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ANOTACE

Tato prace se zabyva moznostmi vyuziti sladkovodnich mikrotas k odstrafiovani antibiotik
z vod. Antibiotika patfi mezi Casté kontaminanty zivotniho prostfedi, které mohou mit
neptiznivy vliv na ekosystémy i lidské zdravi. V poslednich letech se vyzkum intenzivné
zaméfuje na vyvoj ucinnych a Setrnych metod jejich eliminace z riznych slozek zivotniho
prostiedi. Bioremediace pomoci fas se zda byt perspektivni a environmentalné privétivy pristup

k této problematice.

V ramci experimentalni ¢asti byly vybrané druhy sladkovodnich mikrotas, a to Chlamydomonas
reinhardtii, Chlorella vulgaris, Chlorella kessleri a Pseudokirchneriella subcapitata, pouzity
k degradaci ¢ty antibiotik zraznych terapeutickych skupin (ampicilin, ciprofloxacin,
chloramfenikol, tetracyklin) v modelovych odpadnich vodach. Vysledky prokazaly, ze nékteré
druhy mikrofas dokdZou vyznamné snizovat mnozstvi antibiotik ve vod&. Uginnost je kromd
pouzitého druhu mikrofasy ovlivnéna téz druhem a koncentraci 1éCiva, intenzitou zafeni

a dalsimi vlivy.
KLICOVA SLOVA

Emerging contaminants; zelené mikrotasy; antibiotika; odstranéni antibiotik; fykoremediace;

digestat



TITLE

Algae utilization for removal of pharmaceuticals from water
ANNOTATION

This thesis explores the potential of freshwater microalgae to remove antibiotics from water.
Antibiotics are common environmental contaminants that can have adverse effects on
ecosystems and human health. In recent years, research has focused intensively on developing
effective and environmentally friendly methods for their elimination from various
environmental compartments. Algae-based bioremediation appears to be a promising and

sustainable approach to this issue.

In the experimental part, selected species of freshwater microalgae, namely Chlamydomonas
reinhardtii, Chlorella vulgaris, Chlorella kessleri and Pseudokirchneriella subcapitata, were
used to remove four antibiotics from different therapeutic groups (ampicillin, ciprofloxacin,
chloramphenicol, tetracycline) in model wastewaters. The results showed that some microalgae
species can significantly reduce antibiotic concentrations in water. The efficiency depends not
only on the algal species used but also on the type and concentration of the antibiotic, light

intensity, and other factors.
KEYWORDS

Emerging contaminants; green microalgae; antibiotics; antibiotic removal; phycoremediation;
digestate
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UvVOD

Kosmetika, ptipravky osobni hygieny, plasty ¢i 1é¢iva. Nejen to jsou v dneSni
spole¢nosti kazdodenné pouzivané produkty, jejichz slozky predstavuji zdroj kontinualni
kontaminace zivotniho prostfedi. Pfestoze se dnes bézné sleduje slozeni a mnozstvi odpadnich
proudd z pramyslovych i komunalnich zdroji a spolecné s tim i vstupy riznych polutantd
do zZivotniho prostfedi, stale existuje fada latek, které¢ nejsou bézn¢ monitorovany a ¢asto ani
regulovany. Diivodem mize byt jejich doneddvna nezndmy ¢i podceiiovany nepiiznivy vliv
na zivotni prostiedi, ptipadné narocnd detekce, jelikoz tyto latky byvaji v Zivotnim prostredi
pritomny ve velmi nizkych koncentracich [1]. Tato skupina latek byva oznaovana anglickym
slovnim spojenim emerging contaminants. Tyto latky se vyznaCuji svou biotoxicitou,
persistenci a schopnosti bioakumulace. Mohou naruSovat rist, reprodukci i chovani Sirokého
spektra flory 1 fauny [2]. Ovliviiuji vodni ekosystémy, rostliny, akumuluji se v potravnim
fetézci, ¢imZ neptiznivé ovlivituji 1 ZivoCichy a Clovéka. V poslednich dekadach se vSak témto
kontaminantim vénuje vétsi pozornost a provadi se Siroky vyzkum tykajici se jejich vyskytu
ve vSech slozkach zivotniho prostiedi a moznosti jejich odstraiiovani. Nicméné tradiCni
zpusoby ¢isténi pouzivané v Cistirnach odpadnich vod nejsou pro odstraniovani téchto latek
dostacujici [2; 3]. Mezi tyto polutanty patii mimo jiné pesticidy, endokrinni disruptory ¢i
farmaceuticky aktivni latky. Zvlastni pozornost je v posledni dobé vénovana antibiotikiim,
kterym se bude blize vénovat tato diplomova prace. Antibiotika se do vodniho prostredi
dostavaji predevsim v dusledku jejich Sirokého pouzivani a nedostate¢ného odstranéni
v béznych Cistirenskych procesech. Pfitomnost antibiotik v Zivotnim prostiedi predstavuje

zavazné riziko zejména kviili podpote vzniku a Sifeni antibiotické rezistence.

S rostoucim povédomim o rizicich spojenych s vyskytem antibiotik i dal$ich biologicky
aktivnich latek v Zivotnim prosttedi se Siroce rozviji vyzkum zaméteny na jejich odstraiiovani.
Uplatiiuji se pokrocilé oxidacni procesy, enzymatické degradace, nanomateridly nebo
bioremediacni  techniky, které vyuzivaji k odstraiovdni kontaminantii  rostliny
¢i mikroorganismy. V tomto sméru se stdle vice uplatiiuji mikrofasy, zejména zdstupci
tzv. zelenych mikrotas (Chlorophyta). Rasy jakozto zastupci nizsich zelenych rostlin a soucast
fytoplanktonu jsou vyznamnou soucasti globalniho ekosystému. Vyznacuji se rychlym ristem
a vysokou citlivosti k velkému mnozstvi latek. Ztoho divodu se vyuZivaji
pii ekotoxikologickém testovani latek, pficemz se hodnoti inhibice rlstu ¢i zmény
ve fotosyntetické aktivité. Dale se fasy vyuZzivaji pravé pii odstrailovani kontaminujicich latek
z vodniho prosttedi. Tento proces se oznacuje jako fykoremediace [4].
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Emerging contaminants

Pojem emerging contaminants (ECs) oznacuje syntetické i ptirodni latky, které jsou
kontinuadlné ptivadény do zivotniho prostiedi, nejsou bézné monitorovany a maji potencial
nepiiznive pusobit na ekosystémy ¢i lidské zdravi. Do Zivotniho prostiedi vstupuji kontinudlné
kvali jejich hojnému pouzivani v primyslu, zeméd€lstvi nebo domacnostech a tento jejich
vstup do prostiedi je v soucasnosti regulovan zcela nedostatecné. Lze mezi né zafadit
povrchoveé aktivni latky, léCiva, hormondlni latky, kosmetické a hygienické produkty,
zpomalovace hofeni, pesticidy, piisady pohonnych hmot a dalsi. Léciva a slozky kosmetickych
pfipravkli byvaji souhrnné oznacovany zkratkou PPCPs vychazejici z anglického
pharmaceuticals and personal care products. Tyto kontaminanty se do vodniho prostiedi
dostavaji skrze splaskové vody, exkreci, nevhodnou likvidaci ¢i prosttednictvim nehod a tniki.
Kvali tomu, Zze jsou do prostiedi vnaSeny neustale a kontinualné byvaji tyto polutanty

oznacovany jako ,,pseudopersistentni [2; 5].

V odborné literatute se lze také setkat s pojmem contaminants of emerging concern,
ktery byvéa Casto uzivan jako synonymum k emerging contaminants. V nékterych ptipadech se
vSak tyto pojmy rozliSuji. Emerging contaminants oznacuji nové latky vstupujici na trh
anasledné¢ do zivotniho prostfedi, u nichz se jiz od pocatku ptedpokladaji potencialné
nepiiznivé ekotoxikologické ucinky, zatimco pojem contaminants of emerging concern
zahrnuje 1 dobfe znamé latky, které jsou pouzivany jiz nékolik let, avSak rizika spojena s jejich

pritomnosti v Zivotnim prostfedi byla dfive neznama ¢i podceniovana [5; 6].

ECs byvaji ve vodach piitomny ve stopovych mnozstvich v rozmezich ng/l az pug/1 [7].
Ackoliv se tyto koncentrace mohou zdat zanedbatelné nizké, u nékterych sloucenin
(napf. ethinylestradiol) bylo prokdzano, ze narusuji funkci zlaz s vnitini sekreci a zptsobuji

patologické zmény u ryb (Danio rerio) ve vyvojové fazi jiz pti koncentracich 10 ng/1 [8].

Osud vétSiny téchto latek po vstupu do vodniho prostfedi neni zcela jasny.
Ovliviiujicimi faktory jsou vlastnosti dané slouceniny, vlastnosti konkrétniho vodniho systému,
jakym zptsobem a kdy sloucenina vstoupila do zivotniho prostiedi, dale pak vliv biotického
1 abiotického rozkladu nebo vazba latky na pevné Eastice [9]. Ve vodnim prostiedi se totiz
kontaminanty mohou vazat na nerozpusténé latky nebo sedimenty. Napf. tetracyklin ma vyssi
tendenci se takto vazat v porovnani s jinymi antibiotiky jako jsou sulfonamidy ¢i chinolony.

Tato adsorpce na tuhy materidl napomaha transportu kontaminantti ve vodnim prostiedi [9].
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Tékavé kontaminanty se mohou odparem z povrchovych vod, Cistiren odpadnich vod
nebo jako emise pifi vyrobé ¢i spalovani dostat do atmosféry. Mezi tyto kontaminanty patii
napt. endokrinni disruptory, jako dibutylftalat nebo nonylfenol, které se mohou vazat na tuhé
castice v ovzdusi (PMio a PM»5). Tyto asociaty pak mohou vstupovat do respiraéniho systému
a mit negativni vliv na zdravi zivo¢ichtl i ¢lovéka. Ve vzduchu vnitinich prostor byly naméteny
vy$§i koncentrace téchto latek (aZ v fadu pug/m?) neZ v prostorech venkovnich (desitky ng/m?)
[10]. Do atmosféry mohou vstupovat také napt. herbicidy v disledku jejich aplikace

rozprasovanim [9].

Nékteré kontaminanty mohou pietrvavat a akumulovat se v pudé a piidni bioté a tim
neptiznivé ovlivilovat dané ekosystémy — bakterie a houby, prvoky, bezobratl¢ i rostliny.
Hlavnimi pfimymi vstupy kontaminanti do pidy jsou likvidace odpadi, vyluhy ze skladek,
uniky odpadnich vod a chov skotu. Nepiimo se pak miize pida kontaminovat prostfednictvim
mokré ¢1 suché depozice z atmosféry. Z povrchu pak kontaminanty mohou ptes pldni profil

pronikat az k podzemni vode¢ [6].

Farmaceuticky aktivni latky se do prostfedi primarné¢ dostavaji z komunalnich
odpadnich vod ¢i odpadnich vod z nemocnic a farmaceutickych vyrobnich zavodi [11].
V zivotnim prostfedi mohou mit tyto z podstaty bioaktivni latky negativni dopad na zivé
organismy, vcetn¢ Clovéka, jelikoz se mohou dostat do povrchovych i podzemnich vod

a nasledné i do vody pitné [12].

Léciva v téle nejsou Casto kompletné metabolizovana a je tedy z téla vyloucen urcity
podil farmaceuticky aktivni latky v nezménéné formeé. Dle toho, jaky podil farmaceuticky
aktivni latky se vylouc¢i v nezménéné podobé, 1ze tyto latky rozdélit do ¢ty skupin. Tabulka 1
uvadi n€kolik prikladi tohoto rozdéleni. U nékterych lé¢iv mliZze byt vylou¢eno a vneseno
do odpadnich vod v nezménéné formé az 95 % podané davky lé¢iva. Takto vstupuji do Cistiren
odpadnich vod a jelikoz vétSina 1é€iv neni v Cistirnadch odpadnich vod kompletné odstranéna,

vstupuji pak dale do Zivotniho prostiedi [13].
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Tabulka 1: Priklady léciv patricich do jednotlivych skupin dle podilu léciva vylouceného v nezmenéné podobé [13]

Podil vylou¢eny v nezménéné formé
Nizky Sti‘edné nizky Relativné vysoky | Vysoky
(<5 %) (6-39 %) (40-69 %) (=70 %)
Paracetamol Diklofenak Trimethoprim Amoxicilin
Karbamazepin | Ampicilin Atropin Tetracyklin
Aspirin Sulfamethoxazol Ciprofloxacin
Chloramfenikol | Lidokain

1.1.1 Rizika pro ekosystémy i ¢lovéka

Jednim typem ECs jsou pesticidy, které predstavuji hlavni zdroj kontaminace pidy,
avSak bézné¢ se vyskytuji 1 ve vodnim prostfedi. Pesticidy mohou byt v Zivotnim prostredi
degradovany chemickou (fotolyza, hydrolyza, oxidace, redukce) ¢i mikrobiologickou cestou.
Nekteré degradacni produkty mohou mit vyS$$i mobilitu ¢i byt vice toxické nez ptvodni
molekula. Toxicky ucinek pesticidi spociva v naruSeni funkce neurotransmiterti, naruseni
hormonalnich funkci a tvorbé oxidativniho stresu. Dlouhodoba expozice pesticidi mize vést
k naruSeni endokrinniho systému a metabolismu u dospélych ryb a k poklesu jejich populace.
Pesticidy rovnéz zptsobuji chronicky stres u korysi, fas, hmyzu a ryb. Vyznamnym stresorem
pro vodni ekosystémy je napt. herbicid diuron, jehoz koncentrace ve vzorcich vod
po povodnich v Izraeli dosdhla dle studie z roku 2020 hodnoty 55 ug/1[6; 11; 14]. V Evropské
unii je diuron zatazen na seznamu prioritnich latek, které predstavuji riziko pro vodni prostredi
a je u nich potfeba nastavit hodnoty meznich koncentraci [15]. Ve studii z roku 2008 bylo
hodnoceno riziko avermektinii na piidni organismy. Avermektiny jsou fermentacni produkty
bakterie Streptomyces avermitilis, které se pro svij insekticidni u¢inek pouzivaji v zeméd¢lstvi
a jako anthelmintikum (Ié¢ivo proti parazitim) ve veterinarni medicin€. Jednim z testovanych
organisml byl druh Zizaly Eisenia andrei. Hodnota smrtelné koncentrace pro 50 % jedinct
testované populace (LCso, z angl. lethal concentration 50 %) byla uvedena v mg/kg vysusené
pudy (dolni index dw, z angl. dry weight). Pro abamectin byla tato hodnota 18 mg/kgaw,
pro doramectin 228 mg/kgaw [16].

PPCPs mohou u obratlovcti naruSovat hormonélni systém, zptsobovat inhibici enzymn,

oxidativni stres, histologické i cytologické zmény. Ve studii z roku 2013 byly pozorovany
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cytotoxické ucinky na druh sladkovodniho mlze (Dreissena polymorpha) péti raznych latek

v koncentracich v rozmezi 154-318 ng/l béhem 96 hodin [11; 17].

Jelikoz 1é¢ivé latky jsou cilen¢ biologicky aktivni, tedy i vysoce biologicky dostupné
a Casto téz perzistentni, jsou potencidlné¢ velmi nebezpecné pro necilené organismy, a to
i vmalych davkach. Naptiklad lécivé latky obsahujici atom fluoru maji vyznamné vyssi
lipofilitu a metabolickou stabilitu oproti analogim bez atomu fluoru, coz zvySuje jejich
klinickou ucinnost, ale 1 potencidlni negativni vliv na ekosystémy. Mezi 1€€iva obsahujici
ve své molekule fluor patfi napt. ciprofloxacin, levofloxacin, flunitrazepam ¢i efavirenz.
U Iéc¢iva sitagliptin, jehoz molekula obsahuje né¢kolik atoml fluoru, byla prokéazana

karcinogenita u mysi a potkant [11].

PPCPs nejsou nynéjSimi technologiemi v Cistirnach odpadnich vod dostate¢né
odstrafiovany. Autofi studie z roku 2018 z Ceské republiky, ktera sledovala obsah téchto latek
v fece Jizefe na né¢kolika mistech po dobu dvou let, zjistili, Ze ze 44 analyzovanych latek byla
koncentrace 18 sloucenin v toku za Cistirnou odpadnich vod v Mladé Boleslavi vyssi a pouze
u tiech sloucenin nizs$i nez pied Cistirnou. Koncentrace zbylych latek byly srovnatelné pred

1 za Cistirnou. Slouceniny, jejichz obsah se snizil, byly diklofenak, sacharin a paracetamol [18].

Také studie z roku 2020 z Ceské republiky sledovala obsah PPCPs ve vodé. Konkrétné
sledovala koncentrace 112 1éCiv, jejich metaboliti a dalSich kontaminanti v letech 2017-2019
na ptitocich vodni nadrze Svihov. Tato nadrz je zdrojem pitné vody pro obyvatele Prahy a okoli.
V jednotlivych ptitocich byly koncentrace rtizné, coz je pravdépodobné dano riiznym pritokem
vody a efektivitou jednotlivych Cistiren odpadnich vod. Nejcastéji detekovanymi latkami
ve vysokych  koncentracich  byly acesulfam, azithromycin, kofein, gabapentin,
hydrochlorothiazid, ibuprofen a jeho metabolity, oxypurinol, paraxantin a sacharin. Méné Casté,
ale stale pritomné byly iopromid, metoprolol, paracetamol a tramadol. Koncentrace velké ¢ésti
latek se snizila vlivem zadrZeni vody v nadrzi (doba zadrZeni byva 413 dni). Poté byla také
analyzovana jiz upravend pitnd voda. Autofi studie ji zhodnotili jako vysoce kvalitni, jelikoz
obsahovala mensi mnozstvi téchto kontaminantii, z nichz vétsina byla pod mezi detekce nebo
ve velmi nizkych koncentracich. AvSak na koncentraci n€kterych latek neméla zadrz vody
v nadrzZi ani procesy upravy vody vyznamny vliv. Jednalo se napf. o estron, progesteron,

chloramfenikol, oxypurinol ¢i sulfamerazin [19].

Mezi ECs lze kvili jejich vSudyptitomnosti a potencidlnim nezddoucim G¢inkiim zatadit

1 mikroplasty. Ty jsou schopny adsorbovat rizné organické i anorganické latky, ¢imz usnadnuji
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prenos znecistujicich latek v ekosystémech. V interakci s fytoplanktonem snizuji hustotu
bunék i obsah chlorofylu, ¢imz je snizen prijem CO; a absorpce zivin. Také mohou narusovat
bunééné membrany, zplisobuji oxidativni stres a vyvolavaji zanét. V koncentracich mezi 0,05—
10 mg/1 také zvysuji tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS), coz bylo pomoci in vitro studii
spojeno s letalnimi U¢inky na mozkovou tkan. V lidském téle mohou pronikat do kapilar
a naru$it hemato-encefalickou bariéru, coz mize vést k cytotoxicité, neadekvatni imunitni

reakci ¢i hemolyze [2; 11].

