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1 UVOD

vvvvvv

nepretrzit¢ probihajici pfeménu mnoha latek a energie. Zaujima také klicové postaveni
Vv zivote i ¢innosti ¢loveéka, a jeji tloha roste s mirou rozvoje spole¢nosti. Ale tento rozvoj
muze mit negativni dopad na zivotni prostfedi ve vSech jeho slozkéch. Znecisténi vodniho
prostiedi z riznych zdroji ohrozuje vSechny organismy s vodou spojené, vcetné lidi. Do
zivotniho prostiedi se rovnéz dostavaji rezidua antibiotik a jejich metabolitii a biocidni
latky, ¢imz je jejich vyskytem podpoteno znecisténi vodniho prostiedi. Pfitomnost téchto
latek, vykazujicich antimikrobidlni ucinky, ve vodnim prostfedi zvySuje rezistenci
patogennich bakterii a naopak potlacuji pfirozenou mikrofléru vod nezbytnou pro

samocistici pochody (Kala¢ a kol., 2010).

Latky vykazujici antimikrobialni u¢inky jsou znamy pod terminem baktericidy. Jedna
se naptiklad o antibiotika, biocidy a dalsi latky, které ni¢i bakterie nebo inhibuji jejich
rist. V soucasné dobé€ jsou jiZ nedilnou soucasti Zivota lidi, ktefi tyto latky pouzivaji
v Sirokém meéftitku. Baktericidy uplatiiuji své vyuziti predevsim v oblasti mediciny, ve
formé¢ antibiotik a dezinfekénich prostredki, ale také Ize tyto latky nalézt v prostiedcich
osobni péfe a desinfek¢énich prostiedcich v domacnostech, ale 1 v primyslu

(Ostman a kol., 2017).

Rada téchto chemickych latek, které lidé pouZivaji, konéi v komunélni odpadni vodg,
kterd je vedena do Cistirny odpadnich vod. Eliminace nékterych baktericidi konvenénimi
Cisticimi procesy muze byt problematicka a mohou se dostat zpét do Zivotniho prostiedi,
a to bud’ skrze efluent do recipientu &i pouzitim kalu z &istiren odpadnich vod (COV) pro
hnojeni poli. Cela fada latek je v prubéhu €isténi rozlozena na metabolity s neznamymi
efekty v zivotnim prostfedi. Baktericidy se ¢asto vyskytuji ve velkém mnozstvi v odpadni
vodé, aniz by jim byla vénovéana pozornost a byl tak zhodnocen jejich vliv na Zivotni

prostiedi.

Cilem bakalaiské prace je odbér vzorkl odpadni a povrchové vody, Cistirenského
kalu a sedimentu v riznych castech technologického procesu Cistirny odpadnich vod
v Prachaticich a Zivného potoka. Ze ziskanych vzorkil nasledné stanovit koncentrace

vybranych baktericida, které jsou soucasti odebranych vzorkli. Zamérem prace je pomoci



stanovenych vysledkl, posoudit u¢innost odstranéni téchto latek ve vybrané Cistirné

odpadnich vod v zavislosti na pouzivané technologii ¢isténi.

2 TEORETICKA CAST

2.1 LEGISLATIVA

Zakladni predpis Seské legislativy, fesici problematiku veskerych vod v ramci Ceské
republiky, je zdkon &. 254/2001 Sb., ve znéni pozdéjSich prepisi a s nim spjaté
provadgjici vyhlasky a natizeni. Tento zakon znamy téz jako ,,Vodni zakon®, ¢i ,,zakon o
Vodach* definuje sviij ucel podle § 1 odstavce 1 nasledovné: ,,i¢elem tohoto zakona je
chranit povrchové a podzemni vody, stanovit podminky pro hospodarné vyuzivani
vodnich zdrojii a pro zachovani i zlepSeni jakosti povrchovych a podzemnich vod,
vytvofit podminky pro snizovani nepfiznivych U¢inkd povodni a sucha a zajistit
bezpecnost vodnich dél“. Dale dle § 2 odst. 2 zdkon ,upravuje pravni vztahy
k povrchovym a podzemnim vodam, vztahy fyzickych a pravnickych osob k vyuzivani
povrchovych a podzemnich vod, jakoz 1 vztahy k pozemkiim a stavbam, s nimiz vyskyt

téchto vod ptfimo souvisi, a to v z4jmu zajisténi trvale udrzitelného uzivani téchto vod,

bezpecnosti vodnich dél a ochrany pied u€inky povodni a sucha®.

Rozvoj, vystavbu a provoz vodovodil a kanalizaci fidi zdkon ¢. 274/2001 Sb., o
vodovodech a kanalizacich pro vetfejnou potfebu a o zméné nékterych zakonl (zédkon o
vodovodech a kanalizacich). Tento zédkon dle § 1 odstavce 1 ,,upravuje nékteré vztahy
vznikajici pfi rozvoji, vystavbé a provozu vodovodu a kanalizaci slouZicich vetejné
potiebé, pripojek na né€, jakoz i1 pilisobnost orgdni izemnich samospravnych celkli a

spravnich Gradi na tomto Gseku®.

V ramci Evropské unie je zdkladnim pfedpisem v oblasti €isténi odpadnich vod
smérnice Rady 91/271/EHS o ¢isténi méstskych odpadnich vod. Tato smérnice se tyka
odvadéni, ¢isténi a vypousténi méstskych odpadnich vod a ¢isténi a vypousténi odpadnich
vody z urcitych pramyslovych odvétvi. Cilem smérnice je ochrana zivotniho prostiedi
pied nepiiznivymi ucinky vypousténi jiz uvedenych odpadnich vod. Pro zamezeni vzniku

nepiiznivych u¢inkd vypousténim odpadnich vod z Cistiren, poZzaduje tato smérnice



stanoveni emisnich limitl a systém vzorkovani, rozbori a kontroly. Tato stanoveni jsou
zajiSténa nafizenim vlady ¢. 401/2015 Sb., o ukazatelich a hodnotach ptipustného
znecisténi povrchovych vod a odpadnich vod, nalezitostech povoleni k vypousténi

odpadnich vod do vod povrchovych a do kanalizaci a o citlivych oblastech.

Nakladani s kaly z &istiren odpadnich vod je v Ceské republice legislativé opatfeno
zédkonem ¢. 541/2020 Sb., o odpadech a vyhlaskou ¢. 273/2021 Sb., o podrobnostech
nakladani s odpady. Na urovni EU je nakladani s Cistirenskymi kaly na ptid¢ regulovano
Smérnici o Cistirenskych kalech 86/278/EHS a v kazdé zemi EU jsou v souladu s touto
smérnici stanoveny narodni pfedpisy. Narodni piedpisy stanovuji maximalni pfipustné
koncentrace potencidlné toxickych prvkt v pidé po aplikaci Cistirenskych kald a
maximalni ro¢ni aplikaéni davky. Zminéné legislativni dokumenty vSak nezahrnuji
maximalni pfipustné koncentrace baktericidni latek, pouze upravuji podrobnosti

nakladani s 1éCivy z domacnosti.

Pouzivani biocidnich ptipravka reguluje Natizeni Evropského parlamentu a Rady
(EU) €. 528/2012. Soucasti biocidnich ptipravki jsou uc¢inné latky, které hubi, tltumi nebo
omezuji rust Skodlivych organismti. Biocidy vykazuji u€inky desinfekéni, antiseptické
nebo konzervac¢ni. Ackoliv mohou byt tyto latky Skodlivé pro lidi, zvifata nebo Zivotni
prostiedi, jejich vyuziti je v fad€ oblasti lidské ¢innosti. Ke dni 14.4.2023 se v databazi
ECHA (European Chemicals Agency) nachazi 929 G¢innych biocidnich latek v celkem
6 531 biocidnich ptipravcich. Nadmérnym pouzivanim antibakteridlnich latek, jako jsou
biocidy, ale také antibiotika pouzivané v riznych aplikacich, hrozi vznik antibiotické
rezistence. Rozvoj antibiotické rezistence identifikuje Svétova zdravotnicka organizace
(WHO) jako jeden z vaznych celosvétovych problémi. Cistirny odpadnich vod, fesené
V této praci jsou misty, kudy tyto latky prochdzeji ve vysokych koncentracich, maji

vyznamny vliv na vstup genil antibiotické rezistence do zivotniho prostiedi.

2.2 BAKTERICIDY

Mezi baktericidy, jakoZto chemické latky vykazujici antimikrobialni Gcinky jsou
fazeny antibiotika, kovy a biocidy. Tyto latky jsou v soucasnosti vyuzivany v mnoha
aplikacich k odstranéni nezadoucich mikroorganismu. V soucasné dobé jsou jiz nedilnou
soucasti zivota lidi, ktefi tyto latky pouzivaji v Sirokém méfitku. Obecné maji biocidy
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Sir$i spektrum ucinnosti nez antibiotika. Zatimco antibiotika maji tendenci mit specifické
intracelularni cile, biocidy jsou rtiznorodé a negativné ovliviiuji nejen bakterie, ale i

rostliny ¢i zivocisné sktidce (McDonnell a Russell, 1999).

UCelem biocidi a antibiotik je zabijet nebo inhibovat rist nezadoucich
mikroorganism, s rozdilem ve mnozstvi aplikace. Biocidy diskutované v této bakalarské
praci pouzivané jako konzervanty, antiseptika a dezinfekcni prostfedky, se obvykle

aplikuji v mnohem vét§im mnozstvi nez antibiotika z diivodu zlepSeni ucinnosti.

2.2.1 ANTIBIOTIKA

Antibiotika jsou nedilnou soucasti nyné&js$i spolecnosti jiz od roku 1928, kdy
Alexander Fleming objevil prvni pfirodni antibiotikum, penicilin, jehoz nazev je odvozen
od plisné Penicillium. Diive termin antibiotikum zahrnoval pouze ptirodni slou¢eniny
tvotfené bakteriemi, nebo houbami, avSak nyni obsahuje Siroké spektrum syntetickych ¢i
polosyntetickych antibiotik, které jsou nezbytné v modernim zdravotnictvi. V soucasné
dobé je zaznamenano kolem 250 riznych chemikdlii pro pouziti v humannich a
veterinarnich 1é¢ivech (Ozumchelouei a kol., 2020). Zminéna 1é¢iva se Siroce pouzivaji
od svého zavedeni ve 40. letech 20. stoleti v humanni a veterinarni 1écbé bakterialnich
infekci a také jako stimulatory rdstu v chovu zvifat. Vzhledem Kk jejich odlisSnym
antimikrobialnim ucinkim jsou antibiotika specifikovana jako bakteriostaticka a
baktericidni. Bakteriostatickd antibiotika jsou ty latky, které inhibuji riist ¢i mnoZeni
mikroorganismi. V piipad€, kdy dojde i k jejich usmrceni, jednd se o baktericidni

antibiotika.

Vysokd mira uzivani a zneuzivani téchto antimikrobilnich latek vSak vedla k nartstu
a Sifeni bakterii rezistentnich na antibiotika a vyskyt rezistentnich patogennich kment
brani jejich klinickému pouziti. Ackoliv vyznam antibiotické rezistence byl uznan jiz
nekolik desitek let zpétné, teprve neddvno byl tento fenomén povazovan za globalni
zdravotni problém (Szekeres a kol., 2017). Dnes existuje mnoho kmenti patogenti, které
vykazuji multirezistenci, tj. rezistenci viici n€kolika typim antibiotik. Vznikajici problém
rezistence na antibiotika byl identifikovan jako hlavni hrozba pro globalni zdravi, protoze
antibiotika jsou zdkladem moderni zdravotni péce a jejich ztrata by byla zni€ujici. Diraz
se klade také na kontaminaci zivotniho prostfedi rezidui antibiotik, pro které je nutné
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uskutecnit nékteré preventivni piistupy, potiebné ke zmirnéni znecisténi chemickymi

latkami (Ostman a kol., 2018).

