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1 UvVOD

Tato vyzkumna zprava piedklada struény a piehledny vyc€et praci provedenych pfi feSeni
projektu SS07020305.

11 ETAPA 3 (01/2026 - 06/2026)

1.1.1 CILE NAVRHU PROJEKTU

Hlavnim cilem tohoto projektu je zjistit typy a koncentrace veterinarnich antibiotik v surovém
digestatu, v kultivaénim médiu pro péstovani mikrofas vytvofeném na bazi digestatu a v
kapalném efluentu z fotobioreaktoru. Dale pak porovnat hodnoty koncentraci téchto latek pro
digestaty z riznych bioplynovych stanic. Totéz pro pfitomnost rezistentnich bakterii a obsah

vybranych gen( pro antibiotickou rezistenci. DalSimi cili jsou pak:

- nalézt vhodnou recepturu zivného média na bazi digestatu pro kultivaci vhodnych

mikroras,

- nalézt vhodné mikrofasy s maximalni dekontaminaéni schopnosti a zajistit vysokou

vytéznost biomasy,

- vyvinout technologii zpracovani digestatu pomoci kultivace mikrofas s dirazem na

minimalizaci vySe uvedenych kontaminantd,
- pfedpoklad vyuZiti vzniklé biomasy v procesu anaerobni digesce, v duchu ob&hového

hospodarstvi.

1.1.2 HLAVNI CINNOSTI A CIiLE DLE NAVRHU PROJEKTU NA ROK 2026

Treti etapa projektu (01 — 06/2026) byla dle navrhu projektu zaméfena zejména na tyto
Cinnosti:

Optimalizace parametrll technologie odstrafiovani mikropolutantd z digestatu ve
Ctvrtprovoznim fotobioreaktoru, dosazeni vSech vysledku projektu.

Cinnosti:

T3.1 Pokracovani odbérl vzorkl digestatu

T3.2 Pokracujici chemické analyzy digestat(

EKOLOGIE — PRUZKUM - SANACE - Biotechnologie str. €. 2
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T3.3 Mikrobiologické a molekularné-biologické analyzy

T3.4 Optimalizace a ovéreni technologie pro dosazeni vysledku SS07020305-V1
T3.5 Dokonceni sbéru dat do databaze, jeji zvefejnéni

T3.6 Vypracovani podkladl pro tech. dokumentaci vysledku SS07020305-V1

2 POPIS RESENi PROJEKTU

Na zakladé souhrnného vyhodnoceni vysledkt dosazenych v 1. a Il. etapé feSeni projektu byla
na pocatku tfeti etapy provedena interni odborna reflexe dosavadniho postupu feseni, v€etné
zhodnoceni funkénosti navrzenych experimentalnich pFistupl, kvality ziskanych dat a
relevance dosazenych vysledkl ve vztahu k puUvodné definovanym cilim projektu.
Vyhodnoceni probihalo formou odbornych konzultaci mezi zapojenymi feSitelskymi pracovisti
a zahrnovalo jak laboratorni, analytickou, tak i technologickou €ast feSeni. Na zakladé této
reflexe byly identifikovany kliCové poznatky, limitujici faktory a rizika dalSiho postupu, které

byly nasledné zohlednény pfi optimalizaci planovanych &innosti lll. etapy projektu.

2.1 AKTIVITA T3.1, T3.2 A T3.3 - ODBER VZORKU DIGESTATU Z RUZNYCH
BIOPLYNOVYCH STANIC A JEJICH NASLEDNA ANALYZA PO CHEMICKE,
MIKROBIOLOGICKE A MOLEKULARNE-BIOLOGICKE STRANCE

V prvni poloviné roku 2026 probéhlo posledni kolo odbér digestatli na nékolika vybranych
zemeédélskych bioplynovych stanicich (dale jen BPS) a dale na jedné bioplynové stanici pfi
méstské COV. Byl realizovan jarni odbér, kdy Ize ptedpokladat, Zze je spotfeba antibiotik
v zemédélskych podnicich nizsi. V ramci jarniho odbéru byly digestaty odebirany na zizeném
poctu bioplynovych stanic — konkrétné se jednalo o BPS oznaované v ramci naseho projektu
gislem 1,2, 6, 7 a 11 (z toho byly 4 zemé&dé&lské a 1 BPS pfi COV).

U v8ech digestatl byla provedena analyza fyzikalné-chemickych parametrli relevantnich pro

planovanou kultivaci fas.

U v8ech digestatl byla provedena analyza fyzikalné-chemickych parametrli relevantnich pro
planovanou kultivaci fas, dale byl proveden mikrobiologicky rozbor, a to jak klasickymi

kultivaénimi metodami, tak pokroc&ilymi molekularné-genetickymi metodami.

V nasledujicich tabulkach jsou shrnuty jednotlivé vzorky digestatl typové a dale parametricky.

EKOLOGIE — PRUZKUM - SANACE - Biotechnologie str. . 3
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Tabulka 1 Znaceni digestatd a typ BPS

EPS biotechnology, s.r.o.
V Pastouskach 205
686 04 KUNOVICE

Cislo Rok T
oznaceni [a cetnost yp Vzorek Substrat
. . - BPS
digestatu (odbéru
1 2x2024, |CoV Digestat | smés primarniho a aktivovaného kalu
2x2025,
1x2026
2 2x2024, |zemédélska | Digestat | kejda prasat, kukufice
2x2025,
1x2026
3 2x2024 cov Digestat | smés primarniho a aktivovaného kalu
4 2x2024 zemeédélska | Digestat | kejda skotu, hnuj, zbytky krmiv, odpady z
vyroby, kukufice
5 2x2024 zemeédélska | Digestat | kejda skotu, kukufice
6 2x2024, zemédélska | Digestat [kravska kejda, kukufiCna silaz, travni
2x2025, senaz
1x2026
7 2x2024, zemédélska | Digestat [kravska kejda, kukuficna silaz, travni
2x2025, senaz, jadro
1x2026
8 2x2024 zemédeélska | Digestat |~
9 2x2024 cov Digestat | smés primarniho a aktivovaného kalu
10 2x2024 cov Digestat |smés primarniho a aktivovaného kalu,
pfilezitostné externi substrat
11 2x2024, zemédélska | Digestat |~
2x2025,
1x2026
12 1x2024 zemédélska | Digestat | kukufice, silaz, senaz, kravsky a korisky
hnuj, biologicky rozlozitelny odpad
13 1x2024 zemédeélska | fermentat | kukufice, sildz, senaz, kravsky a korisky
hnuj, biologicky rozlozitelny odpad

Tabulka 2 Fyzikalné chemické parametry digestati odebranych v roce 2026

Jarni odbér (kvéten 2026)

Digestat vodivost | CHSK | TOC Cr POs* | SO4* | NO;- | N-NH/
¢. pH | (mS/cm) | (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) (mgll)
1 7,7 4,9 351,4 89,8 180 172 20,3 | 42,9 487.,4
EKOLOGIE — PRUZKUM — SANACE - Biotechnologie str. €. 4
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8,2 19,9 11409 | 5367 | 1166,9 | 88,4 | 25,6 | <10 2866,4
8,2 20,5 9849 3815 | 1255,7 | 30,4 | 62,9 | <10 2200,3
8,1 21,2 11209 | 4439 | 1224,6 | 40,1 44,4 | <10 2425
11 8,0 20,6 11509 | 4739 | 1152,8 | 57,6 | 252 | <10 2230,8

Kovy

Koncentrace prvku v paté vzorkovaci kampani digestatu (viz Tab. 3) opét potvrzuji typické
slozeni kapalné frakce digestatu, kde dominuji makroprvky K, Mg a Na, zatimco stopové kovy
se vyskytuji v Fadové nizSich koncentracich. Nejvy$si hodnoty byly zaznamenany pro K (az
~1.55x10° pg/kg), Mg (az ~1.84x10° ug/kg) a Na (az ~2.43x10* pg/kg), coz odpovida
hodnotam uvadénym ve studii Kadam et al.”, kterd uvadi, Zze Fe, Cu, Zn a Ni jsou bézné
pfitomné ve vyznamnych koncentracich v digestatu a jejich vyskyt je Uzce spjat s pouzitym
substratem a prib&éhem anaerobni digesce. V této sérii Fe dosahuje az ~2.7x10* pg/kg, Zn
~10° ug/kg a Cu ~10° ug/kg, coz dobfe koresponduje s publikovanymi daty. Rovnéz pfitomnost
prvkl jako Cr, Pb nebo As v fadu desitek az stovek pg/kg odpovida experimentalnim studiim,
napfiklad Baldasso et al.?, kde byly tyto prvky identifikovany jako béZzna soucast digestatu.
Variabilita mezi vzorky (napf. Mg: 1.1x10* az 1.8x10° ug/kg) je opét v souladu s literaturou a
odrazi heterogenitu substratu i procesnich podminek. Dosazené vysledky jsou pfehledné

znazornény na Obrazcich 1 a 2. (Baldasso et al., 20232, Kadam et al., 2022")