ECs maji potencial k bioakumulaci. Nej€astéji pouzivanymi organismy k posuzovani
bioakumulace jsou ryby, mekkysi, korysi a drobni bezobratli. Preferovanymi studovanymi
tkdnémi jsou svalovina, mozkova tkan, jatra, dale pak ledviny nebo zabry. Obecné, aby byla
latka povazovdna za bioakumulativni, musi hodnota bioakumulacniho faktoru (BAF)
piesahnout 2000 I/kg. Pokud je hodnota BAF vétsinez 5000 1/kg, je latka povaZzovana za vysoce
bioakumulativni. BAF je pomér koncentrace kontaminantu v organismu, casto uvadéné
v mg/kg, a v okolnim prostiedi, uvadéné v mg/l. Z toho pak vyplyva jednotka BAF lkg.
Z farmaceuticky aktivnich latek lze za bioakumulativni povaZzovat napf. erytromycin,
chloramfenikol ¢i sulfadiazin [20]. Studie z roku 2023 z Argentiny poukézala na bioakumulacni
potencial nékterych 1é¢ivych latek. Stanovovala farmaceuticky aktivni latky ve svaloving,
jatrech a tukové tkani ropuch Rhinella arenarum. V nejvyssich koncentracich byly stanoveny
acetaminofenon, desloratadin a fenazon, a to v desitkach ng/gaw [21]. Ve studii z roku 2021 bylo
v krevni plasmé ryb z Bezdrevského potoka v jiznich Cechach detekovano 18 farmaceuticky
aktivnich latek z 94 testovanych. U IéCivé latky flupentixol byla dokonce koncentrace v krevni

plasmé ryby vyssi, nez je terapeutickd koncentrace v krevni plasmé clovéka [22].

Také je nutno brat v potaz tzv. koktejlovy efekt. V dneSni dobé je Zivotni prostiedi
neustale vystavovano riznorodym smésim kontaminantii, nelze tedy snadno ptedvidat dasledky
téchto chronickych expozic na zasazené ekosystémy. Rizné kontaminanty spolu mohou
interagovat synergicky, antagonicky ¢i mize jejich G¢inek byt aditivni. Konkrétné mtze byt
ucinek smési vys$si nez ucinek jednotlivych sloZek, nizsi nez uc€inek jednotlivych sloZek, nebo
milZze smés vykazovat znacné toxické ucinky, 1 kdyZ jednotlivé slozky jsou pfitomny v tak

nizkych koncentracich, které by samy o sob¢ toxické nebyly [14; 23; 24].

ECs mohou mit vedle potencidlnich nezddoucich G€¢inkli na ekosystémy 1 negativni vliv
na ¢lovéka. Nejen Ze s nimi mizZeme pfijit do kontaktu prostfednictvim ovzdusi, ale také

nékteré tyto kontaminanty mohou kolovat v potravnim fetézci a nakonec se hromadit v lidském
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téle [11; 25]. Jejich ptitomnost v povrchovych vodiach mize byt zdvaznym problémem
v oblastech, kde je tato voda vyuzivéna jako zdroj vody pitné [26]. Chronicka expozice ECs
muize mit vliv na lidskou obranyschopnost a zvySovat pravdépodobnost chronickych poruch

endokrinniho systému ¢i reprodukce [2].

1.1.2 Prirozena degradace

V ptirodé do urcité miry dochazi k prirozené degradaci organickych kontaminantd.
Zpusoby degradace mohou byt biologickeé ¢i fyzikalné-chemické, kam patti oxidace, hydrolyza,
fotolyza ¢i sorpce na tuhé ¢astice [27]. Mikroorganismy jako bakterie, fasy, houby a prvoci maji
schopnost rozkladat ¢i aZ mineralizovat organické kontaminanty. Hlavni roli v tomto procesu
hraji enzymatické reakce zahrnujici hydrolyzu, oxidaci, alkylaci a dealkylaci. Ac¢koliv piesné
degradacni mechanismy jsou mnohdy nejasné, obecné lze fici, ze dochézi k této sekvenci

krok:

1) Transport kontaminantu k mikroorganismu v biologicky dostupné formé (napi. nékteré
asociaty s tuhymi ¢asticemi nejsou biologicky dostupné).

2) Adsorpce a difuze kontaminantu skrze bunécnou sténu k intracelularnim enzymtim.

3) Vazba na aktivni/reakéni misto enzymu a vznik komplexu kontaminant—enzym.

4) Vlastni reakce Casto zprostiedkovana kofaktory ¢i koenzymy.

5) Uvolnéni vzniklého produktu.

Rozsah a rychlost biologické degradace bude samoziejmé zaviset na environmentalnich
faktorech (teplota, pH, typ ptidy, obsah vody, dostupnost kysliku) a vlastnostech kontaminantu.
Hydrofobni latky budou snadné€ji prochazet pies bunécné membrany a budou snadnéji
degradovany nez molekuly hydrofilni. Tohoto procesu se vyuziva v Cistirnach odpadnich vod

ve fazi ¢isténi pomoci aktivovaného kalu [9; 27].

Kromé¢ biologického rozkladu dochazi také k hydrolyze, sorpci na tuhé Ccastice
¢1 fotochemické degradaci organickych kontaminantt. Pfi hydrolyze dochéazi ke Stépeni
chemickych vazeb za Gc¢asti molekuly vody. K fotolyze dochazi bud’ ptimo absorpci slune¢niho
zafeni nebo nepfimo prostfednictvim fotosenzibilizovanych latek. Dojde k poruSeni
kovalentnich vazeb a typicky ke vzniku latek sndze odbouratelnych. Mezi faktory ovlivitujici
ucinnost fotodegradace patii chemicky charakter kontaminantu, pH, teplota, intenzita zafeni
spojena s oblacnosti, nadmotskou vyskou ¢i vzdalenosti latky od vodni hladiny (napt. vétSina

UV zafeni je absorbovana v povrchové vrstvé vody do hloubky 2 m). AvSak u latek vazanych
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na tuhé ¢astice ¢i sedimenty (napf. tetracyklin) nemusi k fotodegradaci dochazet viibec [9; 27;

28; 29].

1.1.3 Analytické stanoveni kontaminanti

K analyze téchto organickych kontaminanti se pouziva kapalinova ¢i plynova
chromatografie (LC, resp. GC) spojend s hmotnostni spektrometrii (MS) nebo vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC, z angl. high-performance liquid chromatography) spojena
s UV detekci, detekci pomoci diodového pole (DAD), fluorescenéni detekci (FL) ¢&i
hmotnostnim detektorem. Hmotnostni spektrometrie je jednou z nejspolehlivéjSich detekcnich
technik, jelikoz je vysoce citliva a selektivni. GC-MS a LC-MS jsou Siroce uzivané techniky
pro analyzu 1é¢iv, endokrinnich disruptorii, zpomalovact hoteni a dalSich latek. Pro analyzu
léCiv se téz Casto vyuziva ultrauCinnd kapalinova chromatografie (UPLC, z angl. ultra-
performance liquid chromatography), u niz je kratsi €as potifebny k analyze a nizsi spotieba
rozpoustédel [12; 30]. K analyze antibiotik se pouziva hlavné kapalinova chromatografie,

jelikoz vétSina antibiotik je velmi polarni a termicky nestabilni [31].

Analyze musi pfedchazet patfina uprava vzorku, jejimz cilem je separace cilové
slouc¢eniny z komplexni matrice k prevenci interferenci a taktéz zakoncentrovani cilové
molekuly, zvlasté u analyz latek ve stopovych koncentracich. Pro upravu vzorku se pouzivaji
ruzné typy extrakce: extrakce kapalina—kapalina (LLE, zangl. liqguid—liquid extraction),
extrakce na tuhé fazi (SPE, z angl. solid—phase extraction), mikroextrakce na tuhé fazi (SPME,
z angl. solid—phase microextraction), mikroextrakce v kapalné fazi (LPME, z angl. liquid—
phase microextraction) nebo sorpcni extrakce na michadélku (SBSE, z angl. stir—bar sorptive
extraction). LLE je zalozena na rozdéleni rozpusténého analytu mezi organické rozpoustédlo
avodny roztok na zakladé¢ jeho rozdélovaciho koeficientu. Postup je vSak zdlouhavy
a spottebuje relativné velké mnozstvi organického rozpoustédla, proto LLE uz nebyva moc
vyuzivana. U SPME se pouzivaji vldkna siliky pokrytd polymerni fazi. Mezi jeji vyhody patii
to, Ze je zcela eliminovano pouZzivani organickych rozpoustédel a také zahrnuje vzorkovani,
extrakci a zakoncentrovani v jednom kroku. V1adkno se vlozi do vzorku (vzorek se nemusi néjak
davkovat), na sorbent se nachytaji cilové molekuly (extrakce) a na malé mnoZstvi sorbentu se
zachyti velké mnoZstvi analytu (koncentrace bude vétsi nez ve vzorku). Princip SBSE je
zalozen na pouziti magnetické michaci ty€inky potazené vrstvou sorbentu, Casto
polydimethylsiloxanu. Ta se vlozi do roztoku vzorku, ktery se ponechd michat. Poté byva analyt
tepeln¢ desorbovan a analyzovan pomoci GC-MS. Jedna se o vysoce citlivou metodu.
Nejcastéji pouzivanou extrakéni metodou je SPE. Jejim principem je sorpce analytu na tuhy
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sorbent uvnitt patrony nebo disku, zatimco roztok protece skrz. Poté je analyt ze sorbentu
eluovan pomoci jiného vhodného rozpoustédla. SPE ma vysSi vytéznost, specificitu
i reprodukovatelnost nez metody uvedené vyse. Také trva krat$i dobu, spotiebuje mensi
mnozstvi rozpoustédel a Ize ji automatizovat. Kritickym krokem pii SPE je vhodna volba
sorbentu. Sorbentem miize byt silika, na kterou jsou navazany uhlikové fetézce C8, C18 ¢i

iontoménic nebo pak rizné polymerni materidly, imunosorbenty a dalsi [26; 30].

Co se tyce extrakce analytu, konkrétné antibiotik, z pevnych vzorkl (pida, sediment,
kal), kde mize byt slouc¢enina pevné vazdna na matrici, bézné se vyuziva tlakova kapalinova
extrakce (PLE, zangl. pressurised liquid extraction), extrakce pomoci ultrazvuku (UAE,
z angl. ultrasound assisted extraction) ¢i1 mikrovlnnd extrakce (MAE, z angl. microwave
assisted extraction). Extrahovadlem byvaji smési pufiri a organickych rozpoustédel jako
acetonitril nebo methanol. Tetracykliny a fluorochinolony se siln€¢ vaZzou na ptidni prostiedi.
Tetracykliny maji sklon k tvorbé cheldtovych komplexli s kovovymi ionty, pro jejich vyvazani
se tedy pouziva napt. kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA). Extrakce fluorochinolont je
ucinnéjsi pi1 niz§im pH, kdy jsou molekuly i povrch kalu protonovany a elektrostaticky se

odpuzuji. Ziskany extrakt miize byt poté ¢istén pomoci SPE [31].

1.2 Antibiotika

Antibiotika jsou nizkomolekularni sekundarni metabolity mikroorganisma, které jiz
v nizkych koncentracich inhibuji rtst jinych mikroorganismi. Také se mezi n¢€ fadi analoga
téchto pfirodnich latek a v dneSni dobé 1 syntetickd chemoterapeutika plsobici proti
mikroorganismiim (antimikrobidlni 1éCiva). Vedle C¢isté inhibice bakterialniho rlstu
(bakteriostaticky ucinek) mohou antibiotika téZ nékteré mikroorganismy usmrcovat
(baktericidni G¢inek). Mikroorganismy tyto latky produkuji pro svoji ochranu ¢i k osidleni
urCitého stanovisté. VEtSi Cast antibiotik je produkovana bakteriemi. Z hub patii mezi
producenty antibiotik rody Aspergillus a Penicillium. V moderni mediciné jsou antibiotika
hojné vyuzivana k prevenci a 1é€b¢ infekénich onemocnéni bakteridlniho a fungalniho ptivodu

v humanni i1 veterinarni péci [12; 32; 33; 34].
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Antibiotika mohou plisobit na mikroorganismy vice mechanismy [34]:

¢ inhibici syntézy bunétné stény — napt. f-laktamova antibiotika,

e zménou permeability bunééné membrany — napf. polyenova antibiotika,

e inhibici proteosyntézy (inhibici transkripce a translace genetického materidlu) —
napf. erythromyciny, aminoglykosidy a tetracykliny,

¢ inhibici syntézy nukleovych kyselin — napft. chinolony, sulfonamidy.

Jedna se o velmi heterogenni chemické latky, které lze rozdélit do skupin podle
podobnosti v chemické struktufe. Témito skupinami jsou [-laktamova antibiotika,
glykopeptidova antibiotika, tetracykliny, aminoglykosidy, makrolidy, ansamyciny a dalsi.
AvSak Cast&ji se vyuzivad déleni humannich 1 veterinarnich antibiotik na tyto skupiny: B-
laktamova antibiotika, chinolony, fluorochinolony, makrolidy, tetracykliny, sulfonamidy,

amfenikoly a glykopeptidy [32].

Zakladem struktury penicilind, které se fadi mezi B-laktamova antibiotika, je 6-
aminopenicilanova kyselina. Jednotlivé peniciliny se pak 1i§i strukturou postrannich fetézcti.
Penicilin G a V byly prvni peniciliny s Sirokym klinickym vyuzitim. Mezi tfeti generaci
penicilin patfi ampicilin a amoxicilin. Rezistentni kmeny bakterii dokazou rozkladat
peniciliny pomoci enzymu [-laktamasy. Cefalosporiny, které téz patifi mezi B-laktamova
antibiotika, jsou vii¢i tomuto enzymu odoIné. Podafilo se vSak vyvinout inhibitory B-laktamasy,
které se podavaji spolecné s peniciliny a chrani je tak pfed nezddouci enzymatickou degradaci.

[32; 34; 35].

NejznaméjSim zastupcem aminoglykosidovych antibiotik je streptomycin, coz je
trisacharid produkovany bakterii Streptomyces griseus a je U€inny proti gramnegativnim
bakteriim. Pouziva se hlavné proti Mycobacterium tuberculosis, kterou vSak nelze striktné
zafadit mezi grampozitivni ¢i gramnegativni mikroorganismy. Ma totiz atypickou bunécnou

sténu [34; 36].

Makrolidy obsahuji makrocyklicky laktonovy kruh obsahujici obvykle 14—-16 atoma,
ke kterému jsou pfipojené¢ cukry. K nejvyznamnéjSim zastupcim patii erythromyciny
produkované Streptomyces erythreus, které se pouzivaji k 1é€bé stafylokokovych infekci

rezistentnich vii¢i penicilinu ¢i se podavaji pacientiim s alergii na penicilin [34].

Sulfonamidy jsou syntetickd antimikrobialni chemoterapeutika se Sirokym spektrem

ucinku. Jednd se o organické slouceniny siry, obsahujici skupinu —SO,NH; nebo —SO>NH-.
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Sulfonamidy jsou strukturnimi analogy a kompetitivnimi antagonisty kyseliny p-
aminobenzoové pii syntéze kyseliny listové, ktera je nezbytnd pro tvorbu bakterialni DNA.
Konkrétné je kli¢ova pro syntézu purinti a pyrimidint, které jsou soucasti nukleovych kyselin.

Mezi sulfonamidy patii napt. sulfadiazin, sulfamethoxazol ¢i sulfanilamid [37].

Tetracykliny, jak uz nazev napovida, obsahuji ve své struktufe 4 Sesticlenné kruhy. Jsou
produkovany bakteriemi Streptomyces zijicimi v pud¢. Tetracykliny byly dlouho pouzivany
pro 1é¢bu infekce dychacich cest, zanétu dutin, zanétu sttedniho ucha, infekce mocovych cest
a kapavky, dokud nedoslo k tvorbé rezistence u nékterych patogenti, ¢imz se snizila jejich
ucinnost. Mechanismem antibakterialniho ui¢inku tetracyklini je blokace translace mediatorové

ribonukleové kyseliny (mRNA), a tedy inhibice proteosyntézy [38].

Ansamyciny jsou sekundarni metabolity pievazné produkovany aktinomycetami.
Struktura ansamycini obsahuje aromatické jadro a alifaticky mistek, jenz spojuje dvé
nesousedni pozice tohoto jadra. Mezi klinicky pouzivané I€ky, které patii mezi typické zastupce

ansamycint, patii naptiklad rifamyciny, maytansinoidy a geldanamyciny [39].

V nasledujicich podkapitolach budou podrobnéji popséana Ctyfi antibiotika, ktera byla

vyuzita v experimentalni ¢asti této diplomové prace.

1.2.1 Ampicilin

Ampicilin spolecné s amoxicilinem patii do 3. generace semisyntetickych penicilind,

tedy mezi B-laktamova antibiotika. Je to Sirokospektralni aminopenicilin [38].

B-laktamova antibiotika, mezi kterd krom¢ penicilinii patii 1 cefalosporiny, obsahuji
charakteristicky B-laktamovy kruh (Ctyfatomovy cyklicky amid). Jelikoz uhly mezi vazbami
jsou 90°, je kruh vysoce napjaty. B-laktamovy kruh byva kondenzovany s heterocyklem —
v pfipadé penicilini thiazolidinem, v ptipadé¢ cefalosporinli dihydrothiazinem. Maji
baktericidni Uc¢inek, ktery je vyvolan inhibici syntézy peptidoglykanu, ktery je nezbytnou
slozkou bakterialni bunécéné stény [32; 34; 38].

Vychozi latkou pro vSechny peniciliny a prvnim objevenym penicilinem je Penicilin G
(benzylpenicilin), ktery je produkovan plisnémi Penicillium notatum ¢&i Penicillium
chrysogenum. Neni u¢inny pii perordlnim podani, jelikoZ se rozklada v kyselém prostiedi
zaludku, podava se tedy parenteraln€. Taktéz ma izké antimikrobialni spektrum ti¢inku. Ostatni

peniciliny se pak syntetizuji z kyseliny 6-aminopenicilanové, kterd se z Penicilinu G ziské
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hydrolytickou reakci za 1casti penicilinamidasy. Mezi penicilinové derivaty patfii

napt. Penicilin V (fenoxymethylpenicilin), ampicilin, amoxicilin ¢i oxacilin [34; 38].

