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Nekrolog - Zemrel profesor Jan Kas

Dne 9. zéfi 2025 nas ve véku 91 let navidy opustil
zakladatel Biotechnologické spole¢nosti a jeji dlouho-
lety pfedseda prof. Ing. Jan Ka$, DrSc. Biotechnologické
spole¢nosti se intenzivné vénoval nékolik desitek let
a jeho srde¢ni zalezitosti byl jeji bulletin Bioprospect.
Vétsinu svého profesniho Zivota spojil s VSCHT Praha,
kde stal u zrodu dnesniho Ustavu biochemie a mikro-
biologie, v jehoz cele jako jeho vedouci mnoho let pa-
sobil.

Prof. Jan K&s, pfedni cesky biochemik, se narodil
26. kvétna 1934 v Zatci. Po absolvovani VSCHT v roce
1957 zadal svou profesni drahu v Mrazirnach n.p. v Ta-
bofe a pozdéji v Praze, kde pUsobil v fidicich funkcich.
V roce 1964 se rozhodl vydat cestou vysokoskolského
ucitele a stal se srdcem vznikajici katedry biochemie
na VSCHT Praha, dneéniho Ustavu biochemie a mikro-
biologie. V letech 1994 aZ 2000 tento Ustav ved| a jeho
netdinavna iniciativa se odrazela ve vsem; od pedagogic-
ké prace pres védecky vyzkum, az po organizacni ¢in-
nosti, které daly ustavu jeho sou¢asnou podobu.

Prof. Ka$ pfednasel biochemii, biotechnologie a spe-
cializované pfedméty z oblasti enzymologie a imuno-
chemie. Byl skolitelem doktorskych studentt, ptedse-
dou oborové rady biochemie na FPBT a ¢lenem obo-
rovych rad na PiF UK v Praze a PU v Olomouci. Koordi-
noval pét mezinarodnich projektd TEMPUS, diky nimz
Gstav navazal fadu plodnych zahrani¢nich spolupraci
a zlepsil své instrumentalni vybaveni. S ministerstvem
zivotniho prostfedi a dalSimi institucemi se podilel
na projektu UNEP/GEF ,Implementation of the Draft
NBF for the Czech Republic”, kde aktivné pfispival k re-
gulaci genetickych modifikaci a objektivnimu informo-
vani vefejnosti. Ani po skonceni projektu nezlstaval
stranou — poradal seminafe ,Novinky v oblasti genetic-
kych modifikaci”, stale pfedaval své zkusenosti a zna-
losti.

Jeho vyznamna ¢innost se neomezovala jen na Prahu.
Spolu s kolegy se zaslouzil o vznik Katedry biochemie
PiF UP v Olomouci, za coz mu byla udélena rektorska
pamétni medaile. Byl ocenén i dalSimi vyznamenanimi:
Cestnym uznanim Ceské rady CSVTS, Plaketou Vyzkum-
ného ustavu potravinaiského pramyslu, Medaili Jose-
fa Hlavky, Ballingovou a Votockovou medaili, pamétni
medaili FPBT VSCHT Praha, ¢ medaili Italské zemé&dél-
ské spolec¢nosti. Jeho védecka kariéra byla podporova-
na prestiznimi stipendii, v¢etné Fulbrightova, kterd mu
umoznila pasobeni v Dansku, Holandsku a USA. Byl
také hostujicim profesorem University of Luton.

Ve vyzkumu se zaméroval na enzymologii, imunoche-
mii a biosenzory. Publikoval vice nez 200 pvodnich
praci, pfes 70 piehlednych ¢lankd, je spoluautorem 12
patentli a po¢etné mnozstvi u¢ebnic a kapitol v mono-
grafiich. Koordinoval fadu projektd, véetné programu
USA, EU i mezinarodniho projektu UNEP/GEF.

Prof. K&$ byl ¢lenem a funkcionafem prestiznich do-
macich i zahrani¢nich védeckych spole¢nosti: Komi-
se pro biotechnologie IUPAC, Biotechnologické spo-
le¢nosti CR, European Federation of Biotechnology,
redakénich rad Food and Agricultural Immunology,
Biotechnology Advances, Chemickych listti a bulletinu
Bioprospect. Dlouhodobé se angazoval v Ceské chemic-
ké spole¢nosti, Komitétu pro biochemii a molekularni
biologii, Ceské spole¢nosti pro biochemii a molekular-
ni biologii, Americké chemické spole¢nosti i ve védec-
kych radach nékolika vysokych skol a ustavd. Podilel se
na organizaci mezinarodnich kongresd a sympozii,
vcetné evropského kongresu FEBS, a spolu s Dr. Hans-
-Peter Meyerem zaloZil tradici Cesko-$vycarskych bio-
technologickych symposii.

Pfestoze seznam aktivit prof. Kdse plsobi impozant-
né, jeho skute¢na hodnota spocivala v lidském rozmé-
ru jeho prace. Byl klicovou a nezaménitelnou osobnosti
Ustavu. JiZ v Sedesétych letech organizoval kurzy se za-
hrani¢nimi experty, budoval laboratofe, rozvijel vyzkum,
vychoval generace védct, ktefi se prosadili doma i v za-
hranici. Kdyz poc¢atkem devadesatych let prevzal vedeni
Ustavu, doved| jej s kolegy na mezinarodni troveri.

Prof. K&s byl pfedeviim tymovym hrac¢em, ktery do-
kazal stmelit kolektiv nejen pfi feSeni védeckych tkold.
Vzpomindame na spole¢né vylety, sportovni akce a ly-
zaiské pobyty v Krusnych horach, kde byl rovhocennym
partnerem pro vsechny, od studentd po kolegy. Jeho
vitalita a energie byly inspiraci pro kazdého, kdo s nim
pracoval.

Na jeho pfatelsky a vstiicny pfistup jak v profesnim,
tak i v osobnim Zzivoté nikdy nezapomeneme.

Tomas Ruml
Ustav biochemie a mikrobiologie
VSCHT Praha
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ODBORNE PRISPEVKY

VYZNAMNE KONTAMINANTY EXPLANTATOVYCH KULTUR

v 7w

Matéj Semerak, Zuzana Hanackova, Petra LisSkova, Alexandra Slamova, Adéla Reinbergerova
Wzkumny a slechtitelsky tstav ovocndrsky Holovousy, s. r. o.
matej.semerak@vsuo.cz; zuzana.hanackova@vsuo.cz; petra.liskova@vsuo.cz; alexandra.slamova@vsuo.cz;

adela.reinbergerova@vsuo.cz

Uvod

Kultivace rostlinného materialu in vitro je soubo-
rem biotechnologickych metod aseptického nakladani
s ¢astmi rostlin, tzv. explantaty. Zahrnuje mikropropa-
gacni techniky, umoznujici rychlé vegetativni mnozeni
vyhon(, ozdravovaci postupy (napf. chemoterapii sys-
témovych infekci) ¢i praci s nediferencovanymi pletivy
v kalusovych kulturach. Byva té7 vyuzivana jako zplsob
prostorové usporného uchovani zajmovych genotypt
v genovych bankach.

Zdrojem Zivin pro rast explantatd je tekuté nebo
zpevnéné médium, zpravidla obsahujici makroprvky,
mikroprvky, sachardzu, vitaminy, aminokyseliny a fyto-
hormony. Materiél je tfeba v pravidelnych intervalech
pfesazovat na Cerstva média, jinak kultury vycerpaji Zivi-
ny a odumiraji. Kultivace probiha v prdhlednych (skle-
nénych ¢i plastovych) nadobach ve specialnich mist-
nostech s fizenou teplotou a nastavitelnym svételnym
rezimem.

Nezbytnou podminkou Uspésné prace s kulturami
je peclivé dodrzovani sterility. Zna¢néa bohatost kultiva¢-
niho média, pfizniva teplota a vysoka vzdusna vlhkost
uvniti péstebnich nadob totiz skytaji vhodné podmin-
ky k rychlému rastu bakterii, kvasinek nebo vlaknitych
hub.

Nejvétsi nebezpeci zavleceni nezadoucich organismi
hrozi pfi zakladani kultur v pfipadé nedostatecné de-
kontaminace povrchu vychoziho materialu pfed nasa-
zenim in vitro. Situaci navic mize komplikovat pfiro-
zené osidleni materialu endofytickymi mikroorganismy,
které nemuseji byt steriliza¢nimi ¢inidly zasazeny, pro-
toze tato cinidla obvykle pdsobi jen povrchové (Katuz-
na et al. 2013; Pirttila et al. 2003). DalSim momentem
zvySeného rizika je manipulace pfi pfesazovani (tzv. pa-
sazovani). To sice probiha ve flow-boxu, komofe s lami-
narnim proudénim sterilniho vzduchu, ale napf. vinou
nedlsledné pribéiné sterilizace nastrojii se bakterie
a kvasinky prenaseji mezi jednotlivymi jiz zavedenymi
kulturami. Ke kontaminaci sporami vlaknitych hub pak
muze dojit v disledku obecného nedodrieni zasad
aseptické prace, zanedbani udrzby flow-boxu apod. Na-
proti tomu samotna Zivna média zdrojem kontaminaci
nebyvaji, protoze béhem pfipravy prochazeji sterilizac-
nim cyklem v autoklavu.

Proti rGstu neZadoucich mikroorganismi lze ucin-
néji zasahnout, jsou-li identifikovany. Nasim hlavnim
cilem proto bylo urcit rody (pfipadné i druhy) vlakni-
tych hub, kvasinek a bakterii, s nimiz se setkavame pfi
praci s explantatovymi kulturami ovocnych plodin ve
Vyzkumném a Slechtitelském ustavu ovocnaiském Ho-
lovousy, s. r. 0. (dale jen VSUO), a porovnat sva pozo-
rovani se spektrem béznych kontaminaci popisovanych
v literatufe.

Metodika

Studovany material pochazel z in vitro genofondo-
vych sbirek ovocnych plodin VSUO. B&éhem nékolikaty-
denniho obdobi byly shromézdény barky s viditelnymi
kontaminacemi, ty byly izolovéany a nasledné urceny.
Pro analyzu jsme vesmés vybirali kultury uchovavané
v bance explantéti dlouhodobé.

Jednotlivé morfotypy mikroskopickych hub rostou-
cich v explantatovych kulturach byly pfeneseny na
bramborovo-dextrézovy agar (PDA) a kultivovany pfi
laboratorni teploté. Z ¢istych kultur byla izolovdana DNA
pomoci ZR Fungal/Bacterial DNA kit (Zymo Research,
Orange, CA, USA) v souladu s instrukcemi vyrobce.
PCR reakce probihala za standardizovanych podmi-
nek s vyuzitim kombinaci primerd specifickych pro
houby: ITS1-F (5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3"a ITS4
(5"-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3").

Kolonie bakterii byly pfeneseny na LB médium a izo-
lovany jako cista kultura. Stanoveni rodové a druho-
vé pirislusnosti bakterialnich izolatd bylo provedeno
pomoci koloniové PCR 16S rDNA genomové oblasti
pomoci specifickych primer: F1 (5-ATCATGGCTCA-
GATTGAACGCT-3"), F2 (5'-CCTGGCTCAGGACGAAC-
GCT-3") a R (5"-CTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3"). Ampli-
fikované DNA fragmenty byly rozdéleny pomoci elek-
troforézy v agarézovém gelu, pfislusné PCR produkty
byly vyfiznuty z gelu a pfecistény pomoci ExpinTM
Combo GP (GeneAll, Soul, Korea) soupravy, dle navodu
vyrobce.

Sekvence byly analyzovany pomoci analyzétoru sek-
venci GA3500 a nasledné editovany v programu Chro-
mas. Identifikace sekvenci probéhla pomoci databa-
ze GenBank a nastroje BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Za ucelem rozsiteni spektra identifikovanych bakte-
rii byly nékteré vzorky zpracovany také hmotnostnim
spektrometrem MALDI-TOF (Bruker), a to v laboratofi
SPADIA LAB, a. s., Praha.

Vysledky, diskuse nalezii s literaturou

Identifikované kontaminanty vesmés patfily k rodiim
a druhim béznym jak v oblasti in vitro kultivaci rost-
linného materialu, tak v pfirodé obecné. V nékterych
pfipadech se jednalo o mikroorganismy pfirozené se
vyskytujici v ovzdusi nebo o rostlinné symbionty.

S ohledem na fakt, Ze jsme zkoumali pfedevsim zave-
dené kultury, nikoli ¢erstvé nasazené pupeny ¢i vyhony,
usuzujeme, Ze se vétSinou nejednalo o kontaminace,
které by se do podminek in vitro dostaly na povrchu
vychoziho materialu. Za nejpravdépodobné;jsi povazu-
jeme endofyticky ptivod (mikroorganismy nezasazené
roztokem chloridu rtutnatého, ktery ve VSUO pouziva-
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me pfi zakladani kultur, a nasledné dlouhodobé pie-
zivajici uvniti pletiv i na povrchu Zivnych médii) nebo
kontaminaci z ovzdusi & z povrchu nesterilnich pred-
métd pii pasazovani.

Nejvétsi diverzitu jsme zaznamenali u bakterii a také
jim tu je vénovéana nejvétsi pozornost, nebot u nékte-
rych druh@G a rodd byly popsény zajimavé interakce
s rostlinami.

Vlaknité houby

Literarni zdroje uvadéji v explantatovych kulturach
Casty vyskyt cerni (Alternaria, Cladosporium), korna-
tek (Peniophora), kropidléakti (Aspergillus), kropidlov-
¢ (Rhizopus), tasovek (Pythium), srpovnicek (Fusari-
um), Stétickovct (Penicillium), zelenatek (Trichoderma)
a dale rodG Acremonium, Curvularia, Drechslera, Geo-
trichum, Helminthosporium, Paecilomyces, Pestalotia
nebo Plectosphaerella (Ezeofor et al. 2025; Li et al.
2022; Odutayo et al. 2007; Omamor et al. 2007).

Pfi monitoringu explantatovych in vitro kultur ovoc-
nych plodin ve VSUO jsme potvrdili vyskyt n&kterych
z vyse zminénych rod (Alternaria, Aspergillus, Clado-
sporium, Obr. 1). Kromé nich jsme identifikovali také
druhy rodu Ascochyta a Aureobasidium.

Obr. 1: Kultura napadena vlaknitou houbou z rodu
Cladosporium

Zéstupci rod Alternaria, Aspergillus a Cladosporium
patfi k vSudypfitomnym vlaknitym houbam, a to jak ve
vnéjsim prostiedi, tak uvnitf budov (de Ana et al. 2006).
Rod Ascochyta zahrnuje fadu parazitd kulturnich i pla-
né rostoucich rostlin (Mel'nik et al. 2000). Aureobasi-
dium vykazuje znaky vlaknitych hub i kvasinek; opét se
jedna o rod bézné rozsifeny v nejriznéjsich prostredich
(Di Francesco et al. 2023).

Kvasinky a jiné houby
Kvasinky také patii mezi hojné kontaminanty kultur in
vitro. Casto se jedna o zastupce rod Candida, Rhodo-
torula nebo Cryptococcus (Leifert et al. 1990).
Kvasinky vyskytujici se v explantatovych in vitro kultu-
rach ve VSUO nejéastéji patfi do zminéného rodu Rho-

dotorula (R. mucilaginosa, Obr. 2). Rovnéz jsme identi-
fikovali zastupce rodu Sporobolomyces.

g S N

Obr. 2: Masivni rdst kvasinky Rhodotorula mucilagino-
sa zpUsobil odumfeni explantatu.