' Kadam, R., Khanthong, K., Jang, H., Lee, J., & Park, J. (2022). Occurrence, Fate, and Implications
of Heavy Metals during Anaerobic Digestion: A Review. Energies, 15(22).
https://doi.org/10.3390/en15228618

2 Baldasso, V., Bonet-Garcia, N., Sayen, S., Guillon, E., Frunzo, L., Gomes, C. A. R., Alves, M. J.,
Castro, R., Mucha, A. P., & Almeida, C. M. R. (2023). Trace metal fate in soil after application
of digestate originating from the anaerobic digestion of non-source-separated organic
fraction of municipal solid waste. Frontiers in Environmental Science, Volume 10-2022.
https://doi.org/10.3389/fenvs.2022.1007390
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Tabulka 3 Namérené hodnoty vybranych prvkia pomoci ICP-MS

Digesta

t

Série 5 (ng/g=pg/kg)
7Li 44.89 9.7 50.9 1.0 39.9 2.2 50.4 2.2 80.7 3.9
9Be 0.88 0.6 0.6 0.0 0.5 0.0 0.9 0.1 1.4 0.2
11B 424.64 80.7 357.0 98.7 320.5 2.7 298.5 35.5 451.6 55.1
23Na 4232.04 205.5 7134.8 18.9 16963.6 197.4 18787.8 545.2 24309.1 402.9
11255.6 4833. 3253. 4263. 183738. 18044.
24Mg 3 3611.5 73651.4 8 83487.1 0 59768.4 0 4 3
38908.4 19767. 1407.
27Al
8 9 8139.3 219.6 8241.1 666.2 9311.6 7 16596.5 1772.6
31P 4675.15 920.2 8941.0 341.3 6840.3 324.6 5245.2 334.5 10103.1 1872.9
32S 1045.05 105.8 1120.4 26.9 1109.8 76.3 1015.8 211 1064.1 51.6
119716. 135874. 2726. 132243. 4278. 155498.
S9K 8578.73 437.5 2 518.6 2 2 9 0 3 2872.5
40Ca 46.39 11.0 110.3 2.9 146.8 2.5 83.2 7.8 324.0 11.8
45Sc 49.54 13.3 76.3 15.5 54.4 11.0 55.7 3.3 67.2 14.9
48Ti 1209.34 496.6 1877.7 96.0 2074.1 145.4 1477.0 192.8 4688.4 431.7
51V 48.64 31.5 128.5 8.9 102.2 2.1 103.3 111 209.2 17.3
52Cr 169.42 37.8 193.0 8.1 159.0 4.8 177.2 25.8 207.7 29.4
55Mn 477.03 73.6 3812.0 80.1 3611.1 137.2 2629.4 297.4 5697.0 261.9
10920.4
57Fe
6 1553.0 13870.3 377.4 | 21093.1 853.5 14615.5 84.3 27125.6 1117.3
59Co 15.61 4.4 16.6 0.4 39.1 1.4 29.1 3.0 65.0 3.2
60Ni 154.26 40.4 194.0 7.6 191.6 9.9 216.7 146.7 496.3 51.0
63Cu 556.40 52.2 1611.6 77.0 1684.0 10.1 2060.5 182 1472.1 61.2
66Zn 384.29 174.7 1868.1 21.3 1257.9 96.9 881.6 38.6 1383.7 78.0
71Ga 10.48 5.2 4.9 0.3 5.2 0.3 5.7 0.8 8.8 1.2
73Ge 7.39 0.7 5.7 0.4 10.3 0.0 7.1 0.9 11.6 1.4
75As 13.23 4.1 54.0 2.3 77.0 8.8 49.8 10.6 134.4 0.8
EKOLOGIE - PRUZKUM - SANACE - Biotechnologie str. 6. 6
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92.43 41.7 206.1 7.4 109.8 14.9 143.8 19.1 124.4 21.2
1 SD 2 SD 6 SD 7 SD 11 SD
492.41 164.9 872.7 46.2 1176.8 57.6 723.5 86.0 2216.8 122.2
9.54 5.5 40.2 15 11.5 0.9 9.6 1.7 48.5 3.8
96.40 48.5 34.1 3.9 16.9 2.6 23.1 0.8 60.2 9.7
8.54 2.4 38.4 1.4 30.2 1.3 21.6 1.4 25.4 0.1
0.12 0.0 0.3 0.0 0.3 0.0 0.2 0.1 0.6 0.0
61.12 75.4 2.5 1.3 2.1 0.2 2.2 1.1 3.1 0.6
7.37 3.3 4.5 0.7 6.2 2.5 211 24.1 24.2 21.7
-0.01 0.3 0.7 15 0.2 0.5 0.2 0.6 0.3 0.5
63.09 43.6 0.6 2.9 6.9 7.4 15.8 19.9 28.6 111
6.22 2.0 0.7 0.3 6.3 0.5 2.0 1.5 3.1 1.4
3.37 1.6 4.5 0.1 8.7 0.3 17.7 1.2 6.2 0.3
105.77 35.2 86.6 6.6 221.9 38.6 132.2 28.2 158.4 19.3
23.47 12.6 31.0 1.8 22.0 2.1 24.3 2.0 84.3 9.7
0.47 0.3 1.0 0.1 0.5 0.1 0.5 0.0 1.9 0.3
0.41 0.2 1.2 0.1 0.4 0.0 0.4 0.1 1.6 0.1
5.36 0.3 2.8 0.8 1.7 0.1 5.7 1.5 4.6 0.0
54.47 15.0 30.9 20.0 172.8 204.0 49.2 37.8 26.8 13.2
0.96 0.5 1.5 0.1 2.1 0.0 2.6 0.5 2.8 0.3
90.34 19.7 53.7 10.0 88.9 27.6 150.1 129.3 396.3 70.3
15.02 10.2 -0.7 0.1 6.5 1.4 15 0.5 11.3 0.0
10.56 5.7 4.3 0.1 13.5 0.8 18.7 1.3 7.5 0.8

Koncentrace sledovanych prvk( v digestatech vykazovaly vyraznou variabilitu mezi
jednotlivymi bioplynovymi stanicemi, coZ odrazi rozdily ve sloZeni vstupnich surovin. U
makroprvkl byly ve vSech sériich dominantni zejména K, Mg a P, pficemz napfiklad
koncentrace K dosahovala az ~190 000 pg/kg (vzorek 7, série 3), zatimco u vzorku 1
nepfesahovala ~12 000 ug/kg. Podobny trend byl pozorovan i pro Mg, kde se hodnoty
pohybovaly od ~34 000 do ~222 000 pg/kg. Tyto rozdily potvrzuji, Ze digestaty z rostlinnych a

kejdovych vstupu vykazuji vyrazné vysSi obsah mobilnich Zivin oproti materialim s vyS$Sim

EKOLOGIE — PRUZKUM - SANACE - Biotechnologie str. €. 7
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podilem mineralnich pfimési. Tento charakter odpovida obecné popisovanému slozeni

digestatu, které jsou bohaté na ZzZiviny, ale jejich chemické sloZeni silné zavisi na typu

zpracovavané biomasy. (Baldasso et al., 2023)?

U stopovych a potencialné rizikovych prvkl byly zjistény vyraznéjsi rozdily mezi jednotlivymi
vzorky. Napfiklad koncentrace Pb dosahovala az ~1900 ug/kg (vzorek 11, odbér €. 3), zatimco
v dalSich sériich se pohybovala pfiblizné mezi ~100-500 ug/kg. Podobné byly zvysSené
koncentrace As ve vybranych vzorcich (~300-330 ug/kg pfi odbéru €. 3), zatimco v jinych
pfipadech neprekracovaly ~10-50 ug/kg. U prvku typickych pro zemédélské digestaty (Cu, Zn)
byly hodnoty relativné stabilnéjsi, napf. Zn se pohyboval pfiblizné v rozmezi 2000-2900 ug/kg
(odbér 3), zatimco pfi odbéru €. 5 byly zjistény nizsi koncentrace (~400-1800 pg/kg). Tyto
vysledky potvrzuji, ze t6zké kovy v digestatech maji jak pfirozeny puvod (krmiva, mineralni
slozky), tak mohou odrazet specifické kontaminace souvisejici s typem vstupniho materialu.
(Kadam et al., 2022)'

250000

200000 +

150000

c (ug/kg)

S
S

50000

1 2 6 7 11
Digestat

Obrazek 1 Stanovené koncentrace vybranych prvku (ug/kg) v digestatecht, 2, 6, 7a 11 — 5.
odbér vzork (jaro 2026).
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2500 T

mCu Zn B Ni mCr EmPb

1 2 6 7 11
Digestat

Obrazek 2 Stanovené koncentrace stopovych prvku (ug/kg) ve vybranych digestatech — 5.
odbér vzorki (jaro 2026).

