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Souhrn

Diplomova prace je zaméfena na problematiku cisténi odpadnich vod, pfitomnost
mikropolutantl v Zivotnim prostfedi a ndsledné mozZnosti jejich remediace. V C(istirné
odpadnich vod se velka ¢ast znecistujicich latek z vody odstrani, avSak v sou¢asné dobé nejsou
vyuzivany technologie, pomoci nichz je mozné mikropolutanty zcela odstranit. Do vodniho
recipientu tak unikaji stopova mnozstvi mikropolutantll, coz mizZe mit negativni efekt na vodni
zZivocichy. Mikropolutanty mohou kontaminovat i pldu a dostat se tak aZz do potravniho
fetézce.

V teoretické ¢asti prace jsou definovany terminy jako odpadni voda, jednotlivé stupné
Cisténi odpadni vody a Cistirenské kaly. Jsou popsany moznosti jejich wvyuziti, jak
(vermi)kompostovanim, tak pfimou aplikaci na zemédélskou plidu, z dGvodu vysokého obsahu
esencialnich Zivin v Cistirenském kalu. Popsana jsou rovnéz rizika, ktera jsou s vyuzivanim kalu
v zemédélské produkci spojena. Neupraveny kal obsahuje mnozZstvi patogena a rizikovych
prvkl. Z tohoto dlivodu je jakdkoliv aplikace kalu do pudy oSetfena Zdkonem o odpadech
541/2020 Sb., ktery reguluje a nastavuje pravidla k zamezeni ohroZeni Zivotniho prostredi.

Teoretickd cast prace ddle zahrnuje téma vyskytu lécivych latek v prostredi a faktory,
které ovliviuji pfijem farmak rostlinami. DUleZita ¢ast je vénovana moZznostem remediace, kdy
je pomoci remediacnich technik mozné vice ¢i méné odstranit mikropolutanty z prostfedi.
V neposledni fadé je pojednano o vybranych IéCivech a houbdach pouzivanych v remediaci
jejich nazadoucich ucink( v zemédélské produkci.

V experimentalni ¢asti byl za ucelem ziskani dat proveden nadobovy experiment,
zaloZen v roce 2019 ve vegetacnich halach Ceské zemé&délské univerzity v Praze. Experiment
spocival v zaloZeni 32 nadob, kdy jedna polovina nadob obsahovala pouze zeminu s kalem a
houbové substraty, zatimco ve druhé poloviné byla navic péstovdna rostlina kukufice.
V raznych c¢asech byly odebirdny vzorky pldy a pudniho roztoku a na konci pokusu byla
sklizena biomasa kukufice. V laboratofi na Katedfe agroenvironmentalni chemie a vyzivy
rostlin byly provedeny zakladni analyzy a extrakce |IéCiv (karbamazepin, tramadol, venlafaxin,
sulpirid, fluoxetin).

Na zakladé ziskanych vysledk( bylo potvrzeno, Ze se sledované mikropolutanty v pudé
uvolnuji z Cistirenského kalu a prechazeji do ptdniho roztoku, s vyjimkou fluoxetinu, jehoz
koncentrace v padnim roztoku byly pod mezi detekce, coZ naznacuje, Ze fluoxetin neni po
aplikaci Cistirenského kalu dostupny rostlinam. Naopak nejvice dostupnym se ukazal
karbamazepin. Ddle bylo zjisténo, Ze nejvyssi obsah karbamazepinu, tramadolu a venlafaxinu
v biomase byl nalezen v listech kukufFice. Ve stoncich nebyl detekovan venlafaxin a v zrnech
nebyla nalezena Zadna |éciva. V pripadé léciv sulpirid a fluoxetin nebyly nalezeny v biomase
zadné polutanty. U vSech sledovanych |éCiv bylo potvrzeno, Ze rostliny kukufice a pridavek
houbovych substratt podpofily degradaci sledovanych IéCiv v pudé.

Klicova slova: kukufice, farmaka, remediace, karbamazepin, tramadol, venlafaxin, sulpirid,
fluoxetin



Summary

The thesis is focused on the issue of wastewater treatment, the presence of
micropollutants in the environment and the subsequent possibilities of their remediation. In
a wastewater treatment plant, a large amount of the pollutants is removed from the water,
but currently no technologies are used to remove micropollutants. This results in trace
amounts of micropollutants being released into the water, which can have a negative effect
on aquatic life. Micropollutants can also contaminate the soil and enter the food chain.

In the theoretical part of the thesis, terms such as wastewater, all different stages of
wastewater treatment and the term sewage sludge are defined. The possibilities of sewage
sludge use are described, both by (vermi)composting and by direct application to agricultural
land, due to the high content of essential nutrients in sewage sludge. The risks associated with
the use of sludge in agricultural production are also described. Untreated sludge contains
many pathogens and potentially toxic elements. For this reason, any land application of sludge
is in the Czech Republic regulated by the Waste Act 541/2020, which regulates and sets rules
to avoid environmental hazards.

The theoretical part covers the topic of the occurrence of pharmaceutical substances in
the environment and the factors that affect the uptake of drugs by plants. An important part
is devoted to the possibilities of remediation, whereby micropollutants can be more or less
removed from the environment using remediation techniques. Finally, selected
pharmaceuticals and fungi used in remediation are discussed as well as their their adverse
effects in agricultural production.

In the experimental part, a pot experiment was conducted. The experiment was
established in 2019 in the vegetation halls of the Czech University od Life Sciences Prague. The
experiment consisted in setting up 32 containers, where one half of the pots contained only
soil with sludge and fungal substrates while in the other half, a maize plants were grown as
well. At different times, the maize biomass was sampled and harvested. Basic analyses and
extraction of pharmaceuticals (carbamazepine, tramadol, venlafaxine, sulpiride, fluoxetine)
from soil solution, soil and plant biomass samples were carried out in the laboratory at the
Department of Agro-Environmental Chemistry and Plant Nutrition.

Based on the results obtained, it was confirmed that the micropollutants of interest in
the soil are released from the sewage sludge and transferred to the soil solution, except for
fluoxetine, which was found below the detection limit in the soil solution, suggesting that
fluoxetine is not available to plants after sewage sludge application. In contrast,
carbamazepine was found to be the most available. It was also found that the highest biomass
content of carbamazepine, tramadol and venlafaxine was found in maize leaves compared to
other plant organs. Venlafaxine was not detected in the stems and no pharmaceuticals were
found in the grains. In the case of the drugs sulpiride and fluoxetine, no pollutants were found
in the biomass. For all drugs studied, it was confirmed that maize plants and the addition of
fungal substrates promoted the degradation of pharmaceuticals in the soil.

Keywords: corn plant, pharmaceuticals, remediation, carbamazepine, tramadol, venlafaxine,
sulpiride, fluoxetine
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1 Uvod

Ackoliv jsou dnesni technologie C¢isténi odpadnich vod uG¢inné v odstrafiovani
znedistujicich latek, i tak se do vodniho recipientu dostava urcité mnozstvi farmak. Ty mohou
mit negativni dopad na Zivotni prostredi i zdravi lidi. Vyskyt IéCiv v Zivotnim prostredi je
primdrné ovlivnén lidskou ¢innosti a je ¢im dal vice predmétem vyzkum( a studii. Komplikace
nastavaji tehdy, kdyz se |éciva dostdvaji do vodniho prosttedi a potravinového fetézce. Mnoha
experimenty bylo potvrzeno, Ze urcité koncentrace rizikovych latek maji negativni vliv na
rostliny, ZivoCichy i lidi. Je proto nesmirné dullezZité sledovat vyskyt farmak v prostredi,
omezovat jejich Unik do pudy i dalsich slozek prostredi a nadale hledat zplisoby, jak co nejlépe
tyto latky z prosttedi odstranovat.

Dnes jiz existuji metody, pomoci kterych lze odstrafiovat mikropolutanty ze Zivotniho
prostfedi. At uz jde o fytoremediace (odstrariovani rizikovych latek pomoci rostlin) nebo
mykoremediace (pomoci hub). Je dlleZité si uvédomit, Ze ne kazda rostlina ¢i houba je
schopna dané lécivo degradovat. K odstranovani farmak za ucelem Upravy vody na pitnou lze
vyuzit napftiklad adsorpci, oxidaéni procesy ¢i membranové procesy.

Dnesni doba a s ni pfichozi vliv koronavirové pandemie ma za nasledek to, Ze se Cistirny
odpadnich vod musi potykat s vyssi nalozi farmak a dalSich kontaminant(. Vliv maji i astéji se
vyskytujici obdobi dlouhotrvajiciho sucha, pfi kterych se odpadni voda vyrazné koncentruje.
Neni v poslednich letech novinkou, Ze lidé ¢asto naduZivaji Iéky, které pro né nejsou vidy
nezbytné. Je proto zasadni, aby si lidstvo uvédomovalo svlj dopad na pfirodu a snazilo se
eliminovat nadbytecné uzivani léCiv. | presto, Ze produkce, spotfeba a unik I1é¢iv do prostredi
narUsta, je situace lepsi, nez kdy byvala. S rostoucim tlakem na ochranu Zivotniho prostredi a
podpory dlouhodobé udrZitelnosti je vice investovano do technologii a vyvoje novych a
ucinnéjsich metod k odstrariovani mikropolutantd z pfirody.

Vmé diplomové praci byly zkoumany fytoremedia¢ni, mykoremediacni a
fytomykoremediaéni metody pro odstranéni vybranych [éCiv z Cistirenského kalu po aplikaci
do plidy. Dale byl sledovan vliv uvedenych metod na prestup Iéciv do biomasy kukufice.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem diplomové prace bylo vyhodnotit vysledky sledovanych mikropolutantt
(venlafaxin, tramadol, karbamazepin, sulpririd a fluoxetin) v padé, pldnim roztoku a biomase
rostlin kukufice na zdkladé tfech stanovenych hypotéz. Za timto uUcéelem byl proveden
nadobovy experiment s naslednou analyzou vzork(. Prace si klade za cil zodpovédét otazky,
jakd cast vybranych mikropolutantl je po aplikaci Cistirenského kalu dostupna rostlinam,
s jakou tendenci prestupuji mikropolutanty do rostlin kukufice, zda tyto rostliny podporuji
biodegradacni procesy v pldé a jaké predstavuji mikropolutanty environmentdlni riziko
v pfipadé hromadéni v biomase kukufice.

Hypotézy byly stanoveny ndsledovné:

1. Sledované mikropolutanty se v padé uvolnuji z Cistirenského kalu a prechazeji do
padniho roztoku.

2. Sledované mikropolutanty jsou pfijimany rostlinami kukufice a v jeji biomase budou
pritomné i po sklizni.

3. Rostliny kukutice a pridavek houbovych substrati podpofi degradaci mikropolutantt
v pudé.



3 Literarni reserse
3.1 Cisténi odpadnich vod

Nejprve je tfeba si definovat pojem odpadni voda. Jde o vodu znecisténou latkami a
Casticemi jejiz pouziti je nevhodné pro primou konzumaci ¢&i vyuZiti v potravindifském
pramyslu. Odpadni voda vznikd napriklad v domacnostech a priimyslu (Stephens & Fuller,
2009).

SloZeni odpadni vody zalezi na jejim plavodu. Vlastnosti odpadni vody se lisi na zakladé
jejiho sloZeni. Bude se lisit toxicita odpadni vody podle toho z jaké domacnosti ¢i odvétvi
pramyslu voda pochazi. Latky a ¢astice obsazené v odpadni vodé mohou mit rizné velikosti,
vlastnosti i toxicitu. Znecistujici latky mohou byt organického a anorganického plvodu (Pitter,
1999).

Organické latky, jako napfiklad tuky, bilkoviny a sacharidy nepredstavuji pro Zivotni
prostfedi vyznamné riziko, nebot je lze pomérné dobre z odpadni vody vycistit. Problém
vyvstava u vod, které jsou znecisténé toxickymi a tézko degradovatelnymi latkami. Vysokou
miru nebezpeli a zatéZ pro Zivotni prostfedi predstavuji pravé latky, které maji pouze
omezenou schopnost degradace ze Zivotniho prostfedi. Jde naptiklad o antibiotika ¢i
hormonalni antikoncepci, které jsou dnes velmi diskutovanym problémem a maji negativni
vliv na Zivé organismy (Fojt(i, 2012).

Odpadni vody jsou vysoce toxické a obsahuji velmi casto vysoké koncentrace
kontaminujicich latek. Proto je naprosto nezbytné, aby s nimi bylo na zdkladé jejich parametrt
adekvatné naloZeno. K tomuto Ucelu slouZi ¢istirny odpadnich vod, na kterych je odpadni voda
CiSténa a navracena zpét do vodniho recipientu. Takovy proces je pomérné slozity cyklus za
sebou jdoucich stupnl (Krenikova, 2014).

3.1.1 Stupen 1: PredcCisténi

Nejdalezitéjsim a zaroven prvnim stupném Cisténi je tzv. predcisténi. Tato faze zamezuje
poskozeni ¢i naruseni chodu dalSich fazi tim, Ze odstranuje ty nejvétsi necistoty (plovouci
nerozpustné materialy, vétve apod.). V pfipadé absence predcistovaciho stupné by mohlo
dojit napriklad k poruseni Cerpadel. Béhem tohoto stupné odpadni voda putuje skrze
jednotliva zafizeni: Lapak Stérku, Cesle, lapak pisku a pripadné lapak tuku.

Lapaky Stérku

Hlavni Ulohou lapakd Stérku je zachyt znecistujicich materialQ, které jsou velké a tézké.
Stokou protékd znecisténa voda, na jejimZz dné je jimka, ve které se usazuje znecisténi.
Nejcastéji jde o Stérk, tézké materidly, cihly (Krenikova, 2014).



Lapdky Stérku nenalezneme u malych Cistiren. Konstruuji se ve velkych Cisti¢kach, kde je
moznost rozsahlych siti odpadnich stok (Posta et al., 2005).

Cesle

Odpadni voda dale putuje k ¢eslim. Jde o jakési mtizky, jejimiz prulinami protéka voda a
probiha dal$i odstrafiovani hrubych necistot. Cesle jsou konstruovany pod ur¢itym Ghlem.
Nejcastéji v rozmezi 30—60°. Existuji jemné, hrubé nebo stredni. Toto rozdéleni je na zdkladé
pralin mezi ceslemi. Ty nejjemnéjsi ¢esle maji do 20 mm, naopak u hrubych ¢esli mohou mit
praliny az 100 mm. VétsSinou ale do 40 mm. Na ceslich se v prabéhu Cisticiho procesu
shromazduji shrabky, cozZ je material, ktery mGze byt vysoce patogenni. Odstranit je Ize rucné,
ale vétsSinou se setkdme s Cesli, které jsou strojné stirané. Funkénost Cesli je ovlivnéna tim,
jakou rychlosti jimi odpadni voda protéka. Idealni rychlost pratoku je mezi 0,7 — 0,9 m.sL.
(Svehla et al., 2004; Posta et al., 2005).

Lapaky pisku

Uéelem lapék( pisku je zachycovat pisek a mineralni ¢astice. Céstice o priblizné velikosti
0,2 mm se zachytavaji v jimce. To je docileno tim, Ze se sniZi rychlost protékajici vody. V jimce
se pak stihnou usadit minerdlni ¢astice véetné pisku. Pfitomnost pisku v dalSich stupnich by
mohla narusit chod Cisticiho procesu. Usazeny pisek se poté odstraniuje. Druhi lapdkl je
vicero. Véechny viak pracuji na stejném principu. Liéi se pouze svou konstrukci (Svehla et al.,
2004; Dohanyos et al., 2007).

Lapaky tuku

V nékterych pripadech byva zafazen i lapak tuku. Neni to tak vzdy. Konstrukce lapaku
tuku pfipada v Gvahu v pripadé, Ze je na Cistirnu privddéna odpadni voda, kterd je znecisténa
tuky a oleji. Principem je vyuziti rozdilnych hustot vody a tukl. Tuky hromadici se na hladiné
jsou nasledné odebirany do Zlabu (Svehla et al., 2004).

3.1.2 Stupen 2: Mechanické cisténi

Po fazi predcisténi, kdy byla odpadni voda zbavena hrubych necistot, m{iZze voda putovat
dale k mechanickému cCisténi. V této fazi se usazuji latky, které nezachytila predesla faze.
Mechanické cisténi spociva v principu usazovani ve specializované nadrzi, ktera je nazyvana
usazovaci. Voda zde protéka pomalu a tim lze eliminovat i latky, které maji nizkou hustotu. V
usazovaci nadrzi vznika primarni kal, ktery ma nasledné vyuziti jako energetickd surovina.
Zejména ve velkych Cistirnach, kde je primarni kal surovinou pro vyrobu bioplynu. Primarni
kal, ktery vznika pravé v usazovaci nadrzi, mGze mit riznorodé sloZeni. Jeho sloZeni je zavislé
na vlastnostech pritékajici vody do nddrze. Zachytdvaji se primarné latky organické a nékdy
se mUZe stdt, Ze se na povrchu hladiny bude hromadit tuk ¢i olej a ten je zapotrebi odstranit a
odvézt do kalového hospodarstvi. V mechanické fazi lze odstranit asi tfetinu celkového



znecisténi. Anorganické latky ve vodé stale zUstavaji, proto jsou dulezité i nasledujici stupné
Cisténi odpadnich vod (Dolejs, 1996).

3.1.3 Stupen 3: Biologické cisténi

Neméné dulezitou fazi je biologicky stupen Cisténi. Ten je vyuZivan ke snizeni
koncentraci znecisténi v Cisténé vodé za ucasti mikroorganism(. Biologicky stupen je
nejnarocnéjsi, nebot proces zavisi na mnoha faktorech. Jde nejen o typ znecisténi, ale i
teplotu, hodnotu pH, obsah kysliku a schopnost bunék pfijimat znecisténi (Dolejs, 1996).

Aktivacni proces

Soucasti aktivacniho procesu je aktivacni nadrz, do které pfitéka odpadni voda poté, co
projde nadrzi usazovaci. V aktivaCni nadrZi se za intenzivniho provzdusnovani mechanickymi
¢i pneumatickymi aeratory promichava odpadni voda svratnym aktivovanym kalem
z dosazovaci nadrze. Smés kalu a vody projde aktivacni nadrzi do dosazovaci nadrze, kde dojde
k oddéleni aktivovaného kalu a ten se nasledné vraci zpét do aktiva¢ni nadrze. Nasledkem
odstrafiovani organickych sloucenin ze surové vody je tvorba biomasy, respektive
sekundarniho kalu. Ten je ze systému pravidelné odebirdn a zpracovavan v kalovém
hospodarstvi. Béhem aktivacniho procesu dochazi k oxidaci organickych sloucenin za
aerobnich podminek. Vystupem je oxid uhliéity a voda. Z ¢asti je mozné odstranit v aktivaénim
procesu i dusik s fosforem. To vak Ize pouze v pfipadé, Ze bude proces modifikovan (Svehla
et al., 2004).

3.2 Kaly z Cistiren odpadnich vod

Cistirensky kal vznika v &istirné odpadnich vod jako vedlej$i produkt. Obsahuje mnoho
uzitecnych Zivin pro padu, jako je dusik a fosfor. Na stranu druhou vSak obsahuje patogeny,
tézké kovy a latky, které jsou téZce degradovatelné. K tomu, aby $lo kal vyuzit na zemédélské
pladé jako hnojivo, je zapotiebi, aby byl dostatec¢né hygienizovan. Tim je mysleno primarné to,
aby byl zbaven patogennich mikroorganismu, které by mohly mit negativni vliv na Zivotni
prostiedi. Pro ornou pudu je nejvhodnéjsi kal, ktery obsahuje vysoké procento susiny (Danso
— Boateng, 2017).

Kal Ize definovat jako smés vyhnilé biomasy, organickych zbytk( rGzného pavodu di
detritu (neZiva organickd hmota). Vysledny kal je zrnitého charakteru, kdy jedno zrno je
vétsSinou pod 2 mm. V susiné kalu je priimérné obsazeno 1,6—6 % dusiku a 1-4 % fosforu. Co
se drasliku tyce, je jeho obsah vici dusiku a fosforu nizky. Ostatni mikro a makro Ziviny véetné
rizikovych prvkl se odviji od daného Cistirenského kalu. Obsahy tézkych kova v kalech se
pravidelné musi monitorovat. Vysoké mnozstvi tézkych kovl v kalech mohou byt Zivotnimu
prostredi a lidem nebezpecné (Mercl et al, 2018; Alloway & Jackson, 1991).



Pti pouziti kalu na zemédélské pudé musi byt splnény legislativné dané limity obsaht
tézkych kovu v kalu podle vyhlasky ¢. 273/2021 Sb. Nejdllezitéjsim legislativnim dokumentem
je novy zakon o odpadech ¢. 541/2020 Sb., ktery vymezuje povinnosti pfi aplikaci kalt na padu,
jejich Upravu pred pouzitim a stanovuje zdkazy k ochrané Zivotniho prostredi. Aplikaci kalu na
zemédélskou pldu mlzeme vyznamné zlepsit jednotlivé pldni vlastnosti. Plida s obsahem
kalu Iépe zadrzuje pldni vihkost, pozitivné ovliviiuje kapilarni kapacitu a zvysSuje se porovitost
pldy (De Brouwere, 2006).