Rhodotorula se vyskytuje po celém svété, a to véetné
nehostinnych stanovist (Wirth and Goldani 2012). I kva-
sinkdm z rodu Sporobolomyces staci zivinami chudé
substraty; byly jiz nalezeny v Sirokém spektru prostiedi
(Kot et al. 2021).

V jednom piipadé jsme identifikovali zastupce rodu,
jejZ nelze zafadit ani mezi vldknité houby, ani mezi kva-
sinky. Jednalo se o dievokazny choro$ sedopdrku (Bjer-
kandera sp.). Tato houba sice nezplsobila okamzity
Ghyn kultury, ale v kratké dobé porostla cely povrch Ziv-
ného média i samotné explantaty (Obr. 3).

Obr. 3: Kultiva¢ni médium porostlé dfevokaznou hou-
bou z rodu Bjerkandera.

Bakterie

Bakterialni kolonie se na povrchu zZivnych médii téz
objevuji casto. Literatura v této souvislosti zmifuje
napi. zastupce rodd Acidovorax, Acinetobacter, Agro-
bacterium, Bacillus, Brevibacterium, Chryseobacte-
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rium, Curtobacterium, Flavobacterium, Janibacter,
Lactobacillus, Magnetospirillum, Methylobacterium,
Microbacterium, Mycobacterium, Paenibacillus, Plan-
tibacterium, Pseudomonas, Ralstonia, Roseomonas,
Serratia, Sphingomonas, Staphylococcus, Stenotro-
phomonas, Streptomyces ¢i Xanthomonas (lzarra et al.
2020; Katuzna et al. 2013; Tekielska et al. 2019).

V nasich explantatovych kulturdch jsme potvrdili
vyskyt konkrétnich druhi nalezicich ke zminénym ro-
ddim Bacillus (konkrétné B. amyloliquefaciens, B. atro-
phaeus, B. siamensis, B. subtilis a B. velezensis), Cur-
tobacterium (konkrétné C. luteum, Obr. 4) a Methy-
lobacterium, resp. Methylorubrum (konkrétné M.
extorquens). Dalsimi identifikovanymi bakterialnimi
druhy byly Aeromicrobium fastidiosum, Agromyces fu-
cosus, A. salentinus, Arthrobacter psychrolactophilus
a Nocardioides gilvus.

Obr. 4: Kolonie bakterii Curtobacterium luteum a Ba-
cillus subtilis nemaji na kulturu in vitro destruktivni vliv.

Druhy B. amyloliquefaciens a B. velezensis se pfi-
rozené vyskytuji v rhizosféfe a jsou studovany jako
organismy podporujici rlst rostlin a jejich odolnost
vlci stresu a patogentim (Cheng et al. 2024; Zalila-
-Kolsi et al. 2023). B. siamensis muze zvysit toleranci
k zasoleni (Oubaha et al. 2024). Druhy B. atrophaeus
a B. subtilis jsou — az na odliSnou pigmentaci na né-
kterych rlstovych médiich — vzhledové nerozlisitelné,
procez byl druh B. atrophaeus vy¢lenén az v nedavné
dobé (Nakamura 1989). Jedna se, podobné jako u ce-
Iého rodu Bacillus, o vSudypfitomné bakterie, zejména
pudni, schopné piezivat nepfiznivé podminky v podo-
bé odolnych endospor (Kovacs 2019; Sella et al. 2014).
Curtobacterium je rodem bakterii hojné zastoupenych
v listovém opadu a v rostlinném prostfedi obecné
(Chase et al. 2016). Zastupci rodu Methylorubrum opét
osidluji Siroké spektrum substratl a biotopd. Ziji téz
ve spojeni s rostlinami, a to jak na jejich povrchu, epi-
fyticky, tak endofyticky (Ardley and Green 2023). Také
Aeromicrobium fastidiosum, ptvodné popsané jako
Nocardioides fastidiosa, bylo izolovano z rostlinného
materialu (Collins and Stackebrandt 1989; Tamura and
Yokota 1994). Rod Agromyces zahrnuje bakterie padni

(Jurado et al. 2005; Zgurskaya et al. 1992), podobné
jako Arthrobacter (Smith and Zahnley 2005) a Nocar-
dioides, pfitemz do posledné uvedeného rodu patfi

rovnéz fada druh Zijicich napf. ve slanych jezerech i ve
znecisténych prmyslovych vodach (Ma et al. 2023).

Moina opatieni pii zjisténi kontaminace

Vyskyt vlaknité houby in vitro ¢asto znamena ztratu
rostlinného materidlu v dané barnce. Ve vlhkém pro-
stfedi totiz velice rychle rostou, a nékteré jsou schop-
ny kultiva¢ni nddobu do nékolika tydni zcela zaplnit.
Pfi manipulaci s ¢aste¢né kontaminovanou kulturou
ve snaze o zachranu dosud nezasazenych explantatt
riskujeme, Ze nerozpozname okraj zény prorostlé my-
celiem, a pfeneseme tak ulomky hyf do dalSich banék.
Pokud se navic jiz tvofi spory, hrozi jejich uvolnéni do
prostiedi mimo banku a nekontrolované rozptyleni
proudem vzduchu tvofenym flow-boxem. Ve VSUO
zneskodriiujeme vlaknité houby autoklavovanim neote-
vienych banék.

Kolonie kvasinek a bakterii byvaji zietelnéji ohrani-
¢ené a zpravidla se Sifi jen po povrchu média, tudiz
pfi v€asném rozpoznani infikovaného explantatu Ize
ostatni vyjmout a pfepasazovat na cisté médium. Proti
rlstu bakterii se nékdy aplikuji antibiotika, sterilné pfi-
davana do zivného média. Pokud je nutné je pouiit,
identifikace organismi spojena s citlivostnim testem
(Szewczyk-Taranek et al. 2020) umozni vyhnout se $i-
rokospektrym typ@im antimikrobialnich latek a cilené
nasadit vhodnou léc¢bu. Tento krok je velmi Zadouci
kvali minimalizaci spotieby antibiotik a snizeni rizika
vytvéieni a Sifeni rezistenci. Pozornost se musi vénovat
fytotoxicité, aby chemoterapie rostlinny material neza-
hubila, a také nélezitému zpdsobu likvidace pouzitych
médii (nebezpec¢ny odpad).

Kromé antibiotik se do Zivnych médii pfidavaji i dalsi
latky branici rastu bakterii i hub. Anikina et al. (2024)
ve svém piehledu zminuji nanocastice kovd, chlor-
nan sodny nebo oxid zine¢naty. Déle byly testovany
napf. esencialni oleje (Barreto et al. 2023), proti kva-
sinkam fungicidy (Kolozsvéri Nagy et al. 2005). Existuji
téz komer¢né dostupné vyrobky, pfimo urcené k po-
tlaceni rozvoje kontaminaci v explantatovych kultu-
rach — napf. PPM™, plant preservative mixture (Plant
Cell Technology; Romadanova et al. 2022). Podobné
jako u antibiotik je i u jinych antimikrobiélnich aditiv
tfeba vzit v potaz mozny negativni dopad na explan-
tdty, na pracovniky in vitro provozu a na Zivotni
prostiedi.

Vliv mikroorganismii na explantatové kultury

Jak jiz bylo zminéno vyse, rast vlaknité houby si ob-
vykle vyzada rychlou likvidaci zasazené kultury. Kvasinky
¢i bakterie vSak mohou v kultuie in vitro ptezivat dlou-
hodobé a ovlivitovat riist explantatd, aniz by tyto od-
umfely.

Kvasinky (napf. rod Candida) mohou z kultivaéniho
média vyznamné odcerpavat sacharidy, tvofit fermen-
ta¢ni produkty a snizovat pH (Leifert et al. 1990), ¢imz
omezuji dostupnost Zzivin pro rostlinny materidl a méni
chemické vlastnosti média.
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Ne vsechny mikroorganismy oviem pUsobi skodlivé.
Kontaminace nékterymi druhy bakterii (napf. z rodd
Curtobacterium, Methylobacterium, které byly izolovany
i na naSem pracovisti, ¢i z rodu Paenibacillus), jez patfi
mezi pfirozené endofyty ¢i epifyty rostlin, zdravotni stav
kultur nezhorsuji. Jejich pfitomnost dokonce muze ex-
plantatdim prospét a podpofit multiplikaci ¢i zakoferio-
vani, jelikoz fixuji vzdusny dusik, produkuji fytohormony
a celkové vykazuji s rostlinnymi kulturami mutualistic-
ky vztah (Scherling et al. 2009; Zawadzka et al. 2013).
O nékterych zastupcich rodu Bacillus bylo jiz zminéno
vyse, Ze v pfirodé plsobi na rdst rostlin pozitivné, a lze
predpokladat, Ze ani v explantatovych kulturach nebu-
dou primarné vystupovat v roli patogent. Na druhou
stranu neni zaruceno, Ze v nepfirozenych podminkach
in vitro zlstane prospésny symbiont vzidy zcela neskod-
nym a Ze rovnovaha mezi mikro- a makroorganismem
nebude narudena.

Samotna rodova pfislusnost bakterie také o povaze
jejiho vztahu k rostliné s jistotou nevypovida — napfi-
klad do rodu Curtobacterium patfi i rostlinny patogen
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Kultury in vitro jsou dnes Siroce vyuzivany pro praci s rostlinnym materialem, a to jak pro védecké, tak pro komer¢ni tcely. Mikrobialni
kontaminace kultur vlaknitymi houbami, kvasinkami a bakteriemi zplsobuiji ztraty a vyZaduji aplikaci terapeutickych latek. Ukazuje se
viak, ze zdaleka ne vidy je nezbytné rlst mikroorganismd za kazdou cenu potlacit, protoze pfinejmensim v pfipadé bakterii se ¢asto
jedna o symbionty, ktefi s explantaty Ziji v mutualistickém vztahu. Takové bakterie jsme nasli i ve VSUO v Holovousich. Aby se predeslo
naduzivani antimikrobilnich latek, je vhodné nejdfive provést identifikaci kontaminant( a teprve poté rozhodnout o pfipadnych opat-

fenich.

Klicova slova: kontaminace, vlaknité houby, kvasinky, bakterie, in vitro, explantat, kultura, identifikace
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Summary

In vitro cultures are widely used for working with plant material today, both for scientific and commercial purposes. Microbial conta-
mination of the cultures with filamentous fungi, yeasts, and bacteria causes losses and require application of therapeutic chemicals.
However, it turns out that it is not always necessary to suppress the growth of microorganisms at all costs, because at least in the case
of symbiotic bacteria, the contaminant may live in a mutualistic relationship with the explants. Such bacteria were also identified at the
VSUO Holovousy. In order to avoid the overuse of antimicrobial substances, it is appropriate to first identify the contaminants and only

then decide if any measures need to be implemented.

Keywords: contamination, filamentous fungi, yeasts, bacteria, in vitro, explant, culture, identification

POCITACOVY DESIGN PROTEINU

Vojtéch Spiwok

Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha, Technickd 5, Praha 6, 166 28

V souvislosti s udélenim Nobelovy ceny za chemii
za rok 2024 Davidovi Bakerovi vzrostl zajem o pocita-
¢ovy design novych proteind. Tato bouflivé se vyvijejici
disciplina m4, zda se, zna¢ny biotechnologicky poten-
cial. Zvlasté diky zavedeni metod umélé inteligence se
tkoly, které byly jesté pred par letu z oblasti science
fiction, dnes dafi realizovat. S tim roste mira Uspésnosti
designu novych protein( a klesa nutnost jejich intenziv-
niho experimentélniho testovani.

Jednoduse je mozné vysvétlit design novych proteind
tak, Ze protein vznikly ndhodny fazenim aminokyse-
lin ma minimalni Sanci se sbalit do kompaktni jasné
definované prostorové struktury. Aby se protein sbalil,
je nutné aby prosel dlouhou evoluci, nebo aby ho nék-
do vytvofil metodami pocitacového designu proteind.
Design novych proteinll je mozné brét jako alternativu
k hledani novych proteint z pfirodnich zdrojt a k vyvo-
ji novych proteini pomoci proteinového inzenyrstvi,
napfiklad cilené evoluce.

Za prvni uméle designované proteiny je mozné po-
vazovat stabilni helixy a multi-helikalni struktury, které
v devadesatych letech designovali William F. DeGrado
a David Eisenberg (Hill et al., 1990; Bryson et al., 1995).
Slovo ,protein” v této chvili musime brat jako oznaceni
pro peptidy, které tvofi definovanou prostorovou struk-
turu. Design takovychto protein( byl hierarchicky, ¢asto
zalozeny na pfirodnich proteinech a spocival v kombi-
novani riznych helix(i s hledanim vhodnych interakci.

Na konci devadesétych let se objevily prvni pocita-
¢ové navriené proteiny. Pfikladem muze byt protein
FSD-1 (Dahiyat & Mayo, 1997), k jehoz designu byly
vyuZity automatizované metody molekulového mo-
delovani. Lorisky laureat Nobelovy ceny David Baker
obor zaséhl poprvé v roce 2003 designem proteinu
Top7 (Kuhlman et al., 2003). Jedna se o jeden z prv-

nich skute¢nych proteint co do délky (106 aminoky-
selin) a navic je unikatni, tedy neni podobny zdadnému
pfirodnimu proteinu. Pfi designu tohoto proteinu byl
vyuZit program Rosetta, konkrétné jeho modul pro de-
sign proteind, ktery stal pfi zrodu mnoha dalSich pro-
teind.

Velkym pokrokem bylo zavedeni metod umélé inteli-
gence pied nékolika lety. Hlavnimi pracovnimi nastroji
oboru jsou programy RFdiffusion (z rodiny progra-
m{ Rosetta) (Watson et al., 2023) a ProteinMPNN
(Dauparas et al, 2022), pfipadné LigandMPNN
(Dauparas et al., 2025). V3echny jmenované programy
pochazi z laboratoie Davida Bakera.

RFdiffusion (Watson et al., 2023) pracuje na podob-
ném principu jako programy pro tvorbu obrazkd umé-
lou inteligenci. Rada védct se v minulosti zabyvala
moznosti zlepSovat nekvalitni fotografie a obrazky. Pro
tento ucel bylo vyvinuto mnoho metod strojového uce-
ni. Tyto metody jsou trénovany na uméle rozostienych
fotografiich tak, aby z takovéto fotografie dokazali re-
konstruovat ptvodni kvalitni fotografii. Pokud takovou-
to metodu pouzijete na nekvalitni fotografii, ziskame
fotografii ostrou. V extrémnim pfipadé, pokud metodu
pouZijeme na naprosty Sum, metoda vyhalucinuje rea-
listickou ,fotografii” nebo obrazek. Podobné mize pro-
gram RFdiffusion ze zaSuménych prostorovych struktur
proteinu regenerovat ptvodni struktury, nebo dokonce
z ndhodného Sumu vyhalucinovat realistickou struktu-
ru proteinu (Obrazek 1). Program maze halucinovat
Gplné nebo caste¢né, mize dohalucinovavat casti pro-
teind, davat nové halucinovanym proteindm symetrii
a podobné.

