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Zpusob biodegradace farmaceuticky aktivnich latek na bazi sulfonamidi v odpadni nebo v
povrchové vodé, smésny celobunéény katalyzator

Oblast techniky

Vynalez se tyka oblasti Cisténi odpadnich nebo povrchovych vod, konkrétné zplsobu
biodegradace farmaceuticky aktivnich latek na bazi sulfonamidd, zejména sulfamethoxazolu
a/nebo sulfathiazolu v odpadni nebo povrchové vodé z Eistiren odpadnich vod a smésného
celobunécného katalyzatoru pouzitého timto zpiisobem.

Dosavadni stav techniky

Léciva masivné pouzivana ve veterinarni i klinické praxi predstavuji vaznou hrozbu pro Zivotni
prostfedi, protoze jejich aktivni latky se mohou akumulovat v zivotnim prostfedi v podobé
perzistentnich polutantil. Siroké spektrum pouziti riznych antibiotik navic podporuje rozvoj a
Sifeni rezistence vuci antibiotikim. Po [3-laktamovych antibiotikdch jsou mezi nejcastéji
pouzivanou skupinou antibiotickych latek sulfonamidy, diky své schopnosti inhibovat jak gram-
pozitivni tak gram-negativni bakterie. Sulfonamidy jsou Sirokospektralni synteticka antibiotika,
ktera jako prvni byla uspésné pouzita pro 1é¢bu infekénich nemoci a nyni se pouzivaji k 1écbe
zapalu plic, stievnich infekei, infekci sluchového Ustroji nebo mocového traktu. Patii k nim napft.
sulfamethoxazol, sulfathiazol, sulfafurazol, sulfamoxol, sulfametrol, sulfadiazin. Z hlediska
struktury jsou sulfonamidy N-substituované derivaty sulfanilamidu. Podstatou mechanismu jejich
pusobeni je inhibice rlstu bakterialni buiiky, diky kompetitivni inhibici syntézy dihydrolistové
kyseliny. Vzhledem k jejich povaze polarnich latek, ve vod¢é rozpustnych a S$patné
odbouratelnych, snadno piechdzeji do povrchovych i podzemnich vod, kde se kumuluji.
Utinnymi latkami, které se fadi mezi sulfonamidy a vyskytuji se v prostiedi jako polutanty,
nejvice v odpadnich vodach, a kvili nedostatecnému odbouravani nasledné i vodnich tocich a
pudach, jsou sulfamethoxazol neboli SMX (latka 1) a sulfathiazol neboli STZ (latka 2).
Pozadavek ucinné a Setrné likvidace takovych polutantii ze zivotniho prostfedi je podlozen
zafazovanim téchto latek na seznamy nezaddoucich polutantil, které je nutné monitorovat.

Vi /z:>

—\ / W J/\/\

latka 1 latka 2

Ackoli jsou v mnohych ptipadech metabolity sulfonamidi farmakologicky méné aktivni a méné
toxické nez latky pavodni, ne€které z nich jsou stale bioaktivni, mobilni v Zivotnim prostiedi a
tedy i potencidlné vice toxické. Sulfonamidy pfijimaji lidé ve forme 1ékd, které jsou nasledné
vylou¢eny moci. Touto cestou se sulfonamidy dostavaji do domaciho odpadu a posléze do
Cistiren odpadnich vod. Protoze v Cistirnach odpadnich vod nedochazi ke stoprocentni eliminaci
l1é¢iv, antibiotika v podobé vyc€isténé odpadni vody nebo Cistirenského aktivované¢ho kalu
pronikaji do zivotniho prostfedi. Vzhledem k tomu jsou ¢istirny odpadnich vod pravem vnimany
jako nejvetsi zdroj uvoliiovani sulfonamidd a jejich metabolitti do Zivotniho prostfedi. To miize
vést k antagonismu, synergismu nebo interaktivnimu efektu na suchozemské a vodni organismy,
které tak mohou snizovat nebo zvySovat vlivy sulfonamidl v ekosystému. Aplikace hnoje,
pochazejicich z 1éCenych zvirat jako hnojivo na obdélavanou zem, je povazovana za jednu z
dal$ich pfi¢in kontaminace pidy a nasledné az podzemni vody antibiotiky, potazmo sulfonamidy.
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Pouzitim hnoje nebo Cistirenského kalu obsahujiciho rezidua antibiotik jako hnojiva dochazi k
plsobeni antibiotik na mikroorganismy obsazené v pud¢, ¢imz mize dojit ke vzniku bakterialni
rezistence.

