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UVODEM
Vazeni pfatelé,

vitame Vas ve druhém letosnim c¢isle naseho Bio-
prospectu redigovaném novou hlavni redaktorkou
doc. Ing. Danou Pokornou, Ph.D., které nyni posilej-
te své piispévky na emailovou adresu Danka.Pokor-
na@vscht.cz. Dochazi téz ke zménam v redakeni
radé. Bohuzel, v soucasné hektické dobé, jsme neby-
li schopni ucast vsech novych ¢lent rady projednat.
Redakéni radu v pribéhu roku doplnime o nové cle-
ny, a proto uvitdme vsechny zjemce, ktefi by se chtéli
na tvorbé Bioprospectu podilet. V pfipadé zajmu las-
kavé kontaktujte doc. Pokornou. Radi bychom Vas
pozadali o sledovani webovych stranek nasi spo-
le¢nosti, které se snaZime postupné aktualizovat
(http://bts.vscht.cz) a webové stranky nasi stiesni
organizace CSVTS, kde muzete ziskat mnoho zajima-
vych novinek o ¢innosti ostatnich &lenti CSVTS. S hlav-
nimi aktivitami nasi Biotechnologické spole¢nosti po-
¢itdme od fijna a budeme o nich informovat v zéfijo-
vém Cisle Bioprospectu.

Jako obvykle si Vas dovolujeme informovat o letosnich
zajimavych vyrocich:

50 let od prvniho nacteni carového kodu
Vytvofeni genialniho zplsobu charakterizace vyrobku
a identifikace jejich ptvodu.

80 let od vylodéni spojencii v Normandii

Slo o nejvétsi vojenskou operaci v historii, ktera zahaji-
la osvobozeni Francie a dalSich zemi a pfispéla k total-
nimu zniceni nacistického Némecka a nastoleni miru
v Evropé.

100 let od umrti spisovatele Franze Kavky
Vyznamny némecky piSici spisovatel Zidovského puU-
vodu jehoz zivot byl spojen s Prahou, kde se narodil.
Je pohiben na Novém Zidovském hibitové v Praze-
-Stradnicich. Na malostranském biehu Vltavy, v prosto-
rach Hergetovy cihelny, je umisténo jeho muzeum.

Tisic let prvnich papirovych bankovek
V roce 1024 byly v ¢inské provincii Se¢uan vyrobeny
prvni ,papirové bankovky”.

800 let slezského mésta Opavy
Mésto bylo zalozeno kralem Pfemyslem Otakarem I..

Piestupny rok 2024
Pfestupny rok ma 366 dni, misto 365 dni a dle tradice,
jiZ od starého Rima, je vidy 29 Gnor misto obvyklého

Gnora s 28 dny.

Se srde¢nymi pozdravy a pfanim hezkého léta
Vasi
Jan Ka3, Dana Pokorna
a kolektiv redakce Bioprospectu
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ilvovai JUBILEUM PREDSEDY B'I9TECHNOLOGICKI'E
SPOLECNOSTI prof. Ing. JANA KASE, DrSc.

V uplynulych dnech oslavil zakladatel a dlouholety pfedseda Biotechnologické spolenosti
a pfedni &esky biochemik prof. Ing. Jan Kds, DrSc.
vyznamné Zivotni jubileum, ke kterému mu co nejsrdeénéji blahoprejeme!

B

Prof. Ing. Jan Kas, DrSc. se narodil 26. kvétna 1934
v Zatci. PfevaZnou &ast $kolnich prazdnin travil u ro-
di¢t své matky v Sobéslavi, kam se po okupaci ¢es-
kého pohrani¢i celd rodina prestéhovala a natrvalo
usadila. A zde zapocala védecka kariera oslavence. Po
ukonceni chlapecké obecni skoly nastoupil do primy
jindfichohradeckého gymnézia, které bylo béhem
valky pfesidleno do Sobéslavi. Po skonceni 2. svéto-
vé valky se gymnazium vratilo do Jindfichova Hradce
a obtiznost dojizdéni nakonec vedla k tomu, Ze mla-
dy Jan K&s pfestoupil na gymnazium v Tabore. Aktivni
profesor chemie na tomto gymnazium zapalil v Janovi
jiskficku zajmu o tento obor a nasméroval jeho kroky
spolu s dal$imi tfemi spoluzéky do Prahy na VSCHT.
U pfijimaciho fizeni mu bylo doporuceno studovat
na Fakulté potravinaiské technologie na katedfe kon-
zervovani.

VSCHT Praha absolvoval v roce 1957. Poté, co v rliz-
nych funkcich pracoval v Mrazirnach, n.p. nejprve
v Tabofe a pozdéji na kontrolnim odboru v Praze, tou-
ha po védé nakonec zvitézila a Ing. Jan K&3 nastoupil
v roce 1964 na svoji Alma Mater, aby zacal rozvijet svo-
ji védeckou karieru. Postupné ziskal nejvyssi védec-
ké a akademické tituly, DrSc. a profesor. Stal u zrodu
nové Katedry biochemie, jejimz vedoucim pak byl v le-
tech 1994 - 2000. Spolu se svymi kolegy dovedl tuto
katedru na vysokou mezinarodni troven. Po nékolik
funkénich obdobi pracoval ve funkci prodékana FPBT
VSCHT Praha. Veskery svdj profesni Zivot na této ka-
tedfe vénoval pedagogické, védecko-vyzkumné a orga-
niza¢ni ¢innosti. Pfednasel biochemii, biotechnologie
a fadu specializovanych pfednasek z oblasti enzymo-
logie a imunochemie. Byl Skolitelem student ma-
gisterského a doktorského studia, pfedsedou oborové
rady v oboru biochemie na FPBT VSCHT Praha a ¢le-
nem oborovych rad na PiF UK v Praze a Palackého Uni-
verzity v Olomouci.

V oblasti védecko-vyzkumné se vénoval zejména
enzymologii, imunochemii a biosenzorlim. Publikoval
vice nez 200 pavodnich ¢lankd, pfevainé v zahranic-
nich ¢asopisech, vice jak 70 pfehlednych ¢lankl a je
spoluautorem 12 patentd i fady ucebnich textd a kapi-
tol v monografiich.

Jeho mnoholeté zkusSenosti vysokoskolského ucite-
le byly ztroceny pfi koordinovéani péti mezinarodnich
projektd TEMPUS, které umoznily pracovnikiim usta-
vu navazani fady plodnych mezinarodnich spolupraci
a dopomohly ke zlepseni instrumentalniho vybave-
ni Gstavu. Kromé toho také koordinoval dva projekty
USA (USIA a CZ/US program), 2 granty EU (Coper-
nicus) a fadu projekti GACR i FRVS i mezinarodni
projekt UNEP/GEF ,National Biosafety Framework for
the Czech Republic”.

Prof. K&$ se vyznamnym zplisobem podilel na bu-
dovani a vzniku Katedry biochemie P{F Univerzity
Palackého v Olomouci a jeho ¢innost byla ocenéna
rektorem univerzity pamétni medaili této univerzity.
Byla mu v3ak udélena i dalsi ocenéni: Cestné uzna-
ni Ceské rady CSVTS, Plaketa Vyzkumného ustavu
potravinaiského primyslu, Medaile Josefa Hlavky,
Pamétni medaile FPBT VSCHT, Ballingova i Votoé¢-
kova medaile ¢i Medaile italské zemédélské spole¢-
nosti.

Byl a dosud je ¢lenem a funkciondfem renomova-
nych domacich a zahrani¢nich spolec¢nosti a organi-
zaci. Z nejvyznamnéjsich jsou to: Komise pro biotech-
nologie IUPAC, ¢len redakéni rady Food and Agricul-
tural Immunology (Karger), Biotechnology Advances
(Elsevier), Chemickych listd a bulletinu Bioprospect.
Je dlouholetym ¢lenem Ceské spoleénosti chemické,
Komitétu pro biochemii a molekularni biologii, Ceské
spole¢nosti pro biochemii a molekulérni biologii, Ame-
rické chemické spolecnosti a byl ¢lenem védeckych rad
VSCHT, FPBT VSCHT, 1. LF UK v Praze, Chemické fakul-
ty Slovenské technické univerzity v Bratislavé a Ustavu
genetiky a fyziologie AV CR.

Prof. K&3 v ramci zaloZeni nové CSVTS po politickych
zménach po roce 1989 inicioval zalozeni Biotechno-
logické spole¢nosti plivodné federalni a po rozpadu
Ceskoslovenska &eské spoleénosti. Je jejim dlouhole-
tym piedsedou od jejiho vzniku az do sou¢asné doby.
Je také zastupce v European Federation of Biotech-
nology. Biotechnologickd spole¢nost z.s. je jako jed-
na ze zakladajicich spole¢nosti Ceského svazu vé-
deckotechnickych spolecnosti s rozsahlymi aktivitami
v oblasti védecké, vzdélavaci, informaéni a dalsich ob-
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lastech tykajicich se biotechnologii. Do jejich nejvy-
znamnéjSich akci patfi vydavani odborného casopisu
Bioprospect, zafazeného mezi recenzované neim-
paktované casopisy a pravidelné pofadani mezina-
rodni védecké konference Biotech spojené s Ceskeé-
-Svycarskym biotechnologickym sympoziem, které
zaloZil spolu s Dr. Ansem-Peterem Meyerem z Lonzy
a které se pofada v ttiletych intervalech. Spole¢nost je

¢lenem evropské federace Biotechnologickych spole¢-
nosti EFB.

Biotechnologickéd spole¢nost uspofadala slavnost-
ni zasedani k vyznamnému jubileu prof. Kése a jako
uznani jeho mimofadnych osobnich zasluh mu byla
predana z rukou ptedsedy CSVTS prof. Drasara Me-
daile CSVTS Christiana J. Willenberga, udélené rozhod-
nutim valné hromady CSVTS.

Za vybor a ¢lenskou zakladnu Biotechnologické spole¢nosti pfejeme prof. Kasovi do dalsich let neutuchajici
nadseni v profesni oblasti a hodné Stésti a zdravi v osobnim Zivoté.

Dana Pokorna
Jana Zabranska
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ODBORNE PRISPEVKY

MECHANISMUS UCINKU CHINOLONOVYCH ANTIBIOTIK

A VINIK REZISTENCE

v ww s

Anna Ludvikova, Petra TreSnakova, Ondiej Strnad, Jitka Viktorova
Ustav biochemie a mikrobiologie, Vysokd skola chemickotechnologickd v Praze, ludvikon@vscht.cz

Uvod

Antibiotika jsou léciva, ktera usmrcuji bakterie nebo
inhibuji jejich rist a zaroven maji co mozna nejmen-
$i vedlejsi ucinky na lidské zdravi. Tyto latky mohou
byt pfirodniho plavodu napfiklad peniciliny nebo mo-
hou byt syntetizovany chemickou cestou jako napfi-
klad sulfonamidy a chinolony a jejich derivaty (Benes
2018). Zavedeni antibiotik do klinické praxe bylo jed-
nim z nejvyznamnéjsich pralomu 20. stoleti. Uvadi se,
ze od jejich uvedeni do klinické praxe klesla tmrtnost
zpUsobena infekénimi nemocemi az o 70 %. Zaroven
se prodlouzila délka lidského Zivota o vice nez 20 let
a celkové antibiotika pfispéla k rozvoji moderni medi-
ciny. Zneuzivani tohoto objevu vsak vedlo k rychlému
narlstu bakterialni rezistence, coz zna¢né komplikuje
|é¢bu mnoha infekénich onemocnéni (Hutchings, Tru-
man et al. 2019, Plackett 2020).

Chinolony jako antibiotika

Chinolony jsou organické slouceniny, jejichz ucinky
se v klinické praxi vyuzivaji od konce 60. let 20. stoleti,
kdy bylo objeveno prvni chinolonové antibiotikum, ky-
selina nalidixova. Nejvyznamnéjsimi jsou fluorochino-
lony, které se od 80. let pouzivaji jako antibiotika (Brar,
Jyoti et al. 2020). Jsou to antibiotika, kterd nejsou
odvozend od pfirodnich latek, ale byla syntetizovana
chemickou cestou (Benes 2018). U&inné& pisobi na 3i-
roké spektrum bakterii véetné Mycobacterium tuber-
culosis (Pham, Ziora et al. 2019). Jejich plsobeni je ale
daleko 3irsi. Chinolony maji potencial i v 1é¢bé dalSich
onemocnéni a jsou zkoumany jako antimykotika, anti-
malarika, antivirotika a protinadorova léciva. Diky roz-
sahlym moznostem tvorby derivat se objevu;ji stéle
nové moznosti aplikaci, které jsou v soucasnosti hoj-
né testovany (Sharma, Das et al. 2022). Casto jsou
oznacovany jako 4chinolony, neboli latky, které tvofi
bicyklické struktury s molekulou dusiku v poloze R1
a ketoskupinou v poloze R4. Navic byvaji modifikovany
na pozicich zobrazenych na Obr. 1, pficemz skupina

R8 R1

Obr. 1: Zakladni struktura chinolonu. Pismena R1, R5,
R6, R7 a R8 zobrazuji Sest mist pro mozné modifikace,
které urcuji vlastnosti pfipraveného derivatu (vytvore-
no v ChemDraw).

a jeji umisténi rozhoduji nejen o biologické aktivité,
farmakokinetice a farmakodynamice, ale také o toxi-
cité (Pham, Ziora et al. 2019, Tang and Zhao 2023).
Pii testovani antimykotické aktivity, je moiné se
setkat s molekulami, které maji ketoskupinu v poloze
R2, oznacované jako 2-chinolony (Zhang 2019).

