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Abstrakt

Vermikompostovani se v poslednich letech stava popularni piirodé-blizkou metodou
pouzivanou ke zpracovani biologického odpadu, vcetné Cistirenského kalu. Ten je diky svym
vlastnostem zdhodno vyuzit jako hnojivo na zemédélskou pidu. Kromé cennych prvki ale kal obsahuje
i polutanty, jez po jeho aplikaci na pole mohou byt pfijimany rostlinami a zivoc€ichy a kontaminovat tak
potravni fetézce. Do skupiny polutantd nachazejicich se v kalu spadaji i mikropolutanty, latky
vyskytujici se napfi¢ zivotnim prostiedim v nizkych koncentracich. Mezi mikropolutanty se fadi
napiiklad farmaka a produkty osobni péce, per- a polyfluorované latky nebo pesticidy. Tyto latky maji
mnoho znamych nezadoucich ucinkd, jako je endokrinni disrupce, antibiotickd rezistence ¢i rozvoj
nékterych typti rakoviny. Ackoliv hnojeni Cistirenskymi kaly je jednou z hlavnich cest vstupu
mikropolutantd do zivotniho prostredi, koncentrace mikropolutantti v Cistirenskych kalech nejsou pred

jejich aplikaci na ptdu nijak sledovany ani regulovany.

Tato disertacni prace se zabyva osudem mikropolutantii v pribéhu vermikompostovani, a to
predevsim Cistirenskych kald jako substratu. Vermikompostovani bylo aplikovano za ucelem stabilizace
kavové sedliny a Ccistirenskych kalli zriznych dCistiren odpadnich vod smichanych se slamou.
Experimenty probihaly vrizném méfitku a uspofadanich, vcetné venkovniho provozniho
vermikompostéru. Oproti kontrole bez zizal vedlo vermikompostovani ke snizeni kofeinu v kavové
sedlin€. V provoznim experimentu s Cistirenskym kalem byla i¢innost odstranéni sumy sledovanych
mikropolutantii 35 a 34 %. V laboratornich experimentech s Cistirenskym kalem doslo oproti kontrole
bez zizal k signifikantnimu odstranéni latek diklofenak, metoprolol, mirtazapin, telmisartan a triklosan.
Nejvice bioakumulovanymi mikropolutanty v zizali tkani byly kofein, karbamazepin, cetirizin,
citalopram, diklofenak, triklosan, perfluorooktansulfonova kyselina (PFOS), perfluorotridekanova
kyselina (PFTrDA), perfluorododekanova kyselina (PFDoDA) a perfluoroundekanova kyselina
(PFUnDA).



Abstract

Vermicomposting is recently becoming a rather popular environmentally friendly technique for
stabilizing biowaste, including sewage sludge. There is an effort to utilize the sewage sludge as fertilizer
on agricultural land. But apart from nutrients, the sludge also contains harmful pollutants, which
subsequently after its deposition on fields can be taken up by plants and organisms contaminating the
food chains. Micropollutants, the substances that can be found throughout the environment in trace
concentrations, are one of the pollutants occurring in sludge. It is for example pharmaceuticals and
personal care products, per- and polyfluoroalkyl substances, or pesticides. Their negative effects are
known — they can be for instance endocrine disruption, antibiotic resistance, or the development of
cancer. Although the deposition of sewage sludge on fields as a fertilizer is one of the main introduction
routes of micropollutants to the environment, the content of micropollutants before deposition is not

monitored nor regulated.

This dissertation focuses on the fate of micropollutants during vermicomposting, especially in
sewage sludge substrates. The vermicomposting method was applied to stabilize coffee spent grounds
and sewage sludge obtained from distinct wastewater treatment plants mixed with straw. The research
covered diverse scales and layouts, including an outside pilot-scale experiment. Contrary to the
treatments without the earthworms, the vermicomposting of the spent coffee grounds led to a significant
decrease in caffeine in the substrate. In the pilot-scale experiment, the total operating removal efficiency
of all the detected micropollutants was 35% and 34%. In the small-scale laboratory experiments, there
was a significant decrease of diclofenac, metoprolol, mirtazapine, telmisartan, and triclosan contrary to
the no-earthworms control. The most bioaccumulative micropollutants in earthworms were caffeine,
carbamazepine, cetirizine, citalopram, diclofenac, triclosan, perofluorooctane sulfonic acid (PFOS),
perfluorotridecanoic acid (PFTrDA), perfluorododecanoic acid (PFDoDA), and perfluoroundecanoic

acid (PFUnDA).
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Seznam zkratek

AChE
AWI
BAF
BCF
BSAF
C/N
CAT
CE
CFR

Cs

DDT
DNA
ED
GPX
GR
GST
HFR
Hsp

ISO

Ky

Kr

acetylcholinesterasa

indikatory antropogenniho znecisténi (z anglického anthropologenic waste indicators)
bioakumulac¢ni faktor

biokoncentracni faktor (z anglického bio-concentration factor)

akumulacni faktor biota-piida (z anglického biota-soil accumulation factor)
pomér uhlik/dusik

katalasa (z anglického catalase)

karboxylesterasa (z anglického carboxylesterase)

chlorované zpomalovace hoteni (z anglického chlorinated flame retardants)
koncentrace latky v padé (z anglického concentration in soil)

koncentrace latky ve vodé (z anglického concentration in water)

