€iv, pfi némZ by dochazelo
ke zpomalenému uvoliiovani G¢inné latky po poziti. Jako model vyuzili prototyp bakterialni
P11 pokusu s diklofenakem uvoliiovala modifikovana celul6za c¢innou latku po delsi dobu nez
celulo6za neupravena. V obou modelovych ptipadech vSak dochdzelo k zadrzeni farmaceutické
latky v celuloze (Villalva et al., 2024). To podporuje hypotézu, ze k navéazani antibiotik
na povrch celulézy mohlo skute¢né dochazet a ze by tento mechanismus mohl vysvétlovat
1 pozorované zmény ve varianté AS. DalSim vysvétlenim pro pozorovany jev muze byt fakt,

ze ve variantach se sterilni kulturou SCOBY bylo pozorovano nejstabilnéjsi pH.

Na tomto misté je dale nutné dodat, Ze k degradaci antibiotik béhem experimentu nedochéazelo
pouze ve fermentovanych variantach FF, ale také ve sterilnich kontrolnich variantach K2, coz
naznacuje jejich chemickou nestabilitu ve vodném prostiedi a schopnost spontanniho rozkladu

1 bez ptitomnosti mikroorganisml. Vzhledem k tomu, Ze experiment probihal bez piistupu
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svétla a pti zvysené teploté (28 °C), lze vyloucit podil fotodegrada¢nich procesii na pozorované
degradaci. Piestoze byla varianta K2a (MBU) vytvofena za sterilnich podminek s pouZitim
sterilniho materialu, doslo u ni po 14 dnech k vyraznému poklesu pH, ktery nelze jednoduse
vysvétlit kontaminaci cizimi mikroorganismy. Ve vzorcich nebyly pozorovany zddné vizualni
zmény (napi. zékal, zména barvy ¢i tvorba sedimentu), které by piitomnost mikroorganismu
indikovaly. Z tohoto diivodu byla varianta K2 zopakovdna v aseptickém prostiedi
mikrobiologické laboratofe v Drietovicich (K2b). Naméfené hodnoty pH se u obou variant
vyznamné liSily. Zatimco u K2a Cinilo pH 5,73 £+ 0,22, u K2b pokleslo azna 2,54 £ 0,11. Tento
rozdil nelze v tuto chvili jednoznacné vysvétlit, nicméné v obou piipadech se jednalo o vyrazné
kysel¢ prostiedi kultivacniho média. Studie Kim et al. (2004) sledovala degradaci
erythromycinu ve vodnych roztocich srozdilnym pH (kysely a zasadity pufr) a pfisla
se zjiSténim, Ze erytromycin A se v kyselych podminkach (ve studii pH v rozmezi 3,5 az 5,5)
meéni na jiné meziprodukty vlivem spontanni dehydratace. Tento princip tak muize ¢éstecné
objasnit pozorovanou degradaci erythromycinu ve varianté K2, nebot’ nizké pH vytvaii vhodné
podminky pro spontanni chemické premény ucinné latky. Zda se tedy, Ze k rozkladu antibiotik
dochézi ibez pfitomnosti aktivnich mikroorganismi, a to ¢ist¢ vlivem kyselého prostiedi,
coz bylo pozorovano nejen u erythromycinu, ale také u azithromycinu a klarithromycinu.
Zajimavou shodu mezi vysledky této prace a zavéry studie Nakagawa et al. (1992) predstavuje
zjisténi, ze kyselé pH v kombinaci s vys$i teplotou vyznamné urychluje degradaci
erythromycinu. Ve srovnani s klarithromycinem je jeho rozpad za téchto podminek vyrazné
rychlejsi a latka vykazuje niZsi chemickou stabilitu (Nakagawa et al., 1992), coz plné€ potvrzuji
1 experimentalni data ziskan4 v ramci tohoto vyzkumu. Nicmén¢ vysledky této diplomové prace
ukazaly, ze fermentace pomoci kultury SCOBY (varianta FF) vedla k vyrazné rychlejsi
a statisticky vyznamnéj$i degradaci antibiotik neZ u variant K2. LAB tak prokéazaly vyssi

ucinnost pii degradaci antibiotik neZ jejich samovolny rozpad.