Primérni zdroje 1é¢iv v Zivotnim prostiedi (ZP) jsou komunalni ¢&istirny odpadnich
vod, zeméd¢€lska zatizeni, akvakultura, nemocnice a farmaceutickd vyrobni zafizeni.
Zminéna kontaminace ZP antibiotiky usnadiiuje vyvoj a $ifeni antibiotické rezistence
mezi bakteriemi, v€etné patogenti, cemuz také napomahaji navic kovy a dalsi biocidy
pritomné v primyslovych odpadnich vodach, které podporuji selekci na odolnost viici

antibiotikim (Bielen a kol., 2017).

2.2.2 BIOCIDY

Na rozdil od antibiotik, ktera se pouzivaji k 1é¢be bakterialnich infekei, jsou biocidy
riznorodou skupinou sloucenin, které se bézné pouzivaji jako konzervanty, antiseptika a
dezinfekéni prostiedky (Ostmana Kol., 2017). S dezinfekénimi a antiseptickymi
prostiedky se setkdvame v domacnostech jako s hygienickymi prosttedky pro kazdodenni
vyuzivani. Dal$i jejich vyuziti je ve zdravotnictvi, jako dezinfekéni prosttedky a
antiseptika, ale také v kosmetice, kde funguji jako konzerva¢ni latky (Ostman, 2018).
Biocidy jsou chemicky aktivni latky, které maji riizné antimikrobidlni ucinky. Téchto
ucinkl se vyuziva k zabranéni ristu mikrobl na nezddoucich mistech (Lindberg a kol.,

2014).

Hlavni obavou v souvislosti s biocidy je jejich intenzivni pouzivani, které by mohlo
vést stejné jako u antibiotik ke zvySené bakteridlni rezistenci vici produktu a zkiizené
rezistenci vuci nepiibuznym antimikrobialnim latkdm vcetné¢ chemoterapeutickych

antibiotik (Maillard, 2018).

2.3 SLEDOVANE LATKY

Bakalatska prace je zamétend na 22 latek s baktericidnimi u€inky. Tii latky jsou ze
skupiny benzotriazolli, dale bylo zafazeno sedm antibiotik a 12 kvartérnich amoniovych
sloucenin. Seznam sledovanych latek se naléza v tabulce 1 v kapitole 3 Material a

metody.
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2.3.1 BENZOTRIAZOLY (BT)

Benzotriazoly jsou znamé jako tiida heterocyklickych slouc¢enin vykazujici slabé
hydrofobni povahu. Benzotriazolové slouceniny jsou derivaty benzenového kruhu, na
kterém se par atomi uhliku kovalentné vaze na tfi atomy dusiku v péticlenném kruhu.
Nejjednodussi ¢len této skupiny je 1H-benzotriazol, ktery se sklada z benzenového jadra
fazovaného s 1H-1,2,3-trizolovym kruhem. Hlavnimi derivaty této slouceniny jsou 4-
methyl-1H-benzotriazol, 5-methyl-1H-benzotriazol, smés 4 a 5-methyl-1H-benzotriazol,
5,6-dimethyl-1H-benzotriazol a 5-chlor-1H-benzotriazol (Briguglio a kol., 2015).
Znichz 1-methyl-1H-benzotriazol a 4/5-methyl-1H-benzotriazol (suma izomert 4-

methyl-1H-benzotriazolu a 5-methyl-1H-benzotriazolu) byly soucasti analyzy této prace.

Vykazuji dobrou inhibici koroze tim, Ze se snadno absorbuji na povrch riznych kovi
a slitin, pfedev§im médi, se kterymi tvofi komplexy nerozpustné ve vodé. Diky této
vlastnosti jsou pouzivany jako korozni inhibitory v kapalindich pro odmrazovéni a
ochranu proti namraze letadel. Své uplatnéni vSak nachézi i ve form¢ pracich praska

obsahujici detergenty ¢i bélidel, chladicich a brzdovych kapalin (Shi a kol., 2019).

Celosvétova produkce a vyuziti téchto sloucenin jak v kazdodennim zivotg, tak i
v riznych primyslovych oblastech vyvoldva obavy o ochranu zivotniho prostredi.
Odolnost benzotriazolovych slouc¢enin vici biologickému rozkladu, tvorba komplext
spole¢né s kovy, nerozpustnych ve vodé a jejich toxicita pro mikroorganismy, rostliny a
vodni faunu predstavuje vyznamnou roli jako kontaminant zivotniho prostfedi (Hart a

kol., 2004).

2.3.2 MAKROLIDOVA ANTIBIOTIKA

Makrolidova antibiotika neboli ,,makrolidy* nesou sviij nazev dle chemické struktury
tvofené¢ 12-16 clennym makrocyklickym laktonovym kruhem. Makrolidy s 14-16
¢lennym makrocyklickym laktonovym kruhem jsou fazeny do skupiny vykazujici Sirokou
Skalu biologické tucinnosti a maji antibakteridlni UCinky. Plsobeni téchto latek
znemoznuje syntézu bakteridlnich bilkovin, tudiz je jejich ucinek priméarné

bakteriostaticky (Janas a Przybylski., 2019).
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Makrolidy jsou latky, které hojné¢ kontaminuji riizné slozky vodniho prostfedi. Jejich
hojny vyskyt a tim i vyznamné ovlivnéni vodniho prostiedi, co se tyce rizik dopadu pro
vodni hospodafstvi, zptisobilo na zaklad¢ dostupnych informaci zafazeni nékterych
makrolidii na seznam sledovanych latek EU, dle rozhodnuti EU, 2015/495 ze dne 20.
bfezna 2015. Zaroven se jednd i o makrolidy sledované v této praci, a to konkrétné o
erythromycin, klarithromycin a azithromycin. Tyto latky nadale zustaly i na druhém
seznamu sledovanych latek (rozhodnuti EU, 2018/840 z 5. ¢ervna 2018). Na zaklad¢
zpravy z pitezkumu prvniho sledovaného seznamu EU lze konstatovat, Ze nejcastéji

detekovanou latku (mezi markolidy) je klarithromycin (Felis a kol., 2020).

Dal$im makrolidovym antibiotikem sledovanych latek je erythromycin, od n¢hoz
byla odvozena tada derivatl,, kterymi jsou 14-Clenny diritromycin, klarithromyecin,
roxitromycin, nebo 15-¢lenny azotrimycin. Mezi 16-¢lenné fadime tylosin, desmycosin,
karbomycin, spiramycin, josamycin. V zavislosti na koncentraci v misté infekce a
citlivosti postizeného organismu, ma erythromycin U¢inek bud bakteriostaticky ¢i
baktericidni (Janas a Przubylski., 2019). Posledni makrolidové antibiotikum sledované
Vv této praci je azithromycin, ktery se uplatiuje ve zdravotnictvi predev§im pro 1écbu

nékterych bakterialnich infekei.

2.3.3 OSTATNI ANTIBIOTIKA

Klindamycin je vyroben chemickou modifikaci matetské slouc¢eniny linkomycinu.
Disociuje peptidyl-tRna z bakterialniho ribozomu, ¢imz narusuje syntézu bakterialnich
proteintll. Stejné tak jako u klarithromycinu, je i toto antibiotikum spojované se vzacnymi
ptipady akutniho poSkozeni jater. Hlavnim uplatnénim je pfedevsim v piipadé ne¢kterych

zévaznych bakteridlnich infekci.
Klindamyecin sulfoxid je aktivnim metabolitem antibiotika klindamycinu. Tato latka,

neni ur€ena pro humanni ani veterinarni pouZiti, ale k inhibici rstu urcitych bakterii.

Piedevsim se jedna o P. prevoti, B. fragilis a C. sordellii.

Trimethoprim je synteticky derivat trimethoxybenzylpyrimidu s antibakteridlnimi a
antiprozoalnimi vlastnostmi. Antibakterialni aktivita tohoto ¢inidla je potencovana

sulfonamidy. Nejcastéji detekovanou latkou ze skupiny sulfonamidii v zivotnim prostiedi
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je sulfamethoxazol. Sulfamethoxazol je isoxazolova slou¢enina, ma roli antibakteridlniho
¢inidla, antiinfek¢niho c¢inidla, antimikrobialniho ¢inidla, xenobiotika a 1ékového
alergenu. Sulfamethoxazol inhibuje dihydropteroatsyntazu, ¢imz zabrafuje tvorbé

kyseliny dihydropteroové, prekurzoru kyseliny listové, ktera je nezbytna pro rast bakterii.

Toto sulfonamidové bakteriostatické antibiotikum se nejcastéji pouziva v kombinaci
s trimethoprimem. V kombinaci s trimethoprimem pusobi synergicky, a v tomto spojeni
pomahaji zpomalit rozvoj bakterialni rezistence. Tato fixni kombinace antibiotik je Siroce
pouzivana pii 1écb€ mirnych az stiedné tézkych bakterialnich infekci (Felis a kol., 2020).
Jejich vyznamné ovlivnéni vodniho ZP zapii¢inilo na zakladé dostupnych informaci
zafazeni téchto latek do seznamu sledovanych latek dle rozhodnuti komise EU

2020/1161, ze dne 4. srpna 2020.

2.3.4 KVARTERNI AMONIOVE SLOUCENINY (KAS)

Kvartérni amoniové slouceniny jsou Siroce pouzivany jako dezinfekéni prostiedky a
antiseptika v ruznych kosmetickych piipravcich, C¢isticich prosttedcich a dalSich
produktech pro domacnosti jako jsou avivaze. Tyto kationtové povrchové aktivni latky
mohou byt velmi perzistentni v Zivotnim prostfedi, protoZe se siln€ absorbuji na pevné
latky, jako jsou kaly a sedimenty a vykazuji nizky degradacni potencial v anaerobnim
prostiedi (Clara a kol., 2007). Je prokazan vysoky objem vyroby chemikalii v mnoha
zemich. Riziko uvoliiovéani tdchto latek do ZP je v soudasnosti podcefiovana, protoze

mnoho sloucenin s biocidni aktivitou se pouZzivaji i v nebiocidnich produktech (Wieck a
kol., 2016).

Tyto latky spadaji do skupiny povrchové aktivnich latek, zneciStujicich Zivotni
prostiedi, kterd je znama pod terminem tenzidy a detergenty. Tenzidy maji schopnost
sniZovat povrchové napéti na rozhrani dvou fazi. Ve vodném prostredi vykazuji Gi€¢inek
praci, smaceci, emulgacni, dispergacni, stabiliza¢ni a penici. Oproti tomu detergenty, tedy
praci a Cistici prostfedky, obsahuji jesté¢ pifimési latek zvySujici praci, resp. Cistici
ucinnost.

Aplikaci téchto latek v primyslu ¢i v domécnostech se jejich velkéa ¢ast dostava do
odpadnich vod. To ma vsak negativni dopad na kvalitu vodniho prostiedi z hlediska

toxicity a biodegradability tenzidli a podpory eutrofizace. Toxické plisobeni na vodni
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prostiedi je umoznéno chemickou strukturou jejich molekuly, a z toho vyplyvajicimi
fyzikalné chemickymi vlastnostmi. Snizuji povrchové napéti vody a vyssi koncentrace
zpusobuji inhibici metabolickych pochodii v bunkéach. Toxické jsou rovnéz produkty
primarni degradace tenzidl, které jiz nejsou povrchové aktivni a také zptisobuji vyssi
rozpustnost jinych organickych a malo rozpustnych sloucenin. Svymi ucinky podstatné

snizuji kyslikovou bilanci tokt (Holoubek, 1990).