Na zakladé § 69 zakona o odpadech Ize na zemédélskou pldu pouzit pouze kal, ktery je
upraven, hygienizovan a nepredstavuje riziko pro zhorseni kvality jak pudy, ale i okolni
povrchové a podzemni vody. Dulezité je brat v potaz na individudlni potfeby rostlin
péstovanych na zemédélské plidé z hlediska Zivin. V tabulce niZe jsou stanoveny limity
rizikovych prvk(, vyplyvajici z vyhlasky ¢. 273/2021 Sb.

Maximalni hodnoty koncentraci v kalech [mg.kg* susiny]
Rizikovy prvek
Kadmium 5
Méd' 500
Chrom 200
Olovo 200
Nikl 100
Zinek 2500
Rtut 4
Arsen 30
PCB 0,6
PAU 10

Tabulka 1: Mezni hodnoty koncentraci vybranych rizikovych latek a prvk( v kalech pro jejich
pouziti na zemédélské pidé (ukazatele pro hodnoceni kal(l) podle vyhlasky ¢. 273/2021 Sh.



Kaly produkované v COV v Ceské republice
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Graf 1: Produkce &istirenskych kalG na tzemi CR v obdobi 2009-2021 (Cesky statisticky tfad)

Z grafu 1 je patrné, Ze v ¢asovém horizontu od roku 2009 doslo ke zvySeni produkce
Eistirenskych kalt v Ceské republice. Nejnizsi produkce byla zaznamendana v roce 2013, naopak
tomu bylo v roce 2018. Trend produkce kall lze oznacit jako stoupajici s pribyvajicimi lety.

Davodem mUzZe byt narust poctu obyvatel.
3.2.1 Vyuiiti Cistirenskych kal

Cistirensky kal vznikajici na ¢istirné putuje ke zpracovani do kalového hospodafstvi. Tam
je stabilizovan a co moina nejvice hygienizovan, aby byl vhodny k dalSimu vyuZiti. Kal ma rizné
vlastnosti (chemické, biologické, fyzikalni) na zakladé kterych s nim Ize pak manipulovat dale
(Bindzar et al. 2009).

Nejvyznamnéjsi zplisoby vyuZiti jsou popsdny nize. Jsou ale i moZnosti vyuZiti kalt, kdy
nedochazi k jejich zuzitkovani. UloZzenim na skladku se kalu sice zbavime, ale je to ekonomicky
velice nevyhodné. Poplatky za uloZeni kalu na skladku se stale navysuji a od roku 2030 nebude
mozné podle zdkonu €. 541/2020 Sb. na skladku uloZit odpady, které Ize jesté recyklovat ci
vyuzit jinym, vhodné;jsim zplsobem. Kaly lze vyuZit i k vyrobé briket a ziskavat tim energii
(Dohanyos, 2006).

3.2.1.1 PFima aplikace na zemédélskou pudu

Jak jiz bylo vySe zminéno, kal aplikovany na zemédélskou pidu musi splfiovat urcita
kritéria. Aplikovat Ize pouze kaly jiz odvodnéné a upravené. Je to z dlivodu ochrany Zivotniho
prostredi, nebot pfi nedodrZeni legislativy by mohlo dojit k prechodu Skodlivych latek z pady
do vody a nasledné do potravniho retézce (Kutil & Dohanyos, 2005).



Podle zakona 541/2020 Sb. (Zakon o odpadech) nesmi byt Cistirenské kaly pouZzity na
zemédélské pldé, ktera se nachazi vchranéném uzemi krajiny, na puadach lesniho
hospodafstvi, v ochrannych vodnich pasmech ¢i na zamokfenych plidach. Aplikace kall je
taktéz zakdzana v prabéhu péstovani zemédélskych plodin, v oblastech s IéCivymi prameny a
v rekreacnich oblastech.

Cistirenské kaly se aplikuji na zemédélskou pddu za UGéelem zvy$eni Urodnosti
zemédélské plochy. Upraveny kal obsahuje mnoho organické hmoty, kterd je pro plidu velmi
prospésna, véetné dusiku, fosforu a dalSich stopovych prvk(. Obsahuje i rizikové prvky, jejichz
limitni koncentrace jsou stanoveny legislativou ukotvenou v zakoné (Cerny et al., 2009).

3.2.1.2 Kompostovani

Kompostovani Cistirenského kalu je povaZovano za ptirozeny zplsob hygienizace kalu.
Kompostovani je i vhodnou nizkonakladovou bioremediacnich technikou. Pfi tomto zhruba
Sesti mésiénim kompostovacim procesu dochazi k rozkladu organickych latek. Cely proces
probiha za aerobnich podminek (za pfistupu vzduchu). Vysledek celého procesu je kompost,
ktery obsahuje mnoho Zivin vhodnych k obohaceni plidy jako hnojiva. Procesem humifikace
dochazi k syntetickym procesim organickych latek. BEéhem tohoto procesu dochazi k tvorbé
vysokomolekuldrnich humusovych latek, které vykazuji vysokou stabilitu v padé a velmi dobré
sorpcni vlastnosti. Humusové latky lze délit na huminy, fulvokyseliny a huminové kyseliny. Déli
se na zakladé toho, jak se rozpoustéji v zdsadach &i kyselindch (Lyckova et al. 2009; Cerny et
al., 2019).

Kvalitniho humusu Ize dosahnout pfi dodrzeni danych postup(. Cistirensky kal je nejprve
treba stabilizovat. Stabilizaci mlZeme zajistit tim, Ze smichame jiz odvodnény kal s pilinami,
travou, drevni Stépkou a dalSim podobnym materidlem. Takto vznikld smés se na hromadé
zacne rozkladat. V rozkladné fazi ma kompost nejvyssi teplotu (50—65 °C). Snizuje se pocet
patogennich mikroorganism@ a hmotnost kompostu. Ve druhé fazi dojde k poklesu teploty az
na 10-20 °C a material se zacne preménovat na humusové latky. Faze treti je uz pouze
dozravaci, kdy dojde k teplotni stabilizaci. K produkci kvalitniho humusu je dleZitd aerace a
prekopavani (Lyckova et al. 2009).

Procesem kompostovani Ize dosdhnout nejenom snizeni patogennich organismu, ale i
vyznamné snizeni koncentraci farmak a |atek osobni potreby obsazenych v kalech. Napfiklad
experimentem, ktery se zabyval Uéinnosti kompostovani farmak bylo zjisténo, Ze Ize timto
procesem spolehlivé vyrazné snizit koncentrace |éCiv v kalech. Vyzkum byl zaloZen na
kontrolovaném 92 dni dlouhém procesu, kdy v reaktorech kompostovali kal smichany s dfevni
Stépkou. Kal zadmérné kontaminovali 1éCivy a po 92 dnech procesu sledovali Ubytek [éciv
v kompostu. Z99,9 % byly odstranény latky jako ibuprofen, estradiol ¢i diklofenak a
s ucinnosti 87,8 % byl odstranén karbamazepin. V podobném procentudlnim udbytku se
pohybovala i ostatni léCiva vyskytujici se v kalech. V jiném vyzkumu se taktéz autofi snazili
prokdzat ucinnost degradace farmak béhem kompostovaciho procesu a zjistili, Ze se podafilo



zcela degradovat |écivo fluoxetin z Cistirenského kalu a triclosan z 59,5 % (Butkovskyi et al.,
2016; Zheng et al., 2020). Dalahmed et al. (2022) zjistili, Ze léCivo fluoxetin vykazovalo méné
nez 50 % snizeni mikropolutantu béhem kompostovaciho procesu.

3.2.1.3 Vermikompostovani

Vermikompostovani kall se ukdzalo jako jednou z variant, jak upravit Cistirensky kal.
Uprava &istirenského kalu je velmi dileZita. Jediné takovy kal, ktery je upraven/hygienizovan,
muzZe byt pouZit jako hnojivo na zemédélskou ptdu (Michal et al., 2019).

Vzhledem k legislativné nastavenym limitnim koncentracim tézkych kovd, zde existuje
riziko, Ze bude nutné s Cistirenskym kalem nakladat jako s odpadem. Proto je zapotrebi hledat
mozZnosti, jak sniZovat kontaminanty v kalech a zaroven, jak uchovat v kalu potfebné a dulezité
ziviny. Vermikompostovani se tak jevi jako adekvatni reSeni (Dominguez & Edwards, 2011).

Vermikompostovani, neboli kompostovani za ucasti zizal, je vhodné pro zpracovani
materiald s vysokym podilem organické hmoty. Zizaly dokazou z kalu degradovat, respektive
akumulovat do svych tél Sirokou Skalu kontaminujicich latek. Negativni ucinky by na Zizaly
mohl mit amoniakdlni dusik obsazeny v kalu. Toxicita amoniakalniho dusiku je zavisla na
hodnoté pH a teploté (Hanc et al., 2011; Hill et al., 2013).

Ve vyzkumu Michal et al. 2019 potvrdili, Ze Zizaly jsou schopné prezit a aktivné Zit
v prostiedi s Cistirenskym kalem. Ktomu, aby proces eliminace polutantl z kalu probéhl
s vysokou ucinnosti je zapotrebi, aby byl proces kompostovani rozdélen na dva stupné.
V prvnim stupni byl proces bez Zizal. BEhem termofilni faze odezni inhibi¢ni vliv amoniakalniho
dusiku, ktery je vysoce toxicky pro Zizaly. Nasledné byly pfidany ZiZzaly k dokonceni
rozkladného procesu a odstranéni mikropolutantt a zbytkd farmak.

Degradaci farmak pomoci vermikompostovani se zabyvali i Xia et al. (2020). V jejich
experimentu prokazovali schopnost Zizal degradovat antibiotikum tetracyklin z Cistirenského
kalu. Béhem vyzkumu zjistili, Ze existuje vyznamna zdvislost odstranéni mikropolutantt z kalu
na zakladé toho, jaka byla koncentrace farmak v kalech pfed samotnou degradaci. U kalt
s velmi vysokou koncentraci farmak byla uc¢innost degradace antibiotika kolem 16 % a u kalU
s nizkymi koncentracemi se U¢innost degradace vystoupala az ke 43 %.

Vojtéch Pospisil (2021) zjistil, Ze venlafaxin a tramadol vykazoval na konci procesu
vermikompostovani samotného Cistirenského kalu vyssi koncentrace latek, nez které byly na
zacatku (venlafaxin 33,97 ng/g, tramadol 36,55 ng/g). Lze je tedy povaZovat za relativné
stabilni. PFiznivéjsi vliv zizal byl zjistén u karbamazepinu, kde doslo ke sniZeni koncentraci o
10-42 %.

Dalsi studie se zabyvala vlivem ucink( na absorpci léCiv. Bylo zjiSténo, Ze se koncentrace
karbamazepinu a fluoxetinu v piidé vlivem Zizal snizily. Umrtnost Zizal byla méné ne? 4 %, takze
Ize vyloudit akutni toxicitu latek po absorpci Zizalami (Carter et al., 2014).



3.2.1.4 Spalovani

Cistirensky kal je moZné vyuZit i pro jeho popel po spaleni. Bud' jako nahrazka hliny na
vyrobu cihel, dlaZzdic, nebo jako hnojivo. Z popela Ize vyextrahovat kolem az 90 % fosforu, ale
i dalsi latky, které jsou pak vhodné k hnojeni rostlin. Pfi spalovani kalu se k nému bud' pfidava
palivo, nebo se spaluje samostatné. Ale to pouze v ptipadé, Ze je kal bohaty na organickou
hmotu. Ke zjednoduseni spalovaciho procesu se kal odvodnuje a susi. K odstranéni vlhkosti
staci 85 °C (Kutil & Dohanyos, 2005).

3.3 Rizikové latky v kalech z Cistiren odpadnich vod

Cistirensky kal je po jeho hygienizaci velmi bohaty na mineralni Ziviny. Obsahuje ale také
rizikové latky, které se pri nedodrZeni zasad a legislativné stanovenych limit(i, mohou dostat
az do potravniho fetézce. Mezi rizikové latky, které v urcitych koncentracich vyvolavaji
negativni Ucinky v Zivotnim prostredi, spadaji: tézké kovy (kadmium, méd, chrom, olovo, nikl,
zinek, rtut, arsen), mikroorganismy, persistentni organické latky (halogenované organické
slouceniny, polychlorované bifenyly, polycyklické aromatické uhlovodiky, farmaka apod.

3.3.1 Mikropolutanty

V odpadnich vodach se mohou vyskytovat mikropolutanty, které maji antropogenni
plvod. Mikropolutanty jsou charakteristické tim, Ze se v prirodé nachdzeji ve velmi nizkém
mnoZstvi, nej¢astéji v fadech nanogram( aZ miligram( na jeden gram. MdZe jit o léCiva a latky
osobni potteby, chlorované uhlovodiky, pesticidy, fungicidy, herbicidy, mikroplasty, ftalaty,
alkylfenoly. Chovani jednotlivych rizikovych latek v Zivotnim prostfedi je znacné rozlisné
vzhledem k jejich odlisSnym fyzikalnim a chemickym vlastnostem. Mikropolutanty obsazené v
kalech se tak mohou velmi jednoduse dostat do povrchovych vod. Studii zabyvajicich se léCivy
v Cistirenskych kalech stdle pfibyva. Léciva v Zivotnim prostredi jsou problémova vzhledem k
jejich toxicité jiz v nizkych koncentracich. Léciva jsou do odpadni vody vyluéovany bud v
nezménéné formé, ale také ve formé metabolitl. Stejné tak jako u mikroorganism( a tézkych
kov(, i u léCiv plati rozdilné chovani latky na zakladé povahy slouceniny. Nejvice je odpadni
voda kontaminovana analgetiky a rlznymi léky na |écbu zanétl. Mlze to byt pravé tim, Ze
pravé tyto medikamenty jsou volné prodejné v Iékdrnach za ¢asto velmi nizkou cenu. Jsou ale
i latky, které se v aplikovanych kalech na plidu velmi dobte degraduji kompostovanim. Jde
napfiklad o diclofenak (Butkovskyi et al. 2016).

3.3.2 Léciva a latky osobni potieby

Pharmaceuticals and Personal Care Products, zkracené PPCP, jsou léciva a latky osobni
potreby, kam spadaji vSechna |éciva, kosmetika a dalsi prostfedky. Do Zivotniho prostredi se
dostavaji pravé tim, Ze jsou lidmi naduZivany a tyto znecistujici latky pak po vylouceni lidmi
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putuji do Cistiren odpadnich vod, kde se ne vidy dokdaZzou maximalné degradovat. V dnesni
dobé jsou nejvétsim problémem koncentrace antibiotik a antikoncepce v recipientu, které
maji prokazatelné negativni vliv na vodni organismy. Do odpadni vody unikaji i drogy. Tento
jev je prevaziné sledovatelny v urcitych oblastech, napfiklad v obdobi festivalt ¢i spolecenskych
akci, kde jsou drogy uzivany. Vice se o PPCP zacalo mluvit teprve az v 90. létech. Vyznamné to
ovlivnil nastup rozvoj techniky a vyvijely se nové technologie. Zacaly vznikat i nové latky, které
byly vyrabéné synteticky (Mompelat et al., 2009).

Zavedeni pojmu PPCP prikladame Daughtonovi a Ternesovi, k tomu doslo v roce 1999.
Ti se o |éciva a latky osobni potfeby zacali zajimat podrobnéji. LéCiva se velmi lisi od jinych
latek svymi chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi. Nelze fici, Ze by léCiva byla lidem a pfirodé
nebezpeéna. Obecné Ize viak tvrdit, Ze kazda latka je jedem, pokud je uzivana nadmiru. Unik
léCiv je dnes velkym tématem. Z toho divodu je dulezité proces Cisténi odpadnich vod
zdokonalovat, aby postupné doslo k dokonalému odstranéni zbytk( [éCiv a vodni recipient by
tak nebyl kontaminovan zbytky PPCP.

TaktézZ je na kazdém z nas, jaké mnozstvi lIéCivych latek budeme konzumovat. Oviem pfi
|écbé kratkodobych &i chronickych nemoci ¢asto omezit 1éCiva nelze. Bohuzel v tomto sméru
je velminarocné regulovat trh a smysleni populace. Je také takika nemyslitelné zakdzat Zendam
uzivat antikoncepci a pfimét je k jinym a pfirodé snesitelnéjSim metodam antikoncepce. U
|é¢iv mUzZe byt problém pravé jejich preména na cesté z téla ¢lovéka do odpadni vody. BEhem
procesu mize ménit vlastnosti a chemickou strukturu. Ve velkém mnozstvi je odpadni voda
kontaminovana pravé paracetamolem, coz je latka, kterd je obsazena v léCivech, ktera se hojné
pouZivaji na bolesti vSeho razu a na snizeni télesné teploty. Jde napfiklad o paralen. Vzhledem
k jeho velmi nizké cené je tak u obyvatel Ceské republiky velmi obliben a do odpadni vody se
ro¢né uvolni zhruba 10 tun této latky (Daughton & Ternes, 1999; Svoboda et al. 2009).

11111

V odpadnich vodach jsou nejéastéji nalézany antibiotika, protizanétliva 1éciva,
analgetika, beta — blokatory, antidepresiva, hormonalni latky, antiepileptika a antipsychotika.
Z odpadni vody lze pak nejjednoduseji odbourat kyselinu acetylsalicylovou (aspirin) ze skupiny
analgetik a mezi nejhlre odbouratelnd spadaji antibiotika (Kotyza et al., 2009).

ng/g Karbamazepin | Diklofenak | Propranolol | Sulfamethoxazol | Tramadol | Venlafaxin
Velka

cov 59,17 0 358,33 715,59 101,18 99,98
Stredni

cov 57,37 43,25 2218 5006,95 132,6 35,44
Mald COV | 40,9 15,93 1215,83 |2847,5 49 41,9

Tabulka 2: Primérné koncentrace lé¢iv v susiné kal(i v Ceské republice (Kuntova, 2020)
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Podle Ufedniho véstniku Evropské unie na zakladé provadéciho rozhodnuti komise (EU)
2020/1161 byla v roce 2020 Evropskou komisi pfijata nova verze seznamu obsahujici latky,
které je potfeba monitorovat. Do seznamu byly zahrnuty latky, které by mohly predstavovat
environmentdlni riziko pro vodni prostiedi. U¢elem je tak sbér Gdaji a dat o jejich
koncentracich ve vodnim prostfedi a hodnoceni rizika. Do seznamu by mély byt zatazeny tyto
latky: antibiotika (sulfamethoxazol, trimethoprim), antidepresiva (venlafaxin, O -
desmethylvenlafaxin), azolova léciva (klotrimazol, flukonazol, mikonazol), azolové pesticidy
(amazalil, ipkonazol, metkonazol, penkonazol, prochloraz, tebukonazol, tetrakonazol),
fungicidy (famoxadon, dimoxystrobin)

Prvni uroven ATC | Anatomicka soustava
kédu podle WHO

Travici Ustroji a metabolismus

Krev a krvetvorné organy

Kardiovaskularni systém

Dermatologika

Urogenitalni systém a pohlavni hormony

T OO 0O|®m®| >

Systémové hormonadlni pfipravky kromé
pohlavnich hormon( a inzulinu

Protiinfeké¢ni [éCiva pro systémové pouZiti

Antineoplastika a imunomodulujici IéCiva

Muskuloskeletalni systém

Nervova soustava

Antiparazitika, insekticidy, repelenty

Dychaci Ustroji

Smyslové organy

<|v|=m|B|lZZ|~|*—

Rlzné

Tabulka 3: Uroveni 1 kédu ATC — hlavni skupiny lé¢iv dle WHO
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3.3.2.1 Osud léciv v Zivotnim prostredi

Léciva se do odpadnich vod dostavaji primarné po uziti lidmi, popfipadé zvifaty. Ta se
mohou dostavat z téla bud ve stejné formé, v jaké je Clovék pfijal, nebo se preméni v
metabolity. Splasky se dostavaji do odpadni vody a ndsledné do Cistirny odpadnich vod.
Vétsinu rezidui se podafi vycistit, ale ¢ast neni Cisticka pIné schopna zachytit a dostdvaji se tak
do recipientu a muZe dojit i ke kontaminaci pitné vody. LéCiva jsou pfitomna i v Cistirenskych
kalech, ktery mlzZe pak znamenat riziko pro potravni retézec. Farmaka se dostavaji do
zivotniho prostfedi i prostfednictvim veterinarnich antibiotik. Ta jsou vyuzZivana
k hromadnému oSetfovdni drlbeZe a dalSim ZivociSnym vyrobdm. Ve velké mife jsou
pouZzivana i na rybich farmdch primarné k prevenci a léceni infekci. Dalsi moZnosti, jak se
mohou léciva dostat do Zivotniho prostiedi, je prasak léCiv ze skladky do pldy. To maze byt
zplUsobeno tim, Ze se na skladku dostanou prosld léciva, kterd lidé vyhodili spolu s komundlnim
odpadem. Vyznamné to muZe ovlivnit nedostatecné zabezpeceni skladky v rdmci prisaku
(Kotyza et al. 2009).

ces

Unik lé¢iv do vodniho prostfedi velmi negativné maze ovliviiovat organismy Zijici ve
vodé. Dnes je uz znamym pojmem puUsobeni hormondlnich 1é¢iv na ryby. Latka, kterd je
obsaZena v hormonalnich pilulkach, tzv. ethinylestradiol ovliviuje reprodukci a stfeva ryb.
Latek ovliviujicich vodni svét je vicero, napftiklad diclofenac, ktery inhibuje fotosyntézu u ras

pUsobenim na chloroplasty. Karbamazepin ma podobné ucinky (Li, 2014).

