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ABSTRAKT

Diplomova praca Ucinok emergenych mikropolutantov na proces denitrifikdicie aktivovanym
kalom je zamerana na konkrétne tri latky. Preskiimavané latky su atrazin, terbutylazin
a sulfametoxazol. Atrazin a terbutylazin su pesticidy, konkrétne herbicidy. Sulfametoxazol
sme vybrali ako bezné antibiotikum.

Praca je roz¢lenena do 10 kapitol a zaver. Je zlozena z teoretickej a praktickej Casti. Stcastou
teoretickej &asti prace je legislativa, ktord riesi dany problém s mikropolutantmi. Dalsou
kapitolou je uvedenie do problematiky, kde chceme ¢itatel'a oboznamit’ s aktualnou situaciou.
Stcasne sa v praci nachadzaju aj kapitoly emergentné mikropolutanty, denitrifikécia a skimané
latky. Pokial' nahliadneme do praktickej casti, ide o kapitoly odber vzorky, vyhodnotenie
BATCH testov a vyhodnotenie inhibi¢nych testov. V praci sa nachadzaju aj kapitoly BATCH
testy a test inhibicie respiracie, ktoré popisuju postupy ako sme postupovali pri uskutocneni
daného testu.

V prilohe sa nachadzaju protokoly 0 skuske z laboratoria.

SUMARRY

Diploma thesis Effect of emergent micropolutants on the denitrification process through
activated sludge is focused on three specific substances. The substances under investigation are
atrazine, terbutylazine and sulfametaxazole. Atrazine and terbutylazine are pesticides,
particularly herbicides. Sulfametaxazole was chosen as a common antibiotic.

The thesis is summarized into 10 chapters and conclusion. The work consists essentially of
theoretical and practical part. Part of the theoretical part of the thesis is legislation that deals
with the matters of the problem with micropolutants. The next chapter is an introduction to the
issue, where we want to familiarize the reader with the current situation. There are also chapters
on emergent micropolutants, denitrification and investigated substances. If we look at the
practical part, there are chapters on sampling, evaluation of BATCH tests and evaluation of
inhibition tests. There are also chapters on BATCH tests and respiratory inhibition test, which
describe procedures of how we performed this test.

Laboratory test reports are included in the Annex.
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KIUCOVE SLOVA
Mikropolutanty

Mikropolutanty su latky v malych koncentraciach, ktoré sa nachadzaju vo vzduchu aj vo vode.
Maju nepriaznivy ucinok na ¢loveka a zaroven na zivotné prostredie. Ide hlavne o pesticidy,
hormonalne lie¢iva, drogy, lieky, veterinarne lieciva... [1]

Aktivovany kal

Akumulovand biomasa tvoriaca sa pri Cisteni odpadovych vod rastom baktérii a inych
mikroorganizmov za pritomnosti kyslika. [2]

Nitrifikacia

Oxidacia amonnych soli mikroorganizmami, zvy¢ajne su kone¢nym produktom dusi¢nany [3]
2NH3+302=2N0O2 +2H"+2 H,0

2 NO2 + 02 =2 NOs [4]

Denitrifikacia

Opakom nitrifikacie je denitrikifacia. V anoxickych podmienkach moéze dojst k redukcii
dusi¢nanov a dusitanov na elementarny dusik alebo oxid dusika. Na rozdiel od nitrifikécie je
pre denitrifikaciu nutny organicky substrat ako zdroj energie. [4]

NO, +6 H"+6e =2 OH + N2 + 2 H,O
NO3; +10H"+10e =2 OH + N2 + 4 H,O  [4]
Rozklad

Fyzikalny, chemicky alebo biochemicky proces, pri ktorom st rozkladané zloZky odpadove;j
vody a kalov.[5]
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1. LEGISLATIVA, NORMY A ZAKONY

V Ceskej republike sa tematika mikropolutantov riesi uZz niekol’ko rokov, ale aj tak je stale
relativne Cerstva. No napriek tomu neexistuje ziadna norma, vyhlaska ani zékon, ktory by
jednoznac¢ne urcoval limity v odpadovych vodach pri vypustani z Cistiarne odpadovych vod.
V Ceskej republike je snaha vytvarat’ legislativne predpisy, ktoré by presne definovali limitné
hodnoty anasledne sa pracovalo na mozZnosti eliminacie popripade znizeni mnoZstva.
Vzhl'adom na to, Ze nie su technoldgie, ktoré by sa jednoznaéne preukazali za stopercentne
ucinné pri elimindcii mikropolutantov, ani legislativne nemo6ze byt predpisany limit dané¢ho
mikropolutanta. Problematiku by sme mohli rozdelit’ na legislativu narodnii a eurdpsku. Daldim
rozdelenim by mohlo byt’ legislativa delend na l'udi a zvierata.

Smernica 2009/128 / ES Eurdpskeho parlamentu a Rady zavadza ramec pre cinnost
Spolocenstva na dosiahnutie trvalo udrzateného pouzivania pesticidov vo forme pripravkov
na ochranu rastlin. Medzirezortné rokovania, zaoberajuce sa napliiovanim a aktualizaciou
Narodného akéného planu na znizovanie pouZivania pesticidov v Ceskej republike, sluzia ako
platforma pre vymenu nazorov zastupcov ministerstiev MZP, MZe, Agrarnej komory Ceskej
rastlinolekarskej spolocnosti, UKzUZ, VUMOP, CHMU, podnikov Povodie, SOVAK,
Statneho zdravotného tstavu a hladanie rieseni trvalo udrzatelného vyuZivania pesticidov
a sucasného stavu vodnych recipientov a akosti surovej vody na vyrobu pitnej vody. [6]

Na eurdpskej tirovni ide taktiez 0:

- Smernicu Rady 2006/88 / ES o0 zdravotnych poziadavkach na zivo¢ichy akvakultary a
na vyrobky akvakultiry a o prevencii a kontrole niektorych chordb vodnych
zivocichov.[7]

- Nariadenie Komisie 1251/2008, ktorym sa vykonava smernica Rady 2006/88 / ES,
pokial’ ide o podmienky a poziadavky na certifikdciu na uvadzanie zivocichov
akvakultiry a produktov z nich na trh a ich dovoz do Spolocenstva a ktorym sa
stanovuje zoznam druhov prenasacov.[8]

- Rozhodnutie Komisie 2008/946 / ES, ktorym sa vykonava smernica Rady 2006/88 / ES,
pokial ide 0 poziadavky na karanténu Zivo¢ichov akvakulttry.[9]

Nariadenie (ES) ¢. 1907/2006 (REACH) z roku 2006 zasadnym spdsobom zmenilo politiku EU
v oblasti chemickych latok. Nariadenie nadobudlo u¢innost’ 1. juna 2007, ¢im vytvorilo novy
pravny rdmec pre riadenie vyvoja, skusok a vyroby chemickych latok, ich uvddzanie na trh a
pouZzivanie a nahradilo 40 predchadzajucich pravnych predpisov. Ciel'om nariadenia REACH
je zabezpecit’ lepSiu ochranu oséb a zivotného prostredia pred moznymi rizikami, ktoré
chemické latky predstavuju, a podporovat’ udrzatel'ny rozvoj. Nariadenie REACH zaviedlo
jednotny systém pre vSetky chemické latky a zrusilo rozdelenie na "nové" latky (uvedené na trh
v roku 1981 ¢i neskor) a "existujuce" chemické latky (zaregistrované pred rokom 1981).
Dokazné bremeno hodnotenia rizika chemickych latok je tymto nariadenim prenesené z
organov verejnej moci na spolo¢nosti. Pozaduje tieZ, aby najnebezpecnejSie latky boli
nahradzované inymi vhodnymi alternativami.
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Europska chemicka agenttira (ECHA) so sidlom v Helsinkach, zriadena na zédklade tohto
nariadenia, zodpovednd za riadenie technickych, vedeckych a administrativnych aspektov
nariadenia REACHa zabezpecuje, aby bolo toto nariadenie uplatiované v praxi jednotne.

November 2010 bol pre priemyselné podniky stanoveny ako prvy termin pre registraciu: i)
vsetkych latok v mnozstve 1000 ton rocne (ton / rok) alebo vac¢sim; ii) latok, ktoré su vysoko
toxické pre vodné prostredie, v mnozstve 100 ton / rok alebo va¢s$im; a iii) najnebezpecnejSich
latok, ¢i uz su karcinogénne, mutagénne alebo toxické pre reprodukciu, vyrabanych c¢i
dovazanych v mnozstve 1 tony / rok alebo vacsim. Jun 2013 bol terminom na registraciu
vSetkych latok vyrabanych alebo dovazanych v mnoZzstvach od 100 do 1000 ton / rok. Proces
bol uzavrety v juni 2018 registraciou latok uvadzanych na trh v mnozstvach od 1 do 100 ton /
rok. [10]

Cesky NAP vychddza z ustanoveni § 48a zakona & 326/2004 Zb. O rastlinolekéarskej
starostlivosti a o zmene niektorych zdkonov v zneni neskorsich predpisov (d’alej len "rastlinny
zakon"). Sucasne reSpektuje stivisiace ustanovenia zdkona ¢. 254/2001 Zb. O vodach a 0 zmene
niektorych zakonov (vodny zédkon) v zneni neskorsSich predpisov a zédkona €. 258/2000 Zb. O
ochrane verejného zdravia a o zmene niektorych zdkonov v zneni neskorSich predpisov (d’alej
len "zékon o ochrane verejného zdravia"). Predmetom NAP st oblasti, ktoré su alebo mozu byt’
dotknuté negativnymi dopadmi pouzivanim pripravkov na ochranu rastlin.

NAP sa tyka troch oblasti:

1. ochrany zdravia l'udi, prevencie akutnych a chronickych otrav v dosledku nehod a
neopatrného pouzivania pripravkov a zdravotnych rizik v désledku konzumacie
potravin s nadmernym mnozstvom rezidui a sledovanie potravin s obsahom rezidui,
ktorych konzumaécia by mohla prinaSat’ zdravotné rizika,

2. ochrany podzemnych a povrchovych vdd, najma vodnych zdrojov a zdrojov pitnej vody,

3. ochrany necielovych Zivych organizmov priamo aj nepriamo (prostrednictvom
potravinového ret'azca) ohrozenych pouZivanim pripravkov v pol'nohospodarskych a
lesnych ekosystémoch. [11]

Akeny plan pre antibiotikd je vytvoreny pre obdobie 2019 — 2022. Antibioticka rezistencia
predstavuje vyznamnu hrozbu verejnému zdraviu. To je bohuzial’ aktudlna realita, kedy moze
nevhodné zaobchadzanie s antibiotikami spolu s nekontrolovanym Sirenim rezistentnych
mikroorganizmov v populdcii sposobit’ stratu u¢innosti celej liekovej skupiny, ktora iniciovala
v polovici minulého storocia revoltciu v medicine. Antibiotika prispeli k zachrane zivotov a
nepochybne umoznili rozvoj modernej, technologicky orientované mediciny. Znovu moze
dojst’ ku vzostupu chordb povazovanych dnes vdaka antibiotikdm za vyrieSeny problém.
Zavazné infekcie doteraz uc¢inne lieCené antibiotikami mozu opat’ ohrozovat’ chorych na zivote.