Multirezistence bakterii na bézn€ uzivana antibiotika predstavuje jeden z nejvétsich soucasnych
celosvétovych problémi. Multirezistence zpusobuje, ze konvenéné pouzivané antimikrobialni
latky ztraceji svou ucinnost a lécba infekénich nemoci se tak stava komplikovanéjsi a
nakladnéjsi. Jako hlavni pfi¢inu vzniku rezistentnich kmenti udava svétova zdravotnicka
organizace nespravné uzivani a naduzivani antimikrobialnich 1é¢iv neboli antibiotik. Neméné
dalezitym aspektem v rozsifenosti téchto kment patii taky jejich vyskyt a vyvoj v prostiedi
odpadnich vod. Patogenni bakterie jako napt. Escherichia coli, Staphylococcus aureus ci
Enterococcus faecalis byly nalezeny v rezistentni formé uz ve stokové siti a taky ve vSech
stupnich Cistirenskych procesti na Cistirnach odpadnich vod az po odtok, kde nasledné vnikaji do
zivotniho prostfedi. Obecné lIze fici, Ze vyskyt antibiotik v odpadnich vodach prispiva dvéma
zpusoby k nardstu populace multirezistentnich bakterii. Nizka koncentrace téchto latek ve vodach
zpisobi selekci mezi kmeny bakterii. Kmeny, které obsahuji gen rezistence, pieziji a
nerezistentni zahynou. Rust pieZivSich kment pak uZz neni limitovan bojem o0 zdroje
s nerezistentnimi bakteriemi a v disledku vyssich zdroji dochazi k ristu populace rezistentnich
bakterii. Druhym faktorem je, ze nizka, neletalni, koncentrace antibiotika mtze spustit uvniti
bakterie stresovou reakci, kdy miize dojit k ndhodnym mutacim a k vytvofeni rezistence.

Mikrobialni degradace sulfamethoxazolu byla popsana u bakterialnich kment v kombinaci
s fotolyzou, jako jsou napt. Micrococcus luteus, Delftica acidovarasis a Oligotropha
carboxidovorans. Degradace maximalné dvaceti procent sulfamethoxazolu byla popsana
s ¢istymi bakterialnimi kulturami napt. Rhodococcus rhodochrous. Za piitomnosti primarniho
zdroje uhliku a energie glukézy byla zkoumdna degradace sulfamethoxazolu u sedmi
bakterialnich kment: Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida,
Rhodococcus equi, Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus rhodochrous a Rhodococcus zopfii.
Dokumenty popisujici obecné biodegradaci sulfonamidii pouzitim bakteridlnich kmeni jsou napf.
CN 105645598 a CN 102952767. Studie tykajici se biodegradace sulfamethoxazolu jako
nejbéznéji pouzivaného sulfonamidu naznacuji, Ze jednotlivé bakteridlni druhy a houby mizou
hrat vyznamnou roli pfi biodegradaci téchto latek v pribéhu procesu na Cistirnach odpadnich vod
a v zivotnim prostfedi. Nevyhody té€chto feSeni spocivaji zejména v nizkém stupni konverze
sulfonamidi pouzitim uvedenych bakterialnich kmend, ¢imz neni zajisténo dostate¢né odstranéni
antibiotik z odpadni vody, které se v ni vyskytuji jako perzistentni polutanty, a nutnost ptidavku
externiho zdroje uhliku a energie pro bakterie degradujici sulfonamidy, zejména glukézy.

Ukolem vynalezu je proto vytvofeni zptisobu biodegradace farmaceuticky aktivnich latek na bazi
sulfonamidi, zejména sulfamethoxazolu a/nebo sulfathiazolu z odpadni vody v Cistirnach
odpadnich vod pouzitim rostouci smésné populace bakterii a/nebo smeésného celobunécného
katalyzatoru, které by odstratiovaly vySe uvedené nedostatky, které by ucinn€ a rychle
odbouravaly antibiotika na bazi sulfonamidl, zejména sulfamethoxazolu a sulfathiazolu
z odpadni vody, a které by zaroven byly schopny vyuZzivat antibiotika na bazi sulfonamidia jako
druhotny zdroj uhliku a energie.

Podstata vynalezu

Vyse uvedené nedostatky odstraiiuje zptisob biodegradace farmaceuticky aktivnich latek na bazi
sulfonamidi, zejména sulfamethoxazolu a/nebo sulfathiazolu v odpadni vod¢ v Cistirnach
odpadnich vod nebo v povrchovych vodach podle tohoto vynalezu, pii kterém se do ¢isténé vody
pfida smes bakteridlnich kmend schopnych degradace sulfonamidii. Podstata vynalezu spociva
vtom, ze jako smés bakteridlnich kmenti se pfidd metabolicky aktivni smésna kultura
bakterialnich kmena Acinetobacter sp. a Kocuria sp. v poméru kmenti v rozmezi 1:4 az 4:1, a to
v koncentraci 0,01 az 20 % hmotn. vlhké hmotnosti.
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Tato kombinace metabolicky aktivni smésné kultury bakteridlnich kmend poskytuje schopnost
ucinné metabolizovat, resp. biotransformovat rozpuSténé perzistentni polutanty na bazi
sulfonamidti, zejména sulfamethoxazol a/nebo sulfathiazol ve vodném prostiedi.

Ve vyhodném provedeni se bakterialni kmeny pfed vytvofenim metabolicky aktivni smésné
kultury izoluji z aktivovaného kalu ¢istiren odpadnich vod nebo z kontaminované pudy. Jedna se
tedy o prirodni izolované bakterialni kmeny bézné se vyskytujici v pfirozeném prostiedi.