Antibiotika pfedstavuji latky, které selektivné potla-
Cuji ¢i eliminuji mikroorganismy, pfedevsim bakterie.
Pdvodné byl termin spojen vyhradné s pfirodnimi lat-
kami, které byly produktem mikroorganismd. Dnes po-
jem ,antibiotika” zahrnuje i synteticky vytvofené latky,
jako jsou sulfonamidy a chinolony (Hampl 2015). Anti-
biotické ucinky se mohou projevovat nékolika réiznymi
mechanismy. Chinolonova antibiotika inhibuji replikaci
DNA, a proto jsou ozna¢ovana jako baktericidni (Linco-
va and Farghali 2002, Benes 2018).

Pro klinické vyuziti chinolonovych antibiotik byly
schvaleny celkem ctyfi generace. Vsechny byly odvo-
zené od struktury 4-chinolonu. Prvni generace cilila
primarné na gramnegativni bakterie z celedi Entero-
bacteriaceae a vyuzivala se k [é¢bé nekomplikovanych
infekci urogenitalniho traktu. Kvili nizké uacinnosti,
tzkému spektru vyuziti a vedlejsim ucinkiim se [éciva
z této generace jiz dnes téméf nepouzivaji na rozdil
od nasledujicich generaci (Pham, Ziora et al. 2019).

NejvyznamnéjSim zastupcem prvni generace byla
kyselina nalidixova (Obr. 2), ktera byla poprvé synte-
tizovana G. Lesherem v roce 1962 jako soucast stu-
die, ktera se vénovala lé¢bé malérie zplisobené prvo-
ky (Pham, Ziora et al. 2019). Béhem téhoz roku byla
tato latka uspésné testovana na bakteriich (Lesher,
Froelich et al. 1962). Béhem testovani byly zjistény
antibakterialni Gcinky pfedevsim proti gramnegativ-
nim bakteriim z ¢eledi Enterobacteriaceae, napfiklad
Shigella spp. ¢i Escherichia coli. Kyselina nalidixova je
ethylovana v poloze R1 a methylovana v pozici R7, ma
substituovanou karboxylovou skupinu v pozici R3 a na
misto uhliku v pozici 8 u ni probéhla zéména za dusik
(Aldred, Kerns et al. 2014).

Velky rozkvét zaznamenaly chinolony v 80. letech,
kdy se zacaly pouzivat derivaty druhé generace sub-
stituované fluorem v pozici R6 (Obr. 2), které ziska-
ly oznaceni fluorochinolony. Diky substitu¢ni zmé-
né doslo k vyraznému zlep3eni aktivity vici gyrase
(DNA topoisomerasa (ATPhydrolyzujici), EC 5. 99. 1.3)
a vzrostla priichodnost sténou grampozitivnich bakte-
rii, ¢imz také vyrazné vzrostla popularita téchto léciv
a staly se jednémi z nejvice pfedepisovanych antibio-
tik v klinické praxi. Fluor v pozici R6 napomaha snize-
ni distribu¢niho objemu i lepSimu prostupu do tkéané.
Soucasné ale zavedeni fluoru nese i fadu vedlejsich
uc¢inkd, napfiklad zvySeni genotoxického potencialu
(Pham, Ziora et al. 2019). Existuji chinolony s vodikem,
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aminoskupinou, methylem nebo bromem v pozici R6,
které maji méné vedlejsich ucinkl avsak na ukor nizsi
aktivity (Sharma, Das et al. 2022).

Mezi vyznamné zéastupce druhé generace patii kli-
nicky Gspésny ciprofloxacin (Obr. 2). Jedna se o deri-
vat, ktery se od kyseliny nalidixové lii kromé fluoru
v pozici R6 jesté substituci piperazinem v pozici R7
a cyklopropylem v pozici R1. Substituce piperazinem
zvysuje Gc¢innost vici gramnegativnim bakteriim. Na-
opak substituce pyrolem nebo alkylovanym piperazi-
nem zvySuje aktivitu vaci grampozitivnim bakteriim.
Modifikace struktury chinolonu rovnéz vede k pro-
dlouzeni biologického polo¢asu. Celkovou ucinnost
antibiotika pak zvysuje substituce cyklopropylem. Po-
dobného efektu Ize dosdhnout i dalSimi substitucemi
v této poloze (Pham, Ziora et al. 2019).

Ciprofloxacin se v klinické praxi stale vyuzivd, a to
primarné k lécbé infekci zplsobenych gramnegativ-
nimi patogeny (Bene$ 2018). Je nejuspésnéjsim léci-
vem k lé¢bé infekci zptsobenych bakterii Pseudomo-
nas aeruguinosa, kteréa je nebezpe¢nym plvodcem
nozokomidélnich infekci, urogenitalnich infekci a byla
zafazena svétovou zdravotnickou organizaci (WHO,
z angl. world health organisation) do skupiny ESKA-
PE (zkratka z rodovych jmen bakterii: Enterococcus
faecium, Staphylococccus aureus, Klebsiella pneumo-
niae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeru-
ginosa a Enterobacter spp.), coz je skupina bakterii,
kterym ma byt vénovéna zvysena pozornost (De Oli-
veira, Forde et al. 2020). | pfes vSechny tGspéchy téchto
lé¢iv je druhd generace nelcinna vici bakterii Strepto-
coccus pneumonie a nékterym dal$im bakteriim zpQ-
sobujicim dychaci obtize (Bene$ 2018, Pham, Zio-
ra et al. 2019, Thai, Salisbury et al. 2023).

Po velkém uspéchu fluorovanych derivat byly tes-
tovany dalSi mozné derivaty, které by mohly rozsifit
spektrum ucinku proti grampozitivnim bakteriim. Tak-
to vznikla tieti generace chinolon(, ktera vykazovala
aktivitu jak proti gramnegativnim, tak grampozitivnim
bakteriim, a to v¢etné pneumokokl (napf. S. pneumo-
nie) (Aldred, Kerns et al. 2014).
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Typickym zastupcem tieti generace je levofloxacin
(Obr. 2), jehoz nejvétsi vyhodou je zména farmako-
dynamickych vlastnosti, kterd umoziiuje uzivat pouze
jednu tabletu denné. Stejné jako vSechny piedchazejici
derivaty je moziné jej uzivat peroralné s vysokou bio-
dostupnosti (Anderson and Perry 2008). Levofloxacin
vykazoval aktivitu i proti bakteriim Mycoplasma pneu-
moniae a Chlamydia sp. | pies Sirokospektré plsobeni
tohoto antibiotika byla pozorovéana nizsi ucinnost vici
gramnegativni bakterii P. aeruguinosa, na kterou vel-
mi dobie plsobil vyse zmifiovany ciprofloxacin (Kaur,
Anuradha et al. 2022). Snizend aktivita proti gramne-
gativnim bakteriim by mohla byt zplisobena methylaci
peperazinu v pozici R7. Na druhou stranu methylaci
dochazi k prodlouzeni biologického polocasu a také
k lepsi penetraci do centrédlni nervové soustavy (CNS)
(Pham, Ziora et al. 2019). Tato antibiotika se diky své
vSestranné aktivité stala oblibena v boji proti nemo-
cem dychaciho Ustroji Sifenych komunitné. Dale se
vyuzivala k l1é¢bé akutnich sinusitid a chronické bron-
chitidy (Kaur, Anuradha et al. 2022).

Ctvrta generace, ktera se od druhé a tieti genera-
ce lisi tim, ze v zakladni struktufe je uhlik na pozici
8 nahrazen dusikem, pfinesla pfedevsim zvyseni ak-
tivity proti anaerobtim a celkové pfispéla ke zvyseni
biodostupnosti celé molekuly. Typickym pfikladem
molekuly s touto strukturni zménou je trovafloxacin
(Obr. 2), ktery se pouziva proti anaerobnim rodiim
Bacterioides a Clostridium. Vlyznamna je také aktivita
proti nékterym rezistentnim mikroorganismim jako
jsou stafylokoky rezistentni na methicilin a penicilin
a enterokoky rezistentni na vankomycin (Haria and
Lamb 1997, Pham, Ziora et al. 2019). Do ¢tvrté genera-
ce patfi i moxifloxacin (Obr. 2), ktery vykazuje aktivitu
vlci anaerobdm i pies absenci dusiku v pozici 8, kte-
ry je zde nahrazen substituci methoxyskupinou. Jeho
hlavni pfednosti je substituce azabicyklickou skupinou
v pozici R7, kterd vyrazné zvysuje jeho aktivitu vaci
grampozitivnim bakteriim oproti dalSim pfibuznym
molekulam (Pham, Ziora et al. 2019).
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Obr. 2: Struktury chinolond bézné vyuzivanych v klinické praxi (vytvofeno v ChemSketch).
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Mechanismus tcinku

Chinolony pusobi jako inhibitory syntézy bakterialni
DNA tak, Ze zasahuji do plisobeni topoisomeras. Tyto
enzymy katalyzuji vzdjemnou pfeménu riiznych topolo-
gickych forem DNA, jelikoz pomahaji regulovat troveri
nedostate¢ného a nadmérného vinuti DNA a zastavaji
tak zasadni roli ve vétsiné procest spojenych s nukleo-
vymi kyselinami. BEhem bunécné replikace nebo tran-
skripce dochazi k vinuti DNA, kdy se dvousroubovico-
va molekula stava vice stocenou a vznikéd nadsroubo-
vicovité pnuti, které je relaxovano topoisomerasami.
VSechny topoisomerasy patfi do 5. enzymové tfidy
isomerasy. Existuji dva zakladni typy — topoisomerasy
| (DNA topoisomerasa, EC 5.6.2.1) a topoisomerasy ||
(DNA topoisomerasa (ATP-hydrolyzujici), EC5.6.2.2),
které se lis§i svym mechanismem plsobeni a svymi
specifickymi funkcemi. Topoisomerasa | katalyzuje
rozvolnéni DNA, zatimco topoisomerasa Il pferusu-
je fosfodiesterové vazby za spotieby ATP a po pieto-
¢eni vldken pentosa-fosfatovou patefi k sobé je opét
spoji. Mezi vyznamné bakterialni topoisomerasy typu
Il fadime gyrasu a topoisomerasu IV (Kodicek, Valen-
tova et al. 2015, Bene$ 2018, Beteck, Jordaan et al.
2021).

Pouze gyrasa katalyzuje tvorbu negativni nadsrou-
bovicového vinuti, ke které vyuzivd energii ziskanou
z hydrolyzy ATP (Obr. 3). Negativni nadSroubovicové
vinuti DNA je nezbytné pro kondenzaci chromozom
a zmirnéni torzniho napéti béhem replikace. DNA gy-
rasa je pfitomna a nezbytna u vsech bakterii, ale chy-
bi u vyssich eukaryot (napfiklad u ¢lovéka), coz z ni
¢ini ideélni cil pro antibakterilni latky. Eukaryota maji
pfibuzny enzym, ktery se vSak dostate¢né lisi od bak-
terialni DNA gyrasy a topoisomerasa IV, takzie lze
na tyto enzymy selektivné cilit (Fabrega, Madurga et al.
2009, Aldred, Kerns et al. 2014, Bene$ 2018, Bush,
Diez-Santos et al. 2020, Jian and Osheroff 2023).

Chinolony pouzivané jako antibiotika Gcinkuji jako
inhibitory téchto enzymd, konkrétné bakterialnich
DNA topoisomeras typu ll, tedy gyrasy nebo topoiso-
merasy IV (topoisomerasa IV, EC 5.99.1.-) (Hampl
2015, Tang and Zhao 2023). Obecné plati, ze enzymy
nejprve zplsobi zlom v obou vlaknech bakterialni
dvousroubovice a nasledné zlom spoji, vSe za spotie-
by ATP. Gyrasa a topoisomerasa IV vytvafi v zaklad-
nim fetézci DNA zlomy, které jsou od sebe vzdalené
4 pary bazi a nachazeji se stfidavé na obou vlaknech,
¢imz vytvareji 5 previsy. Za Ucelem udrzeni integrity
genomu béhem tohoto procesu vytvafeji enzymy ko-
valentni vazby mezi aktivnimi misty tyrosinovych zbyt-
kd topoisomerasy a nové vytvofenymi konci 5'-ptevi-
sd. Tyto kovalentni komplexy jsou znamé jako ,Stépici
komplexy” a jsou klicové pro regulaci struktury DNA
béhem procest jako je replikace a transkripce (Berger,
Gamblin et al. 1996, Pommier, Leo et al. 2010).

Oba enzymy maji specifické schopnosti. Gyrasa pri-
marné odstranuje torzni napéti, které vznika v dusled-
ku tvorby replikacni vidlice ¢i transkripéniho komplexu.
Déle spolupracuje s proteinem o (topoisomerasa typu
I) na nastaveni superhelikalni hustoty chromosomu.
Topoisomerasa IV napomaha gyrase, ale v téchto funk-
cich ma vyrazné méné vyznamnou roli. Primarné napo-
maha k rozplétani dcefinych chromosomu po replikaci
a k odstranovani uzlG na DNA, které mohou vznikat
pfi bunéénych procesech (Vann, Oviatt et al. 2021).