Peniciliny jsou ti¢inné piedevsim proti grampozitivnim bakteriim. Bunécna sténa téchto
bakterii je pfiblizn¢ z poloviny tvofena peptidoglykanem. Mechanismem ucinku penicilint je
inhibice posledniho stupné syntézy bunééné stény — inhibici transpeptidaz je blokovano
spojovani peptidoglykanovych fetézcii, ¢imz dochdzi k deformaci a Iyze bunécné stény. Naproti
tomu bunécna sténa gramnegativnich bakterii obsahuje zdaleka méné peptidoglykanu a zaroven
je chranéna vngjsi fosfolipidovou membranou, kterd predstavuje dalsi bariéru zabratnujici difuzi
mnoha penicilind. To je hlavni pfiCinou tak vysoké odolnosti gramnegativnich bakterii vii¢i

penicilinim [35].

Ackoliv ampicilin je oproti penicilinu odolny vii¢i kyselému prostiedi, po peroralnim
podani se vsttebava jen castecné (z 20—40 %). Je tedy také podavan parenteralné. Zavedenim
OH skupiny do molekuly ampicilinu byl syntetizovan amoxicilin, ktery se resorbuje jiz z 60—
80 % a je proto podavan peroraln€. V porovnani s penicilinem ma ampicilin $ir§i spektrum
ucinku, plisobi i na nékteré gramnegativni patogeny. Mezi nezddouci €inky ampicilinu patii
hlavné kozni reakce ve formé exantému, vétSinou v oblasti trupu [35]. Na Obrazku 1 je

znazornéna struktura ampicilinu.

NH,

nI

NH <
WCHy
Y N\>"”’CH3

0
c)/\OH

.

Obrazek 1: Struktura ampicilinu
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Fyzikalné-chemické vlastnosti

Ampicilin je bild krystalickd latka bez zapachu s hygroskopickymi vlastnostmi.

Tabulka 2 uvadi hodnoty nékterych fyzikalné-chemickych veli¢in ampicilinu ¢i jeho sodné soli.

Tabulka 2: Fyzikalné-chemické viastnosti ampicilinu

Veli¢ina Forma Jednotka Hodnota Zdroj
Molarni hmotnost g/mol 349.,4 [40]
cisty

Bod tani °C 208 [40]
Bod tani °C 215 [41]
Rozpustnost ve vodeé 21 °C g/l 10,1 [42]
Rozpustnost v ethanolu mg/ml 2 [43]
Rozpustnost v DMF sodna sl mg/ml 20 [43]
Log Kow - 1,35 [42]

2,5 (COOH) [42]
pKa -

7,3 (NH>)

pH 1% roztok - 8—10 [41]

Toxikologicka data

V nasledujici tabulce (Tabulka 3) jsou uvedeny nalezené toxikologické parametry sodné

soli ampicilinu [43].

Tabulka 3: Toxikologicka data ampicilinu

Parametr Testovany organismus, | Hodnota
zpusob podani [mg/kg]
Mys, oralné >5314
Potkan, oralné 5314
Mys, intraperitonealné 5700

LDso
Potkan, intraperitonealné 7 400
Mys, subkutanné >5314
Potkan, subkutanné >5314

TDLO (doba expozice 5 dni) | Lidsky organismus 100
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Ekotoxikologicka data

Z dostupnych ekotoxikologickych udajli o ampicilinu byla nalezena pouze hodnota
ucinné koncentrace pro 50 % jedinct (ECso, z angl. effective concentration 50 %) u mikrotasy
Pseudokichneriella subcapitata, ktera po 72 hodinach expozice vykazala hodnotu vyssi nez

2000 mg/1 [44].

1.2.2 Ciprofloxacin

Ciprofloxacin je syntetické antimikrobidlni chemoterapeutikum ze skupiny
fluorochinolonii. Fluorochinolony jsou tieti generaci derivati chinolonid. Atom fluoru je vazan
na uhliku C6 v bicyklickém chinolonu. Za prvni chinolon s antimikrobidlnim uc¢inkem je
povaZovana kyselina nalidixova, ktera vznikala jako vedlejsi produkt pii syntéze antimalarika
chlorochinu. Kyselina nalidixova se nyni syntetizuje z 2-amino-6-methylpyridinu a je 1 vychozi
latkou pro syntézu téchto antibiotik. Obmeénovanim struktury chinoloni se zjistilo, zZe
zavedenim fluoru do polohy 6 se zvysi jejich aktivita, snizi toxicita a roz§iti se spektrum

antibakteridlniho ucinku [34; 35; 38].

Fluorochinolony jsou Sirokospektralni baktericidni latky G¢inné proti grampozitivnim
1 gramnegativnim mikroorganismtim. Co se tyce mechanismu ucinku, tyto latky blokuji krok
v replikaci bakteridlniho DNA, konkrétné inhibuji topoizomerazy typu I, které jsou dilezité
pii ,,smotavani“ vldkna DNA. Topoizomerazy jsou enzymy, které méni terciarni strukturu
dvousroubovice DNA danou nadsSroubovicovym vinutim, aniz by pfitom ménily strukturu
primarni (sekvenci nukleotidit) a sekundarni (dvousroubovici). Tato inhibice zptisobi bunécnou
smrt. Vedle ciprofloxacinu sem patii jesté norfloxacin nebo levofloxacin [34; 35; 38]. Mezi
nezadouci ucinky téchto latek patii poruchy traviciho traktu, periferni neuropatie a poruchy
funkci centralni nervové soustavy (napf. neklid, zmatenost, kiece). Také vyvolavaji poruchy
rustu, proto se nepodavaji v obdobi téhotenstvi, laktace ani détem pted skoncenim rastu [35;

45].

Ciprofloxacin je Sirokospektralni antibiotikum, uZivané pro lé¢bu infekci mocovych
cest, dolnich dychacich cest, zdn¢tu dutin a bfiSniho tyfu. Také je pouzivan pii lécbé
tuberkulozy. Lze ho uZivat peroralné, intravendzné, intratympanicky (do ucha, obvykle formou
kapek) ¢ioftalmologicky (do oka, formou kapek ¢i masti) [35; 38; 45]. Na Obrazku 2 je

znazornéna struktura ciprofloxacinu.
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Fyzikalné-chemické vlastnosti

Ciprofloxacin je krystalickd latka lehce naZzloutlé barvy. Tabulka 4 uvadi hodnoty

M

Obrazek 2: Struktura ciprofloxacinu

nékterych fyzikalné-chemickych veli€in ciprofloxacinu.

Tabulka 4: Fyzikalné-chemické vlastnosti ciprofloxacinu

Velic¢ina Jednotka Hodnota Zdroj

Molarni hmotnost [g/mol] 331,34 (46]
Bod tani °C 225 -257
Rozpustnost ve vode¢ 20 °C mg/ml 0,067
Rozpustnost v ethanolu mg/ml 0,046 7]
Zdanlivy rozdé€lovaci koeficient (oktanol/voda) D

- propH=5 - 0,0878 (48]

- propH=7 - 0,103

- propH=9 - 0,0343
pH - 3-45 [46]

Toxikologicka data

Z toxikologickych dat byly v bezpe€nostnim listu od spolecnosti Pfizer nalezeny pouze
dveé hodnoty LDso pro injekéni roztok ciprofloxacinu vypsané v nasledujici tabulce (Tabulka 5)

[49].

Tabulka 5: Toxikologicka data ciprofloxacinu

Parametr Testovany organismus, zpusob | Hodnota
podani [mg/kg]
Potkan, oraln¢ >2 000
LDso
Potkan, intraven6zné 207
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Ekotoxikologicka data

Nasledujici Tabulka 6 uvadi ekotoxikologickd data ciprofloxacinu s ptisluSnymi
literarnimi zdroji.

Tabulka 6. Ekotoxikologicka data ciprofloxacinu

Parametr | Doba Testovany organismus Hodnota Zdroj
expozice [mg/1]
Cylindrotheca closterium 55,43
4-5d [50]
Navicula ramosissima 72,12
Chlorella vulgaris 27,89 [51]
72 h Chlorella sp. 22,26
ICso [24]
Desmodesmus spinosus 28,5
Chlorella vulgaris 29,09 [51]
96 h Chlorella sp. 8,571
[24]
Desmodesmus spinosus 16,55
Pseudokichneriella
72 h 11,3+0,7 [44]
subcapitata
16 h 0,067 0,012
Pseudomonas aeruginosa [52]
24 h 0,079 £ 0,025
ECso 48 h Daphnia magna 36,493 [53]
Escherichia coli 0,113
3d [54]
Sphingomonas sp. 3,09
Anabaena flos-aquae 0,0102
72 h [55]
Lemna minor 0,0625
NOEC 72 h Chlorella vulgaris <20 [51]
LOEC 72 h Chlorella vulgaris 20 [51]

1.2.3 Chloramfenikol

Chloramfenikol se fadi mezi amfenikoly. Poprvé byl izolovéan z kultury Streptomyces
venezuelae v roce 1947, pozd&ji uz byl vyrabén synteticky. Je G€inny proti grampozitivnim
i gramnegativnim bakteriim, véetn& rodt Rittskesia a Chlamydia. Uinek spo¢iva v inhibici

proteosyntézy. Blokuje totiz enzym peptidyltransferaza, coz vede k tomu, Ze na ribozomu
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po napojeni komplexu tRNA-—-aminokyselina znemoziuje pfipojeni dalSi pfivedené
aminokyseliny na prodluzujici se peptidovy fetézec. Lze ho podavat perordlné i parenteralné

[32; 35].

Jedna se o antibiotikum se Sirokym spektrem c¢inku, coz jej spolu s jeho fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi jako je nizka molekulovd hmotnost a slabé kysely charakter Cini
vysoce biologicky dostupnym a u¢innym na velké mnozstvi mikroorganismti. Jeho rozdélovaci
koeficient svéd¢i o vysSi rozpustnosti v organickych rozpoustédlech nez ve vodé€, coZz mu

usnadiiuje prostup biologickymi membranami [56].

Ma tadu nezddoucich U¢inkd vcetné poskozeni krvetvorby a neptiznivého ucéinku
na funkci kostni dien¢. Z toho diivodu je dnes jeho pouzivani v mnoha zemich zakazano c¢i
velmi pfisné omezeno na podéani pouze ve velmi zavaznych piipadech. Nejvice je vyuzivan
proti kombinaci Salmonella typhi a Haemophilus influenzae (zejména v piipadé meningitidy)
a Bacteroides fragilis, ktery zpusobuje cerebralni absces. Dale jsou klinicky vyuzivany nékteré
derivaty chloramfenikolu, napt. thiamfenikol [32; 34; 35]. Na Obrazku 3 je znazornéna

struktura chloramfenikolu.

OH

OH
HN

O,N WCHC|2

O

Obrazek 3: Struktura chloramfenikolu
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Fyzikalné-chemické vlastnosti

Chloramfenikol je nazloutld krystalickd latka bez zapachu. Tabulka 7 uvadi hodnoty

nékterych jeho fyzikalné-chemickych velicin.

Tabulka 7: Fyzikalné-chemické vlastnosti chloramfenikolu

Veli¢ina Jednotka Hodnota Zdroj
Molarni hmotnost g/mol 323,13 [57]
Bod tani °C 149 — 153
Rozpustnost ve vode 25 °C g/l 2,5
Rozpustnost v ethanolu mg/ml 10 [58]
Rozpustnost v DMF mg/ml 16
Log Kow - 1,14 [57]
pH (20 °C) - 4,5-17,5 [57]
Toxikologicka data
V nasledujici tabulce (Tabulka 8) jsou uvedeny toxikologické
chloramfenikolu [57; 58].
Tabulka 8: Toxikologickd data chloramfenikolu
Parametr Testovany organismus, zpusob | Hodnota
podani [mg/kg]
Potkan, oralné 2 500
Potkan, intraperitonealné 1811
Potkan, subkutanné 5000
LDso
Mys, ordlné 1 500
Mys, intraperitonealné 1 100
Mys, subkutanné 400
LDLO Lidsky organismus (Zena) 400

33

parametry



Ekotoxikologicka data

Nasledujici Tabulka 9 uvadi ekotoxikologickd data chloramfenikolu s pfisluSnymi
literarnimi zdroji.

Tabulka 9: Ekotoxikologicka data chloramfenikolu

Parametr | Doba Testovany organismus Hodnota | Zdroj
expozice [mg/1]
48 h Daphnia magna 345 [57]
ECso
72h Chlorella pyrenoidosa 14 [59]
I1Cso 96 h Tetraselmis suecica 11,16 [60]

1.2.4 Tetracyklin

Tetracykliny jsou antimikrobidlni latky produkované houbami rodu Streptomyces.
Chemicky se jedna o derivaty Castecné hydrogenovaného naftacenu. Struktura tedy obsahuje
Ctyfi spojené SestiClenné kruhy. Jsou to Sirokospektralni antibiotika ucinkujici proti
grampozitivnim 1 gramnegativnim bakteriim stejn¢ tak jako proti spirochetdm (bakterie;
napt. pivodce syfilidy), rickettsiim (patogenni gramnegativni bakterie) a chlamydiim

(zpiisobuji rtizna zanétlivd onemocnéni, napt. zanét spojivek) [34; 61].

Prvnim objevenym zastupcem tetracyklinii byl chlortetracyklin. Tetracyklin patii mezi
polosyntetické tetracykliny. Z novéjSich generaci patii mezi tetracykliny napt. minocyklin nebo

rolitetracyklin [34].

Mechanismem ucinku tetracyklini je inhibice proteosyntézy. Konkrétné blokuji vazbu
tRNA na komplex mRNA-ribozom. Tetracykliny lehce tvoii komplexy s dvojmocnymi
kationty, ¢imz ztraceji svou Uc€innost, protoze tyto komplexy nejsou biologicky aktivni.
Pouzivaji se pfi 1écb€ infekci vyvolanych Mycoplasma pneumoniae (akutni bronchitidy,
pneumonie), chlamydiemi ¢i dalSich infekcich nebo pfi boreliozach. Lze je pouzit také
k profylaxi malarie. Diky svému Sirokospektrdlnimu ucinku a dobré snasSenlivosti se

tetracykliny vyuZzivaji pomérné Casto.

Tetracykliny se vylucuji Zluc¢i, stolici a moci v bakteriostatickych koncentracich.

Vétsinou byva 70-90 % podané davky tetracyklinil vylouceno [35; 61].
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Mezi nezédouci ucinky tetracyklinl patii drdzdéni sliznic traviciho traktu a naruSeni
ustniho 1 sttevniho mikrobiomu, coz miize vést az k superinfekci. Dale miize vést k poskozeni
nehtti ¢i deformaci kosti a zubll. Z toho diivodu se nepodavaji détem mlad$im Sesti let nebo
téhotnym zenam [34; 35].0becné¢ se uzivani tetracyklinu béhem tehotenstvi a kojeni
nedoporucuje, protoze mize nepiiznivé ovlivnit vyvoj plodu nebo kojence [62; 63]. Obrazek 4

zndzornuje strukturu tetracyklinu.

Obrazek 4: Struktura tetracyklinu

Fyzikalné-chemické vlastnosti

Tetracyklin je tmaveé Zluta krystalicka latka bez zapachu. Tabulka 10 uvadi hodnoty

nekterych fyzikalné-chemickych velicin tetracyklinu.

Tabulka 10: Fyzikalne-chemické viastnosti tetracyklinu

Velic¢ina Jednotka Hodnota Zdroj
Molarni hmotnost g/mol 444,43
Bod tani °C 172-174 L64]
Rozpustnost ve vodé 20 °C mg/ml 0,311
Rozpustnost v ethanolu 20 °C mg/ml 54 471
Log Kow - -1,25
3,2
[65]
pKa - 7,78
9,6
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Toxikologicka a ekotoxikologicka data

V nasledujici tabulce (Tabulka 11) jsou uvedeny nékteré toxikologické parametry

tetracyklinu [62; 64]

Tabulka 11: Toxikologicka data tetracyklinu

Parametr Forma Testovany  organismus, | Hodnota [mg/kg]
antibiotika zpusob podani
hydrochlorid | Potkan, oralné 6 443
¢ista latka Potkan, oralné 807
LDso Potkan, intraven6zné 128
Mys, oralné 2759
Mys intravendzné 157
hydrochlorid | Mys, ordlné 3750
NOAEL
Potkan, oralné 625
Mys, oralné 7 500
LOAEL
Potkan, oralné 1250
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Ekotoxikologicka data

V nésledujici

tetracyklinu.

Tabulka 12: Ekotoxikologickad data tetracyklinu

tabulce (Tabulka 12) jsou wuvedeny ekotoxikologické parametry

Parametr | Doba Forma Testovany organismus | Hodnota Zdroj
expozice | antibiotika [mg/1]
h Anabaena flos-aquae 6,2 +0,8 [63; 66]
7
hydrochlorid | Pseudokirchneriella 3,31+0,96 | [63; 66]
subcapitata 1 [62]
Stentor coeruleus 94,4
ECso 24 h Cista latka [67]
Stylonychia lemnae 40,1
7d hydrochlorid | Microcystis aeruginosa 0,09 [63]
96 h Chlorella vulgaris 7,73 [68]
Cista latka
48 h Daphnia magna 8,16 [69]
Chlorella sp. 4,159
72 h
Desmodesmus spinosus 34,78
ICso cista latka [24]
Chlorella sp. 0,035
96 h
Desmodesmus spinosus 10,79
Anabaena flos-aquae 2,5 [63]
NOEC 72 h hydrochlorid | Pseudokirchneriella 0,032 [63]
subcapitata 0,5 [62]

1.2.5 Negativni disledky pritomnosti antibiotik v Zivotnim prostredi

Jak bylo zminéno jiz v pfedchozim textu, Cistirny odpadnich vod nejsou dostatecné

efektivni v odstranéni antibiotik, coz vede k jejich neustdlému ptisunu do vodnich tokt [70].