Metabolicky aktivni smésna kultura se s vyhodou kultivuje v pfitomnosti sulfamethoxazolu
a/nebo sulfathiazolu slouzicich jako sekundarni zdroj energie pii teploté 20 az 40 °C a pH 6 az 8.
Metabolicky aktivni smésna kultura efektivné vyuziva tyto polutanty odpadni vody nebo
povrchové vody jednotlivé nebo ve smési jako zdroj uhliku a energie anebo je jednotlivé nebo ve
smesi biotransformuje na latky méné skodlivé pro zivotni prostiedi.

Pfedmétem vynalezu je rovnéz smésny celobunéény katalyzator pro biodegradaci farmaceuticky
aktivnich latek na bazi sulfonamidu, zejména sulfamethoxazolu a/nebo sulfathiazolu v odpadni
vod¢ v Cistirnach odpadnich vod nebo v povrchové vodé vyse popsanym zplsobem. Podstata
smésného celobunééného katalyzatoru podle tohoto vynalezu spociva v tom, Ze je tvofen Zivnym
médiem s metabolicky aktivni smésnou kulturou bakterialnich kment Acinetobacter sp. a
Kocuria sp. v poméru kmend v rozmezi 1:4 aZ 4:1 v mnozstvi 0,01 az 20 % hmotn., kde Zivné
médium slouzi k zajiSténi biologické aktivity bakteridlnich kmenti. Mnozstvi 0,1 % hmotn.
bakteridlnich kmenti by mélo pfedstavovat pridani, resp. inokulaci aktivovanych kali malym
mnozstvim smési obou kmenti v 1000 mL na 1 m?, a 20 % hmotn. by mé&lo obsahnout pouziti
smésného celobunééného katalyzatoru.

Smés bakterialnich kmenti Acinetobacter sp. a Kocuria sp. v metabolicky aktivni smésné kulture
je s vyhodou v poméru 1:1. Tim jsou vyuZity schopnosti u¢inné biodegradace sulfamethoxazolu
a/nebo sulfathiazolu obéma bakterialnimi kmeny a efektivita biodegradace je maximalni.

Pro ptipravu smésného katalyzatoru je zivné médium ve vyhodném provedeni vybrano
komplexni LB médium, nutricné bohaté, uzivané predev$im pro riist bakterii nebo mineralni
médium M9 vytvofené pouze z anorganickych komponent obohacené o stopové prvky a
organicky zdroj uhliku. Organicky zdroj uhliku mize byt vybran ze skupiny latek: hydrolyzat
kaseinu, glycerol, kvasni¢ny autolyzat ¢i jejich vzajemné kombinace.

Vyhody zplsobu biodegradace farmaceuticky aktivnich latek na bazi sulfonamidi, zejména
sulfamethoxazolu a/nebo sulfathiazolu v odpadni vodé v Cistirnach odpadnich vod nebo
v povrchové vodé podle tohoto vyndlezu spocivaji zejména vtom, Ze smésny celobunécny
katalyzator G¢inn¢ a rychle biodegraduje perzistentni antibiotické polutanty na bazi sulfonamidi
z odpadni vody v prub&hu ¢isténi odpadnich vod nebo z povrchové vody, navic je schopen tyto
polutanty vyuzivat jako sekundérni zdroj uhliku a energie a zaroven je biotransformovat.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Prehled pouzitych médii a roztokt

Komplexni médium Luria-Bertani (LB):

trypton 10 g/l
kvasni¢ny extrakt 59/
NaCl 10 g/l
destilovana voda 1000 ml

pocatecni pH 7,2 az 7,5
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Komplexni médium LBTE:
Komplexni LB médium bylo doplnéno roztoky stopovych prvki MgSO., CaCl, a FeSO,

Stopové prvky (TE) v mg/L média:

MgSOQOs . 7 H.0 200
CaCl; . 2H.0 50
FeSO, . 7H,O 10
ZnS0O, . TH,0 67
MnSO;, . H,0O 1,7
CoCl, . 6H.0 48
CuSOq . 5H,0 47
NazMOO4 . 2H20 45
Mineralni médium M9:

Na;HPOQO, 14,6 g/l
KH2PO, 3,09/l
NaCl 0,59/
NH.CI 1,09/l
MgSO, . 7H20 0,2 g/l

destilovana voda

1000 ml

pocatecni pH: 6,9 az 7,2

Mineralni médium MTE
Mineralni médium M9 dopInéné stopovymi prvky TE

Médium MTECHGIly
Mineralni médium M9 dopInéné stopovymi prvky TE

hydrolyzat kaseinu (CH) 50/l
glycerol 10 g/L
pH 6,9a77,2

Médium MTEYEGIy

Mineralni médium M9 dopInéné stopovymi prvky TE
Kvasni¢ny autolyzat (YE) 59/L

Glycerol 10 g/L

pH 6,9az7,2

Ucinné latky: sulfamethoxazol neboli SMX a sulfathiazol neboli STZ
zasobni roztok SMX: 50 mg SMX v1 ml DMSO, 1 g farmakologicky aktivni latky neboli
FAL obsahuje 0,99 g Cisté latky

zasobni roztok STZ: 50 mg v 1 ml DMSO, 1 g FAL obsahuje 0,98 g ¢isté latky

Piiklad 1 - Izolace bakterialnich kmenl degradujicich SMX pomoci cilené selekce z Cistiren
odpadnich vod