Pasobeni chinolont pouze na prokaryotni buriky za-
rucuje tvorba iontového mustku voda-kov. Ten vznika
pomoci iontd, které jsou v prostfedi buriky pfitom-
ny. lonty obalené vodou propoji chinolon s aktivnimi
misty enzymu, kterd obsahuji serin. K tvorbé mastku
u lidského analogu nedochazi, kvali nepfitomnos-
ti serinu. Z toho d@vodu mohou byt tato antibiotika
navrzena tak, aby podporovala tvorbu tohoto mustku
(Aldred, Schwanz et al. 2013).

Tak jak byly zkouméany rozdily

Negativni
nadsroubovicové Relaxovana
pnuti DNA

Topoisomerasa IV
—

Pravotocivé
prekfizeni

v plsobeni na rizné organismy

Pozitivni byly zkoumany i rozdily v plisobe-
nadsroubovicové ni na grampozitivni a gramnega-
pnuti

tivni druhy bakterii. V nékterych
studiich se zacal objevovat nazor,
ze klicovy enzym je rlzny pro
rizné generace téchto antibiotik.
Pro prvni generaci chinolond, kam
fadime napfiklad kyselinu nali-

4— - v 7 - 4 H

-— Topoisomerasa dixovou, mélo byt typické domi-
Gyrasa v s o ,

Gyrasa nantni pGsobeni na gyrasu. Tuto

skute¢nost naznacuje napfiklad
studie na gramnegativni bakterii
E. coli (Khordusky 1995). Studie
genomu u grampozitivni bakterie
S. pneumonie provedena skupi-
nou Pan et al. naopak zjistila, Ze
ciprofloxacin, ktery je pfikladem
antibiotika druhé generace, cili pri-
marné na topoisomerasu IV (Pan,
Ambler et al. 1996). Na zakladé

Levotocivé
prekfizeni

Obr. 3: Plsobeni jednotlivych topoisomeras na DNA (pfevzato a upraveno

z Jian et al. 2023)

téchto poznatkd vznikla hypotéza
o rliznych cilech pro grampozitivni
a gramnegativni bakterie. Pfed-
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Obr. 4: Rizné mechanismy vzniku rezistence k chinolonovym antibiotikim. Bod 1 znazorfiuje zménu ve vazeb-
ném misté na cilovém enzymu. Bod 2 oznacuje plazmid, ktery nese informaci 2a pro zménu ve vazebném misté
proteinu, 2 b pro vznik acetyltransferasy, ktera acetyluje molekulu antibiotika, ¢imz sniZuje jeho ucinnost nebo
2c pro tvorbu efluxnich pump. Bod 3 pfedstavuje chromosomové kddovanou rezistenci, kterd ma za nasledek 3a
sniZeni exprese pfenasecl chinolont do buriky nebo 3 b zvysenou expresi efluxnich pump. (vytvofeno v programu

BioRender)

poklad byl ale nasledné vyvracen studii Fournier et al.,
ktera byla komplexné;jsi nez predeslé studie. Predpokla-
da se, ze selektivita antibiotika ke konkrétnimu enzymu
bude rdizna pro rlzna léciva a nebude souviset s dru-
hem bakterie, na kterou cili (Fournier, Zhao et al. 2000).

V obecném principu antimikrobiélni chinolony pi-
sobi tak, Ze inhibuji syntézu DNA stabilizaci stépiciho
komplexu. Stabilizaci provedou tak, zZe fyzicky zabra-
ni topoisimerase v ligaci. Ligace je inhibovana neko-
valentni vazbou chinolonu na vznikly komplex DNA
a topoisomerasy. Po kontaktu stabilizovaného kom-
plexu s proteiny, které jsou zodpovédné za replikaci
nebo trankripci dojde k uvolnéni komplexu v misté na-
vazani a vytvoii se DNA zlom. Ke vzniku jednoho DNA
zlomu je zapotiebi dvou molekul chinolonu, pficemz
kazda molekula se vaze na jedno vlakno. Tento mecha-
nismus se nazyva proteinové nezavisla cesta (Aldred,
Kerns et al. 2014).

Proteinové zavisla cestaje podplrnym mechanismem
plsobeni chinolond, ktery se spousti pfi vzniku oxida-
tivniho stresu. Ten je vyvolan zlomy v DNA zpGsobeny-
mi pfitomnosti chinolonl. Podle Pham et al. aktivuje
oxidativni stres protein RecA a podpofi samostépeni
represoru LexA (Pham, Ziora et al. 2019). Obecné se
tyto proteiny Ucastni regulace SOS oprav DNA. LexA
je represor, coz znamend, Ze normalné potlacuje ex-
presi genl souvisejicich s SOS odpovédi. Kdyz je DNA
poskozena, RecA muze interagovat s LexA a indukovat
jeho autoproteolyzu. To vede k odstranéni LexA z DNA
a aktivaci SOS odpovédi (Markham, Harper et al.
1985). Vzhledem ke kumulaci mnozstvi DNA fragmen-
ta pfi ptsobeni chinolont aktivuji SOS mechanismy
proces zakon¢eny buné¢nou smrti (Pham, Ziora et al.
2019, Millanao, Mora et al. 2021).

Mechanismus proteinové nezavislé cesty, tedy bloka-
ce replikace ¢i transkripce doprovazend vznikem zloma
DNA, nebyl vyvracen. Mechanismy plsobeni dalSich
proteinl a vlivu oxida¢niho stresu jsou ale stale pted-
métem studii. Vétsina studii se vsak shodne, Zze me-
chanismy vyvolané reakci buriky na pfitomnost zlomi
DNA jsou pro nasledné antibakterialni ucinky zasadni
(Pham, Ziora et al. 2019).

| pfes nejasnosti ohledné mechanismu plsobeni
chinolond bylo prokéazano, ze opravné procesy sice
mohou ve vysledku urychlit smrt bakterialni bunky, ale
také mohou byt pficinou vzniku rezistence k témto an-
tibiotikiim. VySe zminéné proteiny funguji na principu
oprav nachylnych k chybam (z angl. error-prone), coz
znamena, Ze jsou pfi nich vyuzZivany DNA polymerasy
bez opravnych mechanism, takze mize dojit ke zmé-
né genetické informace. V disledku toho mohou vzni-
kat mutace vedouci ke zménam ve struktuie cilovych
proteind (Bush, Diez-Santos et al. 2020).

Mechanismus rezistence

Stejné jako proti vétsiné antibiotik vznika i proti chi-
nolontm bakterialni rezistence. Nevyznamnéjsi je pro-
ti fluorochinolontim, zejména pro jejich velké rozsiteni.
Casto se muze také jednat o kombinovanou rezistenci
s rezistenci k dalSim antibiotik(im, nej¢astéji napfiklad
k p-laktamovym antibiotikim. Tento typ rezistence je
¢asto kddovan na plazmidech. Mechanismy rezistence
muzeme rozdélit do tfi zdkladnich kategorii naznace-
nych na Obr. 4 (Aldred, Kerns et al. 2014, San Millan
2018).

Prvni z mechanismu funguje na principu zmén pfimo
cilového mista. Mlize dochézet k strukturnim zménam
pfimo v aktivnich mistech gyrasy ¢i topoisomerasy IV.
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Tim dojde k oslabeni interakce chinolon-enzym, ktera
byla popséna vyse. Nejvétsi problém nastava ve chvi-
li, kdy dojde ke zménam v obou enzymech zaroven
a antibiotikum pfestane pusobit tGplné (Yoshida, Bo-
gaki et al. 1990).

Nejcastéjsi zména je zaména serinu, ktery je zasadni
pro selektivitu chinolonu k prokaryotni topoisomera-
se, jak uz bylo vySe zminéno. Pro bakterii nepfedsta-
vuje mutace v serinu problém, jelikoZ nevede ke zmé-
nam katalytické schopnosti pfislusného enzymu. Dalsi
moznosti je zména kyselych residui (napf. kyseliny glu-
tamové nebo kyseliny asparagové), pies které rovnéz
mohou interagovat nékteré druhy chinolonovych anti-
biotik. Tyto zadmény se vyskytuji vyrazné méné nebot
ovliviuji katalytickou aktivitu bakterialniho enzymu
(Pham, Ziora et al. 2019).

Druhy z mechanism@ ptedstavuje rezistence zpro-
sttedkovand plazmidem, ktera snizuje Gcinnost in-
terakce enzym-antibiotikum. Tento typ rezistence
je z hlediska boje s rezistenci problematicky, jelikoz
muzZe dojit k horizontalnimu pfenosu genli pomoci
konjugace. Pfedstavuje tedy vyssi riziko kvali rychlej-
$imu Sifeni, nez je tomu u jinych typu rezistence. Ty se
pfenaseji pouze vertikalné, tedy pfi déleni na dcefiné
buniky (Bush, Diez-Santos et al. 2020). Za tento typ re-
zistence jsou odpovédné proteiny ze tfi riznych rodin.

Prvni rodina zahrnuje proteiny kdédované gnr geny.
Tyto proteiny vyvazuji mista na gyrase a topoisomera-
se IV, a tim znemoZiuji vazbu chinolond. To nasledné
vede k interakci, ktera brani v navazani antibiotika.

Druhé rodina zahrnuje proteiny aac(6’)lbcr, které
zastavaji funkci aminoglykosid acetyltransferas (ami-
noglykosid6’'Nglykosid transferasa, EC2. 3. 1.82), které
ovliviuji pfimo strukturu antibiotika. Tyto enzymy ace-
tyluji nechranénou hydroxyskupinu pyrimidinového
kruhu v pozici R7, coz zna¢né sniZi jeho aktivitu. Tento
typ rezistence je typicky napfiklad pro ciprofloxacin.

Posledni rodinu tvofi efluxni pumpy OgxAB, QepAl,
a QepA2, které snizuji koncentraci chinolonu v bunce
jeho transportem vné (Aldred, Kerns et al. 2014).

Poslednim typem rezistence je rezistence kédovana
pfimo na chromozomu. Ta souvisi s expresi proteind
kotvenych na membrané a mé za ddsledek snizeni
koncentrace antibiotika uvniti cilového mikroorganis-
mu. Kvli rozdilim v buné¢nych sténach je tento typ
rezistence Castéjsi pro gramnegativni bakterie, kde
proteinové pienasele zprostiedkovavaji nejvétsi po-
dil latkové vymény (Tang, Zhou et al. 2023). Pfi tomto
typu rezistence dochazi k nadprodukci efluxnich pump
nebo dochazi ke snizené expresi prenasecd, které by
za normalnich okolnosti umoznily vstup antibiotika
do buriky. K mutacim nejcastéji dochazi v oblastech
kédujicich regulacni geny. Pouhé snizeni koncentrace
antibiotika v cilové bunce obvykle k rozvoji rezistence
nestaci, poskytuje ale prostor pro rozvoj dalSich typu
rezistence (Aldred, Kerns et al. 2014).

Lécba tuberkulozy

Tuberkuléza (TBC) je dle WHO jedno z 10 nejsmrtel-
néjsich onemocnéni planety, které ma ro¢né na své-
domi 1,4 milionu obéti (Organization 2019). Pvodcem
tohoto onemocnéni je bakterie M. tuberculosis, ktera

ma oproti jinym bakteriim atypickou strukturu a slo-
Zeni bunécné stény, kterou nelze barvit Grammovym
barvenim a jeji zafazeni je tedy sporné. Kvali svym od-
lisnostem je také velmi odolna vii¢i mnohym bézinym
antibiotikim a vytvafi potfebu nachazet léciva pro ni
specifickd. V sou¢asné dobé jsou k 1é¢bé TBC pouZiva-
na antibiotika isoniazid, rimfacilin a apyrazinamid, ale
ta maji mnoho vedlejsich G¢inkd, navic vaci nim vzni-
ka rozsahla bakterialni rezistence (Rahlwes, Dias et al.
2023). Tyto skutecnosti vedou k potiebé hledat nové
zpUsoby lé¢by tohoto zavainého onemocnéni.

Jako vhodnou moznosti se zdaji byt i chinolony, kte-
ré byly k této indikaci vyuzity jiz v minulosti. Pouzival
se napfiklad ciprofloxacin nebo levofloxacin. V soucas-
né dobé jsou zkoumany dalsi derivaty, které by moh-
ly vykazovat v boji s touto bakterii jesté lepsi ucinky.
Bylo zjisténo, Ze cyklopropyl nebo benzyl v pozici R1
a methoxyskupina v pozici R8 vyznamné zvysuji li-
pofilni charakter molekuly, ¢imz napoméhaji pfestupu
derivatu pies velmi polarni buné¢nou sténu (Beteck,
Jordaan et al. 2021). Jako pro viechny bakterie, i zde
se osvédcil fluor v pozici R6, ktery zvysuje aktivitu vici
gyrase. Jesté lepsi vysledky byly ziskény pro substituci
pozice R6 nitroskupinou. Pdsobeni proti TBC podpofi
i zavedeni esteru karboxylové skupiny do polohy R3.
Jako vlibec nejucinnéjsi se v ptipadé tuberkulézy uka-
zalo zavedeni azolové skupiny do polohy R7. Pro vy-
sledné lécivo je dileZité pouzit vhodnou kombinaci
substituci, ktera bude mit aditivni nebo synergicky
ucinek (Carta, Palomba et al. 2011, Sharma, Das et al.
2022).