Nezadouci plisobeni hormondlni antikoncepce bylo potvrzeno nékolika studiemi. Jeden
z experimentl potvrdil snizeni plodnosti stfevli. Studie trvala 5 let v experimentdlnim jezefre,
kde chovali stfevle. Do jezera napustili roztok s antikoncepci a sledovali zmény. Dosli k zavéru,
Ze u samic byla vyznamné snizena plodnost a u samcl zcela zastavena produkce mlici. V dalSich
studiich v Kolumbii zjistili u lososi zménu pohlavnich organ( (Kotyza et al., 2009).

Pti Cisténi odpadnich vod jsou nejdulezitéjsi 2 pochody, které degraduji IéCiva. Jde o
adsorpci na pevné &astice a biodegradaéni techniky. Uginnost adsorpce je vazéna na to, jakym
zplUsobem farmaka interaguji s mikroorganismy a dal$imi ¢asticemi. Vhodné pro degradaci
farmak adsorpci na pevné castice jsou léciva hydrofobni povahy. Napfiklad ibuprofen a
diklofenac jsou adsorpci degradovany jen velmi Spatné. Jsou pomérné kyselé a ve vodnim
prostiedi tvori zaporné nabité ionty (anionty). LéCiva, ktera se dobre rozpoustéji ve vodé, jsou
pak nejlépe eliminovana z vodniho prostrfedi pravé biodegradacnimi technikami. Ty mohou
probihat uz pfi procesu Cisténi odpadnich vod v zéné aktivovaného kalu (za pfistupu i
nepfistupu kysliku), nebo také pti anaerobni digesci (Fent et al., 2006).
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3.3.2.2 Faktory ovliviiujici prijem léciv rostlinami

To, jak se jednotliva rezidua Iéciv chovaji ve vodé, je ovliviiovano rliznymi faktory. Vliv
na to jednoznaéné maji chemicka struktura, rozpustnost, sorpce, dané klimatické podminky,
persistence a v neposledni radé vlastnosti vody. Rostliny mohou pfijimat kontaminanty a
zabudovavat je do svych tkani. To je ovlivnéno fyzikdlné — chemickymi vlastnostmi rostlin a
pad. Vstup mikropolutantll do rostlin je ovlivnén druhem rostliny, odrlidou rostliny,
mnozstvim kontaminantd v pldé, pristupnym podilem kontaminantu a prostfedim, tedy
vstupy kontaminantd do rostlin a pud. Slouceniny kontaminantd, které jsou hydrofobni, jsou
pevné vazané na povrch kofen0 a je pomérné obtizné je degradovat (Schnoor et al., 1995).

Pro prijem karbamazepinu a translokaci mikropolutatu do rostliny ma vyznamny vliv
jeho hydrofobnost, rozpustnost a celkové mnozstvi pfijaté rostlinou (Ravichandran & Philip,
2021). Wu et al. (2010) zjistili pfi studiu léciva fluoxetin, Ze pfi péstovani séji v pudach, které
zavlaZzovali vodou obsahujici cca 10 pg/l této latky nebyly po sklizni nalezeny Zadné
koncentrace. Coz mohlo byt zplsobenou sorpci na pldni ¢astice a poukazuje to na nizkou
biologickou dostupnost Iéciva v pldé.

Dostupnost kontaminantl rostlindm je zdvisla na lipofilnich vlastnostech sloucenin
kontaminant(, typu dané pudy a taktéz stafi vyskytujiciho se kontaminantu, respektive doby,
po kterou byl kontaminant v ptidé (Schnoor et al., 1995).

Rostliny jsou schopny pomérné efektivné odebirat latky a dalsi ¢astice z okoli. Zvlasté ty,
které jsou primérné lipofilni nebo jsou slabymi elektrolyty. Omezeny odbér rostlinami je u
polarnich latek. Takové latky se jen velmi téZzko dostavaji skrze biomembrany. Naopak latky,
které se vyznacuji vysokou lipofilitou se pfes membranu dostavaji dobfe a rychle. Poté se
akumuluji v kofenech rostliny (Trapp & Karlson, 2001; Briggs et al., 1982).

Mobilitu 1é€iv a zdroven i dostupnost léCivych latek pro rostliny je ovlivnéna obsahem
organického uhliku a sorpc¢ni kapacitou. Taktéz je dllezitym faktorem, zda je latka hydrofobni
(horsi prachod léciva pres membranu), nebo hydrofilni, pak je prichod membranou snazsi
(Trapp, 2004).

Cilem Zivych organismU je snaha omezit toxicky vliv cizorodych latek, které by mohly mit
na organismus negativni dopad. S evoluci se postupné vyvijely obranné mechanismu. Jak jiz
bylo vyse zminéno, obranné mechanismy zavisi na povaze dané latky vstupujici do rostliny.
Pfes plazmatickou membrdnu do rostlinné bunky je obtiZzny prichod latek poldrnich,
hydrofilnich. Latky stouto povahou nepredstavuji pro rostlinu vyznamné riziko, nebot
hydrofobni membrany rostlin jsou schopny fidit a kontrolovat pfijem cizorodych latek. Naopak
latky nepolarni a lipofilni vstupujici do rostlin a organismid mohou vyrazné ovlivnit
mechanismy bunék. Latky tohoto charakteru diky svym vlastnostem mohou prochazet
membranou takrka samovolné. V této chvili se mohou rostlinné bunky branit detoxikacnimi
reakcemi, coZ jsou reakce, kterymi se snaZi vyporadat s pfitomnosti cizorodych Ilatek
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(xenobiotik). Podstatou detoxikacnich reakci je chemicka transformace cizorodé latky na latku,
kterd nebude rostliné skodit a pUsobit fytotoxicky (Vanék, et al., 2017).

3.4 Remediace

Remediace je proces, kdy dochazi k odstrariovani polutantll ze Zivotniho prostredi. Lze
tak snizit a omezit nasledky kontaminace, kterd byla zplisobena antropogenni ¢innosti. BEhem
bioremediacnich technik probihaji biologické procesy, které spolu s mikroorganismy
odstranuji polutanty z prostredi. V dnesni dobé se vyzkumy zabyvaji zefektiviiovanim jiz
existujicich metod, modifikacemi, pfipadné zkoumanim metod novych. Diky dlouholetym
vyzkum(m byly vyvinuty metody, které efektivné a levné Cisti kontaminované plochy (Soudek
et al., 2008).

Bioremediacni proces je ovlivnén mnoha faktory a hodnoceni procesu by mélo probihat
pred remediac¢nim zasahem, béhem néj a po ném. K zamezeni negativniho plsobeni polutantt
na zivotni prostiedi pfispiva informovanost o vlastnostech téchto latek a zvoleni spravné
remediaéni techniky. Celkové je zapotrebi nejprve pochopit danou problematiku a okolnosti a
nasledné je moziné provést ndpravnd opatfeni. PouZiti metody se odviji nejen od sloZeni
znedistujicich latek v odpadni vodé, ale taktéZ nesmi byt opomenut ekonomicky aspekt
problematiky (Wanner, 2019).

3.4.1 Fytoremediace

Rostliny preménuji a mineralizuji vysoké mnoiZstvi organickych polutantl. Diky této
funkci rostlin mohou byt pak farmaka z prostfedi degradovana a nasledné mineralizovdna na
latky, které uz jsou pomérné neskodné v Zivotnim prostredi. Kupfikladu oxid uhlicity nebo
amoniak (Meagher, 2000).

Technika fytoremediace vyuziva zelenych rostlin k tomu, aby presunula, odstranila nebo
akumulovala kontaminanty obsaZzené v Zivotnim prostfedi. Fytoremediacni techniky maji
nejvétsi vyuziti na lokalitdch, které jsou znecisténé povrchové. Vysokda udcinnost
dekontaminace byla zjisténa u latek hydrofobnich, napfiklad u benzenu, toluenu a
nitroslouc¢enin. Nékteré rostliny vhodné k fytoremediacnim technikdm odstrafiovani
kontaminant( na lokalité jsou schopné remediovat i za velmi nepfiznivych podminek, jako jsou
chudé ¢i prilis kontaminované pady. Avsak tyto rostliny ¢asto limituji zase jiné faktory, jako je
jejich omezend schopnost akumulovat pouze urcité latky nebo pomaly rist (nizka produkce
biomasy). Nejvhodnéjsi je tedy zvolit rostliny, které tvori dostatek biomasy, jsou schopné
absorbovat S$irSi paletu vyskytujicich se kontaminant(i a taktéz odolavat neptiznivému
prostfedi (Cunningham et al., 1995; Gabbrielli et al., 1991).

Vyuziti rostlin jako remediacni techniky je vyhodné z hlediska nizkych ndkladd a
minimalniho poskozeni okolniho prostredi. Fytoremediace je vhodna pro rtizné typy polutantt
a spolecnosti jsou tyto techniky pfijimany velmi pozitivné. Co se nevyhod tyce, tak v porovnani
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s fyzikdlné — chemickymi metodami jsou vyznamné pomalejsi a ne vzdy dochazi k uplnému
odstranéni kontaminant(l (Schnoor et al., 1995).

Fytoremediaénich schopnosti rostlin je ¢asto vyuzZivdno podél vozovky, kde rostliny
zachytdvaji polutanty ze spalovacich motor(i aut a dalSich prostfedkl silnicni dopravy.
S vyuzitim rostlin Ize i ¢istit odpadni vodu, napfiklad vytvorenim umélych mokradu (Vanék et
al., 2017).

Mikropolutanty, mezi které spadaiji i latky osobni péce a Iéciva se v Zivotnim prostredi
vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich, i presto mohou predstavovat environmentalni rizika
pro vodni ekosystémy. Jako ucinnou technologii odstrariovani mikropolutant(i se ukdzala
metoda umélych mokradl, kde je nejdllezitéjSim procesem degradace mikropolutantt
(Sossalla et al., 2021).

Brunhoferova et al. (2021) se zabyvali moZnosti fytoremediace mikropolutant(
zodpadni vody. Vybudované umélé mokrady jsou schopné prispét k odstranéni
mikropolutantl z odpadnich vod. V experimentu byl vyuZit rakos obecny (Phragmites
australis), kosatec Zluty (Iris pseudacorus) a kyprej vrbice (Lythrum salicaria). Tyto rostliny byly
vystaveny urcité koncentraci smési mikropolutantl (1-14 mg/l) a sledovany 30 dni. Nejvyssi
rychlost odstrafiovani mikropolutant(i bylo prokazano u antibiotickych latek (90 %), dale u
beta — blokatord (50 %) a nasledné u fluorosurfaktant (30 %). Vysledky vyzkumu jasné
prokazaly, Zze fytoremediace pomoci umélych mokradd se jevi jako vhodna technologie
vyuzitelnd k dodateé¢nému docisténi odpadni vody.

Na kazdou lokalitu je vhodna jina rostlina ¢i strom. Z rostlin se vyuziva hojné vojtéska,
ktera vyborné svymi hlubokymi koteny fixuje dusik. Ze strom{ jsou pak pro svou odolnost a
rychlost rlstu vhodné k fytoremediacnim technikdm vrby a topoly z celedi vrbovitych
(Salicacea) (Nyer & Gatliff, 1996).

Fytoremediace vyuzivd dvou zdkladnich technik:

3.4.1.1 Fytodekontaminace

Do této metody spada fytoextrakce, kdy dochazi k akumulovani kontaminantd do tkani
rostlin. Rostliny jsou v urcitém case sklizeny, zpracovany a uloZeny k dalSim analyzam. Z rostlin
se pak extrahuji chemicky kontaminanty. V ptipadé, Ze kontaminant, ktery byl extrahovéan
rostlinou, neni hned odstranén, nebo odstranén pouze z ¢asti, dojde k fytoakumulaci. Nékteré
druhy rostlin uméji fytoakumulovat kovy a radionuklidy. Kontaminujici latky se v rostlinach
akumuluji a poté je jednodussi nasledné odstranéni. Rostliny se sklidi a spolu se znecistujicimi
l[dtkami se spdli. DalSi metodou je fytodegradace, kdy rostliny jednotlivé kontaminanty
preménuji a vzniklé produkty pak zabudovavaji do svych rostlinnych tkani (Gabbrielli et al.,
1991).
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Fytodekontaminacni technikou je i rhizodegradace, pomoci které dochazi ke snizeni
kontaminantu v pidé vlivem navyseni pudnich bakterii v okoli kofenl. Z kofenl dochazi k
uvolfiovani organickych latek a ty se stdvaji cennou Zivinou pro bakterie, které se v puadé
nachdazeji. Dostatek Zivin tak stimuluje jejich aktivitu, to ma za nasledek zvySovani efektivnosti
procesu odbourdvani kontaminantt (EPA, 2007).

V neposledni fade je vhodné zminit i fytovolatilizaci. Jde o dekontaminaéni techniku, pfi
které rostlina prevadi kontaminujici latku do jeji tékavé podoby, ta poté téka z pldy do
atmosféry. Napriklad mlze rostlina prevést do méné toxické podoby selen. Za pritomnosti
mikroorganismu ho prevede na dimethylselenid, cozZ je sice stale tékava latka, ale s podstatné
nizsi toxicitou. Fytovolatilizovat lze pouze latky obsahujici selen, rtut nebo chlorovana
rozpoustédla (Susarla et al., 2002; Rugh et al., 1996)

3.4.1.2 Fytostabilizace

Fytostabilizace je vhodna pro pfipravu dané kontaminované lokality pred tim, nez
dojde k jeji dekontaminaci. Fytostabilizaci Ize omezit pohyb kontaminant( do okoli. Toho Ize
docilit tim, Ze vysazime urcité stromy, které se vyznacuji rychlym rdstem a dobrou absorpci
vody koreny. Pfed vysazenim takovych drevin je zapotfebi zanalyzovat zeminu a podzemni
vodu v dané oblasti. Nasledné pak lze odhadnout smér a rychlost polutantl v prostredi.
Fytostabilizaéni techniky jsou ovlivnéné produkci huminovych latek, které jsou schopné vazat
polutanty v piidé. Huminové latky maji schopnost zabranovat vétrné i vodni erozi (Hanks &
Ritchie, 1991).

Fytostabilizace vyuzivd toho, Ze jsou koreny schopné meénit ptdni pH a vlhkost.
Vhodnym vybérem vegetace pro fytostabilizaci Ize ustdlit kontaminujici latky a predejit tak
negativnim interakcim se Zivotnim prostredi (Susarla et al., 2002).

3.4.2 Mykoremediace

Mykoremedic¢ni techniky jsou zatim nejméné prostudované. K dekontaminaci prostredi
vyuzivaji ligninolytické houby. Tyto houby, nazyvané také jako houby bilé hniloby rozkladaji
ligninové casti dreva. Rozklad ligninu je za Ucasti extraceluldrnich enzymd, které houby
produkuji. Mezi extraceluldrni enzymy patfi lakazy, peroxiddzy a mezi intracelularni enzymy
napf. monooxygendzy ¢i nitroreduktdzy cytochromu P450. Ligninolytické houby produkuji
nespecificky enzym lignin peroxidasu. Pomoci tohoto enzymu jsou tak schopné oxidovat
pomeérneé Siroké spektrum aromatickych slouc¢enin. Hlavnimi zastupci ligninolytickych hub jsou
napriklad Pleurotus a Phanerochaete (hliva a kGirovka). Naklady na vyuziti hub k dekontaminaci
prostfedi jsou pomérné nizké a metoda je zaroven Setrna k Zivotnimu prostredi (Pointing,
2001).

Houby jsou vhodné k dekontaminaci pldy a vody. V remedia¢nich technikdm lze
rozliSovat 3 druhy hub. Prvnim druhem jsou houby saprofytické, které za ucasti enzymu
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rozkladaji organicky material. Ddle parazitické houby, které jsou schopny nicit bakterie,
pripadné dalsi patogeny a houby mykorhizni (Rhodes, 2015).

Houby jsou schopné ze Zivotniho prostredi odstrafiovat tézké kovy, ropné uhlovodiky,
polychlorované bifenyly, polycyklické aromatické uhlovodiky, pesticidy, farmaka nebo barviva
(Singh, 2006).

Mykoremediacni techniky se do budoucna jevi jako velmi vhodné moznosti remediace,
zvlasté pro tézko rozlozitelné kontaminanty. Houby dokdZou kontaminanty odstranovat, ale i
snizovat jejich toxicitu. Mykoremediace je mozné aplikovat in situ i ex situ. Obé varianty
nezatézuji Zivotni prostredi a jsou nizkonakladové. Tyto techniky jsou prostorové nenarocné.
Jedinou nevyhodou je ¢as. Houby potfebuji pomérné hodné c¢asu k tomu, aby se zvladly
adaptovat v prostredi znecistujicich latek a zacaly je odstrariovat. NeZ se houby nasadi na
danou lokalitu, je tfeba nejprve zvazit a posoudit toxicitu remediovaného uzemi (Bierkens et
al., 2005).

Mykoremediace jsou stale predmétem vyzkum( a zkoumdni dalSich moznych zpUsobd,
jak dekontaminovat padu a vodu. Existuji rdzné metody, které jsou schopné pomoci hub
dekontaminovat Zivotni prostredi (Kulshreshta et al., 2014).

3.4.3 Bideogradace

Metoda biodegradace ma schopnost rozkladu znecistujicich latek za pomoci enzymu
schopnych degradace. Vramci biodegradace lé¢iv byly sledovdny primdarné diklofenak,
propranolol, ibuprofen, karbamazepin, ketoprofen, atenolol, sulfamethoxazol ¢i naproxen
(Marco — Urrea et al., 2009).

Marco et al. (2009) zkoumali schopnost hub (Ganoderma lucidum: Leskokorka leskl3,
Tramates versicolor: Outkovka pestra, Irpex lacteus: Branovitka mlécnd, Phanerochaete
chrysosporium) rozklddat mikropolutanty jako karmabazepin, kyselinu klofibrovou a
ibuprofen. Zjistili, Zze vSechny druhy hub Uspésné rozlozili ibuprofen. Tramates versicolor
nejucinnéji biotransformovala karbamazepin a kyselinu klofibrovou.

Cvancarova et al. (2013, 2015) se zabyvali rozkladem antibiotik, kterd se hojné vyuZivaji
ve veterindrni 1écbé. Tato fluorochinolonovy antibiotika v pfirodé zapficinuji vyssi rezistenci
bakteridlnich spolecenstev k antibiotiklim. Prvni z jejich praci se zaobirala studiem flumechinu
a jeho biotransformace s ucasti 5 hub. Flumechin se vyuZival k 1é¢bé infekci zplisobenych
bakteriemi. Vysledkem modelového pokusu trvajiciho tfi az 6 dni byla degradace polutantu
s ucinnosti vyssi nez 90 %. Nejuspésnéji probéhla degradace v pfipadé hub Irpex Lacteus,
Tramates versicolor a Dichomitus squalens. V jejich dalSim pokusu zkoumali i dalsi antibiotika
v rdmci biodegradace houbami. Za Gc¢asti houby Irpex lacteus a Tramates versicolor zjistili, Zze
antibiotika jako ciprofloxacin, ofloxacin a orfloxacin jsou hlre degradovatelnda nez
antibiotikum flumechin.
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3.5 Zastupci hub vhodnych k mykoremediaci

3.5.1 Pleurotus

Hliva ustfi¢na je uzivana jako dopliikova potravina v kuchyni a lze ji pouzit i ke snizeni
cholesterolu v krvi. Ohledné hlivy plicni jsou provadény prizkumy kvali jeji potencidlni
schopnosti pomdhat v 1é¢bé rakoviny ¢i diabetu. Pleurotus je povazovan za nejucinnéjsi rod
hub, ktery je schopny degradovat kontaminanty z pldy. Zaroven po aplikaci této houby
dochazi ke snizeni akutni toxicity v misté, kde je vyuZivana (Singh, 2006).

Pleurotus ostreatus (Hliva Ustficnd) pochazi ze skupiny ligninolytickych hub, které jsou
schopné pomoci ligninolytickych enzymu (napf. lakdzy) degradovat mikropolutanty. Tyto
enzymy rozkladdaji lignin a aromatické skupiny. Hliva Ustfi¢na a hliva plicni (P. ostreatus, P.
pulmonaris) jsou ucinné v odstrafiovani PAH, PCB, ropnych uhlovodikli, téZzkych kov( a
mikropolutanti z pddy a odpadnich vod. Vyuziti ligninolytickych hub v remediacich je
podminéno jejich specifickymi podminkami, které vyzaduji pro sv(j rlst. Pleurotus ostreatus
ma oproti Phanerochaete chrysosporium jiné pozadavky na teplotni podminky. Hliva dstfi¢na
je méné nachylna a je schopna degradovat i za nizké teploty, az do 8 °C (Hestbjerg et al., 2001)

Vyuziti hlivy pro dekontaminaci perzistentnich organickych polutantl je dobfe zndmo.
Hliva je schopna odstraniovat z ptdy PAU (Eggen & Majcherczyk 1998; Huttermann, 1989) i
PCB (Moeder et al. 2005).

Studii bylo prokazano, ze Pleurotus velmi dobfe rozklada endokrinni disruptor bisfenol
A. Tento disruptor negativné ovliviiuje ¢innost Zlaz. Hliva je schopna skodlivou latku pomoci
enzym( pretvorit na neskodnou. Velmi dobra ucinnost odstranovani polutantd je i v pfipadé
antibiotik. Pokusem bylo zjiSténo, Ze hliva dokdZe rozloZit ciprofloxacin. Taktéz jeji houbové
enzymy odstranuji toxickou latku alfatoxin B1 (Singh et al., 2017; Lauren et al., 2017).