Mikrobiologické analyzy

Kromé téchto stanoveni byla pozornost vénovana také mikrobiologickym analyzam. Ve
vzorcich vybranych digestatd byl dale kultivané stanoven parametr celkovy pocet
mikroorganismud (CPM) a pocty rezistentnich aerobnich bakterii na antibiotika z t&chto skupin:

v amfenikoly (chloramfenikol, dale jen CMP, 20 ug/ml);
aminoglykosidy (streptomycin, dale jen STM, 20 ug/ml);
glykopeptidova antibiotika (vankomycin, dale jen VAN, 2 ug/ml);
chinolony (ciprofloxacin, dale jen CIP, 1 ug/ml);

makrolidy (erytromycin, dale jen ERY, 20 ug/ml);

peniciliny (ampicilin, dale jen AMP, 20 pg/ml);

sulfonamidy (sulfametoxazol, dale jen SMX, 40 ug/ml);
tetracykliny (tetracyklin, dale jen TET, 10 ug/ml).

LA
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Kultivaéni stanoveni celkového poctu mikroorganismi (CPM) poskytuje zakladni orientaci v

mnozstvi aktivnich bakterii v digestatu. Paralelni kultivace na antibiotickych médiich umoznila
popsat prevalenci fenotypové rezistentnich bakterii u vybranych antibiotik, véetné porovnani

rozdild mezi odbérovymi obdobimi.
Vysledky stanoveni

Vysledné hodnoty celkového poctu pfitomnych mikroorganismu, vyjadifené jako log CFU/ml
digestatu, ve vSech 5 odbérech digestatl provedenych v ramci celého projektu jsou uvedeny
v Tab. 4.

Dale bylo vypocitano procentualni zastoupeni rezistentnich bakterii z kazdé skupiny antibiotik
vztaZzenych k parametru CPM (viz tab. 4 a 5).
Tabulka 4: Celkovy pocet mikroorganismu (CPM) vyjadfené jako log CFU/mL digestatu —

Cerven 2024 (06-24), prosinec 2024 (12-24), kvéten 2025 (05-25), prosinec 2025 (12-25) a
kvéten 2026 (05-26).

CPM (log CFU/ml)
Cislo
vzorku 06-24 [12-24 |05-25 |12-25 |05-26
1 6,90 5,38 5,99 6,45 8,46
2 7,00 6,41 6,79 7,56 7,95
3 6,78 X X X X
4 7,23 7,15 X X X
5 7,48 6,38 X X X
6 7,30 6,06 7,25 7,63 7,91
7 7,38 6,11 7,48 7,22 7,91
8 7,23 6,41 X X X
9 7,04 X X X X
10 7,18 X X X X
11 7,08 6,18 6,32 6,00 8,40
12 8,11 X X X X
13 7,60 X X X X

Z namérenych hodnot poctu bakterii (LogCFU/mL) bylo vypocitano procentualni zastoupeni
bakterii schopnych rist v pfitomnosti danych antibiotik vztazenych k parametru CPM (Tab. 5).
NejvySSi miru zastoupeni maji bakterie rostouci v pfitomnosti sulfametoxazolu, ampicilinu a

vankomycinu.
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Tabulka 5 Procentualni zastoupeni (%) rezistentnich bakterii vztaZzené kcelkovému
poctu mikroorganismd v digestatech bioplynovych stanic ¢. 1, 2, 6, 7 a 11 v kvétnu 2026.

AMP CIp ERY CcmpP STM SMX TET VAN
digestat 1 1,90 0| 0,20 0 0,12 0,18 0,08 11,34
digestat 2 3,7 0| 0,13 0,03 2,62| 41,70 0,21 3,01
digestat 6 3,3 0| 041 0,07 3,59 6,85 0 6,56
digestat 7 18,8 0| 0,33 0,26 7,93| 48,20 1,55 3,45
digestat 11 1,5 0 1,25 0 1,25 2,66 0,04 13,86

Vysledky potvrzuji, ze digestaty z analyzovanych bioplynovych stanic obsahuji populace
bakterii s rozdilnou mirou antibiotické rezistence. Nejvyznamné;jsi zastoupeni bylo opakované
zaznamenano u rezistence vié&i sulfametoxazolu, ampicilinu a vankomycinu, coZz naznacuje
pretrvavani téchto rezistentnich mikroorganismu v anaerobné zpracovavanych materialech.
Soucasné byly mezi jednotlivymi bioplynovymi stanicemi pozorovany vyrazné rozdily, které
mohou souviset s rozdilnym slozenim vstupnich substratd a provoznimi podminkami

anaerobni digesce.

Molekuldrné-biologické analyzy antibiotické rezistence a mikrobidlnich komunit
v digestdtech

Stejné tak molekularné-biologické analyzy provadéné v ramci 3. etapy byly zaméfeny na
zhodnoceni antibiotické rezistence v odebranych vzorcich digestatd. U vzorkld z bioplynovych
stanic €. 1, 2, 6, 7 a 11 bylo provedeno také kultivacni posouzeni vyskytu bakterii rezistentnich
vuci vybranym antibiotikdm. Celkovy pocet kultivovatelnych aerobnich mikroorganismd se
pohyboval v rozmezi 7,91-8,46 log CFU/ml digestatu, coz potvrzuje vysokou mikrobialni
abundanci sledovanych digestatovych matric. Podil kultivovatelnych bakterii schopnych ristu
v pfitomnosti antibiotik se mezi jednotlivymi digestaty vyrazné I[iSil. NejvysSi relativni
zastoupeni bylo zjisténo u rezistence vici sulfametoxazolu, zejména u digestatu €. 7 (48,2 %)
a digestatu €. 2 (41,7 %), dale u rezistence vuci ampicilinu u digestatu €. 7 (18,8 %) a viCi
vankomycinu u digestatu €. 11 (13,9 %) a digestatu €. 1 (11,3 %). Naproti tomu podil bakterii
rostoucich v pfitomnosti ciprofloxacinu a tetracyklinu byl ve v8ech hodnocenych digestatech
nizky, vétSinou v fadu desetin procent nebo nizsi. Vysledky potvrzuiji, ze zemédélské digestaty
predstavuji mikrobialné aktivni a mezi jednotlivymi BPS vyrazné heterogenni matrici, ve které

se mohou vyskytovat kultivovatelné populace bakterii s fenotypovou rezistenci vici vybranym
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antibiotikim. Zjisténé rozdily pravdépodobné souviseji se slozenim vstupnich substratd,

historii zatizeni zivoc€iSnych vstupl antimikrobialnimi latkami a provoznimi podminkami

jednotlivych bioplynovych stanic.

Chemické analyzy obsahu antibiotik ve vzorcich digestati metodou LCMS

V roce 2026 bylo prostfednictvim laboratofi ALS Czech Republic, s.r.o. ve vzorcich sledovano
celkem 48 antibiotik z téchto skupin: amfenikoly (1), chinolony (10), linkosamidy (3), makrolidy
(6), peniciliny (2), sulfonamidy (17), tetracykliny (5) a ostatni antibiotika (4). SpoleCnost ALS
Czech Republic, s.r.o. vramci 3. etapy projektu jednak dale optimalizovala postupy uprav
komplikovanych vzork( typu digestat pred vlastni analyzou a dale optimalizovala a verifikovala
nastaveni podminek LC/MS analyzy, a to s cilem zakoncentrovat analyty a v maximalni mozné
mife odstranit matri¢ni efekty. Nalezy antibiotik v surovych digestatech z jarniho odbéru roku
2026 jsou k nalezeni v nasledujici tabulce.

Tabulka 6 Nalezy sledovanych antibiotik ve vzorcich surového digestatu z jarniho odbéru
2026.

¢islo vzorku 1 2 6 7 11
Azithromycin 2,105 |n.d. n.d. n.d. n.d.
Benzylpenicillin * * * * *
Ciprofloxacin 64,80 |n.d. n.d. n.d. n.d.
Clarithromycin 0,2965(|n.d. n.d. n.d. n.d.
Clindamycin 0,1746\n.d. |nd. |nd. [|n.d.
Cloxacillin nd. |nd |nd |n.d. n.d.
Doxycycline 14,31 |1303 |0,1340(0,1208|0,1766
Enoxacin nd. |nd |nd |n.d. n.d.
Enrofloxacin 0,1072|n.d. n.d. n.d. n.d.
Erythromycin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Flumequine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Chloramphenicol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Chlortetracycline n.d. 0,3606(1,424 |0,1452|2,310
Lincomycin 0,0326(1,206 |0,0169|0,0594|n.d.
Lomefloxacin nd. |n.d. n.d. nd. |n.d.
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Metacycline n.d. 0,6291(n.d. n.d. n.d.
Metronidazole nd. |nd |nd [|n.d. n.d.
Nalidixic Acid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
N-desmethylazithromycin 0,2358(n.d. n.d. n.d. n.d.
Norfloxacin 2,235 |n.d. n.d. n.d. n.d.
Ofloxacin 7,325 |n.d. n.d. n.d. n.d.
Ormetoprim n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Ornidazole nd. |nd |nd |n.d. n.d.
Oxolinic Acid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Oxytetracycline 0,1239|0,2892(0,2070|0,1155|1,692
Roxithromycin 0,0020(n.d. n.d. n.d. n.d.
Sarafloxacin nd. |nd |nd |n.d. n.d.
Sulfadiazine nd. |nd |nd |n.d. n.d.
Sulfadimethoxime nd. |nd |nd |n.d. n.d.
Sulfadoxine n.d. 0,0382|n.d. n.d. n.d.
Sulfachlorpyridazine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Sulfamerazine nd. |nd |nd |n.d. n.d.
Sulfamethazine 0,0116(0,0241|n.d. n.d. n.d.
Sulfamethizole nd. |nd |nd |n.d. n.d.
Sulfamethoxazole nd. |nd. |nd |nd |n.d.
Sulfamethoxypyridazine nd. |n.d. n.d. n.d. n.d.
Sulfamonomethoxine nd. |nd. |nd |nd |n.d.
Sulfamoxol nd. |nd |nd |n.d. n.d.
Sulfapyridine 1,658 |[n.d. n.d. n.d. n.d.
Sulfaquinoxaline n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Sulfathiazole 0,060 |n.d. n.d. n.d. n.d.
Sulfisoxazole nd. |nd. |nd |nd |n.d.
Tetracycline 1,347 |0,0552|0,3519|n.d.  |0,3498
Tiamulin n.d. 0,4781(n.d. n.d. n.d.
Trimethoprim 0,0085(n.d. n.d. n.d. n.d.
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Tylosin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Vancomycin 0,0329(n.d. n.d. n.d. n.d.
Clindamycin sulfoxide n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