Program RFdiffusion (alespon v soucasnosti nejpo-
uzivanéjsi verzi) nefesi aminokyselinovou sekvenci.
Tu maze dodat program ProteinMPNN (Dauparas et al.,

vyhalucinovana
smycCka

A -

>

Obr. 1: Piiklad halucinovéani smy¢ky proteinu programem RFdiffusion.
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2022). Zkratka MPNN zna¢i message-passing neu-
ral network. Protein je mozné representovat jako graf
(ve smyslu teorie graftl), kde vrcholy tvofi aminokyse-
liny a hrany jejich interakce. Program je trénovany na
takovychto reprezentacich znamych proteinG a proto
dokaze vymyslet sekvenci pro novy protein. V pfipa-
dé, Ze chceme designovat protein vaZici ligand, ma-
Zeme provést podobné vypocet pomoci LigandMPNN
(Dauparas et al.,, 2025).

Jednim z krasnych pfiklad( aplikace designu proteint
je design proteinl rozeznavajicich jiné proteiny, tedy
jakychsi umélych protilatek. Zde je potieba zminit pipe-
line BindCraft (Pacesa et al., 2025) od Martina Pacesy
z Univerzity v Ziirichu. Metoda byla testovana na celé
fadé proteind, napfiklad proteini imunitniho systému
nebo znamych alergen(. V zavislosti na cilovém pro-
teinu vykazovala metoda uspésnost 10 — 100 %. Diso-
ciacni konstanty byly vesmés v nanomolarnich fadech.
I diky tomuto programu je pocita¢ovy navrh umélych
protilatek blizko nahrazeni tradi¢nich metod ziskavani
protilatek.

Podstatné slozitéjsi je situace v pfipadé vazby ligan-
da. Skupina Davida Bakera pomoci program z rodiny
Rosetta navrhli nékolik tisic malych barelovitych protei-
nd (An et al., 2024). Do kazdého z nich zkouseli doc-
kovat jednu ze ¢tyf nizkomolekularnich sloucenin a se-
kvence nadale optimalizovali pomoci LigandMPNN.
Uspéch ale vyzadoval pfipravu desitek tisic syntetickych
genl a jejich screening, aby bylo mozné ziskat stov-
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aktivnich enzym( ale vyzadovalo intenzivni screening
a trojkolovy redesign. Ziskané enzymy maji hodnoty
k... v fadech 0.01-0.001 s'. Jinymi slovy, jedna moleku-
la enzymu rozstépi jednu molekulu substratu jednou
za nékolik minut. To je méné nez je obvyklé pro pri-
myslové vyuZivané enzymy, ale je to srovnatelné
s pramyslové vyuZivanymi neenzymovymi katalyzato-
ry. V oblasti designu enzym( se nyni skupina Davida
Bakera soustiedi na design proteasy jako terapeutika
proti celiakii.

Pocitacovy design proteinli zahrnuje mnoho dalSich
zajimavych projektd, jako jsou napfiklad vyvoj nanopo-
ru pro detekci rliznych sloucenin, design allosterickych
senzor(, redesign enzym( pro degradaci plast(i a dalsi
zajimavé projekty. Zajimavym vysledkem je i schvélena
proteinova vakcina proti COVIDu SKYCovione. Jednd
se o uméle designovany protein tak, aby tvofil stabilni
3D strukturu a navic obsahoval co nejvice epitopt pa-
togenu.

Kuhlman, B. et al.: Design of a Novel Globular Protein
Fold with Atomic-Level Accuracy. Science, 302(5649),
1364-1368. doi: 10.1126/science.1089427, (2003).

Lauko, A. et al.: Computational Design of Serine Hyd-
rolases. Science, 388(6744), eadu2454. doi: 10.1126/
science.adu2454, (2025).

Pacesa, M. et al.: One-Shot Design of Functional Protein
Binders with BindCraft. Nature, 646(8084), 483-492.
doi: 10.1038/541586-025-09429-6, (2025).

An, L. et al.: Binding and Sensing Diverse Small Mo-
lecules Using Shape-Complementary Pseudocycles.
Science, 385(6706), 276-282. doi: 10.1126/science.
adn3780, (2024).

Watson, J.L. et al.: De Novo Design of Protein Structu-
re and Function with RFdiffusion. Nature, 620(7976),
1089-1100. doi: 10.1038/541586-023-06415-8, (2023).

Bioprospect ¢. 3-4/2025

44

Ro¢nik 35



MATERSKE MLEKO JAKO RUSTOVY REGULATOR

KOJENECKYCH KLOSTRIDIi

Nikol Modrackova, Blanka Krausova, Stépanka Dvoiakova, Véra NeuZil BuneSova .
Katedra mikrobiologie, vyZivy a dietetiky, Fakulta agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroji, Ceska zemé-
délska univerzita v Praze, Kamyckd 129, Praha - Suchdol, modrackova@af.czu.cz

Uvod

Mikroorganismy piedstavuji nedilnou soucast lid-
ského organismu a podileji se na fadé zasadnich fy-
ziologickych procest. V ramci lidského téla tvoii fadu
komplexnich mikrobialnich spolecenstvi, jejichz slozeni
a funkce se vyrazné lisi mezi jednotlivymi ¢astmi téla
a organovymi soustavami. Zminit Ize napfiklad gastro-
intestinalni, kozni ¢i urogenitalni mikrobiotu (Dekabo-
ruah et al. 2020). Lidské stfevo je kolonizovano obrov-
skym mnozstvim mikrob(, které se vyznacuje unikatni
Sirokou metabolickou kapacitou, intenzivni interakci
na drovni spolecenstvi, ale i s hostitelem. Viyvoj stievni
mikrobioty je z pohledu zdravi hostitele zésadni proces
trvajici od narozeni az do raného détstvi, kdy dochazi
k postupnému vytvéieni stabilniho a funkéné robustni-
ho ekosystému. Bezprostiedné po porodu je novoro-
zenec vystaven masivni mikrobidlni expozici. Samotna
dynamika osidlovani je uréovana fadou faktord, z nichz
mezi nejvyznamné;jsi patfi zplsob porodu a typ vyZivy
(Béackhed et al. 2015; Cani 2018). Pravé vyZiva, zejména
rozdil mezi kojenim a podavanim nahradni kojenecké
vyzivy, zdsadné ovliviiuje diverzitu a funkéni charakte-
ristiku mikrobialni komunity v tomto kritickém obdobi
zZivota jedince (Ames et al. 2023).

Mateiské mléko je unikatni biologické tekutina s ne-
spo¢tem vyznamnych funkci. Kromé makronutrientd

a mikronutrientd obsahuje i Siroké spektrum bioak-
tivnich molekul jako jsou oligosacharidy matefského
mléka (Human Milk Oligosaccharides; HMOs) a fada
antimikrobialnich slozek, které formuji mikrobialni pro-
stfedi charakteristické pro stfevo kojencli (Masi & Ste-
wart 2022). Vzhledem k tomu, Ze nékteré bakterialni
rody, napfiklad klostridie, pfedstavuji v kojeneckém ob-
dobi citlivy ukazatel rovnovahy stfevni mikrobioty a za-
roven zahrnuji jak prospésné, tak oportunné patogenni
zastupce (Lopetuso et al. 2013), je pochopeni jejich
interakce s matefskym mlékem zasadni. Rozsiteni po-
znatkd o tom, jak mateiské mléko ovliviuje rist typicky
kojeneckych klostridialnich druh@, umozni lépe porozu-
mét ranému vyvoji stievni mikrobioty a vlivu nutri¢nich
faktor, které vyznamné ovliviuji stabilitu mikrobioty
a zdravi kojence.

Dynamicky vyvoj mikrobialni komunity
v prvnich dnech zivota novorozence

Lidsky gastrointestinalni trakt je za fyziologickych
podminek povazovan témér za sterilni az do okamziku
porodu, kdy dochazi k prvni masivni expozici mikroor-
ganism0m z okolniho prostfedi. BEéhem porodu je totiz
novorozenec exponovan Sirokému spektru mikroorga-
nismd, a to zejména matefského ptvodu (vaginalni,
fekalni a kozni mikrobiota). Zplsob porodu tedy v pro-
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Obr. 1: Schématické znazornéni zastoupeni vyvoje stievni mikrobioty ¢lovéka. Pro kazdou fazi vyvoje jsou typické
jiné bakterialni skupiny, které ve stfevni mikrobioté dominuji. Na zdkladé toho Ize mikrobiotu rozdélit na typic-
ky novorozeneckou, kojeneckou a dospélou. Dominantni skupiny bakterialnich ¢eledi odrazeji ménici se prostiedi
ve stfevé. Obrazek byl autorkou upraven podle Sanidad & Zeng (2020).
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cesu kolonizace hraje kli¢ovou roli. Obecné Ize shrnout,
Ze déti narozené vaginalné ziskavaji mikroorganismy
podobné vaginalni a stfevni mikrobioté matky, zatim-
co déti narozené cisaiskym fezem byvaji kolonizovany
pfevainé bakteriemi z kozni mikrobioty a nemocni¢ni-
ho prostiedi (Milani et al. 2017). V prvni fazi koloniza-
ce stfeva novorozence pievazuji zejména fakultativné
anaerobni bakterie, zejména z celedi Enterobacteria-
ceae a Lactobacillaceae, které snizuji redoxni potencial
prostiedi, ¢imz umoziiuji naslednou kolonizaci obligat-
né anaerobnimi mikroorganismy, zejména roda Bifido-
bacterium, Clostridium a Bacteroides (Robertson et al.
2019). Toto rané obdobi v Zivoté jedince predstavuje
kritické okno pro vyvoj a stimulaci imunitniho systé-
mu. Pfipadna dysbiéza muze zvysit riziko vzniku aler-
gickych, metabolickych ¢i autoimunitnich onemocnéni
(Zhang et al. 2022 b).

Zrani stfevni mikrobioty je zna¢né dynamicky proces,
ktery je ovliviiovan fadou vnéjsich a vnitinich faktord.
Mezi vnéjsi determinanty patfi zejména zplsob poro-
du, vyZiva novorozence, uzivani antibiotik, hygienické
podminky, expozice prostiedi a geografické faktory,
zatimco mezi ty vnitini jsou fazeny genetickd vybava
novorozence, fyziologické vlastnosti gastrointestinalni-
ho traktu a funkéni stav imunitniho systému (Hill et al.
2021). Dale hraji vyznamnou roli i specifické inter-
akce mezi buné¢nymi povrchovymi strukturami mikro-
organismd a receptory stievni sliznice hostitele. Tyto
faktory spole¢né urcuji, které mikroorganismy mohou
dlouhodobé kolonizovat stfevni prostiedi (Lin et al. 2024).

Faktory ovliviiujici vyvoj stfevni mikrobioty Ize déle
rozlisit i podle obdobi jejich plsobeni na prenatélni,
neonatalni a postnatalni. Prenatalni faktory zahrnuji
stav a mikrobiotu matky, neonatalni obdobi je kli¢ové
pro pocatecni kolonizaci a postnatélni obdobi pak pro
stabilizaci mikrobialni komunity. Naruseni téchto proce-
st je prokazatelné spojovano se zvysenym rizikem roz-
voje fady nezadoucich stavd v pozdéjsim véku (Suarez-
-Martinez et al. 2023).

Kolem druhého az tretiho roku Zivota se stievni mik-
robiota ditéte podoba slozenim a funk¢nimi charakte-
ristikami mikrobioté dospélého jedince. Tento pfiroze-
ny vyvoj je spojen se zvysenim druhové diverzity, vyssi
stabilitou mikrobialni komunity a jeji vy3si odolnosti
(Sanidad & Zeng 2020). Schématické znazornéni zavis-
losti ¢etnosti hlavnich bakterialnich ¢eledi vyskytujicich
se ve stievni mikrobioté ¢lovéka na jeho véku je zna-
zornéno na Obrazku 1. Vlysledné slozeni je tedy vysled-
kem vlivu genetickych predispozic, matefskych faktord,
vyZivy a prostiedi.

Selektivni vliv matefského miéka
na vyvoj strevni mikrobioty

Mateiské mléko je komplexni biologickd tekuti-
na, ktera novorozencim a kojencim poskytuje nejen
nezbytné Ziviny, ale i fadu vyznamnych pfirozené ob-
sazenych bioaktivnich latek, které se podileji na for-
movani rané mikrobialni kolonizace traviciho traktu.
Slozeni matefského mléka se lisi mezi Zenami v za-
vislosti na genetice, vyZivé, laktaci a dalsich faktorech
(Dror & Allen 2018). Za jednu z kli¢covych slozek v této

souvislosti Ize povazovat HMOs, které pfedstavuji sice
ai treti nejpocetnéji zastoupenou skupinu pevnych
slozek po laktoze a lipidech, nicméné si ale zachova-
vaji fadu vyznamnych funkci. Svym unikéatnim slozenim
predstavuji prvni prebiotikum pro novorozence, jehoz
pfijem zajisti selektivni podporu rlistu zadoucich mik-
roorganismi, zejména nékterych druhd kojeneckych
bifidobakterii, a podpofi tak ispésnou kolonizaci stie-
va. HMOs, které nebyly travicimi enzymy hostitele vyu-
Zity, jsou totiz ve stievé fermentovany kompetentnimi
mikroby za vzniku tékavych mastnych kyselin a laktatu,
¢imz je ve stfevé vyznamné snizovano pH, a je tak zna¢-
né podpoiena kolonizacni rezistence daného prostiedi
vlici nezddoucim mikroorganism@im. HMOs dale také
blokuji vazebna mista na stfevnim epitelu, ktera jsou
poté nedostupna pro nezadouci potencialné patogen-
ni mikroby. Kromé HMOs mateiské mléko obsahuje
i fadu dalSich antimikrobialnich a imunomodula¢nich
slozek, napftiklad sekretorni IgA, laktoferin, lysozym,
rizné peptidy a proteiny s antimikrobialnim acinkem,
které se podileji na ochrané novorozence a zéroven
i na modulaci mikrobioty (Ray et al. 2019). Napiiklad
glykoprotein laktoferin, ktery ma vysokou afinitu k zele-
zu, umoziuje volné dostupné Zelezo vazat, ¢imz ome-
zuje rlst fady patogent (Kulesza-Bronczyk et al. 2023).
Lysozym poté narusuje peptidoglykan v buné¢né sténé
nékterych gram-pozitivnich bakterii (Ferraboschi et al.
2021). Mateiské mléko navic pfirozené obsahuje i fadu
bakterii, jejichZ vyskyt je ¢asto detekovan i stievé kojen-
ce (Selma-Royo et al. 2021). Neni tedy pouze pasivnim
zdrojem Zivin a antimikrobialnich latek, ale Ize ho po-
vazovat za aktivni biologickou tekutinu se zna¢nou re-
gula¢ni funkci. Na zékladé vsech téchto zadoucich vlast-
nosti WHO a UNICEF doporucuji véasné zahajeni kojeni
do jedné hodiny od porodu a vylu¢né kojeni po dobu
prvnich 6 mésicl Zivota. Od Sesti mésicl véku kojence
je poté doporucovano zavedeni nutri¢né adekvatnich
a bezpec¢nych pfikrmt spolu s pokracujicim kojenim
do 2 let véku nebo déle (WHO 2023).