3.5.2 Phanerochaete

Kdrovky jsou nejprostudovanéjsi houbou (Bogan et al., 1996). Houby rodu
Phanerochaete jsou stejné jako Pleurotus vhodné k dekontaminaci pldy od polycyklickych
aromatickych uhlovodikl. Biodegraduji i PCB, pesticidy, dioxiny, vybusniny a mikropolutanty.
Napriklad zemina pochazejici ze staré zatéze byla pomoci této houby zbavena 45 %
koncentraci PAH oproti plvodni kontaminaci (May et al., 1997).

NejznaméjSim zastupcem rodu Phanerochaete je chrysosporium. Experimentem bylo
dokazdano, Ze tento druh je schopny degradovat ve vodé trinitrotoluen az na kone¢ny oxid
uhlic¢ity. DalSim experimentem byla prokazana biodegradaéni schopnost u zastupce P.
velutina. V tomto pripadé bylo degradovano cca 80 % trinitrotoluenu z pady (Perkins et al.,
2005).

Pomoci této houby lze uUlinné odstranit i ibuprofen, karbamazepin a kyselinu
klofiborovou. Degradace mikropolutantd ligninolytickou houbou byla prokazadna
v experimentdlnim modelu v tekutych systémech (Marco — Urrea et al., 2009).
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Zhang et al., (2019) ve své studii zkoumali moZnost degradace antibiotika sulfadiazinu
houbou Phanerochaete chrysosporium. Sulfadiazin je ¢asto detekovan v pidé a povrchovych
vodach. Vysledky ukazaly, Ze je houba schopna degradovat lé¢ivo v koncentracich do 10 mg/I
pfi pH 5,7 a teploty 30 °C béhem 6 dnll. Na ucasti degradace se podilely zejména enzymy:
manganova peroxiddaza a ligninolyticka peroxidaza.

V pfipadé Phanerochaete chrysosporia je pro rast potfeba teplota 37 °C a pro spravnou
tvorbu enzym@ o 7 stupnd méné. Tato houba je tedy nevhodna pro vyuZiti v oblastech
mirného klimatického pasma (Hestbjerg et al., 2001)

3.5.3 Irpex

Branovitky pohdzeji ze Severni Ameriky a Evropy. V Ceské republice spadd mezi
ohrozené druhy (Singh, 2006).

Cajthaml et al. (2002) prokazali, Ze houby rodu Irpex (branovitky) jsou vhodné
k degradaci polycyklickych aromatickych uhlovodikd, polychlorovanych bifenyld, vybusnin a
syntetickych barviv. Spole¢né s houbou rodu Pleurotus maji nejvyssi biodegradacni ucinky.
Biodegradace zeminy houbou Irpex je jednou z nejrychlejsSich a také ma schopnost vyrazné
snizit akutni toxicitu.

Cvanéarovd et al. (2013) zkoumali moZnosti degradace fluorochinolonovych
antibiotickych 1éciv, které jsou vyuZivany ve veterinarni |écbé. Vyskytem téchto |éciv
v Zivotnim prostiedi se predpokladd, Zze mlize postupné dojit k rezistenci na tato antibiotika.
Vyzkum zaméreny na biotransformaci flumechinu potvrdil velice u¢innou degradaci léciva
houbou Irpex lacteus (>90 %). Této ucinnosti bylo dosazeno béhem 3 az 6 dn.

Lignilolytickd houba Irpex lacteus je takté schopnd degradovat v tekutych systémech
ibuprofen, karbamazepin a kyselinu klofibrovou (Marco — Urrea et al., 2009).
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3.6 Vycet sledovanych léciv

Latek, které se dostdvaji do Cistirenského kalu a odpadnich vod je opravdu mnoho.
Béhem analyz v rdmci praktické ¢asti prace bylo nalezeno velké mnoZzstvi farmak ve vzorcich.
Z toho dlvodu bylo pro ucely diplomové prace vybrano a popsano 5 z nich.

Pocet baleni vydanych IéCiv v roce 2021

= Fluoxetine
= Karbamazepin

Tramadol

= Venlafaxin
538 963 Sulpirid

Graf 2: Pocet baleni vydanych Ié¢iv v roce 2021 dle Sukl.cz

3.6.1 Venlafaxin

Venlafaxin (Ci7H27NO2) je latkou ovliviujici chemické procesy v mozku. PuUsobi jako
antidepresivum, tzn. slouzi ke zmirnéni depresivnich poruch, uUzkosti a dalSich dusevnich
nemoci. Léciva latka ucinkuje v lidském organismu pomérné rychle a vzhledem k jejim nizkym
nezadoucim ucinklim je povazovana pro c¢lovéka za bezpecnou (Tran et al., 2003).

ATC kod dle Pubchem.ncbi
NO6AX16 — Venlafaxin N—
N — Nervovy systém /

NO6 — Psychoanaleptika
NO6A — Antidepresiva
NO6AX — Jind antidepresiva

Jako antidepresivum je tato latka hojné predepisovana. Zhruba polovina pfrijaté latky se
béhem dvou dnl vyloué¢i modi do odpadni vody ve formé metabolitu (O — desmethyl
venlafaxin). Pouhych 5 % ucinné latky je ztéla vylouteno ve své nezménéné formé.
Vyzkumem, ktery se zabyval analyzou surové odpadni vody z italskych mést, se potvrdila
pfitomnost venlafaxinu a jeho metabolitl. Venlafaxin byl detekovan ve vsech vzorcich a byly
pfitomny i dva metabolity. Vysledna data souhlasila i s vysledky ze Spanélskych mést (Boix et
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al., 2016). V roce 2010 byl proveden rozsahly monitoring odpadnich vod z 90 Cistiren a vzorky
byly analyzovany na pfitomnost mikropolutantt. V odpadni vodé se primérné nachazelo 119
ng/l venlafaxinu. Maximalni koncentrace dosahovaly 548 ng/l (Loos et al., 2013). Koncentrace
venlafaxinu byly naméreny i v povrchovych vodach, ve kterych mohou negativné ovliviiovat
vodni Zivocichy. Ve Spanélskych fekach v okoli Madridu byly zjisStény koncentrace venlafaxinu
kolem 57 ng/l (Melvin, 2017). Pfitomnost a ucinnost odstrafiovani venlafaxinu byla sledovana
na Etyfech ¢istirnach. Cistirny byly vybaveny technologii, ktera byla schopna ¢istit aktivovany
kal. Koncentrace zkoumané latky v kalu se pohybovala mezi 54-336 ng/l. Na odtoku byly
zjistény koncentrace kolem 22-176 ng/I. V rdmci vyzkumu bylo potvrzeno snizeni koncentraci
venlafaxinu na odtoku ze systému. | pres to by koncentrace, které se do vodniho recipientu
dostaly po vycisténi v Cistirné odpadnich vod, mohly mit nezddouci Ucéinky na vodni prostredi
(Rua— Gomez et al., 2012).

Dalsi studii bylo prokdzano, Ze koncentrace venlafaxinu v pikogramech/l ve vodnim
prostfedi vyvolaly negativni G¢inky na Zivot hlemyzd Zijicich ve sladké vodé&. Uginky Ié&iva by
tak mohly zpUsobit i smrt. Zaroven nelze vyloucit Ucinky toxikologické povahy v rdmci interakci
mezi jednotlivymi lécivy vyskytujicich se v odpadni vodé (Fong & Hoy, 2012; Cleuvers, 2004).
Bylo také potvrzeno, Ze koncentrace venlafaxinu v povrchovych vodach maji fytotoxické
ucinky na brehové ekosystémy. Konkrétné u kapradiny stétinonosné (Polystichum setiferum)
byla vyvoldana po kontaktu s venlafaxinem akutni fytotoxicita po 24 a 48 hodinach. Po této
dobé doslo k vyznamnému snizeni mitochondridlni aktivity (Feito et al., 2013).

Odstranéni venlafaxinu ze zZivotniho prostfedi neni tak jednoduché. Napfiklad pomoci
biofilmovych reaktorli béhem tercialniho ciSténi odpadnich vod za ucelem vyroby pitné vody
nebylo mozZné zcela odstranit venlafaxin. Studie se zamérovala na degradaci |éCiv za pridani
acetatu. Aniv pripadé zvyseni davky acetatu nebyl venlafaxin degradovan (Zhang et al., 2019).
Koncentrace mikropolutantl je mozné snizovat i pomoci kompostovaciho procesu. Bohuzel
ne u vSech latek ma kompostovani vysokou ucinnost. Vyzkumem trvajicim 12 mésict bylo
zjisténo, Ze obsah venlafaxinu v anaerobné vyhnilém a odvodnéném kalu vykazoval nizké
(4Cinnost méné nez 50 %), nebo zadné snizeni koncentraci latky béhem procesu kompostovani
(Dalahmeh et al., 2021). K uvolnéni léciva do Zivotniho prostfedi mize dojit i pfi vyrobé léciva.
Venlafaxin v ptidé je mirné mobilni a nachazi se vyhradné ve formé kation(, coz znaci, Ze se
v pldé silnéji sorbuje (NCBI, 2021). Venlafaxin vstupuje do rostlin ve formé kationtu. Je snadno
absorbovan a transportovan do korent rostlin a nasledné translokovan do nadzemnich ¢asti.
V ptipadé vyskytu venlafaxinu v zavlahové vodé se tak pomérné snadno muZe dostdvat do
plodin (Khalaf et al., 2021).
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3.6.2 Tramadol

Tramadol (Ci6H2sNO2) je analgetikum ovliviujici centrdlni nervovou soustavu. Tlumi
bolesti a Ize ho povaZovat za opiat. Do vodniho recipientu se dostava nejcastéji odtokem z
Cisticky (Rua — Gomez & Piittman, 2012).

Tramadol je vhodnym l|ééivem pro pacienty se stfednimi az zdvainymi nemocemi.
Z provedenych testl zdvislosti na daném léCivu nebyla zjisténa fyzickd zavislost pfi
kratkodobém uzivani. V pfipadé dlouhodobého uZivani nelze fyzickou zavislost vyloucit (Lee
et al., 1993).

ATC kéd dle Pubchem.ncbi

NO2AX02 — Tramadol 7N\ _/
N — Nervovy systém H-0 N—/

NO2 — Analgetika e ;’\

NO2A — Opioidy | [ 1

NO2AX — Jiné opioidy o~

Tramadol se dostdvd do vodniho prostredi prevainé jako metabolit, O-
desmethyltramadol (60 % uvolnéné latky). Pouze z 30 % se dostane moci odpadem do vody
ve své nezménéné podobé (Khalaf et al., 2021). V Ciné byly analyzovény vzorky odpadni vody
z 30 mést, kde v naprosté vétsiné vzorkd byl tramadol pritomen. Koncentrace dosahovaly az
186 ng/l (Du et al., 2021). Tramadol je dobfe rozpustny ve vodé a takrka netéka z vody do
ovzdusi. Lze predpokladat, Zze bude spiSe pretrvavat ve vodé namisto akumulace do
Cistirenského kalu nebo vodnich organismu. V némeckych rfekach byly koncentrace tramadolu
v hodnotach od 25 do 381 ng /I (Gomez & Puttman, 2012). Gomez & Plttman (2012) provedli
studii v némecké Cistirné. Zkoumali rozsSifovani a chovani tramadolu. Vzorky analyzovali
extrakéni metodou a méfili plynovou chromatografii. Analyzované vzorky z pfitokd odpadni
vody vykazovaly koncentrace tramadolu. V neoSetfené vodé byl nalezen v koncentracich do
3302 ng/l. Stramadolem si Cistirna odpadnich vod dokazala poradit jen ¢aste¢né. Urcité
koncentrace i po biologickém Cisténi byly postupné vypoustény do povrchové vody.

Koncentrace tramadolu v Zivotnim prostifedi mize z dlouhodobého hlediska narusit
evoluéni chovani vodnich Zivocichud. Prokazal to vyzkum, béhem kterého byla ryba jelec tloust
(Squalius cephalus) vystavena koncentraci 1000 ng/l latky po dobu 42 dnd. Vysledky byly
nasledné porovnany s kontrolni skupinou ryb bez vystaveni tramadolu a bylo zjisténo, Ze doslo
ke zméné chovani. Ryby vystavené tramadolu vykazovaly zmény v jejich pfirozeném chovani.
Ryby setrvavaly castéji mimo svlij ukryt, vykazovaly nizsi aktivitu a méné prozkoumavaly
prostredi, které neznaji. Chronicka pfitomnost latky v jejich télech by tak mohla zménit jejich
zdatnost a jejich chovani dané evoluci (Santos et al., 2021).
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Tramadol patfi mezi latky, které neni moiné dobfe odstranit na klasické Ccistirné
odpadnich vod. Z toho diivodu jsou hledany alternativy. Byla zkoumdana metoda, pomoci které
se podafilo z 99,7 % odstranit tramadol z vodného roztoku. Bylo vyuZito kombinace gama
zareni a nanofiltracni membrany. Vyzkumem tak bylo prokazano, Ze touto metodou lze
spolehlivé tramadol odstrariovat. Metoda je navic udrZitelnd a nespotifebovdvd mnoho
energie (Ghazouani et al., 2022).

Tramadol vstupuje do rostlin jako kation a md vysokou tendenci ktranslokaci do
nadzemnich ¢asti rostlin (Khalaf et al., 2021).

3.6.3 Karbamazepin

Karbamazepin (CisH12N20) je antiepileptickou latkou, kterd se vyuziva ke zmirnéni
bolesti, [écbé epileptickych zdchvatl a zmirnéni neurologickych stav(i. Karbamazepin je také
vhodny v Iécbé bipoldrni poruchy, coz je stav, kdy se stfidaji stavy manie a deprese (Inchem,
1999; Bialer, 2012). Jako lécivo je takrka bez zapachu a ma mirné nahorklou chut (Debnath et
al., 2020).

ATC kéd dle Pubchem.ncbi

NO3AF01 — Karbamazepin /hﬂ/:\r{fl\
N — Nervovy systém \ j\'w"’ & f/
NO3 — Antiepileptika ) /J\ ]
NO3A — Antiepileptika "0
NO3AF — Karboxamidové derivaty )

Na evropském trhu je k dostani témér 60 let. Tento Iék pUsobici na nervovou soustavu
je prodejny pouze na lékarsky predpis. Karbamazepin je ¢astym kontaminantem odpadnich
vod. Svétova spotreba Cinnizhruba 1000 tun ro¢né. Tato hodnota naznacuje, Ze jde o pomérné
vyznamny kontaminant (Bialer, 2012; Zhang & Geissen, 2008). V odpadnim voddach byl
karbamazepin detekovan po celém svété. Jeho koncentrace se pohybuji ve stovkach
nanogramu na litr, pfipadné v mikrogramech na litr. Ve vyzkumu Ternese (1998) se maximalni
hodnoty kontaminantu v odpadni vodé pohybovali do 6300 ng/I. V povrchovych vodach se uz
koncentrace karbamazepinu lisily v rGznych zemich. Nejvyssi koncentrace byly naméreny
v Berliné. Tam dosahovaly koncentraci 1075 ng/I (Heberer et al., 2002). U karbamazepinu je
nejvétSim problémem, Ze je tézko odbouratelny a z 97 % se uvoliuje do prosttedi ve formé
metabolitl. Pouze ze zbylych par procent se dostava do vody ve své plvodni formé (Smrcek,
2014). Perzistentnosti karbamazepinu bylo vénovano mnoho studii. VétSinou se ucinnost
odstranéni této latky pohybovala pod 10 %. Nejvyssi ucinnosti odstranéni karbamazepinu na
Cistirné bylo dosazeno Paxéusem (2004), kdy byl kontaminant odstranén z 53 % (Zhang et al.,
2008). Karbamazepin jako jeden z nejvice studovanych |éCiv se dostava i do Cistirenského kalu.
Prmérné naméfené koncentrace byly kolem 0,9 ng/g v Ciné a aZ 256 ng/g znetitujici latky
ve Spanélsku (Mejias et al., 2021).
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V pfipadé karbamazepinu je duleZité pravidelné sledovat jeho ekotoxikologické
vlastnosti. Malarvizhi et al. (2012) sledovali ucinky karbamazepinu na kapru obecném.
Vystavili ho urcité koncentraci (59,7 mg/l) a po 24 hodinach sledovali to, Ze se v jeho jatrech a
svalech snizila aktivita enzymu. V nékterych pfipadech muize dojit k akutni toxicité, ale ¢asté;jsi
je toxicita chronicka. Testy na chronickou toxicitu vétSinou vykazuji vyssi toxicitu nez v pripadé
akutni toxicity. V nékterych pfipadech bylo zjiSténo, Ze karbamazepin nezpusobil toxicitu
zadnou, naopak koncentrace kontaminantu v organismu postupné klesala. Andreozzi et al.
(2002) to potvrdili u fas Ankistrodesmus braunii. Mnoho studiemi bylo potvrzeno, Ze
karbamazepin je z dlouhodobého hlediska Skodlivy pro vodni ekosystémy (Zhang et al., 2008).

Jak uz bylo zminéno, karbamazepin je latkou, ktera je rezistentni v Zivotnim prostredi.
Potencialnim rizikem uniku do pudy je jeho aplikace s Cistirenskym kalem na zemédélskou
pudu nebo béhem zavlaZovani poli. Timto zplsobem se pak dostdva z pldy do plodin a jeho
vyskyt je pak znacny v potravinovém retézci, napriklad v zeleniné. Zhang et al. (2022) studovali
moznosti odstranéni karbamazepinu z odpadnich vod. Jako ucinnd metoda se ukazala
kombinace UV fotolyzy soxidaci jodi¢nanu (I0%). Samotnd UV fotolyza na degradaci
kontaminantu nestacila (U¢innost kolem 7 % po pull hodiné reakce). Nedostate¢né odstranéni
karbamazepinu je i pfi pouZiti oxidace 103. Kombinaci téchto dvou metod bylo dosaZeno
kolem 92 % ucinnosti po pll hodiné reakcni doby. V Uvahu pfipada i metoda kompostovani,
pomoci které je mozné snizit koncentrace karbamazepinu v padé. Timto procesem ho lze
degradovat s méné nez 50 % ucinnosti (Calisto & Esteves, 2012; Dalahmeh et al., 2021).
Vzhledem k tomu, v jaké mife je Zivotni prostfedi karbamazepinen kontaminovano, tak nelze
jeho pritomnost vyloucit v potravinovém fetézci. Napfiklad zelenina jako je mrkev a celer jsou
schopny prijimat karbamazepin a akumulovat ho ve svych rostlinnych tkadnich. Byl potvrzen
jeho vyskyt ve vSech jedlych ¢astech zeleniny. Prijem a translokaci karbamazepinu je moziné
omezit aplikaci hnojiva, Cistirenskych kall do ptdy (Li et al., 2018).

3.6.4 Sulpirid

Sulpirid (C1sH23N304S) je v |écbé pouZivan jako antidepresivum a antipsychotikum. Je
vyznamny v |éCbé schizofrenie. Sulpirid se vyskytuje ve vodnim prostiedi a ve skladkovém
vyluhu (Hong et al., 2020). Hojné je vyuZzivan v nemocnicich a klinikach k 1é¢bé psychickych
nemoci, jako napfriklad halucinaci apod. Pravé z tohoto zdroje se sulpirid dostava do odpadni
vody ve vysoké mirfe. Mnozstvi uvolnéného léciva zavisi na hustoté obyvatelstva v dané
lokalité (Zhang et al., 2016).

ATC kad dle Pubchem.ncbi |
NO5ALO1 — Sulpirid \'J'-‘\">
N — Nervovy systém ) N(/ -~
NO5 — Psycholeptika . %
NO5A — Antipsychotika - ;/\ W;
NO5AL — Benzamidy ¢
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Sulpirid je povazovan za antipsychotikum. V povrchovych vodach cinského poloostrova
Liaodong byl nalezen v koncentracich 0,35 — 1,5 ng/I, v méstskych ¢inskych fekach priimérné
77,3 ng/l (Xie et al., 2020; Wang et al., 2015). Analyzou byl na odtoku z méstské Cistirny
detekovan sulpirid v surové a vycisténé vodé v koncentracich do 1100 ng/l. Studii, ktera se
zabyvala vyskytem a osudem sulpiridu v Cistirnach odpadnich vod bylo zjisténo, Ze sulpirid by
mohl predstavovat indikator pro vycisténé odpadni vody pro pouziti k vyrobé pitné vody. Ten
byl indentifikovan ve vycisténé odpoadni vodé, ale nebyl kvantifikovan. BE€hem laboratorniho
pokusu biodegradace s aktivovanym kalem také zjistili, Ze nedoslo k vyznamnému odstranéni
farmaka, coz naznacuje jeho vysokou persistenci (Bollmann et al., 2016).

Sulpirid je latkou, ktera je ledvinami Clovéka pomérné rychle vylu¢ovana v nezménéné
podobé. V plvodni formé se vylouci az 95 % prijatého sulpiridu. V pfipadé psu a potkan( bylo
potvrzeno, Ze se latka preménila na metabolity. U ¢lovéka k této preméné nedoslo. V pripadé
laboratornich drobnych hlodavcd bylo potvrzeno, Ze sulpirid zapti¢ifuje zvySovani uvolnéni
prolaktinu. Pravé tento jev by mohl podpofit vznik rakoviny mlécéné zlazy u téchto hlodavcu
(Sukl, 2009).