Vychozi smésna mikrobialni populace byla ziskana z aktivovaného kalu Cistiren odpadnich vod
neboli COV. 5 g - vlhka hmotnost vzorku kalu bylo resuspendovano ve 100 ml komplexniho LB
média a tfepano na rotacnim tfepacim stroji (200 otacek/min, 28 °C) po dobu 24 h. Narostla
kultura na komplexnim LB médiu byla nafedéna v poméru 1:3 mineralnim médiem M9
obohacenym stopovymi prvky neboli TE (Mg?*, Ca?*, Zn?*, Mn#", Fe?*, Co?", Cu?"), kvasniénym
autolyzatem - YE (5 g/l) a zasobnim roztokem sulfamethoxazolu na finalni koncentraci 0,5 g/l.
Médium muzeme oznacit jako MTEYESMX. Smésna mikrobialni populace byla kultivovana po
dobu 24 h na rotaéni tfepacce (200 otaCek/min, 28 °C). Ziskana suspenze byla nafedéna
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cerstvyym MTEYESMX médiem v poméru 1:3 obsahujicim SMX v koncentraci 0,5 g/L a
kultivace probihala za stejnych kultiva¢nich podminek (24 h, 200 otacek/min, 28 °C). Tato
kultura byla opét nafedéna Cerstvyym MTEYESMX médiem v poméru 1:3 obsahujicim SMX
v koncentraci 0,5 g/L a kultivovana za stejnych kultivaénich podminek (24 h, 200 otaé¢ek/min,
28 °C). Ptipravena autochtonni kultura je oznacena jako kultura A.

Piiklad 2 - 1zolace bakterialnich kmenti degradujicich SMX pomoci cilené selekce z
kontaminované pidy

Vychozi smésna mikrobidlni populace byla ziskana z kontaminované pudy z okoli byvalé
farmaceutické firmy v severozapadnich Cechach. 5 g - vlhka hmotnost vzorku pudy bylo
resuspendovano ve 100 ml komplexniho LB média a tfepano na rotacnim tfepacim stroji (200
otacek/min, 28 °C) po dobu 24 h. Narostla kultura na komplexnim LB médiu byla podrobena
ttem naslednym obohacovacim kultivacim v pfitomnosti SMX dle ptikladu 1. Pfipravena
autochtonni kultura je oznacena jako kultura B.

Ptiklad 3 - Izolace kment rodi Acinetobacter a Kocuria

Vysledné kultury A a B byly kazda natedéna fyziologickym roztokem a vyseta na pevné pidy
komplexniho LB média obsahujici SMX v koncentraci 0,5 g/l. Jednotlivé morfologicky odlisné
kolonie narostlé po 72 h pfi teplote 28 °C, byly pfeneseny na Cerstvé Petriho misky s MTEYE
pudou obsahujici SMX (0,5 g/l). Po 150 koloniich ziskanych z kultur A a B bylo kultivovano
v tekutém MTEYE médiu doplnéném SMX (0,5 g/1): 20 ml média ve 100ml kultivacni bance
bylo inokulovano vzdy jednou kolonii a bariky byly inkubovany na rota¢nim tfepacim stroji (200
otacek/min, 28 °C) po dobu 48 az 120 h. Z celkem 300 testovanych kolonii kultivovanych
v tekuté pidé MTEYE obsahujici SMX bylo ziskano 45 izolatd, které byly za téchto podminek
schopné rlstu, tedy vykazujicich schopnost riistu v pfitomnosti SMX. Izolaty byly rozdéleny do
tii skupin podle rychlosti nartistu biomasy a u deseti izolati z kazdé z kultur byla ovéfena
degradace SMX pomoci spektrofotometrie, jak je uvedeno v piikladu 4. Sest z deseti ziskanych
dobfe rostoucich izolatd z kultury A v pfitomnosti 0,5 g/ SMX bylo taxonomicky zatazeno
podle fylogenetické analyzy genu kodujiciho 16S rRNA jako Acinetobacter sp.. U tii z deseti
dobie rostoucich izolath kultury B vedla analyza genu kodujiciho 16S rRNA k zafazeni
mikroorganismu do rodu Kocuria sp. Vzdy jeden zastupce obou rodt byl vybran pro piipravu
glycerinovych zasobnich kultur a pro dal$i praci uchovavén pii — 80 °C pod oznacenim
Acinetobacter sp. a Kocuria sp.