Posledni hypotéza H3 ptredpoklada, Ze varianta AF po fermentaci nevykazuje antibakterialni
ucinek vic¢i sporové suspenzii Bacillus subtilis, coZz indikuje rozklad nebo inaktivaci
pfitomnych antibiotik. I tuto hypotézu lze potvrdit na zédkladé provedeného testu RIL, nebot’
vSechny testované vzorky vykézaly v testu negativni vysledek. Neptfitomnost inhibi¢ni zony
u vzorkl, zejména pak u vstupnich a dvoudennich variant, kde byla koncentrace antibiotik
pomoci LC-MS detekovéna, miiZze podpoftit vySe diskutovanou teorii o postupném samovolném
rozpadu antibiotickych latek v case. Ackoliv byly vzorky uchovavany v mrazicim boxu

pii teplot¢ —18 °C stupniii, metoda RIL byla provedena az nékolik tydni po ukonceni
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experimentu na MBU. Je vsak tieba dodat, Ze koncentrace antibiotik byly jiz na po¢atku
experimentu velmi nizké, a metoda RIL tak mohla byt nedostatecné citliva k detekci rezidui
v takto nizkych hladindch. Na druhou stranu se jednalo o environmentiln¢ relevantni
koncentrace, které v ptipadé studie Pilnacek et al. (2019) vedly k vytvotfeni zén o velikosti
niz§ich jednotek milimetrd. V této studii se viak jednalo o &istirensky kal ze stfedné velké COV.
V budoucim vyzkumu, zejména v piipade realnych vzorkd by bylo vhodné doplnit hodnoceni
i o detekci genti antibiotické rezistence v systému po ukonceni experimentu, ktera by mohla
naznacit pretrvavajici selek¢ni tlak nebo adaptaci mikrobidlni komunity na pfitomnost

antibiotickych rezidui.
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7 Zaveér

Vysledky této diplomové prace potvrdily, ze mléénd fermentace za pouziti aktivni kultury
SCOBY miize ptispet k degradaci vybranych farmaceutickych latek a antibiotik. Statisticky
vyznamny pokles koncentraci estronu (E1), diklofenaku a ibuprofenu ve fermentované varianté
(FF) naznacuje ucast mikroorganismii na jejich rozkladu. V piipadé diklofenaku byl
zaznamenan dil¢i pokles 1 v kontrolni sterilni variant¢ (K2), coz naznacuje, ze kromé
mikrobialni degradace mohla hrat roli i degradace abiotické spojend s nizkym pH. Z antibiotik
vykazovaly vyznamnou degradaci azithromycin, klarithromycin a erythromycin, pficemz
fermentace (varianta AF) byla U¢innéjs$i nez samovolny rozpad za sterilnich podminek (K2).
Nepritomnost antibakteridlni aktivity vzorkt vici Bacillus subtilis podpofiila zavér o ptirozené
inaktivaci antibiotik v ¢ase. Negativni vysledek testu RIL vSak mohl byt ovlivnén i nizkymi
koncentracemi antibiotik ve vzorcich nebo limity detekce této metody, které nebyly schopny

zachytit jejich nizkou reziduélni aktivitu.

Naopak u latek 17-estradiolu (E2), ethinylestradiolu (EE2), paracetamolu, karbamazepinu,
gabapentinu, a tramadolu nebyla ve fermentované varianté FF pozorovéna signifikantni zména
koncentrace. U naproxenu byl zaznamenan naznak degradac¢niho trendu, ktery by bylo vhodné
ovétit v delSim cCasovém tuseku experimentu. U dvoudennich variant vSech sledovanych
farmaceutickych latek byl zaznamendn nesystematicky pokles jejich koncentraci, ktery
pravdépodobné souvisel s casovou prodlevou mezi filtraci a néslednou extrakci. Tento
poznatek ukazal, ze pii budouci replikaci experimentu je nezbytné provadét filtraci a extrakci
farmaceutickych latek ve stejny den, aby bylo zajisténo konzistentni a validni méfeni.
Vyznamnym piinosem prace bylo také zjisténi, ze nizké pH prostiedi miize samo o sobé
ovlivnit stabilitu antibiotik a n¢kterych farmak (estronu (E1)), a to i v kontrolnich vzorcich bez
ptitomnosti aktivni mikrobidlni kultury. Déle se ukdzalo, ze celuloza produkovana SCOBY by

mohla pfedstavovat vhodny sorbent pro farmaceuticka rezidua.

Vysledky této prace oteviraji prostor pro zvazeni vyuziti mlé¢né fermentace jako jednoduché,
nizkondkladové a environmentdln¢ Setrné pred upravné technologie, kterda muze byt
v budoucnu vyuzitelna pii snizovani obsahu vybranych farmaceutickych latek a antibiotik

v ¢istirenskych kalech, anaerobnich zénach COV nebo tieba i v domacich podminkéch.
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+ farmaka, K2 —médium + farmaka + antibiotika). Skupiny oznac¢ené malymi pismeny oznacuji
statistické rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD,
p <0,05).