Ciele NAP tykajice sa antibiotik su: dohl'ad nad antibiotickou rezistenciou, zodpovedné
pouzivanie antibiotik, zlepSenie informovanosti a posilnenie spoluzodpovednosti spolo¢nosti
za zachovanie G¢innosti antibiotik a obmedzenie Sirenia antibiotickej rezistencie, vytvorenie
metodickej infrastruktury, preventivne opatrenia a kontrola infekcii, podpora vyskumu a

vyvoja. [12]
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Nariadenie vlady ¢. 401/2015 (zmena NV €. 23/2011 Zb. A NV ¢. 61/2003 Zb.) podl'a zadkona
¢. 254/2001 Zb. O vodach o zmene niektorych zdkonov (vodny zdkon) v zneni zdkona ¢.
20/2004 Zb. a zékona ¢. 150/2010 Zb.) stanovuje ukazovatele a hodnoty pripustného
znecistenia povrchovych a odpadovych vod, normy environmentalnej kvality (EQS) pre atvary
povrchovych véd a podmienky vyuzivania vod (vodarenské, kupacie, zivot a reprodukciu ryb),
definuje zoznam prioritnych latok a prioritnych nebezpecnych latok - 45 latok a skupin latok
vratane 22 pesticidov (atrazin, bifenox, terbutrin, trifluralin, ...). [13]

Medzi legislativu, tykajucu sa toxickych latok, patria v Ceskej republike:

- vyhlaska, ktorou sa stanovuji maximalne pripustné limity rezidui jednotlivych druhov
pesticidov v potravinach a potravinovych surovinach ¢. 381 / 2007 Zb. v zneni
nasledujucich predpisov 272/2008 Zb. a 387/2008 Zb.,

- zakon o chemickych latkach a pripravkoch, ktorym sa ustanovuji prava a povinnosti pri
vyrobe, klasifikécii, skiiSani nebezpecnych vlastnosti, baleni a oznacovani, uvadzani na
trh, pouzivani a dovoze a vyvoze chemickych latok ¢. 356/2003 Zb. v zneni 345/2005
Zh., 371/2008 Zb.,

- Zoznamy latok, ktorych uvedenie na trh je obmedzené - vyhlasky ¢. 221/2004 Zb. v
zneni neskorsich predpisov 540/2006 Zb., 135/2007 Zb.,

- rizikové prvky v pddach, ktoré patria do pol'nohospodarskeho poédneho fondu - vyhlaska
13/1994 Zh.[14]

Ak sa zameriame na veterinarstvo a zvierata, mozeme poukazat’ na tieto vyhlasky a zakony
v Ceskej republike: Zakon ¢. 166/1999 Zb. o veterinarnej starostlivosti a o zmene niektorych
zakonov (veterinarny zakon) V zneni neskorSich predpisov, Vyhlaska ¢. 290/2008 Zb.
zaoberajlca Sa veterinarnymi poziadavkami na zivocichy pochédzajice z akvakultary a na
produkty akvakultary, opatreniami na predchadzanie a zdolavanie niektorych nakaz vodnych
zivoCichov. Modzeme spomenut’ aj zakon ¢. 154/2000 Zb. o Slachteni a plemenitbe
hospodarskych zvierat a 0 zmene a doplneni niektorych zékonov v zneni neskorsich predpisov.
Za zmienku stoji aj zakon ¢. 99/2004 Zb. o rybnikarstve, vykone rybarskeho prava, rybarskej
strazi, ochrane morskych rybolovnych zdrojov a 0 zmene niektorych zakonov (zakon 0
rybarstve) v zneni neskorsich predpisov. Vyhlaska ¢. 197/2004 Zb., ktora sa viaze na vykonanie
zakona ¢. 99/2004 Zb. o rybnikarstve, vykone rybarskeho prava, rybarskej strazi, ochrane

morskych zdrojov rybolovu a 0 zmene niektorych zakonov v zneni neskorsich predpisov.[15]
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2. UVEDENIE DO PROBLEMATIKY

Dnesna doba nas nuti riesit’ kazdua bolest” lieCivom, ¢i ide o bolest’ hlavy, nevolnost’ alebo aj
vaznejsie situacie. V priebehu 10 rokov sa zvysilo mnoZstvo uzivania silnych liekov od bolesti.
Otazka znie, prec¢o? Pri uziti lieCiva sa G¢inna latka a jej metabolity dostanu prirodzenou cestou
do mocu, nasledne do kanalizacie. Vzhladom na to, ze na Cistiarni odpadovych vod
mikropolutanty nie st eliminované, tak sa nasledne dostanu cez recipient do podzemnych vod.
Studne a iné vodné zdroje su kontaminované istym mnozstvom mikropolutantov, ktoré ¢lovek
do seba uzitim vody spitne dostane a zacne byt na lieCivo viac a viac rezistentny. Avsak, ¢o sa
tyka vacsich vodnych zdrojov, ktoré sa pred pouzitim upravuji na upravni vody, tak tu uz
prichadzaji nové technologie, ktoré sa snazia eliminovat’ alebo aspofi znizit mnoZstvo
mikropolutantov. [16]

Lieky pre I'udi, ktori st chori, pesticidy na ochranu urody pre pol'nohospodérov, veterinarne
lieciva pre choré zvieratd, hormony, antibiotikd, steroidy, vona, zaroven vyrobky pre osobni
hygienu, ochrana proti slne¢nému ziareniu, repelenty proti hmyzu... to vSetko je dneSny svet.
Tieto zluceniny su zlozky odpadu z priemyselnych, pol'nohospodarskych, vojenskych,
obchodnych prac. Vac¢sina mikropolutantov je rezistentna. Téma mikropolutantov je vel'mi
aktualna a znepokojujuca, ked’Ze tieto latky sa nachadzaja aj vo vodnych ttvaroch, potokoch,
podpovrchovych vodach. Primérne vlastnosti tychto latok su vysoko toxické a vel'mi nizko
biologicky odbtratelné. Moznost odstranenia mikropolutantov je dvoma metdédami ato
chemickymi metdédami (oxidécia alebo redukcia, ktoré vedu k degradacii cielovej zluceniny)
alebo fyzikalne metddy (napriklad adsorpcia, ktord vedie k prevodu znecistujucej latky
z vodného média na pevnu latku). Pokrocilé oxida¢né technologie (AOTS) st najvhodnejsie
technolégie, pretoze ich hlavnou vyhodou je rychla chemicka oxidéacia necistot. UV - aktivne
procesy mali najvyssi potencial pre degradaciu vSetkych zastupcov z roznych tried organickych
mikropolutantov. Jednou z naju¢innejsich metdd je zaradenie peroxidu vodika do procesu UV
fotolyzy pri alkalickych pH. Prioritou v oblasti vodného hospodarstva EU je zvazit' limity pre
emisie do vodnych nddrzi pre rozvijajuce sa mikropolutanty, ako st hormony, lieciva
a pesticidy (smernica 2008/105/ES). [1]

Myslienkou na zamyslenie je taktiez vypuStanie splaskov do recipientu. Bez spravneho
predbezného spracovania moézu vytvorit vazne problémy pre l'udské zdravie a Zivotné
prostredie. Pri splaskovych vodach sa jedna o biologické znecistenie. Prave vysporiadanie
S vy$§imi poziadavkami na Cistiarenn odpadovych vod mdze byt zarukou kvality spracovania
odpadovych vod. Zvysenie efektivity COV bolo zabezpeené pri procese Cistenia
pozostavajiceho z elektrolyzy na vystupe odpadovej vody za pouZzitia materidlu grafit ako
anoda. [17]

Od roku 1930 antibiotikd vyrazne zlep$ili zdravie 'udom a zvieratim v pol'nohospodarstve.
Antibiotikd nie su metabolizované a st uvol'iované do Zivotného prostredia mocom a vykalmi.
Koncentracie antibiotik m6zu dosiahnut’ niekol’ko mg/kg sedimentu, a to najmi vo vodnych
ekosystémoch po prude z vyrobnych zavodov. Antibiotikd mozu byt’ prirodného a syntetického
povodu. Niektoré antibiotikd st schopné ovplyvilovat’ Siroktl Skalu patogénov. Pokial’ ide
0 G¢inky antibiotik v zivotnom prostredi, ide o dva aspekty. Prvym aspektom je aky typ baktérie
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je vystaveny na antibiotika v prostredi a druhym aspektom je o aké koncentracie antibiotik ide.
Antibiotikd m6zu byt smrtel'né pre niektoré patogénne baktérie. Degradacia antibiotik obsahuje
rozne procesy ako je biodegradacia, odparovanie, sorpcia na organick¢é hmoty. Tri
najStudovanejSie biogeochemické procesy vcykle dusika su nitrifikdcia, anammox
a denitrifikacia. Mikroorganizmy zucastitujiice sa na nitrifikacii a anammoxe maju ovel’a nizsiu
fylogeneticku rozmanitost’. Denitrifikacia sa sklad4 zo 4 enzymatickych krokov zahfajtcich
heterotrofné fakultativne anaerébne mikroorganizmy. Medzi antibiotikami, testovanymi na
zivotné prostredie v relevantnych koncentraciach, iba sulfamethazin bol schopny inhibovat’ pri
denitrifikacii v environmentalne relevantnych koncentraciach. To naznacuje, Ze sulfonamidy
modzu predstavovat’ riziko pre zdravie ekosystémov v koncentraciach zistenych v prirodzenom
prostredi ako su Sirokospektralne antibiotika s nizkym sorpénym potencialom. Uzivanie
antibiotik predstavuje verejnu hrozbu pre fungovanie ekosystémov a zaroven vplyv na zdravie
jedincov. NajSkodlivej$imi latkami medzi antibiotikami st fluorochinoldny a sulfonamidy. Je
vel'mi dolezité zvazit' G¢inky antibiotik na prostredie, ako je akumulacia dusitanov vo vodnom
prostredi alebo oxidu dusného z dovodu moznej inhibicie nitrifikacie a denitrifikacie.[18]