V pfipadé podavani nahradnich kojeneckych vyziv
namisto vylu¢ného kojeni, dochazi k prokazatelné ji-
nému trendu kolonizace. Tyto vyZivy totiZ nelze vyro-
bit tak, aby zcela pfesné simulovaly mateiské mléko.
Zejména tedy obsahem unikatnich HMOs, které stéle
nelze identicky vyrobit, ale i z divodu obsahu dalSich
bioaktivnich latek. Stfevni mikrobiota kojenct pfijima-
jicich umélou vyzivu je tedy prokazatelné rozmanitéj-
8i, s niz8im zastoupenim bifidobakterii a ¢asto vySSim
zastoupeni jinych anaerobd, a to vétSinou klostridii,
ve srovnani s kojenymi détmi. SloZzeni mateiského mlé-
ka a ndhradni mlé¢né vyzivy ma tedy vyznamny dopad
na rany vyvoj stievni mikrobioty. Dale je velmi dulezité
si uvédomit, Ze Zadna néhradni kojenecka vyziva za-
tim nemuze plné napodobit sloZeni a biologickou ak-
tivitu matefského mléka, pfestoze jsou tyto produkty
v dnesni dobé ¢asto obohacovany o riizné prebiotické
substraty, jejichz frakce se nékterym strukturam HMOs
alespon podobaji (Baumann-Dudenhoeffer et al. 2018;
O'Neill et al. 2020; Laursen 2021).

Kojeni tedy podporuje vyskyt jinych bakterii, zejména
bifidobakterii v neprospéch klostridii. Jejich zastoupeni
je ve stfevni mikrobioté dominantni a je povaZzovano za
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zadouci z diivodu fady dulezitych funkci (Lawson et al.
2020). | proto jsou bifidobakterie ¢asto doporuc¢ovany
jako vhodna probiotika pro kojence. Vétsinou jsou do-
davany formou dopliikd stravy nebo jsou jimi obohaco-
vany néhradni kojenecké vyzivy (Sjeelland et al. 2025).

Klostridie jako vyznamni zastupci
stievniho ekosystému kojence

Rod Clostridium ptedstavuje nepostradatelnou, ale
¢asto nepochopenou soucast stfevni mikrobioty ¢lo-
véka. Zatimco nékteré druhy maji za fyziologickych
podminek komenzalni charakter a pfispivaji ke zdravi
hostitele a udrzovani stfevni rovnovahy, jiné mohou pfi
naruseni rovnovahy mikrobioty nebo oslabeni imunity
hostitele pfejit do patogenniho stavu (Lopetuso et al.
2013). Rod Clostridium zahrnuje Sirokou skupinu pfe-
vaziné obligdtné anaerobnich, sporulujicich grampozi-
tivnich bakterii patficich do ¢eledi Clostridiaceae v ram-
ci kmene Firmicutes. Diky schopnosti tvorby odolnych
spor jsou klostridie vSudypfitomné. Vyskytuji se v padé,
vodé, travicim traktu zvitat i ¢lovéka, ale také v anae-
robnich sedimentech ¢i odpadnich vodach. Tyto bakte-
rie vykazuji mimofadné Siroké metabolické spektrum,
dokazou fermentovat sacharidy, proteiny i lipidy a ¢as-
to produkuji plyn, organické kyseliny (zejména butyrat)
a dalsi metabolity. Pravé tato fermentacni aktivita déva
klostridiim zasadni ekologicky vyznam v rozkladu orga-
nické hmoty a cyklu uhliku (Diirre 2021).

Klostridie jsou taxonomicky i fyziologicky velmi hete-
rogenni skupinou bakterii. Zahrnuji jak neSskodné nebo
dokonce prospésné druhy (napfiklad Clostridium buty-
ricum), tak vysoce patogenni zastupce zpUsobujici za-
vazna onemocnéni lidi i zvifat (napfiklad C. botulinum
a C. tetani). Ve stfevni mikrobioté ¢lovéka jsou komen-
zalni klostridie stabilni a pocetnou skupinou, ktera se
podili na fermentaci vlidkniny, produkci mastnych kyse-
lin s kratkym fetézcem (Short Chain Fatty Acids; SCFAs)
a modulaci imunitniho systému. Konkrétné u kojencd
jsou béiné detekovany variabilni druhy klostridii, pfi-
¢emz jejich zastoupeni se méni v zavislosti na vyzivé
a maturaci stfevniho ekosystému. Nékteré klostridie
tak zaujimaji dvoji roli ve stfevni mikrobioté (Egan et al.
2021; Bhattacharjee et al. 2023).

Typickym pfikladem stfevniho komenzala je druh C.
perfringens. Je znamy jako plvodce plynové gangrény
a potravinovych otrav, ale soucasné se bézné vyskytu-
je ve stievni mikrobioté zdravych lidi, v¢etné kojencd.
Vykazuje vysokou metabolickou flexibilitu a schopnost
produkovat Siroké spektrum enzymd a toxinG. Dokaze
efektivné vyuzivat rtizné zdroje Zivin, véetné sacharidd,
peptidl a lipidQ, a pfizplsobuje se ménicim se pod-
minkéam prostfedi. Nékteré kmeny C. perfringens jsou
navic aerotolerantni, coz umozriuje jejich kratkodobé
preZiti v pfitomnosti kysliku a jejich vy3si odolnost.
Typicky fermentuje cukry za tvorby kyseliny maselné,
mlécné a octové, ¢imz vyznamné ovliviuje stievni pro-
stiedi (Kiu & Hall 2018). Komenzalni charakter tohoto
druhu je regulovan pfitomnosti dalSich mikroorga-
nismd, které s nim interaguji. V kojenecké mikrobioté
se na tom podileji zejména bifidobakterie a laktobaci-
ly, ale i samotna dieta, kdy mateiské mléko obsahuje

fadu jiz zmifiovanych antimikrobialnich latek, napfiklad
HMOs, laktoferin, lysozym apod. (Kirmiz et al. 2018;
Komatsu et al. 2022; Ge et al. 2024). Tyto faktory tedy
vyznamné ovliviiuji, kdy a za jakych podminek tato
klostridie mliZze pfedstavovat riziko pro zdravi hostitele.

V piipadé, Ze dojde k naruseni stievni mikrobialni
rovnovahy a oslabeni hostitele (napfiklad po antibiotic-
ké 1écbé), mlze dojit k pfemnoZeni a expresi toxinl C.
perfringens vedoucich ke klinickym projeviim, jako jsou
prdjmy, nekrotizujici enteritida nebo plynovéa gangréna.
Obecné lze tedy shrnout, Ze tento klostridialni druh je
vyznamné adaptabilni, nikoliv jednoznacné ,Skodlivy”.
Jedna se spiSe o podminéného oportunistu, jehoz cha-
rakter urcuje kontext stievniho prostiedi (Ba et al. 2024).

Schopnost klostridii vyuzivat mateiskeé
mléko

Jak jiz bylo zminéno, matefské mléko je povazovano
za idealni vyZivu novorozence. Je také znamo, ze vy-
znamné podporuje prospésné bakterie ve stievni mik-
robioté kojenct, zejména bifidobakterie v neprospéch
klostridii. Pro¢ si ale pfesto v tomto konkuren¢nim pro-
stfedi kojenecké klostridie stéle zachovévaji své misto?
Kromé taxonomie se z fyziologického hlediska koje-
necké druhy bifidobakterii a klostridii liSi i ve spektru
produkovanych metabolitd. Bifidobakterie produkuji
pfedevsim acetéat, laktat a formiat, zatimco klostridie
jsou vyznamnymi producenty SirSiho spektra SCFAs,
které je zna¢né ovlivnéno metabolizovanym substra-
tem (Tsukuda et al. 2021). Velmi zajimavych klostridi-
alnim metabolitem je napfiklad butyrat, ktery ma kli¢o-
vé imunomodulac¢ni Gcinky, pfispiva k udrzeni integri-
ty stfevni bariéry a je zdrojem energie pro enterocyty
(Siddiqui & Cresci 2021). VSechny tyto vlastnosti jsou
vSak velmi ¢asto druhové a kmenové specifické. Pri-
tomnost nékterych klostridii je tedy za fyziologickych
podminek Zadouci, nicméné nékteré druhy mohou
zpUsobovat stievni zanéty ¢i anaerobni infekce, a to ne-
jen po antibiotické terapii, ale i pfi plisobeni stresovych
faktort (Lopetuso et al. 2013). Velmi dlezité je si ale
uvédomit, Ze vétsina kojeneckych klostridii je spolu se
svym hostitelem v komenzalnim vztahu (Lopetuso et al.
2013; Guo et al. 2020). Je zéroveii pravdépodobné,
ze mateiské mléko s jeho unikatnim slozenim je vel-
mi dulezity faktor, ktery se podili na udrzovani klostridii
v kojenecké mikrobioté v rovnovéze nejen s hostite-
lem, ale i s ostatnimi pfitomnymi mikroorganismy.

Vyskyt klostridii ve stfevni mikrobioté kojence a vliv
pfijmu mateiského mléka bylo pfedmétem zajmu fady
védeckych studii. Pfi testovani schopnosti rlistu vybra-
nych druhd bifidobakterii a klostridii na matefském
a kravském mléce, laktoze a rGznych frakcich HMOs
bylo zjisténo, Ze obé bakterialni skupiny bézné vyuzivaji
kravské mléko i laktézu. Nicméné pouze bifidobakterie
byly schopny vyuzit i matefské mléko a HMOs. Tento
jev by mohl byt podpoften i pfitomnosti pfirozené obsa-
zeného lysozymu v mateifském mléce. Kojenecké druhy
bifidobakterii jsou totiz vici lysozymu rezistentni, za-
timco vétsina klostridii je vysoce citliva (Rockova et al.
2011). Vyuzitim HMOs Zadoucimi mikroby totiz dojde
k vytvofeni kompetitivniho prostiedi ve stievé, coz
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brani nadmérnému rozvoji potencialné patogennich
bakterii, véetné nékterych klostridii (Zhang et al. 2022a),
jako je napfiklad Clostridioides difficile. Je zajimavé,
ze prestoZze ma infekce ClI. difficile u dospélych lidi ob-
vykle zévazny klinicky préibéh, u zdravych kojenct je ko-
lonizace asymptomatickéd a pomérné béina, a to i pies
vysokou miru detekce. Mechanismy této tolerance
nejsou dosud pIné objasnény, nicméné Ize pfedpokla-
dat, Ze pravé slozeni stfevniho mikrobiomu, respektive
metabolomu, které je vyznamné ovliviiovano vyZivou
kojence, reguluje expresi genl souvisejicich s pato-
genitou (Semon et al. 2021). Kromé Cl. difficile bylo
ve stfevni mikrobioté kojence bez zdravotnich obtizi
detekovano velké mnozstvi dalSich klostridialnich dru-
hd, jako je C. perfringens, C. paraputrificum, C. tertium,
C. leptum, C. symbiosum, C. butyricum, C. ramosum, C.
baratii a C. jeddahense, coz naznacuje jejich komen-
zalni charakter (Stoeva et al. 2021; Grenda et al. 2022;
Ingribelli et al. 2023).

Za Gcelem ovéfeni schopnosti vyuZivat mateiské mlé-
ko byla v ramci diplomovych praci na Katedfe mikro-
biologie, vyzivy a dietetiky (CZU v Praze) in vitro otesto-
vana Siroka sbirka kojeneckych klostridii, které byly ori-
ginalné izolovany ze stfevni mikrobioty kojencl krme-
nych matefskym mlékem bez zdravotnich obtizi. Schop-
nost vyuzivat materské mléko byla druhové a kmenové
specifickd. Matefské mléko zcela inhibovalo druhy C.
tertium, C. butyricum, Cl. difficile a Paeniclostridium
sordellii. Je zajimavé, ze piestoZe druh Paraclostridium
bifermentans mateiské mléko nevyuzival, byl schopen
v ném prezit. Oproti tomu byl druh C. perfringens do-
konce k utilizaci mléka kompetentni. Pfestoze byla tato
schopnost pomérné casta, existovaly vyjimky pro né-
které z testovanych kmen(. Do testovani byly zahrnuty
i ndhradni kojenecké vyzivy, které kromé C. perfringens
umoznily rist také druhtm P, bifermentans a C. tertium
(zatim nepublikovana data). Schopnost mirného ristu
C. perfringens v matefském mléce, a dokonce i utiliza-
ce nékterych frakci HMOs byla potvrzena i v dalSich stu-
diich (Marcobal et al. 2010; Salli et al. 2020; Shaw et al.
2020). V Sirs$im kontextu je nicméné velmi dulezité si
uvédomit, Ze stfevni mikrobiota kojence je komplexni
komunita, ve které dochazi k nespoctu interakci a zpro-
stfedkovavani substratt (Culp & Goodman 2023), a Ize
tedy pfedpokladat, ze prestoze vétSina kojeneckych
klostridii neni schopna v monokultufe matefské mléko
vyuZivat, jinak by tomu bylo pfi testovani bakterialnich
konsorcii. Zaroven je Zadouci provedeni dalSich studii
pro zhodnoceni schopnosti rlstu variabilnich druht ko-
jeneckych klostridii na frakcich HMOs. Je totiz moiné,
ze nékteré z nich k tomu mohou byt kompetentni jako
vysledek jejich adaptace na kojenecké stievo s piijmem
matefského mléka.

Zmifiovany rast, ktery byl umoZnén v nahradnich
kojeneckych vyzivach, mohl byt podpofen i obsahem
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Zavér
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Souhrn

Stfevni mikrobiota kojence predstavuje dynamicky ekosystém, ktery zajistuje odolnost a zachovani zdravi svého hostitele. K masivni
pocateéni mikrobialni kolonizaci novorozeneckého stieva dochézi bezprostiedné po narozeni jedince. Formovani je zajisténo zejmé-
na mateiskou mikrobiotou, mlé¢nou dietou a okolnim prostiedim. Matefské mléko svym jedine¢nym sloZzenim a antimikrobidlnimi
vlastnostmi ve stievni mikrobioté kojencl selektivné podporuje bifidobakterie, jejichz zastoupeni je dominantni. Naopak mikrobiota
déti krmenych néhradni kojeneckou vyZivou byvdé mnohem rozmanitéjsi s typicky vy$sim podilem klostridii v neprospéch bifidobakteri.
| pies tyto rozdily v3ak klostridie pfedstavuji dlleZitou soucast stfevniho ekosystému viech kojencd. Zvlastni pozornost si zaslouZi druh
Clostridium perfringens, ktery je znamy svym patogennim potencialem, schopnosti tvofit spory a produkovat Siroké spektrum metabolitd
a toxin(. Ve stfevni mikrobioté si nicméné zachovava komenzalni charakter. Je zcela bézné detekovan u kojencti bez jakychkoli klinickych
projevi. Jeho aktivita je vyrazné ovlivnéna slozenim stfevniho prostfedi a pfitomnosti dal$ich mikroorganismd, které mohou jeho rist
a metabolismus modulovat, a stejné tak dietou. Dostupné poznatky naznacuji, Zze matefské mléko vyznamné reguluje rlist nékterych
typickych klostridialnich druht a pGsobi jako pfirozeny selekéni faktor mikrobioty kojenct. Vyjimkou je ale C. perfringens, ktery je béznou
soudasti stfevni mikrobioty kojencd, protoze diky svym specifickym adapta¢nim mechanismim dokaze ptekonavat antimikrobialni acinky
matefského mléka a prosperovat v prostiedi, které je pro vétSinu ostatnich klostridii nepfiznivé.