Komplikaci v ptipadé ptitomnosti téchto latek v odpadnich vodach je jejich narocné
odstranéni. Tenzidy v odpadnich vodach zpiisobuji tvorbu pény a negativné ovliviluji
Cisténi. Pri Cisticim procesu nastava nedostatecny styk povrchu vody se vzduchem a
Vv disledku toho se zmensuje obsah rozpusténého kysliku ve vod¢ — tedy podstatné snizuji

ucinnost biologického zptsobu ¢isténi odpadnich vod (Tolgyessy a kol., 1989).

2.4 ODPADNI VODY

Veskeré pouzité vody vykazujici zménu fyzikélnich, chemickych ¢i biologickych
vlastnosti vody, které omezi, ¢i znemozni jejich nasledné pouziti k danému ucelu,
povazujeme za vody odpadni, tedy vody vyuzivané v domacnostech, primyslovych,

zemé&délskych, zdravotnickych a jinych stavbach a zatizenich (zékon ¢. 254/2001 Sb.).

Pomoci detailngjsich informaci o ptivodu, sloZeni a charakteru znecisténi odpadnich
vod je rozliSovano zakladni dé€leni, a to na vody sraZkové a méstské kanalizacni vody
(splaskové a primyslové). Srazkové vody, jejichz mnozstvi je ovlivnéno velikosti
odvodiiované plochy, jejich kvalité a intenzité srazek, jsou odvadéné z intravilanu obce
jednotnou vetejnou kanalizaci. Méstské odpadni vody, které obsahuji pouze vody
Z domacnosti a socidlnich zafizeni zavodu, jsou pouze vodami splaskovymi. Nyni vSak
vétSina méstskych odpadnich vod obsahuje i vody primyslové. Primyslové odpadni vody
se vyznamné 1i$i od vod splaSkovych. Jejich sloZzeni a mnozstvi zavisi na charakteru
vyroby a systému vodniho hospodaistvi, kazdého jednotlivého podniku. Charakter
znecisténi vSak mulze byt ovlivnén i v rdmci jednoho podniku, ktery vyuziva vice
vyrobnich technologii. Dalsi charakteristickym rysem té€chto vod je jejich kolisani
koncentraci a objem1 jak v kratkych ¢asovych intervalech, tak i dlouhodobém casovém

meéfitku (Bindzar a kol., 2009).
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Zakladnim méfitkem pro vyjadfovani znecisténi je standardni jednotka ekvivalentni
obyvatel (EO). Jedna se o primérné znecisténi vyprodukované od 1 obyvatele za 1 den
piepoctené na hodnotu BSKs. Ve vodohospodaiské legislativé se pouziva predevSim
vyjadieni v BSKs a CHSKSs. BSKs, neboli biochemicka spotteba kysliku, pro kterou plati,
ze jeden EO vyprodukuje 60g BSKs za den. Tato hodnota je stanovena jako dlouhodoby
prumér z mnoha lokalit a takto je tfeba k ni i pfistupovat. Naproti tomu CHSKs, neboli
chemické spotieba kysliku dosahuje pfiblizné az dvou nasobnych hodnot. Primérna

hodnota v poméru BSKs / CHSKS je u splaskovych vod cca 0,55 (Horakova a kol., 2003).

2.41 TECHNOLOGIE CISTENI ODPADNICH VOD

Piedpokladem pro ¢isténi odpadnich vod je GspéSny vybér optimalni technologie
Cisténi, ktery je zajistén, i detailnimi informacemi o cilové Cisténé odpadni vodé viz
kapitola 2.4. Primarnim rozliseni technologii ¢isténi je dle poctu ekvivalentnich obyvatel

napojenych na COV, od kterého se pak odviji zpiisob zvoleni jednotlivych fazi ¢isténi.

2.41.1 TECHNOLOGIE MALYCH CISTIREN

Technologie malych cistiren odpadnich vod, tedy do 5 000 EO, je zpravidla
jednodussi, ale obsahuje podobné stupné cisténi a komponenty jako velké ¢i stfedni
Cistirny. OdliSnosti je zde absence primarni sedimentace a anaerobni stabilizace kalu
v dasledku ekonomického prodélku. Stabilizace kalu se tudiz v malych Cistirnach provadi
aerobné ¢i chemicky. Charakteristickymi rysy technologie jsou ve srovnani s velkymi

jednodussi, provozné spolehlivéj$i s minimalnimi naroky na obsluhu a naroky na

ucinnosti ma mirngjsi (Bindzar a kol., 2009).
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2.41.2 TECHNOLOGIE VELKYCH CISTIREN

Jedna se o Cistirny s celkovym poctem piipojenych EO od 5 000. Mechanické ¢isténi,
jakozto prvni faze této technologické linky, pfedstavuje zbaveni surové vody hrubych
nerozpusténych predméti a latek, jejichz pfitomnost je nezadouci v dalSich procesech
¢isténi. Do mechanického Cisténi jsou zarazeny lapaky Stérku, Cesle a lapaky pisku, za
které se ziidka zarazuji lapaky tukl. Poslednim stupném prvni faze ¢isténi je primarni
sedimentace provadéna v usazovacich nadrzich. Druhou fazi ¢isténi je biologické, které
probihd v aktivac¢nich nadrzich s biomasou ve formé suspenze, nebo v reaktorech
S biomasou ve formé biofilmu. Biologicky reaktor musi byt vzdy doplnén separaénim
stupném, kde se oddéli biomasa od vy¢isténé vody. Tento separacni proces se uskutecniuje
Vv usazovacich nadrzich. V ptipad¢, ze voda po biologickém stupni dosahuje pozadované
kvality, vypousti se do recipientu. Tercidlni ¢isténi ¢i chemicky stupen se vyuziva
v technologii v pfipad¢, Ze mechanicko-biologické ¢isténi nestaci k dosazeni potiebné
kvality vycisténé vody. V této fazi se vyuziva nékterych z fyzikalné-chemickych procest,

které jsou voleny dle specifického typu zbytkového znecisténi (Bindzar a kol., 2009).

25 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE
S TANDEMOVOU HMOTNOSTNI SPEKTROMETRII

Z hlediska analyzy antimikrobidlnich latek jsou nejvice vyuzivané metody
chromatografické. Tyto metody jsou urceny k separaci sledovaného analytu od dalSich
latek ve vzorku tak, aby za pomoci vhodné detekcni techniky bylo v dal§im kroku moZné
tento analyt jednozna¢né identifikovat a kvantifikovat. Principem chromatografickych
metod je rozdéleni latek mezi dve faze, a to f4ze mobilni a stacionarni. Mobilni faze unasi
vzorek prostorem, kde dochazi k separaci, a stacionarni faze predstavuje nepohybujici se
napln separac¢niho prostoru. Pti priachodu vzorku separa¢nim prostorem dochazi k jeho
opakované interakci ve stacionarni fazi. Komponenty vzorku jsou touto interakci
selektivné brzdény ve svém pohybu, mira brzdéni je imérné vazebné sile této interakce

(Opekar a kol., 2005)

Zakladnim kritériem, pro rozdéleni chromatografickych metod, je skupenstvi pouzité

mobilni faze. V ptipadé, kdy se tato faze nachazi v plynném skupenstvi, jednd se o
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plynovou chromatografii (GC — Gas Chromatography), pokud se vSak ve skupenstvi
kapalném, jedna se o kapalinovou chromatografii (LC — Liquid Chromatography).

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) s tandemovou hmotnostni detekci
(MS) se tadi mezi nejcitlivéjsi separacni metody urené ke kvantitativni a kvalitativni
analyze organickych i anorganickych latek. Spojeni kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni detekci (LC-MS) bylo velmi narotné az do vyndlezu
elektrosprejové ionizace (Ostman a kol, 2018). Svyvojem dostupnéjsich a
spolehlivéjsich pfistrojii hraje LC-MS dulezitou roli v oblasti potravinaiského a
farmaceutického primyslu, dale v oblasti toxikologie a ekologie. Tato technika se

nakonec stala volbou pro analyzu poldrnich sloucenin, jako jsou naptiklad IéCiva a

pesticidy (Stulik a kol., 2005).

Systém LC-MS se sklada ze tii ¢asti. Prvni je systém zavadéni vzorku, které se sklada
z LC jednotky a autosampleru, druhd ¢ast je tvotfena analytickou kolonou pro separaci
slouceniny a posledni je syst¢tm MS, ktery se pouziva k ionizaci a detekci analytd

(Ostman a kol., 2018).

Prvotni ¢asti jsou lahve se zasobou mobilnich fazi odplynovany v tzv. degaseru,
nasledné michany a Cerpany vysokotlakou pumpou. Mobilni faze dale prochazi ptes
nasttikové zafizeni (autosampler). Pomoci autosampleru je do systému vstiikovan fixni
objem vzorku. Tento vzorek smichany spolecné s mobilni fazi je déale tlacen na
analytickou kolonu, kde probiha separacni proces. Dle typu separovanych sloucenin se
voli uspotadani HPLC metody. RozliSuje se bud’,,normalni‘ nebo ,,reverzni‘ uspotradani.
»Normalni“ je zaloZené na vétsi polarité stacionarni faze, nezZ je polarita faze mobilni.
Druhou moznosti uspotadani je ,,reverzni‘ (RP-HPLC). Je vhodné pro latky malo polarni
anepolarni, mezi které patii vétSina bioanalyti, v€etné 1é€iv nebo drog. Takto separovany
vzorek nasledné mifi do hmotnostniho spektrometru. Zékladnim principem hmotnostni
spektrometrie je tvorba pozitivné €1 negativné nabitych ¢astic, které jsou rozliSeny na
zéklad¢ poméru jejich hmotnosti a ndboje (m/z) hmotnostnim analyzatorem a poté jsou
kvalitativné a kvantitativné zaznamenany detektorem. V iontovém zdroji dochdzi
K ionizaci a pfevodu vzorku do plynné faze. Po prevodu molekul na ionty v plynné fazi
dochazi k jejich rozdéleni na zdkladé¢ poméru m/z v hmotnostnim analyzatoru. Tyto
separované ionty jsou dale pomoci detektoru prevedeny na pouzitelny signal. Konecnou
¢asti je tidici jednotka, jejiz soucdsti je pocitac¢ pro zpracovani dat a nasledné grafické,
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datové ¢i textové vyhodnoceni. V pocitaci jsou zaznamenany jednotlivé charakteristiky
jako napt.: reten¢ni Cas, intenzita pika pti dané vinové délce, MS spektrum a intenzita pii

daném m/z atd. (Cibecek a kol., 2014).

3 MATERIAL A METODY

3.1 CISTIRNA ODPADNICH VOD PRACHATICE

Mésto Prachatice se nachazi v jihozapadni ¢asti Ceské republiky a je soulasti
Jihogeského kraje. Méstem protéka Zivny potok, zapadné od mésta se nachazi feka
Blanice a Husinecka piehrada. V Prachaticich je vyssi technicka i obCanska vybavenost,
ale pfevaznou cast zastavby tvoii rodinné a bytové domy. Obcanska vybavenost zahrnuje
matefské Skoly, zakladni, stiedni a vysSi odborné Skoly, obchody, hotely a penziony,
restaurace a kulturni zafizeni. Dulezité z hlediska objemu pouziti antibiotik a
desinfektantti je nemocnice, domy s pecovatelskou sluzbou (DPS Skalka, DPS Sady),
zafizeni pro péci o seniory (Mistra KfiStana), hospic sv. Jana Neumanna. Jihovychodni
¢ast Prachatic je tvofena primyslovymi objekty. V primyslové oblasti ptevazuje primysl

se strojirenskymi, elektrotechnickymi a dievatskymi obory.