Od roku 1950 sa pouzivaji antimikrobialne latky v chove hospodarenia So zvieratmi na lie¢bu
infekcii a zlepSenie rastu. Mnozstvo veterinarnych antibiotik pre chov zvierat sa pohybuje
ro¢ne az niekolko ton. Ako aj u c¢loveka, tak aj vo veterinarnej medicine sa pouZzivaju
antibiotik4 na prevenciu a lie¢bu ochoreni. Prenos ochoreni mdze byt spoésobeny priamym
kontaktom alebo prostrednictvom potravinového retazca. Alergické reakcie moézu byt
sposobené niektorymi antibiotikami, ako je napriklad penicilin. Vo vode sa nachadza viac ako
30 antibiotickych latok, ktoré boli najdené v odpadnej vode, v povrchovych vodach a rovnako
v pitnej vode. Vac¢Sina antibiotik su rozpustené vo vode a preto asi 90 % jednej davky moze
byt vyli¢ena mocom a az 75 % V truse zvierat. Vacsinou Cistiarne odpadovych vod su zdrojom
uvolnovania ludskych antibiotik do Zivotného prostredia. Koncentra¢né limity antibiotik
VvV zivotnom prostredi nie su regulované. Hodnotenie rizika je realizované vypoctom
predpokladanych koncentracii v Zivotnom prostredi a porovnavanim predpokladanych
biologicky neefektivnych koncentracii. Zakaz antibiotickych stimulatorov v Eurdpe v roku
2006 bol zavedeny ako opatrenie, pretoze polnohospodarske uzivanie antibiotik by mohlo
posobit’ ako vyznamny zdroj rezistentnych baktérii, ktoré ovplyviuju ¢loveka.[19]

Ak sa tato alarmujica situacia ohladom mikropolutanov nebude riesit, moze prijst ku
ekologickému znecisteniu, o ndm moéZe zni¢it' postupne prirodu. V budlicnosti je nutné sa
S touto problematikou zaoberat’ hlbSie a vyhladdvat moZnosti ako mikropolutanty ¢o
najefektivnejSie odstranit’.
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3. EMERGENTNE MIKROPOLUTANTY

Emergentné latky (EL) st latky a zluceniny, ktoré sa nachadzaju v podzemnych vodach z
pol'nohospodarskych, priemyselnych a komunalnych zdrojov zneéistenia a ktoré v minulosti
neboli povazované za vyznamné alebo neboli zistiteIné (napr. mikropolutanty — koncentracie
v ng/l - ug/l). Emergentné latky zahiaja: pesticidy a ich metabolity, biocidy, farmaceutika (aj
veterinarne), priemyselné zlaCeniny, pripravky dennej starostlivosti (antiperspiranty,
opal'ovacie krémy, repelenty), vonné latky, vedlajSie produkty pri uprave vody, protikordzne
natery, antioxidanty, potravinarske aditiva a potravinové latky napr. kofein a nikotin. Mozu
mat’ nepriaznivé U¢inky na vodné ekosystémy a l'udské zdravie, bola zistena ich potencidlna
toxicita dokonca aj na nizkej koncentra¢nej tirovni. [20]

Pesticidy st kontrolovateI'né mnozstvom uZzivania. Vieme Vv podstate obmedzit’ uzivanie , ale
¢o sa tyka lieCiv, tak to ovplyviiovat’ nevieme, resp. l'udské zdravie je v tomto pripade prvoradé
a ,,osud liekov po pouziti“ az na druhom mieste. Clovek je schopny vyuzit' priblizne 10 %
z lieku, ktory uzije. Zvys$na Cast’ sa vylici a nachadza v kanalizécii. Ak si zoberieme ako priklad
oby¢ajny Ibuprofen, o je klasicky liek na bolest’ bez predpisu, tak na Cistiarni je mozné skoro
uplne odstranit’ tuto latku (98 %). Ale napriklad latky ako karbamazepin alebo diklofenak st
vlastne neodstranitené. Na tychto lieCivach je vidno, ze nie kazdéa technoldgia funguje na
vSetko. Farmaceutické lieCiva su syntetické latky, ktoré moze byt obtiazne odstraiiovat na
Cistiarni odpadovych vod. Tieto lieCiva st exotické substraty, ktoré mozu vyzadovat
mikrobialnu adaptaciu v COV. [21]

Pesticidy st podl'a FAO (Food and Agriculture Organization) definované ako "zluceniny alebo
zmesi zIu€enin uréené pre prevenciu, ni¢enie a potlacenie, odpudenie alebo kontrolu Skodlivych
Cinitel'ov, to znamena neziaducich mikroorganizmov, rastlin a Zivocichov pocas vyroby,

skladovania, transportu, distribucie a spracovania potravin, pol'nohospodarskych komodit a
krmiv . [22]

Pesticidy sa pouzivaju vo forme postrekov, popraskov alebo aerosolov. NajvyznamnejSou je
splach pesticidov z poli, polnych plodin a transport vetrom pri leteckom postreku. Dalsim
zdrojom su priemyselné odpadové vody z ich vyroby, vody z umyvania a vyplachovanie
strojového rozstrekovacieho zariadenia a priama aplikdcia vo vodnom hospodarstve (napr. pri
chove ryb). Vac¢sina pesticidov je aplikovana sezonne. [4]
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4. DENITRIFIKACIA

Denitrifikacia je opakom nitrifikacie. V anoxickych podmienkach méze dojst’ k redukcii dusicnanov
a dusitanov na elementarny dusik alebo oxid dusika. Na rozdiel od nitrifikacie je pre denitrifikaciu nutny
organicky substrat ako zdroj energie. Kombinacia riadenia nitrifikacie a denitrifikacie sa v technoldgii
vody pouziva na odstranovanie zluéenin dusika pri biologickom ¢isteni odpadovych vod. Principom je
spravne nastavenie dizky oxickych a anoxickych period v aktivacii. Biochemicka redukcia dusiénanov
a dusitanov na elementarny dusik, resp. oxidy dusiku je spdsobend roéznymi organotrofnymi
(heterotrofnymi) striktne i fakultativne anaerébnymi mikroorganizmami. Na rozdiel od nitrifikacie je
pre denitrifikdciu nutny organicky substrat ako zdroj energie. Okrem elementarneho dusika bol za
urcitych podmienok preukazany vznik dusika, predovsetkym N2O (niekedy taktiez NO). Pomer medzi
vznikajiicim dusikom a oxidmi dusika zavisi najma na pH. Na rozdiel od nitrifikacie sa pri denitrifikacii
uvolnuji hydroxidové iony. Denitrifikacna rychlost' je rychlost, pri ktorej prebehne redukcia
dusi¢nanov a dusitanov na elementarny dusik za pritomnosti denitrifikaénych baktérii. [4]

Chemicky popis denitrifikécie:
NO; +6 H"+6 e =2 OH + N2 + 2 H,0O
NO3 +10H"+10e =2 OH + N2 +4 H,O  [4]
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5. SKUMANE LATKY
5.1 ATRAZIN

HN/K

N~ N

/tNA\N/\

Cl

Obrazok 1 Atrazin
Vzorec: CgH14CINs [23]
Zakladné udaje

Atrazin je diamino-1,3,5-triazin, ¢o je 1,3,5-triazin-2,4-diamin substituovany chlérovou
skupinou v polohe 6, zatial’ ¢o jeden z vodikov kazdej aminoskupiny je nahradeny etylskupinou
a respektive propan-2-ylova skupina. M4 ulohu ako herbicid, kontaminant zivotného prostredia
a xenobiotikum. [24] Pri nizSich koncentraciach je pomerne selektivna, pri vysSich
koncentraciach vSak funguje ako totdlny herbicid. Aplikovat’ sa moze samostatne alebo
vV kombinacii S inymi herbicidmi. Bod topenia je pri 175-177 °C a hustota je pri 20 °C 1,187
g.cm. Chemicky vzorec CgH14CINs. Molekularna hmotnost’ atrazinu je 215,68 g/mol. Cisty
atrazin je bezfarebnd krystalickd latka. Ma pevné skupenstvo. Atrazin je jednym
Z najpouzivanejsich herbicidov na dvojkli¢nolistové buriny, posobi ako inhibitor fotosyntézy.
Je vel'mi dobre rozpustny vo vode, pri 20 °C je zaznamenana hodnota 30 mg.I. Je mozné ho
zakupit’ v granulach, aj ako roztok. lde o herbicid, ktory je od 1.8.2005 na zaklade rozhodnutia
z Europskej komisie 2004/248/EC zakazany pouzivat. V roku 2002 sa v CR spotrebovalo
takmer 150 ton tejto latky. Pouzival sa v polnohospodarstve, lesnictve avo vodnych
ekosystémoch. [25]

UtinKy na ¢loveka

Clovek je vystaveny ¢inkom atrazinu hlavne pitnou vodou a dychanim v oblastiach, kde bol
davkovany vo velkom mnozstve. Vel'mi rychlo sa vstrebava do traviaceho traktu, hlavne do
zaludka a Creva, do dychacich ciest. Ma nervovosvalovi jedovatost’ a dokaze spdsobit’ poruchy
motoriky, koordinécie, izkost’ ¢i ochrnutie udov. U I'udi, ktori su vystaveni vel’kému mnozstvu
atrazinu sa mozu prejavit’ tieto vedlajSie uCinky: hnacka, zvracanie, o¢né a kozné drazdenie
a bolesti brucha. Atrazin poSkodzuje taktieZ hormonalny systém, mdze ovplyvnit’ reprodukciu
a vyvoj uz v malych davkach. Pre ¢loveka je to toxicky synteticka latka. [26]
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Atrazin sa pouziva na niCenie buriny, predovSetkym na farmach, ale pouziva sa aj pri
dialniciach a zelezni¢nych tratiach. EPA teraz obmedzuje, ako sa atrazin moze pouzivat a
aplikovat’; Postrekovanie mézu vykonavat iba vySkoleni l'udia. [24]

Primarnym vstupom atrazinu do prostredia bolo jeho rozpraSovanie na pol'nohospodarske
plodiny a nasledny splach z poli. V Ceskej republike nie je evidovany Ziadny podnik vyrabajuci
atrazin, ani nie je registrovany ziadny pripravok s jeho obsahom, avSak stale m6ze dochadzat
k sekundarnym emisiam z kontaminovanych byvalych skladisk agrochemikalii, sklddok
odpadov a kontaminovanych zemin, kde mbze byt atrazin pritomny eSte z doby, kedy bol
pouzivany. Uvadza sa, ze moze byt pouzivany aj vo niektorych priemyselnych prevadzkach
(vyroba farbiv a vybusnin). Ide o latku syntetickq, prirodzené zdroje emisii neexistuju.