U¢innost odstrafiovani latky z odpadni vody byla nizkd, do 30 %. PIn& odstranit se
kontaminant podafilo ionizaci. V laboratornich podminkach ionizovali v poméru 2:1
(ozon:analyt). Persistentni sulpirid se mizZe dostat i do podzemnich vod (Bollmann et al.,
2016). Pomoci elektrochemickych oxidacnich procesl je mozné ucinné degradovat sulpirid
v kyselém i neutrdinim roztoku. Je tak mozné odstranit i nizké koncentrace této latky.
Nevyhodou je vysoka spotieba energie, z tohoto divodu neni technologie vhodna pro vyuziti
ve velkém méfitku (Sun et al., 2017).

3.6.5 Fluoxetin

Fluoxetin Ci7H1sFsNO je taktéZz jedno z hojné pouzZivanych antidepresivnich |éciv.
S nardstem spotieby léciva vzrista i nebezpecdi Uniku latky do Zivotniho prostredi, prevazné do
povrchovych vod. To mlze mit za ndsledek negativni ovlivnéni vodnich i suchozemskych
zivocichl. Spolu s karbamazepinem spadaji tato |éCiva do skupiny selektivnich inhibitora
zpétného vychytdvani serotoninu (Kuster & Adler, 2014).

ATC kad dle Pubchem.ncbi
NO5ALO1 — Sulpirid
N — Nervovy systém

NO5 — Psycholeptika N
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NO5AL — Benzamidy
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Ucinky fluoxetinu v Zivotnim prostiedi jsou podobné jako u ostatnich 1é¢iv zkoumany.
Stopové koncentrace jsou bézné nachazeny v povrchovych vodach, to vyvolava u védcli obavy.
Z toho davody je provadéno mnoho studii na vyskyt mikropolutantd ve vodnim prosttedi. Silva
et al. (2012) uvedli, Ze primérné koncentrace fluoxetinu v povrchovych a podzemnich
svétovych vodach se pohybuji v hodnotach kolem 0,5 — 8000 ng/I, v odpadnich 0,15 — 32 228
ng/l. Ve Spanélské Fece v Madridu byl fluoxetin nalezen v medianu 14 ng/l (Mala¢ova et al.,
2021). Cistirna odpadnich vod si v Portugalsku poradila s fluoxetinem dobte. Latka byla
detekovana pouze ve vzorcich na pfitoku (127,97 ng/l) a na odtoku z Cistirny se uZ latka
nevyskytovala (Silva et al., 2012). Naopak v norskych Cistirnach byl fluoxetin detekovan
v Cistirenském kalu v rozmezi od 30 do 40 pg/kg susiny kalu (Vasskog et al., 2009).

Fluoxetin ma uz pfi nizkych koncentracich negativni vliv na ZivocCichy Zzijici ve vodé.
Mnoho studiemi bylo potvrzeno, Ze mUlze v pfitomnosti kontaminujici latky dojit ke zméné
chovani rybich spoleCenstev. Na univerzité v Georgii zkoumali vliv koncentraci fluoxetinu ve
vodé na chovani akvarijnich rybek Gambusie komarich (Gambusia affinis). Zjistili, Ze pfi vyssich
koncentracich se akvarijni rybky drZely pfi hladiné a jejich fyzicka aktivita byla zna¢né omezena
¢i polehavaly na boku. Ve vyzkumu byla vyhodnocena akutni toxicita pfi 5 — 5,34 mg/I
fluoxetinu a chronickd pti 0,00005 — 0,005 mg/l. Pfi zvySovani koncentraci fluoxetinu se
zvysSovalo riziko umrtnosti ryb (Henry & Black, 2008). DalSim experimentem bylo zase zjisténo,
ze fluoxetin sjeho antidepresivnimi ucinky vyznamné utlumil agresivniho Knézika
dvoupruhového (Thalassoma bifasciatum), ktery pochazi z kordlovych atest zapadniho
Atlantiku (Perreault et al., 2003).

Fluoxetin se po uZiti metabolizuje jatry na norfluoxetin a mensi mnozstvi této latky je
vylouceno v jeho nezménéné podobé. Ze zZivotniho prostfedi ho Ize nasledné degradovat
pomoci fytoremediacnich technik, pripadné na Cistirné odpadnich vod (Kuster & Adler, 2014).
Jeho koncentrace lze vyznamné snizit kompostovacim procesem, kdy byla u této latky
potvrzena vysokd rychlost degradace pritomné latky, vytéZznost pres 57 % (Vasskog et al.,
2009).

K tomu, aby fluoxetin rostlina z pady pfijala je zapotfebi, aby se sloucenina nachazela
v pldnim prostfedi po delsi dobu. Je zaroven v padé odolny vUéi biologickému rozkladu.
Fluoxetin nejprve pfijme rostlina koreny, kde se dlouho nezdrzi a kumuluje se ve stoncich a
listech. Nebyla potvrzena fytotoxicita, kterd by vyznamné omezovala rist rostlin (Redshaw et
al., 2008).
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4 Metodika

V' ramci experimentalni c¢asti prace byly analyzovany vzorky dfive realizovaného
nadobového pokusu zhlediska obsahu residui vybranych Ilé¢iv. Samotna realizace
nadobového pokusu provedeného na Katedre agroenvironmentalni chemie a vyZivy rostlin
nebyla soucasti této diplomové prace a jeho popis je tedy ddle uveden jen struéné. Podstatou
této prace bylo analyzovat vzorky pldy, pudnich roztokl a rostlin kukufice z hlediska
vybranych mikropolutantli (venlafaxin, tramadol, karbamazepin, sulpirid, fluoxetin).
Podrobné je tedy popsana metodika zpracovani vzork( pldy a biomasy kukuftice, coz bylo
realizovano autorkou této prace.

Nadobovy pokus probéhl vroce 2019 ve venkovnich vegetaénich haladch Ceské
zemédélské univerzity v Praze. Hlavnim cilem pokusu bylo studovat moZnost zvySeni
degradace residui |éciv v Cistirenském kalu po aplikaci na pladu pridavkem substrata
ligninolytickych hub a/nebo kultivaci rostlin kukutice (Zea mays L.). Schéma experimentu se
skladalo ze dvou hlavnich ¢asti, a to ¢asti bez rostlin kukufice a ¢asti s rostlinami kukufrice.
Kazda z uvedenych ¢asti pak obsahovala 4 varianty — samotnou pldu po aplikaci Cistirenského
kalu, kterd slouzila jako kontrola, a pak tuto kalem oSetfenou pldu s pridavkem houbovych
substratl. VSechny pouZivané substraty (Pleurotus, Phanerochaete, Irpex) jsou schopny
degradovat mikropolutanty a zpUsobuji bilou hnilobu. Pleurotus je houba, kterd v ptirodé
roste cely rok na mrtvém i Zivém drevé listnatych stromU. Jeji plodnice jsou tenké, svétlé,
s tendenci ke Zloutnuti. Oproti tomu houba Phanerochaete roste pouze na mrtvém drevé, to
jak na listnatych stromech, tak na jehli¢natych. Zbarvovat se mohou jednotlivé druhy do bila,
az Cervena. Irpex roste na drevé listnatych stromU a oproti vySe zminénym se [isi tzv.
,,roztrhanymi rourky”’, které pfipominaji ostny a jde o ohrozeny druh.

Celkové tedy bylo zaloZeno 8 variant, pficemz kazda varianta byla tvorena ze 4
nezavislych opakovani. Schéma pokusu je uvedeno v tabulce 6a 7.

Pokus byl zaloZen 9. kvétna v roce 2019. V pribéhu pokusu byly odebirdny vzorky
pldnich roztokl pomocivzorkovacu ptdniho roztoku Rhizon MOM v hlavnich rdstovych fazich
v predem urcenou denni dobu. Vzorky byly odebirany v pribéhu vegetacniho obdobi. Prvni
odbér byl realizovadn 17. kvétna, druhy 7. éervna, tfeti 3. ¢ervence, Ctvrty 23. ¢ervence, paty
14. srpna a posledni odbér byl 28. srpna. O den pozdéji byla sklizen.

Na konci vegetacniho obdobi, tedy po 112 dnech rlstu byly rostliny kukufice sklizeny
v pIné zralosti. Rostliny byly rozdéleny na koteny, stonky, listy a zrno. Jednotlivé ¢asti rostlin
byly zlyofilizovany a nasledné byly zvazeny, namlety a pfipraveny k extrakci residui |éCiv.

V tabulkach nize je uvedena charakteristika pidy a hodnoty pH. Na jednu nadobu se
aplikovalo 1 kg Cerstvého kalu. Kal mél susinu 23,7 %.
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Typ Kambizemé
Textura Hlinitopiscita
pH 5,3
Draslik 9,63 g/kg
Vapnik 1,83 g/kg
Horcik 18 g/kg
Fosfor 8,47 g/kg
Suma 16 PAU <5,6 pg/kg susiny

Tabulka 4: Charakteristika pouZité pudy (KoSnar et al., 2018)

Pocet nadob

4: Irpex

Varianta Bez rostliny kukufrice
1: Kontrolni 4 Plda (4,0 kg suché hm.) + kal (1 kg Cerstvé hm.)
4 Plda (4,0 kg suché hm.) + kal (1 kg Cerstvé hm.) + Pleurotus substrat
2: Pleurotus Y .
(0,2 kg Cerstvé hm.)
4 PGda (4,0 kg suché hm.) + kal (1 kg erstvé hm.) + Phanerochaete
3: Phanerochaete , Y .
substrat (0,2 kg Cerstvé hm.)
4 PGda (4,0 kg suché hm.) + kal (1 kg Cerstvé hm.) + Irpex substrat (0,2 kg

cerstvé hm.)

Tabulka 5: Desing experimentu (varianta bez rostliny kukuftice)

Pocet .
Varianta ) S rostlinou kukufice
nadob
4 o 7 v 7
5: Kontrolni PUda (4,0 kg suché hm.) + kal (1 kg Cerstvé hm.)
4 PUda (4,0 kg suché hm.) + kal (1 kg Cerstvé hm.) + Pleurotus substrat (0,2 kg
6: Pleurotus . i
Cerstvé hm.)
4 PUda (4,0 kg suché hm.) + kal (1 kg Cerstvé hm.) + Phanerochaete substrat
7: Phanerochaete . ,
(0,2 kg cerstvé hm.)
g | 4 PUda (4,0 kg suché hm.) + kal (1 kg Cerstvé hm.) + Irpex substrat (0,2 kg
: Irpex
P cerstvé hm.)

Tabulka 6: Desing experimentu (varianta s rostlinou kukurice)
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4.1 Postup extrakce

4.1.1 Extrakce ptdy

Do plastovych centrifugacnich zkumavek byl navazen 1 g vzorku. Dvé zkumavky byly bez
navazeného vzorku, tzv. blanky (slepé vzorky). Do vSech zkumavek bylo napipetovano 4 mi
extrakéniho roztoku (MeOH: MilliQ (0,5% FA (kyselina mravenci), 0,5 g/l EDTA
(ethylendiamintetraoctova kyselina — sodna sul)) v poméru 1:1). Zkumavky byly uzavieny a
promichany na virovém mixéru znacky IKA. Promichané zkumavky se vzorky byly véetné
drzaku na vzorky umistény do ultrazvukové lazné pfi 50 °C po dobu 15 minut. Nasledné byly
osusené vzorky dany na 30 minut do tfepacky. Po tfepani byly vloZzeny na 10 minut do
centrifugy pfi rychlosti RPM 4500 otacek za minutu a 10°C.

Obrdazek 1: Zkumavky v centrifuze (zdroj vlastni)

Po odstredéni bylo zapotiebi cirou tekutinu (supernatant) prelit do predem
pripravenych a oznadenych novych zkumavek. Zkumavky s vyslednym supernatantem byly
uzavieny a ponechdny stranou. Cely dosavadni proces byl proveden se zkumavkami se
sedimentem znovu. Zménil se pouze extrakcni roztok. Do zkumavek byly pfidany 4 ml
extrakéniho roztoku (ethylacetat: MeOH: MeOH: MilliQ (0,5% FA, 0,5 g/| EDTA v poméru 1:3:4.
Po centrifugaci byl supernatant 2 prelit k supernatantu 1 (4 + 4 ml)
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Obrdazek 2: Zkumavky se supernanatem (zdroj vlastni)

Pfed tim, nez byly provedeny dalsi kroky, byl v centrifuze vyménén nastavec na
zkumavky za nastavec na eppendorfové zkumavky. V centrifuze byla teplota temperovana cca
hodinu a pul na teploty v rozmezi 0-6°C. Eppendorfky byly ocislovany ke kazdému vzorku po
dvou, véetné blank( a umistény do stojanu. Do eppendorfek byl pipetovan 1 ml supernatantu.
Po pipetovani tedy vznikly od kazdého vzorku 2 ml. Nasledné bylo do vSech zkumavek
pipetovano 100ul roztoku SSA (4,85 g kyseliny sulfosalicylové + 10 ml MeOH: MilliQ. Déle byly
vzorky promichany na vortexu a vlozeny na 10 minut do ledu. Zkumavky byly po osuseni
vloZeny do centrifugy na 10 minut na maximalni rychlost otac¢ek za minutu (RPM 14000).
Béhem centrifugace byly oCislovany sklenéné vialky a vloZzeny do stojanu. Po centrifugaci byly
vzorky presunuty opét do ledu. Eppendorfky stejného cCisla byly prefiltrovany do
novych eppendorfek. Blanky pfimo do pripravenych vialek. Cilem bylo prevést a prefiltrovat
roztok po centrifugaci do eppendorfek bez sedimentu na dné zkumavky (protein). Do vialek
oznacenych pouze Cislem bylo pipetovdno 995 ul obsahu eppendorfek. Zbytek byl pipetovan
do vialek znacenych Cislem a pismenem A. V poslednim kroku bylo jiZ pracovdno pouze s
vialkami znacenych A (after spike: vialky, ke kterym byla pfidana smés IéCiv). Pomoci presné
automatické pipety bylo ke vzorkiim ve vialkach pipetovano 5 ul roztoku (Mix all 200 PPCP).
Vialky byly uzavieny a promichdny na virovém mixéru. K analyze pfipravenych vzork( byla
vyuZita kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (UHPLC — MS/MS).
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Obrazek 3: Vialky k analyze (zdroj vlastni)

4.1.2 Extrakce biomasy

Do plastovych centrifugacnich zkumavek byl navazen 0,1 g vzorku. Dvé zkumavky byly
bez navazeného vzorku, tzv. blanky (slepé vzorky). Do vsech zkumavek bylo napipetovano 5
ml extrakéniho roztoku MeOH: MilliQ (0,5% FA, 0,5 g/I EDTA v poméru 1:1). Zkumavky byly
uzavieny a promichany na virovém mixéru znacky Vortex. Promichané zkumavky se vzorky
byly véetné drzaku na vzorky umistény do ultrazvukové lazné pfi 50 °C po dobu 15
minut. Ndasledné byly osusené vzorky dany na 30 minut do tfepacky. Po tfepani byly vloZzeny
na 10 minut do centrifugy pfi rychlosti RPM 4500 otdcek za minutu a 20°C.

Po odstredéni bylo zapotiebi cirou tekutinu (supernatant) prelit do predem
pripravenych a oznadenych novych zkumavek. Zkumavky s vyslednym supernatantem byly
uzavieny a ponechany stranou. Cely dosavadni proces byl proveden se zkumavkami se
sedimentem znovu. Po centrifugaci byl supernatant 2 prelit k supernatantu 1 (5+ 5 ml).

Pfed tim, nez byly provedeny dalsi kroky, byl v centrifuze vyménén ndstavec na
zkumavky za nastavec na eppendorfové zkumavky. V centrifuze byla teplota temperovédna cca
hodinu a pul na teploty v rozmezi 0-6°C. Eppendorfky byly ocislovany ke kazdému vzorku po
dvou, véetné blank( a umistény do stojanu. Do eppendorfek byl pipetovan 1 ml supernatantu.
Po pipetovani tedy vznikly od kazdého vzorku 2 ml. Nasledné bylo do vSech zkumavek
pipetovano 100ul roztoku SSA (4,85 g kyseliny sulfosalicylové + 10 ml MilliQ). Déle byly vzorky
promichany na vortexu a vloZzeny na 10 minut do ledu. Zkumavky byly po osuseni vloZzeny do
centrifugy na 10 minut na maximalni rychlost otaéek za minutu (RPM 14000). Béhem
centrifugace byly olislovany sklenéné vialky a vloZeny do stojanu. Po centrifugaci byly vzorky
presunuty opét do ledu. Eppendorfky stejného (Cisla byly prefiltrovdny do
novych eppendorfek. Blanky pfimo do pripravenych vialek. Cilem bylo prevést a prefiltrovat
roztok po centrifugaci do eppendorfek bez sedimentu na dné zkumavky (protein). Do vialek
oznacenych pouze Cislem bylo pipetovano 995 ul obsahu eppendorfek. Zbytek byl pipetovan
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do vialek znacenych Cislem a pismenem A. V poslednim kroku bylo jiZ pracovdno pouze s
vialkami znacenych A (after spike: vialky, ke kterym byla pfidana smés IéCiv). Pomoci presné
automatické pipety bylo ke vzorkiim ve vialkach pipetovano 5 pul roztoku (Mix all 200 PPCP).
Vialky byly uzavieny a promichdny na virovém mixéru. K analyze pfipravenych vzork( byla
vyuZita kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (UHPLC — MS/MS).

4.1.3 Extrakce Cistirenského kalu

Do plastovych centrifugacnich zkumavek byl navazen 0,1 g vzorku. Dvé zkumavky byly
bez navdieného vzorku, tzv. blanky (slepé vzorky). Do viech zkumavek bylo napipetovano 6
ml extrakéniho roztoku (MeOH: MilliQ (0,5% FA; 0,1% Na2EDTA) v poméru 1:1). Zkumavky byly
uzavieny a promichany na virovém mixéru znacky Vortex. Promichané zkumavky se vzorky
byly véetné drzaku na vzorky umistény do ultrazvukové lazné pfi 50 °C po dobu 15
minut. Ndsledné byly osusené vzorky dany na 30 minut do tfepacky. Po tfepani byly vlozeny
na 10 minut do centrifugy pfi rychlosti RPM 13000 otacek za minutu a 20°C.

Po odstredéni bylo zapotrebi cirou tekutinu (supernatant) prelit do predem
pripravenych a oznadenych novych zkumavek. Zkumavky s vyslednym supernatantem byly
uzavieny a ponechdny stranou. Cely dosavadni proces byl proveden se zkumavkami se
sedimentem znovu. Po centrifugaci byl supernatant 2 prelit k supernatantu 1 (6 + 6 ml).

Pfed tim, nez byly provedeny dalsi kroky, byl v centrifuze vyménén nastavec na
zkumavky za nastavec na eppendorfové zkumavky. V centrifuze byla teplota temperovdna cca
hodinu a pul na teploty v rozmezi 0-6°C. Eppendorfky byly ocislovany ke kazdému vzorku po
dvou, véetné blank( a umistény do stojanu. Do eppendorfek byl pipetovan 1 ml supernatantu.
Po pipetovani tedy vznikly od kazdého vzorku 2 ml. Nasledné bylo do vSech zkumavek
pipetovano 200l roztoku SSA (450 mg/ml v MilliQ). Dale byly vzorky promichany na vortexu
a vloZzeny na 10 minut do ledu. Zkumavky byly po osuseni vloZzeny do centrifugy na 10 minut
na 16000 otacek za minutu (RPM 16000). BEéhem centrifugace byly ocislovany sklenéné vialky
a vloZzeny do stojanu. Po centrifugaci byly vzorky presunuty opét do ledu. Eppendorfky
stejného Cisla byly prefiltrovany do novych eppendorfek. Blanky pfimo do pfipravenych
vialek. Cilem bylo prevést a prefiltrovat roztok po centrifugaci do eppendorfek bez sedimentu
na dné zkumavky (protein). Do vialek oznacenych pouze cislem bylo pipetovano 995 pul obsahu
eppendorfek. Zbytek byl pipetovan do vialek znaéenych Cislem a pismenem A. V poslednim
kroku bylo jiz pracovano pouze s vialkami znacenych A (after spike: vialky, ke kterym byla
prfiddna smés |éciv). Pomoci presné automatické pipety bylo ke vzork(im ve vialkach
pipetovano 5 pl roztoku (Mix all 200 PPCP). Vialky byly uzavieny a promichdny na virovém
mixéru. K analyze pfipravenych vzorkU byla vyuZita kapalinova chromatografie s tandemovou
hmotnostni detekci (UHPLC — MS/MS).
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4.2 Statistiké zhodnoceni dat

Vysledky byly interpretovdny pomoci grafli znazornujici koncentraci studovanych léciv
v Casech odbérd a doprovodnych vypoctl. Podil ostranénych Iéciv byl proveden vypoctem,
ktery byl ziskdn podilem souctu mnozstvi ptdy v suché hmotnosti a aplikacni davky na nadobu.
Vysledek byl nasledné prepocitan na procenta. Odbér biomasou byl zjistén soucinem vynosu
biomasy a koncentrace |éCiv v biomase.

Dale byla data statisticky vyhodnocena k porovnani, jakym zpUsobem se lisi
v konkrétnich casech. Byl pouzit Tukeylv test, ktery byl aplikovan na data pady, vidy ve
varianté bez rostlin kukufice a srostlinou kukufice pro vSechny sledované varianty.
Porovnavala se varianta bez houbového substratu (ptda + kal) a s houbovymi substratem
(pUda + kal + Pleurotus, Phanerochaete, Irpex).