Klicova slova: kojenecka vyZziva; mateiské mléko; stfevni mikrobiota; klostridie; komenzalni charakter

Summary

The infant gut microbiota represents a dynamic ecosystem that ensures the resistance and maintenance of its host’s health. Massive
initial microbial colonisation of the neonatal gut occurs immediately after the birth of the individual. Formation is ensured mainly by
the maternal microbiota, milk diet, and the surrounding environment. With its unique composition and antimicrobial properties, human
milk selectively supports the growth of bifidobacteria, which are usually dominant in the gut microbiota of infants. On the contrary,
the microbiota of children fed with infant formula tends to be more diverse, with a typically higher proportion of clostridia to the detri-
ment of bifidobacteria. Despite these differences, clostridia represent an important part of the gut ecosystem of all infants. The species
Clostridium perfringens warrants special attention due to its pathogenic potential, ability to form spores, and production of a wide range
of metabolites and toxins. However, it retains a commensal character in the intestinal microbiota. It is commonly detected in infants
without any clinical manifestations. Its activity is significantly influenced by the composition of the gut environment and the presence
of other microorganisms that can modulate its growth and metabolism, as well as by diet. Based on several available studies, human milk
significantly regulates the growth of some typical clostridial species and acts as a natural selection factor for the infant microbiota. An
exception is C. perfringens, which is a common part of the infant gut microbiota because, thanks to its specific adaptation mechanisms,
it can overcome the antimicrobial effects of human milk and thrive in an environment that is unfavourable for most other clostridia.
Keywords: infant nutrition; human milk; gut microbiota; clostridia; commensal character
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Introduction

Efficiency and stability of microbial processes involved
in anaerobic digestion require bioavailable trace metals
such as Co, Ni, Fe, Zn, Mn, Zn, Mo and W (Kuo and Par-
kin 1996, Gonzalez-Gil, Jansen et al. 2003). Conversely,
the bioavailability of trace metals also plays a crucial
role in the final disposal of digestates, as it affects their
toxicity to receiving ecosystems (Aquino and Stuckey
2004, Laera, Shakeri Yekta et al. 2019, Zheng, Zou et al.
2022). In digestates, trace metals can be present as
free ions, bound by inorganics, organics, or sorbed
on the digestate biomass. But not all the trace metals
are available for an uptake and metabolic incorpora-
tion, i.e. bioavailable. Bioavailability of trace metals de-
pends on their binding to chelating functional groups
such as carboxyl, hydroxyl, phenolic or amino groups
(Callander and Barford 1983, Roussel 2013). These fun-
ctional groups can affect metal bioavailability in both
directions, making them less or more bioavailable; they
are commonly part of humic and fulvic acids, vitamins
and siderophores. These organics have been expressed
and measured by various methods.

One of the most common ways to fractionate me-
tals relies on the selectivity of extractants applied in
sequential extractions. The most frequent sequential
extractions used for anaerobic samples are European
Community Bureau of Reference in Brussels (BCR)
(Cao, Wang et al. 2018), Tessier (Zhu, Qiang et al.
2014) and their modified versions (Hullebusch, Uto-
mo et al. 2005, Gustavsson, Yekta et al. 2013, Yekta,
Skyllberg et al. 2017). Each of these extraction methods
contains a fraction which represents metals bound to
organics (and sulphides). In the case of BCR extraction,
extractants in the organic phase are hydrogen peroxide
and ammonium acetate, while Tessier extraction uses
nitric acid instead of ammonium acetate. Even though
widely applied, these methods have drawbacks:

1) organic fraction is operationally defined based on

a certain extractant selectivity,

2) many modified versions of the standardised pro-
tocols are not verified, resulting in low procedure
uniformity

3) operational parameters affect the procedure to
high extent (Bacon and Davidson 2008, Thanh,
Ketheesan et al. 2016).

Another approach has been to look at the organic

products excreted by the biomass i.e., soluble micro-

bial products (SMPs) and extracellular polymeric sub-
stances (EPS), and their metal binding abilities (Kuo
and Parkin 1996, Patidar and Tare 2008, d’Abzac, Bor-
das et al. 2010, Liu, Chang et al. 2015, Hasani Zadeh,
Serrano et al. 2022). SMPs and EPS consist mainly from
proteins, polysaccharides and humic-like substances
(d’Abzac, Bordas et al. 2013), but can also include DNA,
lipids and small molecules (Kunacheva and Stuckey
2014). SMPs are often quantified as chemical oxygen
demand (COD) of soluble effluent subtracted by COD
of volatile fatty acids and residual substrate (Kunacheva
and Stuckey 2014) or as total organic carbon (TOC)
which follows the same calculation (Wu, Duan et al.
2015). Although this approach provides information on
soluble organic matter, it does not differentiate organic
matter based on size or form.

An approach used to target all organics that can affect
metal bioavailability is to determine dissolved organic
matter (DOM), which is a standardised method widely
applied (Guo, Xie et al. 2020, Du, Gu et al. 2021), but
qualitatively not specific.

The promising alternative method is to separate or-
ganic matter by size using ultrafiltration (UF) with va-
rious molecular weight cut-offs (MWCO). Ultrafiltration
has been used to investigate trace metals speciation
in relation to dissolved organic matter (DOM) in was-
tewater (Aquino, Gloria et al. 2009), estuarine (Wen,
Santschi et al. 1999), sea water (Singhal, Preetha et al.
2006) and fresh water (Liu, Lead et al. 2013), descri-
bing the effect of operational parameters such as pH,
membrane material and pore size distribution on the
transfer of organic compounds. Despite this, in anaero-
bic digestates, the potential of UF to fractionate DOM
and trace metals has not yet been assessed.

To the best of our knowledge, this work is the first
to use ultrafiltration to study the significance of frac-
tionated dissolved organic matter on metal binding.
We defined three fractions (< 3 kDa = truly dissolved,
3 - 10 kDa = low molecular weight colloidal phase,
10 kDa — 0.2 pm = high molecular weight colloidal
phase) by applying 3 kDa, 10 kDa MWCO and 0.22 pm
filters in parallel. First, analytical reproducibility among
ultrafiltration fractions was assessed. Second, we in-
vestigated if the sample origin influenced metal distri-
bution among the fractions. Finally, to analyse metal
binding by DOM, we performed correlation analysis
between them.
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Material and methods

Sample characterization

Anaerobic digestates were obtained from seven
distinct full-scale installations. Three samples (defined
as SD1, SD2 and SD3) were taken from wastewater
treatment plant digesters, while the other four (defined
as AGR1, AGR2, AGR3 and AGR4) were from anaerobic
digesters treating agricultural waste. All samples were
filled until the top of the containers to reduce air expo-
sure and were kept at 4 °C until analysis. The more de-
tailed composition of the feedstock is given in the Table
1. The pH of the samples was measured with a Ther-
mo Scientific Orion Star A211 pH meter. The measure-
ments of TS, TSS and VSS were performed according to
the Standard Methods (APHA 2005). The volatile fatty
acids (VFA), including C2-C8 fatty acids and C4-C6 iso-
forms, were quantified through gas chromatography
(GC-2014, Shimadzu®, The Netherlands) with a DB-
-FFAP 123-3232 column (30 m x 0.32 mm x 0.25 pym;
Agilent, Belgium) and a flame ionization detector (FID).
Liquid samples (2 mL) were first conditioned with sul-
furic acid, sodium chloride and 2-methyl hexanoic acid
as internal standard, followed by an extraction with di-
ethyl ether. The extracts (1 pL) were injected at 28 0 °C
with a split ratio of 60 and a purge flow of 3 mL min™'.
The oven temperature increased by 6°C min' from
110 °C to 158 °C and by 8 °C/min from 158 °C to 175 °C,
where it was kept for 1 min. The FID had the tempera-
ture of 220 °C. The carrier gas was N, at a flow rate of
2.49 mL/min (Andersen, Hennebel et al. 2014).

Metal fractionation by ultrafiltration

All seven samples (50 ml each) were centrifuged
in Eppendorf 5804R centrifuge at 10000 rpm. Then,
the supernatant was filtered through 0.45 pm,
followed by 0.2 pm syringe filtration (Macherey-Nagel,
Germany). The produced filtrate was used as a star-
ting point for ultrafiltration. Filtration was performed
in parallel, i.e, 0.2 pm filtrate was passed through 3
and 10 kDa Amicon®Ultra-15 Centrifugal Filter Units
(Merck, USA) at 9000 rpm for 15 min. To make filtration
possible due to high colloidal content, the filtrate of
the samples AGR4 and AGR1 was diluted 1:5 and 1:3
respectively, before ultrafiltration. After the ultrafiltration,
0.2 pm filtrate and filtrates from the 3 and 10 kDa filter
units were digested by mixing 2.5 ml of sample with
2 ml of 67 % HNO; (Chem-Lab NV) and 1 ml of 30%
H,O, (Chem-Lab NV) on a hot plate at 100°C for 1 h
at 50 W. Each digestion was done in triplicate. Cooled-
-down and diluted to 50 ml, samples were refrigera-
ted at 4 °C and afterwards the metals were measured
by inductively coupled plasma mass spectrometry
(ICP-MS, Perkin-Elmer model NexION 350D). The iso-
topes used were: °®Mo, >Mn, **Co, >®Ni, ®Cu, *°Fe and
®4Zn. Rh was used as an internal standard. Accuracy and
precision of the calibration curves were assured with
a Quality Control (QC) sample, which was run parallel
to the samples in each measurement batch. The reco-
very of QC varied from 889% to 107 %. Limit of detec-
tion (LOD) and limit of quantification (LOQ) for ICP-MS
were calculated as:

3 x standard deviation of the blank

Reagents LOD=
All the solutions used were of analytical grade, except average slope curve
for the nitric acid (67 — 69 %, Chem-Lab NV) which was
of Pico-Pure grade. To minimize glassware contamina- LOO= 10 x standard deviation of the blank
tion, glassware was rinsed before usage with 1% nitric Q= average slopecurve
acid solution, followed by deionised and Mili-Q® water.
Tab. 1: General characteristics of seven different digestates
Digestor TS TSS VSS VFA
ample H
Samp P feedstock (g/L) (g/L) (g/L) (mg/L)
SD1 78 Waste activated 39.0 20.0 15.0 276
sludge
SD2 7559 Waste activated 29.4 270 15.8 206
sludge
SD3 8.36 A-sludge' 377 347 21.7 3234
Mix of manure,
AGR1 8.49 energy crops and 42.1 19.6 14.5 1994
food waste
Mix of manure,
AGR2 8.53 energy crops and 52.6 49.7 26.3 1453
food waste
Mix of manure,
AGR3 8.09 energy crops and 41.2 29.1 22.4 1030
food waste
AGR4 8.09 Food waste 38.3 19.3 13.9 5315

'A-sludge is produced in the A-stage of a modified two-stage wastewater treatment process (Boehnke, Diering et al.

1997)

Bioprospect ¢. 3-4/2025

52

Ro¢nik 35



where standard deviation of the blank is calculated
from 10 blank intensity measurements and the aver-
age slope curve is determined as an average of 3 slope
values calculated by plotting intensities of the standard
solution (y axis) versus standard concentrations (x
axis). LODs and LOQs are reported in Supporting in-
formation.

Organic matter fractionation

The filtrates from 0.2 pym, 3 kDa and 10 kDa were
analysed for dissolved organic matter (DOM) by mea-
suring total organic carbon (TOC) by Shimadzu TOC-
-VCPN analyser coupled with a Shimadzu ASI-V auto-
sampler. The TOC value was obtained as a difference
between total and inorganic carbon, which were both
measured. For the TOC analyser, the LOD and LOQ for
total carbon were 0.192 and 0.641 mg/L, respectively.
For inorganic carbon the LOD and LOQ were 0.074 and
0.248 mg/L, respectively.

Nomenclature and calculations
For the metal and organic matter fractionation, we

operationally defined three fractions:

1. Fraction < 3 kDa,

2. Fraction 3-10 kDa, calculated as difference of 10 kDa
and 3 kDa (metal concentration and TOC concent-
ration)

3. Fraction 10 kDa- 0.2 pm, calculated as difference of
0.2 ym and 10 kDa (metal concentration and TOC)
Metal concentration of all metals was expressed as

a median value of an analytical triplicate in micromoles

per litre. To compare analytical reproducibility among

fractions, relative standard variations (RSDs) were cal-
culated from the analytical triplicates. To determine
correlation between VFAs and the investigated metals,

Pearson two-sided correlation with 959% significance

was tested in R.

Results and Discussion
Method performance

Ultrafiltration with centrifugal filter units was per-
formed in parallel series, where the filtrate of 0.2 pm
filtration was the starting solution for 3 and 10 kDa
MWCO filtration. The starting solution, as well as the
two MWCO filtrates were filtered once, digestated
in analytical triplicate and processed for metal determi-
nation. Method precision was assessed by comparing
the values of relative standard deviation (RSD) in terms
of fractions (MWCO) and each metal individually.

Compared to the 0.2 pm filtrate, the samples filtered
through smaller MWCO had higher RSD. For 0.2 pm
filtrate, the RSD of 10% was surpassed in only 5/49
measurements, with the median RSD of 2% (Table 2).
Smaller MWCO filtrates exceeded 10% RSD in great-
er number of samples (23/49 measurements from 10
kDa and 21/49 measurements from 3kDa). The median
RSD of 10 and 3 kDa filtrate were 9% and 6 %, respec-
tively (Table 3 and Table 4).

As for the metals individually, high precision was ob-
served for Co and Mo (only one Mo RSD higher than
10% RSD and Co RSD were all under 109%). Measu-
red Ni, Mn, Cu and Fe had RSD ranging up to 15%

in most of the cases. In the work of Lange, Oster-
lund et al. (2020) RSD of Cu was to some extent
higher, within the range of 16 to 24 % for both < 3
kDa and 3 kDa - 0.45 pm fractions (percentages were
calculated as a median of RSDs that were obtained
from different samples). In our work, the lowest pre-
cision was seen for Zn triplicates, especially in 3 kDa
samples which had RSD in the range 9-110%. Lange,
Osterlund et al. (2020) measured lower Zn RSDs, from
17 % to 34 % (values calculated in the same way as Cu)
but overall, Zn had higher RSD than Cu, which coinci-
des with our research.

Even though ultrafiltration was performed in pa-
rallel (rather than sequentially), as suggested by Lo-
gan and Jiang (1990), it is important to mention unex-
pected concentrations of certain metals: Mo (in SD2
and AGR3), Mn (in SD1, SD2 and AGR3), Cu (AGR3),
Fe (SD1), Co (SD2, SD3, AGR3 and AGR4) and Zn
(in SD3, AGR1, AGR2 and AGR4) had lower values in
filtrate originating from a bigger MWCO. As a result,
distribution of metals among the three MWCO fractions
resulted in negative values. For that reason, the sam-
ples with the highest errors, namely SD2 and AGR3 for
Mo measurement and AGR1 and AGR2 for Zn, were not
taken into consideration in any part of the results ana-
lysis. These errors might have arisen from sorption of
metals onto the filters, even though Amicon®Ultra-15
Centrifugal Filter Units have been used previously for
metal determination with high recoveries (90 — 105 %)
and negligible metal loss (Schijf and Zoll 2011, Lange,
Osterlund et al. 2020).