Atrazin v pdde moze vstupovat’ do rastlin, pomaly sa rozkladat’, odparovat’, alebo sa vyplavovat’
do povrchovej alebo podzemnej vody. Vo vodach sa vyskytuje rozpusteny alebo adsorbovany
na nerozpustnych latkach mineralnej alebo organickej povahy. V kyslych vodach sa pomaly
rozklad4 pomocou hydrolyzy a N-dealkylaciu (pol¢as rozpadu je pri pH 5 a 20 ° C priblizne 12
tyzdiiov). V neutralnych a zasaditych vodach je rozklad zanedbatel'ny (pol¢as rozpadu - 2 roky
a viac). Atrazin vo vzduchu sa méze rozkladat’ reakciami s chemickymi latkami pritomnymi v
ovzdusi alebo sa sorbuje na Ciastocky prachu a usadi. Atrazin ma stredne toxicky potencial pre
vodné prostredie, je toxicky napr. pre niektoré riasy. Mdze posobit’ ako endokrinny disruptor u
niektorych obojzivelnikov. Neakumuluje sa v telach organizmov. Atrazin nemozno
jednoznacne zaradit medzi perzistentné latky, avSak polcas rozpadu 2 roky v neutrdlnom
prostredi skor hovori pre jeho zaradenie do tejto skupiny.[26]

5.2 TERBUTYLAZIN

Cl

N~ N

)|\ /)\
SN ONT N
H H
Obrazok 2 Terbutylazin
[27]

Zakladné informacie

Terbutylazin je chemicka zlucenina popisand chemickym vzorcom CgHi6CINs. Molarna
hmotnost’ je 229,71 g/mol. Je to triazinovy herbicid, ktory sa ¢iasto¢ne nachadza v povrchovych
a odpadovych vodach. Pesticidy sa pouzivaji na ni¢enie neziaducej vegetacie, najma réznych
druhov burin, trav a drevin. Niektoré rastliny maju rezistenciu voc¢i herbicidom. Terbutylazin
(TBA) je herbicid siroko pouzivany pri pestovani kukurice. Hustota je 1,122 g/cm?. [28]

19



Uctinok emergentnych mikropolutantov na denitrifikaciu aktivovanym kalom Silvia Mosna
Diplomova praca

Terbutylazin je diamino-1,3,5-triazin, ktorym je N-terc-butyl-N'-metyl-1,3,5-triazin-2,4-
diamin substituovany chlérovou skupinou v polohe 6. Stabilny v neutrdlnom, slabo kyslom a
slabo alkalickom prostredi; hydrolyzovany v kyslom alebo zasaditom prostredi. Pri zahrievani
do rozkladu sa uvol'fiuji vel'mi jedovaté vypary (chlorovodik a oxidy dusika). [28]

Terbutylazin je algicid, mikrobicid a mikrobistat, ktory sa pouziva na reguldciu rias a
hlienotvornych rias, htib a baktérii. Je uréeny pre vodné nepotravinarske priemyselné, komeréné
a obytné ucely. Pouziva na okrasné fontany, rybniky a na vodné chladiace systémy vratane
odparovacich kondenzatorov, vymennikov tepla a komerénych a priemyselnych chladiacich
vezi. Na obytné ucely sa pouzivaji okrasné rybniky alebo akvaria. Terbutylazin bol
zaregistrovany v Spojenych $tatoch v roku 1975. [28]

Hlavné rizik4, ktoré sa vyskytuju pri pouzivani a zaobchadzani s terbutylazinom, vyplyvaji z
jeho toxikologickych vlastnosti. Jedovaty je pri vdychnuti a poziti, méze sa vyskytnat
expozicia tohto bezfarebného bieleho prasku po jeho pouziti ako herbicidu. Medzi ucinky
zdravotného ohrozenia moze patrit’ dychavi¢nost’, svalové kice a anorexia. [28]

5.3 SULFAMETOXAZOL
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Obrdzok 3 Sulfametoxazol
[29]

Zakladné informacie

Sulfametoxazol je antibiotikum zo skupiny sulfénamidov. Molarna hmotnost’ je 253,3 g/mol.
Chemicky vzorec je C10H11N303S. [30]

NajcastejSie sa sulfametoxazol pouziva pod nazvom KOTRIMAXAZOL (Biseptol)
vV kombinacii s trimetoprimom na lie¢bu infekcii, ako st infekcie mocovych ciest, infekcie
stredného ucha (otitis media), bronchitida, cestovna hnacka, a shigeldza (bacilarna uplavica).
Tento liek sa tiez pouziva na prevenciu alebo liecbu zapalu pl'ac (Pneumocystis jiroveci alebo
Pneumocystis carinii (PCP)), ¢o je vel'mi vazny druh pneumonie. Tento typ pneumonie sa
vyskytuje CastejSie u pacientov, ktorych imunitny systém nepracuje normalne, ako st pacienti
s rakovinou, pacienti po transplanticii, a pacienti so syndromom ziskanej imunitnej
nedostatoc¢nosti (AIDS). [30]

Sulfametoxazol sa najcastejSie pouziva v kombindcii s trimetoprimom ako lie¢ivo Bactrim.
Sulfametoxazol kompetitivne inhibuje dihydropteroat syntdzu, ktord brani tvorbe kyseliny
dihydropteroovej, prekurzora kyseliny listovej, ktory je potrebny pre bakterialny rast. [31]
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Interakcie rozpustnosti trimetoprimu a sulfametoxazolu v binarnych rozpust'adlach sa studovali
s pouzitim zmesi hexanu (n-hexan) -etylacetat, etylacetat-metylalkohol (metanol) a
metylalkohol-voda. Ked’ bola dosiahnuta rozpustnost’ pre jednotlivé zlozky, trimetoprim
vykazoval solvataciu v zmesiach etylacetat-metylalkohol, zatial' ¢o sulfametoxazol vykazoval
slab$ie interakcie rozpustadlo - MeOH - metanol. Na svojom vrchole bola rozpustnost’
sulfametoxazolu asi 8-krat vy$Sia ako rozpustnost’ trimethoprimu pri kombinovani lieiv.
Sulfametaxazol znizila latka trimetoprimu 0 13 az 74 % podl’a mnozstva. Podobne trimetoprim
potlacil rozpustnost’ sulfametoxazolu o 10 % az 94 %. Aj ked’ vo vode bola znizena vzdjomna
rozpustnost, bol pomer rozpustnosti trimetoprimu k sulfametoxazolu 1: 4 na stupnici moléarnej
frakcie.[32]
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6. ODBER VZORKY

Odber vzorky prebiehal na &istiarni odpadovych vod v Modficich. Cistiareti sa sklada z dvoch
stupnov atj. mechanicky a biologicky stupenl. Biologicky stupenn je rieSeny ako aktivacia
s predradenou denitrifikdciou a anaerobnou defosfataciou. V aredli sa nachadzaju 4 nadrze
aktivaénych nadrzi. Celkovy biologicky objem je 110 300 m®. Z aktivaénych nadrzi postupuje
aktivacna zmes do Siestich dosadzovacich nadrzi, kde dochadza k usadeniu a oddeleniu
aktivovan¢ho kalu. Aktivovany prebytocny kal, odoberany z aktivacie, je spracovavany v
kalovom hospodarstve. Primarne kal z usadzovacich nadrzi je zahustovany v klasickej
gravita¢nej zahust'ovacej nadrzi kruhového typu a odt’ahovany do kalovej zmieSavacej nadrze.
Odsadena kalova voda sa vracia do rozdel'ovacieho objektu usadzovacich nadrzi. K dodavke
vzduchu pre aktivacné nadrze st osaden¢ 4 kusy duchadiel typ HV Turbo, z toho dve vybavené
frekvenénymi meni¢mi. Prebytocny biologicky kal sa odCerpava z prevzdusnovanej zony do
flota¢nej jednotky kalovej linky. Pre odstranenie zvysku biologicky neodbtraného fosforu sa
pouziva chemické zrazanie. Cistiaren odpadovych vod v Modficich sluzi na ¢istenie
odpadovych vod privadzanych systémom kanalizaénych stok z mesta Brna a v stale vicsej
miere prostrednictvom sustavy ¢erpacich stanic aj zo Sirokého okolia Brna. V sucasnej dobe su
okrem Brna napojené na COV este mesta Kufim a Modfice, obce Zelesice, Ceska u Brna.,
Slapanice, Slapanice-Bedfichovice, Ostopovice, Moravské Kninice, Liptivka, Podoli,
Ponétovice a Rozdrojovice. [32]

Obrazok 4 Odber vzorky z aktivacnej nadrzi
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Odber bol zaisteny Vv aktivanom stupni na Cistiarni. Na odber sme potrebovali rukavice,
nadobu na odber, ktort sme mali na lane uviazana pre jednoduchsi odber a kanister na prevoz
do laboratoria. Odoberané mnozstvo sa vlialo do 5 | kanistra. Nadobu na odber sme sa snazili
vhadzovat’ do strednej hibky v aktivaénej nadrzi, aby bola zaistena reprezentativna vzorka.

Obrazok 5 Prelievanie kalu do kanistra
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7. BATCH TESTY

7.1 POZOROVANE FLASE

Z ¢istiarne odpadovych vod bol odobrany kal. Na zaciatku testu bola do 2,50 litrovych flias
pripravena zmes aktivovaného kalu, roztoku dusi¢nanu draselného, metanolu a sledovaného
mikropolutantu. Do kontrolnych flia§ mikropolutant nebol pridany. Celkovy objem zmesi bol
2,20 1 a toto mnozstvo bolo premiesavané na magnetickych miesacoch pri 200 otackach za
minutu. Aktivovany kal bol nariedeny na 0,5 g.1"! nerozpustenych latok. Na zaciatku sme vo
fl'aSiach kyslik vytesnili argobnom s koncentraciou 0,5 mg/l. K tomuto kalu bol pridany roztok
dusi¢nanu draselného tak, aby vysledna koncentracia N-NOs bola 75 mg.I". Toto mnozstvo
zabezpecilo zdroj dusi¢nanov po celu dobu testu (28, 30, 19 dni). V priebehu testu, v dvoch az
trojdinovych intervaloch sa k zmesi pridaval do vSetkych vzoriek metanol v nadstechiometricke;j
davke (83 ul respektive 166 ul cistétho metanolu), ktory sluzil ako zdroj uhlika pre
denitrifika¢né baktérie. V rovnakych intervaloch boli v kontrolnych vzorkdch sledované
parametre zaist'ujuce denitrifika¢né podmienky. Parametre boli zapisované do knihy.