Priklad 4 - Degradace SMX rostouci smésnou bakterialni kulturou kmenti Acinetobacter/Kocuria

Kmeny Acinetobacter sp. a Kocuria sp. byly kultivovany ve smési, dale oznacované jako A/K
v tekutém komplexnim LB médiu doplnéném SMX (0,5 g/L): 20 ml média ve 100ml kultivacni
bance bylo inokulovano jednou kolonii bakterialniho kmene Acinetobacter a nasledné jednou
kolonii bakterialniho kmene Kocuria narostlych na agarovych Petriho miskach. Inokulované
kultury byly inkubovany na rotacnim tfepacim stroji (200 otac¢ek/min, 28 °C) po dobu 72 h. Ze
vzorkt kultur (1 mL) odebranych po 24 h, 48 h a 72 h kultivace byla oddélena biomasa
centrifugaci a pelet i supernatant byl zpracovan nasledujicim zptsobem: ke vzorkim byl ptidan 1
mL tert-butylmethyletheru (TBME) a smés byla extrahovana po dobu 20 minut za intenzivniho
ttepani na vortexu. Po odstfedéni (14 000 x g, 10 min) byla organickd faze pouzita pro
spektrofotometrické kvantitativni stanoveni zbytkové koncentrace SMX (latka 1) za nasledujicich
podminek:

Detekce pti vinové délce 265 nm v jednorazovych UV kyvetach
Teplota 28 °C
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Extrakt rozpustén v MilliQ H2O

Koncentraci SMX v jednotlivych vzorcich v zavislosti na dobé¢ kultivace dokumentuje nasledujici

tabulka 1.

Tab. 1 Stanoveni zbytkové koncentrace SMX Vv supernatantu smésnych kultur A/K

Cz 307652 B6

Doba kultivace (h) Zbytkova koncentrace SMX (mg/L)
pelet supernatant celkem
0 0 476 476
24 28 87 115
48 35 56 91
72 30 43 73

Priklad 5 - Rist smésné kultury mikroorganismi A/K na mineralnim médiu MTE doplnéném
riznymi zdroji C a energie

Médium MTE bylo doplnéno vzdy jednim z nasledujicich zdroj uhliku a energie (v g/L): etanol
10; metanol 10; glycerol 20; sacharéza 20. Po inokulaci 200 pL smésné kultury ptipravené
smisenim 100 uL ¢isté kultury A (Asoo = 5,5) a 100 uL cisté kultury K (Asoo = 34) narostlych na
LB médiu byly banky obsahujici 10 mL sterilniho komplexniho LB média tfepany ve dvou
paralelach (200 otacek/min, 28 °C) V rota¢nim inkubatoru a v pribéhu 144 h byly odebirany
vzorky kultury a stanoveny hodnoty Aeoo a pH. Vysledky uvadi tabulka 2.

Tab. 2 Nartust smésné kultury A/K v mineralnim médiu doplnéném riznymi zdroji uhliku a
energie

. . Asoo pH
Zdroj C a energie oh 12an oh 12an
etanol 0,21 6,0 6,96 6,45
metanol 0,21 0,56 6,96 6,93
glycerol 0,21 0,6 6,96 6,97
sachar6za 0,21 0,2 6,96 6,90

Piiklad 6 - Rast smésné kultury mikroorganismiit A/K na mineralnim médiu doplnéném
komplexnim zdrojem uhliku a glycerolem

Médium M9 se stopovymi prvky bylo dopln€no glycerolem (10 g/L) a hydrolyzatem caseinu
(5 d/L; médium MCHGly) nebo kvasni¢nym lyzatem (5 g/L; MYEGly). Po 2% inokulaci
smésnou kulturou ptipravenou smisenim cistych kultur obou kmenti narostlych v komplexnim
LB médiu za 20 h pfi teploté 28 °C (Asoo inokula K bylo 30,32, pH 8,64; Asw inokula A bylo 6,2,
pH 8,58) v poméru 300 uL (A): 100 uL (K) byly kultivaéni baiky obsahujici 20 mL média
MCHGly nebo MYEGly tiepany ve dvou paralelach (200 otacek/min, 28 °C) na rota¢nim
inkubatoru a v pribéhu 48 h byly odebirany vzorky kultury pro stanoveni hodnot Asoo, pH, @
zbytkového glycerolu. Vysledky jako primér dvou méteni uvadi tabulka 3a a 3b.
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Tab. 3a Rist smésné kultury A/K na médiu MYEGIy

Doba kultivace (h) 24 48
Asoo 15 21
pH 6,7 6,3
Zbytkova koncentrace
Glycerolu (g/L) 76 0,05
Tab. 3b Rust smésné kultury A/K na médiu MCHGIy
Doba kultivace (h) 24 48
Asoo 16 23
pH 6,74 6,20
Zbytkova koncentrace
Glycerolu (g/L) 10 0.9