Dalsi aktivity chinolonii

| pfes selektivni ptsobeni antibakterialnich chinolo-
nd na prokaryotni organismy, mohou ostatni chinolo-
ny nachazet své uplatnéni i v |é¢bé onemocnéni, ktera
souvisi s malignitami eukaryotnich bunék. Mezi tyto
malignity patfi tvorba rakovinnych bunék, jejich napa-
deni virem nebo infekce zplisobend eukaryotnim pa-
togenem. Jejich mechanismus plsobeni vzidy souvisi
s inhibici nékterého z protein(, ktery se tGi¢astni tvorby
nukleové kyseliny, DNA nebo RNA. V drtivé vétsiné do-
chézi k cileni na topoisomerasy. Vyjimku tvofi napfi-
klad nékteré molekuly pisobici jako antivirotika. Exis-
tuje mnoho studii prokazujicich, Ze zménou struktury
se méni specifi¢cnost vazby na konkrétni topoisomera-
su nebo podobny protein a s ni i G¢inek. Dusledkem
toho je vyznamny potencial chinolon( v réiznych klinic-
kych aplikacich. Tyto aplikace zahrnuji 1é¢bu malarie,
protinddorovou aktivitu, terapii virovych onemocnéni,
jako je napfiklad AIDS (z angl. acquired immune defici-
ency syndrome) zplsobeny virem HIV (z angl. human
immunodeficiency virus), lé¢bu mykéz od kvasinko-
vych infekci po mikromycetové infekce a mnoho dal-
Sich (Liang, Wu et al. 2019, Senerovic, Opsenica et al.
2020, Sharma, Das et al. 2022).

Zaver

Mechanismus G¢inku chinolonovych antibiotik, ze-
jména fluorochinolond, spociva v inhibici bakterialnich
enzymd, gyrasy a topoisomerasy IV. Chinolony tedy
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narusuji procesy spojené s bakteridlni DNA, coZ vede
ke smrti bakteridlnich bunék. Vzhledem k dynamické
povaze bakteridlnich populaci a jejich adaptabilité,
vznikd na chinolonové antibiotika rezistence. Proto-
ze chinolony zlstévaji dilezitou soucasti antibiotické
lécby, je nezbytné neustale sledovat vyskyt rezisten-
ce a vyvijet nové strategie pro jeji prevenci a feseni.
Pouze tak midzeme zajistit efektivni [é¢bu bakterial-
nich infekci a minimalizovat riziko Sifeni rezistentnich
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Souhrn

Chinolony a zejména pak jejich fluorované derivaty se pro své baktericidni Gc¢inky vyuzivaji v klinické praxi jako Sirokospektra antibio-
tika. Mechanismus G¢inku chinolonovych antibiotik spociva v inhibici enzym( topoisomeras, které jsou kli¢ové pro regulaci syntézy
DNA bakterii. Vyskyt rezistence vi¢i témto antibiotikim se ale zvysuje, coz komplikuje jejich terapeutické vyuziti. Pochopeni mecha-
nism0 Ucinku a rezistence je kliCové pro vyvoj strategii pro prevenci a feSeni problému rezistence a zachovani tc¢innosti chinolono-
vych antibiotik v 1é¢bé bakterialnich infekci.

Klicova slova: chinolony, fluorochinolony, antibiotika, antibioticka rezistence, tuberkuléza

Summary

Quinolones and especially their fluorinated derivatives are used in clinical practice as broadspectrum antibiotics due to their bac-
tericidal effects. The mechanism of action of quinolone antibiotics is the inhibition of topoisomerase enzymes, which are crucial
for the regulation of bacterial DNA synthesis. However, the incidence of resistance to these antibiotics is increasing, complicating
their therapeutic use. Understanding the mechanisms of action and resistance is key to developing strategies to prevent and address
the problem of resistance and to maintain the efficacy of quinolone antibiotics in the treatment of bacterial infections.

Keywords: quinolones, fluoroquinolone, antibiotics, antibiotics resistence, tuberculosis
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Uvod

V letosnim roce uplyne jiz 155 let, co byl v tehdej-
$im Francouzském cisafstvi zvefejnén objev margarinu
a zavedena jeho vyroba nejprve ve Francii a nasledné
v fadé zemi Evropy a svéta. | kdyz jeho pocatky vycha-
zely z poznatkd o vyrobé masla, Iépe feceno, byly pfi-
mo maslem inspirovany, tak dnes se jedna o svébyt-
ny produkt. | kdyz legislativa nezakazuje pouzivat pro
jeho vyrobu i Zivocisné tuky, zpravidla se jedna o vy-
robkovou skupinu zalozenou na produkci rostlinnych
olejd a tukd. Ve vzajemném synergismu s expanzi
produkce margarinu byla ve 20. stoleti technologie
parcialni katalytické hydrogenace, znama spise jako
ztuZovani olejl, ktera na pocatku stoleti byla zavedena,
expandovala a v zavéru stoleti a po¢atkem 21. stoleti,
v souvislosti s novymi poznatky o vyzivé, zcela zanikla
a byla nahrazena technologii transesterifikace triacyl-
glycerolll. Tato reakce je v soucasnosti heterogenné
katalyzovana specifickymi sn-1,3 — lipasami imobilizo-
vanymi na pevném nosici.

Objev margarinu a dalsi vyvoj
za uplynulych 150 let

Ve 2. poloviné 19. stoleti dochazi v Evropé a v Sever-
ni Americe k vyraznému nardstu populace, tato rych-
lost byla tehdy vétsi nezli v Asii nebo v Africe. S tim je
spojen rlst poptavky po potravinach. Moznosti rdstu
tradi¢ni produkce Zivocisnych tukd jiz byly omezené.
Tykalo se to zejména masla a na tuto situaci reagovala
vlada Ludvika Napoleona — Napoleona lll. ve Francii,
ktera za vypsala cenu na vyrobu levnéjsi, a vice udrz-
né nahrady masla, ur¢ené pro obcany s nizsimi pfijmy
a pro armadu'Tuto cenu vyhral francouzsky chemik
Hippolyte Mege-Mouriés, ktery v roce 1869 za sv(j ob-
jev obdrzel patent? a ziskal koncesi na vystavbu zavodu
na vyrobu produktu v Poissy u Pafize. Produkt nejprve
oznacoval jako levnéjsi maslo (beurre économique)
a nasledné jako margarin. A nyni jak se k tomuto na-
zvu pfislo, a z ¢eho byl viibec tento produkt vyrabén?

Zde je na misté uvést historické souvislosti:

Nazev margarin je odvozen od kyseliny margarové,
kterou popsal v roce 1814 francouzsky chemik Michel
Eugene Chevreul. Kdyz izoloval po zmydelnéni vepfo-
vého sadla mastné kyseliny, domnival se, Zze objevil
novou mastnou kyselinu, kteréa se mu jevila jako per-
letové zbarvené krystaly; v fe¢tiné margaron znamena
perlu, v latiné je perla margarita. Dnes vime, Ze se jed-
nalo o eutektickou smés kyselin palmitové a stearové,
nikoliv o kyselinu heptadekanovou (Andersen 1965).

Z pohledu vybéru zdroje tuku, H. Mége-Mouriés vy-
Sel z Gvahy o pfibuznosti tuku mlé¢ného a télniho -
kravského loje, protoze pochazi ze stejného zvitete.
Kdyz byly kravy drzeny nékolik dni bez potravy, davaly
mléko i nadéle, i kdyZ v mensim mnoZstvi a postupné

ztracely télesnou hmotnost, ale mléko stale obsahova-
lo tuk, ktery podle jeho zavéru mohl pochézet pouze
z télesného tuku, tedy z loje kravy. Protoze I(j je mno-
hem tvrdsi a vyse tajici nezli tuk mlé¢ny, domnival se,
zZe urcitym metabolickym a resorp¢nim procesem do-
chazi k frakcionaci tuku, pficemz mék¢i frakce s bodem
tani podobnym tuku mlé¢nému jsou krevnim fecistém
transportovany do mlé¢nych zlaz vemene, kde se pu-
sobenim enzymid méni na tuk mlécny'.

Dnes pusobi tato Givaha ismévné, nicméné Mége-
-Mouriés proved| frakcionaci hovéziho loje fyzikalné
krystalizaci pfi teploté 25 — 30 °C, oddélil tvrdou oleo-
stearinovou frakci (cca 40 %) a tukovou smés o nizsim
bodu téni, kterd méla bod tani pfiblizné jako mlé¢ny
tuk, nazval oleo-margarin (cca 60 %) a poutZil ji pro
vyrobu svého produktu. Absenci kratSich mastnych
kyselin, typickych pro kravsky mléény tuk, vysvétlo-
val, Ze vznikaji az v mléce degrada¢nimi pochody.
Za hlavni mastné kyseliny triacylglycerolG oleo-mar-
garinu byla povazovéna kyselina margarova — hepta-
dekanova a kyselina olejova, zatimco oleo-stearinova
frakce méla obsahovat hlavné kyselinu stearovou.
Tak se stalo, Ze vlibec nebyla uvazovana existence ky-
seliny palmitové, ktera se ,ztratila” spole¢né s kyseli-
nou stearovou v eutektiku, které bylo povazovano za
kyselinu heptadekanovou. Pfitom existence samot-
né kyseliny stearové byla potvrzena v oleostearinové
frakci (Andersen 1965, Bockisch 1998). Nicméné na-
pad s frakeni krystalizaci loje byl tspésny minimalné
z pohledu fyzikalnich vlastnosti: jak tuk mléc¢ny, tak
oleomargarinova frakce krystalizuji, resp. jejich triacyl-
glyceroly, v modifikaci ', jejiz malé krystaly vytvareji
prostorovou sit a velmi podobné jsou i zavislosti obsa-
hu pevnych podilll (SFC - solid fat content) na teploté
(Obr. 1). Za piedpokladu, ze dva tuky maji stejny tep-
lotni profil tuhych podilQ a pfi krystalizaci vykazuji stej-
né polymorfy, Ize pfedpokladat korelaci reologickych
parametrd s SFC profilem.

Dalsi postup napodoboval vznik smetany a vlastni
vyrobu masla ze smetany. Emulgace oleo-margarinu
s odstfedénym mlékem se provedla pfiblizné ve stej-
ném poméru pii télesné teploté a dokonce za pfitom-
nosti extraktu z kravského vemene, aby vznikly tukové
kuli¢ky, jako pfi tvorbé mléka! Emulze se ochladila le-
dovou vodou a ztuhléd zrnitd hmota, podobna masel-
nému zrnu pfi stloukani masla, se mechanicky zpraco-
vala a nasolila*. Vynalezce oznacil svij produkt nejprve
jako ,odriidu pravého masla odebraného u zdroje”,
pozdéji jako ,umélé maslo” nebo butterine a nakonec
jako margarin (Andersen 1968, Fr. Pat 1869).

Hned na pocatku vznikl ve Francii problém s nazvem,
ktery by obsahoval slovo maslo, takze jiz 12. dub-
vyrobek muze vyrabét a distribuovat, ale pod nekla-
mavym nazvem.
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V pribéhu 70. let se vyroba margarinu velmi rychle
rozSifovala v evropskych zemich (1873 — 74 v Rakous-
ku, Italii a v Némecku), technologie byla patentova-
na v USA a vyrobu prevzala spole¢nost United States
Dairy Company. Ale nékteré zemé jako Kanada a Ji-
hoafricka unie ze zacatku vyrobu a prodej zakazaly.
Problém s nazvem a s rozliSenim od masla fesily jed-
notlivé zemé vlastnimi silami, véetné zakonnych usta-
noveni.

Vyrobci margarinu se tak stavaji nezavislymi na zdro-
jich hovéziho loje a sadla. Podil ztuzenych tukd brzy
dosahuje 20 - 30 % tukového podilu veskeré vyroby
margarinu.

Vyvoj technologie vyroby margarinu
Postupné se technicky a technologicky vyviji vlastni
vyroba, ve které se uplatiiuji dvé jednotkové operace:
emulgace mléka a tuku za vzniku emul-

ze v/o a krystalizace ¢asti tukového po-

dilu s naslednymi fyzikalnimi zménami.
Plvodni vynalez vyuZivda emulgacnich

schopnosti mlé¢nych slozek, hlavné
protein( a vedeni emulgace probiha na
stejném zafizeni, jako stloukani smeta-
ny na maslo. Maselnice pro emulgaci
byla brzy nahrazena emulznim zafize-
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Pfimé chlazeni vzniklé emulze ledo-
vou vodou je malo ucinné, dochazi ke

ztratam jak mlé¢né, tak i ¢asti tukové
slozky. Prvni vyznamné zlep$eni proto

pfedstavuje nepfimé chlazeni na vnéjsi

s plo3e otéacejiciho se, vnitiné chlazeného
50 valce, tzv. chladiciho bubnu s G¢innymi

Obr. 1: Zavislost obsahu pevnych podill (SFC) na teploté pro hovézi IGj,
jeho frakce oleostearin a oleomargarin a pro kravsky mlé¢ny tuk.