Metal distribution among fractions

Metal distribution among three defined fractions
(<3 kDa; 3-10 kDa; 10 kDa — 0.2 pm) was to a high
extent metal specific, and to a lesser degree sample
dependent. As shown in Fig.1, the metals were mostly
detected in fractions <3 kDa and 10 kDa — 0.2 pm.
Therefore, they were either “truly dissolved” as free
ions or bound to smaller organic and inorganic
compounds (<3 kDa), or bound to larger organic
compounds and also some colloidal matter (10 kDa —
— 0.2 pm), respectively. Mo, Co and Ni were predo-
minantly measured in <3 kDa fraction. In this fraction,
Mo had a share of 86 % in digestates from WWTP (SD
samples); this share of Mo varied more (from 23 to
77 %) among samples from the agricultural digestates
(AGR). The situation with Co was very similar: around
60 % share in the SD samples, and from 11 to 56 % in
the AGR. For Ni and Co, the second dominant fraction
was the 10 kDa — 0.2 pm in all the samples, while
for Mo this was the second dominant fraction only
in samples SD3, AGR2 and AGRA4.

On the other hand, Zn, Mn, Cu and Fe were found
predominantly in the fraction of 10 kDa — 0.2 pm.
Mn was detected in this fraction in the highest percent-
age in SD samples (82 - 84 %), and it had higher varia-
tion from 54 to 72 % in AGR. Similarly, Cu and Fe were
also found in a higher portion in SD samples, while Zn
did not exhibit this tendency. These four metals were
found in the <3 kDa fraction in the second highest con-
centration in most of the samples.
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Tab. 2: Relative standard deviation [%)] of metals calculated from analytical triplicate in 0.2 pm filtrate

0.2 pm filter
Metal
Sample Mo Ni Mn In Cu Co Fe
SD1 1 3 1 5 0 1 0
SD2 6 1 5 2 1 1 4
SD3 2 7 2 8 3 3 6
AGR1 1 1 1 14 18 2 2
AGR2 0 0 1 16 3 1 2
AGR3 0 0 0 0 0 0 0
AGR4 8 18 3 5 1 2 3
Tab. 3: Relative standard deviation [%] of metals calculated from analytical triplicate in 10 kDa filtrate
10 kDa filter
Metal
Sample Mo Ni Mn ZIn Cu Co Fe
SD1 18 13 40 50 25 1 13
SD2 4 5 15 38 6 2 23
SD3 0 0 0 1 0 0 0
AGR1 4 13 10 16 n 6 7
AGR2 2 6 6 3 33 4 1
AGR3 3 9 2 6 37 1 9
AGR4 7 87 7 15 13 7 40
Tab. 4: Relative standard deviation [%] of metals calculated from analytical triplicate in 3 kDa filtrate
3 kDa filter
Metal
Sample Mo Ni Mn Zn Cu Co Fe
SD1 1 3 51 28 18 2 91
SD2 4 14 12 25 12 6 48
SD3 2 4 5 9 4 2 0
AGR1 3 39 30 50 11 6 18
AGR2 3 10 31 110 119 4 6
AGR3 5 4 3 76 24 3 4
AGR4 4 25 2 13 4 2 10

From these insights we can presume that metal
affinity for complexation with DOM varies depending
on a metal to a high extent, and not as much on feed-
stock. Interestingly, we also see that an increase in the
concentration of DOM (Table 5) did not always lead
to an increase in the metal concentration. This can be
illustrated by the example of Ni, for which the TOC mea-
sured in <3 kDa fraction was in every digestate sample
lower than in the 10 kDa — 0.2 pm, but metal content
of all Ni samples was actually found in the smallest
fraction.

Apart from the dominance of one fraction among all
the metals, it can be seen also that fraction 3-10 kDa
is hardly present, except for the sample AGR1 in which
this fraction is significantly higher in Mo (49 %), Cu

(45 %), Co (28 %), Mn (22 %) and Fe (17 %). Overall,
results show that metals are for the most part distribut-
ed only in two fractions.

Effect of organic matter on metal fractionation

To assess the organic matter content that binds me-
tals, TOC was measured in each MWCO filtrate of every
digestate sample. The TOC fractions were calculated in
the same way as metal fractions. The concentrations
measured in 10 kDa — 0.2 ym fraction were the highest
for all the samples. In addition, sample origin had an
effect on organic matter concentrations in that fracti-
on: SD samples had TOC in the lower range from 271
to 348 mg/L, while in AGR samples TOC was measured
in even seventeen times higher concentrations (1520
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Fig. 1: Distribution of metals among three different fractions in seven different digestates

to 4483 mg/L). This trend was seen for other two frac-
tions (3-10 kDa and 3-10 kDa) as well (Tab. 5)).
Although the concentration of TOC differed to a large
extent between these two sample groups, organic mat-
ter in all the samples was found foremost in the biggest
MWCO fraction (10 kDa — 0.2 pm), from 51 to 81 %,
followed by <3 kDa fraction with TOC ranging from 12
to 34 %. The fraction 3-10 kDa had by far the least TOC

measured, in which organic matter was found from
2 to 16 % only. The variation of TOC in SD samples in
<3 kDa and 10 kDa - 0.2 pm fractions was lower than
in AGR samples: the highest TOC variation in SD sam-
ples was 6 %, while in AGR samples it was 30 %.

To assess the relationship between trace metals and
their binding to organic matter, we explored depen-
dency between TOC and metal content in the various
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Tab. 5: Total organic carbon (TOC) (mg/L) distribution among the fractions for the seven digestates

Sample <3 kDa (mg/L) 3-10 kDa (mg/L) 10 kDa — 0.2 pm (mg/L)

SD1 152 42 272
SD2 n7z 45 271

SD3 187 28 348
AGRI1 637 400 4483
AGR2 1014 474 1520
AGR3 603 39 1892
AGR4 2051 254 3685

digestate fractions by performing linear correlation ana-
lysis. Samples were divided in two groups, SD (samples
with WWTP origin) and AGR (samples from agricultural
waste), to see if origin of the sample affects the relati-
onship (Fig. 2). Overall, the metals investigated correla-
ted to TOC to a higher extent in SD than in AGR group.
Strong correlation (R? >0.7) was found for Mn and Fe
in SD group and Zn in AGR. Similarly, Heydon, Perez
Serrano et al. (2023) found that Fe was strongly related
with colloidal organic carbon in the fraction 3 kDa -100
kDa in polluted river sample. This was explained by the
complexation of Fe with carboxylic and phenolic fun-
ctional groups present in organic matter as fulvic and
humic acids (Lead and Wilkinson 2006). Good correla-
tion (R?is 0.5 to 0.7) was observed for Zn and Cu only
in SD group. Cu and Fe in AGR, so as Co in SD had fair
correlation (R?is 0.3 to 0.5). Mo and Ni in both groups,
so as Mn and Co in AGR, showed poor correlation (R? <
< 0.3) with TOC. These results implicate that DOM plays
an important role in binding of Zn, Fe (SD samples), Mn
(SD samples) and Cu (SD samples). On the other hand,
Co, Mo and Ni showed to be not affected by the DOM.
Such distinctions are most likely due to various metal
affinities towards the individual functional groups as
part of the organic matter (Du, Gu et al. 2021).

Volatile fatty acids (VFA) are one of the most abun-
dant intermediate products of anaerobic digestion,
thus components of dissolved organic matter, and at
a low pH, they can act as a ligand with proton affinity
(Molaey, Yesil et al. 2021). Correlation analysis of VFA
and metal concentrations revealed that Zn and Cu were
significantly correlated to VFA (p<0.05). Thus, we can
assume that VFAs are one of the factors responsible
for Zn and Cu binding to DOM. For other investigated
metals there was no significant correlation found with
VFAs.

Conclusion

To the best of our knowledge, this study is the first
to show the binding of trace metals to organic matter
fractions of various sizes as a crucial aspect of metal
bioavailability in anaerobic digestates. The metals were
mostly detected either in “truly dissolved fraction”
(<3 kDa), or a fraction containing larger organic com-
pounds (10 kDa — 0.2 pm). Mo, Co and Ni were pre-

dominantly measured in <3 kDa fraction. On the other
hand, Zn, Mn, Cu and Fe were found primarily in the
largest 10 kDa — 0.2 pm fraction. Our results further
imply that the concentration of organic matter in a di-
gestate sample is not always reflecting the degree of
metal binding, but good linear correlation of metal and
TOC concentration was seen for Zn (all samples), Fe
(WWTP samples), Mn (WWTP samples) and Cu (WWTP
samples). In contrast, Ni, Co and Mo seem to have dif-
ferent speciation and the effect of organic matter was
not statistically significant. The feedstock type (origin of
samples) is an important parameter when considering
DOM binding to metals since metals showed different
strength of correlation. Overall, the samples originating
from WWTPs had stronger correlation between TOC
and metal concentrations than the samples of agricul-
tural waste.

Author contribution
Aleksandra llic: Conceptualization, Investigation,
Writing- Original draft, Visualisation, Data curation
Vojtéch Kouba: Writing- Review & Editing, Supervision
Jo De Vrieze: Resources, Writing- Review & Editing,
Formal analysis
Jan Bartacek: Conceptualization, Resources, Writing-
Review & Editing, Supervision

Conflict of interest
The authors declare no conflict of interest.

Data availability

The data supporting this article are available at Open
Science Framework at https://osf.io/8p93b/ with DOI
10.17605/0SF.I10/8P93B.

Acknowledgements

We thank Roseline Blanckeart for her assistance with
the ICP-MS and ICP-OES analyses and Jakob Benisch
for the help with graphical design.

The research was funded by the European Uni-
on’s Horizon 2020 research and innovation programme
under the Marie Sktodowska-Curie grant agreement No
676070. This communication reflects only the authors’
views and the Research Executive Agency of the EU is
not responsible for any use that may be made regar-
ding the information it contains.

Bioprospect ¢. 3-4/2025

Ro¢nik 35



<005 .

fraction @ <3uwe A 3.0 B 00e. 02w
sample @ somy @ sche
o 000 2000 =000

TOC [mgf]

Cu [umeoln

Co [pmoli)

o RO

Fe [pmolt)
g

Fraction @ <sicw A 3.0iee W e ozem
L] gample @ Aomi @ Acmz @ AoR3 B ADRA
® oy 00 000 000

TOC jmgf)

Fig. 2: Linear correlation of total organic carbon (mg/L) and metal concentration (umol/I) of each MWCO fraction
(circle is <3 kDa, triangle is 3-10 kDa, square is 10 kDa- 0.2 pm). Results are separated in two sample groups, SD
(samples with WWTP origin) and AGR (samples from agricultural waste). Each sample is presented with a different
colour.

Ro¢nik 35 57 Bioprospect ¢. 3-4/2025



References

Andersen, S. J., T. Hennebel, S. Gildemyn, M. Coma,
J. Desloover, J. Berton, J. Tsukamoto, C. Stevens and
K. Rabaey (2014). “Electrolytic membrane extraction
enables production of fine chemicals from biorefi-
nery sidestreams.” Environmental science & technology
48(12): 7135-7142.

APHA (2005). Standard methods for the examina-
tion of water & wastewater. Washington, D.C, American
Public Health Association.

Aquino, S. F, R. M. Gloria, S. Q. Silva and C. A. L. Cher-
nicharo (2009). “Quantification of the Inert Chemical
Oxygen Demand of Raw Wastewater and Evaluation of
Soluble Microbial Product Production in Demo-Scale
Upflow Anaerobic Sludge Blanket Reactors under
Different Operational Conditions.” Water Environment
Research 81(6): 608-616.

Aquino, S. F. and D. C. Stuckey (2004). “Soluble micro-
bial products formation in anaerobic chemostats in
the presence of toxic compounds.” Water Research
38(2): 255-266.

Bacon, J. R. and C. M. Davidson (2008). “Is there a futu-
re for sequential chemical extraction?” Analyst 133(1):
25-46.

Boehnke, B., B. Diering and S. W. Zuckut (1997). “Cost-
-effective wastewater treatment process for removal or
organics and nutrients.” Water engineering & manage-
ment 144(7): 18-21.

Callander, 1. J. and J. P. Barford (1983). “Precipitation,
chelation, and the availability of metals as nutrients in
anaerobic digestion. I. Methodology.” Biotechnology
and Bioengineering 25(8): 1947-1957.

Cao, W, M. Wang, M. Liu, Z. Zhang, Z. Sun, Y. Miao, C.
Sun and C. Hu (2018). “The chemical and dynamic dis-
tribution characteristics of iron, cobalt and nickel in
three different anaerobic digestates: Effect of pH and
trace elements dosage.” Bioresource Technology 269:
363-374.

d'Abzac, P, F. Bordas, E. Joussein, E. D. v. Hullebusch,
P N. L. Lens and G. Guibaud (2013). “Metal binding
properties of extracellular polymeric substances extrac-
ted from anaerobic granular sludges.” Environmental
Science and Pollution Research 20(7): 4509-4519.

d'Abzac, P, F Bordas, E. van Hullebusch, P. N. L. Lens
and G. Guibaud (2010). “Effects of extraction procedu-
res on metal binding properties of extracellular polyme-
ric substances (EPS) from anaerobic granular sludges.”
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 80(2): 161-168.

Du, X, L--p. Gu, T.-t. Wang, H.-j. Kou and Y. Sun (2021).
“The relationship between the molecular composition
of dissolved organic matter and bioavailability of di-
gestate during anaerobic digestion process: Characte-
ristics, transformation and the key molecular interval.”
Bioresource Technology 342: 125958.

Gonzalez-Gil, G., S. Jansen, M. H. Zandvoort and H.
P. van Leeuwen (2003). “Effect of yeast extract on spe-

ciation and bioavailability of nickel and cobalt in an-
aerobic bioreactors.” Biotechnology and Bioenginee-
ring 82(2): 134-142.

Guo, X, X. Xie, Y. Liu, C. Wang, M. Yang and Y. Huang
(2020). “Effects of digestate DOM on chemical behavi-
or of soil heavy metals in an abandoned copper mining
areas.” Journal of Hazardous Materials 393: 122436.

Gustavsson, J., S. S. Yekta, A. Karlsson, U. Skyllberg and
B. H. Svensson (2013). “Potential bioavailability and
chemical forms of Co and Ni in the biogas process-
-An evaluation based on sequential and acid volatile
sulfide extractions.” Engineering in Life Sciences 13(6):
572-579.

Hasani Zadeh, P, A. Serrano, G. Collins and FE G. Fer-
moso (2022). “Interrelating EPS, soluble microbial pro-
ducts and metal solubility in a methanogenic consor-
tium stressed by nickel and cobalt.” Ecotoxicology and
Environmental Safety 238: 113579.

Heydon, M., L. Perez Serrano, E. Schreck, C. Causserand,
0. S. Pokrovsky, P Behra and J. Viers (2023). “Role of
colloids in the transfer and dispersion of trace elements
into river waters through a former mining district.”
Applied Geochemistry 155: 105736.