Toxicita jednotlivych antibiotik se li§i v zavislosti na testovaném organismu. Organismy
nizké trofické trovné (napf. cyanobakterie, fasy) vykazuji vyssi citlivost na antibiotika nez
organismy na vyssich trofickych urovnich (napft. korysi, ryby). Studie toxicity u mikrofas b&zné
zahrnuji hodnoceni jejich ristu a funkce fotosyntetickych a antioxida¢nich systémi. Mezi
sledované parametry patii densita bun¢k, velikost bun¢k, biomasa, obsah exopolysacharidi,

obsah fotosyntetickych pigmentli a biomarkery antioxida¢niho systému [71].
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Je prokéazano, ze 1éCiva vcetné antibiotik a jejich degradacnich produkti v Zivotnim
prostfedi maji nepiiznivy vliv na riist a metabolismus fas i cyanobakterii, mohou narusovat
fotosyntézu, genovou expresi a ménit aktivitu antioxida¢nich enzymt. Taktéz negativné
ovliviiyji korySe nebo obojzivelniky a mohou vyvolat fyziologické zmény u ryb a negativné
ovliviiovat jejich reprodukéni schopnosti [24; 71]. Koncentrace 0,1 pg/ml byly pro ficni
mikrobidlni komunity vzdy rast stimulujici, avSak pti koncentracich 100 pg/ml byl pozorovan
jasny pokles mikrobidlniho rastu, ktery byl jesté vyrazn€jsi pti koncentracich vysSich nez

1000 pg/ml [56].

Antibiotika jsou clovékem obvykle vylu¢ovana jako konjugaty glukuronidu a sulfatu,
které v zivotnim prosttedi mohou snadno hydrolyzovat, ¢imz dojde ke znovu uvolnéni aktivni
formy léciva. Také mohou byt vyloucena v nezménéné formé nebo jako metabolit se stale

aktivnim a¢inkem [12].

Tetracykliny maji silnou schopnost vazat se na ¢astice v pudé, jelikoz tvofi komplexy
s dvojmocnymi kationty. Jejich pfitomnost téz narusSuje strukturu mikrobidlnich spoleCenstev
a inhibuje jejich aktivitu, konkrétn¢ inhibuje enzymy uredzu, dehydrogendzu a kyselou
fosfatazu [6; 72]. Fosfatazu téz inhibuji tylosin, sulfametoxazol a sulfamethazin. Sulfonamidy

téz negativné ovliviuji ptidni respiraci [73].

Studie z roku 2019 zabyvajici se ucinky tetracyklinu a jeho degradac¢nich produkti
na tasu Chlorella vulgaris urcila nasledujici hodnoty ECso (96 h) viz Tabulka 13.

Tabulka 13: Hodnoty ECso pro rasu Chlorella vulgaris (96 h) [68]

Latka ECso (96 h) [mg/1]
Tetracyklin 7,73
Anhydrotetracyklin 5,96
Epitetracyklin hydrochlorid | 8,42

Také bylo v této studii zjisténo, ze pti vysSich koncentracich téchto tii latek byla zvysena
propustnost bunécnych membran fasy a doSlo i ke strukturdlnim zméndm, jako ukladéani

Skrobovych granuli, deformace tylakoidnich lamel v chloroplastech a zvétSeni vakuol [68].

Byly studovény i vlivy tetracyklinu a chlortetracyklinu na Zizaly druhu Eisenia fetida.

Ob¢ antibiotika vykazovala genotoxické ucinky. Testovany byly koncentrace v rozsahu 0-

v v
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0,3 mg/kgqw dochazelo k vyznamnému poskozeni DNA bunék imunitniho systému zizal
(tzv. coelomocytl). Pii del$i expozici obé 1é¢iva také zptisobovala vznik oxidativniho stresu

[74].

Pritomnost antibiotik (napf. ciprofloxacinu) v pidé¢ muze téz negativné ovliviiovat
kliceni semen a rust rostlin. Jedna se o fytotoxicky ucinek. Napiiklad rist mrkve, salatu ¢i
jeCmene byl inhibovan pii koncentraci antibiotika jiz od 1 mg/kg pidy. To znamena, Ze

pritomnost antibiotik mtize zptsobit snizeni irodnosti pidy [6; 72].

Hlavnim celosvétovym problémem spojenym s pfitomnosti antibiotik v Zivotnim
prostiedi je antibioticka rezistence. Pfitomnost rezidui antibiotik v zZivotnim prostfedi umoziuje
vznik genll rezistence proti antibiotikim (tzv. antibiotic resistance genes — ARGs) [75].
Antibiotika se v Zivotnim prostfedi vyskytuji 1 pfirozen€, protoze jsou to latky piirodniho
puvodu, avSak jejich koncentrace jsou vyrazné niz§i nez koncentrace pochdzejici z lidskeé
¢innosti [76]. Antibioticka rezistence miZe byt bud’ vrozena ¢i ziskand od jinych bakterii
horizontalnim pienosem genti [33]. Napiiklad v Ciné roku 2017 bylo identifikovano pies
200 rtznych gent rezistence ve vzorcich sedimentl z mist, kde feky tsti do moie [11; 75]. Tato
rezistence je spojena s rizikem superinfekci, které pak neni mozné 1é€it bézné predepisovanymi
lécivy. Rezistence mtize byt absolutni (mikrob nema zadné cilové struktury, které by mohlo
dané antibiotikum ovlivnit) ¢i relativni (neni dosaZeno potiebné koncentrace) [34]. Na piiklad

mira rezistence bakterie Escherichia coli vi¢i ciprofloxacinu se 1i8i v rozmezi 8,4-92,9 % [25].

Sifeni rezistentnich bakterii a ARGs v zivotnim prostiedi mtze byt disledkem
selek¢nich tlakti zpsobenych lidskou Cinnosti. Mezi tyto ¢innosti patii nadmérné uzivani
antibiotik v klinické medicing a také pouzivani antibiotik v zeméd¢€lstvi k prevenci onemocnéni

¢i podpote rustu [33].

ARGs se také mohou akumulovat ve vodég, pide 1 atmosféie, migrovat napfic prostfedim
a integrovat se do pohyblivych genetickych prvki, jako jsou plazmidy ¢i transpozony, coz
usnadiluje jejich pfenos mezi mikroorganismy. Snadno se Sifi také v lékaiském prostiedi,
v chovech hospodarskych zvitat a dokonce i1 v populacich volné Zijicich Zivo€ichi. Antibiotika
se mohou dostat 1 do pitné vody, a piestoZe jejich koncentrace byvaji pfili§ nizké na to, aby
predstavovaly pfimé riziko pro lidské zdravi, mohou narusit mikrobialni spolecenstva a piispét
k Sifeni ARGs. Tento problém ma globalni rozmér, jelikoz Zadny stdt ho nemtze efektivné

vyfesit samostatné bez spoluprace s okolnimi zemémi [25; 71].
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Kromé vyvoje rezistentnich patogennich kmenli patii mezi dopady pfitomnosti
antibiotik v Zivotnim prostfedi na ¢lovéka také riziko spojené s pozitim antibiotik, jejichz
rezidua jsou pfitomna v zivocisné irostlinné stravé a pitné vod¢. Antibiotika se totiz mohou

akumulovat v potravinaiskych plodinach [72].

Dalsim problémem jsou ekotoxické nezaddouci G¢inky na necilové organismy a také
ekologické dopady na agroekosystémy pti hnojeni hnojem. Pouzivani hnoje ma své vyhody —
zvyseni teploty piidy, coz zmiriuje chladovy stres, poskytovani zivin a zmirnéni sekundarniho
zasoleni pidy vlivem minerdlnich hnojiv. AvSak je s tim spojena pravé vysSi kontaminace
plodin antibiotiky. Vyss§i koncentrace byvaji detekovany na polich chranéného €1 ekologického
zemédelstvi, jelikoz praveé tam Castéji hnoji pomoci hnoje nebo Cistirenského kalu. A bohuzel

z nutnosti opakovaného hnojeni poli pak dochazi k akumulaci antibiotik v ekosystému [3; 72].

Problematické je 1 to, Ze se rlizna antibiotika, napf. tetracykliny nebo peniciliny,
pouzivaly jako stimuladtory ristu v krmivech pro hospodaiska zvitata ¢i jako profylaxe.
V Evropské unii jsou tyto stimulatory riistu od roku 2006 zakazany [12; 77]. USA omezila
pouzivani antibiotik jako stimulatord ristu v roce 2013 [78]. Avsak napf. Cina antibiotika
naduziva, a to hlavné¢ v chovu hospodarskych zvitat. Uvadi se, zZe intenzita uzivani antibiotik
v Ciné je az 2,8x vy3si nez v USA. Cina az roku 2019 zakazala pouzivani 8 konkrétnich
antibiotik jako stimulatort ristu. Jako ndhrada antibiotik v téchto smérech by mohly byt
pouzity enzymy, probiotika, oligosacharidy atd. Tributyrin, kyselina mravenci ¢i draselné soli
dikarboxylovych kyselin pfidané do potravy zvifat mohou zlepsit imunitu, podpofit traveni
irast dobytka. Bacillus subtilis mize mit pozitivni vliv na zdravi stiev a podporovat rist
brojlerii. Pokud jde o prevenci Sifeni infekcnich chorob v chovu zvitat, je optimalni cestou

misto pouzivani antibiotik vakcinace [25].

Obecné lze fici, Ze koncentrace antibiotik, které jsou béZné detekovany ve vodnich
tocich po celém svété, neptedstavuji riziko akutni toxicity. Nicméné dlouhodobd expozice
nizkym koncentracim riznych antibiotik a jejich smésim s dal§imi kontaminanty miize vést

k nerovnovaze v ekosystémech, coZ nelze povazovat za zanedbatelné riziko [56].

1.2.6 Detekovana mnozstvi antibiotik ve vodach

Nemocni¢ni odpadni vody a odpadni vody z farmaceutického primyslu obsahuji
koncentrace antibiotik v fadech pg az desitek mg/l, v komunalnich odpadnich vodach to byvaji

desetiny ¢&isetiny pg/l, v povrchové, podzemni &i moiské vody spise ng/l [56]. Cistirny
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odpadnich vod obecné¢ nedokdzou ucinné eliminovat antibiotika, coz potvrzuji studie

zaznamenavajici jejich vyssi koncentrace ve vodnich tocich za COV nez pted ni [71].

Vyznamnym zdrojem antibiotik v odpadnich vodach jsou nemocnice. Autofi studie
z Francie z roku 2017 stanovili vyrazn¢ vyssi koncentrace antibiotik (18—12850 ng/I) v odpadni
vodé COV, ktera zpracovavala odpadni vodu z nemocnic i domaci, nez v COV piijimajici pouze
odpadni vodu z domacnosti (3—550 ng/l). Také porovnavali koncentraci antibiotik v fece pred
a za vypusti z Cistirny odpadnich vod. Pied vypusti byly v fece detekovany pouze
fluorochinolony, a to v nizkych koncentracich (<10 ng/l). Thned za vypusti vy€isténé vody
z COV koncentrace antibiotik v fece prudce vzrostla. Napiiklad ofloxacin dosahl koncentrace
az 1210 ng/l. To potvrzuje, Ze Cistirny odpadnich vod nejsou v odstranovani antibiotik

dostatecné ucinné [70].

B-laktamové antibiotika nebyvaji ve vodach tak ¢asto detekovana, jelikoz B-laktamovy
kruh je ve vodném prostiedi pomérné nestabilni. Snadno hydrolyzuje v kyselém 1 alkalickém
prostiedi ¢i reakcei se slabymi nukleofily, jako je napt. molekula vody, ¢i enzymatickou reakci

[12].

V Polsku bylo v surové odpadni vod¢ detekovano mimo jiné 22 druht antibiotik.
V nejvysSich koncentracich se tam vyskytoval metronidazol, ktery dosahoval hodnot az
7400 ng/l. Néktera dalsi antibiotika prevySovala koncentrace 1000 ng/l, a to ciprofloxacin,
vankomycin ¢i sulfamethoxazol. V fekach byly nalezeny velmi podobné koncentrace antibiotik
jako v odpadni vodé. Co se ty¢e vody podzemni, nejvyssich hodnot dosahovaly sulfapyridin

a sulfamethoxazol se 177,1 ng/l, respektive 66 ng/l [29].

Ve Svédsku byly analyzovany vzorky piitékajici odpadni vody, vy&isténé odtokové
vody a digestovaného kalu z 11 Cistiren odpadnich vod. Z 12 analyzovanych antibiotik jich bylo
9 detekovano alesponi v jednom vzorku. Pét antibiotik bylo detekovano ve vycisténé vode
(ciprofloxacin, klarithromycin, erythromycin, metronidazol a trimethoprim). V nejvétsim poctu
vzorkil byl detekovan trimethoprim a to v rozsahu koncentraci 10-130 ng/l. V kalu byl nejvice
zastoupen ciprofloxacin v rozsahu koncentraci 1600—11000 ng/gaw [79]. Fluorochinolony maji
totiZ vys$$i tendenci k adsorpci a byvaji spiSe vdzané na suspendované ¢astice a sedimenty, nez

rozpusténé ve vodnim sloupci [70].

Problematické je zavlaZzovani pid regenerovanou odpadni vodou, coz mulzZe vést
k akumulaci 1é€iv v Zivotnim prostfedi. Studie z Ciny z roku 2011 prokézala vyssi obsah 1é¢iv

a endokrinnich disruptortt v ptidé zavlaZované odpadni vodou neZ v pidé zavlazované

41



podzemni vodou. Napft. pro tetracyklin to byly hodnoty 19,6 + 6,1 pg/kgaw v pid€ zavlazované

odpadni vodou a 8,9 + 3,2 ng/kgaw v ptidé zavlazované podzemni vodou [80].

1.2.7 Degradace a odstranovani antibiotik

Chemické vlastnosti antibiotik samoziejmé¢ ovliviiuji jejich perzistenci v zivotnim
prostfedi a nachylnost k degradacnim procesim. Po vstupu antibiotik do piidy dochazi
k n¢kolika vzajemné propojenym procesim. Mohou byt degradovany, mohou se hromadit
v pudé, byt absorbovany plodinami, nebo mohou byt snadno dostupné pro pienos

do povrchovych a podzemnich vod vyluhovanim [72].

Ve vodném prostiedi podléhaji riznym pfeménam. Napt. chloramfenikol, ampicilin
a penicilin podléhaji hydrolyze, erytromycin a tetracyklin fotolyze, dale pak miize dochéazet
k sorpci ¢i biologické degradaci. Tyto procesy jsou téz ovlivnény environmentalnimi faktory
jako je slunec¢ni zafeni, teplota vody, pfitomnost mikroorganismt, obsah organické hmoty ¢i
vlastnosti sedimentu [56]. Degradaci ARGs v ptirodé urychluje zvySena teplota, silné svétlo

a anaerobni podminky [25].

Pro jejich odstranéni se vyuzivaji procesy jako napt. ozonizace a kombinace UV zafeni
s chlorem, H,O> nebo Fe**. Mezi dalsi techniky ¢&isténi patii koagulace, flokulace, adsorpce
na aktivni uhli ¢i jiné sorbenty, fotokatalyza, elektrolyza a membranové technologie [25].
VétSina metod ma tfadu nevyhod jako jsou vysoké nédklady na energii a material, nebo
sekundarni kontaminace ptidanim dalSich chemikalii. Adsorpce je pravdépodobné nejvice

vyuzivana pro svou vysokou ucinnost a jednoduchost [81].

Pro odstranéni tetracyklinii, které jsou pomérné Spatné¢ biologicky odbouratelné, je
velmi vyhodné vyuZziti pravé adsorpce, kterd je jednoduchou a levnou metodou, C¢i
fotokatalyticky rozklad, jehoZz produkty jsou mnohem méné toxické. Jako adsorbent
1 fotokatalyzator se osvédcily slou€eniny na bazi uhliku, které jsou Setrné k Zivotnimu prostredi
a pomérné levné a dostupné. Mezi tyto latky patfi i grafen, coZ je nanomaterial s vysokym
povrchem a jehoz strukturu, a tedy i vlastnosti, lze upravovat dle pozadavki, coz je vyhodné
pro vyuziti jako adsorbentu. Ma také vynikajici elektrickou vodivost, pohyblivost elektroni,
coz zefektiviiuje jejich pienos, a vysokou optickou prithlednost. Tyto vlastnosti jej zase ¢ini

skvélym materidlem pro fotokatalyzu [61].
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1.2.8 Regulace pritomnosti antibiotik v prostredi v ramci Evropské unie

Regulace antibiotik mé celosvétove velky vyznam. Mezi hlavni pfinosy legislativnich

opatieni Ize zatadit [25]:

e Omezeni naduzivani antibiotik prostfednictvim zavedeni norem a limitli pro obsah
rezidui antibiotik v zemédélskych produktech.

e Omezeni nadmérného pouzivani antibiotik muize snizit pravdépodobnost vzniku
rezistence, tedy prodlouzit Gi¢innost stavajicich antibiotik a tim i ziskat ¢as na vyvoj
1é¢iv, ktera by mohla antibiotika nahradit.

e Ochrana lidského zdravi a snizeni nakladi na 1é¢bu diky mensi pravdépodobnosti
vzniku tézce 1éCitelnych infekei zptisobenych rezistentnimi kmeny.

e ZajiSténi kvality a bezpecnosti zeméd¢€lskych produktt.

e Snizeni zneciSténi zivotniho prostiedi a s tim spojena ochrana ekosystémi.

Utinky zptisobené piitomnosti antibiotik a jejich interakce s dalsimi latkami v Zivotnim
prostiedi nejsou dosud dostatednd prozkoumény. Evropské unie, a tedy i CR, v soucasnosti
postrada jednotny a komplexni legislativni rdmec, ktery by reguloval tnik farmaceutickych
latek do Zivotniho prostfedi a stanovoval zavazné limity pro obsah I€Civ napft. v pitné vod¢ [19;
56]. Avsak celé této problematice se vénuje stale vétsi pozornost, coz se odrazi v prijeti dil¢ich
aktivit jako n¢kolika strategickych dokumentii a ramcovych legislativnich opatieni zamétenych

na omezeni negativnich dopadi piitomnosti farmaceuticky aktivnich latek v zivotnim prostiedi.

V roce 2017 byl Evropskou komisi vydan Evropsky akéni plan ,,Jedno zdravi“ proti
antimikrobialni rezistenci (AMR). Plan je zalozen na pfistupu ,Jedno zdravi“, coz je
celosvétové uznavany pojem, ktery propojuje zdravi lidi, zvifat a Zivotniho prostiedi.
Kli¢ovymi cili akéniho planu je $irsi sbér dat od ¢lenskych stath o pouzivani antimikrobialnich
latek, zlepSeni koordinace reakci ¢lenskych stati na AMR sdilenim zkuSenosti, podpora

vyzkumu, vyvoje a inovaci, a zintenzivnéni globalniho 0sili EU v této oblasti [82].