Odpadni vody zvySe zminénych objektl jsou zpfevazné vétSiny odvadény
jednotnou kanaliza¢ni siti na €istirnu odpadnich vod. Priimyslova zona je odkanalizovéna

oddilnou kanalizaci. Vy¢isténé odpadni vody odtékaji do Zivného potoka.

Cistirna odpadnich vod byla poprvé uvedena do provozu v roce 1964 s piivodnim
navrzenim technologické linky s mechanickym pted¢isténim a bio-filtrem. Toto
provedeni slouzilo vice jak 30 let. I pies snahu o rozsiteni technologie COV o dal3i bio-
filtr v roce 1998, nedoslo k zajisténi potiebné kvality vypousténych odpadnich vod. Proto
v roce 2005 doslo k celkové rekonstrukci COV. Pivodni, jiz poskozeny, bio-filtr prvniho
stupné¢ byl nahrazen aktivaéni nadrzi vtzv. kaskddni uspotddani DN-DN-DN
(denitrifikace-nitrifikace). Stafi kalu bylo zvySeno zafazenim regenerace a pro docisténi
vody zistal zachovan druhy filtracni stupen s nitrifikaéni naplni. VSechny tyto zmeény,
vzniklé rekonstrukei dle projektu VAK, byly navrhovany pro zvyseni celkové stability

provozu a dosazeni pottebné ti¢innosti COV.
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Sou¢asny pocet napojenych obyvatel na COV, dle provedeného odhadu v roce 2020,
odpovida 9 700. Projektovana kapacita COV je situovany na 33 000 EO, ale nyng&jsi
provozovana kapacita odpovida 8 200 EO.

Celkova délka kanalizacni sité je pfiblizné¢ 50 km dlouha. K roku 2016 odpovida
délka jednotné kanalizace 46 km a délka oddilné kanalizace 4 km. Srazkovy normal pro
izemi kanaliza¢ni sité odpovida 699 mm-rok*. Setkavame se zde s primérnym dennim
pratokem 3 567 m3-den. V obdobi vzorkovani doslo v$ak k vyraznému vykyvu. Byly

zaznamenany az dvakrat vyssi hodnoty oproti primérnému dennimu pratoku.

Z celkového mnozstvi odpadnich vod, se zde jednd o 15 % vod pramyslovych.
Mnozstvi balastnich vod v kanalizaéni siti je piiblizné 25 %. Cistirna odpadnich vod

zaznamenava o 10 — 20 % vyssi produkci OV o vikendech, nez v pracovnich dnech.

3.1.1 TECHNOLOGIE COV PRACHATICE

3.1.1.1 MECHANICKY STUPEN

Odpadni vody z mésta jsou piivadény jednotnou kanalizaci k ¢asti mechanického
stupné CiSténi. V tomto stupni dochazi k predipravé surové odpadni vody odstranénim
vSech makroskopickych ¢astic, které jsou nezadouci v dalSich fazich ¢isténi odpadnich

vod.

Soucasti ptitokové kanalizace je lapak Stérku a odlehCovaci komora, kterd hraje
vyznamnou roli v p¥ipadé piivalovych destd. Komora ¢inni objem 680 m® a je vybavena
vyplachovaci klapkou. Ptitokova kanalizace je zaroven vybavena pfistroji PARS 5 pro

méfeni pratoku.

K prvnimu mechanickému pfedc¢iSténi dochazi v misté hrubych cesli, které jsou
¢istény rucné. Pomoci Cesli jsou odstranény veétsi predméty, jako jsou papir, plasty a
dievo. Nasledné je voda svedena k lapaku pisku (viz Obrazek €. 1) v provzdusiovaném
provedeni. Zde piskovy Snekovy dopravnik transportuje separovany pisek do dalSiho
dopravniku, ktery je jiz naklonén, aby vyvedl pisek ven ze zafizeni. Za lapaky pisku je
ziizen i lapak tukd. Na COV se nachazi 4 usazovaci nadrZe o plose 4 x 54 m? a objemu

4 x 135 m® zobrazené na Obrazku ¢&. 2. V kazdé nadrZi je zahloubena kalova jimka.
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Obrazek 2: usazovaci nadrZe (autor textu, 2022)
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3.1.1.2 BIOLOGICKE CISTENI

V této Casti se pracuje s jiz mechanicky predcisténou vodou. Z mechanické casti je
pfevedena do biologické pomoci Cerpaci stanice s Cerpanim do aktivaéni ¢asti o celkovém
objemu 3 000 m3. Jesté pred samotnou aktivaci je do rozdé&lovaciho objektu davkovan
siran Zelezity pro srazeni fosforu. Aktivace je zde rozdélena do dvou samostatnych linek
v sestavé: R-DN-DN-DN. Regenerovany kal piepada na zacatek kazdé linky a pfitok
vody je rovnomérné rozdélen do dvou biologickych linek. Denitrifikacni nadrze jsou
obohaceny michadly a nitrifikacni nadrze jemno-bublinnou aeraci s fizenou davkou
vzduchu (viz Obrazek ¢. 4). Systém pracuje bez vnitini cirkulace. Voda z aktivaéni ¢asti
je dale vedena do dvou kruhovych dosazovacich nadrzi (viz Obrazek €. 3). Nadrze jsou
opatieny pojezdovym mostem pro stirani dna a hladiny. Vycisténa voda odtéka ptes

docist'ovaci sito na mérny zlab.

Obrazek 3: kruhova dosazovaci nadrz (autor textu, 2022)
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Obrazek 4: aktivacni nadrZ (autor textu, 2022)

3.1.1.3 KALOVE HOSPODARSTVI

Kalové hospodaistvi COV Prachatice je tvofeno zahuitovacim sitem, vyhnivaci
nadrzi, uskladnovaci nadrzi a pasovym lisem. Celkovy kal zahrnuje aktivovany a
usazovaci kal. Aktivovany kal pfedstavuje az 60 % celkového mnozstvi kalu v COV a
usazovaci kal 40 %. Vyuziva se zde princip zahusténi kali ve vyhnivaci nadrzi, ve které
se udrzuje stala teplota okolo 40 °C. Dal$im vyuzitim kali je tvorba bioplynu. Tento
zpusob vyuziti kalu napomaha k redukci kalu. 20 % bioplynu je spotiebovano k provozu
Cov.
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3.2 LOKALITY ODBERU

Odbér vzorkli odpadnich vod a kalti byl proveden na Cistirn¢ odpadnich vod
V Prachaticich a na piilehlém Zivném potoce. Celkovy usek vzorkovani a popis lokalit je

zobrazen na Obrazku ¢. 5. Ten prameni asi jeden km severoziapadné¢ od Chrobol

Vv nadmotské vysce 755 m. Protéka meéstem Prachatice a usti u TéSovic, kde tvoii

pravostranny piitok feky Blanice. Délka toku ¢ini 13,6 km. NejvétSim pfitokem je

Fefersky potok, ktery se vléva do Zivného v Prachaticich.

3.2.1 POPIS LOKALIT
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Obrazek 5: odbérna mista (zdroj: mapy.cz -
https://mapy.cz/zakladni?x=14.0148671&y=49.0241581&7z=16)

Odbéry vzorkli byly provadény 22.6.2021 - 25.6.2021. Ziskané vzorky vody
predstavovali bodové nebo 24 h slévané vzorky vody, odebrané vzorky sedimentu ze
Zivného potoka, aktivovany a stabilizovany kal z COV. Dalsim odbérem 9.8.2021 byl
ziskan vzorek sedimentu z lokality nad COV a pod COV.

Prvni lokalita, na které byl provadén odbér, nese pracovni nazev ,,NAD Cov«
(viz Obrazek ¢. 6). Lokalita lezi p¥iblizné 200 m proti proudu nad piitokem do COV.
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V misté vzorkovani je tok piiblizné¢ 3 m Siroky a 0,3 m hluboky. Z této lokality byly
ziskany bodové vzorky vody a sedimentu. Tato lokalita predstavuje kvalitu vody

V recipientu bez vlivu COV.

Obrazek 6: lokalita ,NAD COV* (autor textu, 2021)

Druha lokalita vzorkovani nazvana ,,NATOK COV*, je ptitok odpadni vody do
COV za Geslemi. V tomto misté zaroven dochazi k tézbé pisku, jak mizete vidét na
Obrazku 7 niZe. Soucasti stokové sité je zde odlehcovaci komora, jejiz vyuZiti slouzi
Vv obdobi ptivalovych destovych vod. V tomto misté byly odebrany dva typy vzorki.
Bodovy 22.6.2021 a 24h slévany vzorek v obdobi od 23.6.2021 — 25.6.2021.
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Obriazek 7: lokalita ,NATOK COV* (autor textu 2021)

L,ODTOK COV* je dal3i lokalitou vzorkovani. Zde odtéka vy¢isténa voda z COV
ptes docistovaci sito skrz mérny zlab, na kterém vzorkovani probéhlo (viz Obrazek ¢. 8).
V této lokalité probéhlo vzorkovani stejn& jako u predeslé lokality ,NATOK COV“. Byl
odebran bodovy 22.6.2021 a 24h slévany vzorek v obdobi od 23.6.2021 — 25.6.2021.

Obrazek 8: lokalita ,,ODTOK Ccov« (autor textu, 2021)
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Posledni lokalitou zobrazenou na Obrazku &. 9 byla oblast Zivného potoku
nachézejici se pfiblizné 800 m pod lokalitou ,POD COV*. V tomto useku je tok p¥iblizné
1 m Siroky a 0,5 m hluboky. Zde byly ziskany bodové vzorky vody v obdobi 0od 22.6.2021
—25.6.2021 a sedimentu 9.8.2021. V tomto misté je pozorovatelny vliv COV Prachatice

na kvalitu vody.

Obrazek 9: lokalita ,POD COV* (autor textu, 2022)

3.3 PRIPRAVA VZORKU

Pro stanoveni koncentraci sledovanych sloucenin ve vzorcich odpadnich vod, kald a
sedimentt bylo zapotiebi vzorky pro analyzu pfedupravit a pfipravit si kalibra¢ni kiivku

ze standard.

Pro extrakci a néaslednou analyzu byly pouzity tyto chemikalie: methanol (MeOH;
LiChrosolv Hypergrade), acetonitril (ACN; LiChrosolv Hypergrade), 2-propanol (ISP;
LiChrosolv Hypergrade) a kyselina mraven¢i (FA; LC/MS). Tyto chemikalie byly
zakoupeny u firmy Merck (Némecko). Ultracista voda (DDW) byla ziskana z pfistroje
Agqua-MAX.Ultra systém (Younglin, Korea) a Dobra voda pochazi od Dobra voda (CR).
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Nativni a vnitini (izotopicky znacené) standardy byly nakoupeny od firmy HPST

(CR). Zasobni roztoky standardii byly pfipraveny rozpuiténim latky v MeOH na

koncentraci 1 mg-ml™ a skladovany pfi teploté -20 °C.