Piiklad 7 - Koncentra¢ni vliv STZ na rist smésné kultury A/K

Smési obou kmend byly kultivovany ve dvou paralelaich v tekutém komplexnim LB médiu
doplnéném tfemi koncentracemi STZ: 0,05, 0,1 a2 0,5 g/L. 20 ml média ve 100ml kultiva¢ni bance
bylo inokulovano 250 pL inokula¢ni kultury pfipravené smisenim Ccistych kultur kmend
narostlych na komplexnim LB médiu v poméru A/K = 200 uL/50 uL. Baiky byly inkubovany na
rotacnim tfepacim stroji (200 otacek/min, 28 °C) po dobu 48 h. Biomasa byla oddé¢lena
centrifugaci a supernatant i pelet byly ze vzorkii odebranych po 24 h a 48 h kultivace zpracovany
nasledujicim zptsobem: k 1 mL vzorkim kultury obsahujicich STZ byl piidan 1 mL TBME a
smes byla extrahovana po dobu 20 minut na vortexu. Po odstfedéni (14 000 x g, 10 min) byla
organicka faze pouzita pro kvantitativni stanoveni STZ (latka 2).

Podminky spektrofotometrického stanoveni STZ:

Detekce pfi vinové délce 258 a 284 nm v jednorazovych UV kyvetach
Teplota 28 °C

Extrakt rozpustén v MilliQ H.O

Vliv pocate¢ni koncentrace STZ na rust smési kmentl je uveden v tab. 4.

Tab. 4 Koncentraéni efekt STZ na narist smésné kultury A/K vkomplexnim LB médiu
inokulovaném smési kmenu A/K v poméru 200 uL/50 pL

EAL Koncentrace Asoo pH
(mg/1) 24.h 48. h 24. h 48. h
50 13 14 - 8,83
STZ 100 12,5 12,5 - 8,87
500 10 10 - 9,02

Piiklad 8 - Biodegradace SMX smésnym celobunéénym katalyzatorem A/K pii reakénich
teplotach 20, 28 a 37 °C

Biomasa z ¢istych kultur obou kment narostlych na komplexnich LB médiich (200 otacek/min,
28 °C) byla oddélena centrifugaci (12 000 x g, 10 min, 4 °C) a resuspendovana do Cerstvého
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sterilniho komplexniho LBTE média tak, aby jeji vysledna koncentrace byla 10 % hmotn. (vlhka
hmotnost) a obsahovala kmen A v mnozstvi 7% hmotn. a K 3 % hmotn. Biodegradace SMX
probihala ve 100ml kultivac¢nich bankach s 2,8 g vlhké biomasy a 25,5 ml komplexniho LB
média na rotacnim stroji (200 otacek/min; reakéni teploty 20, 28 a 37 °C) po dobu 72 h. SMX byl
do reakéni smési pfidan v ¢ase t = 0 a jeho vychozi koncentrace byla 0,5 g/L. Koncentrace SMX
byla stanovena spektrofotometricky a HPLC. Procento degradace SMX vypocitané po zméteni
odebranych a v TBME extrahovanych vzorki peletti dokumentuje tabulka 5. Procento degradace
vypocitané po zméteni odebranych a v TBME extrahovanych vzorkll supernatantu dokumentuje
tabulka 6. Tabulky ukazuji rozdil v degradaci mezi vzorky supernatantu a peletu.

Podminky spektrofotometrického stanoveni dle prikladu 4.

Podminky HPLC:

Kolona: RP C18-Lichroprep Waters

Eluéni smés: 70 % voda MilliQ: 29 % MeOH + 1 % kyselina octova (pH 2,5)
Pritok: 0,8 ml/min

NanaSeny objem: 0,01 ml

Detekce pfi vinové délce 265 a 280 nm

Teplota kolony: 30 °C

Cas analyzy: 10 min

Retenc¢ni ¢as: Latka 1. sulfamethoxazol 3,9 min

Tab. 5 Casovy priibéh sorpce SMX smésnym celobunéénym katalyzatorem A/K v peletu reakéni
smesi

Reak¢ni teplota sorpce (%)
(°O) 5h 24 h 48 h 72h
20 0 2 2 2
28 22 11 16 10
37 11 12 6 6

Tab. 6 Casovy pribéh degradace SMX v supernatantu smésnym celobunéénym katalyzatorem

A/K v supernatantu reakéni smési

Reakéni teplota degradace (%)
(°C) 5h 24 h 48 h 72 h
20 6 66 80 90
28 66 71 78 89
37 72 76 82 86

Priklad 9 - Biodegradace STZ smésnym celobunéénym katalyzatorem A/K pii reakéni teploté
20 °C

Biomasa z ¢istych kultur obou kment narostlych na komplexnich LB médiich (200 otacek/min,
28 °C) byla oddélena centrifugaci (12 000 x g, 10 min, 4 °C) a resuspendovana do Cerstvého
sterilniho komplexniho LBTE média tak, aby jeji vysledna koncentrace byla 10 % hmotn. (vlhka
hmotnost) a obsahovala kmen A v mnozstvi 5 % hmotn. a K 5% hmotn. Biodegradace STZ
probihala ve 100ml kultiva¢nich bankach s 2,8 g vlhké biomasy a 25,5 ml LBTE média na
rota¢nim stroji (200 otacek/min; reakéni teplota 20 °C) po dobu 72 h. STZ byl do reakéni smési
pfidan v Case t = 0 a jeho vychozi koncentrace byla 0,5 mg/L. Koncentrace STZ byla stanovena
spektrofotometricky a HPLC. Procento degradace STZ stanovené v jednotlivych vzorcich (v
supernatantu a peletu) dokumentuje tabulka 7 a 8.
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Podminky spektrofotometrického stanoveni dle ptikladu 7.