Na zacatku byla vyroba margarinu Gzce spojena
s chovem skotu a s mlékarenstvim. Pouzita tukova su-
rovina — Ij, pochazela z depotniho tuku skotu a vlast-
ni vyroba margarinu v podstaté kopirovala technologii
vyroby maésla, pouzivala se stejna zafizeni. To vedlo ke
zvySené poptavce po hovézim loji a v Americe vzrost-
la jeho produkce. Brzy se vsak ukazalo, Ze to nestaci
na rast poptavky v Evropé. Vedle hlavni suroviny, ktera
zpravidla ¢inila 70 %, se proto zacal pouZivat i vniti-
nostni I0j, oznacovany jako Premier Jus a caste¢né
rostlinné oleje. Koncem 19. stoleti jsou jiz zvladnuty
technologie jejich rafinace. Nicméné se surovin nedo-
stava a relativné omezené je i mnozstvi vhodnych rost-
linnych tukd — z pohledu konzistence. Nicméné pred 1.
svétovou valkou podil rostlinnych olejd a tukd na vyro-
bé margarinu v Evropé je jiz 80 %, a z toho 60 — 65 %
¢ini podil laurovych tukd, tedy kokosovy a palmoja-
drovy olej, ale i tyto zdroje byly ve své dobé omezené
(Andersen 1965).

Zlom v dostupnosti tukl vhodné konzistence pfi-
nasi od let 1910 — 1911 technologie parcialni kata-
lytické hydrogenace rostlinnych a Zivocisnych,
velrybich, oleji. Technologii procesu hydrogenace
a piipravy Ni-katalyzatoru rychle pfejimaji spole¢-
nosti Procter and Gamble v USA, Schicht v Usti n/L,
Van den Bergh v Holandsku a Olwerke Germania
v Némecku (Gemeinschaftsarbeiten 1976).

hodnotami vymény tepla. Odskrablé
Supinky margarinu poté fyzikalné zraji,
pred findlnim mechanickym zpracova-
nim a balenim. Tato Sarzové technolo-
gie kirna — chladici buben se objevuje
po 1. svétové valce a udrzela se az do 50. let minulé-
ho stoleti (Andersen 1965, Bockisch 1998). Byla déle
dopInéna hnétaci na homogenizaci vlo¢ek margarinu
po krystalizaci — fyzikalnim zrani, a tim se umoziiovalo
i ¢astecné odvzdusnéni (Bockisch 1998).

PrGlom v technologii margarinu znamenal rok 1938,
kdy americka spole¢nost Girdler Corporation ukoncuje
vyvoj tzv. oskrabovaného chladi¢e — votatoru (Ander-
sen 1965, Bockisch 1998). Tato koncepce umoznila
spojeni jednotkovych operaci emulgace a krystaliza-
ce, tedy procesi vymény hmoty a tepla, do jednoho
zafizeni a kontinualizaci vyroby. Votator jako vymé-
nik tepla je konstrukce trubka v trubce, chladivem je
amoniak. Uvnitf vnitini trubky je rotor, jehoz listy stiraji
teplosménnou plochu a zde proudi margarinova hmo-
ta. V soustavé 3 votatorl s viazenym krystalizatorem je
ukonéena emulgace a probihaji faze nukleace a poca-
tecni rdst krystalG. To je postacujici pro soft-margariny
(,kelimkové"), protoze ve fazi baleni musi hmota jesté
téci. V pfipadé vyroby margarinu stolniho a tazného
je poslednim ¢lenem navic tzv. uzrava¢, kde dobiha
proces krystalizace a zacina faze post-krystalizacnich
zmén?. Tato technologie tvofi zdklad vyroby margarinu
v soucasnosti a odlisnost spociva zpravidla ve zplisobu
pfipravy margarinové emulze, ktery je bud kontinualni
nebo 3arzovy — premixovy. Premixovy zpUsob pfipravy
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hrubé emulze je dnes, diky pouziti automatického va-
ziciho systému, automatizovany.

Na konci tohoto historického exkurzu Ize konstato-
vat, Ze dlouho trvalo, neZli se vyroba margarinu od-
délila od zplsobu vyroby masla, a to nejen z pohledu
vlastni technologie, ale i emulgace zalozené na povr-
chové aktivnich vlastnostech mlé¢nych proteind, a tim
obecnéji na charakteru vodné faze. Teprve zavedeni
vyroby monoacylglycerolovych emulgétort ve 30. le-
tech a pozdéji, umoznilo eliminovat mléko, jehoz pro-
teiny tvofily do té doby hlavni emulga¢ni slozku, pouze
dopliiovanou vaje¢nymi fosfolipidy (Andersen 1965).

Vodnou fazi klasického margarinu pfedstavovalo pl-
notu¢né mléko, pozdéji odstiedéné, a nakonec obno-
vené ze suSeného mléka. Mléko se podrobovalo mlé¢-
né fermentaci mezofilni smetanovou kulturou a tim se
stalo nositelem kyselin (mlé¢nd, octovd) a aromatic-
kych latek jako je diacetyl a acetoin. Povale¢ny vyvoj
ved| k Gplnému vyfazeni mléka, misto néj se pouzi-
va ziedéna sladka syrovatka nebo pouze pitna voda
a kyseliny i aromatické latky se do této vodné faze
pfidavaji. Standardné se pouzivd monoacylglycerolovy
emulgator, nékdy v kombinaci s rostlinnym lecitinem
(https://bastmattan.blogspot.com/2017/11/smorigt.
html (8. 4. 2024)). Tim se oteviela cesta pro moznost
vyroby prakticky sterilnich margarin.

Otazka mikrobiologické stability

V pocatcich vyroby margarinu jeho doba tichovy ko-
pirovala uchovu masla, podminky vyroby a zachazeni
se surovinami byly podobné. Z pohledu narGstu neza-
doucich bakterii situaci zlepSovala hodnota pH, diky
mlé¢né fermentaci se jednalo o kyselou potravinu.
Nicméné fakt, ze vSechna zafizeni byla oteviena, Cinil
otazku mikrobialni cistoty a stability vidy problematic-
kou. Postupné se zacina pasterovat, pfipadné sterilo-
vat vodna faze, na po¢atku mléko, dnes hlavné sladka
obnovena syrovatka nebo pitna voda.

Aby se doséhlo praktické sterility vyrobku, je nut-
né jej pasterovat cely, v tomto pfipadé celou emulzi.
PlGvodné se pouzivaly systémy trubkovych vyménikd
s turbulentnim tokem emulze (Andersen 1965), mo-
derni zafizeni pracuji na podobném principu jako vota-
tor®: nestabilni emulze je zahfivana ve valci nepfimo
a je neustéle na teplosménném povrchu michana. Tim
je zaru¢en pomérné rovhomérny prestup tepla i obno-
vovani kineticky nestabilni emulze. Tim je umoznéna
i vyroba margarin( s nizsimi obsahy tuku, nez je 80 %,
zejména z obsahu tuku 40 - 60 %.

Struktura a textura margarinu

Typicka laicka odpovéd je, Ze se jedna o emulzi, to
je jen Caste¢nd pravda. Jednoduchd emulze je sou-
stava dvou omezené misitelnych kapalin, kde jed-
na je rozptylena v druhé. V piipadé margarinu tento
stav odpovida fazi emulgace. Jakmile za¢ne probihat
krystalizace, uvniti tukové faze za¢ne vznikat nova
faze. Vznikaji krystaly pevné faze a je otazkou, jak se
vUci sobé vzdjemné chovaji.

Klicové pro strukturu, a nasledné texturu margarinu,
je chovani triacylglyceroll tukové nasady v pribéhu

krystalizace. Tukova nasada je slozena ze strukturniho
tuku a kapalného oleje. Idealni je vyvin malych krystald
triacylglyceroll strukturniho tuku, které jsou schopné
spolu asociovat a vytvofit prostorovou krystalovou sit,
ktera je obklopena kapalnymi triacylglyceroly (Heertje
2014). Takové pozadavky spliiuji polymorfy triacylgly-
ceroll strukturniho tuku g, zatimco polymorfy § jsou
pro margarin nezadouci. Polymorfy p vytvafi velké kry-
staly, které spolu minimalné asociuji (takové chovani je
typické pro pokrmové tuky, primarné pro séadlo).

Dal$im pozadavkem na vzniklé krystaly polymorfu
B’ je kineticka stabilita po dobu doporucené spotieby
pii doporucenych skladovacich teplotach, zpravidla do
10 °C (termodynamicky stabilni je ale polymorf ).

Prostorovou krystalovou sit Ize chapat jako zéklad
oleogelu, stukturni tuk jako oleogelator (Chai 2022).
Na specifickém povrchu prostorové krystalové sité jsou
pak adsorbovany molekuly kapalnych triacylglycerol(,
tato interakce se popisuje jako imobilizace kapalnych
triacylglycerold na prostorové krystalové siti (Heertje
2014).

Margarin je tedy tvofen tfemi fazemi: nespojitou
vodnou fazi, ktera vytvafi kapénky emulze v/o, spoji-
tou fazi pevnych podilt strukturniho tuku a spojitou
fazi kapalnych podila triacylglycerold. Z reologického
pohledu se jedna o viskoelastickou nenewtonskou ka-
palinu s vyraznou tixotropii.

Strukturni tuk a tukova nasada

Zakladem pro strukturu a texturu margarinu je
strukturni tuk. Jak jiz bylo uvedeno, piivodné se po-
uzivala frakce hovéziho loje, kokosovy, palmojadrovy
nebo palmovy olej a jejich smési, tedy tuky ,vhod-
né konzistence”. Tyto zdroje pfestavaly ¢asem stacit,
a hlavni technologii pro vyrobu strukturnich tukd se
ve 20. stoleti stala technologie ztuZovani tuk{, pies-
néji parcialni katalytickda hydrogenace. Podstatou
procesu bylo postupné vysycovani nasobnych vazeb
polynenasycenych mastnych kyselin triacylglycerolt
a reakci bylo nutné zastavit v momenté, kdy hlavnim
produktem jsou monoenové fetézce a soucasné jesté
nedoslo k vyznamnému nardstu obsahu nasycenych
mastnych kyselin. Soubézné probihaji izomerace dvoj-
nych vazeb, geometrickd izomerace do rovnovainého
poméru cca 7:3, ve prospéch trans-izomer(. Nejbéz-
né;jsi ztuzené tuky pro vyrobu margarint jako fepkovy
nebo sdjovy s bodem tani 31 — 33 °C tak obsahova-
ly 55 — 60 % trans-izomerd (Bockisch 1998), které
ve skutec¢nosti pfedstavovaly hlavni reakéni produkt.

Tak jak se v 80. — 90. letech objevuji nové poznatky
o negativnim vlivu trans-tuk( na lidské zdravi, typic-
ky na hladinu cholesterolu (Mensink 1990, Ascherio
1997), tak v CR a v EU v priib&hu 90. let technologie
parcialni katalytické hydrogenace kon¢i. Definitivni
tecku pak ucinilo rozhodnuti FDA v USA o povinném
znaceni trans-tuk( od 1. 1. 2006 a Nafizeni komise
(EU) 2019/649 z 24. 4. 2019. Za zminku stoji uvést, Ze
jesté po 2. svétové valce se hydrogenovaly rybi oleje
a velrybi trany obsahujici C20 a C22 mastné kyseliny,
vcetné esencialnich fady n-3, které tak byly nenavrat-
né ztraceny. Margariny z rostlinnych oleja a tuk® zacaly
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dominovat na trhu az ve 2. poloviné minulého stoleti
(Andersen 1965, Bockisch 1998).

Pramysl na tuto situaci reagoval vyvojem struktur-
nich tukd vyrobenych na bazi transesterifikace smési
triacylglycerold. Strukturni tuky na bazi nasycenych
mastnych kyselin se vyrabi reakci palmojadrového tuku
bud s palmstearinem nebo s pIné nasycenym rostlin-
nym tukem ve vhodném pomeéru. Tim se ziskd smés
TAG obsahujici stfedné dlouhé (C8 — C12) a dlouhé
(C14 - C16 - C18) mastné kyseliny. Reakce se kataly-
zuje bud alkalicky, typicky methoxidem sodnym?* nebo
enzymové. V soucasné dobé se odhaduje, Ze jiz téméf
celd evropska produkce strukturnich tukl je vyrabé-
na za katalyzy imobilizovanymi lipasami. S vyhodou
se pouZivaji specifické sn-1,3-lipasy imobilizované
na polymerni matrici, napf. na SiO,, coz umoziiuje ve-
deni procesu v reaktorech s pevnym lozem katalyza-
toru (Willis 2008). Z nutri¢niho pohledu se povazuje
za vyznamné, Ze poloha acylu v sn-2-poloze triacyl-
glycerolu, zGstava zachovana (Cui 2022, Zhang 2021).
Na konec je tfeba uvést, ze do tukovych nasad se pou-
zivaji frakce palmového oleje, které se pak rovnéz po-
dileji na strukture a texturni charakterizaci margarinu.