Tabulka 1: seznam sledovanych latek a pouZzitych vnit¥nich standarda

sledovana latka CAS typ pouzity vnitini standard
1H-benzotriazol 95-14-7 benzotriazol Trimethoprim-13C3
1-methyl-1H-benzotriazol 13351-73-0 benzotriazol Trimethoprim-13C3
4/5-methyl-1H-benzotriazol 136-85-6 benzotriazol Trimethoprim-13C3
ATAC-C08 2083-68-3 KAS Venlafaxin-D6
ATAC-C10 2082-84-0 KAS Venlafaxin-D6
ATAC-C12 1119-94-4 KAS Venlafaxin-D6
ATAC-C14 1119-97-7 KAS Venlafaxin-D6
ATAC-C16 57-09-0 KAS Karbamazepin-D10
Azithromycin 83905-01-5  markolidové antibiotikum Klindamycin-D3
BAC-C08 959-55-7 KAS Venlafaxin-D6
BAC-C10 965-32-2 KAS Venlafaxin-D6
BAC-C12 139-07-1 KAS Karbamazepin-D10
BAC-C14 139-08-2 KAS Karbamazepin-D10
BAC-C16 122-18-9 KAS Karbamazepin-D10
Benzethonium 121-54-0 KAS Venlafaxin-D6
Klarithromycin 81103-11-9  makrolidové antibiotikum Klarithromycin-D3
Klindamycin 18323-44-9 antibiotikum Klindamycin-D3
Klindamycin sulfoxid 22431-46-5 antibiotikum Klindamycin-D3
DADMAC-C10 2390-68-3 KAS Karbamazepin-D10
Erythromycin 114-07-8 makrolidové antibiotikum Klindamycin-D3
Sulfamethoxazol 723-46-6 antibiotikum Sulfamethoxazol-13C6
Trimethoprim 738-70-5 antibiotikum Trimethoprim-13C3

3.3.1 PRIPRAVA KALU A SEDIMENTU

Pro chemickou analyzu byly pouZity vzorky aktivovaného a stabilizovaného kalu
z COV Prachatice a vzorky sedimentu ze Zivného potoka. Po rozmrazeni odebranych
vzorkll byla ¢ast vzorku odebrana a zvazena pro dalSi zpracovani. Ke dvéma gramim

vzorku bylo pfidano 20 ng vnitinich standardu (IS). Poté byl vzorek extrahovan dle prace
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Golovko a kol., (2016) a to ve dvou krocich se dvéma extrakénimi ¢inidly A (acetonitril
+voda =1:1+ 0,1 % FA) a B (acetonitril + 2-propanol + voda = 3:3:4 + 0,1 % FA). Po
pridani extrak¢éniho rozpoustédla A byly vzorky vlozeny do ultrazvukové lazné€, kde
dochazi k fyzikalnimu procesu odd€leni pevné ¢asti od kapalného média. Supernatant byl
nasledné€ odebran injekéni stiikackou a prefiltrovan ptes filtry z regenerované celulézy o
velikosti pord 0,45 um (Sartorius, Némecko). Po pridani dalsiho extrakéniho
rozpoustédla B byl tento proces opakovan. Takto ziskané dva supernatanty byly smichany
a k analyze se odebral alikvotni podil vzorku. Pfiprava blanku piedstavovala stejny

postup, ale s absenci vzorku kalu ¢i sedimentu.

U matricového standardu se provadél stejny postup s odlisnosti pfidani vnitinich a
nativnich standardii po extrakci k alikvotnimu podilu vzorku pted analyzou. Vnitini
standardy byly piidavany v mnozstvi 20 ng-g? a nativni standardy 100 ng-g vzorku.
V piipad¢ fortifikovanych vzorka byly vnitini a nativni standardy pfidavany ke vzorku
pred extrakci ve stejném mnozstvi. Takto ptipravené vzorky slouzily ke kontrole

extrak¢niho procesu.

3.3.2 PRIPRAVA VZORKU VODY

K analyze vzorkl odpadni a povrchové vody bylo ptefiltrovano 10 ml vzorku do
vialky (filtr z regenerované celuldzy, velikost port 0,22 pm). K tomuto mnozstvi vody
byl ptidan roztok vnitiniho standardu (1 ng). I zde se vyuzila kombinace vnitiniho
standardu a matricového standardu pro vyhodnoceni kvantifikace cilovych analytt. Pro

blank bylo pouzito 10 ml Dobré vody (Dobra voda, CR) a pfidal se vnitini standard
(1 ng).

3.3.3 PRIPRAVA KALIBRACNI KRIVKY

Kalibra¢ni kiivka byla pfipravena ze smési vnitinich standardd (IS) a nativnich

standardti (NS). Ke stejné koncentraci IS byla pfidana rizné koncentrace NS.
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Pro analyzu kalt a sedimentli byla vytvofena sedmibodova kalibra¢ni kiivka o
koncentraci NS 0,1-100 ng-ml™ a stalé koncentraci IS 20 ng-ml™. Jako rozpoustédlo byla
pouzita smés ACN + 0,1 % FA:DDW + 0,1 % FA = 1:1. Kalibraéni bod 100 ng'ml™* NS

piiblizné odpovida koncentraci stanovovanych latek ve vzorku 400 ng-g™.

Pro analyzu vzorki vody byla pouzita osmibodova kalibra¢ni kiivka v Dobré vod¢ o

koncentraci NS od 0,01 ng-1"t po 2 000 ng-I"t. Koncentrace IS byla 100 ng-I™.

3.4 LC-MS

Analyza probihala pomoci vysokorozliSujici hmotnostni spektrometrie spojené
s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC-HESI-HRPS). Koncentrace
sledovanych latek byly stanoveny metodou matricového standardu v kombinaci
s ptfidavkem vnitiniho standardu (Grabicova a kol., 2018). Ptfipravené vzorky vody i
extraktll byly analyzovany na sestavé Q Exactive™ Mass Spectometer (Thermo Fisher
Scientific, USA) s vyhiivanou elektrosprejovou ionizaci (HESI), Accela 1250 pumpy
(Thermo Firsher Scientific, USA) a HTS XT-CTC autosampler (CTC Analytics AG,
Switzerland). Pro chromatografickou separaci analytd byla pouZita analyticka kolona
Hypersil Gold aQ (50 mm x 2,1 mm i.d., 5um ¢&astice, Thermo Fisher Scientific) a
gradientova eluce pomoci mobilnich fazi. Mobilni faze byly slozeny z acetonitrilu a
ultracisté vody okyselenych 0,1 % kyselinou mravenci. VSechny sledované analyty byly
méfeny v pozitivnim modu. V tabulce 2 jsou uvedeny piechody pro hmotnostni

spektrometrii a reten¢ni ¢asy (RT) pro chromatografii.
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Tabulka 2: hodnoty m/z pro prekurzor pro hmotnostni spektrometrii a
retencni ¢asy pro chromatografii

nazev slouceniny m/z retencni €as
1H-benzotriazol 120,06 4,45
1-methy_|—1H- 134,07 5
benzotriazol
4/5-methyl-1H- 134,07 5,24
benzotriazol
ATAC-C08 172,21 6,1
ATAC-C10 200,24 7,38
ATAC-C12 228,27 8,45
ATAC-C14 256,3 9,52
ATAC-C16 284,33 10,74
Azithromycin 375,26 5,64
BAC-CO8 248,24 7,52
BAC-C10 276,27 8,54
BAC-C12 304,3 9,51
BAC-C14 332,33 10,5
BAC-C16 360,36 11,81
Benzethonium 412,32 9,48
Klarithromycin 748,5 6,92
Klindamycin 425,19 5,64
Klindamycin sulfoxid 441,18 5,02
DADMAC-C10 326,38 10,82
Erythromycin 734,5 6,32
Sulfamethoxazol 254,06 5,29
Trimethoprim 291,15 4,62

Koncentrace sledovanych latek byly vyhodnoceny pomoci TraceFinder 3.3 software
(Thermo Fisher Scientific, USA). Vypocet je zaloZzen na stanoveni odezvového faktoru
pro kazdy analyt a vzorek, sestrojeni kalibra¢ni ktivky a ziskani primérného odezvového
faktoru, upravou odezvového faktoru ziskaného z kalibrace podle vlivu matrice a

vypoctem koncentrace analytu ve vzorku.

Pro vypocet odezvového faktoru je zapotiebi znat plochu piku analytu (Pa) a plochu
piku znac¢eného standardu (Pis). Vydélenim téchto dvou hodnot je ziskdn odezvovy
faktor, ktery je potifebny pro dokonceni vypoctu. Rovnice 1 odpovidd vypoctu

odezvového faktoru.
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p
Ry = A/Pls

Rovnice 1: vypocet odezvového faktoru

Pro sestaveni kalibra¢ni kiivky se vyuzije ziskanych hodnot odezvového faktoru a
koncentrace (ng-1"* nebo ng-g?) v kalibragnich bodech. Ziskanim regresni rovnice z grafu
kalibracni kiivky je dokonfen vypocet koncentrace jednotlivych analyth. Ziskana
regresni rovnice odpovida vztahu: y = ax + b. Rovnici pro vypocet koncentrace analytl
odpovida Rovnice 2.

PA -
c.— Ipis—P
1=

a

Rovnice 2: vypocet koncentrace

Ze stanovenych hodnot koncentraci v odpadni vodé je mozné vypocitat koeficient
odstranéni (RE — removal efficiency) dle Rovnice 3. C, je koncentrace analytu v natoku
do COV a Co, odpovida koncentraci analytu z odtoku z COV (Svecové a kol., 2019).
V této praci jsem vypocitala RE pomoci zprimérovanych koncentraci.

Cry — Cop

RE =
Cry

Rovnice 3: vypocet koeficientu odstranéni

4 VYSLEDKY

Pro vybrané latky této bakalaiské prace (zobrazeny v Tabulce ¢. 1 — seznam
sledovanych latek a pouzitych vnitinich standardt, kapitola 3.3.), byly stanoveny jejich
koncentrace ve vzorcich odpadnich a povrchovych vod, sedimenti a kalti. Ze ziskanych
primémych hodnot koncentraci jednotlivych latek, byla nasledné zjiSténa ucinnost
odstranéni téchto baktericidli na vybrané Cistirné odpadnich vod. Namétené koncentrace
z vodnych vzorkt sledovanych latek jsou uvedené v Piiloze ¢. 2. Dale Piiloha €. 1
zobrazuje koncentrace ziskané ze vzorkli odebranych sedimentii ze Zivného potoka,

aktivovaného kalu a stabilizovaného kalu.
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4.1 BENZOTRIAZOLY

Sledovanymi slou¢eninami této skupiny jsou 1H-benzotrizol, 1-methyl-1H-
benzotriazol, 4-methyl-1H-benzotriazol, 5-methyl-1H-benzotriazol. Graf ¢. 1 vypovida o
nejvice dominujici slouceniny této skupiny a to 1H-benzotriazolu. V grafu jsou
vyobrazeny zprimérované hodnoty ziskanych koncentraci, kde nejvyssi zjisténa
koncentrace byla ve vstupni vodé 390 ng:1?, coz odpovidalo 1H-benzotriazolu. Jeho
vysoké hodnoty byly detekovany i ve vycisténé odpadni vodé, a to v rozmezi od 750 do
1300 ng-1t. Sledovana smés 4/5-methyl-1H-benzotriazol vykazovala nejvyssi hodnoty
v misté odtoku COV, a to 207 ng-1*, tedy téméf 3krat vy$si hodnoty neZ ve vstupni vodg.
Pro slouc¢eninu 1-methyl-1H- benzotriazol byly zjistény hodnoty pod limit kvantifikace
(LOQ).