Podminky HPLC:

Kolona: RP C18-Lichroprep Waters

Elu¢ni smés: 70 % voda MilliQ: 29 % MeOH + 1 % kys. octova (pH 2,5)
Prutok. 0,8 ml/min

Nanaseny objem: 0,01 ml

Detekce pti vinové délce 260 a 285 nm

Teplota kolony: 30 °C

Cas analyzy: 10 min

Retencni ¢as: Latka 2. sulfathiazol 7,0 min

Tab. 7 Casovy pribéh degradace latky STZ smésnym celobunéénym katalyzatorem A/K v
supernatantu reakcéni smési

FAL pocate¢ni degradace (%)
koncentrace (g/l) 24 h 48 h 72 h
STZ 0,5 58 69 75

Tab. 8 Casovy pribéh sorpce latky STZ smésnym celobunéénym katalyzatorem A/K v peletu

reakéni smési

FAL pocateéni sorpce (%)
koncentrace (g/l) 24 h 48 h 72 h
STZ 0,5 7 4 2

Priklad 10 - Biodegradace smési latek SMX a STZ smésnym celobunéénym katalyzatorem A/K
(pomér 3/7) pfi reakeni teploté 20 °C

Biomasy z ¢isté kultury kmene A narostlé na komplexnim LB médiu a Cisté kultury kmene
K narostlé na MYEGly (200 otacek/min, 28 °C) byly odd¢leny centrifugaci (12 000 x g, 10 min,
4 °C) a resuspendovany do Cerstvého sterilniho komplexniho LBTE média tak, aby vysledna
koncentrace byla 10 % hmotn. (vlhka hmotnost) a obsahovala kmen A v mnozstvi 3 % hmotn. a
K 7 % hmotn. Biodegradace smési SMX a STZ probihala ve 100ml kultiva¢nich banikach s 2,8 ¢
vlhké biomasy a 25,5 ml komplexniho LBTE média na rota¢nim stroji (200 otacek/min; reakcni
teplota 20 °C) po dobu 72 h. Smés latek (250 mg STZ/L a 250 mg SMX/L) byla do reakéni smési
pfidana v ¢ase t = 0. Procento degradace a sorpce smési FAL stanovené v jednotlivych vzorcich
supernatantu a peletu dokumentuje tabulka 9 a tabulka 10, respektive.

Tab. 9 Casovy pribéh degradace smési latek SMX a STZ smé&snym celobundénym katalyzatorem
A/K v supernatantu reakéni smési

N . degradace (%)
pocatecni koncentrace smési (g/1) >4h 48 h 2 h
SMX STZ SMX | STz SMX STZ SMX STZ
0,25 0,25 61 58 81 74 92 81
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Tab. 10 Casovy pribéh sorpce smési latek SMX a STZ smésnym celobun&énym katalyzatorem
A/K v peletu reakéni smési

Chx . sorpce (%)
pocatecni koncentrace smesi (g/1) 54h 48 h 72h
SMX STZ SMX | STZ SMX STZ SMX STZ
0,25 0,25 4 7 3 5 3 4

Priklad 11- Biodegradace smési latek SMX a STZ smésnym celobunéénym katalyzatorem A/K
(pomér 12/3) pti reakéni teploté 20 °C

Biomasa z ¢istych kultur obou kmeni narostlych na komplexnich LB médiich (200 otacek/min,
28 °C) byla oddé¢lena centrifugaci (12 000 x g, 10 min, 4 °C) a resuspendovana do Cerstvého
sterilnitho MTEYEGly média tak, aby jeji vysledna koncentrace byla 15 % hmotn. (vlhka
hmotnost) a obsahovala kmen A v mnozstvi 12 % hmotn. a K 3 % hmotn. Biodegradace smési
STZ a SMX probihala ve 100ml kultiva¢nich bankach s 4,3 g vlhké biomasy a 24,0 ml
MTEYEGIy média na rota¢nim stroji (200 otacek/min; reakéni teplota 20 °C) po dobu 72 h.
Smés latek (250 mg STZ/L a 500 mg SMX/L) byla do reakéni smési pfidan v ¢ase t = 0. Procento
degradace a sorpce smési FAL stanovené v jednotlivych vzorcich supernatantu a peletu
dokumentuje tabulka 11 a tabulka 12, respektive.