Obrazok 6 BATCH testy

7.2 TEPLOTA, 02, ORP, KONDUKTIVITA, PH

Zakladné parametre teplota, kyslik, spotreba kyslika, konduktivita a pH boli merané
prenosnymi sondami HACH-Lange HQ40d, priamo v sledovanych fl'asiach.

7.3 CHSKcr SEMIMIKROMETODOU

Priprava vzorky: Do skumaviek So Sroubovacim uzaverom (Hach) sa odmeria cca 50 mg
HgSO4, odmernou striekackou priddme 1,00 ml dichromanu draselného K2Cr.07
s koncentraciou 1/48 mol.I"! (CHSKcr 30-400 mg.I?), priddme 1,00 ml vzorky a 1,00 ml
redestilovanej vody. Na zaver pridame 3,00 ml roztoku siranu strieborného v koncentracii
kyseliny sirovej. Skimavky sa riadne uzavru.

Mineralizacia: Mineralizacia sa prevadza v mineralizacnom bloku LT 200 pri teplote 148 °C
po dobu 1 hodiny. Po skonceni mineralizacie sa vzorky nechaji vychladnut’ na laboratérnu
teplotu.
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Meranie absorbancie: Absorbancia sa meria priamo v skimavkach, ktoré sa pred meranim
vylestia, aby sa odstranili vSetky necistoty. Pre stanovenie CHSKcr bola pouzitd semi-
mikrometoda s dichromanom draselnym v kyslom prostredi a vypocet bol uskuto¢neny na
zaklade rozdielu intenzity zafarbenia pri 445 nm.

Obrdzok 7 Vinilky s CHSKcy

7.4 DUSICNANY A DUSITANY

Cirenie:
Do banky so vzorkami pridame 2,50 ml Al2(SOs)3 (siran hlinity) a nasledne 2,50 ml NaOH
(hydroxid sodny). Nésledne cez filtraény papier prefiltrujeme vzorku.

. DUSITANY - NO:

Z vycirenej vzorky odoberieme 20,00 ml do 25,00 ml odmernej banky, pridime 2,00 ml
kyseliny sulfanilovej a asi za minutu 2,00 ml 1-naftolu. Banka sa doplni po rysku s destilovanou
vodou. N-NO2 bol stanoveny spektrofotometricky vybavenim 1 — naftolom pri vinovej dizke
515 nm.
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Obrazok 8 Pripravené roztoky na meranie N-NO;

. DUSICNANY - NOy

Do 25,00 ml odmernej banky odoberieme 5,00 ml vy¢irenej vzorky a dolejeme destilovanou
vodou. N-NOx bolo merané UV absorp¢nou metédou sondou Hach optical Nitratax plus
sc.
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8. VYHODNOTENIE BATCH TESTOV

BATCH testy st semichronické testy. Vyhodnotenie BATCH testov prebehlo v programe
Excel. Z nameranych hodnoét boli vykreslené krivky.

8.1 ATRAZIN

Tabulka 1 Atrazin

kontrola (bez ATR)

der testu 0 28 0 28 0 28

T °C 22,7 26,1 22,9 26,0 22,8 25,9
pH - 8,47 7,39 8,47 7,53 8,47 7,49
0: mg.I?t 0,68 1,73 0,11 0,64 0,09 0,42
K uS.cm? 3213 2187 3209 2163 3210 2160

ORP mV 45 159 48 -68 48 -71
N-NO: mg.I? 0,045 0,013 0,045 0,013 0,045 0,015
N-NOs mg.I? 75,1 0,55 75,1 0,50 75,1 0,52
CHSKcr mg.I? 450 520 450 750 450 1030
c(atr.) ug.I?t - - 99,6 86,8 96,6 67,5
1)) mg.l"t.d? = 2,66 = 2,66 - 2,66

Po porovnani vysledkov na konci testu medzi kontrolou a ATR1 a ATR2 bolo zistené, ze po 28
ditoch doslo k rovnakému zniZeniu koncentracie N-NO3 na koncentraciu 0,5 g.1™t. Preto sa nelisi
ani vypocitana priemerna rychlost’ denitrifikacie, ktord bola 2,66 mg.1t.d. Z toho vyplyva, Ze
koncentracia atrazinu 100 pg.I? v testovanych vzorkach neovplyvnila aktivitu denitrifikacie
baktérii. Jediny rozdiel vo vysledkoch na konci testu bola Gplne odlisna hodnota ORP, kedy v
kontrole bola 159 mV a vo vzorkach s atrazin -68 a -71 mV. Hodnoty ORP boli zrejme
ovplyvnené zvySujicou sa koncentraciou kyslika v kontrole (1,73 mg / 1) na rozdiel od ATR1
(2), kde sa koncentracia d’alej udrziavala okolo 0,5 mg /1. Vo vzorkach ATR1 a ATR2 doslo
po 28 dioch k zniZeniu koncentracie atrazinu 0 12,9 % (ATR1) respektive o0 30,1 % (ATR2).

V malej miere bol tieZ zisteny metabolit desethylatrazin (0,85 pg.I* ATR1, 3,0 pg.I* ATR2).
Ostatné metabolity ako deisopropylatrazin, diaminochlor-triazin a hydroxytriazin neboli
zistené. Oproti pokusom za pritomnosti kyslika [34] je odburavanie atrazinu za denitrifikacie
podmienok pomalSie a menej G¢inné, ale mozné. Ak by doslo vplyvom dalSich latok
pritomnych v kale na inhibiciu citlivej$ich nitrifikacnych baktérii, stale by tu bola moZznost’
degradacie denitrifikantmi. [34]
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8.2 TERBUTYLAZIN

Vyhodnotenie vysledkov terbutylazinu je zndzornené v tabulke. Vzhl'adom k vyraznému
znizovaniu dusi¢nanov bolo nutné do flias pridavat’ roztok KNO3z. Mnozstvo N-NO. sa po 30
diioch pohybuje v rozptyle medzi 0,07 — 0,35 mg.I. Teplota sa pohybovala v intervale medzi
19,9 — 20,7 °C. Hodnota pH klesla z 8,12 na hodnoty 7,96 a 7,92. Hodnoty kyslika O sa po 30
dnoch zvysili na 0,5 a 1,49. Koncentracia terbutylazinu sa v oboch fl'aSiach znizila na hodnoty
85,7 a 88,6 pg.It.Hodnoty CHSKcr sa vo vietkych flasiach zvysili. Hodnoty N-NOs sa vo
véetkych pripadoch znizili, pri kontrolnych flasiach z pdvodnych hodnot 72,2 o cca 52 mg.I*
a cca 0 45 mg.I". Pri vzorkach TER1 klesla hodnota N-NO3 na 1,265 mg.I"ta TER2 kleslo na
17,765 mg.I"t. Vo vzorkdach TERI a TER2 doslo po 30 diioch k zniZeniu koncentracie
terbutylazinu 05,9 % (TERI1) respektive o 11,4 % (TER2). Denitrifika¢né rychlosti sa
pohybovali v intervale medzi 14,7 az 18,2 mg.I"t.dL.

Tabulka 2 Terbutylazin
kontrola 1 (bez TER) kontrola 2 (bez TER) TER1 TER2
def testu o 3% o 3 0o 3 0 30
T °C 20.7 19.9 20.7 19.9 20.7 - 20.7 -
pH - 8.12 7.96 8.12 7.92 8.12 - 8.12 -
(07) mg.I'? 0.23 0.5 0.16 1.49 0.09 - 0.09 -
K uS.cm? 3218 5864 3218 5501 3218 - 3218 -
ORP mV 116 -69.8 111 47.7 109 - 109 -
N-NO2 mg.I? 0.135 0.1606 0.135 0.3476 0.135 0.0737 0.135 0.1045
N-NOs mg.I'? 72.7 20.68 72.7 27.005 72.7 1.265 72.7 17.765
CHSKcr mg.I 520 640 520 1000 520 1800 520 600
c(ter.) pg.It - - - - 91,1 85,7 100 88,6
o mg.It.d? - 16,7 - 14,7 - 18,2 - 17,6

Tieto testy potvrdili merania v BATCH testoch, to znamena, Ze pridavok terbutylazinu
neovplyvituje heterotrofnii respirdciu aktivovaného kalu. Takze nedochadza k inhibicii
denitrifikacie baktérii ani pri vel'mi vysokych ddvkach az na 1mg.I". Najcitlivejie, ako sa dalo
¢akat, reagovali nitrifikaéné baktérie, pre ktoré bola vypo¢itana aj hodnota EC50 = 67g.1™%.

8.2.1 SUSINA

Tabulka 3 Susina pred pokusom

My, 49.95451 g myp 46.8247

Maa 99.5912 g Map 94.6939 g

M3a 50.0769 g M3 46.9402

V, 50 ml Vi 50 ml
SUSINA 0.25 % SUSINA 0.24 %
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8.2.2 NL - NEROZPUSTNE LATKY

Tabulka 4 Nerozpustné latky pred pokusom

m. | 0.0742 g ms  0.0693 g

mza  0.0859 g ms  0.0823

Va 25 ml Vb 25 ml

NL, 0.468 g/l NL, 0.52 g/l
8.3 SULFAMETOXAZOL

Pri porovnani vysledkov po 19 dioch pri skisanej latke sulfametoxazol sa hodnoty N-NOs
znizili vo vSetkych 4 flasiach cca 0 10 mg.I"t. Podas tychto 19 ditoch bolo nutné pridavat’ do
flia§ roztok KNOs. Vysledné ¢isla N — NO2 sa zvysili na hodnoty 0,2-0,26 mg.I. Hodnota pH
sa znizila pri vSetkych fl'asiach na hodnoty 8,11 - 8,31. Hodnoty kyslika O, a ORP sa zvysili.
Teplota sa pohybovala medzi 20,9 - 22 °C. Koncentracia sulfametoxazolu sa v oboch fl'asiach
znizila na hodnoty 59,2 a63,3 ug.I?. Denitrifika¢nd rychlost bola ovplyvnena ako
v predchadzajtcich pripadoch mikropolutantmi a pohybovala sa v rozmedzi 3,63 mg.1*.d? az
5,36 mg.lt.d1.Vo vzorkich SMX1 a SMX2 doslo po 19 dioch k zniZeniu koncentracie
sulfametoxazolu 0 30,1 % (SMX1) respektive o 25,88 % (SMX2).