benzotriazoly

natok COV PT -slévany odtok COV PT - slévany BNAD COV PT - slévany
ppPoD €OV PT - slévany K natok COV PT - bodovy odtok COV PT - bodovy
6000
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659 3000
(S}
2000
1000
0 ==L P = | —
1H-benzotriazol 4-methyl-1H- 5-methyl-1H-
benzotriazol benzotriazol

Graf 1: zjisténé koncentrace benzotriazoli v odpadnich a povrchovych vodach
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Vyskyt benzotriazolii byl zaznamenan i ve vzorcich sedimentu odebraného ze
Zivného potoka a ve vzorcich stabilizovaného a aktivovaného kalu. Rozsah
zpramérovanych koncentraci nalezenych v sedimentech a kalech je zndzornén v Grafu ¢.
2. | vtomto piipadé byl 1H-benzotrizol detekovan v nejvyssich koncentracich v této
skupin¢ latek 4-methyl-1H-benzotriazol 5-methyl-1H-benzotriazol se zde nachazeli

V desetinach az jednotkach ng-g™.

benzotriazoly
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Graf 2: zjisténé koncentrace benzotriazoli obsaZené ve vzorcich kali a
sedimentu

4.2 ANTIBIOTIKA

V Grafu ¢. 3 jsou znazornény nalezené koncentrace antibiotik v odpadovych a
povrchovych vodach pro jednotlivé lokality. Na lokalitach natok COV a odtok COV jsou
uvedeny koncentrace ze dvou typti odebranych vzorkl, tj. bodovy a slévany.
Antibiotikem s nejvy$§im mnozstvim byl klarithromycin, kdy jeho koncentrace
dosahovaly i stovek ng1. Ve vstupni vodé byly zaznamenany koncentrace od 530 do

660 ng-1. Ve vzorcich ze Zivného potoka se tato latka vyskytovala v fadech jednotek az
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desitek ng-1". Ze skupiny makrolidnich antibiotik byla i¢innost odstranéni stanovena pro
klarithromycin. Odstranéni zbylych makrolidli (azithromycin a erythromycin)
sledovanych v této praci nebylo prokazano. Azithromycin vykazoval ve vycisténé
odpadni vodé (34 ng-1™?) 1,8krat vyssi koncentraci oproti vodé vstupni. Ve vzorcich ze
Zivného potoka pod COV, které byly odebrany v toku pfiblizné 800 m pod COV byla
detekovana koncentrace 19 ng-1t. U erythromycinu doslo k navyseni koncentrace na

odtoku z COV 2,5krét oproti natoku.

Ostatnimi sledovanymi antibiotiky jsou klindamycin a jeho metabolit klindamycin
sulfoxid, sulfomethoxazol a trimethoprim. Stanovend koncentrace klindamycinu
sulfoxidu byla ve vstupni vod¢ a vycisténé odpadni vod€ témét 2,5krat vyssi oproti
klindamycinu samotnému. Hodnoty t&chto slouéenin se na COV pohybovaly v rozmezi
od 3,3 do 80 ng 1. Ve vy¢isténé odpadni vodé byla jejich koncentrace vyrazné vyssi
oproti vodé vstupni. Nulové odstranéni se tykalo i trimethoprimu. Sulfamethoxazol jako
jediné z analyzovanych antibiotik byl v niz§ich koncentracich (od 21 do 24 ng-1*?) ve

vy¢isténé odpadni vodé nez ve vodé na natoku (od 27 do 37 ng-1?).

antibiotika

O nétok COV PT-slévany Eodtok COV PT - slévany EINAD COV PT - slévany

POD COV PT - slévany Enatok COV -bodovy Oodtok COV - bodovy
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Graf 3: zjisténé koncentrace antibiotik v odpadnich a povrchovych vodach
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Antibiotika jsou vSeobecné zndma mirnou sorpci na pevné cCastice. Stanovené
hodnoty sledovanych antibiotik v kalech a sedimentech jsou vyrazné nizsi oproti vodné
fazi (viz Graf €. 4). To v této situaci prokazuji rozdilné hodnoty vzorkl stabilizované¢ho
kalu a kalu aktivovaného, ktery dosahuje u vSech latek vysSich koncentraci. Nejvyssi
koncentraci bylo zaznamenano u azithromyCinu s maximédlnimi hodnotami 20 ng-g*
v sedimentu nad COV a u klarithromycinu v sedimentu pod COV v maximalni
koncentraci 16 ng-g. Zbyvajici antibiotika se v &istirenskych kalech vyskytovali

v desetinach az jednotkach ng-g™t.

antibiotika
Osediment nad COV  Esediment pod COV stabilizovany kal COV aktivovany kal COV
25
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Azithromycin Klarithromycin Klindamycin Trimethoprim

Graf 4: zjisténé koncentrace antibiotik obsazené ve vzorcich kali a sedimentu
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4.3 KVARTERNI AMONIOVE SLOUCENINY

Vsechny sledované slouceniny z této skupiny kromé¢ ATAC-C14 byly nalezeny
pozitivni v natoku s nejvyssimi koncentracemi pro ATAC-C16 (viz Graf €. 5). Primérna

koncentrace této latky odpovidala 760 ng-1™2.

kvartérni amoniové slouceniny

Onatok COV PT NAD COV PT  HEnatok COV PT - bodovy

c[ng"]
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Graf 5: zjisténé koncentrace kvartérnich amoniovych slou¢enin v odpadnich a
povrchovych vodach

Kvartérni amoniové slouceniny byly v nejvice zastoupeny ve stabilizovaném kalu.
Nejvyssi koncentrace dosahovaly slouéeniny ATAC-C16 (od 520 do 610 ng-gt), BAC-
C12 (v rozmezi od 560 do 600 ng-g?'), BAC-C14 (az450 ng-g!) a DADMAC-C10
v rozmezi od 360 do 380 ng-g. Na lokalité pod COV, kterd je jiz ovlivnéna COV, byl
zaznamenan oproti lokalité nad COV mirny pokles. Zde pfevlada slou¢enina BAC-C14

s hodnotami: nad COV vrozmezi od 20do32ngg?l, pod COV vrozmezi od
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15 do 23 ng-gl. Zjisténé koncentrace téchto latek v lokalitich uréenych na Zivném

potoce jsou uvedeny v Ptiloze 1.

kvartérni amoniové slouceniny
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Graf 6: zjiSténé koncentrace kvartérnich amoniovych slou¢enin obsaZené ve
vzorcich kali a sedimentu

4.4 UCINNOST ODSTRANENI

Ze stanovenych koncentraci sledovanych latek v natoku a odtoku z COV byly
vypocteny koeficienty odstranéni pro kazdou latku. Tabulka €. 3 zobrazuje Uc¢innost
technologie vybrané COV Prachatice odstranéni baktericidil. V ptipadé, kdy koncentrace
sledovanych latek byly stanoveny pod limit kvantifikace v mistech natoku COV i odtoku
COV, je vysledné RE oznaceno N/A (viz Tabulka &. 3). U sloudenin, kde stanovena
koncentrace v natoku byla pod LOQ, je pfistupovano s pravdépodobnosti ziskani vyssi
hodnoty RE, v opa¢ném piipad¢, naptiklad u azithromycinu, byla koncentrace stanovena
pod LOQ v misté odtoku, tudiz je skutecna ucinnost odstranéni nizsi nez ziskana ze

stanovenych hodnot.
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Pozitivni G¢innost odstranéni byla potvrzena piedev§im u kvartérnich amoniovych
sloucenin, sulfamethoxazolu a klarithromycinu, tedy latek, které vykazuji schopnost

sorpce na pevné castice.

Tabulka 3: ucinnost odstranéni baktericidu

sledovana RE (%) RE (%)
TP sloucenina SR bodovy vzorek
vzorky
1H-benzotriazol -188 80
benzotriazoly 1- methyl-1H-benzotriazol N/A N/A
4/5-methyl-1H-benzotriazol -234 -14
ATAC-C08 > 35 >97
ATAC-C10 >98 > 100
ATAC-C12 >92 >96
ATAC-C14 N/A N/A
ATAC-C16 >74 >96
BAC-C08 N/A >94
KAS
BAC-C10 >71 >94
BAC-C12 >96 >99
BAC-C14 >89 >98
BAC-C16 N/A >78
Benzethonium N/A > 60
DADMAC-C10 >93 >99
Azithromycin -79 <10
Klarithromycin 51 0
Erythromycin -150 74
antibiotika Klindamycin -600 -145
Klindamycin sulfoxid -610 -257
Sulfamethoxazol 31 -262
Trimethoprim -41 -94
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5 DISKUZE

Utinnost odstranéni cizorodych latek v COV zavisi na nékolika faktorech, jako jsou
fyzikéalné-chemické vlastnosti sloucenin, klimatické podminky, typ pouzitého procesu
¢isténi, provozni podminky procesu ¢isténi (provozni teplota, redoxni podminky, retencni
¢as pevné latky a hydraulicky retencni cas) a také stari aktivovaného kalu pouzivaného
v COV (Le-Minh a kol., 2010). Ukolem této prace je objasnit Géinnost odstranéni

vybranych baktericidli stanovené v nékolika matricich.

Biocidné aktivni latky se mohou uvoliiovat do zivotniho prostiedi pfimymi emisemi
nebo nepfimymi. K pfimym emisim miiZze dojit napt. pii sté€kéani ze stavebnich materiald,
jako jsou stfechy nebo venkovni natéry na fasddach. Nepiimé emise do Zivotniho
prostiedi do zZivotniho prostfedi mohou vznikat prostiednictvim odpadnich vod Cistirny

odpadnich vod, kde nejsou vSechny latky zcela odstranény (Wieck a kol., 2016).

Odstranéni nékterych latek mize byt nékde pouze zdanlivé, jako naptiklad u
kvartérnich amoniovych slouc¢enin. Ackoliv je v literatuie (Holoubek, 1990) uvadéné
Castecné odstranovani biodegradaci, vyznamny podil odstranéni zajistuje jejich
schopnost silné sorpce. Pozitivné nabité povrchové aktivni latky se siln¢ sorbuji na
zaporné nabitych ¢asticich, jako jsou naptiklad kaly, piidy a sedimenty (Madsen a kol.,
2001, Ying, 2006). Odstraiiované latky nejsou tedy odstranény, ale pouze se kumuluji
V pevné hmot¢ a ziistavaji tak v zZivotnim prostiedi. To bylo ukazéano 1 v této bakalarské
préci, kdy primérna koncentrace pro ATAC-C16 ve vstupni odpadni vodé byla 760 ng-I"
! ale vefluentu koncentrace klesla pod LOQ. Hodnota RE pro ATAC-C16 byla
stanovena v¢EtsSi nez 74 % u slévaného vzorku, to znamena vysokd mira odstranéni
Z odpadni vody. Ale ATAC-C16 byl nalezen pozitivni v aktivovaném 1 stabilizovaném
kalu, a to dokonce v priimérné koncentraci 570 ng-g™. Podobny trend byl nalezen i pro
dalsi KAS jako BAC-C10, BAC-C12, BAC-C14 a je v souladu s vysledky Ostman a kol.
(2018).