Obrazek ¢. 18: Porovnani velikosti inhibi¢nich z6n vzniklych plisobenim sterilniho
fyziologického roztoku (negativni kontrola, vlevo), sterilniho roztoku antibiotik (pozitivni
kontrola, uprostied) a sedmidenni varianty AS (inaktivované Tibi + antibiotika, vpravo) na rlst

Bacillus subtilis.
Tabulky:

Tabulka ¢. 1: Vyvoj monitoringu farmaceutickych latek v evropské legislativé a navrhy na

zatazeni 1éCiv do prioritniho seznamu na zdkladé evropskych Watch listii.
Tabulka ¢. 2: Koncentrace PPCPs sledované podle Narizeni viady ¢. 401/2015 Sb.

Tabulka ¢. 3: PPCPs uvedené ve Vyhlasce ¢. 371/2023 Sb.
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Tabulka €. 4: Slozeni kultiva¢niho média BSM.
Tabulka €. 5: Slozeni a oznaceni experimentalnich médii.

Tabulka €. 6: Experimentaln¢ testované latky s navrzenou poc¢atecni koncentraci.

Tabulka €. 7: Procentualni zistatek 17beta-estradiolu (EE2) v systému (FF — fermentace Tibi
+ farmaka, FS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velka
pismena oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mala
pismena oznacuji rozdily mezi jednotlivymi dny v rdmci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD,

p <0,05).

Tabulka €. 8: Procentudlni zlstatek estronu (E1) v systému (FF — fermentace Tibi + farmaka,
FS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velkd pismena
oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mald pismena
oznaCuji rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD,
p <0,05).

Tabulka €. 9: Procentualni zlstatek ethinylestradiolu (E2) v systému (FF — fermentace Tibi
+ farmaka, FS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velka
pismena oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mald
pismena oznacuji rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD,

p <0,05).

Tabulka ¢. 10: Procentualni zlstatek paracetamolu v systému (FF — fermentace Tibi + farmaka,
FS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velka pismena
oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mal4 pismena
oznacuji rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD,
p <0,05).

Tabulka €. 11: Procentualni zlstatek diklofenaku v systému (FF — fermentace Tibi + farmaka,
FS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velkd pismena
oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mal4 pismena
oznacuji rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD,
p <0,05).
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Tabulka ¢. 12: Procentudlni zlstatek karbamazepinu v systému (FF — fermentace Tibi
+ farmaka, FS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velka
pismena oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mala
pismena oznacuji rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD,

p <0,05).

Tabulka €. 13: Procentudlni ziistatek gabapentinu v systému (FF — fermentace Tibi + farmaka,
FS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velka pismena
oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, malé pismena
oznacuji rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD,
p <0,05).

Tabulka ¢. 14: Procentualni zlstatek ibuprofenu v systému (FF — fermentace Tibi + farmaka,
FS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velka pismena
oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v rdmci jednoho dne, mal4d pismena
oznaCuji rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD,
p <0,05).

Tabulka €. 15: Procentudlni zistatek naproxenu v systému (FF — fermentace Tibi + farmaka,
FS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velka pismena
oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mal4 pismena
oznacCuji rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD,
p <0,05).

Tabulka ¢. 16: Procentualni zlstatek tramadolu v systému (FF — fermentace Tibi + farmaka, FS
— inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velka pismena oznacuji
statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mald pismena oznacuji

rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD, p < 0,05).

Tabulka €. 17: Procentudlni zlstatek azithromycinu v systému (AF — fermentace Tibi
+ farmaka, AS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velka
pismena oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mala
pismena oznacuji rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD,

p <0,05).
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Tabulka ¢. 18: Procentudlni zistatek klarithromycinu v systému (AF — fermentace Tibi
+ farmaka, AS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velka
pismena oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mala
pismena oznacuji rozdily mezi jednotlivymi dny v ramci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD,

p <0,05).

Tabulka ¢. 19: Procentudlni zlstatek erythromycinu v systému (AF — fermentace Tibi
+ farmaka, AS — inaktivované Tibi + farmaka, K2 — médium + farmaka + antibiotika). Velka
pismena oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi variantami v ramci jednoho dne, mala
pismena oznacuji rozdily mezi jednotlivymi dny v rdmci jedné varianty (ANOVA, Tukey HSD,

p <0,05).

Legislativa:

Smérnici evropského parlamentu a Rady 2013/39/EU ze dne 12. srpna 2013, kterou se méni
smernice 2000/60/ES a 2008/105/ES, pokud jde o prioritni latky v oblasti vodni politiky Text
s vyznamem pro EHP.

Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2000/60/ES ze dne 23. rijna 2000, kterou se stanovi

ramec pro cinnost Spolecenstvi v oblasti vodni politiky.

Navih SMERNICE EVROPSKEHO PARLAMENTU A RADY, kterou se méni smérnice
2000/60/ES, kterou se stanovi ramec pro cinnost Spolecenstvi v oblasti vodni politiky, smérnice
2006/118/ES o ochrané podzemnich vod pred znecisténim a zhorsovanim stavu a smérnice 2008

/105/EC o normach environmentalni kvality v oblasti vodni politiky.

Narizeni vilady ¢. 401/2015 Sb., o ukazatelich a hodnotach pripustného znecisténi povrchovych
vod a odpadnich vod, nalezitostech povoleni k vypousténi odpadnich vod do vod povrchovych

a do kanalizaci a o citlivych oblastech.

Vyhlaska ¢. 371/2023, kterou se meni vyhlaska ¢. 252/2004 Sb., kterou se stanovi hygienické
pozadavky na pitnou a teplou vodu a cetnost a rozsah kontroly pitné vody, ve znéni pozdéjsich

predpisii.
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9 Ptilohy
Priloha ¢. 1

Pokles koncentrace pH v ivodnim experimentu pro vybér kultivaéniho média

Jak je vidét na obrazku €. I, hodnota pH klesla po 48 hodinach nejvice v piipadé média D50,
D25 a K50. Ve vsech téchto médii se pH pohybovalo pod hodnotou 3. Médium K50 nebylo
vybrano k dal§im experimentiim, nebot” jeho sloZeni (kohoutkovéa voda obce Dietovice) nelze
jednoduse replikovat v béznych laboratornich podminkach. Pouze médium SD50 se soli
nekleslo pod hranici hodnoty pH 3, cozZ naznacovalo, ze fermentace zde sice probiha, ale neni
tak u¢innd v porovnani se zbylymi médii. Jako vhodné se proto na zakladé méteni jevilo

médium D50 a D25.

Priimérné hodnoty pH béhem rliznych fazi fermentace

7,00
6,00
5,00 I
4,00
jun)
o
3,00 -
2,00
1,00
0,00
D50 K50 SD50 D25

m].den =2 dny

Obrazek ¢. I: Prumérné hodnoty pH béhem riiznych fazi fermentace (D50 — 5% glukdza v DEMI
BSM médiu; K50 — 5% glukoza v BSM médiu z kohoutkové vody,; SD50 — 5% glukoza v DEMI
BSM médiu s 2% NaCl; D25 — 2,5% glukoza v DEMI BSM médiu,).

Méreni neutralnich sacharida dle DUBOISe

Pro dals$i potvrzeni funk¢nosti fermentacniho procesu byla vyuzita metoda stanoveni neutralni
sacharidi dle Duboise (viz kapitola €. 4.3.2.). Nejprve byla ptipravena kalibra¢ni fada vodnych
roztokti D-glukézy o koncentracich 0; 25; 50 a 100 pg/ml. Roztoky byly pfipraveny
pipetovanim 0; 0,25; 0,50 a 1,00 ml zakladniho roztoku D-gluk6zy a doplnénim destilovanou

vodou do celkového objemu 1 ml. Roztoky byly homogenizovany pomoci vortexu po dobu
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10 s. Poté bylo ke kazdému vzorku pfidano 5 ml koncentrované kyseliny sirové a nasledné 1 ml
5% roztoku fenolu. Po smichani 30 minutach kultivace pfi laboratorni teploté byla pomoci
spektrofotometru zméfena absorbance vzork pii vinové délce 490 nm a sestavena kalibracni

kiivka. Vyslednou kalibra¢ni kiivku zobrazuje obrazek ¢. II.

Jak je vidét z tabulky €. I, celkové mnozstvi sacharidi kleslo nejméné u média SD50 (médium
s ptidavkem 2% NaCl), kde bylo mikroorganismy odbourano 78 % sacharidi. Lze tedy
predpokladat, ze i vzhledem k menSimu poklesu hodnoty pH v pfedchozich méfeni i niz§imu
snizeni mnozstvi celkovych sacharid neni toto médium nejvhodnéjsi typ pro dalsi pokusy.
V prostiedi média K50 se po procesu fermentace projevilo snizeni mnozstvi sacharidi o celych
96 %. Hodnota pH byla po 48 h fermentace vyssi nez v ptipadé médii D50 a D25. Médium K50
nebylo zahrnuto do dal$ich analyz, nebot” jeho replikovatelnost mezi laboratofemi je omezena

v dusledku zéavislosti na lokalnim zdroji kohoutkové vody.