Roku 2019 byl schvilen Akéni plan Nérodniho antibiotického programu Ceské
republiky (AP NAP) pro obdobi 2019-2022. Hlavnimi pilifi bylo zlepSeni informovanosti
o stavu antibiotické rezistence a spotfeby antibiotik, kontrola a prevence antibiotické rezistence
a podpora védy a vyzkumu [83]. Aktualizovany plan na dal$i obdobi dosud nebyl zvefejnén,
ale na konferenci ,,Antibioticka rezistence v CR: Jak spole¢né zastavit nezastavitelné* poradané

Ceskou platformou antibiotické rezistence, z.s. (CZEPAR) 14.—15. listopadu 2024 byla zminka
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o tzv. Akénim planu Nérodniho antibiotického programu CR na obdobi 2024-2030, do n&hoz

byl nové zatazen sektor zivotniho prostiedi [84].

V roce 2019 Evropska unie pfijala ,Strategicky ptistup Evropské unie k IéCivym
pripravkim v zivotnim prostfedi, ktery dopliuje cile pfistupu ,Jedno zdravi“ proti
antimikrobialni rezistenci. Jeho cilem je feSit problém zneciSténi zpisobeného léCivymi
pripravky, s ¢imz jsou spojena rizika pro zivotni prostiedi i pro lidské zdravi, a to navrhovanim
opatieni k eliminaci negativnich dopadt farmaceutickych latek na zivotni prostiedi i ¢lovéka,
podporovat inovace a zajistit, aby tato opatfeni neohrozila pfistup k bezpe€nym a ucinnym

1é¢iviim v humanni 1 veterinarni medicing [85].

Provadéci rozhodnuti Komise (EU) 2020/1729, které¢ dopliiuje Smérnici evropského
parlamentu a rady 2003/99/ES, stanovuje pravidla pro monitorovani antibakteridlni rezistence.
Popisuje sledovani rezistence u zoonotickych (pfenasejicich se ze zvirat na cloveka, kde mohou
vyvolat onemocnéni, napi. salmonelu) a komenzalnich bakterii (Zijicich uvnitf hostitele ¢i
na povrchu jeho téla, neSkodici mu) v letech 2021-2027 v chovech hospodarskych zvitat (skot,
kraty, brojlefi, prasata) pro produkci masa. Monitoring zahrnuje bakterie Salmonella spp.,
Campylobacter coli nebo Escherichia coli a nékteré konkrétni enzymy inaktivujici urcité typy
antibiotik. Clenské staty musi kazdoro¢né hlasit vysledky svého monitorovani Komisi. Toto
rozhodnuti bylo rozsifeno roku 2023 provadécim rozhodnutim (EU) 2023/1017 o sledovani

bakterie Staphylococcus aureus rezistentni na methicilin (MRSA, z angl. methicillin-resistant

Staphylococcus aureus) u prasat [86; 87].

Také bylo vydano Natizeni Komise v pienesené pravomoci (EU) 2024/1229, které
dopliuje natizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2019/4 tykajici se vyroby a uzivani
krmiv, kde je uvedeno, Ze musi byt zamezovano kifizové kontaminaci krmiv hospodaiskych
zvitat antimikrobidlnimi ladtkami. Dopliujici nafizeni z roku 2024 jiz uvadi doporucené
analytické metodiky a maximalni povolené limity. Tyto limity jsou napf. pro amoxicilin

150 pg/kg, pro trimethoprim 25 pg/kg a pro tetracyklin 100 pg/kg [88].

S minimalizaci rizika rozvoje antimikrobidlni rezistence souvisi i Nafizeni Komise
v pfenesené pravomoci (EU) 2024/1159, které dopliuje natizeni Evropského parlamentu
a Rady (EU) 2019/6 a stanovuje pravidla pro u¢inné a bezpe¢né pouZivani veterinarnich
lécivych pripravki podavanych peroralné jinymi zplsoby nez prostiednictvim medikovaného

krmiva, napt. ve vodé [89].
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Provadéci rozhodnuti Komise (EU) 2025/439 doplituje smérnici 2008/105/ES a urcuje
novy seznam latek, které musi byt na izemi EU monitorovany ve vodnich tocich. Na tomto
seznamu se nyni vyskytuji ofloxacin, abamektin, oktokrylen, propranolol, tetracyklin
¢i oxytetracyklin. Data slouzi k hodnoceni rizika, které tyto latky ptedstavuji pro vodni
prostiedi, coz pak slouzi k rozhodnuti, zda by latka méla byt zarazena na seznam prioritnich
latek podle smérnice 2000/60/ES. Na tomto seznamu, ktery byl aktualizovan smérnici
2013/39/EU, jsou zarazeny latky vyznamné rizikové pro vodni prostfedi a souvisejici
ekosystémy, napt. benzen, naftalen, polyaromatické uhlovodiky, rtut’ a jeji slouceniny, diuron,

atrazin a dalsi [15; 90; 91].

Problematiku kvality pitné vody v EU upravuje smérnice Evropského parlamentu
a Rady (EU) 2020/2184, ktera stanovuje hygienické pozadavky a zavazné limitni hodnoty
pro vybrané ukazatele kvality vody urcené k lidské spotiebé, napt. dusi¢nany, pesticidy, olovo
¢iarsen. V ramci této smérnice byl zaveden také seznam sledovanych latek, jehoZ konkrétni
podobu stanovuje provadeci rozhodnuti Komise (EU) 2022/679. Ma obsahovat latky, které jsou
pritomny ve vod¢ urcené k lidské spotfebé a mohly by predstavovat riziko pro lidské zdravi,
napt. 1éCivé ptipravky, endokrinni disruptory ¢i mikroplasty. V soucasnosti jsou na tomto
seznamu dvé¢ latky, a to 17-B-estradiol (smérna hodnota 1 ng/l) a nonylfenol (smérnd hodnota
300 ng/l). Smérné hodnoty nejsou zavazné limity, jejichz prekrocCeni by vyzadovalo okamzity
zékaz, slouzi spiSe pro hodnoceni rizika a piipadné zahajeni piislusnych opatteni k zajiSténi

kvality vody [92; 93].

1.3 Zelené mikrorasy

Mikrotasy jsou jednobunééné eukaryotické organismy, které k ziskdvani energie
vyuzivaji fotosyntézu podobné jako vyssi rostliny. Jejich buiiky obsahuji bunécnou sténu,
plazmatickou membranu, cytoplazmu, jadro a zakladni organely (viz Obrazek 5 a 6). Klicovou
soucasti jsou plastidy, zejména chloroplasty, které obsahuji chlorofyl — barvivo nezbytné

pro fotosyntézu [94].

45



Chlorella
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Obrazek 5: Bunécna struktura rasy rodu Chlorella (upraveno a prevzato z [95])

Chlamydomonas
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Jadro
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g , Buné¢na membrana
Skrobové zrno

Pyrenoid Buné¢na sténa

Obrdazek 6: Bunécna struktura rasy rodu Chlamydomonas (upraveno a prevzato z [96])

e

Chlorofyl je hydrofobni zelené barvivo, které se nachazi v chloroplastech zelenych ¢asti
rostlin ¢i fas. Po absorpci zatfeni vhodné vinové délky se podili na fotosyntéze. Existuje vice
typt chlorofylu — chlorofyl a, b, c, d, e, f. Hlavnimi jsou chlorofyl a a chlorofyl b, které se
strukturné 1iSi pouze v substituentu — methyl nebo formyl. V rostlindch byvaji pfitomny oba
typy a to v pfiblizném poméru 3:1 ve prospéch chlorofylu a. Obsah chlorofylu v mikrotasach
byva mezi 0,5 az 1 % suSiny. Chlorofyl c byva pievazné obsazen v motskych fasach, chlorofyl d
pak v Cervenych fasach a spolecné s chlorofylem f v cyanobakteriich. Chlorofyl e je z nich

nejméné rozsifeny [97; 98; 99].

Charakteristickym znakem mikrofas je oproti vyS$Sim rostlinAm absence cévniho
systému pro transport zivin. Tento nedostatek je kompenzovan fotoautotrofni povahou kazdé

buniky mikrofasy, ktera umoziuje ptimé vsttebavani zivin z okoli bez potieby slozité cévni sité.
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Tato jedinecna vlastnost zjednodusuje proces piijmu zivin a odliSuje mikrofasy od vysSich

rostlin z hlediska strategie transportu zivin [94].

Rasy jsou kli¢ovou soudasti Zivotniho prostiedi. Produkuiji piiblizné polovinu kysliku
na Zemi a hraji zasadni roli v globalnim uhlikovém cyklu. Mikrotasy obyvaji téméi vSechny
ekosystémy na Zemi a dokazi prezivat v extrémnich podminkach, vcetné vysokych nebo
nizkych teplot, extrémnich hodnot pH, tlaku a salinity [100]. Vyskytuji se hojné¢ ve vodnich
ekosystémech a tvoti velkou ¢ast biomasy. Jsou primarnimi producenty ve vodnim potravnim
fetézci, kde slouzi jako potrava pro larvalni stadia ryb, m¢kkyst a dalSich organismil. Zasadné
ovliviiuji strukturu i funkci vodnich ekosystému. Také vyznamné ptispivaji k rozkladu
organické hmoty, ¢imZ uzaviraji kolobéh Zivin a podileji se na vyméné energie 1 odbouravani
znecistujicich latek. Kvhli své citlivosti na rizné kontaminanty jsou téZ povaZovany

za bioindikatory kvality vody [24; 56; 81].

Neékteré druhy, pievazné sinice, vSak mohou zplisobovat Skodlivé vodni kvéty
(tzv. harmful algal blooms) a produkuji toxiny nebezpecné pro vodni organismy i ¢lovéka.
Po jejich odumfieni navic dochazi k poklesu koncentrace rozpusténého kysliku ve vod¢, coz

muze dale narusit vodni ekosystémy [101].

Mikrotasy obsahuji vysoce stravitelné proteiny bohaté na esencialni aminokyseliny,
sacharidy, omega-3 mastné kyseliny nebo karotenoidy. Biologicky aktivni latky obsaZzené
v mikrotasach vykazuji antimikrobialni, antioxida¢ni, neuroprotektivni a imunitu stimulujici
ucinky. Pouzivaji se tedy jako potravinové dopliky, piisady do kosmetiky, potravin ¢i krmiv

a maji potencialni vyuziti i v medicin€ [97; 100; 102].

1.3.1 Interakce kontaminanta s mikrorasami

Mikroftasy se vyznacuji pozoruhodnou schopnosti vychytavat anorganické latky jako
dusi¢nany, fosfore¢nany ci tézké kovy. Dusik potiebuji pro syntézu bilkovin a enzymi, fosfor
pro syntézu nukleovych kyselin a fosfolipidl a tézké kovy vyuzivaji jako mikroziviny pro sviij
vyvoj. Mohou také absorbovat a odstranovat nékteré organické latky, véetné antibiotik. Mezi
Jjimi vyuzivané mechanismy patii biosorpce, bioakumulace ¢i biodegradace. Pomoci
fotosyntézy zpracovavaji CO2 a uvoliiuji Oz, ktery zase mohou vyuzit aerobni bakterie
rozkladajici dalsi organické kontaminanty. Mikrotasy, ¢asto v kombinaci s bakteriemi, se tedy
ukazuji jako velice vyhodné pro bioremediaci odpadnich vod. Vyuziti mikrotas pro remediaci
se nazyva fykoremediace. Tento zplsob cisténi odpadnich vod se povazuje za udrzitelny,

jelikoz na rozdil od jinych metod c¢isténi neprodukuje CO>, ale dokonce jej fasy vyuZivaji

47



pro fotosyntézu. Rasy tak vedle eliminace ECs ptispivaji ke snizeni obsahu dusiku, fosforu
a také patogennich bakterii. AvSak ne vSechny znecist'ujici latky jsou biodegradabilni a nékteré

mohou byt pro mikrofasy i toxické [94].

Mikrofasy maji na svém povrchu rizné funkéni skupiny, které mohou slouzit jako
adsorpcéni mista. Biosorpce tedy souvisi s pfilnavosti kontaminantti k povrchu mikrofas.
Existuji dva typy biosorpce. Fyzikélni, kdy dochazi k povrchovym interakcim, a chemicka, kdy
vznikaji chemické vazby mezi fasou a kontaminantem. K bioadsorpci také dochazi, kdyz se
kontaminanty sorbuji na extracelularni polymerni latky (EPS, z angl. extracellular polymeric
substances). Tyto extracelularni latky l1ze rozdélit do dvou forem: vazané EPS, které€ jsou tésné
spojené s bunécnymi sténami mikrofas, a rozpustné EPS, jez jsou vyluCovany mikrofasami
do okolniho prostiedi. Mezi EPS patii proteiny, polysacharidy, nukleové kyseliny, lipidy
a huminové¢ latky, které poskytuji rizné funkéni skupiny, jako jsou karboxylové, aminové
a hydroxylové, ¢imZ poskytuji dostupna vazebna mista pro adsorpci. Obecné EPS chrani buiiky
pfed nepfiznivymi vlivy prostfedi. Mikrofasy mohou v reakci na stres zplisobeny toxicitou
kontaminantli, napt. antibiotik, vyluCovat vice EPS. Bunétné stény mikrofas a EPS maji
pievazné zaporny ndboj diky pritomnosti dominantnich funk¢nich skupin jako napt. karboxyl,
hydroxyl a fosforyl. Proto mohou byt antibiotika s kladnym nabojem uc¢inné adsorbovana

prosttednictvim elektrostatickych interakei [94; 103].

Faktory ovlivilujici Uc¢innost biosorpce jsou pocatecni hodnota pH, mnoZzstvi
rozpusténého kysliku, koncentrace znecist'ujicich latek a doba zdrzeni v systému. Obecné maji
lipofilni slouceniny vyssi afinitu k mikrofasdm v dasledku elektrostatickych interakci, zatimco
hydrofilni slou¢eniny jsou v rastovém prostfedi odoIn€jsi a maji nizkou afinitu k bioadsorpci.
Lipofilitu latky lze hodnotit pomoci log Kow (rozdé€lovaci koeficient oktanol-voda), pfiCemz
vys$si hodnota log Kow znamend vyssi adsorpci sloucenin na povrch mikroorganismii nebo
na pevnou fazi. Antibiotika s vysokymi hodnotami log Kow (>5) a vysokou molekulovou
hmotnosti byvaji snadnéji adsorbovatelna nez antibiotika s nizkymi hodnotami log Kow (<2,5).

Schopnost mikrotfas adsorbovat latky do zna¢né miry zavisi 1 na druhu fasy [94; 103].

Vzhledem k tomu, Ze bioadsorpce je nemetabolicky proces, dochazi k navazani
antibiotik 1 jinych kontaminanti na povrch mikrofas na Zivych i nezivych buikéach. Biomasa

nezivych mikrofas se tak ukazala jako vysoce efektivni sorbent pro odstranéni antibiotik [103].
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Mezi vyhody biosorpce patii nizké ndklady, jednoduchost procesu a to, ze i neziva
fasova biomasa mtize odstranit kontaminanty z vodniho prostfedi mechanismem biosorpce [94;

104].

Po biosorpci Casto nasleduje bioakumulace. Jednd se o transport latky z okolniho
prostiedi do buné¢né cytoplazmy, kde se mize vézat na intracelularni proteiny. Antibiotika
mohou pies bunécnou membranu mikrotas prochdzet ttemi hlavnimi mechanismy, kterymi jsou
pasivni difuze, usnadnénd difuze (passive facilitated diffusion) a aktivni transport. Pasivni
difuze nevyzaduje dodani zaddné energie. Usnadnéna difuze je zprostfedkovdna pomoci
specifickych transportnich struktur, nejcastéji proteinti [103]. Akumulovana antibiotika uvnitt
bunék mikrofas mohou vést k nadmérné produkci reaktivnich forem kysliku (ROS),
napt. superoxidovych radikalt, hydroxylovych radikali ¢i alkoxy radikalt. Bézné tyto radikaly
napomahaji metabolismu a bunécné proliferaci, avSak pfi vystaveni antibiotikiim je jejich
hladina vys$$i a maze vést k denaturaci DNA a proteind, bunéénému poskozeni, mutagenezi ¢i

bunééné smrti. AvSak mikrotasy dokazou akumulovana antibiotika také metabolizovat [103].

Po bioakumulaci mohou fasy kontaminanty degradovat pomoci enzymaticky
katalyzovanych reakci, mezi néz patii hydroxylace, glykosylace, hydrogenace, dehydrogenace
a hydrolyza. Biodegradace je nejicinnéjSim mechanismem odstranovani antibiotik pomoci
mikrotas. Vysledkem biodegradace miize byt vznik degradacnich produktii ¢i kompletni

mineralizace na CO; a vodu. Tato biodegradace probiha ve tfech fazich:

1) Za ucasti enzymi dochazi k preméné lipofilnich molekul na hydrofilni. Hlavnimi
zuCastnénymi enzymy jsou cytochrom P450, cytochrom b5 a NADPH-cytochrom P450
reduktaza. Tato fAze zahrnuje hydrolyzu, oxidaci a redukeci.

2) Molekuly s elektrofilnimi substituenty tvofi konjugat s glutathionem za katalyzy
enzymem glutathion-S-transferdza. Mize dochézet ke konjugaci i s jinymi molekulami,
napft. sacharidy nebo aminokyselinami.

3) Dochazi kdegradaci pomoci enzymi jako karboxylaza, dekarboxyldza

¢i dehydrogenaza [103; 105].

Kromé bioadsorpce, bioakumulace a biodegradace mohou byt n€které kontaminanty,
véetné antibiotik, odstranény nepiimo prostfednictvim fotodegradace a volatilizace
za pritomnosti mikrotas. K tomu vSak dochazi pouze za specidlnich podminek, které nejsou

bézné, a proto vétsinou tyto mechanismy byvaji povaZzovany za zanedbatelné [103].
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Rasova biomasa ziskana z ¢isténi odpadnich vod po biodegradaci miize byt vyuzita
k vyrobé biovodiku, biopaliv (v zavislosti na slozeni biodiesel, bioplyn, bioethanol, biobutanol)
¢i uhlovodik. Kombinace ¢isténi odpadnich vod mikrofasami a nasledného vyuziti jejich
biomasy pro vyrobu biopaliv ¢i jinych produkti pozitivné prispiva k udrzitelnosti a cirkularni
ekonomice. Vyuziti mikrofas pro CiSténi odpadnich vod je vyhodné, jelikoz mikrofasy jsou
hojné ptitomny v prostiedi, netvoti sekundarni znecisténi, rostou pomérné rychle a maji velky
povrch. Oproti ostatnim zptisobiim c¢isténi nejsou mikrofasy tak energeticky ani finan¢né
naro¢né. Vyhodou také je, Ze béhem procesu fykoremediace nedochézi k tvorbé toxictéjSich

vedlejSich produktt, a tedy ani ke zvysSeni toxicity pro zivotni prostiedi [94; 104; 106; 107].