Tabulka 5 Sulfametoxazol

kontrola 1 (bez SMX) kontrola 2 (bez SMX) SMX1 SMX2

' defi testu o 19 0o 19 0 19 0 19
T °C 21 20.9 21 20.9 21 20.6 21 22.1
pH - 8.81 8.12 8.81 8.31 885 811 8.84 8.24
o mg.I" 0.36 4.64 0.25 4.86 016  4.06 0.14 0.31
K us.cm? | 2462 2735 2471 2759 2458 2709 2457 2737
ORP mv -87.9 46.4 72 39.5 66 | 47.9 66 -18.9
N-NO,  mgl®  0.134 0.259 0.134 0.2 0134 0.2 0.134  0.263
N-NOs = mgl® | 8195 73.6 81.95 71.4 81.95  74.1 81.95 68.1
CHSKc:  mg.l? 560 1220 560 440 560 530 560 460
oSMX.) | pgl? - - - - 847 = 592 85,4 63,3
o mglld? ; 3,92 - 4,65 - 3,63 - 5,36

Pokus bol ukonéeny po 19-tich diioch, pretoZe sa zacala zvySovat’ koncentracia kyslika a nebolo mozné
d’alej udrzovat’ anoxické podmienky.

8.3.1 SUSINA

Jednym zo zakladnych postupov pri stanoveni mnozstva a kvality zlacenin v biologickom
materiali je urCenie susiny. Postupuje sa tak, Ze odvazeny material vysusime (teplom, alebo
lepSie mrazovou sublimaciou, ak chceme zachovat’ termolabilné organické latky pre d’alsiu
analyzu) a potom opéat’ zvazime. Rozdiel hmotnosti pred a po vysuseni udava priblizny obsah
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vody. Hmotnost’ po vysuseni delena pdvodnou hmotnostou udava percentudlny obsah tzv.
susiny. [35]

Tabulka 6 Susina pred pokusom

mi.  49.9444 g mi,  45.3404

ma  99.3775 g maxp  94.9725

M3, 50.0875 g ms,  45.4855

Va 50 mi Vb 50 ml
SUSINA  0.29 % SUSINA  0.29 %

Tabulka 7 Susina po ukonceni pokusov

Vzorka €. 1

Mia 66.9804 g M 72.6494 g

ma.  106.9122 g Mab 112.6131 g

M3a 67.1089 g M3b 72.7905 g

V. 40 ml Vi 40 ml
SUSINA 0.32 % SUSINA 0.35 %
Vzorka €. 2

mi, 74.548 g Mmyp 78.6165 g

ma  114.5929 g M2 118.6131

M3a 74.6851 g M3p 78.7438

V, 40 ml Vi 40 ml
SUSINA 0.34 % SUSINA 0.32 %
Vzorka €. 3

Mia 75.1314 g M 71.8072 g

Maa 115.089 g Mab 111.814

ms, 75.2582 g msp 71.9305

V, 40 ml Vi 40 ml
SUSINA 0.32 % SUSINA 0.31 %
Vzorka €. 4

Mia 67.6469 g Mib 70.4702

ma.  107.6972 g Mab 110.4975

M3a 67.7829 g M3p 70.5988

Va 40 ml Vb 40 ml
SUSINA 0.34 % SUSINA 0.32 %
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Ak si porovnavame hodnoty susiny po dobu 19 dni, ¢isla poukazuji na narast biomasy. Moze
to byt spdsobené denitrifikacnymi podmienkami, pri ktorych je narast pomalsi ako pri
nitrifikaénych podmienkach.

8.3.2 NL - NEROZPUSTNE LATKY

Obrazok 9 Filtre so zachytenymi nerozpustnymi latkami

Na zmeranie NL — nerozpustnych latok bola pouzita vyveva. Pomocou podtlaku sa na filtri
zachytili nerozpustné latky. Na fotografii (Obr. 10 Mechanizmus filtrovania nerozpustnych
latok) je vidno mechanizmus filtrovania. Nerozpustné latky boli stanovené vazenim filtra pred
a po odfiltrovani 25 ml vzorky a néaslednym vypoc¢tom. Na zaciatku sme mali k dispozicii iba
jednu vzorku v podstate aktivovany kal. Na konci sme mali 4 vzorky zo 4 flias z BATCH testov.
Z kazdej vzorky sme spravili dve merania (Obr. 9 Filtre so zachytenymi nerozpustnymi
latkami).

Obrazok 10 Mechanizmus filtrovania nerozpustnych latok
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NL;

Vzorka €.
Mia
M2,
Va

NL;

Vzorka ¢.
Mia
M2,
Va

NL;

Vzorka €.
Mia
M2,
Va

NL;
Vzorka ¢.

Mia

M2a

Va

NL:

Tabulka 8 Nerozpustné latky pred zaciatkom pokusu

0.0691 g M1 0.0706
0.0816 g ma 0.0839
25 ml Vb 25
0.5 g/l NL 0.53

Tabulka 9 Nerozpustné latky po ukonceni pokusu

1

0.0636 g myp  0.0652

0.0742 g myp  0.0758
25 ml Vo 25

0.424 g/l NL, 0.424

2

0.064 g mwp  0.0622

0.0746 g msp  0.0731
25 ml Vo 25

0.424 g/l NL, 0.436

3

0.0645 g mwp  0.0618

0.0751 g msp  0.0729
25 ml Vo 25

0.424 g/l NL; 0.444

4

0.0666 g mw  0.0686

0.0774 g msp  0.0807
25 ml Vo 25

0.432 g/l NL, 0.484

g
g

ml

g/l

ml

g/l

ml

g/l

ml

g/l

ml

g/l

Silvia Mosna

Podl'a vyhodnotenia nerozpustnych latok mozeme vidiet’ pokles. V kvapalnej Casti vzorky sa

mozu nachadzat’ soli, ktoré sa na filtri nezachytavaju, prejdu cez filter a nachadzaju sa v suSine.

A to mdze poukazovat na vysledné ¢isla suSiny.
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9. TEST INHIBICIE RESPIRACIE

Testy inhibicie respirdcie sa nazyvaju taktiez akatne testy. Skuska inhibicie aktivovaného kalu
bola uskutonena podla normy CSN EN ISO 8192 (Skuska inhibicie spotreby kyslika
aktivovanym kalom pri oxidacii uhlikovych latok a amoniakalneho dusika). Pri merani bolo
potrebné magnetické mieSadlo Dominique Dutscher a prenosné sondy HACH — Lange HQ40.

Latka v skusobnych Latka inhibuje respiraciu
koncentraciach aktivovanéko kalu
neinhibujerespiraciu

aktivovaného kalu ¢

Nitrifikacna skuska

RT=RH RT>RH

1.rada vzorky (bez ATU) rade Vzorilk bez ATU rada Vzoik s ATU
* ypoC Vypoget R
Vypodet Vypocet Ry ypocet Ry
RT = RH
¢ Vypocet Ry
Vypocet EC50
pre Ry
Vypocet EC50

pre Ry \Rya Ry

Obrazok 11 Postup akutnych testov
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9.1 CINIDLA A POMOCKY

1. Aktivovany kal (AK)
a. Cinidla a pomocky
b. Pitna voda zbavena chléru
VSeobecne ide 0 nitrifikaciu aktivovaného kalu odobraného na odtoku z aktivacne;j
nadrze (nizka koncentracia substratu) o susine (tj. NL1os) 3 g.I"". Hodnota susiny sa
odcita z on-line ¢idiel umiestnenych priamo v nadrzi alebo sa stanovi v laboratériu (viz
nerozpustné latky). SuSina sa upravi pridanim pitnej vody zbavenej chléru na hodnotu
30.I"Y. AK sa trvalo prevzdusiiuje za laboratornej teploty a pouzije sa do 24 hodin po
odobrani. Ak nie je trvalo prevzdusnovana, tak sa AK 1) trvalo prevzdus$nuje za
laboratornej teploty a zivi sa umelou splaskovou vodou v davkach<50ml nall a den
(nesmie sa tym znizit' jeho aktivita a schopnost’ nitrifikacie) alebo 2) uchovava bez
pridavku zivin po dobu max. 4 dni pri teplote 4°C.

2. Umeld splaS8kova voda
11 g midsového extraktu, 16 g peptonu, 3 g mocoviny, 0,4 g CaCl2.2H0O, 0,2 g
MgS04.7H20 a 2,8 g KoHPO4 sa rozpusti v destilovanej vode a doplni sa do 11 (vo
vode sa vytvori zrazenina). pH vody sa upravi pridavkom NaOH alebo HCI na hodnotu
medzi 7-8. Vodu je mozné uchovavat max. 1 tyzden v temne pri teplote 0 az 4 °C.

3. Inhibitor nitrifikdcie — N — allythiomoc€ovina (ATU)
2,5 g ATU sa rozpusti v destilovanej vode a doplni sa do 1 1. Roztok je staly 14 dni.

4. Odpenovacie ¢inidlo bez silikonu
Obtiaznost’ moze vzniknit', pokial’ pri inkubacii dochadza k peneniu v takom rozsahu,
ze pena a pevné latky kalu na nej nesené su vytlacované zo skusobnych nadob. Obcas
modze penenie jednoducho vzniknGt' za pritomnosti syntetickej odpadovej vody, ale
penenie sa ma predpokladat’, pokial’ skuSobna latka je povrchovo aktivna latka alebo
pokial’ obsahuje tuto latku. Pokial’ dochadza k peneniu, prida sa odpenovacie Cinidlo
bez silikonu. Ur¢i sa mnozstvo (obvykle niekolko kvapiek z Pasteurovej pipety)
potrebné pre zmensSenie penenia pri najvyssej koncentracii skuSobnej latky a potom sa
vSetky prevzduSnované skusobné nadoby (vratane nadob, kde pena nie je pritomna,
napriklad nadob pre slepé stanovenie) upravi rovnakym sposobom.