Nasledné byla data analyzovana pomoci ANOVY pfi opakovanych mérenich. Cilem této
analyzy bylo zhodnotit, jaky faktor (rostlina, houba, ¢as) ovlivnil miru koncentrace Iéciva ve
vzorcich pidy. Hodnota P uddva miru prikaznosti ovlivnéni rostlinou/houbou.
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5 Vysledky

Cas

Varianta T1 T2 T3 T4 T5

2: Kontrolni bez
rostliny 4,22 3,9 4,12 3,74 4,18
6: Pleurotus 5,42 5,3 5,77 5,03 5,4
7: Phanerochate 5,44 5,07 5,89 5,44 5,42
8: Irpex 4,93 4,77 5,96 5,56 5,52

10: Kontrolni s
rostlinou 4,15 5,04 5,5 5,39 5,85
14: Pleurotus 5,96 5,41 5,71 5,18 6,07
15: Phanerochaete 6,2 5,92 5,76 5,5 6,14
16: Irpex 5,22 5,71 5,66 5,2 5,4

Tabulka 7: Primérné namérené hodnoty pH pudniho roztoku v rliznych ¢asech

5.1 Cistirensky kal

Lécivo ng/g susiny
Karbamazepin 26,7 0,14
Venlafaxin 54,4 + 1,69
Tramadol 18,4 +2,71
Sulpirid 25,8+0,58
Fluoxetin 16,8+ 1,19

Tabulka 8: Obsahy léciv v aplikovaném kalu

Nejvyssi zastoupeni [éCiv v Cistirenském kalu bylo v pfipadé venlafaxinu, nejnizsi naopak
u fluoxetinu.
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5.2 Puada

5.2.1 Obsah léciv v pudé

Nasledujici grafy obsah( 1é¢iv ukazuji mnozstvi 1éCiva v padé v poslednim méreném Case
(T3). V grafu jsou znazornéné smérodatné odchylky formou chybovych tsecek.

Obsah karbamazepinu v padé v ¢ase T3
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Graf 3: Obsah karbamazepinu v padé po sklizni (v ¢ase T3)

Nejvyssi obsahy karbamazepinu byly zjistény u kontrolni varianty bez rostliny. Tato
varianta si byla vysledky podobna jen s variantou Phanerochaete a Irpex bez rostliny kukufice.

Mezi zbylymi variantami nebyl statisticky vyznamny rozdil.
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Graf 4: Obsah tramadolu v pudé v ¢ase T3

36



Vv Vv

U tramadolu jsou vysledky dat rGznorodé;jsi. Nejvyssi zastoupeni IéCiva je u varianty
Phanerochaete s rostlinou kukufice. Nejnizsi obsahy tramadolu byly namérené u varianty
Pleurotus bez rostliny.
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Graf 5: Obsah venlafaxinu v pudé v ¢ase T3

V pripadé obsaht venlafaxinu v uvedenych variantach neni statisticky vyznamny rozdil.
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Graf 6: Obsah sulpiridu v plidé v ¢ase T3
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Nejvy$si obsahy sulpiridu jsou u varianty kontrolni s rostlinou kukufice. U varianty bez
rostliny kukufice se vysledky statisticky lisi pouze u kontrolni varianty. U varianty s rostlinou
kukuFice jsou hodnoty statisticky bez vyznamného rozdilu.

Obsah fluoxetinu v padé v ¢ase T3
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Graf 7: Obsah fluoxetinu v ptidé v ¢ase T3

Z grafu 7 je patrné, Ze obsahy fluoxetinu v jednotlivych variantach nejsou statisticky
rozdilné.
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5.2.2 Zhodnoceni dat pomoci vicefaktorové ANOVY

Pouziti vicefaktorové ANOVY pfi opakovanych mérenich za ucelem ziskani vysledkt, zda
rostlina kukufice/houba podpofila degradaci mikropolutantd v plidé. V analyze byl bran ohled
na tfi faktory a témi jsou houba, rostlina a ¢as. Hodnota P zde ukazuje miru prlikaznosti
ovlivnéni danym faktorem.

AMOWVA, pfi opakovanych méfenich (karbamazepin)|

Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupné PC F p

Efekt volnosti
Abs. €len 63,16968 1| 63,16968) 4044636 0,000000
rostlina 0,00358 1 0,00358 0,229 0.,640634
houba 0,06032 1 0,06032 3,861 0,073002
rostlina*houba 0,02701 1 0,02701 1,728 0,2131583
Chyba 0.18748 12 0.01562
T 0,05926 2 0,02963 0,859 0.436331
T*rostlina 0,30574 2 0,15287 44300 0,023044
T*houba 0,08341 2 0,04171 1,208 0,316153
T*rostlina*houba 0,21098 2 0,10549 3,057 0,065663
Chyba 0,82821 24 0,03451

Obrazek 4: Statické zhodnoceni dat pldy, karbamazepin (Pleurotus)

ANOVA pfi opakovanych méfenich (karbamazepin)

Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy]

SC Stupné PC F p

Efekt volnosti
Abs. Elen 65,05765 1) 65,05765) 2348.025| 0,000000
Rostlina 0,02226 1 0,02226 0.803 0.387742
Houba 0.,01663 1 0.,01663 0.600 0.453483
Rostlina*Houba 0.00563 1 0.00563 0.203 0.660298
Chyba 0.33249 12 0.02771
i 0,10348 2 0,05174 1,742 0,196530
T*Rostlina 0.45612 2 0,22806 7,680/ 0,002642
T*Houba 0,12912 2 0,06456 2,174 0,135600
T*Rostlina*Houba 0,11144 2 0,05572 1,876 0174927
Chyba 01269 24 0.02970

Obrdzek 5: Statické zhodnoceni dat pldy, karbamazepin (/rpex)

IANOVA pfi opakovanych méfenich (Karbamazepin)[

Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

sC Stupné PC F P

Efekt volnosti
Abs. len 62,63489 11 62,63489 4772666 0,000000
rostlina 0.05900 1 0.05900 4496 0.055509
houba 0,07872 1 0.07872 5998 0,030640
rostlina*houba 0.00035 1 0.00035 0,027 0.873053
Chyba 0.15748 12 0.01312
T 0.05397 2 0.02698 1428 0259536
T*rostlina 0.30574 2 0,15287 8,088 0.002065
T*houba 0,09040 2 0,04520 2392 0,112953
T*rostlina*houba 0,20885 2 0.10442 5,625/ 0,010626
Chyba 0.45363 24 0.01890

Obrazek 6: Statické zhodnoceni dat pldy, karbamazepin (Phanerochaete)
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V pfipadé houby Pleurotus a Irpex ovlivnila koncentrace karbamazepinu pouze rostlina

kukufice sohledem na casové hledisko. Analyza prokazala ovlivnéni koncentraci
karbamazepinu houbou Phanerochaete. Rostlina pfi zanedbani ¢asového hlediska zde nema

vliv. V opac¢ném pripadé doslo k ovlivnéni jak houbou Phanerochaete, tak rostlinou.

AMOVA pii opakovanych méfenich (Tramadal]

Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupné PC F p

Efekt volnosti
Abs. Elen 16,93285 1| 16,93285 1660476  0,000000
rostlina 0,16346 1 0,16346 16,029 0,001750
houba 0,06533 1 0,06533 6,406/ 0026370
rostlina*houba 0,01366 1 0,01366 1,339 0,269666
Chyba 012237 12 0.01020
T 0,04223 2 002112 4,425 0,023130
T*rostlina 0,02613 2 0,01306 2,737 0,084952
T*houba 0,02052 2 0,01026 2150  0,138363
T*rostlina*houba 0,03318 2 0,01659 3,476 0047222
Chyba 0,11454 24 0.,00477

Obrazek 7: Statické zhodnoceni dat pldy, tramadol (Pleurotus)

ANOWA pfi opakovanych méfenich (Tramadol)

Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupné PC F p

Efekt volnosti
Abs. Elen 17.55090 1| 17.,55090) 1990,567  0.000000
Rostlina 0,22449 1 0,22449 25,461 0.000286
Houba 0.03282 1 0,03282 3,722 0.077668
Rostlina®™Houba 0,03474 1 0,03474 3,940 0.070503
Chyba 0.10580 12 0.00882
T 0,02902 2 0.01451 3,136/ 0.061689
T*Rostlina 0,02938 2 0,01469 3174 0.059843
T*Houba 0.01331 2 0,00665 1,437 0.257266
T*Rostlina*Houba 0.02158 2 0.01079 2,332 0,118742
Chyba 0.11108 24 0.00463

Obrdzek 8: Statické zhodnoceni dat pudy, tramadol (/rpex)

IANOVA pfi opakovanych méfenich (Tramadol)

Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

sC Stupné PC F P

Efekt volnosti
Abs. Elen 18,32910 1 18,32910 3298403 0.000000
rostlina 0,10706 1 0.10706 19.265| 0,000882
houba 0,00797 1 0,00797 1435 0,254089
rostlina*houba 0,00158 1 0,00158 0,285 0,603472
 Chyba 0.06668 12 0.00556
i 0,04567 2 0.02283 5682 0.009544
T*rostlina 0,02392 2 0,01196 2977 0,070011
T*houba 0,03285 2 0,01642 4,087 0,029671
T*rostlina*houba 0,03416 2 0,01708 4,250 0,026297
Chyba 0.09644 24 0.00402

Obrazek 9: Statické zhodnoceni dat pldy, tramadol (Phanerochaete)

U houby Pleurotus doslo k ovlivnéni obsahu tramadolu vlivem houby i rostliny. U Irpexu
nebyl vliv prokazan. Vliv na obsah |éCiva méla pouze rostlina pfi zanedbani ¢asu. U

40



Phanerochaete bez ohledu na ¢as nedoslo k ovlivnéni houbou, ale pouze rostlinou. Pfi

zohlednéni ¢ Slo k ovlivnénih lin

AMNOWVA pfi opakovanych méfenich (Venlafaxin)

Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupné PC F p

Efekt volnosti
Abs. Elen 4376042 1| 43,76042| 1462,739) 0.000000
rostlina 000017 1 0,00017 0,006  0.941864
houba 0,04096 1 0,04096 1,369  0.264689
rostlina*houba 0,00030 1 0,00030 0,010 0.921766
Chyba 0.35900 12 0,02992
T 0,18582 2 0,09291 10,166/ 0,000634
T*rostlina 0,01718 2 0,00859 0,940 0404550
T*houba 0105622 2 0,05261 5,757 0.009075
T*rostlina*houba 0,03706 2 0,01853 2,027 0.,153610
Chyhba 0,21933 24 0,00914

Obrazek 10: Statické zhodnoceni dat pady, Venlafaxin (Pleurotus)

ANOVA pfi opakovanych méfenich (Venlafaxin)

Sigma-omezend parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

sc Stupné PC F p

Efekt volnosti
Abs. Elen 4545443 1) 4545443 4331128 0,000000
Houba 0,00571 1 000571 0.544  0.474978
Rostlina 0,01455 1 0,01455 1,386 0.261834
Houba*Rostlina 0,00817 1 0.,00817 0,779 0.3948%4
Chyba 012584 12 0.01049
T 0,22156 2 011073 9,832 0.000760
T*Houba 0,08568 2 0.04284 3,802 0.036774
T*Rostlina 0,02463 2 0,01231 1093 0.351321
T*Houba*Rostlina 004043 2 0,02024 1,796 0.187433
Chyba 0,27041 24 0,01127

Obrdazek 11: Statické zhodnoceni dat pUdy, Venlafaxin (/rpex)

ANOVA pii opakovanych méfenich (Venlafaxin)

Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupné PC F p

Efekt volnosti
Abs. ¢len 46,30304 1 46,30304 3623485/ 0,000000
rostlina 0.03359 1 0,03359 2628 0.130929
houba 0.00017 1 0,00017 0,013 0,910953
rostlina*houba 0,02342 1 0,02342 1,833 0,200738
 Chyba 0.15334 12 0.01278
[] 0.20350 2 0.10175 9.050 0,001178
T*rostlina 0,02868 2 0,01434 1,276,  0,297500
T*houba 0,08413 2 0,04206 3,741 0,038519
T*rostlina*houba 0.06507 2 0.03253 2,894 0.074841
Chyba 0.26983 24 0,01124

Obrazek 12: Statické zhodnoceni dat pady, Venlafaxin (Phanerochaete)

V tomto pripadé doslo k ovlivnéni koncentraci venlafaxinu pouze v pfipadé houbovych
substratl a zohlednéni ¢asu.
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ANOVA pfi opakovanych méfenich (Sulpirid)

Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

sC Stupné PC F p

Efekt volnosti
Abs. Elen 24 63351 1| 2463351 2517.996) 0.000000
rostlina 0,15423 1 0,15428 16,770/ 0,001856
houba 0,05398 1 0,05398 5,517 0,036786
rostlina*houba 0,00854 1 0,00854 0,673  0,368620
Chyba 0.11740 12 0.00978
T 0,00123 2 0,00084 0,130 0.878816
T*rostlina 0,01499 2 0,00750 1,517 0.239747
T*houba 0,03004 2 0,01502 3,040 0,066580
T*rostlina*houba 004718 2 0,02359 4774 0,017975
Chyba 0,11861 24 0,00494

Obrazek 13: Statické zhodnoceni dat pudy, sulpirid (Pleurotus)

AMNOVA pfi opakovanych méfenich (Sulpirid)

Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupné PC F P
Efekt volnosti
Abs. Elen 2464890 1| 24648900 4031149 0,000000
Rostlina 0,14098 1 0,14098 23.066| 0,000432
Houba 0,05326 1 0,05326 8,710 0,012116
Rostlina*Houba 0.00564 1 0,00564 0,922 0,355827
Chyba 007338 12 0.00611
T 0,00720 2 0,00360 0,792 0,464538
T*Rostlina 0.01133 2 0,00566 1,245 0,305864
T*Houba 0,03475 2 0,01738 3,820 0,036274
T*Rostlina*Houba 0.01755 2 0.00878 1,930/ 0.167062
Chyba 0,10916 24 0,00455
Obrdazek 14: Statické zhodnoceni dat pUdy, sulpirid (/rpex)

ANOVA pii opakovanych méfenich (Sulpiridh

Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupné PC F p

Efekt volnosti
Abs. Clen 25,40510 1 2540510 5341153 0,000000
rostlina 0.06254 1 0.06254 17.354|  0,001309
houba 0,02409 1 0,02409 5,064 0,043976
rostlina*houba 0,00017 1 0,00017 0,036 0,852787
 Chyba 0.05708 12 0.00476
T 0,01095 2 0,00547 1,614  0.219958
T*rostlina 0,00276 2 0,00138 0406 0670626
T*houba 0,02888 2 0,01444 4,258 0,026134
T*rostlina*houba 0,08008 2 0,04004 11,807 0,000269
Chyba 0.08139 24 0.00339

Obrazek 15: Statické zhodnoceni dat puady, sulpirid (Phanerochaete)

Na prikaznost ovlivnéni koncentraci sulpiridu méla vliv houba i rostlina.
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AMOWA pfi opakovanych méfenich (Fluoxetin

Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupné PC F p

Efekt volnosti
Abs. Elen 7.490939 1| 7.49093%| 21577200 0,000000
rostlina 0.002294 1] 0,002294 0.661 0.432073
houba 0,008595 1 0,008595 2476 0141602
rostlina*houba 0,002123 1 0,002123 0.611  0.4458400
Chyba 0.041660 121 0.003472
T 0,011732 2 0005566 1,631 0,216629
T*rostlina 0,017884 2 0.008942 2487 0104364
T*houba 0,011774 2 0.005887 1,637 0.215515
T*rostlina*houba 0,007358 2 0.003679 1,023 0,374637
Chyba 0,086302 24 0,003596

Obrazek 16: Statické zhodnoceni dat pady, fluoxetin (Pleurotus)

ANOWVA pii opakovanych mérenich (Fluoxetin)
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
SC Stupné PC F p
Efekt volnosti
Abs. Elen 7,796864 1| 7.796864 2626107 0,000000
Rostlina 0,000006 1/ 0,000008 0,002 0,965633
Houba 0,001397 1) 0.001397 0,471 0505747
Rostlina*Houba 0,008386 1/ 0.008386 2825  0,118650
Chyba 0,035628 12]  0.002969
T 0,033745 2 0,016873 6,581 0,005263
T*Rostlina 0,004458 2 0.002229 0,869 0431975
T*Houba 0,001818 2 0.,000909 0,355 0,705084
T*Restlina*Houba 0,01172 2 0.005856 2.284 0123568
Chyba 0,061528 24 0,002564
Obrdzek 17: Statické zhodnoceni dat pldy, fluoxetin (/rpex)
ANOVA pii opakovanych méfenich (Fluoxetin)
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
sC Stupné PC F p
Efekt volnosti
Abs. Clen 7,772304 1| 7.772304 3690,188| 0,000000
rostlina 0.002027 1 0,002027 0,962 0.345971
houba 0,001746 1 0,001746 0,829 0,380542
rostlina*houba 0,002396 1 0,002396 1,138 0,307107
Chyba 0,025274 12 0.002106
il 0.020562 2| 0,010281 4252 0,026253
T*rostlina 0,007001 2 0,003500 1,448 0,254904
T*houba 0,011511 2 0005755 2,381 0,113992
T*rostlina*houba 0,017409 2 0008704 3,600 0,042914
Chyba 0.058025 24 0,002418

Obrazek 18: Statické zhodnoceni dat pudy, fluoxetin (Phanerochaete)
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U fluoxetinu nebylo prikaznost ovlivnéni houbou Phanerochaete a rostlinou samostatné
prokazana. K ovlivnéni obsah( doslo pouze v kombinaci houby Phanerochaete, rostliny a ¢asu.
U houby Pleurotus a Irpex nebyl prokdzan vliv na koncentrace fluoxetinu v padé.

5.3 Podil odstranénych léciv

Mnozstvi léCivv ng | Podil zbylych IéCivv | Podil odstranénych
aplikované do nadoby padé v % |éCiv z pady v %
Karb i
arbamazepin 6327.9 7 3
Venlafaxi
enataxin 12892,8 33 67
T dol
ramaco 4360,8 97 3
Sulpirid
Sl 6114,6 69 31
Fluoxetin
3981,6 106 -6

Tabulka 9: Primérny souhrny podil odstranénych IéCiv z pady v %

Aplikovalo se 1 kg Cerstvého kalu na nadobu. Kal mél susinu 23,7 %

ZvypocCtu je patrné, Ze nejvyssi podil odstranénych léciv z pudy byl v pripadé
venlafaxinu. TaktéZ jeho aplikacni davka byla nejvyssi. Naopak tramadol byl odstranén jen

minimalné a témér veskeré mnozstvi tramadolu aplikované ve formé kaluzlstalo v ptidé i po
sklizni kukufrice. Fluoxetin nebyl odstranén vibec.
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5.4 Pudniroztok

Padni roztok — Karbamazepin — bez rostliny kukufrice
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Graf 8: Koncentrace karbamazepinu v pldnim roztoku bez rostliny kukufice

Pudni roztok — Karbamazepin — s rostlinou kukufice
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Graf 9: Koncentrace karbamazepinu v pldnim roztoku s rostlinou kukufice
V pldnim roztoku doslo v pfipadé karbamazepinu ke snizeni koncentraci léciva

v poslednim méreném case ve viech houbovych variantach. Vyjimka byla u varianty s kukufici
s houbou Phanerochaete, kde doslo u T5 k mirnému zvySeni koncentrace karbamazepinu.
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Padni roztok — Tramadol — bez rostliny kukufrice
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Graf 10: Koncentrace tramadolu v pidnim roztoku bez rostliny kukufice
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Graf 11: Koncentrace tramadolu v padnim roztoku s rostlinou kukurice
Koncentrace tramadolu v pidnim roztoku se v pripadé nddobového pokusu bez rostliny

kukufice kolisavé stridaly. V pfipadé péstovani s rostlinou kukufice hodnoty koncentraci zprvu
vyrazné poklesly, nakonec se mirné zvysily.
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PUdni roztok — Venlafaxin — bez rostliny kukufice
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Graf 12: Koncentrace venlafaxinu v plidnim roztoku bez rostliny kukutice
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Graf 13: Koncentrace venlafaxinu v pudnim roztoku s rostlinou kukufice

Venlafaxin v pddnim roztoku mél v pfipadé varianty bez rostliny kukufice klesajici trend.
Koncentrace venlafaxinu v druhém pfipadé nejprve poklesly a v ¢ase T5 se zacaly zvySovat.
Nejvyssi rozdily zvySeni koncentraci byl zaznamendam u kontrolni varianty (pGda + kal) a
varianty s houbou Irpex.
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Padni roztok — Sulpirid — bez rostliny kukufice
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Graf 14: Koncentrace sulpiridu v ptidnim roztoku bez rostliny kukuftice
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Graf 15: Koncentrace sulpiridu v ptidnim roztoku s rostlinou kukuftice
Koncentrace sulpiridu v ptidnim roztoku byly v obou variantach zprvu vyssi s naslednym
spadem. Pokles koncentraci pokracoval ddle ve varianté s rostlinou kukufice, bez rostliny

kukufice naopak. V ¢ase T5 v obou variantach doslo ke zvyseni koncentraci sulpiridu.

V ptipadé fluoxetinu byly koncentrace latky v pidnim roztoku pod mezi detekce, <10
pg/ml.
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5.5 Podil pfistupnych léciv v padnim roztoku

Cilem tohoto vypoctu je zhodnoceni, jakd ¢ast mikropolutantl je po aplikaci kalu
dostupnd rostlindm. Do kazdé nadoby bylo aplikovano 237 g susiny kalu, avSak v cerstvé
podobé.