Rada antibiotik méla koncentraci v odtoku vét§i neZ v natoku, a proto RE byla
zaporna pro azithromycin, erythromyycin, klindamycin a trimethoprim. VSechny tyto
latky vykazuji vyssi sorpci na pevnych ¢asticich (KodeSova a kol., 2015). Pti ptipravé
vzorkli vody pro LC-MS analyzu se kazdy vzorek filtruje a pevné Castice a koloidy
ptitomné v natoku vét§i nez 0,2 um jsou odfiltrovany a znepftistupnény analyze. Ve vode,
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ktera prosla COV, jsou tyto shluky rozbity a chemické latky zpiistupnény analyze.
Nejvyssi RE pro antibiotika byla stanovena pro klarithromycin (51%). | tak koncentrace
klarithromycinu v efluentu byla 290 ng-1?, pficemz PNEC (predicted no-effect
concentration) z hlediska rozvoje antibiotické rezistence je stanovena pro tento makrolid

na 0,25 ug-1* (Bengtsoon-Palme a Larsson, 2016).

Léciva mohou byt odstranéna z vodného roztoku iontovou vyménou na pevné castice,
tvorbou komplexu skovovymi ionty a polarnimi hydrofilnimi interakcemi.
Sulfamethoxazol patii mezi nejcastéji detekované sulfoamidy v komunalnich odpadnich
vodach. Koncentrace tohoto lé&iva v nitocich na COV a vy¢isténych vodach se
vyznamné¢ 1i8i v zavislosti na odebranych vzorcich a typech pouzivanych procest ¢isténi
odpadnich vod. Le-Minh akol., (2010) ve své praci uvadi 0G¢innosti odstranovani
sulfamethoxazolu konvenénimi COV v rozmezi od -279 % do 100 %. Na vybrané COV
se koeficienty tohoto 1é¢iva pohybovali v podobném rozmezi. Koeficient RE slévaného

vzorku odpovidal 30 % obdobné jako ¢lanku Golovko a kol., (2014).

Odolnost benzotriazolovych sloucenin vuci biologickému rozkladu a tvorba
komplexti spole¢né s kovy nerozpustnych (Hart a kol., 2004) ve vodé se prokazala i v této
praci. Benzotriazoly jako jediné sledované latky vykazovaly nékolikanasobné vyssi
hodnoty koncentraci, nez antibiotika a kvartérni amoniové slou€eniny, ve vyciSténé

odpadni vodé. Koeficient RE ziskany ze sum téchto latek odpovidal -143 %.

Kaly vznikajici pii biologickych a chemickych procesech v COV obsahuji $iroké
spektrum organickych a anorganickych latek, ale také mikroorganismy a viry. V této
praci je predevsim potvrzena vyssi sorpce amoniovych kvartérnich sloucenin (znazoriuje
Graf ¢. 6) v Cistirenskych kalech. Sorpce organického kontaminantu na kalu je silné
ovlivnéna mnoha faktory, kterymi jsou vlastnosti sloucenin, druh kalu a provozni
podminky. V piipadé COV Prachatice je produkovén stabilizovany kal. Stabilizace a
uprava kalu zahrnuji fyzikalni, chemické, mechanické a biologické procesy a zmény,
které¢ by mohli ovlivnit rozdélovani pevnych latek, degradaci, adsorpci, a v mesni mife
cesty t€kani a fotolyzy produktli osobni péce a farmaceutickych sloucenin, a tim tedy

konec¢nou koncentraci téchto sloucenin (Verlicchi a Zambello, 2015).

Distribuce Cistirenskych kalt na zemédé€lské pidy muze vést k akumulaci
perzistentnich slouc¢enin v pidé, coz predstavuje hrozbu pro pltidni ekosystém, zejména

pro pudni zivé organismy. Jakmile se distribuovany kal na zemédélské ploSe zméni
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V pidu, mohou byt nékteré farmaceutické slozky zadrzeny v pidach, zatimco zbytek
muze byt transportovan do povrchové a podzemni vody prostiednictvi povrchového

odtoku a infiltrace (KodeSova a kol., 2015).

Negativni vliv efluentu na vodni Zivotni prostfedi je v této bakalafské praci prokazan
u antibiotik klarithromycinu, klindamycinu a benzotriazold. U klarithromycinu byla
prokazana nejvyssi ucinnost odstranéni (znazornéno v tabulce €. 4). [ ptes uspésné snizeni
koncentrace tohoto antibiotika v procesu technologie COV byla koncentrace ve vodé pod
COV ptiblizné 20krat vyssi nez nad COV. Také klindamycin vykazoval podobny trend,
jako u klarithromycinu, coz muze podporovat transport farmaceutickych latek do
povrchovych a podzemnich vod. Pro sedimenty z recipientu nebylo podobné zvyseni
obsahu latek pod COV signifikantni. Vyjimkou byla makrolidové antibiotikum
klarithromycin a antibiotikum trimethoprim. U klarithromycin bylo detekovano
vyrazngj$i navySeni koncentrace oproti trimethoprimu, obsazené v Sedimentech

recipientu. Z 3,9 ng-g™* nad COV se zvysila koncentrace pod COV na 15 ng-g™.

Benzotriazoly, slab¢é hydrofobni povahy, se snadno $ifi vodnim prostfedim. Stejné
tak, jako u klarithromycinu a klindamycinu, byly detekovany vyssi koncentrace pod COV
oproti mistu nad COV. To miiZze byt zplsobeno transformaci z jinych komplexnich
molekul, nebo rozpadu konjungovanych derivatu benzotriazolu, které jsou jiZ obsaZené
vV odpadnich vodéach. JelikoZz se benzotriazoly vyznacuji dobrou inhibici koroze, jsou
vyuzivany jako korozivni inhibitory v kapalinach pro odmrazovani a ochranu proti
namraze letadel, ale jsou i soucasti prostiedkli pouzivanych v automobilovém priimyslu,

jako napftiklad chladicich a brzdovych kapalin (Shi a kol., 2019).

Zjisténé vlastnosti a zna¢né uplatnéni téchto sloucenin je ndsledné promitano i do
vodniho Zivotniho prostiedi. Témé&f dvojndsobn& vyssi koncentrace v misté pod COV
oproti natoku COV, které byly stanoveny v této praci, jsou podepfeny jak negativnim
vlivem efluentu, ale také povrchovym odtokem, kterym jsou transportovany
benzotriazoly ze silnic a letist’ pfimo do vodniho Zivotniho prostiedi (Molins-Delgado a
kol., 2015). Vysoce kontaminované splachové vody tak ovliviiuji nejen odpadni vody, ale

také pfidruzeny recipient.

Naopak u kvartérnich amoniovych slou¢enin vedl priichod odpadnich vod skrz COV
k vyrazné€ niz§im hodnotam koncentraci. Ve vstupni ¢asti technologie ¢isténi odpadnich

vod dosahovali koncentrace KAS v odpadnich vodach az stovky ng:1? oproti odtoku
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z COV, kde byly zaznamenany hodnoty pod LOQ. Tato uéinnost odstranéni byla
pozitivné prokazana i v mistech recipientu pod COV, kde negativni vliv efluentu je

naopak vyvracen predevsim z hlediska obsazenych KAS v sedimentech.

Znacny podil na vyslednych hodnotidch koncentraci ma i zvoleny zptsob odbéru
vzorkd. Bodové vzorky odpadni a povrchové vody, které byly odebrany ve vsSech
lokalitach v rtizné cetnosti, obsahovaly vyssi koncentrace jednotlivych baktericidi. Vyssi
koncentrace u téchto vzorkii jsou zplisobené zachycenim aktudlni situace v lokalitach,
kterd miize byt zkreslena naptiklad prudkym destém, ¢i odebranim vzorku v hodinach

vyssi produkce odpadnich vod, typickych pro dané baktericidy.

U bodovych vzorkt stanovenych pro jednotlivé baktericidy dochazelo az na nékteré
vyjimky k vyraznym vykyvim hodnot zjisténych koncentraci. K ovlivnéni, zpisobené
témet dvojnasobné vét§im mnozstvim protékajici vody, doslo predevsim v misté natoku
COV. Vyrazné vykyvy bodovych vzorkli odebranych v misté natoku COV vykazovaly
zachyceni i téméf 2 1krat vyssi koncentrace (viz Piiloha 2 — 1 H benzotriazol). V prib&hu
procesu technologie COV a v lokalitach recipientu byly detekované koncentrace spise

konzistentni.

Na Grafu 8 jsou zobrazeny zméfené pritoky vody v misté natoku COV v obdobi
vzorkovani v porovnani s primémym dennim priitokem (3 567 m®den). Jak Ize vidét,
v obdobi od 22.6.2021 do 25.6.2021 doslo k zna¢nym vykyvim pritokd, kdy 25.6.2021

byly zaznamenany az 2x vyssi hodnoty.
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pritoky vody v obdobi vzorkovani
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Graf 7: namé¥ené pritoky vody v misté natoku COV v obdobi vzorkovani
V porovnani s primérnymi pritoky (zdroj: CEVAK a.s.)

6 ZAVER

Cilem bakalatské prace bylo stanoveni koncentraci vybranych baktericidl a zjisténi
i¢innosti odstranéni téchto latek na vybrané COV. V literarni &asti byly nejdiive popsany
a rozdéleny baktericidni latky. Spoluprace probihala s COV Prachatice provozované
spole¢nosti CEVAK, ktera poskytla podklady technologie &isténi odpadnich vod a
hodnoty naméfenych priitokti vody v obdobi vzorkovani. Nejen na COV Prachatice, ale i
na Zivném potoce byly odebrany nasledn& analyzované vzorky. Pomoci stanovenych
hodnot koncentraci sledovanych baktericidi byl zmapovan jejich osud na Cistirné

odpadnich vod a ptilehlém recipientu.

Obtizné odstranéni bylo prokazano u skupiny benzotriazoll a nékterych antibiotik, u
kterych je jejich problematika odstranéni roz$ifena 1 o zna¢né ovlivnéni recipientu pod
COV. U benzotriazoltl byla detekovana vyssi koncentrace pod COV oproti lokalité nad
Cov.
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Odstranéni antibiotik bylo Gspé$né predevsim u klarithromycinu, ktery stejné jako
klindamycin vykazoval stejny trend vySe zminénych benzotriazolti. U klarithromycinu
bylo RE nejvyssi (51 %) ze vSech antibiotik. I pfes znacné pozitivni odstranéni byla
koncentrace v efluentu 290 ng-1?, ¢imZ negativné ovliviiuje pfilehly recipient z hlediska
rozvoje antibiotické rezistence, kdy PNEC je pro klarithromycin stanoven na 0,25 pg-17.
Na negativni ovlivnéni recipientu se podili i zbyla antibiotika, ktera byla pomoci zvolené

technologie Cisténi odpadnich vod pouze ¢aste¢né odbourana.

Pozitivni odstranéni bylo zcela zaznamenano u kvartérnich amoniovych sloucenin, u
kterych RE dosahovalo i 99 %. V priibéhu technologie COV byly koncentrace téchto
latek vyznamné snizeny v misté odtoku z COV oproti natoku COV. Ackoliv RE
dosahovalo znaénych hodnot, jejich vyskyt v dané COV nebyl kompletné odstranén. Tyto
latky se nakumulovaly v sedimentech a v Cistirenskych kalech. Uplatnéni Cistirenskych
kalt, vtomto piipad¢ stabilizovaného kalu, na zeméd¢€lskych pidach mize pomoci
infiltrace ¢i transportu ovlivnit koncentrace znecist'ujicich latek jak v povrchovych, tak i

V podzemich vodach.