Tab. 11 Casovy pribéh degradace smési lateck SMX a STZ smésnym celobundénym
katalyzatorem A/K v supernatantu reakéni smési

pocate¢ni degradace (%)
koncentrace (g/l) 24 h 48 h 72h
SMX STZ SMX STZ SMX STZ SMX STZ
0,5 0,25 72 69 95 90 100 96

Tab. 12 Casovy pribéh sorpce smési latek SMX a STZ smésnym celobundénym katalyzatorem
A/K v peletu reakéni smési

pocateéni sorpce (%)
koncentrace (g/l) 24 h 48 h 72h
SMX STZ SMX STZ SMX STZ SMX STZ
0,5 0,25 10 12 5 10 0 4

Priklad 12 - Biodegradace smési latek SMX a STZ smésnym celobunéénym katalyzatorem A/K
(pomér 3/12) pii reakéni teploté 20 °C

Biomasa z ¢istych kultur obou kment narostlych na komplexnich LB médiich (200 otacek/min,
28 °C) byla oddélena centrifugaci (12 000 x g, 10 min, 4 °C) a resuspendovana do Cerstvého
sterilniho LBTE média tak, aby jeji vysledna koncentrace byla 20 % hmotn. (vlhka hmotnost) a
obsahovala kmen A v mnozstvi 4 % hmotn. a K 16 % hmotn. Biodegradace smési STZ a SMX
probihala ve 100ml kultiva¢nich banikach s 5,6 g vlhké biomasy a 22,4 ml LBTE média na
rota¢nim stroji (200 otaek/min; reakéni teplota 20 °C) po dobu 72 h. Smés latek (400 mg STZ/L
a 400 mg SMX/L) byla do reakéni smési pfidana Vv ¢ase t = 0. Procento degradace smési FAL
stanovené v jednotlivych vzorcich supernatantu a peletu dokumentuje tabulka 13 a tabulka 14,
respektive.

-10 -
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Tab. 13 Casovy pribéh degradace smési latek SMX a STZ smésnym celobundénym
katalyzatorem A/K v supernatantu reak¢ni smési

pocatecni degradace (%)
koncentrace (g/l) 24 h 48 h 72h
SMX STZ SMX STZ SMX STZ SMX STZ
0,4 0,4 80 78 94 81 100 93

Tab. 14 Casovy pribéh sorpce smési latek SMX a STZ smésnym celobun&énym katalyzatorem
A/K v peletu reakéni smési

pocatecni sorpce (%)
koncentrace (g/l) 24 h 48 h 72h
SMX STZ SMX STZ SMX STZ SMX STZ
0,4 0,4 11 12 6 10 0 7

Prumyslova vyuzitelnost

Zpisob Dbiodegradace farmaceuticky aktivnich latek na bazi sulfonamidl, zejména
sulfamethoxazolu a/nebo sulfathiazolu v odpadni nebo povrchové vodé podle tohoto vynalezu lze
vyuzit zejména v Cistirnach odpadnich vod pro odstranéni téchto farmakologicky aktivnich latek.

PATENTOVE NAROKY

1. Zptsob biodegradace farmaceuticky aktivnich latek na bazi sulfonamidd, zejména
sulfamethoxazolu a/nebo sulfathiazolu v odpadni vodé v Eistirnach odpadnich vod nebo v
povrchové vodé, pii kterém se do odpadni vody nebo do povrchové vody piida smés
bakterialnich kmend schopnych degradace sulfonamidd, vyznacujici se tim, Ze jako smés
bakteridlnich kmend se pfidd metabolicky aktivni smésnd kultura bakterialnich kmeni
Acinetobacter sp. a Kocuria sp. v poméru kment v rozmezi 1:4 az 4:1 v mnozstvi 0,01 az 20 %
hmotn.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznacujici se tim, ze bakteridlni kmeny se ptfed vytvorenim
metabolicky aktivni smésné kultury izoluji z aktivovaného kalu Cistiren odpadnich vod nebo
z kontaminované pudy.

3. Zplsob podle naroku 2, vyznacujici se tim, ze metabolicky aktivni smésna kultura se
kultivuje v ptitomnosti sulfamethoxazolu a/nebo sulfathiazolu slouZzicich jako sekundarni zdroj
energie pii teploté 20 az 40 °C a pH 6 az 8.

4. Smésny celobunéény katalyzator pro biodegradaci farmaceuticky aktivnich latek na bazi
sulfonamidii, zejména sulfamethoxazolu a/nebo sulfathiazolu v odpadni vod¢ v Cistirnach
odpadnich vod nebo v povrchové vode zptisobem podle nekterého z narokil 1 az 3, vyznacujici
se tim, Ze je tvofen Zivnym médiem s metabolicky aktivni smésnou kulturou bakterialnich kment
Acinetobacter sp. a Kocuria sp. v poméru kmena v rozmezi 1:4 az 4:1 v mnozstvi 0,01 az 20 %
hmotn.
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5. Smésny celobunécny katalyzator podle naroku 4, vyznacujici se tim, ze smés bakterialnich
kment Acinetobacter sp. a Kocuria sp. v metabolicky aktivni smésné kultufe je v poméru 1:1.

6. Smeésny celobunéény katalyzator podle naroku 4 nebo 5, vyznacujici se tim, Ze Zivné

médium je komplexni LB médium nebo minerdlni médium M9 obohacené o stopové prvky a
organicky zdroj uhliku.
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