5. Karlsruhe flase

6. Kyslikova sonda s moznost'ou zdznamu
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Obrazok 12 Prevedenie inhibicného testu

9.2 PRACOVNY POSTUP

K meraniu sa postupne prichystaju skaSobné zmesi S réznym zlozenim. K ich priprave sa
pouzivaju nasledujice komponenty (v zavislosti na tcele):
1. AK sosusinou 3g.1"t — v davke 250 ml pre 500 ml skusanej zmesi ( tato ddvka poskytuje
koneénu hodnotu susiny 1,5 g.1't)
2. destilovana voda — mnozstvo v ml sa voli tak, aby sa skuSobna zmes doplnila na
pozadovany objem
umela splaskova voda — v davke 16 ml pre 500 ml skasobnej zmesi
roztok skusobnej latky
odpenovacie ¢inidlo, ak je potrebné
roztok ATU - v davke 2,32 ml k 500 ml skasobnej zmesi

© ks~ w

Zmes sa dokladne premiesa a pH sa upravi pridanim roztoku NaOH alebo HCI na hodnotu
7 — 8. Teplota zmesi by mala byt v rozpiti 22 + 2 °C.

Slepé stanovenie (S): Sluzi ku stanoveniu rychlosti spotreby bez pritomnosti skiiSanej latky.

Skusobné zmesy so skusobnou latkou(L): Predbeznou sktskou sa odhadne rozsah vlastnej
skusky. Pouzivaju sa minimalne 3 koncentracie skuSobnej latky v logaritmickej rade, napr. 1,
10, 100 mg.I"t. Pre kazdt vzorku sa stanovi inhibicia respiracie. Pre vlastnti skiigku sa pouziva
min. 5 koncentracii skasobnych latok v logaritmickej rade (idealne koncentracie odpovedaju
EC50 a 2 koncentracie nad a pod touto koncentraciou).
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SkuSobna zmes s pridavkom ATU: Sluzi k ur€eniu podielu rychlosti spotreby kyslika
heterotrofnej oxidacie (Rn) a nitrifikacie (Rn) ana celkovej rychlosti spotreby kyslika (Rt)
Vv pripade nitrifikujicecho AK. Pripravi sa slepé stanovenie s pridavkom ATU a pokial je
rychlost’ spotreby kyslika vyznamne niz§ia oproti slepému stanoveniu bez ATU (Rn > 5%Rr),
pripravi sa skiSobna zmes s pridavkom ATU pre vSetky koncentracie skuSanej latky. Ak je
Rn < 5% R, predpoklada sa, ze Rt = Rn a K nitrifikacii nedochadza.

Abioticka kontrola (A): Za zriedkavo vyskytujucich sa okolnosti moze skisana latka so silne
redukénymi vlastnostami sposobit’ meratelnu abiotickd, tj. bez pritomnosti AK, spotrebu
kysliku (Ra). Kich uréeniu slizi abiotickd kontrola, ktord sa prevedie s najvysSou
koncentraciou skiiSobnej latky a pokial’ je zaznamenana vyznamna spotreba kyslika, prevedie
sa nasledne pre kazdu koncentraciu sktisanej latky. Ak je Ra =0, k abiotickej spotrebe kyslika
nedochadza.

V nasledujtcej tabul’ke je uvedeny priklad zlozenia skisobnych zmesi.

Tabulka 10 ZlozZenie zmesi

s L ATU A

AK o0 NL=3g.I"*(ml) 250 250 250 0
Destilovana voda (ml) 234 234 -x  234-x 484 -x
Umela splaskova voda (ml) 16 16 16 16
Skusana latka (ml) 0 X X X
Celkovy objem zmesi bez odpenovacieho ¢inidla a ATU (ml) 500 500 500 500
Odperiovacie ¢inidlo (ak je treba) Niekol’ko kvapiek z Pasteurovej pipety
ATU (ml) 0 0 2,32 0

Uprava pH zmesi na 7 -8

Inkubacia:

Kazda sktiSobna zmes sa inhibuje po dobu 30 min (pre malo rozpustné latky moze byt potrebna
dlhsia doba). Pocas inkubacie sa zmes mieSa a prevzdusnuje, pricom sa pozoruje, aby
nedoslo presyteniu kyslikom. Inkubacia sluzi k takmer Uplnému nasyteniu zmesi kyslikom
a k ustaleniu toxického ucinku skusanej latky.

Meranie koncentracie kyslika: Po 30 min. inkubécie sa zmes preleje do Karlsruhe flias (alebo
BSK flase s nadstavcom) aihned’ sa kyslikovou sondou zmeria tbytok kyslika v Case.
V priebehu merania je nutné pokra¢ovat’ v mieSani zmesi. Meranie sa uskutociiuje kontinuélne
tak dlho, pokial koncentracia O, neklesne pod 1 mg.I?, alebo 15 az 30 min. Koncentraciu
kyslika meriame na pristroji Hach HQ440d multi s dvoma sondami.
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9.3 VYPOCET
Rychlost’ spotreby kyslika (respiraéna rychlost’) R v mg.It.ht

Cmz — Cmk

Rz[ At

]*60

Cmz — hmotnostna koncentracia Oz v mg.l™ na zagiatku
Cmk — hmotnostnd koncentracia O, v mg.I™! na konci
At — casovy interval v min medzi tymito meraniemi

Ry =Rr — Ry

Silvia Mosna

Specificka rychlost’ spotreby kyslika (3pecificka respiraéna rychlost’) Rs v mg.I".h?

Specificka respiraéna rychlost je respiraéna rychlost vztahujuca sa ku koncentracii NLios

v AK.

_ R
NLyos

Rs

NL10s- st nerozpustné latky v g.I" v skimanej zmesy.

Inhibicia respiracie I v %

Inhibicia vztahujuca sa k celkovej, heterotrofnej a nitrifika¢nej respiracii sa v pripade nulovej
spotreby kyslika abiotickymi procesmi vypocita pre kazda koncentraciu skusanej latky podla

niz§ie uvedeného vzorca.

| R(slep) — R(vzorka)
= *

R(slep) 100

EC50

Hodnota EC50 sa zistuje probitovou metédou. Inhibicia sa prevedie na probity a zostroja sa
grafy v zavislosti probitovych hodnét na logaritme koncentracii skusanej latky. Hodnota EC50

(median efektivnej koncentracie) sa urci linedrnou interpolaciou.
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10. VYHODNOTENIE INHIBICNEHO TESTU
10.1 ATRAZIN

Atrazin
150
)
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.......................... =27,536In(x) - 60,044
e & e y (x)
20 o . ®
g 70 Py
.© o |
\‘_) 50 --------------------------------------------------------
S e g . S
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-50
[em, pg/1]
® IT ® |H @ |IN-eeeeeee Logaritmicka (IT) «==ce--- Logaritmicka (IH) «seseeeee Logaritmicka (IN)

Obrazok 13 Inhibicné krivky atrazinu

Podl'a vyslednych hodndt vieme skonstatovat, ze inhibicia nitrifikanej respiracie nenarasta
priamo umerne s navySujucou sa koncentraciou atrazinu. Medzi 75 a 100 g/l atrazinu
dochadza pri inhibicii heterotrofnej respiracie ku zlomu na zaporné hodnoty. Inhibicia celkove;j
respiracie narastd priamo umerne ku zvySujlcej sa hodnote pridavanej latky atrazinu.

Tabulka 11 Akutny test atrazinu

ml ug/! % % %
2.5 25 11 11 11
7.5 75 37 18 59
10 100 28 -27 89
15 150 34 -33 107
30 300 35 -12 72
45 450 38 -12 93
100 1000 57 -13 136

Tieto testy potvrdili merania v batch testoch, Ze pridavok atrazinu neovplyviluje heterotrofnu
respiraciu aktivovaného kalu, ¢iZze nedochddza k inhibicii denitrifikacie baktérii ani pri vel'mi
vysokych davkach az 1 mg.I?. Najcitlivejsie, ako sa dalo ocakavat, reagovali nitrifika¢né
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baktérie, pre ktoré bola vypo¢itana aj hodnota EC50 = 67 pg.I. K podobnym vysledkom dosli
Laursen a Carlotn (1999), ktori zistili, Ze atrazin inhibuje proces nitrifikdcie vo vodnych
sedimentoch pri koncentraciach 50 a 100 ug.I™ [38]. Tito autori tiez tvrdili, Ze aj denitrifikdcia

bola inhibovana pri 100 ug.I" atrazinu, ¢o nezodpoveda nasim vysledkom, kedy prave od 100

ug.I* atrazinu vyssie k inhibicii uz nedochadzalo. [34]

pg/! log c
Kontrola -
(0)
25 1,4
75 1,9
100 2,0
150 2,2
300 2,5
450 2,7
1000 3,0
9
8
7
=
26
s
5
Y/ PR L A
°
3
1,25
® [N probity

Tabulka 12 Probity atrazinu pre nitrifikaciu a celkovi respirdciu

.*
.o

% - ng/l log c %
- Kontrola - -
(0)

11 3,773 25 1,4 11
59 5,228 75 1,9 37
89 6,227 100 2,0 28
107 7,878 150 2,2 34
72 5,583 300 2,5 35
93 6,476 450 2,7 38
136 7,878 1000 3,0 57

Atrazin

y =2,0635x + 1,5563

° R?=0,5632 K
.......... o
& .o
--------- °
....... ° e ®
) ® @ ¢ e
................ y = 0,6989x + 3,0063
R?=0,7918
1,75 2,25 2,75 3,25
log(c(ATZ))
@ [T probity = «ceeeeee- Linedrna (IN probity) — <eceeeeee Linedrna (IT probity)

Obrazok 14 Zavislost logaritmu koncentrdcie ku probitom

3.773

4.668
4.417
4.588
4.615
4.695
5.176
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Tabulka 13 EC50 pre atrazin pri nitrifikdcii a celkovej respirdcii

2.853
712
712

10.2 TERBUTYLAZIN

Terbutylazin
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Obrazok 15 Inhibicné Krivky terbutylazinu

Po vyhodnoteni vyslednej tabul’ky je vidno, Ze inhibicia celkovej respirdcie narastd spolu
S pribudajucim sa mnozstvom pridavaného terbutylazinu. Interval inhibicie heterotrofnej
respiracie sa pohybuje nepravidelne medzi 16 az -19 %. NajvysSia hodnota inhibicie
nitrifika¢nej respiracie je 117 %, ¢o prinalezi hodnote 110 ml pridaného terbutylazinu. Hodnoty
In sa zvySuji zarovei s pribudajucou pridavanou latkou az na hodnotu 107 %, ktoré je pri
koncentracii 100 pg/l terbutylazinu.