Strukturni tuk vyrobeny transesterifikaci umoziiuje
vyrobu tukovych nasad s obsahem trans mastnych ky-
selin < 1 %, coz pfedstavuje technologické minimum.
Trans mastné kyseliny byly z pohledu struktury nahra-
zeny nasycenymi mastnymi kyselinami. Rostlinné ole-
je jsou zdrojem nenasycenych, a hlavné esencialnich
mastnych kyselin.

Pomér strukturniho tuku a rostlinného oleje (ty-
picky fepkovy, sdjovy, slune¢nicovy) v tukové nasadé
umoznuje ménit teplotni profil obsahu tuhych po-
dild (Obr. 2) a tim i reologické parametry — typicky
napf. roztiratelnost v zavislosti na teploté. Tak se vyra-
béji margariny ur¢ené pro snadné roztirani pfi chladnic-

kovych teplotach (,soft margarines”, podle baleni ,ke-
limkové”), pro pfipravu tést, pro peceni (,stick” nebo
+hard”, podle baleni ,tabletové”), specialni margariny
s vysokymi naroky na reologické vlastnosti ur¢ené pro
pfipravu plundrovych nebo listovych tést (tzv. ,tazny
margarin®).

V zésadé dnesni moZnosti a stav technologie umoz-
nuje koncipovat tukovou nasadu ve vyvazenych po-
mérech monoenovych (hlavné kyselina olejovd) a n-6
a n-3 esencialnich mastnych kyselin — linolové a lino-
lenové dle vyzivovych doporuceni. V nejjednodussim
piipadé plni tuto funkci fepkovy olej. Na druhé stra-
né neni dobré pouziti pouze slune¢nicového oleje,
i v kombinaci s olivovym, protozZe v téchto pfipadech
prakticky absentuji n-3 esencialni mastné kyseliny.

Z pohledu obsahu biologicky aktivnich latek rostlinné
oleje obsahuji vysoké obsahy tokoferolll a tokotrienold
(102 mg/kg). Z pohledu vitaminizace se obvykle do tu-
kovych nasad margarint pfidavaji vitaminy A (retinyl-
-acetat) a D (cholekalciferol), pfipadné beta-karoten,
i kdyZ ten primarné jako barvivo.

Legislativa a zaver

Legislativa masla a margarinu byla vidy slozita,
ke sjednoceni dochazi v ramci harmonizace legislati-
vy EU. Nadfazenym pojmem je kategorie ,Roztiratelné
tuky” a zakladni klasifikace (nafizeni EU ¢. 1308/2013)
vymezuje z hlediska obsahu tuku interval < 39 -
- 90 % hm.

Z hlediska slozeni tuku jsou vymezeny tii kategorie:

a) Mléc¢né tuky

b) Tuky

¢) Tuky slozené z rostlinnych nebo Zivocisnych tukd

(ale blizsi specifikace v ¢eském piekladu déle uziva

termin ,smésné tuky”).

Podstatnym legislativnim specifikem

je, Ze z mnoziny Zzivocisnych tukd je

100 vyjmut mléény tuk, coz je dullezité pro

- kategorii ,Tuky”, kde obsah mlé¢né-

90 - ho tuku mize byt < 3 % z celkového

80 I —¢—TN soft margarine i obsahu tuku - tim je o3etfeno napfi-

I —m—TN hard margarine klad pouzivani mlé¢ného zékysy a jiné

70 A L pfipady. Obsah mlé¢ného tuku pak

L \\ —a—Tazny margarin vytvafi a definuje kategorii slozenych,

60 resp. ,smésnych” tukd, kde obsah mlé¢-

- i = ného tuku z celkového tuku je mezi
50 10 az 80 %.

3) I \ V zasadé pro kategorie ,Tuky” a ,Slo-

% 40 I Zené tuky” mohou byt poutzity jak rost-

30 linné, tak Zivocisné tuky a jejich smési,

L \ prakticky pohled na evropsky trh vsak

20 dava jednoznacny obraz. Pouzivaji se

- \\ \ témér vyhradné rostlinné tuky. Z pohle-

10 — du zdroja zivocisnych tuk by pficha-

I zely do Gvahy vepiové sadlo, hovézi I0j

g ' : ' : ' : a jeho frakce, pfipadné rybi tuky.
: L 20 ¢ [°C] 20 . ol Podle obsahu tuku se dosahlo ve
vSech kategoriich sjednoceni:

Obr. 2: Zavislost obsahu pevnych podild (SFC) na teploté pro tukovou
nasadu soft margarinu (,kelimkovy”), hard-margarinu (,tabletovy”)

a tazného margarinu.

Obsah tuku = 80 < 90 % hm.: Maslo,
Margarin a Smésny tuk (pouze maslo 2
> 82 % hm.).
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Obsah tuku 2 60 < 62 % hm.: Tfi¢tvrte¢ni maslo, Vyrobky jsou déle definovény jako emulze pfevainé
margarin, resp. smésny tuk. v/o ziskané z mléka, resp. z tuhych a/nebo kapalnych
Obsah tuku 2 39 < 41 % hm.: vyrobky se oznacuji tukd a olejh.
jako ,Polovi¢ni..."
Obsah tuku < 39 a > 41 < 60 a > 60 < 80 % hm.:
Mlé¢na pomazanka X %, Roztiratelny tuk X % a Rozti-
ratelny smésny tuk X %.
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Souhrn

Vynalez margarinu francouzskym chemikem (H. Mége-Mouriés 1869) byl reakci na feSeni nedostatku tukovych potravin pfi rych-
I[ém popula¢nim ristu. Pivodné byl zamyslen jako ndhrada masla pro chudsi vrstvy a pro armadu. Postupné se z néj stal svébytny
vyrobek, resp. vyrobkova skupina v rdmci segmentu roztiratelnych tukd. S rostouci poptavkou je spojen vyvoj jednotkovych operaci
emulgace a krystalizace tukovych disperzi, zavedeni i ukonéeni technologie parciélni katalytické hydrogenace olejl a tukd mezi léty
1911 - 2019, ktera je pro vyrobu strukturnich tukd plné nahrazena transesterifikaci tukd. Tato interesterifikaéni reakce je dnes v Ev-
ropé katalyzovéna téméf vyhradné imobilizovanymi specifickymi sn-1,3-lipasami na pevném nosici. To umozZiiuje vyrobu margarinG
pozadované konzistence i sloZzeni mastnych kyselin a jejich zastoupeni v triacylglycerolech podle vyZivovych doporuéeni.

Klicova slova: margarin, historie vyroby, technolgie vyroby, legislativa

Summary

The invention of margarine by a French chemist (H. Mége-Mouriés 1869) was a response to the shortage of fatty foods in the face
of rapid population growth. It was originally intended as a substitute for butter for the poorer classes and for the military. Gradually,
it became a distinct product or product group within the spreadable fat segment. The increasing demand is associated with the de-
velopment of unit operations of emulsification and crystallization of fat dispersions, the introduction and discontinuation of the tech-
nology of partial catalytic hydrogenation of oils and fats between 1911 and 2019, which is fully replaced by transesterification of fats
for the production of structural fats. This interesterification reaction is nowadays catalyzed almost exclusively by immobilized specific
sn-1,3-lipases on solid support in Europe. This allows the production of margarines of the desired consistency and composition of
fatty acids and their representation in triacylglycerols according to nutritional recommendations.

Keywords: margarine, production history, production technology, legislation
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Uvod

Fosfor je klicovou Zivinou pro denitrifika¢ni mikro-
organismy, pficemz jeho hojnost pozitivné ovliviiuje
jejich aktivitu. Heterotrofni denitrifika¢ni bakterie patfi
mezi nejbéznéji pouzivané denitrifika¢ni bakterie, kte-
ré mohou pfeménovat dusi¢nany a dusitany na plyn-
ny dusik nebo oxidy dusiku, vyuZivajici organické lat-
ky jako darce elektronl (Feng, Yang et al. 2020). Vice
bakteridlnich kmen0 s rlznymi funkcemi a synergic-
kymi ucinky je integrovéno a vytvaii spolehlivy mikro-
-ekosystém. Tato integrace je dosazena funkéni kom-
plementaci rlznych bakterialnich kmen(, coz vede
k t¢innému odstranéni riznych forem dusiku z odpad-
nich vod. Aby se zabranilo nadmérnému mnozstvi fos-
foru v odtoku, ale aby se udrzela denitrifika¢ni aktivita
v reaktoru, doporucuje se udrzovat zasobovani fosfo-
rem alespor na trovni 0,3 — 0,6 mg/L (Feng, Wu et al.
2023).

Denitrifikace neprobihd kompletné bez dostatec-
ného pfisunu fosforu. Omezeni fosforu ovliviiuje
strukturalni a funkéni diverzitu bakterii (Samaddar,
Chatterjee et al. 2019). Omezeni fosforu snizuje efek-
tivitu vyuZziti dusiku mikroby tim, Ze zvysuje investice
do tvorby extracelularnich enzym (Sun, Li et al. 2023).
Slozeni smiSené denitrifika¢ni kultury se pfizplGsobuje
zménam podminek, coz vede k zménam zastoupe-
ni jednotlivych druht, véetné specifickych pozadavkd
na fosfor (Xu, Peng et al. 2015, Fan, Wang et al. 2018).
Mikroorganismy mohou v prostiedi s omezenym fos-
forem nahradit fosfor jinymi prvky, ale pouze do urci-
té miry (de Vet, van Loosdrecht et al. 2012). Extrémné
nizka koncentrace orthofosforu (PO,-P), coz je rozpus-
téna reaktivni slozka celkového fosforu, je primarnim
indikatorem podminek omezujicich rychlost v denitri-
fikacnich reaktorech. Byly nalezeny prahové hodnoty,
pod kterymi se PO,-P stava Zivinou omezujici rych-
lost: SP/SN = 0,0086 g/g [P/N] a SP/SM = 0,0013 g/g
[P/ChSK], (SP je spotieba fosforu, SN je spotieba du-
si¢cnanového dusiku) (Boltz, Morgenroth et al. 2012).

Heterotrofni denitrifikace byla ucinnéjsi a nakladové
efektivnéjsi nez autotrofni denitrifikace pro ¢isténi po-
vrchovych vod, ale omezeni pfisunu fosforu inhibovalo
heterotrofni denitrifika¢ni bakterie vice nez autotrofni
denitrifikanty. Vykon denitrifikace byl periodicky ovliv-
novan omezenim koncentrace fosforu, zejména pfi
nizkych teplotach vody (Wang, He et al. 2018).

Denitrifikace primyslovych odpadnich vod

Primyslové odpadni vody s vysokym obsahem du-
sicnand a siranG predstavuji velkou z&téz pro klasickou

technologii Cistiren odpadnich vod (De Lucas, Rod-
riguez et al. 2005, Feng, Wu et al. 2023). Je moiné
pro cisténi prlmyslovych odpadnich vod aplikovat
technologii denitrifikace, ale s ohledem na jejich ex-
trémni slozeni vyzadujici specialni podminky. Mnohé
chemické vyroby pouzivaji pfimo koncentrované smé-
si kyseliny dusi¢né a sirové, zejména pro vyrobu nit-
rosloucenin, a vysledné odpadni vody obsahuji nejen
dusi¢nany, ale i sirany. Sirany by mohly byt redukovany
bakteriemi redukujicimi sirany (SRB) na toxicky a silné
zapachajici sulfan v pfitomnosti vysoké koncentrace
siran a snadno rozlozitelného substratu. Nékolik stu-
dii vSak ukézalo, ze denitrifikacni bakterie jsou schop-
ny kompetitivni inhibice SRB, coZz mUze snizit aktivitu
SRB, a dokonce i jejich zastoupeni, coz vede ke snizeni
koncentrace generovanych sulfidi (Zhao, Wang et al.
2013). Redukce siranG mze nastat az po Uplném od-
stranéni dusi¢nand, pokud je organicky substrat stale
pfitomen, coZ souvisi s redox potencidlem.

Cilem studie bylo prozkoumat moznosti optimalizace
stavajici technologie denitrifikace aplikované na pri-
myslové odpadni vody z vyroby nitrocelulézy. Odpadni
voda obsahuje zbytky kyseliny dusi¢né a sirové a vlak-
na nitrocelulézy uniklé z vyroby, které je nutné odstra-
nit pred biologickou tpravou, aby se piedeslo nepfi-
znivym explozivnim vlastnostem nadmérného biolo-
gického kalu. Koncentrace dusikatého dusiku v suro-
vé odpadni vodé se pohybuje od 100 do 400 mg/L,
siranové siry od 330 do 650 mg/L, pH kolem 1,5 a tep-
lota 15 — 35 °C. Obsah fosforu a biologicky odbouratel-
nych organickych latek je zanedbatelny; proto je nutné
pro uspésnou denitrifikaci pfidavat metanol a kyselinu
fosfore¢nou. Hlavnim cilem experimentl bylo zjistit
limitni koncentraci davkovaného fosforu, kterd bude
stle zajiStovat pozadovanou ucinnost denitrifikace.
Dalsim cilem bylo zjistit, zda sniZzeni davky fosforu
muze vést ke sniZeni specifické produkce denitrifika¢ni
biomasy.