Utinnost fykoremediace je ovlivnéna nékolika faktory jako pH, oxidaéné-redukéni
potenciél, teplota, délka a intenzita svételné expozice a doba zdrzeni. U¢innost odstratiovani
kontaminace se také vyrazn€ liSi u rtznych druhti fas. Mize se pohybovat od zadného
odstranéni aZ po Uplné odstranéni v zavislosti na fyzikalné-chemickych vlastnostech
slouc¢eniny, druhu fasy, metod¢ kultivace a provoznich podminkach. Vybér vhodného druhu
mikrofasy a optimalizace podminek péstovani je tedy zasadni pro u¢innou bioremediaci

antibiotik [106].

Mikrotasy rodu Chlamydomonas, Chlorella a Scenedesmus jsou vzhledem k jejich
dostupnosti a velkému potencidlu nejvice vyuzivané pro antibiotickou bioremediaci odpadnich
vod [103]. Chlorella vulgaris dokéze odstranit napf. tetracyklin, enrofloxacin, sulfamethazine,
sulfadiazine, levofloxacin, norfloxacin a dalsi [104]. Tabulka 14 uvadi piiklady odstranéni dvou
ze Ctyt antibiotik, ktera byla pouzita v experimentalni ¢asti této diplomové prace, pouzité fasy,

dané Gc¢innosti a prislusnou literaturu.
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Tabulka 14: Ucinnost mikrobidlni biodegradace ciprofloxacinu a tetracyklinu

Antibiotikum | Pocate¢ni koncentrace | Pouzita rasa Udinnost Zdroj
antibiotika [mg/1] [%]
4 Synechocystis sp. 90
[81]
4 Chlorella vulgaris 90
Scenedesmus
0,025 93 [108]
dimorphus
Ciprofloxacin 20 Chlorella sorokiniana 83,3 [109]
10 Chlamydomonas sp. 100 [110]
5 Scenedesmus obliquus | 87,5+3,5 | [111]
Chlamydomonas
2 13 [112]
mexicana
80 Tetraselmis suecica* 55,11 £2.5
Scenedesmus
2,5 2,00+ 0,2
quadricauda* [107]
Tetracyklin Scenedesmus
80 62,97 £49
quadricauda*®
0,5 Chlorella pyrenoidosa >91 % [113]
1 Chlorella sp. 100 [114]

*V tomto piipad¢ se jednalo o fasovou biomasu po extrakei lipida
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2 CIL DIPLOMOVE PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo ovéfit moznost vyuziti nékterych druhii
mikroftas k odstraniovani antibiotik z modelovych odpadnich vod. Soucasti toho bylo porovnani
rustu jednotlivych fas v ptitomnosti antibiotik a dale pak vyhodnoceni méfenych parametrti —

turbidity, pH, koncentrace chlorofylu a mnozstvi biomasy.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Byly provedeny kultivace ¢tyf riznych druhli mikrofas v BBM médiu s ptidavkem
antibiotik a jeden experiment v modelové odpadni vodé¢ taktéz s pridavkem antibiotik. Byla
pouzita Ctyii antibiotika z riznych skupin, jez byla podrobnéji popsana v kapitole 1.2 —
ampicilin, ciprofloxacin, chloramfenikol a tetracyklin. V kazdém experimentu byly testovany
dvé vychozi koncentrace vSech antibiotik, priblizné€ 1 pg/l a 10 ug/l (presna koncentrace byla
vzdy stanovena experimentalné pomoci HPLC-MS/MS). Kazdy experiment probihal po dobu
tfi tydnt. Lahve byly v pribéhu experimentii umistény na tiepackach pod stalym osvétlenim
a z divodu moznosti vymény plynii (zejména kviili zajisténi prisunu CO; pro fasy ze vzduchu
a odvadeéni produkovaného O) byly pfikryty pouze buni¢inou s gumickou, nikoliv vickem.
V pribehu experimentu byla vzdy prubézné métena turbidita a pH. Po ukonceni experimentu
nasledovala filtrace pies filtry ze sklenych vlaken (porozita 0,7 um) za podtlaku, stanoveni
koncentraci chlorofylu po extrakci v methanolu, stanoveni biomasy a stanoveni koncentrace
antibiotik ve filtratech. V nasledujicich podkapitolach budou podrobnéji popsany jednotlivé

faze experimentu vcetné specifik pouzitého vybaveni a chemikalii.

Pouzitymi tasami byly Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella vulgaris, Chlorella
kessleri a Pseudokirchneriella subcapitata. VSechny druhy pochazi z Botanického ustavu
Akademie véd CR, Tieboii. Na nésledujicich obrazcich jsou mikroskopické snimky
jednotlivych druhti (viz Obrazky 7-9), potizené pomoci piistroje Morphologi 4 od spole¢nosti
Malvern Panalytical (UK) pii 50ndsobném zvétSeni. Pro oba zéstupce rodu Chlorella slouzi
pouze jeden obrazek, jelikoz pii rozliSeni pouzitétho mikroskopu nejsou vzajemné

rozpoznatelné.
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20 pm—| }—20 pym

Obrazek 7: Mikroskopicky snimek Chlamydomonas reinhardtii ~ Obrazek 8: Mikroskopicky snimek Chlorella spp.

|—20 pm
Obrazek 9: Mikroskopicky snimek Pseudokirchneriella subcapitata

3.1 Priprava roztoki antibiotik

Byly ptipravovany roztoky antibiotik (viz Tabulka 15) o ptfiblizné koncentraci 1 mg/I,
piipadné 2 mg/l. Na analytickych vahdch (NewClassic MS, Mettler Toledo, Svycarsko)
s presnosti na 5 desetinnych mist bylo navazeno ptiblizné 0,5 mg (0,5 + 0,06 mg), pfipadné
1 mg (1 + 0,05 mg), antibiotika na navazovaci lodicku. Z té byla latka kvantitativné pfevedena
do 500ml odmérné banky a doplnéna ultra ¢istou vodou (zatizeni Ultra Clear TP UV UF TM,
Evoqua Water Technologies, Némecko). Z téchto roztoki bylo poté pipetovano do experimentu

ptislusné mnoZstvi tak, aby koncentrace v experimentalnich lahvich byla 1 pg/la 10 pg/l.
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Tabulka 15: Specifikace pouzitych antibiotik

Antibiotikum Cistota Dodavatel
Ampicilin >96 % (HPLC)
Ciprofloxacin >98 % (HPLC)

Sigma-Aldrich, Co.
Chloramfenikol >98 % (HPLC)
Tetracyklin >98 % (HPLC)

3.2 Priprava zivného média

Pro kultivaci fas bylo pouZito BBM médium (z angl. bold basal medium). Nejprve byly
pfipraveny zasobni roztoky jednotlivych slozek BBM média. V nasledujici tabulce
(Tabulka 16) jsou tyto roztoky oznaceny Cisly 1-10 a je zde uvedena jejich koncentrace a také
koncentrace jednotlivych slozek ve vysledném BBM médiu. Nasledné bylo pro piipravu
jednoho litru média pipetovano 10 mlroztokt ¢. 1-6 a 1 ml roztoka €. 7-10. Médium poté bylo
doplnéno ultra ¢istou vodou a sterilizovano v autokldvu (SYSTEC VX40, Systec, Némecko).

Tabulka 16: Slozeni BBM média

¢. | Slozky ¢ (zasobni roztok) [g/1] ¢ (BBM médium) [mg/l]

1 NaNOs3 25 250

2 CaCl,-2H,O 5 50

3 MgSO4-7TH,0 7,5 75

4 | NaCl 2,5 25

5 KoHPO4 7,5 75

6 | KH2POq4 17,5 175

7 | EDTA 50g 50
KOH 31g 31

8 FeSO4-7TH20 4,98 4,98
H>S04 1,757 1,757

9 | H:BOs 11,42 g 11,42

10 | Stopové prvky
ZnS04-7H20 8,82 8,82
MnCl;-4H,0 1,44 1,44
MoO:3 0,71 0,71
CuSO4-5H.0 1,57 1,57
Co(NO3)2'6H,O | 0,49 0,49
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3.3 Kaultivace ras

V ramci experimentalnich pokust byly fasy kultivovany v 250ml lahvich pfikrytych
bunic¢inou s gumickou, aby mohlo dochéazet k transportu plynd. Do téchto lahvi bylo piedlozeno
170 ml roztoku 1éciva v BBM o pozadované koncentraci (vzdy piiblizné 1 a 10 pg/l) a 10 ml
fasové suspenze v exponencidlni fazi ristu. Lahve byly umistény na tfepacce (Rotamax 120,
Heidolph, Némecko) pii 150 otac¢kach za minutu a pod stalym osvétlenim (8 pmol/m?:s)
po dobu tii tydnli. Teplota v laboratofi byla 24 + 2 °C. Roztok lé¢iva v BBM byl soucasné
piedlozen do plastové zkumavky, ktera byla také prikryta pouze buni¢inou a ponechana vedle
ttepacky po celou dobu experimentu. To bylo za ucelem stanoveni pfipadné degradace lé¢iv
jinymi mechanismy nez pisobenim mikrotas. Taktéz byly pfipraveny dvé lahve, obsahujici
pouze 170 ml BBM média a 10 ml fasové suspenze, jako kontrola. Pro stanoveni odparu
kapaliny a pro nasledny prepocet koncentrace 1é€iva na konci experimentu byla dale ptipravena
jedna lahev se 180 ml BBM a jedna zkumavka s 40 ml BBM. Tyto nadoby byly téz ptikryty
buni¢inou a byly umistény na tfepacce, respektive vedle ni, po celou dobu experimentu.
Na pocatku experimentu a v jeho prabéhu byla méfena turbidita (pfistroj Densitometer DEN-
1B, 565 £ 15 nm, BioSan, LotySsko) a pH (pH metr HI 9124, Hanna Instruments, USA) vSech

suspenzi.

Jednotlivé vzorky byly vZzdy oznaceny pismenem (A—D) a ¢islici (1-2). Pismeno znaci
dané antibiotikum a Ccislice koncentraci antibiotika v roztoku. V poslednim experimentu
s modelovou odpadni vodou na bazi digestatu byla testovana i smés vSech antibiotik — ta byla
oznaCena pismenem E. Nasledujici Tabulka 17 vysvétluje vyznam jednotlivych symboli.

Fotografie zachycujici prabéh kultivace je vlozena do piiloh (viz Piiloha A).

Tabulka 17: Vysvétleni symbolii pouzitych pro znaceni jednotlivych vzorkii

Symbol Vyznam

A Ampicilin

B Ciprofloxacin

C Chloramfenikol

D Tetracyklin

E Smés vSech 4 antibiotik

1 Niz$i koncentrace ~ 1 pg/l
2 Vyssi koncentrace ~ 10 pg/l
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3.4 Stanoveni chlorofylu a biomasy

Po ukonceni experimentu bylo vzdy z kazdé lahve odebrano dvakrat 50 ml fasové
suspenze a zfiltrovano pies filtra¢ni zatizeni (PSF 250 ml, Thermo Scientific — Nalgene, USA)
s filtrem ze skelnych vlaken (F261, pramér 47 mm, porozita 0,7 um, Fisher Scientific, USA).
V piipadé experimentu s modelovou odpadni vodou na bazi digestatu bylo filtrovano pouze
20 ml tfasové suspenze pies filtr s vyssi porozitou (1,6 pm), a to az po odstfedéni pomoci
centrifugy (Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Némecko). Pro stanoveni chlorofylu byl filtr
s odfiltrovanou fasou vloZen do 50ml plastové centrifugacni zkumavky a bylo ptfidano 20 ml
methanolu (p.a., Penta, CR) a obsah byl intenzivné prottepan. Takto byla fotosyntetick4 barviva
z tas extrahovana v lednici po dobu dvou dnti. Poté byla extrakce ukoncena, vzorky byly opét
intenzivné protfepany a zfiltrovany ptes filtracni papir ze skelnych vlaken, aby se odstranily
drobné utrzky filtracniho papiru z prvni filtrace. Nasledné byla zméfena absorbance filtratu
pii1 vinovych délkach 666, 653, 663, 646, 470 nm na spektrofotometru (DR6000, Hach, USA).
K vypoctu koncentrace chlorofylu byly pouzity dva postupy. Prvni postup k vypoctu vyuziva
hodnoty absorbance pii vinovych délkach 666 a 653 nm (viz rovnice 1-3) [115].

Cchia = 15,65 Agge — 7,34+ Agss (1)
Cchip = 27,05 . A653 — 11,21 . A666 (2)
Cchicelk = Cchia T Cchib (3)

kde A je absorbance, ccniaje koncentrace chlorofylu a, ccnipje koncentrace chlorofylu b a cchi ceir

je celkova koncentrace chlorofylu, vSe v pg/ml.

Druhy postup k vypoctu koncentrace chlorofylu vyuziva zbyvajici hodnoty absorbanci
pii 663, 646 a 470 m. Soucasti tohoto postupu je také vypocet koncentrace karotenoidd

(viz rovnice 4-6) [116].

Centa = 12,25 Age3 — 2,79 - Agss 4)
Cenip = 21,5 Agas — 5,1 - Age3 (5)
1000+ Ag79 — 1,82 " ccpyq — 85,02 copr (6)

Ckar = 198

kde ckar je koncentrace karotenoidu, téz v pg/ml.
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Pro uréeni mnozstvi biomasy (suSiny) byl filtr pted filtraci zvdZen na analytickych
vahach (ABJ 220-4M, Kern, Némecko). Po filtraci byl filtr se zachycenou fasou umistén
na Petriho misku ausuSen v horkovzdusné susarné (UM 400, Memmert, Némecko)
do konstantni hmotnosti pti 105 °C. Z rozdili hmotnosti samotného filtru a filtru s vysuSenou
biomasou bylo vypocteno mnozstvi biomasy, které bylo nasledné pfepocteno na hmotnost

odpovidajici 1 1 suspenze.

3.5 Stanoveni koncentrace antibiotik

Koncentrace antibiotik byla stanovena pomoci HPLC-MS/MS formou servisniho

meéfeni na pracovisti Katedry analytické chemie nize uvedenym postupem.

Analyza byla uskute¢néna s vyuzitim HPLC systému Agilent 1260 (Agilent, Santa
Clara, CA, USA) jehoZ soucasti bylo binarni ¢erpadlo mobilni faze, chlazeny autosampler
a termostat kolony. Pro detekci slouc¢enin byl HPLC systém spojen s tandemovym hmotnostnim
spektrometrem QTrap 4500 od firmy AB Sciex LLC (Framingham, MA, USA). Pro separaci
sloucenin byla pouzita kolona ACE 3 C18-PFP, piicemz mobilni f4zi tvofila smés deionizované
vody (mobilni faze A) a acetonitrilu (mobilni faze B). Ob¢ slozky mobilni faze byly okyseleny
ptidavkem 0,1 % (v/v) kyseliny octové.

Separace probihaly pfi teploté¢ 30 °C, pouzity davkovany objem byl 10 ul a pratok

mobilni faze byl nastaven na 0,5 ml/min.

Byla provedena optimalizace parametri MS/MS detekce metodou piimého nastiiku
pii koncentraci kazdého antibiotika 100 pg/l. Latky byly pii vstupu do MS systému ionizovany
elektrosprejem. Detekce antibiotik probihala v rezimu MRM pii zaznamu pozitivné nabitych
iontli v piipad¢é ciprofloxacinu a tetracyklinu, resp. negativné nabitych iontd v piipadé

ampicilinu a chloramfenikolu.

3.6 Vyhodnoceni u¢innosti degradace 1é¢iv

Utinnost degradace 1é¢iv byla vyhodnocena na zikladé znalosti jejich koncentrace
na po¢atku a na konci experimentu jak v experimentdlnich nadobach, tak v kontrolnich
vzorcich. Déle byl ve vypoctu zohlednén odpar kapaliny. Piiklad vypoctu je demonstrovan
pro lé€ivo ciprofloxacin (c~1 pg/l) v experimentu s fasou Chlamydomonas reinhardtii v BBM

médiu. Nasledujici Tabulka 18 uvadi vstupni data vyuzitd k vypoctu.
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Tabulka 18: Vstupni data pro piiklad vyhodnoceni degradace ciprofloxacinu

Experiment Kontrola
Vzorek
Pocatek Konec Pocatek Konec
¢ [ng/] 1,155 0,788 1,155 1,749
VI 0,18 0,1477 0,04 0,0212

Vypocet pocatecniho mnoZzstvi lé¢iva v experimentu
m
c= 7 -m; =c-V=1155-0,18 = 0,2079 png

Vypocet koneéného mnozstvi 1é¢iva v experimentu

m
= omy=c-V=0788-01477 = 0,1164 g

Vypocet pocatecniho mnozstvi Ié¢iva v kontrole

m
c= 7 - my3=c-V =1155-0,04 = 0,0462 ng

Vypocet kone¢ného mnozstvi 1éCiva v kontrole

m
€= 2Ma=cC V =1749-0,0212 = 0,03706 pg

Prepocet konecného mnozstvi 1é¢iva v kontrole, pokud by pocatecni mnozstvi bylo

stejné jako v experimentu

0,0462 ng  ..oo........ 0,03706 ng
0,2079 ng  .eennennnn. ms
ms =0,1668 pg

Vypocet celkového mnozstvi a podilu 1é€iva, které bylo degradovano v experimentu,

tedy pomoci fasy 1 vedlejSich vlivll
Mgxp = my; —m, = 0,2079 — 0,1164 = 0,0915 pg

Mgxp - 100 0,0915 - 100
my 02079

%EXP = == 4’4’,01 %

Vypocet degradovaného mnozstvi a podilu lé¢iva v kontrole, tedy vedlejSimi vlivy

Myontr = My — Mg = 0,2079 — 0,1668 = 0,0411 pg
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mKONTR b 100 . 0,04‘11 ) 100
my ~0,2079

YokonTr == =19,77%

e Vypocet degradovaného mnozstvi a podilu 1é¢iva plisobenim fasy

Miasa = Mexp — Mgontr = 0,0915 —0,0411 = 0,0504 pg

My e, 100 %
" 0
MMRAGA  vvvovronees X Yorasa
M54 100 _ 0,0504-100
0/ _ Mgasa _9 — 0
Wokasa = =242%

mq 0,2079

e Vypocet podilu fasy na celkové degradaci

0
MEYP  eoveneenens 100 %
. 0/ <
TRASA  wvvvervvenes X Yorasa
Mpa54100 _ 0,0504:100
0/ . _ Mpasa _0 _ 0
Yorasa = =55%

Mmegxp 0,0915
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

V nésledujici c¢asti prace jsou uvedeny a diskutovany vysledky provedenych
experimentll, véetné grafického znazornéni degradace 1é¢iv, mnozstvi stanoveného chlorofylu,
biomasy a zmény turbidity. Jak jiz bylo v textu uvedeno dfive, turbidita byla métena prubeézné,
avSak pro vétsi prehlednost zndzoriuji grafy jen porovnani hodnot na pocatku a konci
experimentl. Pro ukazku je prabéh turbidity z experimentu s fasou Chlamydomonas reinhardtii
vBBM médiu vlozen do pfiloh (viz Pfiloha B). Pribézné bylo meéfeno také pH.
V experimentech v prosttedi BBM pH rostlo od hodnoty ptiblizné 6,8 k primérné hodnoté 7,8.
Tyto hodnoty jsou srovnatelné s praci, kterd popisuje laboratorni kultivaci Chlorella vulgaris
v riznych koncentracich odpadni vody z cukrovaru, pti¢emz jako kontrola bylo pouzito BBM
médium. V této praci pH rostlo v rozmezi 6,86-8,3 [117]. Trend rostouciho pH v prabéhu
kultivace potvrzuje i studie kultivujici fasu Chlorella vulgaris ve venkovnich nadrzich, kde bylo
stanoveno pH v BBM médiu v rozsahu 8,1-9,2. To jsou sice vyS$i hodnoty, ale konkrétni
rozmezi a rychlost naristu se mize liSit v zavislosti na specifickych experimentalnich
podminkach [118]. U experimentu v modelové odpadni vodé na bazi digestatu pH klesalo
od hodnoty 8,6 k 8,05. Obsah chlorofylu je zpracovan vzdy ve dvou grafech, jelikoz byly

pouzity dva postupy pro jeho stanoveni.