Hullebusch, E., S. Utomo, M. Zandvoort and P Llens
(2005). “Comparison of three sequential extraction
procedures to describe metal fractionation in anaerobic
granular sludges.” Talanta 65(2): 549-558.

Kunacheva, C. and D. C. Stuckey (2014). “Analytical
methods for soluble microbial products (SMP) and
extracellular polymers (ECP) in wastewater treatment
systems: A review.” Water Research 61: 1-18.

Kuo, W.-C. and G. F. Parkin (1996). “Characterization of
soluble microbial products from anaerobic treatment
by molecular weight distribution and nickel-chelating
properties.” Water Research 30(4): 915-922.

Laera, A, S. Shakeri Yekta, M. Hedenstrom, R. Buzier,
G. Guibaud, M. Dario, G. Esposito and E. D. van Hulle-
busch (2019). “A simultaneous assessment of organic
matter and trace elements bio-accessibility in substrate
and digestate from an anaerobic digestion plant.” Bio-
resource Technology 288: 121587.

Lange, K., H. Osterlund, M. Viklander and G.-T. Blecken
(2020). “Metal speciation in stormwater bioretention:
Removal of particulate, colloidal and truly dissolved
metals.” Science of The Total Environment 724: 138121.

Lead, J. R. and K. J. Wilkinson (2006). “Aquatic col-
loids and nanoparticles: current knowledge and future
trends.” Environmental Chemistry 3(3): 159-171.

Liu, R, J. R. Lead and H. Zhang (2013). “Combining
cross flow ultrafiltration and diffusion gradients in thin-
-films approaches to determine trace metal speciation
in freshwaters.” Geochimica et Cosmochimica Acta
109: 14-26.

Liy, Y., S. Chang and F. M. Defersha (2015). “Charac-
terization of the proton binding sites of extracellular

Bioprospect ¢. 3-4/2025

Ro¢nik 35



polymeric substances in an anaerobic membrane bio-
reactor.” Water Research 78: 133-143.

Logan, B. E. and Q. Jiang (1990). “Molecular Size
Distributions of Dissolved Organic Matter.” Journal of
environmental engineering (New York, N.Y.) 116(6):
1046-1062.

Molaey, R., H. Yesil, B. Calli and A. E. Tugtas (2021).
“Influence of volatile fatty acids in anaerobic bioleaching
of potentially toxic metals.” Journal of Environmental
Management 285: 112118.

Wen, L.-S., P. Santschi, G. Gill and C. Paternostro (1999).
“Estuarine trace metal distributions in Galveston Bay:
importance of colloidal forms in the speciation of the
dissolved phase.” Marine Chemistry 63(3): 185-212.

Wu, W, T. Duan, H. Song, Y. Li, A. Yu, L. Zhang and A.
Li (2015). “The effect of continuous Ni(ll) exposure on
the organic degradation and soluble microbial product
(SMP) formation in two-phase anaerobic reactor.” Jour-
nal of Environmental Sciences 33: 78-87.

Yekta, S. S., U. Skyllberg, A. Danielsson, A. Bjorn and

B. H. Svensson (2017). “Chemical speciation of sulfur
and metals in biogas reactors — Implications for cobalt
and nickel bio-uptake processes.” Journal of Hazardous
Materials 324: 110-116.

Zheng, X., D. Zou, Q. Wu, H. Wang, S. Li, E Liu and Z.
Xiao (2022). “Review on fate and bioavailability of
heavy metals during anaerobic digestion and com-
posting of animal manure.” Waste Management 150:
75-89.

Zhu, N.-m., L. Qiang, X.-j. Guo, Z. Hui and D. Yu (2014).
“Sequential extraction of anaerobic digestate sludge
for the determination of partitioning of heavy metals.”
Ecotoxicology and Environmental Safety 102: 18-24.

Patidar, S. K. and V. Tare (2008). “Soluble microbial pro-
ducts formation and their effect on trace metal availa-
bility during anaerobic degradation of sulfate laden or-
ganics.” Water Science and Technology 58(4): 749-755.

Roussel, J. (2013). Metal behaviour in anaerobic sludge
digesters supplemented with trace nutrients, University
of Birmingham.

Schijf, J. and A. M. Zoll (2011). “When dissolved is not
truly dissolved—The importance of colloids in studies
of metal sorption on organic matter.” Journal of Colloid
and Interface Science 361(1): 137-147.

Singhal, R. K., J. Preetha, R. Karpe, K. Tirumalesh, S. C.
Kumar and A. G. Hegde (2006). “The use of ultra fil-
tration in trace metal speciation studies in sea water.”
Environment International 32(2): 224-228.

Thanh, P. M., B. Ketheesan, Z. Yan and D. Stuckey (2016).
“Trace metal speciation and bioavailability in anaerobic
digestion: A review.” Biotechnology Advances 34(2):
122-136.

Summary

Stable and effective anaerobic digestion necessitates bioavailable trace metals as crucial enzyme components. The degree to which
these metals are bioavailable depends on their binding to various organic fractions within digestates. However, the role of these indivi-
dual organic fractions in metal binding is poorly understood, especially the distinction based on size distribution. To show which fraction
i.e., organic matter size, is significant for metal binding, we treated seven digestates from various full-scale anaerobic digestion plants by
different ultrafiltration filters, namely 3 kDa molecular weight cutoff (MWCO), 10 kDa MWCO and 0.22 pm filters. In the resulting fractions
(< 3 kDa, 3-10 kDa, 10 kDa- 0.2 pm), we analyzed total organic carbon (TOC) and trace metals, including Mo, Mn, Co, Ni, Cu, Fe and
Zn. The distribution of metals and organic matter was bimodal, i.e., the majority of metals and total organic carbon were found in two
fractions, < 3 kDa and 10 kDa- 0.2 ym. Overall, the influence of the feedstock on relative metal distribution was not substantial, resulting
in the same metal being found in the similar percentage among different digestate samples. On the other hand, the feedstock appeared
to have an effect on metal binding to organic matter: the samples with WWTP origin showed higher linear correlation than the samples
originating from agricultural waste. Mn, Cu, Fe and Zn in WWTP samples showed to be impacted the most by organic matter size. These
results gave an insight into the role of organic matter on trace metal binding in digestates.

Keywords: digestate origin; organic matter; trace metal fractionation; ultrafiltration; centrifugal filters

Souhrn

Stabilni a efektivni anaerobni digesce vyzaduje biologicky dostupné stopové kovy, jelikoz jde o kli¢ové slozky enzymd. Mira biologické
dostupnosti téchto kovi zavisi na jejich vazbé na rGzné organické frakce v digestatech. Uloha téchto jednotlivych organickych frakci ve
vazani téchto kovli vSak neni dostate¢né objasnéna, zejména co do obsahu stopovych kovil ve frakcich o rGzné velikosti ¢astic. Abychom
ukazali, kterd frakce, tj. organickda hmota o réizné velikosti ¢astic, je pro vazbu kovd vyznamn4, upravili jsme sedm digestétt z rGznych
provoznich instalaci anaerobni digesce pomoci filtri s mezni molekulovou hmotnosti (MWCO) 3 kDa, MWCO 10 kDa a filtr( s 0,22 pm.
Ve vyslednych frakcich (< 3 kDa, 3-10 kDa, 10 kDa - 0,2 pm) jsme analyzovali celkovy organicky uhlik (TOC) a stopové kovy, véetné Mo,
Mn, Co, Ni, Cu, Fe a Zn. Distribuce kov(i a organické hmoty byla bimodalni, tj. vétSina kov a celkového organického uhliku byla nalezena
ve dvou frakcich, < 3 kDa a 10 kDa — 0,2 pm. Celkové nebyl vliv vstupni suroviny na relativni distribuci kov podstatny, coz vedlo k tomu,
ze stejny kov byl nalezen v podobném procentuélnim zastoupeni v riznych vzorcich digestatu. Na druhou stranu se zdalo, Ze vstupni
surovina ma vliv na vazbu kov(i na organickou hmotu: vzorky pochazejici z ¢istiren odpadnich vod (COV) vykazovaly vy$si linearni korelaci
nez vzorky pochazejici ze zemédélského digestatu. Mn, Cu, Fe a Zn ve vzorcich z COV byly nejvice ovlivnény velikosti ¢astic organické
hmoty. Tyto vysledky poskytly vhled do role organické hmoty na vazbu stopovych kovi v digestatech.

Klicova slova: pvod digestatu; organicka hmota; frakcionace stopovych kovd; ultrafiltrace; odstfedivé filtry
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Ai do sedmdesatych let minulého stoleti se mélo
za to, ze biologicka oxidace dusiku (N-amon) je mozna
pouze v oxickém prostiedi. Az v sedmdesatych letech
minulého stoleti bylo publikovano (Broda 1977), e je
na zakladé termodynamickych pfedpoklad anaerob-
ni oxidace N-amon nejen moznd, ale ve skute¢nosti
energeticky vyhodnéjsi nez béina nitrifikace v oxickych
podminkach. Touto studii pfedpovédél existenci che-
molitotrofnich bakterii schopnych oxidovat N-amon
v anaerobnich podminkéach dlouho pfedtim nez byly
pro svét mikrobiologli a biotechnologli objeveny. Sku-
tecny objev tohoto procesu byl popsan az na pocatku
devadesatych let dvacatého stoleti (Van de Graaf a kol.
1990) a stalo se tak do jisté miry ndhodou. Béhem
provozu denitrifika¢ni pilotni jednotky na ¢isténi od-
padnich vod ve spole¢nosti Gist-Brocades (Delft, Nizo-
zemsko) bylo pozorovano, Ze na odtoku z reaktoru mizi
N-amon, pfi¢emz soucasné dochazelo ke zvysené pro-
dukci elementarniho dusiku. V navazujicich experimen-
tech (Mulder a kol. 1995) stejny tym ukazal, Ze N-amon
skute¢né mizi za anaerobnich podminek prostiednic-
tvim biologického procesu. Tento nové objeveny pro-
ces byl podle anglického oznaceni déje (Anaerobic
ammonium oxidation) nazvan Anammox. Od samotné-
ho objevu anammox bakterii $el vyzkum tohoto proce-
su doslova prekotnou rychlosti. Mohl za to potencialni
pfinos, ktery mohl Anammox proces pfinést v oboru
¢isténi odpadnich vod i dostupné moderni mikrobio-
logické postupy zaméfené na identifikaci mikroorga-
nismd. V roce 2001 jsme jiz znali nejen zakladni popis
Anammox procesu chemickou rovnici, byly identifiko-
vany prvni dva rody bakterii (Brocadia, Kuenenia), byla
popséna jejich unikatni bunééna struktura (anammo-
xosome), enzym HAO, extrémné pomaly rdst a nutnost
specialnich reaktord. Byly vyvinuty molekularni sondy
(FISH) a potvrzena diverzita (v redlnych cistirnach od-
padnich vod). A dnes jsem s poznanim jesté dale.

Vyuziti Anammox procesu v technologii
cisteni odpadnich vod

Dnes je Anammox proces povazovan za jednu z nej-
vyznamnéjSich inovaci v biologickém odstrafiovani
dusiku. Na tzemi ¢eské republiky jsou zatim pouze
omezené zkusenosti z poloprovozniho méfitka, a do-
posud neexistovala Zadna plné provozni aplikace.
Pfitom v zahrani¢i je Anammox povaZovan za jednu
z nejpokrokovéjsich a dobie zavedenych technologii
pro odstrafiovani sloucenin dusiku. Provozni aplikace
vyuZivajici uvedeného procesu jsou v soucasné dobé
ve svété vyuzivany zejména k odstranovani dusiku
z odpadnich vod s vysokymi koncentracemi dusiku
(N-amon >200 mg/l), jako je napfiklad kalové voda
vznikajici pfi zahustovani a odvodiiovani anaerobné
stabilizovaného kalu (Kouba a kol. 2018). Existuji i zku3e-

nosti se zpracovanim samotného skladkového vyluhu
(N-amon >1200 mg/l) s vyuZitim procesu Anammox
(Ganigué a kol. 2009).

Proces Anammox je ve své podstaté zaloZen na
spojeni aktivity vlastnich mikroorganism( vykazujicich
Anammox aktivitu s procesem zkracené nitrifikace za-
jistované mikroorganismy, které se podileji i na kon-
ven¢ni nitrifikaci. Takovyto proces byvé oznacovén jako
PN/A (z anglického partial nitrification/anammox).
Nitrifikace viak musi byt fizena tak, aby jejim kone¢nym
produktem byl dusitanovy, nikoliv dusi¢nanovy dusik
(probiha nitritace). Nitritacni mikroorganismy (AOB —
- Ammonium Oxidizing Bacteria) oxiduji 57 % vstup-
niho N-amon na NO; podle rovnice 1, coZ oproti
nitrifikaci miZe uspofit cca 50 — 60 % energie na aeraci.
Tato Uspora je dana pravé skute¢nosti, ze postaci bio-
chemicky oxidovat pouze ¢ast amoniakalniho dusiku
a navic je oxidace ukoncena jiz v dusitanovém stupni.

NH; + 1,5 0, — NO; + H,0 + 2H* (1)

Postup nitritace/denitritace byl nejen v zahranici, ale
také v ramci CR v laboratornich podminkéch jiz pred
mnoha lety uspésné aplikovan jako metoda pro oddé-
lené ¢isténi kalové vody (Jenicek et al., 2004; Svehla,
2004) a posléze otestovan i v poloprovoznim méfitku
(Radechovsky et al., 2015), nicméné aZ dosud se v CR
nedockal provozni aplikace.

Anammox bakterie vyuzivaji v procesu zbyly N-amon
a dusitany vyprodukované v ramci nitritace néasledné
pfeméni na plynny N, dle rovnice 2 (CH,0,:sN, ;s pfed-
stavuje biomasu)(Straus a kol. 1998).

NH,; + 1,32 NO; + 0,066 HCO; + 0,13 H* =  (2)
— 1,02 N, + 0,26 NO; +
+ 0,066 CH,0,sN, s + 2,03 H,0

Protoze Anammox bakterie patfi na rozdil od deni-
trifika¢nich bakterii mezi chemolitotrofni organismy,
dusik je odstranén prakticky bez néroku na organicky
substrat. Zaroven se pfi odstrafiovani dusiku vypro-
dukuje az o 90% méné prebyte¢ného kalu. Navic,
vykonnost technologii zalozenych na procesu Anam-
mox muze byt velice vysokd (navrhované zatizeni
se v zavislosti na konkrétnich podminkach pohybu-
je okolo 0,35-2,3 kg-N/m3/d, v nékterych pfipadech
i 10 kg-N/m3/d (Kouba a kol. 2018), a pro odstranéni
dusiku tedy staci nddrze mensiho objemu.