Material a metody

Popis denitrifikacni Cistirny primyslovych
odpadnich vod

Objem skute¢né produkované odpadni vody je pfi-
blizn& 2 miliony m3/rok. Cisténi odpadni vody sestava
z filtrace vlaken nitroceluldzy, neutralizace a biologické
denitrifikace. Z filtra¢ni stanice je odpadni voda cer-
pana pfes staticky smésovac 1, kde se pfidava 50%
roztok hydroxidu sodného, do neutraliza¢niho reakto-
ru. Vapno a hydroxid sodny slouzi jako neutraliza¢ni
¢inidla. Neutraliza¢ni reaktor o objemu 100 m3 je mi-
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chéan ponornymi michadly. Po neutralizaci bylo pH
odpadni vody asi 2,5. Dalsi zvy$eni pH na optimalni
hodnotu je zajisténo hydroxylovymi ionty produko-
vanymi procesem denitrifikace. Odpadni voda z neu-
traliza¢niho reaktoru prochazi statickym smésovacem
do denitrifika¢niho reaktoru o objemu 3000 m3. Dav-
kovani metanolu a kyseliny fosfore¢né zajistuje pod-
minky pro denitrifikaci. Denitrifika¢ni aktivovany kal
v denitrifika¢nim reaktoru je michan dvéma ponornymi
michadly. Smésny likér proudi z denitrifika¢niho reak-
toru do odplynovaci nadrze. V této fazi jsou odstrano-
vany odpadni plynové bubliny obsahujici hlavné dusik
a oxid uhlicity, aby nedochazelo k zhorseni sedimen-
tace kalu v nésledujici dosazovaci nadrzi. Nadbytecny
kal z biologického stupné a chemicky kal z terciarniho
¢isténi jsou smichany a jdou na upravu kalu. Produkce
nadbytec¢ného kalu vede k vysokym provoznim nékla-
ddam.

Popis pilotniho modelu denitrifikace

Aby bylo moiné otestovat mozné zasahy do tech-
nologie, aniz by byla ohrozena ucinnost plnoprovozni
cistirny odpadnich vod, byl postaven pilotni model
Cistirny. Navrh a objemy pilotniho modelu odpovida-
ji v méfitku 1: 100000 velké cistirné odpadnich vod.
Schéma a fotografie modelu jsou uvedeny na Obr. 1
a Obr. 2.

pomoci principu UV absorpce, LDO sonda (Hach) pro
méfeni koncentrace rozpusténého kysliku a pH sonda
(Gryf HB).

I

Obr. 2: Foto kontinualniho denitrifikaéniho modelu.

Pilotni model byl provozovan s redlnou odpadni vo-
dou, pficemz pozadované mnoiZstvi bylo odebirano
pfimo z filtra¢ni stanice odpadnich vod. Odpadni voda
je do pilotniho modelu ¢erpana membranovym cer-
padlem Prominent Gama, pficemz
ptitok je nastaven na 3 L/h.

-----------------------------------------------------------------

Davkovani substratu a neutraliza¢-
nich cinidel bylo automaticky fizeno
systémem Gryf XBC. Hlavnim neu-

tralizacnim c¢inidlem bylo vapenné

Pritok  Neutralizaéni reaktor Denitrifikaéni reaktor ~ Odplyriovaci nadrz

—©_> — —
pH pH O, NO4
> — )

7\

Usazovaci
nadrz Odtok

mléko o koncentraci 5 %, a pro vy-
rovnani neutralizace byl pfipraven
10% roztok hydroxidu sodného. pH
v denitrifikatnim reaktoru bylo udr-
7ovano v rozmezi 6,6 — 6,8. Jako
substrat byl pouzit ziedény metanol
s koncentraci ChSK 44 g/L, jehoz
davkovani bylo fizeno sondou Nit-
ratax umisténou v denitrifika¢nim
reaktoru. Koncentrace dusiku v de-

&

nitrifika¢nim reaktoru byla v rozmezi
9,5 - 10,5 mg/L. Analyzy SS, N-NO,,

Obr. 1: Schéma pilotniho modelu denitrifika¢niho procesu.

Pilotni model se skldada z radidlniho nerezového
denitrifika¢niho reaktoru o objemu 40 L, michaného
vertikalnim laboratornim michadlem Heidolph, a dale
z nerezové valcové odplynovaci nadrze, michané ver-
tikalnim laboratornim michadlem IKA. V této fazi jsou
odstranovany bubliny odpadnich plyn obsahujicich
hlavné dusik a oxid uhlicity, aby se zabranilo zhorseni
sedimentace kalu v nasledujici separacni fazi. Tato faze
je vertikélni ¢tvercovy usazovak vyrobeny z plexiskla
o objemu 18 L. Vraceny kal je ¢erpdn membranovym
¢erpadlem Prominent Gama. Odtokovéa voda se aku-
muluje v nerezovém valci pro sbér vzorkd.

V reaktoru jsou instalovany tfi online sondy: Nitratax
(Hach), ktera méfi koncentraci dusi¢nan( a dusitant

N-NOs,, P-PO,* a ChSK byly prova-
dény podle metod U.S. EPA.

Experimenty s riznymi ddvkami fosforu

Kyselina fosfore¢na byla do denitrifika¢niho reak-
toru davkovana jednou denné, uvedené koncent-
race fosforu jsou pocatecni v davkovacim cyklu.
Béhem experimentd byla davka postupné snizo-
vana az do zastaveni denitrifikace, poté bylo davko-
vani obnoveno a opét postupné zvySovano podle
Tab. 1.

Béhem experimentd byly sledovany zéznamy onli-
ne sond. Byla monitorovana denni spotieba substratu
a neutraliza¢niho ¢inidla, koncentrace oxidovanych fo-
rem dusiku, sedimentaéni vlastnosti kalu a mnoZstvi
nadbytec¢ného kalu.
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Tab. 1: Experimenty s rliznymi davkami kyseliny fos-

fore¢né.
trvani | davka
] experi- 85% P P
experiment | mentu | H;PO,
[dl | [mL/d] | [g/d] | [mg/L]
1 30 1,00 0,27 2,40
2 47 0,50 0,13 1,20
3 44 0,25 0,07 0,60
4 46 0,10 0,03 0,24
5 22 0,00 0,00 0,00
6 70 0,10 0,03 0,24
7 24 0,20 0,05 0,48
Vysledky a diskuze

Ucinek omezeni fosforu

Fosfor je spolu s dusikem esenciélni Zivinou nezbyt-
nou pro fungovani a rlst kazdého zivého organismu,
vcetné denitrifika¢nich mikroorganisma. Proto pfi sni-

zovani davky fosforu bylo zasadni urcit bod, kdy se ka-
pacita denitrifikace kalu zhorsi kvili nedostatku této
ziviny. Indikativnim parametrem mohla byt koncentra-
ce oxidovanych forem dusiku, které by mohly pfestat
klesat i v pfitomnosti organického substratu. Nicméné
pfi vyraznych vykyvech koncentrace dusi¢nant v pfito-
kové redlné odpadni vodé nemusi byt tento parametr
snadno a v¢as detekovatelny.

Pro feseni tohoto problému byla upravena kont-
rola davkovani odpadni vody do pilotniho zafizeni.
Kdyz koncentrace dusi¢nanli v reaktoru piesdhne
13,5mg/L, Cerpadlo se vypne a ¢eka na opétovné
sniZzeni koncentrace. Sledované provozni hodiny Cer-
padla za den a koncentrace dusikatého dusiku pied-
stavuji miru zatiZeni dusi¢nanovym dusikem. llustrace
pfitokové odpadni vody s dusi¢nany ve vztahu k davce
kyseliny fosfore¢né a koncentraci ChSK na odtoku je
na Obr. 3.

K nejvyraznéjSimu poklesu pfitoku odpadnich vod,
ktery byl fizen podle koncentrace dusi¢nand v reak-
toru, doslo v obdobi 5, kdy bylo zcela zastaveno dav-
kovani kyseliny fosfore¢né. Po spusténi pfitokového
¢erpadla koncentrace dusi¢nand v reaktoru okamzité

piekrocila limit, ktery pfimél cerpa-

dévka HsPOs [uL/d]  seeeee

pfitok ChSK [mg/L]

» pfitok OV [L/d]

dlo k vypnuti. V tomto obdobi nebyl
reaktor schopen zpracovat ani re-

1200

1000

.
~eaele

*30

100

800

EXT TN PN

Ld

600 1 50

mg/L, uL/d

Obr. 3: Casovy priibéh pfitoku dusi¢nanovych odpadnich vod, davky fosforu
a koncentrace ChSK na odtoku.
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N\
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Obr. 4: Zaznam pribéhu koncentrace oxidovanych forem dusiku sondou
Nitratax.

lativné malou z&téz dusikem. Sou-
¢asné se organicky substrat jiz ne-
spotfebovaval, coz zplsobilo narist
koncentrace na 1000 mg/L ChSK.
Sonda Nitratax, reprezentujici
hodnoty oxidovanych forem dusiku,
pfedevsim dusi¢nand, v obdobi vy-
razného Ubytku denitrifika¢ni kapa-
city dosahla maximalni odezvy, jak
dokumentuje Obr. 4. Po 22 dnech
bez davkovéni kyseliny fosfore¢né
dosahl signal ze sondy Nitratax hor-
nich hodnot. mez méfitka sondy,
indikujici zastaveni procesu denitri-
fikace. Soucasné se nekontrolované
zvysila koncentrace nespotiebova-
ného substratu v reaktoru (Obr. 3).
V experimentu 6 bylo davkovani
kyseliny fosfore¢né obnoveno na
pfedchozi dévku 0,1 mL/d, ktera
pfedstavovala koncentraci fosforu
0,24 mg/L. Systém se rychle zotavil,
koncentrace dusi¢nan( se vratila na
regulovanou hodnotu do 14 hodin.
Pokles ChSK byl pomalejsi a kon-
centrace dusi¢nand se béhem tyd-
ne vratily k normélnim hodnotam.
0,1 mL piedstavujici koncentraci
P 0,24 mg/L byla aplikovana do
denitrifika¢niho reaktoru béhem
experiment( 4 a 6. U&innost deni-
trifikace byla dostate¢na pro splné-
ni pozadavki na kvalitu odpadnich
vod. Hodnota koncentrace fosforu
je v téchto pfipadech o néco nizsi,
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ale blizi se 0,3 mg/L doporucené Fengem et al. (2023)
jako nejnizsi limit v rozmezi 0,3 — 0,6 mg/L P.

Specifickd spotieba organického substrdtu

Experimenty byly také hodnoceny na vliv omezeni
fosforem na spotiebu substratu. Data pro vypocet spe-
cifické spotieby substratu na odstranény dusi¢nanovy
dusik a specifické davky P na odstranény dusik a ChSK
jsou uvedena v Tab. 2. Odebrany dusi¢nanovy dusik
a spotiebovand ChSK se vypocitd jako rozdil mezi
dennim hmotnostnim pfitokem a odtokem.

Zménu mérné spotieby substratu pro denitrifika-
ci v zavislosti na davce kyseliny fosfore¢né ilustruje
Obr. 5. Vysledky ukazuji, Ze pomér odstranéné ChSK
k odstranénému dusiku se zvysil, kdyz byla snizena
davka fosforu. Nejvyssich hodnot vychytavani ChSK
bylo dosazeno pfi zastaveni davkovani fosforu.

Mnoho bakterii je schopno akumulovat organické
substraty, kdyZ je nedostatek fosforu. To je ¢asto spo-
jeno s jejich schopnosti piezit v nepfiznivych podmin-
kach. Pfi nedostatku fosforu mohou bakterie omezo-
vat rist a zvySovat hromadéni zasobnich latek, jako
jsou polyhydroxyalkanoaty (PHA), které slouzi jako
zdroj uhliku a energie. Denitrifika¢ni bakterie rodu
Pseudomonas, Paracoccus, Bacillus a Achromobacter
maji vysokou potiebu fosforu, ktery je klicovy pro je-
jich rdst a metabolické funkce. Pfi nedostatku fosforu

jsou schopny akumulovat organické substraty, coz jim
umoziiuje prezit v nepfiznivych podminkach a vyu-
zit nahromadéné zasoby, jakmile se podminky zlepsi
(Song, Kim et al. 2024). Koncentrace extracelularnich
polymernich latek (EPS) byla v souladu s vykonem
denitrifikace (Tang, Huang et al. 2024).

Po mirném obnoveni déavkovani se vsak pomér
ChSK/N vratil na vychozi hodnoty, a to i pfi nejniz-
8i davce kyseliny fosfore¢né 0,1 mL/den, ktera je té-
méf tiikrat nizsi. Po obnoveni specifického davkovani
fosforu na 0,0006 g/g P/ChSK a obnoveni denitrifikac-
ni kapacity organisma byly vyuZzity i zasobni latky. Spe-
cificka spotfeba ChSK dale klesala pfi zvyseni specific-
ké davky fosforu. Z vysledk(i experimentt Ize usoudit,
ze specificka potieba substratu zavisi na dostupnosti
fosforu a roste pfi nedostatku fosforu v disledcich
s druhovym slozenim bakterialni biomasy. Bai a kol.
ve svych experimentech zjistili, Ze 15,8 % dusi¢nano-
vého dusiku bylo odstranéno denitrifikaci organism
akumulujicich fosfor. Analyza genu 16S rRNA a ste-
chiometrické poméry ukézaly, ze systém byl bohaty
na organismy Dechloromonas a Ca akumulujici fosfor
Accumulibacter (Bai, McKnight et al. 2022).