Tabulka 14 Akutny test terbutylazinu

ml ng/l % % %
6 24 13 -8 34
19 76 37 7 70
25 100 52 -2 107
38 152 37 3 78
75 300 61 16 107

110 440 47 -19 117
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Tabulka 15 Probity terbutylazinu pre nitrifikaciu a celkovi respirdciu

ug/l log c % - ug/l log c % -
Kontrola - - Kontrola - - -
(0) (0)
24 1,4 34 4.588 24 1,4 13 3.874
76 1,9 70 4,122 76 1,9 37 4.668
100 2,0 107 7.878 100 2,0 52 5.05
152 2,2 78 4.695 152 2,2 37 4.668
300 2,5 107 7.878 300 2,5 61 5.278
440 2,6 117 7.878 440 2,6 47 4.925

Terbutylazin

9
y=2,8118x + 0,2855
R2=0,4576
8 ¢ o .
L e e T I e
? ..............
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s | T
....... o
S e L e e ®
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4 :: ............. ° . 018879)( . 2'8847
R?=0,6816
3
1,25 1,45 1,65 1,85 2,05 2,25 2,45 2,65 285
log(c(TER))
® [N probity ® IT probity  ceeeccee- Linedrna (IN probity) — cceeeeee Linedrna (IT probity)

Obrazok 16 Zavislost logaritmu koncentrdcie ku probitom

Tabulka 16 EC50 pre terbutylazin pri nitrifikacii a celkovej respiracii

X = 1.677 2.382
10/x 47.5 241
EC50 (mg/l) 47.5 241
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10.3 SULFAMETOXAZOL

Sulfometaxazol
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Obrdzok 17 Inhibicné krivky sulfametoxazolu

Po zhrnuti vyslednej tabul’ky moézeme zhodnotit,, Ze inhibicia celkovej respirdcie narasta spolu
S pribudajucim mnozstvom priddvaného sulfametoxazolu az na hodnotu 10 %, ktora je
pridanim 120 pul SMX. Hodnoty In sa zvySuju zaroven s pribidajucou pridavanou latkou az na
hodnotu 28 %, ktora je pri koncentracii 636 pug/l SMX. Najvyssia hodnota inhibicie nitrifikaénej
respiracie je 53 %, Co prinalezi hodnote koncentracie 1060 ug/l sulfametoxazolu. Interval
inhibicie heterotrofnej respiracie sa pohybuje nepravidelne medzi 8 az -18 %.

Tabulka 17 Akutny test sulfametoxazolu

pl ng/l % % %
20 106 -1 8 -8
40 212 13 -3 25
60 318 13 -7 28
90 477 15 -18 39
120 636 10 -15 28
200 1060 26 -12 53
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Tabulka 18 Probity sulfametoxazolu pre nitrifikdciu a celkovii respirdcia

pg/l log c % - pg/l log c % -
Kontrola - - - Kontrola - - -
(0) (0)
106 2.025306 -8 = 106 2.025306 -1 =
212 2.326336 25 4.326 212 2.326336 13 3.874
318 2.502427 28 4.417 318 2.502427 13 3.874
477 2.678518 39 4.722 477 2.678518 15 3.964
636 2.803457 28 4.417 636 2.803457 10 3.718
1060 3.025306 53 5.075 1060 3.025306 26 4.357

Sulfametoxazol

5,5
y =0,9305x + 2,1096
5 R*=0,6576 ®
o .
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Obrazok 18 Zavislost logaritmu koncentracie ku probitom

Tabulka 19 EC50 pre sulfametoxazol pri nitrifikdacii a celkovej respirdcii

X = 3.106 -
107X 1277 -
EC50 (ug/l) 1277 -

Hodnotu EC 50 nie je mozné spocitat’ vzhl'adom ku skutocnosti, Ze ani jedna hodnota inhibicie celkovej
respiracie nepresiahla 50 %.
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ZAVER

Ciel'om prace je zistit pomocou batch testov, ¢i vybrané mikropolutanty z rady pesticidov
alieCiv maju vplyv na denitrifikacni rychlost. Zaroven, ¢i sa tieto latky degraduju.
Zhodnotenie inhibicie a vyhodnotenie rozkladu emergentnych mikropolutantov.

Diplomova praca ja rozdelena na teoreticku Cast’ a prakticku ¢ast’ v laboratoriu. V praktickej
Casti je merana konduktivita, teplota, pH, rozpusteny O2, ORP pomocou multiparametrickej
sondy. Pre stanovenie CHSKcr je pouzity mineralizaény termostat. Absorbnym
spektrofotometrom bude stanovenie foriem dusika. Batch testy prebiehali na Ustave chémie
VUT FAST.

Koncentracie atrazinu 100 pg.I"t neovlpyviuje denitrifika¢na rychlost’ aktivovaného kalu, ¢o
potvrdzuje aj test inhibicie respiracie kyslika aktivovanym kalom. Rozdiel ORP moéze byt
sposobeny rozdielnymi koncentraciami kyslika na konci pokusu. Doslo k odburaniu atrazinu
za 28 dni pocas denitrifikdcie o 12 % respektive 30 %. Biodegradéacia atrazinu za
denitrifikacnych podmienok je pomalSia a menej ucinnd, je menej ovplyvnena inhibiciou pri
vysSich koncentraciach ako aerobnych. [34]

Koncentracia terbutylazinu sa v oboch fl'asiach zniZila zo 100 na hodnoty 85,7 a 88,6 pg.I*. Vo
vzorkdch TER1 a TER2 doslo po 30 dnoch k znizeniu koncentracie terbutylazinu 05,9 %
(TER1) respektive 0 11,4 % (TER2).

Pri odstraiiovani SMX sme dosiahli lepSie vysledky ako vyskum, ktory sa zaoberal sice inou
metddou odstranenia, ale podobnymi podmienkami ako napriklad neutrdlnym pH.
Odstranenie antibiotik sulfametoxazolu (SMX) pomocou elementarneho zeleza (ZVI) bola
skiimana v rozmedzi pH od 3,0 do 11,0 za oxickych a anoxickych podmienok. Efektivita
odstraniovania SMX sa znizila zo 100 na 32 % so zvysujucim sa pH v kyslych roztokoch (3-
5). V neutralnych roztokoch a mierne alkalickych roztokoch (6-10) sa zvysila efektivita na 88
%. Pod anoxickymi podmienkami, odstranenie SMX bolo dokonc¢ené pocas 300 minut

v kyslom roztoku a po 300 minuatach v neutralnych a mierne alkalickych roztokoch zostalo
menej ako 70 %. [38]

Koncentricia sulfametoxazolu sa v oboch flagiach zniZila na hodnoty 59,2 a 63,3 ug.I"t. Vo
vzorkach SMX1 a SMX2 doslo po 19 dnoch k znizeniu koncentracie sulfametoxazolu o 30,1
% (SMX1) respektive o 25,88 % (SMX2).

Rozdiely medzi semichronickymi testami (BATCH) a aktnymi testami mozu byt sposobené
adaptaénymi podmienkami. V pripade BATCH testov sa dizka testov pohybuje medzi 19 az 30
diiami. Akutne testy prebiehali v priebehu 1 dia.

Pri merani ndm vzniklo viacero problémov, ktoré nas nutili ukon¢it’ merania neplanovane alebo
pred¢asne. Ak sme boli prinateni ukoncit’ pokus predCasne, vzdy sme zvazili nutnost
opakovania testu tak, aby vysledky boli reprezentativne. Jednym z problémov predcasného
ukonéenia bol vypadok elektrického pradu, vzh'adom na preseknutie kablov na Zizkovej ulici
v Brne. Dal$ou komplikaciou v merani bolo zniZené mnozstvo dusiénanov vo fTasiach, a tym
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padom bolo nutné dopliat’ pozadované mnozstvo podla vypoétu. Pri poslednych diioch
merania sa ndm pokazilo aj magnetické miesadlo, ktoré nasledne $lo na reklamaciu.

Bolo by vhodné sa vyskumu emergentnych mikropolutantov venovat’ viac a snazit'’ sa najst’
sposob odstranenia mikropolutantov na €istiarni odpadovych vod tplne.

U vsetkych troch sledovanych latok testy inhibicie respiracie aktivovaného kalu potvrdili, Ze
ich pritomnost’ neovplyviiuje heterotrofnd respiracia aktivovaného kalu, a vtedy nedochadza
k inhibicii denitrifika¢nich baktérii ani pri vel'mi vysokych koncentraciach az 1000 pg.I? (viz
Obr. 13, 15 a 17). Nitrifikujace baktérie reagovali na pritomnost’ skimanych latok najcitlivejsie,
a podrla vysledkov testu v tomto poradi: : atrazin, terbutylazin a sulfametoxazol. Pretoze prvé
dve latky st veI'mi podobné a patria do skupiny triazinovych pesticidov, vysli aj vel'mi nizke a
velmi podobné ECso (atrazin — 46,7 pg.1?, terbutylazin — 47,5 pg.I%). To potvrdzuje aj vysledky
celkovej respiracie. Tu sa ECso atrazinu (712 pg.I™") a terbutylazinu (241 pg.l™?) sice znaéne
lisia, ale to je sposobené rozdielnym ovplyvnenim heterotrofnej respiracie. Pre sulfametoxazol
ani nebolo mozné ECso celkovej respiracie spoéitat’, pretoze Ziadna z meranych koncentracii
nedosiahla inhibiciu 50 %.
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ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

Cm hmotnostné koncentracia skusanej latky

I inhibicia celkovej respiracie

In inhibicia nitrifikacnej respiracie

IH inhibicia heterotrofnej respiracie

NL1os st nerozpustné latky v g.I"! v skimanej zmesi
MZP Ministerstvo zivotniho prostfedi

MZe Ministerstvo zemédélstvi

UKzUZ Ustiedni kontrolni a zku3ebni ustav zemédélsky
VUMOP Vyzkumny ustav melioraci a ochrany pudy
CHMU Cesky hydrometeorologicky tistav

SOVAK Sdruzeni oboru vodovodii a kanalizaci CR
SMX sulfametoxazol

ATR atrazin

TER terbutylazin

ORP kyslik oxidacia-redukcia

CHSKcr chemicka spotreba kyslika ur¢end dichromaném
ECHA Europska chemické agentira

Zb. Zbierka zakonov

cov Cistiarent odpadovych vod

FAO Food and Agriculture Organization

EL Emergentné latky

EPA Enviromentalna poradenska agentura

T teplota

K konduktivita

o denitrifikacna rychlost’

ATU allythiomoc€ovina

I Inhibicia v %

Cmz hmotnostna koncentracia Oz v mg.I" na zaciatku
Crmk hmotnostna koncentracia Oz v mg.I" na konci
At ¢asovy interval v minttach medzi meraniami
R respiracna rychlost’

Rs Specificka respira¢na rychlost’
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