hodnoty pod limitem kvantifikace

parametry stézejni pro projekt

22 AKTIVITA T3.4 OPTIMALIZACE A OVERENi TECHNOLOGIE PRO
DOSAZENI VYSLEDKU $507020305-V1

V roce 2025 bylo v EPS biotechnology, s.r.o. sestrojeno a zprovoznéno pilotni zafizeni pro
Ctvrtprovozni testovani dekontaminacni technologie na bazi zelenych mikrofas. Zafizeni bylo
vyvijeno v roce 2024 ve spolupréci se strojirenskou fakultou CVUT pfimo pro potieby tohoto
projektu SS07020305. Na nize uvedeném obrazku je uvedené zafizeni v realu v prabéhu

optimalizacnich testu.
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Obrazek 3 Pohled na ctvrtprovozni fotobioreaktor pro péstovani zelenych mikrofas naplnény
digestatovym kultivacnim médiem.

Modelova technologie se sklada ze dvou deskovych fotobioreaktorli o objemu pracovniho
prostoru 25 | a akumulaéni nadoby o objemu 50 | pracovniho prostoru. Celkem je tedy objem
pilotniho zafizeni 100 I. Obéh zpracovavaného kapalného média zajiStuje Cerpadlo.
Zpracovavana plynna smés, ktera ma simulovat bioplyn z bioplynové stanice nebo emisni
proud z kogeneracni stanice BPS, je pfipravovana pomoci technickych plynu skladovanych v
tlakovych lahvich a vzduchovym kompresorem. Efektivni homogenizace plynné smési je
zajisténa smésSovacem plynl. Pomoci fidicich ventill bylo nastavovano zapojeni technologie
do rGznych provoznich rezimu v pribéhu optimalizaénich zkouSek. Konkrétné se jednalo o
rezimy najezdu, vlastniho provozu a odstaveni. Provozni rezimy byly upravovany dle

pozadavkl experimentalnich méfeni. Technologie je pfizpUsobitelna rdznym provoznim
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rezimim. Fotobioreaktory byly vzajemné propojeny se zasobni nadrzi. Vstupujici CO, byl

davkovan pfimo do prostoru bioreaktort. Pritok kapalného média ve fotobioreaktorech byl
nastavovan spole¢né s tlakem v pracovnim prostoru, ktery je ovliviiovan nastavenim

vystupniho tlaku z komor fotobioreaktorti pomoci pfislusnych ventilu.

Pilotni testovani technologického postupu bylo provadéno s realnymi vzorky
digestatového meédia. To bylo vyrobeno =z dovezenych vzorkl digestatli, jez proSly
zpracovanim dle postupu pro pfipravu digestatového média, ktery je uveden ve vysledku
SS07020305-V3 (uzitny vzor). Tento postup funguje napfi¢ digestaty z riznych zemédélskych
stanic: z digestatu se nejprve odstrani hrubé pevné Castice, zbytky rostlinnych viaken,
nerozloZené €i nerozpustné ¢asti vstupniho substratu a dalsi pevné podily digestatu, a to jeho
postupnym prosivanim pfes fadu sit s velikosti ok 5 mm, 1 mm, 0,5 mm a 0,2 mm. Poté
nasleduje centrifugovani pfi 3000 az 5000 ot./min po dobu 5 az 10 minut, kterym se z takto
pfedupraveného digestatu dale odstrani jemna suspendovana pevna faze, zejména jemné
flokulované Castice a nerozpustné pevné slozky. Timto postupem se odstrani minimalné 99 %
pevnych ¢astic o priméru nad 0,05 mm. Mikrofiltrace neni nutna. Takto pfipraveny koncentrat
se nasledné nafedil vodou v hmotnostnim poméru koncentrat:voda 1:50, ¢imz se pfipravi
kapalné kultivaéni médium pro kultivaci mikrofas. Takto pfipravena media, ktera byla
pouzivana v prlbéhu optimaliza¢nich a verifikacnich experimentll méla pH od 7,4 do 8,3,
chemickou spotfebu kysliku stanovenou metodou s dichromanem draselnym (CHSK-Cr) 300
az 911 mg/l, obsahovala celkovy organicky uhlik (TOC) v mnozstvi 81 az 153 mg/l, dusik
v mnozstvi 30,6 az 77,3 mg/l, ztoho amonny dusik v mnozstvi 22 az 77,3 mg/l a fosfor v
mnozstvi 8,34 az 9,54 mg/l, z toho orthofosfore¢nany jako P v mnozstvi 5,19 az 7,12 mg/l

(rozptyl hodnot je dan kvalitou surového digestatu).

Tabulka 7 PFiklad rozboru sloZeni digestatového média — digestat €. 2, 1. odbér z Cervna roku
2024.

Digestat 2
(06/2024) - 50x
fedény
celkovy organicky uhlik (TOC) mg/| 81,2
CHSK-Cr mg/I 567
Dusi¢nanovy dusik jako N-NO3 | mg/I <0,060
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amoniak a amonné ionty jako

NH4 mg/| 78,7
amoniakalni dusik mg/I 61,1
celkovy dusik mg/| 77,3
celkovy fosfor mg/| 8,34
celkovy fosfor jako P205 mg/I 19,1
celkovy fosfor jako PO4 3- mg/| 25,6
dusi¢nany mg/! <0,27
orthofosforec¢nany mg/! 15,9
orthofosforec¢nany jako P mg/| 5,19

Do takto pfipravenych digestatovych médii bylo nao¢kovano &tyfdruhové smésné inokulum
sestavajici z taxonu 250 (CCALA) Parachlorella kessleri a 453 (CCALA) Scenedesmus
obliquus a smésné populace (pracovné oznaCované jako E) Chlorella vulgaris a
Pseudokirchneriella subcapitata. Objem inokula Cinil 10 obj. %. Nasledovaly kontrolované
kultivace ovéfujici navrhovanou technologii. V pribéhu treti etapy byly provedeny ftfi, vice jak
mésic dlouhé, kultivacni experimenty v pilotnim fotobioreaktoru na digestatech ze 3 riznych
BPS vyuzivajicich technologii mokré fermentace. Pouze dva experimenty byly vSak
hodnoceny detailné. Treti kultivacni zkouSka utrpéla celou Fadu technickych problém
z duvodu opakovanych vypadkl elektrického proudu, protoze v okoli EPS biotechnology
probihala stavba a tato preruseni byla sice dopfedu oznamena kvuli probihajici vystavbé
v okoli, nicméné posléze (i po dokonceni stavby) dochazelo k neoznamenym vypadkim
proudu, které velmi negativné ovlivnily pribéh celého experimentu, proto byla data z tohoto
testu z dokumentace ovéfené technologie vyfazena.