Pomér dostupného fosforu k organickému substra-
tu jako ChSK je v literatufe uvadén jako 0,0013 g/g P/
ChSK (Boltz, Morgenroth et al. 2012), v naSem pfipadé
0,0006 g/g zjevné stacilo, ale proto,
ze vzhledem k délce experimentd

4,50
mm HaPO4 e  ChSK/N
4,00
3,50
=)
=)
='3,00
2
%)
-
O2,50 .
2,00 -
1,00 0,50 0,25 0,10 0,00
davka HiPOs [mL/d]

0,10

doslo ke zméné slozeni denitrifikac-
ni kultury na druhy s nizsimi speci-
fickymi naroky na mnozstvi dostup-
ného fosforu, jak uvadi Wang 2018
a Feng 2023.

Specifickd produkce kalu

DalS$im cilem experimentd bylo
zjistit vliv davkovani fosforu na spe-
cifickou produkci kalu, vyjadienou
jako pomér mnoizstvi produkované
organické susiny k mnozstvi odstra-
néné ChSK. Béhem experimentd
bylo pfesné méfeno mnoizstvi pro-
dukce kalu, mnozstvi kalu odchaze-
jiciho v odpadni vodé, koncentrace

0,20

Obr. 5: Specificka spotieba substratu pro denitrifikaci vyjadiena jako ChSK

na N a davka kyseliny fosfore¢né.

nerozpusténych latek v pfitoku a or-
ganicka cast kalu. Dale byla produk-
ce kalu korigovana na rozdil mezi

Tab. 2: Specificka spotieba substratu pfi riznych davkach fosforu

85% H,PO, °d|flt_r§g‘j"y methanol [ ChSK | odstranéna p p

mL/d g/d mL/d g /d ChSK g/d [g/d] [g/d] g/g

1,00 16,1 1090 48,1 1,0 0,27 0.27 29

0,50 15,7 1063 46,9 1,0 0,13 0.13 2,9

0,25 14,4 1164 51,4 1,2 0,07 0.07 35

0,10 13,6 1119 49,4 1,8 0,03 0.03 35

0,00 12,6 1409 62,1 1,9 0,00 0.00 4,0

0,10 16,3 1095 48,3 2,4 0,03 0.03 2,8

0,20 14,4 916 40,4 2,1 0,05 0.05 2,7
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pocatecni a kone¢nou koncentraci susiny v reaktoru
pro kazdy jednotlivy krok experimentu. Ziskana data
jsou uvedena v Tab. 3.

Vypoctem specifické produkce kalu byly zjistény dva
poznatky, které jsou vizudlné znazornény na nésledu-
jicim Obr. 6.

Pokles specifické produkce kalu po poc¢ate¢nim po-
klesu déavky kyseliny fosforecné byl ale nasledovan
zvySenim s dalSim snizeni davky fosforu. | kdyZ se be-
rou v Gvahu potencialni nejistoty ve vstupnich datech,
moznym vysvétlenim by mohla byt zpocatku nizka
pfitomnost organismi tolerantnich k niz$im koncent-

0,14
mm H3POq4

NLz:/ChSK [g/g]

1,00 0,50

davka H3PO4 [mL/d]

specificka produkce kalu [NLzz/ChSK]

0,00

Obr. 6: Zavislost specificka produkce kalu na davce kyseliny fosfore¢né.

Tab. 3: Nerozpusténé latky NL a jejich organicky podil NL,; v reaktoru a specificka produkce kalu vztazena obsah

organickych latek vyjadienych jako ChSK

v s . produkce specificka
NL NL p rg:jsltj?( ce orgzrgiclky organického produkce
p v reaktoru kalu (NL) | kalu (NLz2) podilu kalu kalu (NL/
(NLz2) ChSK)
start | konec | odstranéné | piitok | odtok
g/d | g/L]| g/L g/d g/d | g/d g/d % g/d g/8
0,27 | 3,1 3,3 4,5 0,6 1 52 90 4,7 0,1
0,13 | 35 33 35 1 0,6 29 90 2,7 0,06
0,07 | 3,3 47 5 0,8 0,6 6,1 86 53 o1
0,03 | 4,6 2,8 4,6 0,8 1,1 3,2 90 29 0,06
0 29 1,8 3,1 0,8 1,2 1,5 89 1,3 0,03
003 | 2,7 1,9 4,6 0,9 1,7 49 91 4.4 0,1
0,05 | 2,0 2,6 2,4 0,7 1,6 4,3 89 3,8 0,1
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racim fosforu v biocenéze kalu. Jak se tyto organismy
pomnozZovaly, produkce kalu se zvySovala, a to i pfi
nizsi davce fosforu. Nasledné snizeni davky kyseliny
fosfore¢né na 0,1 mL/d vedlo k poklesu produkce kalu.
Po zastaveni davkovani doslo k dalSimu vyraznému
poklesu produkce biomasy ovsem spojenému s kolap-
sem denitrifikace. Po obnoveni déavkovani fosforu se
denitrifikace i rGst biomasy znovu rozbéhly, ale na vy-
soké urovni specifické produkce pozorované na zacat-
ku testu s desetindsobnou déavkou fosforu. Didvodem
by mohlo byt vyssi zastoupeni organism tolerantnich
k nizkym koncentracim fosforu, které iniciovaly odlo-
Zenou reprodukci po obnoveni pfisunu fosforu a vyu-
ziti zasobnich latek (Samaddar, Chatterjee et al. 2019).
Dostupny fosfor ovlivnil slozeni smésné denitrifika¢ni
kultury, kteréd se dokaze pfizplGsobit zméndm podmi-
nek, coz ma za nasledek rozdilné zastoupeni jednot-
livych druht s rdznymi specifickymi naroky na fosfor
(Xu, Peng et al. 2015, Fan, Wang et al. 2018).

Fosfor v kalu

Z naméfenych dat jsme se pokusili popsat vyvoj kon-
centrace fosforu v organické frakci kalu pomoci den-
nich bilanci vstupniho a vystupniho fosforu (Obr. 7).
Jednalo se o mnoizstvi fosforu odchazejiciho na odto-
ku ve formé rozpusténého fosfore¢nanového fosforu
za kazdy den a také mnozstvi fosforu odchazejiciho
z denitrifika¢niho reaktoru s pfebytkem kalu a v neroz-
pusténé formé na odtoku. Na zakladé mnozZstvi kalu
v reaktoru bylo mozné vypocitat koncentraci fosforu
v organické susiné kalu.

Pocatecni koncentrace fosforu v kalu byla stanovena
jako prdmérna hodnota poméru odstranéného fosforu
k produkci susiny organického kalu béhem prvniho dil-
¢iho testu, kdy byla davka kyseliny fosfore¢né 1 mL/d.
Vzhledem ke koncentraci fosforu ve vytocich v tomto
obdobi bylo evidentni, Ze fosforu byl dostatecny pie-
bytek. Nové vznikla biomasa by proto méla obsahovat
stejné mnoizstvi fosforu jako veskera stavajici biomasa
v reaktoru.

Na zac¢éatku experiment(, v obdobi piebytku fosforu,
se koncentrace fosforu v organické susiné kalu po-
hybovala mezi 5 a 6 %. Po snizeni davky fosforu na
polovinu se koncentrace v kalu okamzité nesniZzila,
ale fosfor prestal odchazet do odpadni vody. Prakticky
vse bylo vyuzZito biomasou. Po dalSim snizeni davky
kyseliny fosfore¢né na 0,25 mL/d doslo k rychlému
poklesu priimérné koncentrace fosforu v biomase
doprovazeném zvySenim produkce kalu. Po dal3im
sniZzeni davky se koncentrace fosforu v biomase usta-
lila nékde pod 2 %, doprovéazena poklesem produkce
biomasy.

Vyvoj koncentrace fosforu v organickém podilu kalu
spolu s denni davkou fosforu a mnozstvim rozpusté-
ného fosforu opoustéjiciho systém na odtoku je zna-
zornén na Obr. 7.

Po zastaveni davkovani koncentrace fosforu v bio-
mase rychle klesla na méné nez 1 %. Minimalni hod-
noty 0,6 % bylo dosazeno tésné pied kolapsem de-
nitrifika¢ni kapacity kalu. Produkce kal byla v tomto
obdobi také minimalni.
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Obr. 7: Vyvoj koncentrace fosforu v biomase kalu.
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Po obnoveni davkovani kyseliny fosfore¢né déavkou
0,1 mL/d zlstala koncentrace fosforu v biomase kolem
0,8 %. Tyto podminky v3ak jiZ nemusi byt tak nepfi-
jemné, protoze kal rychle obnovil svou denitrifika¢ni
kapacitu a reprodukci. Po dalSim zvySeni davkovani
byl v odpadni vodé dokonce nalezen rozpustény fos-
for, coz naznacuje, ze kal neni schopen vyuzit takové
mnozstvi fosforu jako na zacatku experimentu. Jeho
specifickd produké¢ni a denitrifikaéni schopnost vsak
zGstala prakticky stejna. To by potvrzovalo vyssi podil
organismu s nizSimi naroky na fosfor.

Zavéry

Dlouhodobé experimenty denitrifikace pramyslo-
vych odpadnich vod, které trvaly 287 dn(, ukazaly,
ze omezeni pfisunu fosforu nemuze dlouhodobé snizit
specifickou produkci kalu bez ohrozeni denitrifika¢ni
Gcinnosti. Specificka produkce kalu se sice snizila se
snizenim pfisunu fosforu, ale zhorsila se denitrifika¢ni
kapacita. Kdyz byl pfisun fosforu zcela zastaven a kon-
centrace fosforu v biomase klesla na 0,6 %, denitrifi-
kace prestala probihat Uplné. Po obnoveni davkova-
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fosforu, nez byla plivodné pouZzita.
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mulaci substratu v bakteriich a tvorbou zasobnich la-
tek. Tento jev se viak po obnoveni davkovani takeé vratil
na pavodni Uroveri, a to i pfes vyznamné nizsi davku
fosforu.

Tyto vysledky ukazuji, Ze dlouhodobé snizeni pfisu-
nu fosforu vede ke zvyseni podilu organism0 v s vy-
razné nizs8imi pozadavky na fosfor. Za dlouhodobych
podminek nizké koncentrace fosforu doslo k selekci
organisml s niz3imi naroky na obsah fosforu v jejich
biomase, ktery byl jen kolem 1 % ve srovnani s poca-
te¢nimi 5 %. Zjisténa minimalni potiebna davka fos-
foru bez snizeni Uc¢innosti denitrifikace byla pfiblizné
1 mg P na g pfivedené ChSK, coz je méné nez hodnoty
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Souhrn

Praimyslové odpadni vody vznikajici pfi vyrobé nitrovanych produktd obsahuji vysoké koncentrace zbytkovych kyselin dusi¢né a si-
rové, které vyzaduji denitrifikaci. Aby byly spInény nutri¢ni potfeby denitrifikaénich mikroorganism, pfidava se do denitrifika¢niho
reaktoru methanol jako organicky substrat spolu s kyselinou fosfore¢nou jako zdroj fosforu. Byl proveden poloprovozni experiment
pro posouzeni moznosti snizeni mnoZstvi pfebyte¢ného kalu omezenim davkovani fosforu. Vysledky ukazaly, Ze samotné omezeni
piisunu fosforu nemaze udrzitelné sniZit specifickou produkci kalu bez negativniho dopadu na denitrifikaéni G¢innost. Snizeni pfisu-
nu fosforu mélo za nasledek zvyseny podil organism( v biocenéze denitrifika¢niho kalu s vyrazné nizsimi naroky na fosfor. Zatimco
néklady spojené s manipulaci s pfebyte¢nym kalem nelze sniZit, potencialnich tspor Ize dosahnout optimalizaci davky kyseliny fos-
forecné.

Klicova slova: limitace fosforem, denitrifikace, primyslové odpadni vody, vysoké zatizeni dusi¢nany, produkce biomasy.

Summar

The indust%al wastewater resulting from the production of nitrated products contains high concentrations of residual nitric and sulfu-
ric acids, necessitating denitrification treatment. To fulfill the nutritional needs of denitrifying microorganisms, methanol is introduced
as an organic substrate along with phosphoric acid in the denitrification reactor. This study aimed to optimize the existing denitrifi-
cation technology with a specific focus on minimizing sludge production through the controlled addition of phosphorus. A pilot plant
test was conducted to assess the feasibility of reducing excess sludge by limiting phosphorus dosage. The results showed that limiting
phosphorus supply alone cannot sustainably reduce specific sludge production without negatively impacting denitrification capacity.
A decrease in phosphorus supply resulted in an increased proportion of organisms within the denitrifying sludge biocenosis with
significantly lower phosphorus requirements. While the costs associated with excess sludge handling may not be reduced, potential
savings can be achieved by optimizing the dose of phosphoric acid.

Keywords: phosphorus limitation, denitrification, industrial wastewater, high nitrate load, biomass production.
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