Na zaklad¢ ziskanych vysledkl a pouzitych studii, je dilezité brat v ivahu hrozbu
vzniku antibakteridlni rezistence v disledku bohatého vyskytu baktericidi a jejich
naro¢ného odstranovani. A¢koliv je regulace uvadéni biocidnich latek na trh legislativné
feSena Natizenim Evropského parlamentu a Rady (EU) €. 528/2012, a jsou do seznamu
sledovanych latek zahrnuty latky, u kterych podle dostupnych informaci mohou
pfedstavovat na urovni Unie vyznamné riziko pro vodni prostfedi nebo jeho
prostfednictvi, neni tim kompletné pokryto pfedchazeni postupného zvySovani rizika
vyskytu téchto latek na zivotni prostiedi. Vzhledem k zavaznosti disledkti plynoucich
Z jejich nadmérného pouzivani a komplikovaného odstranéni z COV, si toto téma

zasluhuje $ir$i pozornost.
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10 PRILOHY

Priloha 1: piehled koncentraci analyzovanych baktericidi — sediment, stabilizovany kal a aktivovany kal

vysledky [ng-g-] sediment nad COV PT sediment pod COVPT | stabilizovany kal COVPT | aktivovany kal COV PT
slouéenina co | min | max co ‘ min ‘ max co | min | max co | min | max
1H-benzotriazol 87 74 100 40 34 44 40 36 43 36 35 36
1-methyl-1H-benzotriazol <0,30 <0,26 <0,33 | <0,24 <0,22 <0,25 31 24 3,7 <0,30 <0,28 <0,31
4/5-methyl-1H-benzotriazol 6,8 57 8,9 2 2 2,1 12 11 12 72 6,6 7,7
ATAC-C08 <0,12  <0,11 <0,13 | <0,12 <0,11 <0,14 0,33 0,32 0,33 <0,18 <0,16  <0,2
ATAC-C10 2,4 1,5 3,5 2,0 1,5 2,7 26 17 34 2,2 1,5 2,8
ATAC-C12 2,6 1,7 4,1 2,3 1,8 3,1 51 34 67 2,0 1,6 2,3
ATAC-C14 11 <84 <58 <11 19 14 24 <1,7 <54 <10
ATAC-C16 19 13 27 16 15 17 570 520 610 64 58 70
Azithromycin 20 3,3 2,3 44 1 8,8 14 15 13 16
BAC-C08 <0,3 <0,21 <0,39 | <0,29 <0,2 <0,38 1,1 0,72 1,5 <0,28 <0,19 <0,36
BAC-C10 1,2 0,73 2,1 0,95 0,62 1,5 28 20 36 0,69 0,52 0,86
BAC-C12 28 22 37 21 24 26 580 560 600 23 21 25
BAC-C14 25 20 32 18 15 23 440 430 450 40 36 43
BAC-C16 3,2 24 4,5 1,7 1,5 2,2 60 55 64 8,8 8,1 9,4
Benzethonium 0,71 0,47 0,94 0,66 0,49 0,96 32 28 35 18 13 23
Klarithromycin 39 34 4,7 15 14 16 <15 <1,3 <1,7 6,0 52 6,7
Klindamycin <0,23 <0,2 <0,25 0,27 0,23 0,31 0,7 0,68 0,71 0,24 0,23 0,25
Klindamycin sulfoxid <1,7 <15 <1,8 <1,6 <14 <1,7 <14 <1,2 <1,5 <14 <1,2 <15
DADMAC-C10 10 8,2 14 79 57 11 370 360 380 45 42 48
Erythromycin <0,71 <062 <0,77 | <0,68 <0,59 <0,73 <0,58 <0,51 <064 | <0,58 <0,52 <0,64
Sulfamethoxazol <17 <14 <1,8 <1,5 <14 <1,6 <1,9 <1,7 <2 <2,3 <2 <2,6
Trimethoprim <27 <2,3 <29 3,9 3,9 3,9 <31 <2,7 <34 4,7 4,3 51
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Piiloha 2: piehled koncentraci analyzovanych baktericidi — odpadni a povrchova voda

natok COV PT odtok COV PT NAD COV PT POD COV PT
vysledky [ng-I"] slévany vzorek bodovy slévany vzorek bodovy bodovy vzorek bodovy vzorek
sloucenina co ‘ ¢ min ‘ € max c co ‘ ¢ min ‘ ¢ max c co ‘ ¢ min ‘ cmax | c@ ‘ ¢ min ‘ € max
1H-benzotriazol 330 260 390 5400 950 750 1300 1100 94 25 150 200 85 280
1H-benzotriazol_1-methyl <17 <13 <20 <18 <18 <13 <25 <20 <22 <8,8 <35 <22 <16 <30
1H-benzotriazol_4/5-methyl 62 57 67 210 207 170 220 240 4,6 2,5 6,2 29 14 39
ATAC-C08 3,7 3,3 4,1 66 <24 <21 <2,8 <19 <16 <091 <24 <24 <1,7 <34
ATAC-C10 150 130 170 1500 <32 <28 <3,8 <2,6 <2,2 <1,2 <3,3 <33 <2,3 <46
ATAC-C12 31 30 31 50 <24 <21 <2,9 <19 <18 <14 2,5 <25 <1,8 <34
ATAC-C14 <24 <20 <27 54 <21 <16 <23 <16 <16 <8,7 <25 <16 <16 <16
ATAC-C16 760 660 860 4600 <200 <200 <200 <200 <200 <200 <200 | <200 <200 <200
Azithromycin 19 16 21 <20 34 25 42 18 <12 <6,8 <17 <19 <12 <28
BAC-C08 <040 0,34 0,46 56 <044 <039 <0,53 <0,36 | <0,31 <0,17 <046 | <046 <0,33 <0,64
BAC-C10 55 55 55 22 <16 <14 <2 <1,3 <1,3 <068 <2 <19 <1,3 <3,1
BAC-C12 200 130 270 970 <75 <64 <9,4 <6 7,7 6,3 9,1 <8,7 <5,8 <14
BAC-C14 37 26 47 200 <41 <35 <5,1 <3,3 <3,3 <1,7 <5,1 <48 <3,2 <7,7
BAC-C16 <44 <290 <44 13 <37 <31 <4,6 <29 <3,0 <15 <4,6 <43 <2,8 <6,9
Benzethonium <096 <0082 <11 21 <11 <097 <14 <084 | <0,89 <046 <13 <14 <088 <22
Klarithromycin 600 530 660 250 290 230 390 250 1,2 0,45 2,1 25 1 43
Klindamycin 4 3,3 4,7 11 28 24 36 27 019 <019 <0,34 3,2 2,7 39
Klindamycin sulfoxid 10 8,5 1 28 71 55 80 100 <43 <2,1 <5,8 <48 <44 <5,3
DADMAC-C10 240 200 280 1500 <16 <14 <19 <13 <11 <6 <16 <16 <12 <22
Erythromycin 8 6,2 9,7 72 20 17 25 19 <1,7 <091 <2,5 <28 <1,7 <4,3
Sulfamethoxazol 32 27 37 13 22 21 24 47 <37 <1,7 <5,5 <4,1 <3,3 <4,7
Trimethoprim 32 29 35 35 45 35 59 68 <23 <94 <37 <23 <17 <32
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11 ABSTRAKT
Baktericidy v Zivotnim prosti‘edi: Vyskyt vybranych baktericidi v odpadnich

vodach a jejich vliv na vodni Zivotni prostiedi

Baktericidy jsou skupinou chemicky aktivnich latek, které vykazuji antimikrobialni
ucinky. Jejich schopnost zabijet ¢i inhibovat riist nezadoucich mikroorganisma je hojné
vyuzivano v pramyslovych odvétvich, zdravotnictvi, ale i v domacnostech. Siroké
pouzivani baktericidli mé vSak za nésledek bohaty vyskyt téchto latek v povrchovych a
odpadovych vodach, ¢imz je poté podpoien rozvoj antibiotické rezistence. Konkrétné
Sistirny odpadnich vod (COV) maji vyznamny vliv na vstup gent antibiotické rezistence

do zivotniho prostredi.

Cilem této prace bylo pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii stanovit vyskyt baktericidi ve vzorcich
odpadnich a povrchovych vod, sedimenti a Cistirenskych kald. Zjisténé koncentrace byly

pouzity k hodnoceni u¢innosti odstranovani a vlivu na recipient.

Pozitivni G¢innost odstranéni byla potvrzena ptedev§im u skupiny kvartérnich
amoniovych sloucenin, a nékterych antibiotik. NejvySsi ucinnost odstranéni dosahl
klarithromycin. 1 kdyZz nékteré sledované latky mély vysokou u¢innost odstranéni na
COV, piesto jejich koneény vyskyt prokazal ovlivnéni vodniho Zivotniho prostfedi.
Kvartérni amoniové slouceniny byly u¢inné odstranény z odpadni vody. Ale predev§im
diky jejich vlastnostem jako je silnd sorpce na pevné latky, tedy i sedimenty a kaly, se
koncentrovaly v Cistirenském kalu. Toto mulze vést k problémidm pii vyuzivani
Cistirenskych kali na zeméd¢€lské plochy. Nékteré sledované latky mohou byt zadrZzeny

Vv ptudach, ale zbytek mliZe byt transportovan do povrchovych a podzemnich vod.

V této préci byl stru¢né zmapovan osud vybranych baktericida na €istirné odpadnich
vod a v prilehlém recipientu a bylo poukdzano na mozna rizika pouzivani baktericida a
jejich vstupu do zivotniho prostiedi. Vzhledem k riiznorodosti a mnozstvi baktericidl a
zavaznosti disledkl plynoucich z jejich nadmérného pouZzivani, si toto téma zasluhuje

Sir§i pozornost.

Klicova slova: baktericidy, antibiotika, kvartérni amoniové slouceniny,

benzotriazoly, i€¢innost odstranéni, antimikrobidlni G€inky
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12 ABSTRACT

Bactericides in the environment: Occurrence of selected bactericides in

wastewater and their impact on the aquatic environment

Bactericides are a group of chemically active substances that exhibit antimicrobial
effects. Their ability to Kkill or inhibit the growth of unwanted microorganisms is widely
used in industry and healthcare, but also in household. However, the widespread use of
bactericides has resulted in the abundant occurrence of these substances in surface water
and wastewater, which subsequently supports the development of antibiotic resistance.
Specifically wastewater treatment plants (WWTP) significantly influence the entry of

antibiotic resistance genes into the environment.

This study aimed to determine the occurrence of bactericides in wastewater and
surface water samples, sediments and sewage sludge using high-performance liquid
chromatography hyphenated with mass spectrometry. The detected concentrations were
used to evaluate removal efficiency and impact on the recipient.

The positive removal efficiency was confirmed mainly for the group of quaternary
ammonium compounds and some antibiotics. Clarithromycin achieved the highest
removal efficiency. Although some monitored substances had a high removal efficiency
at the WWTP, their final occurrence proved to affect the aquatic environment.
Quaternary ammonium compounds were effectively removed from the wastewater. But
mainly thanks to their properties, such as strong sorption to solid substances, i.e.,
sediments and sludge, they were concentrated in sewage sludge. Using sewage sludge on
agricultural land can cause problems by retaining some monitored substances in soils or

leaching them into the surface and groundwater.

This work briefly described the fate of selected bactericides at the sewage treatment
plant and the adjacent recipient. The possible risks of using bactericides and their entry
into the environment were pointed out. Given the variety and quantity of bactericides and

the severe consequences of their excessive use, this topic deserves wider attention.

Keywords: bactericides, antibiotics, quaternary ammonium compounds,

benzotriazoles, removal efficiency, antimicrobial effect, wastewater treatment plant
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