Digestaty z vybranych BPS (€. 2 a 11), které byly vybrany k finalni optimalizaci a verifikaci
technologie obsahovaly antibiotika v sumarni koncentraci (koncentrace v jiz nafedéném
digestatovém meédiu) 0,14 ug/l (digestat 11) az 3,1 pg/l (digestat €. 2). To znamena, zZe
v puvodnim surovém digestatu se pohybovala sumarni koncentrace antibiotik kolem 7 ug/l
(digestat 11) a 155 pg/l (digestat ¢. 2). V digestatech byla zjisténa pfitomnost 5 raznych
antibiotik v digestatu €. 11 a 7 typu antibiotik v digestatu ¢. 2. Shodné se v obou digestatech
vyskytovaly: doxycyklin, chlortetracyklin, oxytetracyklin a tetracyklin. Jedna se o Sirokospekitra
antibiotika z rodiny tetracyklind, pouzivana ve veterinarni medicingé, zejména v chovech
hospodaiskych zvifat, odkud se mohou prostfednictvim kejdy, hnoje a dalSich zivociSnych

substratt dostavat do anaerobnich fermentorli zemédélskych bioplynovych stanic. Jejich
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pfitomnost v digestatu proto nelze povazovat za ojedinély nebo piekvapivy nalez, ale za

vysledek odpovidajici literarné popsanému vyskytu rezidui veterinarnich Ié€iv v digestatech a
digestatovych frakcich. Nad ramec tetracyklinovych antibiotik detekovanych ve vSech
sledovanych digestatech byly v nékterych vzorcich zaznamenany také dalsi antibiotické latky.
V digestatu €. 11 byly navic zjistény stopové koncentrace clarithromycinu, tedy makrolidového
antibiotika. Makrolidy jsou vyznamnou skupinou antimikrobialnich latek vyuzivanych v
humanni i veterinarni mediciné. V chovech hospodarskych zvifat jsou pouzivany zejména k
IéCbé respiraCnich a dalSich bakterialnich infekci, pfi€emz jejich environmentalni vyznam

spociva také v moznosti vzniku makrolidové rezistence.

V digestatu €. 2 byl kromé latek tetracyklinové fady zjiStén také lincomycin, metacyklin a
tiamulin. Lincomycin patfi mezi linkosamidy, tedy latky mechanismem ucinku a rezistencnimi
vazbami blizké makrolidim; podle EMA (European Medicines Agency) jsou makrolidy a
linkosamidy pouzivany u potravinovych zvifat, mimo jiné u prasat a drubeze, pfi¢emz jejich
pouzivani je spojeno s rizikem rozvoje a pfenosu rezistence. Tiamulin patfi mezi pleuromutiliny
a je rovnéz typicky veterinarné relevantnim antibiotikem, zejména v souvislosti s Ié¢bou infekci
u prasat a drubeze. Metacyklin je strukturalné pfibuzny tetracyklinovym antibiotikim, a jeho
detekce v digestatu €. 2 proto dale podporuje zavér, Ze tento vzorek vykazuje SirSi zatizeni

latkami tetracyklinové skupiny.

Z hlediska projektu je podstatné, Zze nalez potvrzuje heterogenitu zemédélskych digestatli a
podporuje potfebu technologie, ktera nebude cilit pouze na jednu modelovou latku, ale na Sirsi

spektrum rezidui antibiotik a souvisejicich marker( antibiotické rezistence.

V pribéhu ovéfovacich testll byly realizovany opakované ¢asové odbéry, které umoznily
sledovat dynamiku zmén koncentraci antibiotik v kultivaCnim systému v Case. Vysledky
ukazaly, Ze u Casti sledovanych latek dochazelo v prlibéhu provozu k vyznamnému poklesu
koncentraci, zejména u tetracyklinu, oxytetracyklinu, chlortetracyklinu, metacyklinu a
tiamulinu. U nékterych latek byl na konci sledovani zaznamenan pokles pod mez detekce.
Uginnost odstranéni se vsak liSila podle konkrétniho antibiotika, vstupni koncentrace a
pribéhu kultivace. U doxycyklinu byla pozorovana vysSi variabilita ve vysledcich, a proto je

tfeba jeho odstranéni hodnotit opatrnéji. Tyto vysledky potvrzuji, Ze technologie ma potencial
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shizovat zatizeni digestatového média vybranymi antibiotiky, sou¢asné vSak ukazuji nutnost

dalsi optimalizace provoznich podminek a individualniho hodnoceni jednotlivych skupin latek.

PFi hodnoceni prabéznych odbérl z ovérovacich kultivaénich testl bylo sumarni zatizeni
antibiotiky stanoveno jako soucet koncentraci vSech detekovanych antibiotik v daném odbéru.
Hodnoty pod mezi detekce byly pro ucely této bilance uvazovany jako nulové. V prvni
sledované sérii s digestatem ¢&. 2 €inila po¢ate€ni suma detekovanych antibiotik cca 3,1 ug/l a
na konci testu 0,687 ug/l, coz odpovida poklesu sumarniho zatizeni o 77,8 %. Z hlediska
mnozstvi byl na po€atku testu jednozna&né dominantni doxycyklin, ktery tvofil hlavni ¢ast
celkové koncentrace; jeho koncentrace klesla z 3,005 na 0,647 pg/l, tedy o 78,5 %. Vyrazny
pokles byl dale zaznamenan u tetracyklinu z 0,00461 na 0,00063 ug/l (86,3 %), oxytetracyklinu
z 0,00560 na 0,00114 pg/l (79,6 %) a chlortetracyklinu z 0,03615 na 0,01314 ug/l (63,7 %).
Metacyklin a tiamulin byly v prvni Casti testu detekovany pouze pfechodné a v zavére¢ném

odbéru jiz nebyly detekovany.

Ve druhé sledované sérii byla po€atecni suma detekovanych antibiotik v digestatu ¢. 11
vyrazné nizsi, a to 0,14 pg/l, pfiemz na konci testu poklesla na 0,030 pg/l. To odpovida
poklesu sumarniho zatizeni o0 77,9 %. V této sérii byly na po€atku kvantitativné nejvyznamné;jsi
chlortetracyklin (0,0765 ug/l), oxytetracyklin (0,0295 ng/l), doxycyklin (0,0196 ug/l) a tetracyklin
(0,0100 pg/l). Chlortetracyklin a stopové zachyceny clarithromycin nebyly v zavérecném
odbéru detekovany, oxytetracyklin poklesl 0 92,8 % a tetracyklin 0 93,4 %. U doxycyklinu byla
v této sérii pozorovana vysSi variabilita a kone¢na koncentrace byla mirné vyssi nez pocatecni,
proto je jeho odstranéni hodnoceno jako nejednoznacné. Celkové vSak oba pribézné testy
potvrzuji vyrazné snizeni sumarniho antibiotického zatizeni digestatového média, zejména u

latek tetracyklinové skupiny.

Vysledky pribéznych ¢asovych odbérl z roku 2026 dobfe navazuji na souhrnné vysledky
predchozi etapy uvedené v etapoveé zprave z roku 2025 na obr. 9—-11 a v tab. 8. Prvni pribézna
série byla v roce 2025 provedena s digestatem €. 2, ktery byl jiz v pfedchozim vyhodnoceni
identifikovan jako nejvice zatizeny digestat z hlediska sumarni koncentrace antibiotik i poc¢tu
detekovanych latek. U tohoto digestatu byla v souhrnném vyhodnoceni stanovena primérna

uéinnost odstranéni antibiotik 76 % a maximalni Géinnost 91 %. Casové sledovani v roce 2026
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tento vysledek prakticky potvrdilo, protoze suma detekovanych antibiotik poklesla z 3,090 na
0,687 pg/l, tj. 0 77,8 %.

Druha pribézna série odpovida digestatu ¢. 11, ktery byl v pfedchozim vyhodnoceni v roce
2025 hodnocen jako digestat s velmi dobrou primérnou uc&innosti odstranéni antibiotik,
pfiblizné 93 %, s maximem 97 %. V roce 2026 byla u tohoto digestatu pocatecni suma
antibiotik vyrazné niz8i nez u digestatu €. 2, konkrétné 0,136 pg/l, a na konci testu poklesla na
0,030 pgl/l, coz odpovida poklesu sumarniho zatizeni o 77,9 %. Celkové procento poklesu je
tedy nizSi nez ve star§im souhrnném vyhodnoceni pro digestat &. 11, nicméné na urovni
jednotlivych latek zlstava trend velmi dobfe srovnatelny: chlortetracyklin a stopové zachyceny
clarithromycin nebyly v zavére€ném odbéru detekovany, oxytetracyklin poklesl o 92,8 % a
tetracyklin o 93,4 %. NizSi celkovy pokles sumarniho zatiZzeni byl ovlivnén zejména
doxycyklinem, jehoz koncentrace v této sérii kolisala na nizké urovni a v zavére¢ném odbéru

byla mirné vySSi nez na pocatku.

PFi interpretaci vysledk( u digestatu ¢. 11 je tedy vhodné jeSté samostatné zohlednit chovani
doxycyklinu, jehoz koncentrace se v pribéhu testu chovala nestandardné. P¥i citlivostnim
vyhodnoceni bez doxycyklinu, tedy pouze pro ostatni detekovana antibiotika, poklesla suma
koncentraci z 0,11642 ug/l na 0,00280 ug/l, coz odpovida ucinnosti snizeni 97,6 %. Tento
vysledek velmi dobfe odpovida pfedchozimu souhrnnému vyhodnoceni, kde byl digestat €. 11
hodnocen jako matrice s nejvy$si primeérnou ucinnosti odstranéni antibiotik. Zaroven ukazuje,
Ze nizSi hodnota sumarniho poklesu pfi zahrnuti v3ech latek byla ovlivnéna pfedevsim
nestandardnim chovanim doxycyklinu, nikoli nizkou u¢innosti technologie va¢i ostatnim

sledovanym antibiotikiim.