Pro technologické uspofadani PN/A byly od sa-
mého pocéatku (Straus a kol 1998) doporucovany
semikontinuélni vsadkové reaktory (SBR-Sequencing
Batch Reactor). Ty umoznuji pfesné fizeni jednotlivych
fazi—aeraci pro caste¢nou nitritaci, anoxické pod-
minky pro anammox, sedimentaci a odtok. Vétsina
PN/A aplikaci je dnes jednostupriova, coz znamena,
ze nitrifikace na dusitany a Anammox probihaji v jed-
nom reaktoru. Pro skladkové vyluhy s vysokym obsa-
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hem N-amon a nizkym pomérem C:N je SBR ideélni,
protoZe umoziiuje jemné fizeni koncentrace rozpus-
téného kysliku a udrzeni pro Anammox vyhodného
poméru NO;:NH; pfiblizné 1:1. Pfesto je nutné po-
¢itat s provoznimi obtizemi, jako je dlouhd doba za-
pracovani procesu kvdli pomalému rdstu anammox
biomasy, citlivost na teplotu a pfitomnost toxickych
latek ve skladkovém vyluhu. SBR poskytuje flexibilitu,
ale vyzaduje pokrocily monitoring a dlsledny technolo-
gicky dohled, aby PN/A proces dosahl akceptovatelné
uc¢innosti a spolehlivosti.

Problematika skladkovych odpadnich vod

Skladkové odpadni vody (SOV) jsou casto cistény
v ramci bézné aktivaéni linky COV. Tato praxe viak ma
svoje limity a mize predstavovat riziko néarGstu koncen-
trace celkového dusiku na odtoku z COV.

SOV piedstavuji slozity typ odpadni vody s vysokymi
koncentracemi amoniakalniho dusiku (¢asto N-amon >
> 1200 mg/l) a celkového dusiku (TN > 1800 mg/L),
nizkym pomérem C/N. Organickd slozka je tvofena
prevazné latkami velmi Spatné rozloZitelnymi. Dalsi po-
tizi je vysoky obsah rozpusténych anorganickych soli
(RAS >10 g/L) a obsah tézkych kovi (Cu, Zn atd.). Tyto
vlastnosti se méni podle stafi skladky. Nemalou roli hra-
je i aktualni hydrometeorologické podminky. Proto se
kvalita SOV vyznamné méni a mulzZe ovliviiovat Gi¢innost
procesu jejich cisténi.
zkudenosti s Cisténim SOV procesem Anammox. Evropa
ma funk&ni Anammox technologie pro skladkové vyluhy
v provoznim méfitku ve Spanélsku (katalansko) (Magri
a kol. 2021) a Némecku (Emscherbruch) (Azari a kol.
2017) a ltélii (Trento) (Lanzetta 2021). Ve Spanélsku jde
o dvoustupriovy PN/A proces v SBR rezimu, pracujici
pfi teplotach 25 °C (PN), respektive 35 °C (Anammox).
V piipadé Némecka maji zkusenosti s ¢isténim SOV
technologii Anammox v dvoustupfiovém uspofadani
od roku 2006. Jde o kontinualné protékanou cistirnu,
pracujici pfi teplotach 16-35°C, kombinujici vyuZiti
biomasy v suspenzi (aktivovaného kalu) s biomasou
na aktivnim uhli. V pfipadé italského provozu jde o jed-
nostupnovy proces PN/A v SBR reZimu pracujici pfi
prdmérné teploté 23,3 °C. Tyto systémy jsou obvykle
dvoustupiiové a casto doplnéné fyzikalné-chemickymi
procesy pro odstranéni organického znecisténi.

Nitritace SOV na BCOV Pardubice

Vysokéa poptévka po cisténi skladkovych vod, existen-
ce bioplynové stanice v arealu BCOV a volna kapacita
BCOV Pardubice nés vedla k prebudovani jedné z ne-
vyuzitych aktivacnich nadrzi na zafizeni pro oddélené
zpracovani. Plvodni aktiva¢ni nadrz byla pfebudovana
na Ctyfi samostatné nadrze (AN13.1-13.4), kazda o ob-
jemu 1000 m?3. Kazda z nich muze slouzit jako samo-
statny SBR reaktor. Pfi navrhu procesu byly dvé nadrze
uréeny pro nitritaci a dvé pro Anammox v rezimu SBR.
Dvé z téchto nadrzi jsou zakryté a vybavené systémem
odtahu vzdusniny, kterd je dale ¢isténa pomoci foto-
katalytické jednotky. Dalsi aktivacni nadrz byla rekon-
struovana pro pfijem a retenci SOV. Jeji celkovy objem

pfesahuje 4000 m3. Neni sice michana, pfesto castec-
né pomaha vyrovnavat rozdily ve sloZeni jednotlivych
SOV. Voda z reten¢ni nadrze AN14 mUze byt Cerpana
do libovolné nadrze AN13.x, pficemz je moZné i vza-
jemné piecerpavani mezi nimi. Déle je mozna inokula-
ce nadrzi z prilehlé aktivacni linky. Pfedcisténa voda je
fizené Cerpana bud do jedné z aktivacnich linek, nebo
na natok méstskych odpadnich vod, kde je nasledné
rozdélena na viechny tii biologické linky.

Moznym feSenim, jak zvysit bezproblémovy pfijem
téchto odpadnich vod s extrémné vysokym obsahem
sloucenin dusiku je jejich separétni predcisténi s na-
slednym docisténim na hlavni aktiva¢ni lince. Za timto
Ucelem je mozno aplikovat proces nitritace/denitri-
tace PN/A

Ackoli laboratorni vyzkumy provedené v letech
2017 - 2019 na pracovisti KAVR CZU (Svehla et al. 2018)
jednoznacné prokazaly nutnost a benefity fedéni SOV
fugatem z bioplynové stanice vznikajicim po zahusté-
ni Cistirenskych kald, nebylo z provoznich divodu toto
doporuceni vyuzZito. Fugat v nasem pfiipadé obsahuje
zna¢né mnozstvi mikroplast(, jimiz by byly reaktory
zanaseny. Hlavnim divodem pro fedéni skladkovych
vyluhti je vysoky obsah RAS (respektive vysoka salini-
ta ¢i vodivost). Z literatury (Soliman 2018) je znamo,
Ze tento parametr mizZe vyznamné ovliviiovat aktivitu
nitrita¢nich organismtd AOB. Pficemz inhibi¢né pUsobi
hodnoty RAS nad 5000 mg/l (Zhang et al., 2015).

Provoz nitritace SOV byl zahajen v fijnu 2023. Cilem
bylo uvést nové vybudované SBR do stabilniho nitri-
tacniho procesu a ziskat data pro nasledné vyuZiti bio-
logickych technologii PN/A. Na rozdil od zahrani¢nich
provoznich aplikaci je proces udrzovan pfi teplotach
umérnych aktualnim klimatickym podminkam. Dale je
tfeba zminit, Ze proces je fizen bez externi Upravy pH.
Tim je limitovana Gc¢innost odstranéni amoniakélniho
dusiku. Ro¢ni kolisani teplot je od zimnich minim ko-
lem 10 °C po maxima pocatkem podzimu okolo 25 °C.
Byly zkouseny dva zplsoby zapracovani nitritace, je-
den s inokulaci kalem z aktiva¢ni linky BCOV a druhy
bez inokulace. Adaptace a narlst funk¢ni kultury byl
ovlivnén chladnym obdobim roku, proto o adaptaci
kultury v pravém slova smyslu mizeme mluvit spise
az od dubna 2024. Nicméné i zima 24/25 ukazala,
ze pfii déletrvajicim provozu pii nizkych teplotach
v nadrzich (pod 12 °C) sice dochézi k vyraznému snize-
ni rychlosti procesu, ale kumulace dusitant je pfi téchto
podminkach stéle vyznamna (az 80% N-amon je oxi-
dovano na dusitany).

Od zafi 2024 dosahuje proces pomérné stabilnich vy-
sledkd. V tomto obdobi (podzim 2024) trval pracovni
cyklus reaktoru pfiblizné sedm dni a v jeho pribéhu
se pohybovala teplota v rozmezi 17,5 - 19,0 °C. Zatizeni
dusikem ¢inilo 0,11 kg(N-amon)/(m3.den) a byla do-
sazena rychlost odstranéni 62 g (N-amon)/(m3.den),
coz znamenalo téméf 60% UGcinnost odstranéni
celkového dusiku. Z odstranéného mnozstvi amonia-
kalniho dusiku pfesSlo 75% na dusitanovy dusik.
Mnozstvi kalu v nadrzi béhem cyklu bylo asi 1700 kg
(NLzZ).

Hodnota celkového zatizeni reaktoru dusikem neni
vysoka. Jak bylo uvedeno vyse, béhem laboratorni-
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ho vyzkumu, kdy byla SOV fedéna ctyrikrat fugatem,
bylo dosahovano zatizeni pfiblizné 0,4 kg(N-amon)/
/(m3.den). Vzhledem k prostiedi nefedénych SOV je
vSak akceptovatelna.

Pokud to kvalita SOV dovoli, tzn., pokud je pfiznivy
pomeér dusiku a neutraliza¢ni tlumivé kapacity, je moz-
né sniZenim zatiZzeni dospét k vy$simu stupni odstra-
néni N-amon.

Dosavadni provoz prokazal celoro¢ni moznost udrze-
ni nitritacniho procesu v SBR reZimu pro Upravu SOV
za Ucelem ziskani vhodného pfitoku pro pfipadny
ANAMMOX reaktor.

Potvrzeni Anammox aktivity
v provozovaném systému

SBR reaktory byly fizeny v nitrita¢nim rezimu, to zna-
mend, ze byly provzdusiovény. S pfibyvajici dobou
provozu dochézelo stéle Castéji k ¢asové vyznamnym
Gsekdm, kdy byla v reaktorech pozorovana minimalni
koncentrace kysliku. Soucasné se prohlubovaly nesrov-
nalosti v dusikaté bilanci. V letnich mésicich 2025 byla
pozorovano jiz odstranéni celkového dusiku na trovni
55 % z plvodniho mnoizstvi. Vzhledem k pifedpokladu
nizké dostupnosti substratu pro denitrifika¢ni aktivitu
byly odeslany vzorky kalu na FISH analyzu.

FISH analyza z 30. 7. 2025 prokazala ve vzorku aktivo-
vaného kalu jednozna¢nou pfitomnost anammox bak-
terii pomoci obecné sondy Amx368. Jejich signal byl
hodnocen jako velmi ¢asty, pficemz se vyskytovaly pie-
vazné ve formé malych kompaktnich klastrd o velikosti
do 5-10 pym. Volné buiiky nebo fidké klastry byly po-
zorovany jen vyjimecné. | pfes omezeny soubor snim-
k& poskytla obrazova analyza pfibliznou kvantifikaci:
median ~4,2 %, pramér ~5,6 %, tedy cca 5,5 % plochy
celkové biomasy. Tento podil a charakter signalu svédci
o vysokém biologickém potencialu pro anammox pro-
ces v daném vzorku.
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Soucasné byly detekovany bakterie oxidujici amoni-
ak (AOB) ze skupiny B-Proteobacteria. Jejich vyskyt byl
hodnocen jako velmi casty, pfevainé ve formé malych
kompaktnich klastrd do 15 pm. Dominantnimi zastup-
ci jsou Nitrosomonas oligotropha a halofilni/halotole-
rantni Nitrosomonas, obé skupiny vykazuji vysoky vy-
skyt. Naproti tomu podskupiny Nitrosococcus mobilis
a Nitrosospira spp. nebyly prokazany. Pfiblizna kvantifi-
kace ukazuje celkové zastoupeni AOB kolem 10 % bio-
masy (median 10 %, primér 9,5 %), z toho asi 4,5 %
tvoii halofilni Nitrosomonas. Tento podil naznacuje vy-
soky biologicky potencial pro prvni stupen nitrifikace.

Nésledna FISH analyza vzorku z 21. 10. 2025 opét
potvrdila hojny celkovy vyskyt anammox pomoci sondy
Amx368. Rozsifeny set specifickych sond navic odhalil
taxonomickou diverzitu anammox spolecenstva: byly
pozorovan vyskyt Brocadia anammoxidans, Kuenenia
stuttgartiensis, Scalindua wagneri, Anammoxoglobus
propionicus, Brocadia fulgida a Scalindua brodae. Tyto
druhové specifické nélezy byly sice vyjimecné a vétsinou
ve formé jednotlivych bunék (ojedinéle mensi klastry).
Silny signal obecné sondy pfi nizké detekci druhové
specifickych sond naznacuje, Ze ve vzorku je vyznamna
¢ast anammox populace, kterou dostupné sondy nepo-
kryvaji. To mGze znamenat bud environmentalni klony
znamych rodd, nebo dokonce nové, dosud nepopsané
druhy. Pro identifikaci je nutné provést metagenomiku
nebo alespon 16S rRNA sekvenovani.

Lze konstatovat, Zze vysledky potvrzuji trvale vysokou
pfitomnost anammox baktérii s konzistentni morfolo-
gii a bohatou druhovou diverzitu. Tato skutecnost je
pfiznivd pro stabilitu a dlouhodobou spolehlivost
PN/A procesu.
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Souhrn

Projekt na BCOV Pardubice byl zaméfen na stabilni nitrita¢ni proces skladkovych odpadnich vod (SOV) v SBR rezimu, bez externi Gpra-
vy pH a bez temperace. Provoz probihd od fijna 2023 a od zafi 2024 podafilo dosdhnout stabilni nitritace, kdy az 75 % odstranéného
N-amon je transformovéano na dusitany bez jejich dalsi oxidace na dusi¢nany.

Dlouhodobym udrzenim podminek pfiznivych pro anammox bakterie se podafilo tyto organismy kultivovat pfimo v reaktoru. FISH ana-
lyzy z ¢ervence a fijna 2025 potvrdily jejich hojny vyskyt (cca 5,5 % biomasy) a vysoky biologicky potencial pro Anammox proces.
Vysledkem je prvni provozni aplikace nitritaéniho procesu v CR a soucasné prvni aplikace Anammox procesu v uspofadani PN/A pro
¢isténi surovych skladkovych vod. Tento tuspéch potvrzuje moznost efektivniho odstrafiovani dusiku i za extrémnich podminek. Dosazené
vysledky oteviraji cestu k dalsim technologickym krokd&m k optimalizaci procesu a taktéz k detailni genetické analyze, kterd mize pfinést
nové poznatky o adaptaci téchto organism( na extrémni podminky.

Klicova slova: ANAMMOX, nitritace, ¢isténi odpadnich vod, skladkové vody, FISH

Summary

The project at BCOV Pardubice focused on achieving a stable nitritation process for landfill leachate (SOV) in an SBR mode, without
external pH adjustment and without temperature control. Operation has been ongoing since October 2023, and by September 2024,
stable nitritation was achieved, with up to 75 % of removed ammonium nitrogen being transformed into nitrites without further oxida-
tion to nitrates.

By maintaining conditions favorable for anammox bacteria over the long term, these organisms were successfully cultivated directly in
the reactor. FISH analyses from July and October 2025 confirmed their abundant presence (approximately 5.5 % of biomass) and high
biological potential for the Anammaox process.

The result is the first full-scale application of the nitritation process in the Czech Republic and, at the same time, the first application
of the Anammox process in a PN/A configuration for the treatment of raw landfill leachate. This achievement demonstrates the feasi-
bility of efficient nitrogen removal even under extreme conditions. The results pave the way for further technological steps to optimize
the process and for detailed genetic analysis, which may provide new insights into the adaptation of these organisms to extreme
conditions.

Keywords: ANAMMOYX, nitritation, waste water treatment, landfill water, FISH
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