Vypocet aplikované davky IéCiv na nddobu (viz tabulka 10) byl ziskan souc¢inem aplikacni
davky susiny kalu (237 g susiny kalu) a obsahem léciva v aplikovaném kalu v ng/g susiny pro
kazdou latku zvlast.

Ptistupny podil (tabulka 11) byl vypocitan soucinem priimérnych koncentraci z pidniho
roztoku pro kazdou variantu zvlast a Cislem 1612 ml vody. Tim byl ziskan vysledek, kolik IéCiva
je pritomno v pldnim roztoku. Tato hodnota byla dédle vydélena aplikovanou davkou Iéciv na
nadobu z tabulky 10 pro kazdé léCivo. Zavécna hodnota byla pfepoctena na procenta.

Obsahy Iéciv v aplikovaném kalu byly nasleduijici:
Karbamazepin: 26,7 ng/g susiny
Venlafaxin: 54,4 ng/g susiny
Tramadol: 18,4 ng/g susiny
Sulpirid: 25,8 ng/g susiny
Fluoxetin: 16,8 ng/g susiny

Karbamazepin 6327,9 ng/nadoba
Venlafaxin 12892,8 ng/nadoba
Tramadol 4360,8 ng/nadoba

Sulpirid 6114,6 ng/nadoba
Fluoxetin 3981,6 ng/nadoba

Tabulka 10: Aplikovand ddvka Iéciv na nadobu (ng)
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Karbamazepin | Tramadol | Venlafaxin | Sulpirid

Lécivo a varianta (%) (%) (%) (%)
Kontrolni bez rostliny 2,033 2,493 0,278 1,042
Pleurotus bez rostliny 1,900 2,001 0,267 0,724
Phanerochaete bez rostliny 2,050 2,278 0,273 0,816
Irpex bez rostliny 2,050 2,292 0,267 0,860
Kontrolni s rostlinou 2,423 2,750 0,209 0,825
Pleurotus s rostlinou 2,075 1,971 0,208 0,637
Phanerochaete s rostlinou 2,508 2,309 0,239 0,754
Irpex s rostlinou 2,529 2,202 0,226 0,756

Tabulka 11: Pfehled hodnot pfistupného podilu léCiv v procentech (primér vsech ¢asu)

Dostupnost karbamazepinu v pldnim roztoku —

bez rostliny
3,5
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5 :
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Graf 16: Dostupnost karbamazepinu v pudnim roztoku (bez rostliny)

50



Dostupnost karbamazepinu v plidnim roztoku —s
rostlinou
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Graf 17: Dostupnost karbamazepinu v plidnim roztoku (s rostlinou)

Bylo prokazano, Ze dostupnost karbamazepinu v pldnim roztoku ve varianté bez
rostliny kukufice s ¢asem klesa. S rostlinou kukufice dostupnost léciva nepatrné vzrostla.

Dostupnost tramadolu v pldnim roztoku — bez
rostliny
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Graf 18: Dostupnost tramadolu v pddnim roztoku (bez rostliny)
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Dostupnost tramadolu v padnim roztoku —s

rostlinou
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Graf 19: Dostupnost tramadolu v pldnim roztoku (s rostlinou)
Dostupnost tramadolu z vysledného grafu ukazuje na podobny trend jako v pripadé

karbamazepinu. Ve varianté bez rostliny kukurice dostupnost latky postupem casu kles3,
v pfitomnosti rostliny je tomu naopak.

Dostupnost venlafaxinu v plidnim roztoku — bez

rostliny
0,6
0,5
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e KONtroIN| === Pleurotus === Phanerochaete Irpex e

Graf 20: Dostupnost venlafaxinu v pddnim roztoku (bez rostliny)
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Dostupnost venlafaxinu v pidnim roztoku —s
rostlinou
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Graf 21: Dostupnost venlafaxinu v padnim roztoku (s rostlinou)

| vtomto pripadé je interpretace dat podobnad s karbamazepinem a tramadolem.

Dostupnost sulpiridu v pidnim roztoku — bez
rostliny

8 29 55 75 97 111
Pocet dni po zaloZeni pokusu

e KONtroINi === Pleurotus === Phanerochaete Irpex

Graf 22: Dostupnost sulpiridu v piidnim roztoku (bez rostliny)

53



Dostupnost sulpiridu v piidnim roztoku — s

rostlinou
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Graf 23: Dostupnost sulpiridu v pddnim roztoku (s rostlinou)
Dostupnost sulpiridu v padnim roztoku se nepatrné zvysuje v obou variantach.

V pripadé fluoxetinu nebylo mozné zjistit dostupnost latky v pidnim roztoku, nebot
koncentrace latky byly pod mezi detekce (< 10 pg/ml)
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5.6 Vynos biomasy rostlin

g susiny na nadobu Koren Stonek List Zrno
70,318 90,105 + 109,290 + 76,335 £
Kontrolni +13,386 AB 11,140 A 9,591 B 10,167 A

48,403 62,930 90,055 + 71,685 +
Pleurotus 5,556 A 10,587 B 4,957 A 13,369 A

66,858 + 87,970 £ 98,880 + 75,390 +
Phanerochaete 8,814 AB 5,390 A 6,236 AB 9,589 A

83,088 + 81,900 = 99,983 + 71,180 +
Irpex 9,543 B 1,389 AB 2,602 AB 5,338 A

1102,92
898,68
1048.96 (g susiny na nadobu)
1012,25
Suma celkové biomasy pro
kontrolni variantu
A 1384,19
Suma celkové biomasy pro
Pleurotus 1092,29
A
Suma celkové biomasy pro
Phanerochaete 1316,39
A
Suma celkové biomasy pro
Irpex
A 1344,6

Tabulka 12: Primérny vynos biomasy rostlin v g susiny na nadobu se statistikou odliSnosti
mezi variantami a sumy nadzemni a celkové biomasy pro jednotlivé varianty
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Nejvyssi vynos kofene byl u varianty s houbou Irpex. U stonku, listu a zrna byl nejvyssi
vynos u kontrolni varianty, tedy varianty bez houbového substratu. Suma nadzemni a celkové
biomasy se statisticky nelisSila mezi sledovanymi variantami.

Z vysledné tabulky vyse je patrné, Ze vynos korene byl podobny, s vyjimkou srovnani
varianty Pleurotus a Irpex, kdy byl vynos kofene statisticky rozdilny. Vynos stonku u varianty
Pleurotus se statisticky liSil od varianty kontrolni a Phanerochaete. U listu si vysledky dat byly
podobné, vyjma varianty kontrolni a Pleurotus, kde byl potvrzen statisticky vyznamny rozdil.

Vysledky statistiky porovnani vynosu u zrna ukdazaly, Ze zde neni statisticky vyznamny rozdil
mezi sledovanymi variantami.
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5.7 Obsahy léCiv v biomase

Tabulky 13 — 16 ukazuji primérné obsahy léCiv nalezené v biomase pro sledované varianty
v kofeni, stonku, listu a zrnu. Do vysledk( je promitnuta smérodatna odchylka pro jednotliva data.

Koren (ng/g) Karbamazepin | Tramadol | Venlafaxin | Sulpirid | Fluoxetin

0,180+ | 0,215+

Varianta bez houby | 0,379 2 0,080 0,026 0,082 1] 0
0,077+ | 0,025+

Phanerachaete 0,247 £0,039 0,050 0,025 1] 0
0,112+ | 0,054+

Pleurotus 0,289+0,154 | 0,059 0,080 0 D
0,122+ | 0,196+

Irpex 0,251%0,081| 0,010 0,039 0 0

Tabulka 13: Primérné koncentrace IéCiv v biomase + smérodatna odchylka (koren)

stonek (ng/g) Karbamazepin | Tramadol | Venlafaxin | Sulpirid | Fluoxetin

0,299 +

Varianta bez houby | 0,201 20,127 0,063 1] 1] 0
0,325+

Phanerochaete 0,229 £ 0,014 0,062 0 0 0
0,335 +

Pleurotus 0,249+0,021 | 0,065 0 0 0
0,265 +

Irpex 0,252 £0,147 0,063 0 0 a

Tabulka 14: Primérné koncentrace |éCiv v biomase + smérodatna odchylka (stonek)

List (ng/g) Karbamazepin | Tramadol | Venlafaxin | Sulpirid | Fluoxetin

1,255+ | 0,178+

Varianta bez houby | 2,410 £0,191 0,255 0,185 0 a
0,819+ | 0,182+

Phanerochaete 1,611 £ 0,189 0,120 0,090 0 0
0,819+ | 0,157 +

Pleurctus 1,458 0,225 | 0,064 0,111 0 0
0,789+ | 0,145+

Irpex 1,904+0,217 | 0,048 0,151 0 0

Tabulka 15: Prlmérné koncentrace |éCiv v biomase + smérodatna odchylka (list)

Zmo [(ngfg) Karbamazepin | Tramadol| Venlafaxin | Sulpirid | Fluoxetin
Varianta bez houby <NLOD 0 0 0 0
Phanerochaste 0 1] 0 o] a0
Pleurotus 0 0 0 1] 0
Irpex 0 4] 0 ] 0

<MLOD pod mezi detekce
Tabulka 16: Primérné koncentrace IéCiv v biomase + smérodatna odchylka (zrno)

57



V kofeni mél nejvyssi zastoupeni karbamazepin. Pro karbamazepin, tramadol a
venlafaxin byly nejvyssi koncentrace zjiSténé v kontrolni varianté, tedy varianté bez houby.
Koncentrace pod mezi detekce byly v kofeni u lé¢iva sulpirid a fluoxetin. Ve stonku bylo nejvice
tramadolu ze sledovanych Ié¢iv. Pod mezi detekce pak byly koncentrace u venlafaxinu,
sulpiridu a fluoxetinu. V listu byly nejvyssi koncentrace karbamazepinu a sulpirid s fluoxetinem
opét pod mezi detekce. Ve zrnu kukufice byla vSechna léciva zjiSténa pod mezi detekce.

5.8 Obsah léciv nalezené v biomase z celkového mnozstvi aplikovanych léciv

Karbamazepin koren stonek list zrno

Kontrolni 18,245 261,824

varianta 25,688 + 3,092 + 10,893 + 13,169 0
15,540 130,497

Pleurotus 13,758 + 6,574 + 2,325 + 16,275 0
20,122 158,291

Phanerochaete 16,228 £ 1,826 + 1,353 +12,069 0
20,593 190,656

Irpex 20,638 + 6,219 + 12,039 124,643 0

Tabulka 17: Primérné hodnoty (+ smérodatna odchylka) odbéru karbamazepinu biomasou
v ng

Nejvyssi odbér lééiva karbamazepin byl v pfipadé listu ve vSech variantach. Bylo
potvrzeno, Ze nejvyssSi odbér byl zjistén u kontrolni varianty. Houbové varianty
nepredstavovaly mezi sebou vyznamny rozdil. Hodnoty pod mezi detekce byly pak zjistény u
zrna kukutice. Koren a stonek v porovnani se studovanymi variantami mél vysledky viceméné
podobné. U odbéru karbamazepinu stonkem byly zjisténé hodnoty v podstaté stejné.
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RozloZeni obsahu (ng/nadoba)
karbamazepinu v kontrolni varianté

= Koren Stonek = List

Graf 24: Rozlozeni obsahu karbamazepinu v rostliné pro kontrolni variantu

RozloZeni obsahu (ng/nadoba)
karbamazepinu ve varianté Pleurotus

= Koren Stonek = List

Graf 25: RozloZeni obsahu karbamazepinu v rostliné pro variantu Pleurotus

RozloZeni obsahu (ng/nadoba)
karbamazepinu ve varianté Phanerochaete

= Koren Stonek = List

Graf 26: RozloZeni obsahu karbamazepinu v rostliné pro variantu Phanerochaete

RozloZeni obsahu (ng/nadoba)
karbamazepinu ve varianté Irpex

= Koren Stonek = List

Graf 27: Rozlozeni obsahu karbamazepinu v rostliné pro variantu /rpex
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Tramadol kofen stonek list zrno

134,698

Kontrolni varianta 12,354 + 1,052 26,541 + 4,563 +14,778 0
74,046

Pleurotus 5,218 + 2,393 21,389 £ 6,533 +9,713 0
81,375

Phanerochaete 7,820 + 3,485 28,620 £ 6,011 + 14,539 0
79,015

Irpex 10,098 + 1,360 22,088 £ 5,260 +6,651 0

Tabulka 18: Primérné hodnoty (+ smérodatnd odchylka) odbéru tramadolu biomasou v ng

| zde plati v pfipadé listu a zrna tvrzeni z vysledk( karbamazepinu. S tim rozdilem, Ze u
kontrolni varianty byl odbér listem takfka dvojndsobny v porovnani s variantami s houbovym

evvs

odbér tramadolu v ptipadé varianty Pleurotus a Phanerochaete. Co se stonku tyce, nebyl
potvrzen rozdil mezi jednotlivymi variantami.
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RozloZeni obsahu (ng/nadoba) tramadolu v
kontrolni varianté

&

= Kofen = Stonek = List
Graf 28: RozlozZzeni obsahu tramadolu v rostliné pro kontrolni variantu

RozloZeni obsahu (ng/nadoba) tramadolu ve
varianté Pleurotus

&

= Koren Stonek = List

Graf 29: RozloZeni obsahu tramadolu v rostliné pro variantu Pleurotus

RozloZeni obsahu (ng/nadoba) tramadolu ve
varianté Phanerochaete

¢

= Koren Stonek = List

Graf 30: RozloZeni obsahu tramadolu v rostliné pro variantu Phanerochaete

RozloZeni obsahu (ng/nadoba) tramadolu ve
varianté Irpex

= Koren Stonek = List

Graf 31: RozloZzeni obsahu tramadolu v rostliné pro variantu Irpex

61



Venlafaxin koren stonek list Zrno

Kontrolni varianta 15,151+ 7,412 0 18,028 + 17,074 0

Pleurotus 2,446 + 3,515 0 14,018 £ 9,735 0
Phanerochaete 1,656 + 1,624 0 18,674 + 7,873 0
Irpex 16,602+ 4,710 0 14,554 + 14,962 0

Tabulka 19: Primérné hodnoty (+ smérodatnd odchylka) odbéru venlafaxinu biomasou v ng

Nulovy odbér venlafaxinu byl potvrzen u stonku a zrna. Srovnatelny odbér kofenem byl
v pfipadé kontrolni varianty s Irpex a Pleurotus s Phanerochaete. U listu se vysledky vyznamné

nelisily.
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RozloZeni obsahu (ng/nadoba) venlafaxinu
v kontrolni varianté

= Kofen = List

Graf 32: RozloZzeni obsahu karbamazepinu v rostliné pro kontrolni variantu

RozloZeni obsahu (ng/nadoba) venlafaxinu
ve varianté Pleurotus

p

= Kofen = List
Graf 33: RozloZeni obsahu karbamazepinu v rostliné pro variantu Pleurotus

RozloZeni obsahu (ng/nadoba) venlaxinu ve
varianté Phanerochaete

y

= Kofen = List
Graf 34: Rozlozeni obsahu karbamazepinu v rostliné pro variantu Phanerochaete

RozloZeni obsahu (ng/nadoba) venlafaxinu
ve variante Irpex

= Kofen = List

Graf 35: RozloZeni obsahu karbamazepinu v rostliné pro variantu Irpex
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Sulpirid koren stonek list zrno
Kontrolni
varianta 0 0 0 0
Pleurotus 0 0 0 0
Phanerochaete 0 0 0 0
Irpex 0 0 0 0
Tabulka 23: Primérné hodnoty odbéru sulpiridu biomasou v ng
Fluoxetin koren stonek list zrno
Kontrolni
varianta 0 0 0 0
Pleurotus 0 0 0 0
Phanerochaete 0 0 0 0
Irpex 0 0 0 0

Tabulka 20: Prlmérné hodnoty odbéru fluoxetinu biomasou v ng

Pro obé léciva (sulpirid, fluoxetin) plati stejné tvrzeni. Byly zjiStény nulové odbéry
biomasou ve vSech studovanych variantach.
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5.9 Tendence mikropolutantti k prestupu do rostlin

Karbamazepin

Koncentrace v kofeni

Koncentrace v ptdé

Biokoncentracni

ng/g (ng/g) faktor

Kontrolni 0,379 0,946 0,400
Phanerochaete 0,247 1,023 0,241
Pleurotus 0,289 0,986 0,293
Irpex 0,251 0,953 0,264

Tabulka 21: Biokoncentracni faktor (karbamazepin)

Tramadol

Koncentrace v kofeni

Koncentrace v ptdé

Biokoncentracni

ng/g (ng/g) faktor

Kontrolni 0,180 0,597 0,302
Phanerochaete 0,077 0,585 0,132
Pleurotus 0,112 0,638 0,175
Irpex 0,122 0,631 0,193

Tabulka 22: Biokoncentracni faktor (tramadol)

Koncentrace v kofeni

Koncentrace v ptdé

Biokoncentracni

Venlafaxin ng/g (ng/e) faktor
Kontrolni 0,215 1,078 0,199
Phanerochaete 0,025 0,948 0,026
Pleurotus 0,054 0,960 0,056
Irpex 0,196 0,960 0,205

Tabulka 23: Biokoncentracni faktor (venlafaxin)

Pomérem koncentraci bylo zjisténo, ze biokoncentracni faktor je u karbamazepinu

podobny,

biokoncentracniho faktoru. Nejvy$si hodnotu ma i u léciva tramadol a venlafaxin. Tato
hodnota znamena, v jaké mife prechazi |éCivo z pudy do korene. U sulpiridu a fluoxetinu do
kofene neprechdzi vibec. Celkové Ize shrnout, Ze karbamazepin ma ze sledovanych [éciv

vyznamné se

liSi pouze kontrolni varianta,
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. Koncentrace v listu Koncentrace v koreni Translokacni
Karbamazepin
ng/g ng/g faktor
Kontrolni 2,410 0,379 6,365
Phanerochaete 1,611 0,247 6,526
Pleurotus 1,458 0,289 5,044
Irpex 1,904 0,251 7,579

Tabulka 24: Translokacni faktor (karbamazepin)

Koncentrace v listu Koncentrace v koreni Translokacni
Tramadol
ng/g ng/g faktor
Kontrolni 1,255 0,180 6,951
Phanerochaete 0,819 0,077 10,633
Pleurotus 0,819 0,112 7,323
Irpex 0,789 0,122 6,485

Tabulka 25: Translokaéni faktor (tramadol)

. Koncentrace v listu Koncentrace v koreni Translokacni
Venlafaxin
ng/g ng/g faktor
Kontrolni 0,178 0,215 0,829
Phanerochaete 0,192 0,025 7,639
Pleurotus 0,157 0,054 2,910
Irpex 0,145 0,196 0,739

Tabulka 26: Translokaéni faktor (venlafaxin)

Translokacni faktor udava, jak prechazi lé¢ivo z kofene rostliny do biomasy (listu)
rostliny kukufice. Vysledky ukazuji, Ze nejvice prechdzi do biomasy tramadol v houbové
varianté Phanerochaete a nejméné, respektive vibec u latek sulpirid a fluoxetin.
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6 Diskuze

Cilem experimentu bylo zjistit, zda se sledované mikropolutanty (karbamazepin,
tramadol, venlafaxin, sulpirid, fluoxetin) nachazejici v ptidé vlivem pridavku Cistirenského kalu
uvolnuji do pudniho roztoku. Dale také, zda rostliny kukufice jednotlivé mikropolutanty
prijimaji a v jaké mife budou nasledné pritomné ve sklizni (koren, stonek, list, zrno). Cilem bylo
také potvrdit ¢i vyvratit, zda doslo k podpore degradace mikropolutantli v pfipadé pritomnosti
rostliny kukufice v nddobé ¢i houbového substratu.