4.1 Degradace pomoci rasy Chlamydomonas reinhardtii

Postupem uvedenym v kapitole 3.3 byl proveden experiment trvajici tii tydny s fasou
Chlamydomonas reinhardtii. Byl stanovovan narGst biomasy, zména turbidity a obsah
chlorofylu a, b a karotenoidu. Ptehled vysledkt je zndzornén graficky (Grafy 1-4). Vysledky
degradace jsou zpracovany graficky (Graf 5) a pro zndzornéni uvedeny v tabulce v pfilohach

(Ptiloha C).
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Graf 1: Narust biomasy — Chlamydomonas reinhardtii

Na Grafu 1 je vidét, ze narostld biomasa ve vzorcich bez 1é¢iv (BLANK 1 a2) se
vyznamné lii. Rasa je Zivy organismus a ovliviiuje ji mnoho faktort, tudiz se nechova stale
stejné. To komplikuje vyhodnoceni experimentt, jelikoz vysledky jsou zatizeny 1 touto chybou.
I tak Ize vidét a konstatovat, Ze nejlépe se fase datilo ve vzorcich B1, C1 a C2, a to srovnatelné
s kontrolnim vzorkem BLANK 2. V piipad¢ ampicilinu (vzorky A) byl nariist biomasy u nizsi
koncentrace léCiva horsi, nez u koncentrace vyssi. Mozné pticiny jsou rozebrany v nasledujici
kapitole 4.2, kde ke stejnému jevu doslo u ciprofloxacinu a tetracyklinu. U Ié¢iva ciprofloxacin
(vzorky B) je tomu v tomto experimentu naopak. V ptipad¢ zbylych dvou Ié¢iv neméla rozdilna
koncentrace léCiva na mnozstvi narostlé biomasy vliv. Na zakladé posouzeni narostlého
mnozstvi biomasy lze tedy konstatovat, zZe v ramci testovanych koncentraci neplisobilo ani
jedno antibiotikum na tasu Chlamydomons reinhardtii inhibicné a vysledky nariistu jsou
srovnatelné se srovnavacimi vzorky. Dle riistové kiivky uvedené v praci z roku 2017 dosahuje
nartst biomasy u Chlamydomons reinhardtii maxima v devadesaté hodiné kultivace, coZ jsou
necelé Ctyfi dny, kde mnoZzstvi biomasy odpovida 0,74 g/1. Poté se rust dostava do stacionarni
faze a po 125. hoding, coZ odpovida patému dni, dochdzi k odumirani bun€k [119]. V dalsi praci
zroku 2014 byl nartist biomasy po 10 dnech kultivace 0,346 g/1 [120]. Biomasa stanovena
v tomto experimentu ve srovnavacich vzorcich byla po 21 dnech 0,072 a 0,136 g/l, coZ pfii
zohlednéni skuteCnosti, ze vétSinu Casu tedy byla fasa ve stacionarni fazi, odpovidad vyse

uvedenym zavérim jinych autord.
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Graf 2: Zména turbidity — Chlamydomonas reinhardtii
Z Grafu 2 lze vidét, Ze zvySeni hodnot turbidity odpovida nartstu biomasy a prakticky
dokonale kopiruje trend pozorovany u jejiho stanoveni. Nejvyssi turbidita byla na konci

experimentu namétena ve vzorcich B1, C1, C2 a BLANK 2.
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Graf 3: Stanoveni chlorofylu dle rovnic 1-3, Chlamydomonas reinhardtii

Koncentrace celkového chlorofylu taktéZ koreluje s nariistem biomasy a zvySenim

turbidity. Je vidét, ze vyhodnocené koncentrace chlorofylu a se v obou postupech vypoctu témef
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shoduji, zatimco koncentrace chlorofylu b se pomérné lisi. Tato skutecnost je pozorovana
u vSech provedenych experimentii a potvrzuje obecné¢ znamy pozadavek, ze je nutné vzdy
uvadét zplisob vyhodnoceni, aby bylo mozné vysledky porovnavat. V souladu s udaji
z literatury byla ve vSech ptipadech stanovena vyssi hodnota chlorofylu a nez chlorofylu b,
vétSinou v uvadéném pomeru piiblizné 3:1 ve prospéch prave chlorofylu a [98]. Je vSak potieba
zminit, Ze tento pomér plati pro stanoveni chlorofylu postupem a vypoctem dle rovnic 4-6 (viz
Graf 4). Pouzitim prvniho postupu a vypoctovych rovnic 1-3 je pomér chlorofylu a ku

chlorofylu b mensi, cca 2:1 (viz Graf 3). Toto bylo pozorovano u vSech pouzitych fas.
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Graf 4: Stanoveni chlorofylu a karotenoidii dle rovnic 4-6, Chlamydomonas reinhardtii
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Graf'5: Degradace antibiotik v BBM — Chlamydomonas reinhardtii

Na Grafu5 lze vidét v procentech vynesenou ucinnost odstranéni antibiotik
v jednotlivych vzorcich. Pfesnéji feCeno je v grafu uvedena hodnota celkové degradace
a degradace zptsobené jinymi vlivy nez fasou, tedy degradace v kontrolnich vzorcich. Rozdil

mezi témito sloupci predstavuje degradaci vlivem pifitomnosti fasy.

Ampicilin byl degradovan jak v kontrolnim vzorku, tak v experimentu s fasou
ze 100 %, nelze tedy rozlisit ptispévek fasy k jeho odstranéni. Toto bylo pozorovano u vsech
provedenych experimentll. Ampicilin je totiz nachylny k degradaci vlivem zéfeni, zejména
z divodu nizké stability B-laktamového kruhu. To potvrzuje napt. studie z roku 2019, v ramci
které¢ byl zkoumdn vliv simulovaného slunecniho zéfeni na Ctyfi B-laktamova antibiotika.
U ampicilinu byla zaznamendna rychla degradace a zaroven ztrata antimikrobialni aktivity jeho

degradacnich produktii [121].

Po ampicilinu byl dale nejlépe odstraiiovan tetracyklin, avSak i zde mélo zasadni roli
svétlo a dalsi faktory. Podil fasy na celkové degradaci byl 7,9 % pro vzorek D1 (viz Ptiloha C)
a 14,1 % pro vzorek D2. Celkova degradace ciprofloxacinu (B) a chloramfenikolu (C) byla
v rozmezi 44-56 %. Podil fasy na celkovém odstranéni byl nejvyssi u vzorku B2, ato 31,87 %,
coz odpovidalo 70 % z celkovych 45,72 % odstranéného 1é¢iva. Jinak feCeno z celkového
odstranéného mnoZstvi lé¢iva v experimentu B2 byly cca % odstranény fasou. Pro porovnani
ve studii z roku 2022 dosahli autoti pomoci fasy Chlamydomonas reinhardtii odstranéni 76 %
ciprofloxacinu, jehoZz poc¢atecni koncentrace byla 100 pg/l, po 14 dnech kultivace. Avsak uvadi,

ze hlavni podil méla fotodegradace [122]. Dalsi studie z roku 2020 sledovala pomoci této

65



mikrofasy odstraiiovani chlortetracyklinu, kde po 24 hodinach doséhli ucinnosti vyssi nez

99 %, avsak z velké c¢asti doslo pouze k tvorb¢ isomert [123].

4.2 Degradace pomoci rasy Chlorella vulgaris

Postupem uvedenym v kapitole 3.3 byl proveden také experiment s fasou Chlorella
vulgaris. Byl stanovovan nartst biomasy, zména turbidity a obsah chlorofylu a, b a karotenoidt.
Ptehled vysledkt je zndzornén graficky (Grafy 6-9). Vysledky degradace jsou téz znazornény
graficky (Graf 10).
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Graf 6: Naruist biomasy — Chlorella vulgaris

V tomto experimentu je rist fasy ve srovnavacich vzorcich (BLANK 1 a 2) prakticky
shodny a narist biomasy dosdhl primérné hodnoty 0,139 g/l. To ptiblizné odpovida nértstu
této fasy v kultivaénim médiu BG11 zminénému v praci z roku 2015, kde hodnota biomasy
dosahovala po 15 dnech hodnoty pifes 0,2 g/l [124]. V jiné publikaci zroku 2015 byl
zaznamenan narast biomasy tasy Chlorella vulgaris po 14 dnech ve vysi 0,4 g/l, pfiCemzZ
suspenze byla probublavana smési vzduchu a CO», coz miize byt jednim z diivodi patrné vyssi
hodnoty ziskané biomasy [125]. Ve studii z roku 2020 bylo dosazeno hodnoty 0,6 g/l biomasy
jiz po 8 dnech kultivace, a to za pouzZiti svétla o intenzité 150 pmol/m?*-s, kterou autofi oznagili
za optimalni [126]. Nedostate¢nd intenzita svétla pouzitého v této praci je tedy pravdépodobné

dalsim diivodem nizsiho vytézku biomasy u vsech testovanych druhli mikrofas.

Nejhtife se fase dafilo ve vzorcich C1 a D1, u ¢ehoz je zajimavé, ze se jedna o nizsi

koncentraci daného 1é¢iva. Obecné se tento jev da vysvétlit vlivem né€kolika faktorti. Jednim
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z nich je tzv. hormeticky efekt, kdy nizka davka jinak toxicky plsobici latky ptisobi na rist
a metabolismus organismu stimulacné. Ve studii z roku 2024 bylo popséano, ze Chlorella
vulgaris vykazovala vys$$i denni produkci i1 fotosyntetickou aktivitu pii koncentraci
tetracyklinovych antibiotik 0,25 mg/l nez pti koncentraci 0,1 mg/l. AvSak vyssi koncentrace
(0,5 a 1 mg/l) uz opét pusobily inhibi¢né. Autofi tuto skutecnost, ze 0,25 mg/I antibiotika vedlo
k vyznamné vyssi denni produkci nez 0,1 mg/l, vysvétluji tim, ze koncentrace 0,25 mg/l
navodila optimalni Uroven stresu, kterd spustila maximalni adaptacni reakci a upravu
bunéného metabolismu [127]. Tedy v ptipad¢ této diplomové prace, kdy byl rast pii nizsi

koncentraci vice inhibovan, by také mohlo jit o variantu hormetické odpovédi.

Dalsim faktorem by mohla byt propustnost bunééné stény, piipadné rozdilnéd aktivace
ochrannych mechanismi pfi riznych koncentracich. Pfesny diivod vsak zjistén nebyl a bylo by
vhodné proveést sérii dalSich experimentt, které by tento jev bud’ vyvratily, nebo potvrdily
a bylo by potieba dany efekt a mechanismus vysvétlit. To je vSak nad casové moznosti této

diplomové prace.

Vyse popsané zjisténi vlivu koncentrace u lé¢iv oznacenych jako B a C potvrzuji
1 nasledujici grafy znazoriujici zvySeni turbidity a stanoveni chlorofylu (Grafy 7-9). Nejlépe
se v tomto piipad¢ fase dafilo ve vzorku Al, kdy nartst biomasy byl vyssi nez v kontrolnich

vzorcich bez 1é¢iva.
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Graf'7: Zména turbidity — Chlorella vulgaris
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Graf 8:Stanoventi chlorofylu dle rovnic 1-3, Chlorella vulgaris

V tomto experimentu bylo v kontrolnich vzorcich dosazeno primérné hodnoty
celkového chlorofylu 20,3 ug/ml (viz Graf8), coz je srovnatelné se studii z roku 2018, kde
autofi ziskali 17,15 pg/ml chlorofylu po extrakci z motského druhu Chlorella spp. V této studii
k extrakci vyuzivali ultrazvuk za pomoci methanolu a hexanu v poméru 2:1 a tohoto vytézku

docilili pti teploté 30 °C po 120 min [128].

Stejn¢ jako v predeslém ptipadé u tasy Chlamydomonas reinhardtii koncentrace
celkového chlorofylu koreluje s nartistem biomasy a zvySenim turbidity (viz Grafy 6-8). Dobra
shoda je patrna také v tom, Ze vyhodnocené koncentrace chlorofylu a se v obou postupech
vypoctu témet shoduji, zatimco koncentrace chlorofylu b se 1isi (viz Grafy 8-9). Dale pak
v souladu s literaturou a vysledky s pfedeSlou fasou Chlamydomonas reinhardtii byla ve vSech
ptipadech stanovena vyssi hodnota chlorofylu a nez chlorofylu b, vétSinou opét v uvadéném
pomeru ptiblizné€ 3:1 ve prospéch prave chlorofylu a za pouziti postupu a vypoctu dle rovnic

4-6.
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Graf 9: Stanoveni chlorofylu a karotenoidii dle rovnic 4-6, Chlorella vulgaris
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Graf 10: Degradace antibiotik — Chlorella vulgaris

Z Grafu 10 je patrné, ze v tomto experimentu se také po ampicilinu nejlépe odstranoval
tetracyklin, jako u tasy Chlamydomonas reinhardtii. Ve vzorku D1 byl dokonce podil fasy
na celkové degradaci 51 %. AvSak nejvyssipodil fasy na degradaci byl ve vzorku C1, ato 72 %.
Celkové odstranéni ciprofloxacinu a chloramfenikolu dosahovalo necelych 40 %. Odstranéni
ciprofloxacinu pomoci tasy Chlorella vulgaris je srovnatelné se studii autort z roku 2022, kde
dosahli odstranéni 37 % po 7 dnech kultivace. Jejich délka experimentu sice byla tietinova

pro dosazeni srovnatelné ucinnosti, av§ak autofi pro experiment pouzili osvétleni o intenzité
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50 umol/m?-s a odlisnou fotoperiodu, 12:12 (svétlo:tma). Pocateéni koncentrace antibiotika
v této studii byla 5 mg/l [129]. Pomoci této fasy bylo také ve studii z roku 2018 odstranéno
100 % penicilinu o pramérné pocateéni koncentraci 45 pg/l po 6 dnech. Byt se nejednalo ptimo
o ampicilin, Ize vysledky této studie pro srovnani pouzit, jelikoz ampicilin patii mezi

penicilinové derivaty.

4.3 Degradace pomoci rasy Chlorella kessleri

Dalsi testovanou mikrotasou byla Chlorella kessleri. Podminky experimentti byly stejné
jako v predeslych ptipadech a opét byl stanovovan narlst biomasy, zména turbidity a obsah
chlorofylu a, b a karotenoidt. Prehled vysledkl je znazornén graficky (Grafy 11-15).
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Graf 11: Narist biomasy — Chlorella kessleri

V ramci tohoto experimentu byl narlist biomasy fasy ve srovnavacich vzorcich bez
léciva za 3 tydny v priméru 0,083 g/l, coz je velmi nizkd hodnota. Na zaklad¢ studii
zabyvajicich se vlivem svétla na produkované mnozstvi biomasy pii fasové kultivaci je
pravdépodobné hlavnim diivodem velmi nizka intenzita svételného zdroje, coZ mélo zcela jisté
nezanedbatelny vliv na vSechny provadéné experimenty. Dle studie z roku 2012 je pro rist
Chlorella kessleri optimalni intenzita svétla 120 umol/m?s [130]. Studie z roku 2022 z CR
uvadi, e k saturaci rlistu u této fasy dochdzi pti intenzité 250 umol/m*s. U Chlamydomonas
reinhardtii dokonce pii vice nez 500 umol/m*-s [131]. To jsou v porovnani s intenzitou svétla
vyuzitou v této praci (8 pmol/m*'s) nesrovnatelné vy$§i hodnoty. Pro piipadné dalsi

experimenty je tedy potieba zajistit vykonné;jsi zdroj osvétleni.
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Porovnanim vysledk nartistu biomasy mikrotasy Chlorella kessleri s ostatnimi
testovanymi fasami je patrné, ze prakticky vSechny vzorky s touto fasou, at’ jiz s ptidavkem
lé¢iva nebo srovnavaci vzorky (BLANK 1 a 2), mély nizsi nartst biomasy. Toto koresponduje
i s hodnotami naméfené turbidity a chlorofylu. Pravdépodobné je to zplisobeno prave
nedostate¢nou intenzitou pouzitého osvétleni a zda se, Ze z testovanych fas je tedy na tento

faktor Chlorella kessleri nejvice nachylna.

Z Grafu 11 je patrné, ze nejvice se fasa rozrostla ve vzorcich B1, C2 a D2, coZ potvrzuji

i stanovené hodnoty turbidity a chlorofylu (viz Grafy 12—14).
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Graf'12: Zména turbidity — Chlorella kessleri
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Graf 13: Stanoveni chlorofylu dle rovnic 1-3, Chlorella kessleri

Jak jiz bylo zminéno, stanovené hodnoty obsahu chlorofylu potvrzuji, Ze se fasa nejvice
rozrostla ve vzorcich B1, C2 a D2. AvSak ve vzorku C2 bylo stanoveno vice chlorofylu nez

A4

v D2, zatimco D2 vykazoval vyssi hodnotu turbidity i stanovené biomasy.
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Graf 14: Stanoveni chlorofylu a karotenoidii dle rovnic 4-6, Chlorella kessleri
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Graf'15: Degradace antibiotik — Chlorella kessleri

I v tomto experimentu se potvrdilo, Ze po ampicilinu se nejlépe odstranoval tetracyklin
a hlavni vliv mé¢la fotodegradace s dalsimi faktory, jak je patrné z Grafu 15. Ciprofloxacin
a chloramfenikol se v tomto ptipad¢€ odstranily z 21-24 %, pficemz vliv fasy, krom¢ vzorku B1,
dominoval. Na rozdil od vSech ostatnich experimentii nedoslo ve vzorku C1 téméft k degradaci
antibiotika v kontrolnim vzorku a podil fasy tedy na celkovém odstranéni ¢inil 98,7 %. Zde je

patrn€ na vin¢ bud’ Spatné analytické stanoveni nebo zkresleni vysledku zbytkovou kontaminaci

nadoby po predchozich experimentech (Spatné vymyti).