Celkové tedy letosni vysledky potvrzuji zavéry pfedchozi etapy: technologie vykazuje nejlepSi
a nejstabilngjsi ucinnost zejména u vybranych zastupcu tetracyklinové skupiny a u tiamulinu,
zatimco u doxycyklinu a nékterych stopové pfitomnych antibiotik je odezva variabilnéjSi a musi

byt interpretovana opatrné, zejména pfi koncentracich blizkych detek&nim limitiim.

Soucasti verifikace technologie nebylo pouze sledovani poklesu koncentraci vybranych
antibiotik, ale také posouzeni zmén mikrobialni komunity, kultivovatelnych rezistentnich
bakterii a vybranych genu antibiotické rezistence. Vzorky z ¢asovych odbérl fotobioreaktoru

v

s digestatem ¢&. 11 byly analyzovany spolufeSitelem projektu UTB. Kultivaéni stanoveni
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ukazalo pokles celkového poctu kultivovatelnych aerobnich mikroorganism z 8,62 log CFU/ml

ve vstupnim vzorku na 6,79 log CFU/ml v zavérecném odbéru, tedy pfiblizné o 1,8 fadu. Vyvoj
jednotlivych skupin rezistentnich mikroorganismu nebyl zcela jednotny. U nékterych skupin byl
zaznamenan pocatec¢ni narust relativniho zastoupeni nasledovany poklesem v pozdéjsi fazi
experimentu. NejzietelnéjSi dlouhodobéjSi pokles byl pozorovan u bakterii schopnych rlstu v

pfitomnosti sulfametoxazolu.

Molekularné-biologicka analyza qPCR soucasné prokazala vyrazny pokles vybranych markeru
antibiotické rezistence. U genu tetW, spojeného s tetracyklinovou rezistenci, byl v zavérecném
odbéru zaznamenan pokles o 97 % oproti vstupnimu vzorku. U genu ermB, reprezentujiciho
rezistenci k makrolidim, byl vyrazny pokles patrny jiz po 5 dnech kultivace a v zavéru
experimentu dosahovalo jeho relativni zastoupeni pouze jednotek procent puvodni urovné. U
genu sul2, spojeného se sulfonamidovou rezistenci, byl pokles vyssi nez 99 % jiz od prvniho
odbéru a pretrvaval i v dalSich ¢asovych bodech. Marker floR nebyl ve vstupnim ani
prabéznych vzorcich detekovan a u genu parC nebyl pozorovan jednoznaény trend.
Vyznamné je, Ze pokles vybranych genu rezistence byl vyrazné&jsi nez pokles markeru celkové
bakterialni populace 16S rRNA, ktery v zavérecném odbéru Cinil pfiblizné 64 %. To naznacuje,
Ze pozorované zmény nelze vysvétlit pouze celkovym poklesem bakterialni biomasy, ale
pravdépodobné také zménou struktury mikrobialni komunity a snizenim zastoupeni

mikroorganismU nesoucich sledované determinanty rezistence.

Tyto vysledky podporuji zavér, Zze ovéfovana technologie mlize vedle snizeni koncentraci
vybranych antibiotik pfispivat také ke zméné mikrobialniho a rezistencniho profilu
digestatového média. Nejlépe dolozeny efekt byl v Casovém testu s digestatem €. 11
pozorovan u marker( tetracyklinové, makrolidové a sulfonamidové rezistence, zatimco u

nékterych kultivaénich ukazatel(l a u markeru parC byla odezva variabilni.

Detailni vyhodnoceni téchto mikrobiologickych a molekularné-biologickych vysledkl je
uvedeno v dokumentaci ovéfené technologie. Stejné tak podrobny popis konstrukce zafizeni,
provoznich rezimd, zpusobu pfipravy digestatového média, pribéhu ovéfovani, analytickych
vysledkd a vyhodnoceni ucinnosti je uvedeno v samostatné technické dokumentaci vysledku

SS07020305-V1 — Ovérena technologie a pfislusnych pfilohach.
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23 AKTIVITA T 3.5 DOKONCENi SBERU DAT DO DATABAZE, JEJi
ZVEREJNENI
Spole¢nost ALS Czech Republic, s.r.o. se sou¢asné s analyzami vzork( digestata zabyvala
v ramci této etapy koneCnou aktualizaci databaze antibiotik, ktera slouzi jako pfehledné
ulozisté vybranych vysledkl celého projektu. Databaze je vytvorena jako kontingenéni tabulka,
obsahujici vS8echny relevantni informace. Pro feSitele projektu je databaze pfistupna v
editovatelné formé, pro vefejnost pak pouze elektronicky pro c&teni. Vysledek byl piné
dokoncen, tak jak bylo planovano (06/2026). V prabéhu roku 2026 byl dokonéen sbér dat,
jejich roztfidéni a zaneseni do kontingencni tabulky, coz je zcela v souladu s informacemi
v projektové pfihlaSce. Databaze je v tuto chvili pfipravena k jejimu plnému vyuziti odbornou

vefejnosti. Databaze je umisténa v zde:

https://www.alsglobal.com/cs/Ceska-Republika/zivotni-prostredi/digestat

24 AKTIVITAT 3.6 VYPRACOVANiI PODKLADU PRO TECH. DOKUMENTACI
VYSLEDKU S$S07020305-V1

V ramci aktivity T3.6 byly v pribéhu tfeti etapy projektu pribézné shromazdovany, tfidény a
vyhodnocovany podklady nezbytné pro zpracovani technické dokumentace vysledku
SS07020305-V1 — Technologie zpracovani digestatu spojena s vyuzitim mikrofas k redukci
mnozstvi antibiotik, rezistentnich bakterii a genl rezistence v ném obsaZenych. Jedna se
zejména o podklady popisujici konstrukéni a provozni uspofadani pilotniho fotobioreaktoru,
pfipravu digestatového kultivaéniho média, pouzité mikrofasové inokulum, prabéh
ovéfovacich kultivaCnich experiment, analytické sledovani koncentraci antibiotik,
kultivovatelnych rezistentnich bakterii a vybranych genu antibiotické rezistence. Soucasti
shromazdénych podkladl jsou rovnéz vysledky chemickych, mikrobiologickych a molekularné-
biologickych analyz, provozni zaznamy, fotodokumentace zafizeni a experimentd a dil&i
vyhodnoceni ucinnosti technologie. Tato aktivita tak vytvofila vécny a datovy zaklad pro
samostatny dokument ovéfené technologie, ktery obsahuje detailni technicky popis
technologie, zpravu o pribéhu ovérovani, vyhodnoceni dosazenych vysledkd a podklady k

jejimu naslednému uplatnéni.
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2.5 SHRNUTI PLNENi AKTIVIT TRETiI ETAPY PROJEKTU
V prubéhu treti etapy projektu (01/2026-06/2026) byly realizovany a splnény vSechny

planované aktivity v souladu s navrhem projektu. Konkrétné:

T3.1 PokraCovani odbérl vzorkl digestatu - splnéno

T3.2 Pokradujici chemické analyzy digestatl - splnéno

T3.3 Mikrobiologické a molekularné-biologické analyzy - splnéno

T3.4 Optimalizace a ovéreni technologie pro dosazeni vysledku SS07020305-V1 - splnéno
T 3.5 Dokonceni sbéru dat do databaze, jeji zverejnéni - splnéno

T 3.6 Vypracovani podkladl pro tech. dokumentaci vysledku SS07020305-V1 - splnéno

Treti etapa projektu tak byla naplnéna v planovaném vécném rozsahu a vytvofila klicovy

zaklad pro zavére€nou fazi feSeni projektu.

2.6 VYSLEDKY PROJEKTU

Dosazené vysledky projektu jsou v souladu s puvodnim vécnym zaméfenim, harmonogramem
a deklarovanymi vystupy projektu. Projekt byl od po¢atku koncipovan jako komplexni ovéfeni
moznosti vyuZiti mikrofas pro zpracovani digestatu ze zemédélskych bioplynovych stanic se
zaméfenim na snizeni obsahu antibiotik, rezistentnich bakterii a genu antibiotické rezistence.
V pribéhu feSeni byly postupné naplnény vSechny planované vysledky projektu. V pfedchozi
etapé byl dosazen vysledek SS07020305-V3 — Kapalné kultivacni médium pro kultivaci
mikrofas, ktery byl v navrhu projektu planovan jako vysledek typu Fuzit — uzitny vzor. Uzitny
vzor byl zapsan pod &islem 39235 dne 16. 3. 2026. Osvéd&eni o zapisu je v projektovych
pfilohach. Tento vysledek vytvofil nezbytny technologicky zaklad pro navazujici ovéfovaci
prace ve Ctvrtprovoznim fotobioreaktoru. Ve tfeti etapé pak byly v souladu s planem dale
dokonc&eny prace vedouci k dosazeni vysledku SS07020305-V1 — Technologie zpracovani
digestatu spojena s vyuzitim mikrofas k redukci mnozstvi antibiotik, rezistentnich bakterii a
genl rezistence v ném obsazenych, typu Ztech — ovéfena technologie, dale vysledku
SS07020305-V2 — Specializovana databaze a vysledku SS07020305-V4 — Souhrnna

vyzkumna zprava. Projekt byl zakoncéen véetné dosazeni vSech vysledka.
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3 VYNALOZENE NAKLADY NA PROJEKT
EPS biotechnology, s.r.o.