Zbyla dv¢ testovand média, D50 a D25, se ukazala jako vhodna. Po 48 hodinach fermentace
kleslo pH v obou piipadech pod hodnotu 2,7. Celkovy obsah cukru se snizil o0 91 % u média
D25 a0 90 % u média D50. Hodnota pH po fermentaci byla mirné niz§i u média D50 (2,61)
nez u D25 (2,67). Vzhledem k tomu, Ze obé média poskytovala vhodné podminky, bylo pro
dalsi analyzu zvoleno médium D50, jelikoz se nejvice podoba konvenéné vyuzivanému médiu

pro domaci fermentaci.

1,4
y=0,0274x+0,1614

1,2 R?=0,9987
1
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absorbance - 490 nm

0,2

0
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koncentrace pg/ml
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Obrazek ¢. 11: Kalibracni kiivka D-glukozy pri absorbanci 490 nm.
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Stejnym zplisobem byla zméiena absorbance u vzorkit D50, K50, D25 a SD50 po 48 hodinach

fermentace pii 28 °C. Namétené hodnoty byly pfepocteny na zbytkovou koncentraci glukozy

v médiu a jsou spolu s procentualnim tbytkem glukoézy shrnuty v tabulce €. 1.

Tabulka ¢. I: Vysledna hodnota pH a koncentrace celkovych sacharidii v testovanych médiich
po 7 dnech fermentace (D50 — 5% glukéza v DEMI BSM médiu;, K50 — 5% glukdza v BSM
médiu z kohoutkové vody, SD50 — 5% glukoza v DEMI BSM médiu s 2% NaCl; D25 — 2,5%

glukoza v DEMI BSM médiu).

D50 K50 SD50 D25
koncentrace cukru (pg/ml) 4,8 1,9 11,0 2,2
% odbourani 90,3 96,1 77,9 91,4

86




	1 Úvod
	2 Teoretická část
	2.1 Mikropolutanty
	2.2 Farmaceutické látky
	2.2.1 Klasifikace a identifikace léčiv
	2.2.1.1 ATC systém
	2.2.1.2 Registrační číslo CAS

	2.2.2 Struktura farmaceutického řetězce
	2.2.3 Osud farmaceutických látek v životním prostředí

	2.3 Legislativně sledované farmaceutické látky
	2.3.1 Stockholmská úmluva o persistentních organických polutantech
	2.3.2 Evropská legislativa a PPCPs
	2.3.2.1 Seznamy sledovaných látek

	2.3.3 Česká legislativa a PPCPs

	2.4 Antibiotická rezistence
	2.5 Bakterie mléčného kvašení
	2.6 Mléčná fermentace a její možnosti využití
	2.6.1 Mléčná fermentace – princip a přínos
	2.6.2 Využití bakterií mléčného kvašení při zpracování odpadů
	2.6.3 Potenciál mléčné fermentace pro environmentální aplikace

	2.7 Fermentované probiotické kultury a jejich potenciál
	2.7.1 Biologie a struktura SCOBY
	2.7.2 Potenciál využití SCOBY – příklady z praxe
	2.7.2.1 Výroba alternativních textilií
	2.7.2.2 Biosorbce těžkých kovů
	2.7.2.3 Inovativní aplikace ve zdravotnictví
	2.7.2.4 Potravinářství

	2.7.3 Kombucha
	2.7.4 Vodní kefír (Tibi krystaly)


	3 Cíle práce
	4 Metodika
	4.1 Přístrojové vybavení
	4.2 Použitý materiál a chemikálie
	4.3 Optimalizace podmínek experimentu
	4.3.1 Výběr kultury
	4.3.2 Výběr kultivačního média

	4.4 Výběr farmaceutických látek pro experimentální sledování
	4.5  Degradace farmaceutických látek pomocí SCOBY
	4.5.1 Filtrace a příprava vzorků pro analýzu
	4.5.2 Extrakce farmaceutických látek ze SCOBY a předúprava vzorků média

	4.6 Kvantitativní stanovení farmaceutických látek pomocí LC-MS
	4.7 Statistické vyhodnocení dat
	4.8 Měření reziduální inhibiční aktivity (RIL)

	5 Výsledky
	5.1 Míra degradace farmaceutických látek pomocí SCOBY
	5.1.1 Kontrola průběhu fermentace pomocí pH

	5.2 Farmaka bez antibiotické aktivity
	5.3 Farmaka s antibiotickou aktivitou
	5.4 Reziduální inhibiční aktivita (RIL)

	6 Diskuse
	7 Závěr
	8 Zdroje
	9 Přílohy