4.4 Degradace pomoci rasy Pseudokirchneriella subcapitata

Postupem uvedenym v kapitole 3.3 byl proveden taktéZ experiment s fasou
Pseudokirchneriella subcapita. Byl opét stanovovan narast biomasy, zména turbidity, obsah
chlorofylu a, b akarotenoidli a degradace antibiotik. Vysledky jsou znazornény graficky
(Grafy 16-20).
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Graf 16: Narist biomasy — Pseudokirchneriella subcapitata

Rasa Pseudokirchneriella subcapitata v kontrolnich vzorcich dosahla primérné
hodnoty koncentrace biomasy 0,12 g/I1. Ve studii z roku 2013 bylo kultivaci v OECD médiu
pii intenzité osvétleni 96 umol/m?-s a fotoperiodé 10:14 (svétlo:tma) dosaZeno vytézku
biomasy 0,8 g/l [132]. Opét by tedy diivodem nizSich vytézkl v tomto experimentu mohla byt
nizkd intenzita pouzitého svétla a také odlisny svételny rezim. V jiné studii z roku 2020 bylo
kultivaci v simulované odpadni vod¢ po 10 dnech ziskano 0,7 g/l biomasy [133]. V prabchu
experimentu nejvice biomasy piibylo ve vzorcich B1 a C2. V Bl dokonce hodnota opét
pievySovala srovnavaci vzorky bez obsahu 1éCiv. Toto potvrzuji i hodnoty turbidity na konci

experimentu a odpovidaji tomu i stanovena mnozstvi chlorofylu.
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Graf'17: Zména turbidity — Pseudokirchneriella subcapitata
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Graf 18: Stanoveni chlorofylu dle rovnic 1-3, Pseudokirchneriella subcapitata

Z Graft 18 a 19 lze vidét, Ze obsah chlorofylu a ve vSech vzorcich opét pievySoval
obsah chlorofylu b a také byl pomér mezi nimi pfiblizné 3:1.
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Graf 19: Stanoveni chlorofylu a karotenoidii dle rovnic 4—6, Pseudokirchneriella subcapitata
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Graf 20: Degradace antibiotik — Pseudokirchneriella subcapitata
Stejn¢ jako ve vSech predeSlych experimentech se taktéz zde ampicilin odstranil
ze 100 % 1 v kontrolnich vzorcich a nelze proto urcit vliv fasy na degradaci. To jen potvrzuje
jiz zminénou skute¢nost, zZe ampicilin je velmi dobie degradovatelny vlivem fotolyzy a dalSich
mechanismd, tudiz stejn€ jako dalsi B-laktamova antibiotika nebyva ve vodach Casto detekovan,

jelikoz B-laktamovy kruh je ve vodném prosttedi nestabilni [12].
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K odstranéni tetracyklinu doslo z 64-70 % a dominantnim mechanismem byla opét
fotodegradace. Ciprofloxacin a chloramfenikol byly v tomto pifipad¢ odstranény v priméru

z 23 % a podil fasy na tomto odstranéni se pohyboval v rozmezi 49-65 %.

4.5 Degradace pomoci rasy Chlamydomonas reinhardtii
v modelové odpadni vodé na bazi digestatu

Dle postupu uveden¢ho v kapitole 3.3 byl proveden experiment s fasou
Chlamydomonas reinhardtii v modelové odpadni vod¢é na bazi digestatu. Jako kultivaéni
médium byl misto BBM pouzit kohoutkovou vodou 50x% ziedény digestat ze zemédclské
bioplynové stanice (misto odbéru neni uvedeno na zadost dané bioplynové stanice). Podminky
experimentu, zplisob jeho provedeni i ukoneni byly totozné s predchozimi experimenty, s tim
rozdilem, Ze v tomto experimentu byla navic testovana smés vSech Ctyf antibiotik (oznaceno
pismenem E) a postup filtrace byl mirn€ odli$ny, jak jiZ bylo zminéno v kapitole 3.4. Ptehled
vysledki tykajicich se rlstu fas je graficky znazornén (viz Grafy 21-24). Vysledky degradace
jsou znazornény graficky (viz Grafy 25-27) a pro ukdzku uvedeny tabelarni formou v piilohach

(viz Ptiloha D).
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Graf 21: Narist biomasy v odpadni vodé na bazi digestatu — Chlamydomonas reinhardtii
Na rozdil od pfedchozich experimenti v modelovych vodach na bazi BBM média,
obsahuje hodnota nariistu biomasy v tomto pfipadé nejen samotnou biomasu fas, ale také
zbytky pevného podilu digestdtu. Bohuzel neni snadné tento zbytkovy podil od mnozstvi

narostlé biomasy fasy jednoduse odliSit a odecist. Metoda odectu slepého vzorku by zde byla
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také zatizena chybou, nebot’ pfispévek tuhé faze k celkovému mnozstvi nebude v Case
konstantni a bude se ménit vlivem plsobni fas. Ty ¢astecné tento tuhy podil digestatu vyuzivaji
pro svij rist a degraduji ho, ¢ast produkti pak mize byt vlivem volatilizace v plynné fazi.
V Grafu 21 je proto uvedena celkova hodnota biomasy a zbytkového pevného podilu na konci

experimentu a slouzi jen pro orientacni a pomocné porovnani zmén v jednotlivych testovanych
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Graf 22: Zména turbidity v odpadni vodeé na bazi digestatu — Chlamydomonas reinhardtii

Obdobny problém jako u stanoveni nartistu biomasy je v odpadni vod¢ na bazi digestatu
u stanoveni turbidity. Zatimco v piedeslych ptipadech byla turbidita prakticky vyhradné spjata
s mnozstvim fasy ve vzorku a korelovala tedy s mnozstvim biomasy a chlorofylu, v pfipadé
digestatu je turbidita zavisla nejen na rasach, ale také na dalSich latkach pfitomnych v digestatu.
Jak je patrné z Grafu 22, turbidita je na pocatku experimentu vzdy vyssi neZ na konci. To je
dano pravé prispévkem zékalu plvodniho digestatu. B&hem experimentu a rastu fas pak
dochazi ke sniZeni hodnoty turbidity v disledku spotfebovavani téchto latek fasami. Vysledna
turbidita je tak dana pfispévkem zbytkovych latek z digestatu a narostlou biomasou fasy,
pfi¢emz tato hodnota turbidity je vSak nizsi, neZ byla na pocatku. Opét je zde problém stanovit
ptispévek samotné fasy k hodnoté turbidity, nebot’ se nepovedlo najit zpiisob, jak ji od digestatu
oddgélit.
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Graf 23: Stanoveni chlorofylu v odpadni vodé na bazi digestatu dle rovnic 1-3, Chlamydomonas reinhardtii
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Graf 24: Stanoveni chlorofylu a karotenoidii v odpadni vodé na bazi digestatu dle rovnic 4-6, Chlamydomonas reinhardtii

Také stanoveni chlorofylu je v odpadni vodé€ na bazi digestatu zatizeno chybou, nebot’
1 vsamotném digestatu se mohou vyskytovat latky, které absorbuji pfi stejnych vlnovych
délkach, pti jakych byl stanovovan chlorofyl. Bohuzel opét nebylo mozné presné stanovit, jak
se mnozstvi téchto latek a jejich vliv na hodnoty chlorofylu v ¢ase méni. Stanoveni chlorofylu

tedy opét miize vést jen k posouzeni trendli a odhadu pribéhu ristu mikrofas.
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Graf 25: Degradace antibiotik v odpadni vodeé na bazi digestatu — Chlamydomonas reinhardtii

Z Grafu 25 je vidét, Ze u ampicilinu, ciprofloxacinu a tetracyklinu doslo u vzorki o nizsi
koncentraci k uplné eliminaci antibiotika jak v experimentdlni vzorcich, tak
ve vzorcich kontrolnich. Nelze zde tedy rozlisit piispévek tasy k jejich odstranéni. To je velmi
pravdépodobné zplisobeno i dalSimi mechanismy jako napf. sorpce léCiva na drobné pevné
Castice obsazené v digestatu, diky ¢emuz pak nebyla 1éCiva v kapalném podilu detekovana
(vzorky bylo pred analyzou na HPLC -MS/MS potieba filtrovat, ¢imz doSlo k odstranéni

suspendovanych ¢astic). Totéz plati pro smésny vzorek E1 (viz Graf 26).

U chloramfenikolu doSlo k primérnému odstranéni o 70,8 %, pficemz podil fasy
na celkovém odstranéni ¢inil 37-38 %. Ve vzorku B2 doslo k odstranéni 75 % antibiotika,
ciprofloxacinu, avSak fasa se podilela pouze z 8 %. Ve vzorku D2 je to velmi podobné — celkové

bylo odstranéno 80 % tetracyklinu, podil fasy byl v§ak pouze 7 %.

Jak jiz bylo feCeno vySe, ve smésném vzorku El také doSlo ke 100% odstranéni
ampicilinu, ciprofloxacinu a tetracyklinu v experimentu i kontrolnich vzorcich (viz Graf 26).
Z toho diivodu nelze posoudit miru Ucasti fasy na odstranéni. Chloramfenikol byl v tomto

ptipadé¢ odstranén z 67 %, pfiCemz fasa se na tom podilela z 56 %.
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Graf 26: Degradace antibiotik v odpadni vode na bazi digestatu — Chlamydomonas reinhardtii, smésny vzorek E1
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Graf 27: Degradace antibiotik v odpadni vodeé na bazi digestdatu — Chlamydomonas reinhardtii, smésny vzorek E2

Ve smésném vzorku E2 (viz Graf27) byl nejvice odstranén ampicilin, kde opét
prevladal vliv svétla a dalich mechanism, fasa pFispéla pouze z 1,3 %. Rasa méla nejvétsi
podil na odstranéni v pfipadé chloramfenikolu, a to 48,5 %. V porovnani s experimentem
vmédiu BBM vtomto piipadé neméla tasa Chlamydomonas reinhardtii velky vliv
na odstranéni ciprofloxacinu, zatimco u experimentu v BBM médiu méla u tohoto antibiotika

vliv nadpolovicni.
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5 ZAVER

Tato diplomova priace se zabyvd moznostmi vyuziti sladkovodnich mikrofas
k odstraniovani antibiotik z vod. Hlavnim cilem bylo zjistit, jak efektivné mohou mikrofasy
Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella vulgaris, Chlorella kessleri a Pseudokirchneriella
subcapitata degradovat vybrana antibiotika ampicilin, ciprofloxacin, chloramfenikol
a tetracyklin. Experimenty se vSemi druhy mikrofas byly provadény v prostiedi tzv. BBM
média a fasa Chlamydomonas reinhardtii byla testovana také v odpadni vod¢ na bazi digestatu.
Hlavnimi sledovanymi parametry byly turbidita, pH, koncentrace chlorofylu, mnoZstvi narostlé

biomasy a koncentrace 1€Civa, resp. jeho ubytek.

Experimentalné ziskané vysledky potvrdily, Ze mikrofasy maji schopnost sniZovat
mnozstvi antibiotik ve vodach. Nejlépe se ve vSech ptipadech odstraiioval ampicilin
a tetracyklin. U ampicilinu vSak nebylo v rdmci testovanych koncentraci mozné zcela posoudit,
jakou mérou se na jeho degradaci podilela fasa a do jaké miry byla jeho degradace zptisobena
jinymi faktory. Jednd se totiz o latku ve vodném prostfedi pomérné nestabilni a snadno
podléhajici fotolyze, hydrolyze atd. U tetracyklinu, ktery byl z testovanych 1é¢iv degradovan
o néco méné nez ampicilin, byly hlavni mechanismy degradace také ptevazné jiné, nez vliv
mikrofas a opét se jednalo zejména o fotodegradaci. U zbylych dvou testovanych antibiotik,
ciprofloxacinu a chloramfenikolu, bylo vzdy celkové odstranéno mén¢ 1éCiva nez u predeslych
dvou, avSak podil fasy byl vyssi. U ciprofloxacinu se podil fasy na celkovém odstranéni

pohyboval mezi 25-62 %, u chloramfenikolu mezi 40-99 %.

Jako jeden z klicovych a zaroven limitujicich parametrt se projevilo osvétleni mikrotas
béhem experimentli, které bohuzel nedosahovalo potfebné intenzity. Naméfena hodnota
intenzity osvétleni byla 8 pmol/m?-s, coZ je dokonce Fadové méng, neZ je bézné doporucovani
hodnota pro vétSinu mikrotas. Pro pfipadné dal$i navazujici prace a experimenty je tedy potieba
zajistit vykonnéjsi zdroj osvétleni.

Pouziti odpadni vody na bazi digestatu jako kapalného média prokézalo schopnost
mikrofas odstraniovat antibiotika také z takto sloZité matrice. Experimenty vSak také odhalily
fadu problémi a vyzev, které sebou pouZiti redlnych odpadnich vod nese. V ptipadé digestatu
se totiz projevil vliv dalSich faktort jako je adsorpce lé¢iva na Castice dispergované v digestatu,
coz u niz8ich koncentraci 1éCiv prakticky znemoznilo zhodnotit miru piispévku fasy
Chlamydomonas reinhardtii na jejich degradaci. Dalsi problémy byly spojeny s ovlivnénim

stanoveni mnozstvi biomasy, turbidity a chlorofylu matrici digestatu, ktera se v ¢ase ménila.
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Zavérem lze konstatovat, ze cil prace byl splnén a tato diplomova prace prispéla
k hlubS§imu porozuméni v oblasti vyuziti sladkovodnich mikrotfas k odstrafiovani antibiotik
z vod. Ziskané vysledky maji pfinos zejména jako podklady pro daldi vyzkum na Ustavu
environmentalniho a chemického inzenyrstvi a mohou napomoci k rozsiteni vyuziti téchto

aplikaci v oblasti ¢iSténi vod.
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7 PRILOHY

Priloha A: Kultivace v pribéhu experimentu — Chlamydomonas reinhardtii v modelové odpadni vodé na bdzi digestatu
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Priloha B: Prubéh turbidity u jednotlivych vzorkii v case — Chlamydomonas reinhardtii v BBM

Turbidita [-]
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Priloha C: Vyhodnoceni degradace antibiotik pomoci rasy Chlamydomonas reinhardtii v BBM médiu

Lé&ivo (c-1 ugll) Ampicilin (A) Ciprofloxacin(B) | Chloramfenikol (C) Tetracyklin (D)
Pocatek |Konec  [Potatek [Konec — [PoZatek [Konec — [Potétek [Konec

Experiment
Wi 0,180 0,148 0,180 0,148 0,180 0,148 0,180 0,148
c[ug/l] 1,256 0 1,155 0,788 0,997 0,636 0,967 0,152
m[ug] 0,226 0 0,208 0,116 0,179 0,094 0,174 0,022
Kontrola
V(] 0,040 0,021 0,040 0,021 0,040 0,021 0,040 0,021
cug/l] 1,256 0 1,155 1,749 0,997 1,347 0,967 0,361
m[ug] 0,050 0 0,046 0,037 0,040 0,029 0,039 0,008
Prepocet konecné m kontroly na experiment [ud] 0 0,167 0,128 0,034
Ubytek lé¢iva
celkové [ug] 0,226 0,091 0,085 0,151
celkové[%)] 100 43,999 47,632 87,076
degradace jinymi mechanismy [ug] 0,226 0,041 0,051 0,140
degradace jinymi mechanismy[%)] 100 19,782 28,423 80,233
degradace fasou [pg] 0 0,050 0,034 0,012
degradace fasou [%] 0 24,217 19,210 6,844
Podil fasy na celkové degradaci [%)] 0 55,041 40,329 7,859
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Priloha D: Vyhodnoceni degradace antibiotik pomoci rasy Chlamydomonas reinhardtii v odpadni vode na bazi digestatu

S ) . ! . Smés (B
Lécivo(c~1 ug|) Ampicilin(A) Gprofloxacin(B) | Chioramfenikol (C) Tetracyklin (D) Ampicilin Ciprofloxacin Chloramfenikol Tetracyklin
Potatek |Konec |Potatek |Konec —|Potéatek |[Konec —[Posatek |Konec —|Pozatek |konec —|Potatek [konec  [Potatek [Konec  [Pogatek |Konec
Experiment
V(] 0,180 0,153 0,180 0,153 0,180 0,154 0,180 0,155 0,180 0,153 0,180 0,153 0,180 0,153 0,180 0,153
cug/l] 0,451 0 0,394 0 0,514 0,140 0,511 0 0,415 0 0,427 0 0,449 0,173 0,569 0
m[ug] 0,081 0 0,071 0 0,092 0,022 0,092 0 0,075 0 0,077 0 0,081 0,026 0,102 0
Kontrola
V[I] 0,040 0,029 0,040 0,029 0,040 0,029 0,040 0,029 0,040 0,029 0,040 0,029 0,040 0,029 0,040 0,029
cug/l] 0,451 0 0,394 0 0,514 0,372 0,511 0 0,415 0 0,427 0 0,449 0,433 0,569 0
m[ug 0,018 0 0,016 0 0,021 0,011 0,020 0 0,017 0 0,017 0 0,018 0,013 0,023 0
Prepocet kone¢né m kontroly na experiment [ug] 0 0 0,049 0 0 0 0,057 0
Ubytek lé¢iva
celkové [ug] 0,081 0,071 0,071 0,092 0,075 0,077 0,055 0,102
celkové [%] 100 100 76,733 100 100 100 67,435 100
degradace jinymi mechanismy [ug] 0,081 0,071 0,044 0,092 0,075 0,077 0,024 0,102
degradace jinymi mechanismy[%)] 100 100 47,243 100 100 100 29,905 100
degradace fasou [ug] 0 0 0,027 0 0 0 0,030 0
degradace fasou [%)] 0 0 29,490 0 0 0 37,531 0
Podil Fasy na celkové degradaci [%] 0 0 38,432 0 0 0 55,654 0
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