V kategorii osobni naklady bylo €erpano (v€etné povinnych odvodd) 1 102 024,- K& na platy
¢lenu feSitelského tymu dle uvazku na projektu. Nepfimé (rezijni) naklady Cinily 50 967,- K&.
Dalsi pfimé naklady 275 509,- K& byly vynaloZeny na nakup spotfebniho materialu (pfedevsim
laboratorni material a material v souvislosti s provozem fotobioreaktoru, vybaveni, kalibrace,
servis pristrojového vybaveni) nezbytného k realizaci projektu. Subdodavky nakonec nebyly

uplatnény.

V souladu s podminkami poskytovatele, konkrétné verzi €. 7 V8eobecnych podminek (oddil E,
¢lanek 19 a smérnici SME-07), byl proveden pfesun finanénich prostfedkl mezi nakladovymi
skupinami bez zmény v celkové vysi rozpoCtu. Konkrétné se jednalo o pfesun 113 950,- KE ze
skupiny Naklady na subdodavky ve prospéch skupiny pfedevsim Osobni naklady (navyseni o
67 474,- K&), v prospéch ostatnich pfimych nakladu (navySeni o 45 509,- K&) a nepatrné také

ve prospéch nepfimych nakladd (navyseni o 967,- K&) — viz nasledujici tabulka.

Cerpani projektu za rok 2026 rozpocet cerpani
osobni naklady 1034 550 K¢ 1102 024 K¢
naklady na subdodavky 113 950 K¢ 0 K¢
ostatni pfimé ndaklady 230 000 K¢ 275 509 K¢
neprimé naklady 50 000 K¢ 50967 K¢
Celkem na rok 2026 1428 500 K¢ 1428 500 K¢
Zdroje rozpocet cerpani
Podpora - dotace 928 525 K¢ 928 525 K¢
Neverejné zdroje - vlastni 499 975 K¢ 499 975 K¢
Zdroje celkem rok 2026 1428 500 K¢ 1428 500 K¢

Naklady na subdodavky nebyly nezbytné, nebot pozadovaného cile bylo dosazeno vlastni
Cinnosti fesitelského tymu (osobni naklady v souvislosti se zvy$enym rozsahem vyzkumnych,
analytickych, zprovoziovacich, optimalizacnich i vyhodnocovacich pracich) a pofizenim
nezbytného materialniho vybaveni oproti predpokladu. Navyseni finanénich prostfedkl ve
skupiné Osobni naklady bylo zpisobeno také vys$si mzdou u nékterych pracovniku, nez bylo

predpokladano v projektové prihlasce (rlist mezd, inflace).
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ALS Czech Republic, s.r.o.

V roce 2026 byly v ramci projektu SS07020305 vynalozeny nasledujici finanéni prostfedky na
realizaci projektu: osobni naklady (véetné povinnych odvodu) ve vysi 850 261 K¢, ostatni pfimé
naklady 52 451 K&, nepfimé naklady 200 000 K¢. Ostatni pfimé naklady zahrnuji nakup
materialu (kolona) a mési¢ni odpisy LCMS systém(l. Odpisy LCMS systém( jsou Uctovany v
souladu s interni ALS smérnici CZ_MI_C02_02. Ke kazdému LCMS systému je veden
pristrojovy denik, kam se zaznamenavaji vdechny provedené analyzy na daném instrumentu.
Mési¢ni naklad je vypocitan pravé na zakladé zaznamul z provozniho deniku (soucet hodin
vyuziti LCMS na projekt/celkovy soucet méficich hodin LCMS systému), pomér zapojeni stroje
do projektu je zauc¢tovan jako pfimy naklad na nakladové stfedisko projektu 99015. Celkové
skute¢né naklady na projekt jsou 1 102 712 K¢, planované naklady na rok 2026 byly 1 100
000 K¢&. Finance, které byly vyuzity nad ramec planovaného rozpoctu (2 712 K&), byly pokryty

z komer¢ni ¢innosti ALS Czech Republic, s.r.o.

UPCE

Naklady byly éerpany v souladu s podminkami TA CR. Finanéni prostfedky planované na rok
2026 byly zcela vycCerpany, stejné jako planované naklady za UPCE v ramci celého feSeni
projektu. V kategorii osobni naklady bylo ¢erpano (v€etné povinnych odvodu) 425 260,32 K&
na platy ¢lenu FeSitelského tymu (v€etné DPP) dle tvazku na projektu. Osobni naklady nebyly
zcela vy€erpany z divodu nizsiho ¢erpani DPP oproti planované mife v dobé pfipravy navrhu
projektu. Tyto finan¢ni prostfedky (konkrétné 35 739,68 K&) byly Cerpany v ramci kapitoly
ostatnich pfimych nakladl. Celkové bylo tedy v kapitole ostatnich pfimych nakladi ¢erpano
v posledni etapé feSeni projektu (rok 2026) 110 989,68 KE&. Tyto naklady byly vynalozeny na
nakup spotfebniho materialu nezbytného k realizaci a ukon&eni projektu v souladu s jeho

navrhem. Nepfimé (rezijni) naklady byly 135 250,00 K¢&.

UTB

Prostfedky na pfimé naklady byly pouzity v souladu s planem, jedinou vyjimkou je nevyuziti
10 000 K& planovanych na ochranu dusevniho vlastnictvi. Castka 48 000 K& byla &erpana na
sekvenacni sluzby. Jednalo se o planovany a nutny vydaj pro dosazeni vysledku projektu.
Ostatni prostfedky této kapitoly byly rovnéz vyuzity v souladu s planem na chemikalie,

laboratorni kity a dalSi laboratorni spotfebni material.
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4 RESITELSKE TYMY
EPS biotechnology, s.r.o.

V tymu hlavniho feSitele nedoslo k zadnym zménam oproti pfedpokladim. Do projektu byl
zapojen jmenovité Ing. Petr Benes, Ph.D. (Uvazek 0,05) a Ing. Martina Siglova, Ph.D. (0,36) a
dale dalsi osoby na pozicich laborant/laborantka (uvazek 1,09) a technik/technic¢ka (Uvazek
0,84). Prace feSitelského tymu vyzadovala vétsi nasazeni a usili oproti pfedpokladu (navyseni

uvazkud) na ukor uspor ve sluzbach a také se zde projevil vliv na rist platu (inflace apod.).

ALS Czech Republic, s.r.o.

V prubéhu roku 2026 nedoSlo u projektu ke zménam v feSitelském tymu firmy ALS Czech
Republic. V tymu dalSiho u€astnika projektu byly do projektu zapojeny jmenovité: Ing. Alice
Vagenknechtova, Ph.D. (Uvazek 0,08) a Ing. Zuzana Bilkova, Ph.D. (uvazek 0,09), dale pak
byly zapojeny ostatni osoby ALS analytik (Uvazek 0,16), ALS supervisor sekce (Uvazek 0,24)
a ALS validaéni specialista (Uvazek 0,19), které se na projektu podilely v souladu

s planovanymi vyzkumnymi aktivitami.

UPCE

Ve tfeti, zkracené, etapé feSeni projektu nedoslo v projektovém tymu za UPCE oproti
pfedchozi etapé k zadnym vyznamnym zménam. Oproti pfedchozimu obdobi jiz nedoslo k tak
vyznamnému zapojeni formou DPP, zapojeni dalSich pracovniki bylo stejné jako

v pfedchozim obdobi.

Jak bylo uvedeno v predchozi zpravé, na feseni projektu spolupracovala studentka SPSCH
v Pardubicich Martina Cerna. Ta vysledky své prace prezentovala na nékolika akcich s velmi
dobrymi vysledky, ¢imz projekt dosahl nejen zapojeni a propojeni mladych nadéjnych studentu
i ze stfedni Skoly, ale také byl diky tomu prezentovan na studentskych akcich, coz pfispiva
k $ifeni pové&domi o projektech podporovanych vramci TA CR. Konkrétné se studentka

Martina Cerna Gcéastnila téchto soutézi:

1. Festival védy a techniky pro déti a mladez CIMF 2026 Pardubického kraje, postup
z okresniho a krajského kola aZ do kola celorepublikoveho.

2. XXXI. ro¢nik Soutéze védeckych a technickych projektl stfedoSkolské mladeze
EXPO SCIENCE AMAVET, postup z regionalnich kol az do narodniho finale.
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3. Stredoskolska odborna &innost (SOC), ugast az na celostatni prehlidce SOC 12.-14.

¢ervna 2026 v Olomouci.