Antiepileptické léCivo karbamazepin je v Zivotnim prostfedi hojnym kontaminantem a je
pomérné tézko odbouratelny. Mejias et al., 2021 tvrdili, e v Ciné se karbamazepin v kalech
pohyboval kolem 0,9 ng/g a ve Spanélsku pFiblizné 256 ng/g v sudiné kalu. V Ceské republice
se hodnoty pohybovaly v rozmezi 40,9-59,17 ng/g. V této praci pak pfiblizné 26,7 ng/g susiny.
Namérené koncentrace karbamazepinu v plidé ukazaly, Ze nejvy3si hodnoty byly u kontrolni
varianty. To si Ize vysvétlit tim, Ze v kontrolni varianté nebyla pfitomna ani houba ¢i rostlina,
kterd degradaci mikropolutanti z nddoby urychluje. Degradace karbamazepinu houbou a
rostlinou byla potvrzena i statistickou analyzou. U houby Pleurotus a Irpex méla vliv hlavné
rostlina, u Phanerochaete i houba. Karbamazepin je zndmy tim, Ze ho Ize hlife odstranovat ze
Zivotniho prostredi. To bylo potvrzeno studiemi jinych autord, i vysledky této diplomové prace.
Podil odstranénych |éciv z pldy se pohyboval jen kolem 33 %. V pGdnim roztoku doslo ke
sniZzovani koncentraci karbamazepinu s postupem casu. Vyjimkou byla varianta s houbou
Phanerochaete a rostlinou kukufice po 97 dnech od zaloZeni pokusu. Tam se koncentrace
nahle zvysila, coz mohlo znamenat to, Ze se karbamazepin zacal vice uvolfiovat do pudy vlivem
¢innosti mikroorganismu a v pldnim roztoku tak jeho koncentrace vzrostla. Toto tvrzeni bylo
potvrzeno i ve vypoctu dostupnosti latky v pldnim roztoku, kdy se dostupnost karbamazepinu
s ¢asem zvySila. Dostupnost |é¢iva pro prijem do rostlin a jeho rozpustnost potvrdili i
Ravichandran & Philip (2021). Ti mimo jiné tvrdi, Ze na pfijem karbamazepinu ma vliv i celkové
mnozstvi |éCiva, které je pfrijaté rostlinou. Pro ostatni varianty plati, Ze dostupnost
karbamazepinu v pddnim roztoku s casem klesd. Karbamazepin byl nejlépe dostupny
v kontrolni varianté, kdy dokonce doslo ke zvySeni dostupnosti z 2,6 % na 2,8 %. V ostatnich
variantach byly hodnoty od 1,7 — 2,2 %, cozZ bylo jen o trochu méné, nez kolik % bylo dostupné
na zacatku. Vzhledem k tomu, Ze v plidé zUstalo 67 % prijatého karbamazepinu, tak se léCivo
akumulovalo i do biomasy rostliny. Li et al. (2018) uvadi vyskyt karbamazepinu ve vSech
jedlych ¢astech mrkve a celeru. Ve vysledcich této diplomové prace byl potvrzen vyskyt
karbamazepinu v kofenu, stonku i listu. Naopak v jedlych ¢astech kukufice, tedy v zrnu, nebyly
nalezeny Zadné stopy latky. V takovém pripadé po konzumaci jedné Casti kukufice zde neni
riziko, které by mélo mit na spotfebitele negativni vliv. V dalsi ¢asti prace je zkoumdan odbér
karbamazepinu urcitymi ¢astmi rostliny. U odbéru korfenem a listem bylo vypozorovano, Ze je
odbér karbamazepinu nejvyssi u kontrolni varianty. Tedy varianty bez pfitomnosti houby ci
rostliny. To Ize vysvétlit tim, Ze pfitomnost houby a rostliny ovliviiuje koncentrace pfitomného
lé¢iva a v kontrolni varianté tedy zbude nejvice karbamazepinu. Unik karbamazepinu do
vodniho prostfedi predstavuje riziko pro vodni ZivoCichy a organismy ve vodé Zijici. Li (2014)

67



potvrdil, Ze karbamazepin inhibuje fotosyntézu ras tim, Ze plisobi na chloroplasty. Lé¢ivo ma
nejenom Spatny vliv na vodni prostredi, ale riziko je zde i v pfipadé kontaminace pUdy.
Karbamazepin je obtizné odbouratelny ze Zivotniho prostredi, tak muze velice snadno dojit
k tomu, Ze se z plidy dostane aZ do potravniho fetézce. To je mozné napfiklad pfi zavlaZzovani
zemédélské pldy ¢i aplikaci Cistirenského kalu do pldy, kde se nasledné péstuji plodiny.
Samoziejmé pfi dodrZovani legislativy, kterd udava limity aplikace Cistirenského kalu na
zemédélskou pldu, se dd zabranit vyznamné kontaminaci pldy. Zamezit neboli sniZit mnoZstvi
karbamazepinu v Cistirenském kalu Ize i metodou kompostovani. Vyzkumem, jehoz autofi byli
Dalahmeh et al. (2021) se podafilo karbamazepin eliminovat a7 z 50 %. V Ceské republice byl
vysledek kompostovani karbamazepinu procentualné nizsi. LéCivo bylo snizeno o cca 42 %
(Novak, 2022).

Tramadol je analgetikum, které se dostava z velké c¢asti do vodniho prostredi jako
metabolit. Pouze ze 30 % se do vody uvolfiuje ve své nezménéné formé&. V suiné kalu v Ceské
republice se primérné koncentrace vyskytuji od 49 do 101,18 ng/g (Kuntova, 2020). Ve
vzorcich z némeckych tek se koncentrace pohybovaly v rozmezi 25-381 ng/l (Gomez &
Pattman, 2012). Koncentrace tramadolu v pudé byly nejnizsi u varianty Pleurotus bez
pritomnosti rostliny kukutice. Vtomto pripadé lze z grafu 4 vycist, Ze houbové varianty
v pfitomnosti rostliny obsahuji vétsi koncentrace léc¢iva v pldé neZ houbové varianty bez
rostliny. Tramadol neni jednoduché odstranit z pddniho prostfedi. To bylo potvrzené i v této
praci, kde byl podil odstranéného tramadolu pouhych 3 %, zbytek léciva zlstal v padé.
Gomez & Puttman tvrdili, Ze se |é¢ivo dobre rozpousti ve vodé, proto Ize predpokladat, ze se
bude akumulovat spiSe do vodniho prostredi nez do Cistirenského kalu ¢i pUdy. To bylo
potvrzeno i v této praci, kdy se tramadol v pldnim roztoku nejdfive v prvnich zaznamovych
¢asech snizil a pak jeho koncentrace vzrostly. Pravdépodobné se zacal vice rozpoustét a stal
se tak vice dostupnym v pldnim roztoku. To lze potvrdit i grafem 19, kde je také vidét, zZe
dostupnost tramadolu se na konci zvysila. OvSem toto plati pouze v pfitomnosti s rostlinou
kukufice, bez rostliny dostupnost tramadolu s ¢asem klesa. U tramadolu byla dostupnost
[é¢iva v porovnani se zac¢atecni hodnotou uz horsi. Napriklad u varianty s houbou Pleurotus
byla pocatecéni dostupnost 3,5 % a na konci pred sklizni uz jen 1,1 %. V této praci byla potvrzena
slova Khalaf et. al. (2021), ktefi uvadi, Ze tramadol vykazuje vysokou tendenci k translokaci do
nadzemnich ¢asti rostlin. Tento vyrok byl potvrzen. V obou studovanych variantach (varianta
bez houby, s houbou) byly nalezeny koncentrace tramadolu ve stoncich a nejvétsi zastoupeni
latky bylo v listech rostlin kukufice. Ve zrnu byly koncentrace pod mezi detekce. Odbér
tramadolu biomasou byl vétSinou nejvyssi u variant bez pfitomnosti houby. Pravdépodobné
proto, Ze v kontrolni varianté se na degradaci/sniZzeni tramadolu podili pouze rostlina a
mikroorganismy. Kdezto v pfitomnosti houby je degradace |éciva rychlejsi. Bylo potvrzeno, zZe
houba i rostlina ma prokazatelny vliv na pfitomnost tramadolu ve vzorcich pidniho roztoku a
pady. V pfipadé biomasy vliv prokazan nebyl. U tramadolu je taktéZz problém
s odbouratelnosti. V Zivotnim prostfedi mohou byt jeho koncentrace nebezpecné hlavné
z dlouhodobého hlediska. Napriklad Santos et al. (2021) potvrdili, Ze toto IéCivo je

68



v dlouhodobém méfitku schopné narusit evoluéni chovani vodnich Zivocichl. V biomase
rostliny kukurice se urcité koncentrace tramadolu sice vyskytuji, ale za jedlou ¢ast se povazuje
pouze zrno kukufice, ze kterého se pak dale zpracovavaji potraviny. Ve zrnu byly zjistény
koncentrace pod mezi detekce, tudiz i vtomto pripadé Ize povazovat zrno na konzumaci za
bezpecné. U korfene, stonku a listu by teoreticky mohlo vzniknout riziko pfi konzumaci biomasy
kukufice hmyzem, ptdky ¢i mikroorganismy. Toto tvrzeni plati i u karbamazepinu. OvSem je
zapotrebi si uvédomit, Ze pro kazdy organismus je smrtelna jind davka. ZaleZi to na hmotnosti
konzumenta, na jeho metabolismu a schopnosti se s toxickou latkou vyporadat.

Venlafaxin je uZivan jako andidepresivum a taktéZz se dostava do Zivotniho prostredi.
Nejéastéji moci po poZiti l1éCiva, az z poloviny ve formé metabolitd. Pouhych 5 % latky se
uvolfiuje ve své plavodni formé. V Cistirenském kalu byl obsah venlafaxinu nejvyssi ze viech
sledovanych léciv. Venlafaxin v pldé je mirné mobilni a nachazi se vyhradné ve formé kationd,
coz znaci, ze se v plidé silnéji sorbuje (NCBI, 2021). V této praci pak byly jeho koncentrace
v porovnani s ostatnimi variantami v podstaté stejné. Na degradaci |éciva z pldy se podilely
primdarné houby, rostliny mély vtomto ptipadé zanedbatelny vliv. Z padniho prostfedi doslo
k odstranéni asi 67 % venlafaxinu. V pldnim roztoku se venlafaxin choval podobné jako vyse
zminéné lécivo tramadol. Jeho dostupnost bez pfitomnosti rostliny s ¢asem klesa, s rostlinou
naopak stoupa. To pak mliZze znamenat, Ze se bude i dobfe dostavat do nadzemnich ¢asti
rostlin. Venlafaxin tak vstupuje do rostliny jako kation. Toto tvrzeni potvrdili i Khalaf et al.
(2021), ktefi publikovali, Ze je venlafaxin snadno absorbovan a ndsledné transportovan do
kofenl a nadzemni biomasy vcetné translokace do plodin rostlin. Dostupnost venlafaxinu
vykazovala nizsi hodnoty v porovnani s ostatnimi lé¢ivy. Hodnoty se pohybovaly mezi 0,4 a 0,6
% a v poslednim méreném c¢ase byla uz dostupnost jen do 0,3 % maximalné. V diplomové préci
byla potvrzena pfitomnost koncentrace venlafaxinu v kofenu a listu. V pfipadé kukutice nebyly
nalezeny zadné koncentrace léciva ve stonku a zrnu. Coz potvrzuje i tabulka 18, kdy byl odbér
stonkem a zrnem nulovy. Odbér kofenem byl nejvyssi u houby Irpex.

Antipsychotické lécCivo sulpirid se vyuZivd v nemocnicich k|écbé depresivnich az
psychotickych poruch. Sulpirid se dostava do vodniho prosttedi takika v nezménéné formé.
Nevyhodou je, Ze je vysoce persistentni a mizZe tak kontaminovat i podzemni vody. Persistenci
|éCiva v kalu potvrdili Bollmann et al. (2016). CoZ Ize potvrdit i z grafl koncentraci, kdy nedoslo
k vyznamnému poklesu latky v plidnim roztoku a v ptdé. V poslednim méreném case byly
koncentrace sulpiridu v pldé za pritomnosti rostliny vyssi nez bez jeji pritomnosti. Statistickou
analyzou byl pak potvrzen vliv rostliny na koncentrace sulpiridu v pidé. Pouze u houby
Phanerochaete doslo k ovlivnéni koncentraci za prfitomnosti kombinace, tedy houby a rostliny.
Sulpirid ma podle Bollmann et al. (2016) pomérné nizky podil odstranéni z odpadni vody (do
30 %). S odstranénim z plidy je to podobné. Coz ukazal vypocet v tabulce 9, kdy byl podil
odstranéného sulpiridu 31 %. Koncentrace sulpiridu se dle grafd 14 a 15 nejdfive nejdriv
razantné zvysily, ndsledné poklesly a v poslednim méreném case dosSlo opét k vzristu.
Dostupnost |é¢iva se v poslednim ¢&ase zvysila. Hodnoty byly ale tak nizké, Ze do biomasy
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rostlin se uz zddné koncentrace nedostaly. Sulpirid se vtomto pripadé ukdazal jako relativné
stabilni v ramci jeho dostupnosti. V kontrolni varianté bez houby byla dostupnost sulpiridu
stejnd jak na zacatku, tak na konci. V houbovych variantach doslo k poklesu o maximalné 0,3
%.

Fluoxetin spada do |éCiv, kterd se pouZivaji k 1é¢bé depresi. S pribyvajici spotfebou
fluoxetinu roste i kontaminace povrchovych vod. Vasskog et al. (2009) tvrdi, Ze 1éCivo bylo
pritomné v susiné kalu v koncentracich do 40 ng/g. Vysledky této diplomové prace ukazaly, ze
se fluoxetin nachazel Cistirenském kalu cca 25,8 ng/g susiny. Koncentrace léciva v ptdé byla
ve vSech variantdch stejnd. V poslednim méreném ¢ase byly ale hodnoty koncentraci pomérné
nizké, maximalné pUl nanogramu na gram. Coz muze s poc¢atecnim obsahem kolem 25 ng/g
suSiny v Cistirenském kalu znamenat, Ze fluoxetin je Spatné dostupny pro prijem rostlinami.
Potvrzuji to Wu et al. (2010), ktefi toto IécCivo zkoumali a zjistili, Ze kdyZ péstovali séju a
zavlaZzovali ji vodou obsahujici fluoxetin o koncentraci 10 ng/ml, tak neobjevili Zadné
koncentrace latky v rostliné po sklizni. CoZ mohlo byt zplisobenou sorpci na pUdni ¢astice a
poukazuje to na nizkou biologickou dostupnost IéCiva v plidé. Na degradaci fluoxetinu v pidé
méla vliv rostlina s houbou, ale pouze u varianty s houbou Phanerochaete. U ostatnich hub
nebyla mira ovlivnéni znatelnd. Spise Ize obecné fici, Ze veskeré koncentrace zUstavaji v pldé.
Latka fluoxetin je tedy v plidé detekovatelnd, avSak v pddnim roztoku ji nevidime. To pak ma
za nasledek to, Ze je nedostupna pro pfijem rostlinami. Je také mozné, Ze se latka sorbuje na
material rhizonu a nelze ji pouzitym zpUsobem stanovit, dale ptipada v Uvahu, Ze prechod
fluoxetinu do plUdniho roztoku je minimalni, jak jiZz bylo zminéno vySe. Redshaw et al. (2008)
potvrdili, Ze se fluoxetin nejprve kumuluje v kofenech a nasledné v listech a stoncich. Tento
vyrok se neshodoval s vysledky diplomové préace. V biomase rostliny kukufice byly nalezeny
koncentrace fluoxetinu pod mezi detekce ve stoncich, listech, zrnech i korfenech. Stejné
vysledky byly i u sulpiridu. V pripadé téchto dvou |éCiv nepredstavuje hromadéni polutantu
v biomase rostliny kukurice environmentalni riziko.
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7 Zavér

Dnesni doba pfinesla mnoho inovaci a pokroku v ramci ¢isténi odpadnich vod od
Skodlivych mikropolutatd. Ty mohou mit z dlouhodobého hlediska negativni Gcinky na Zivotni
prostredi, at uz ve vétsi mire, ¢i mensi. S pribyvajicim zajmem o tuto problematiku vzrista i
kvalita soucasnych technologii. BohuZel zatim neni podchyceno vse. At uZ se to tyka
kompletniho vycisténi odpadni vody od mikropolutantd, nebo regulace prvotni kontaminace.

V diplomové praci byl v rdmci resSerSe kladen dliraz na proces cisténi odpadnich vod,
fytoremediacni a mykoremediaéni techniky odbouravani mikropolutantl ze Zivotniho
prostiedi a ndsledné charakteristiku péti vybranych farmak, ktera se hojné vyskytuji ve vodé a
padé. Cilem bylo zhodnotit, jak se mikropolutanty akumuluji do rostliny kukuftice a jaky vliv
maji na degradaci farmak v pfitomnost rostliny a ligninolytickych hub.

Za ucelem provedeni experimentalni ¢asti byl zaloZen nadobovy experiment. Ten
obsahoval vidy 4 nadoby obsahujici pouze pldu s kalem (tzv. kontrolni nadoby), dale
kombinaci plida, kal, houbovy substrat (Pleurotus, Phanerochaete, Irpex). Tyto kombinace ve
varianté srostlinou kukufice a bez rostliny kukufice. Po provedeni extrakce vzork( bylo
pritomno mnoho Iéc¢iv vlivem pridavku Cistirenského kalu. Pro Ucely prace byly vybrany tato
|éCiva: karbamazepin, venlafaxin, tramadol, sulpirid a fluoxetin. Byly stanoveny tfi hypotézy.

Byla potvrzena prvni hypotéza, Ze se sledované mikropolutanty v pudé uvoliuji
z Cistirenského kalu a prechdazeji do padniho roztoku. Toto tvrzeni plati pro vSechny sledované
mikropolutanty vyjma fluoxetinu, ktery se vyskytoval v pldnim roztoku pod mezi detekce.
Vzorky byly odebirany a analyzovany poprvé po 8 dnech po zaloZeni pokusu a naposledy po
111 dnech. V pribéhu ¢asu se koncentrace kontaminantd vétsinou nejdrive zvysily, nasledné
snizily. To si lze vysvétlit tim, Ze vlivem pritomnosti houby, rostliny a pldnich mikroorganismi
materidl, z néhoz byly poté odebirany vzorky, neustale pracuje a rozklada se a uvolfuje se tak
vice ¢i méné do pudniho roztoku. Na pocatku experimentu se nachazi v nddobé urcité
mnozstvi pldy a vlivem postupného rozkladu materidlu, korenové exsudace, mikrobialni
¢innosti, teploty a pH dochazi k vykyvam koncentraci, které jsou velmi dobre zfetelné z grafu.

Céste¢né byla potvrzena druhd hypotéza, 7e jsou mikropolutanty pfijimany rostlinou
kukufice a jsou pfitomné v jeji biomase i po sklizni. Akumulace mikropolutanti do biomasy
rostlin kukufice byla velice podobnd vobou sledovanych variantdch, tedy varianta
s houbovym pridavkem a bez. Karbamazepin, tramadol a venlafaxin se nejvice akumuloval
v listech. Koncentrace pod mezi detekce u vSech sledovanych mikropolutantl byly v zrnech
kukufice. U venlafaxinu byly koncentrace pod mezi detekce i v pfipadé stonkd. Sulpirid a
fluoxetin po sklizni jiz pfitomny neni v zadnych ¢astech rostliny kukufice.

Treti hypotéza, Ze rostliny kukufice a pridavek ligninolytickych hub podpofi degradaci
mikropolutant( v ptidé, byla potvrzena. Pro presnéjsi zhodnoceni vysledk( je zapotrebi brat
do uvahy faktor ¢asu, ktery ma na degradaci farmak v pidé vliv. V ptipadé karbamazepinu ve
varianté s houbou Pleurotus a Irpex doslo k ovlivnéni koncentrace |é¢iva pouze rostlinou. U
varianty s houbou Phanerochaete doslo k ovlivnéni jak rostlinou, tak kombinaci houby
s rostlinou. U tramadolu podpotila degradaci mikropolutatli kombinace rostliny s houbou
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Pleurotus a Phanerochaete. V ptipadé Phanerochaete méla vliv i samotna houba. U houby
Irpex nebyl potvrzen vliv na sniZzeni koncentraci v ptidé. U venlafaxinu byl zavér takovy, Ze
samotna rostlina ¢i kombinace s houbou neovlivnily koncentrace, kdezto pfitomnost hub ano.
U sulpiridu k podpore degradace pomohla kombinace rostliny s houbou Pleurotus, ddle pak
samotnd houba Irpex a Phanerochaete, jak v kombinaci s houbou, tak houba samotna. U
posledniho IéCiva fluoxetinu neméla vliv na degradaci houba Pleurotus a Irpex, pouze houba
Phanerochaete v kombinaci s rostlinou.

Pti otdzce, jaka ¢ast mikropolutantl je po aplikaci Cistirenského kalu dostupna rostlinam
to neni tak jednoduché zobecnit. Napfiklad fluoxetin byl zcela nedostupny pro rostliny, nebot
jeho koncentrace v pldnim roztoku byly pod mezi detekce. Karbamazepin byl nejlépe
dostupny v kontrolni varianté, kdy dokonce doslo ke zvySeni dostupnosti z2,6 % na 2,8 %.
V ostatnich variantach byly hodnoty od 1,7 — 2,2 %, coz bylo jen o trochu méné, nez kolik %
bylo dostupné na zacatku. U tramadolu byla dostupnost IéCiva v porovnani se zacate¢ni
hodnotou uz horsi. Napriklad u varianty s houbou Pleurotus byla pocatec¢ni dostupnost 3,5 %
a na konci pred sklizni uz jen 1,1 %. Dostupnost venlafaxinu byla jesté nizsi, kdy se pocatecni
hodnoty pohybovaly mezi 0,4 a 0,6 % a v poslednim méreném case byla uz dostupnost jen do
0,3 % maximalné. Sulpirid se vtomto pripadé ukdzal jako relativné stabilni v ramci jeho
dostupnosti. V kontrolni varianté bez houby byla dostupnost sulpiridu stejna jak na zacatku,
tak na konci. V houbovych variantach doslo k poklesu o maximalné 0,3 %.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboll

ATC — Anatomicko — terapeuticko — chemicka klasifikace

PAHs — Polycyklické aromatické uhlovodiky

PPCP — Pharmaceutical and personal care product (léCiva a produkty osobni péce)

FA — Formic acid (kyselina mravenci)

EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid (kyselina ethylendiamintetraoctova)

SSA — Sulfosalicylic acid (kyselina sulfosalicylova)

MeOH — Methanol

MilliQ — voda

RPM - revolution per minute (otacky za minutu)

PCB — Polychlorované bifenyly

PAH — Polycyklické aromatické uhlovodiky

02 — Kyslik

C - Uhlik

UHPLC — QTOF — MS: The ultra — high performance liquid chromatography — quadrupole time
— of — flight mass spektrometry (kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci
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