UTB

V tymu spolufesSitele UTB nedoslo k zadnym zménam u kliovych pracovnik( ani u dalSich

pracovniku na projektu oproti pfedpokladim uvedenym v pribézné zpravé za rok 2025.

5 NAPLNOVANi PROGRAMU PPZ

Projekt pfinasi nova fedeni v oblasti ochrany Zivotniho prostfedi a rozsifuje znalostni zakladnu
tykajici se environmentalnich rizik spojenych s vyuzivanim digestatu ze zemédélskych
bioplynovych stanic. Digestat je vyznamnym zdrojem organické hmoty a zivin, zejména dusiku
a fosforu, a je proto bézné vyuzivan jako hnojivo na zemédélskych pidach. V pfipadé digestatu
vznikajicich ze vstupnich surovin zivociSného plvodu v§ak mlze byt soucasné nositelem
rezidui veterinarnich antibiotik, rezistentnich bakterii, gent antibiotické rezistence a dalSich
rizikovych latek, v€etné vybranych tézkych kovl. Opakovana aplikace takového materialu na
zemeédélskou pldu muze predstavovat cestu, kterou se tyto latky a biologické ukazatele
dostavaji do pudniho prostfedi, mohou ovliviiovat pldni mikrobiom a v SirSich souvislostech

pfispivat k environmentalnimu Sifeni antimikrobialni rezistence.

Projekt se zaméfil pravé na tuto dosud malo popsanou oblast. V ramci feSeni byly opakované
odebirany a charakterizovany realné digestaty ze zemédélskych bioplynovych stanic. Byly
sledovany fyzikalné-chemické parametry digestatd, vyskyt vybranych antibiotik,
mikrobiologické ukazatele, kultivovatelné bakterie schopné rlstu v pfitomnosti antibiotik a
vybrané geny antibiotické rezistence. Tim byla vytvofena ucelena datova zakladna umozriujici
lépe posoudit variabilitu digestatl, rozdily mezi jednotlivymi bioplynovymi stanicemi, sezénni

proménlivost a mozné environmentalni souvislosti jejich dalSiho vyuziti.

Jednim z vyznamnych vystupl projektu je specializovana databaze vysledkl, ktera
zpfistupriuje ziskana data odborné vefejnosti. Databaze zahrnuje vysledky analytickych
rozborll a souvisejici mikrobiologické a molekularné-biologické udaje vztahujici se k
problematice antibiotik a antimikrobialni rezistence v digestatech. Jeji vefejné zpfistupnéni

podporuje dalsi vyuziti dat ve vyzkumu, pfi hodnoceni environmentalnich rizik, pfi pfipravé
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navazujicich projektd a pfi diskusi o kvalité digestatu jako materialu uréeného k dalSimu vyuziti

v zemédeélstvi nebo v technologiich ob&éhového hospodarstvi.

Dal$im dulezitym cilem projektu byl vyvoj biologicky zaloZzené technologie pro zpracovani
digestatu pomoci kultivace mikrofas. Tento smér FeSeni navazuje na skuteCnost, Ze digestat
obsahuje cenné nutrienty vyuzitelné pro rast mikroras, avSak ve své surové podobé neni pro
jejich pfimou kultivaci vhodny. V projektu byl proto vyvinut a chranén postup pfipravy
kapalného kultivaniho média z digestatu, ktery zahrnuje pfedupravu digestatu, odstranéni
vyznamné ¢asti pevnych ¢astic, fedéni a Upravu parametri média tak, aby bylo vyuzitelné pro

kultivaci zelenych mikroras.

Na tento vysledek navazala ovéfena technologie zpracovani digestatu pomoci mikrofas ve
fotobioreaktorovém systému. Technologie propojuje pfipravu digestatového kultivaéniho
média, inokulaci vhodnou mikrofasovou kulturou, kultivaci ve ¢tvrtprovoznim fotobioreaktoru a
pribézné sledovani chemickych, mikrobiologickych a molekularné-biologickych ukazateld. Pfi
oveérovacich experimentech bylo prokazano snizeni sumarniho zatizeni vybranymi antibiotiky
pfiblizné o 78 % u dvou testovanych realnych digestatovych matric. U jednoho z digestata byl
soucCasné dolozen pokles celkového poctu kultivovatelnych aerobnich mikroorganismu
pfiblizné o 1,8 log jednotky a vyrazné sniZeni vybranych genu antibiotické rezistence, zejména
tetW, sul2 a ermB.

Technologie tedy pfinasi nékolik vzajemné provazanych environmentalnich pfinosu:

a) biologickou cestou snizuje zatizeni digestatového média vybranymi antibiotiky a ovliviuje
nékteré mikrobiologické a molekularné-biologické ukazatele souvisejici s antimikrobialni

rezistenci;

b) umoznuje vyuziti cennych nutrientd obsazenych v digestatu pro produkci mikrofasové

biomasy;

c) vytvafi technologicky zaklad pro alternativni, nezemédélské zpracovani kapalné frakce
digestatu, které muze do budoucna pfispét ke snizeni rizika vnosu problematickych latek a

rezistencnich determinant do pudy, vodniho prostfedi a potravniho fetézce;
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d) podporuje principy ob&éhového hospodafrstvi, protoze pracuje s digestatem nikoli pouze jako

s odpadem nebo hnojivem, ale jako s vyuzitelnym zdrojem Zivin pro dalSi biotechnologické

zpracovani;

e) vytvafi podklad pro navazujici vyvoj integrovanych technologii propojujicich digestat,

kultivaci mikrofas, vyuziti CO, a produkci biomasy v navaznosti na provoz bioplynovych stanic.

Ve vSech téchto ohledech projekt napliuje cile programu Prostfedi pro Zivot, zejména z
hlediska rozSifovani znalostni zakladny, podpory novych environmentalnich technologii a
hledani FeSeni, ktera pfispivaji ke zdravému a kvalitnimu Zivotnimu prostfedi v Ceské
republice. Projekt pfinasi nové poznatky o dosud nedostateéné sledované problematice
vyskytu antibiotik a ukazatelt antimikrobialni rezistence v digestatech a sou€asné ovéfuje
technologicky postup, ktery mize v budoucnu pfispét k minimalizaci negativnich dopadu lidské

¢innosti na zivotni prostredi.

Projekt zaroven naplfiuje cile podprogramu zaméfeného na ekoinovace, nové technologie a
pfenos znalosti mezi vyzkumnou a aplika¢ni sférou. Na feSeni se podilely podnikové subjekty
i dvé vysokoSkolska pracovisté, coz umoznilo propojit analytické, mikrobiologické,
molekularné-biologické, kultivacni a technologické kompetence. Vysledkem je nejen rozsifeni
odborného poznani, ale také konkrétni technologické vystupy vyuzitelné pfi dalSim pilotnim

ovéfovani a pfi rozvoji environmentalnich biotechnologii pro bioplynové stanice.

Vyznam projektu spociva také v tom, Ze reaguje na problém, ktery zatim neni v Ceské
legislativé jednoznacné oSetfen specifickymi limity pro obsah antibiotik nebo ukazatell
antimikrobialni rezistence v digestatu. Pfesto jde o téma s rostouci environmentalni a zdravotni
relevanci. Projekt tak vytvafi odborny a technologicky zaklad pro budouci hodnoceni této
problematiky, pro dobrovolné zvySovani environmentalniho standardu provozu bioplynovych

stanic a pro pfipadnou pfipravu metodickych nebo regulatornich doporuceni.

Vyvojem alternativniho zplsobu zpracovani digestatu projekt pfispiva k minimalizaci rizik
plynoucich z nedostate¢né kvality zivotniho prostfedi pro zdravi lidi, ekosystémy i pFirodni
zdroje. Technologie zaloZzena na kultivaci mikrofas muze do budoucna nabidnout zpUsob, jak
Cast kapalné frakce digestatu vyuzit mimo pfimou zemédélskou aplikaci, pfipadné jak digestat

pred dal$im vyuzitim biologicky upravit. Tim mlze byt omezen potencialni vstup rezidui
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antibiotik, rezistentnich bakterii a genu rezistence do pldniho prostfedi, povrchovych a

podzemnich vod a nepfimo také do potravniho fetézce.

Projekt proto vyznamné pfispiva k naplfiovani programu Prostfedi pro zivot jak v roviné
znalostni, tak technologické a aplikacni. Vytvofil soubor vefejné vyuzitelnych dat, ovéfil novy
biotechnologicky postup zpracovani digestatu, podpofil pfenos poznatk( mezi vyzkumnymi
organizacemi a podnikovou sférou a pfipravil zaklad pro navazujici pilotni a demonstracni
aktivity zamérené na udrzitelnéj$i vyuzivani vystupnich proudl ze zemédélskych bioplynovych

stanic.

6 FINANCOVANI Z NPO

Nedochazi ke dvojimu financovani. Nedochazi ke stfetu zajml ve smyslu ¢lanku 61 Nafizeni
Evropského parlamentu a Rady (EU) 2018/1046 ze dne 18. Cervence 2018.
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