Cistirna odpadnich vod

dichlorodifenyltrichloroethan

deoxyribonukleova kyselina (z anglického deoxyribonucleic acid)

endokrinni disruptory

glutathion peroxidasa

glutathion reduktasa

glutathion S-transferasa

halogenované zpomalovacée hofeni (z anglického halogenated flame retardants)
protein teplotniho Soku (z anglického heat shock protein)

Mezinarodni organizace pro normalizaci (z anglického International Organization for

Standardization)
adsorp¢ni rozdélovaci koeficient
Freundlichtiv adsorp¢ni koeficient

koeficient oktanol-voda



LD50

MDA

MT

NOAEL

NRRT

OECD

OSN

PAU

PBDE

PC

PCB

PFAS

PFDoDA

PFOA

PFOS

PFTrDA

PFUnDA

POD

POP

POSF

PPCP

SOD

TF

letalni davka 50 (davka latky, po jejimz podani zahyne 50 % vystavenych jedincit)
malondialdehyd
metalothionein

zadny pozorovatelny neptiznivy ucinek (nejvyssi davka, pfi niz nebyl pozorovan
z4dny nepiiznivy ucinek na zkoumany organismus; z anglického no observed adverse

effect level)
retence neutralni cervené (z anglického neutral red retention time)

Organizace pro hospodatskou spolupraci a rozvoj (z anglického Organisation for

Economic Co-operation and Development)

Organizace spojenych narodii

polycyklické aromatické uhlovodiky

polybromované difenylethery

karbonylovany protein (z anglického protein carbonyl)

polychlorované bifenyly

per- a polyfluorované latky (z anglického per- and polyfluoroalkyl substances)
perfluorododekanova kyselina (z anglického perfluorododecanoic acid)
perfluorooktanova kyselina (z anglického prefuorooctanoic acid)
perfluorooktansulfonova kyselina

perfluorotridekanova kyselina (z anglického perfluorotridecanoic acid)
perfluoroundekanova kyselina (z anglického perfluoroundecanoic acid)
guajakol peroxidasa

perzistentni organické polutanty

perfluorooktansulfonyl fluorid

farmaka a produkty osobni péée (z anglického pharmaceuticals and personal care

products)
superoxiddismutasa

transfer faktor
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UNEP Program OSN pro Zivotni prostfedi (z anglického United Nations Environment

Programme)
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1 Uvod

Cistirensky kal (v angli¢tiné pouzivan nazev sewage sludge nebo biosolids) vznika jako vedlejsi
produkt pii ¢isténi odpadni vody v &istirnach odpadnich vod (COV) [1]. V Ceské republice bylo
v minulych letech vyprodukovano kolem 200 tisic tun susiny/rok tohoto materialu, z toho asi 30 % bylo
pfimo bez pfedchozi tipravy aplikovano na zeméd¢€lskou ptidu [2,3]. Dle dostupnych informaci mnozstvi
produkovaného kalu s kazdym rokem stoupa a se vzriistajicim poctem populace bude stoupat i nadale
[4]. Je tedy potieba hledat vhodné fesent, jak tento material uplatnit. Cistirensky kal je bohaty na Ziviny,
jako naptiklad fosfor, uhlik, dusik a také fadu mikronutrientd, jez podporuji rast rostlin; aplikace kalu
navic pomaha udrzovat pudni strukturu [1,5]. Z toho divodu se jevi jako logicka snaha tuto surovinu
dale vyuzit ke hnojeni zeméd¢lské pady, nez ji zlikvidovat naptiklad skladkovanim nebo spalovanim
[6]. Cistirensky kal ale vedle nutrientii obsahuje i fadu potencialné toxickych latek, jez se do ngj
dostavaji jak s odpadni vodou z domacnosti, tovaren a zdravotnickych zafizeni, tak se splachy z poli a
skladek [1]. Mezi toxické latky obsazené v kalu patii naptiklad tézké kovy a organické slouceniny —
pesticidy, farmaka a produkty osobni péc¢e (PPCP), endokrinni disruptory (ED), per- a polyfluorované
latky nebo detergenty [1,6,7]. Pfed aplikaci na pole musi kaly spliiovat limity pro tézké kovy dané
Evropskou unii, limity ostatnich polutantii a mikropolutanti si ale kazdy stat reguluje sam, nebo zcela
chybi [8]. Je zde tak objektivni riziko, Ze spolu s zivinami se s aplikaci kalu na piidu dostanou i zminéné
rizikové latky. Ty nasledné mohou byt kumulovany v rostlinach a ptidnich zivoc€isich nachazejicich se
v misté zne€isténi; splachem z poli mize také dochazet ke kontaminaci vod povrchovych a podzemnich,

¢imz hrozi dalsi riziko kontaminace zivotniho prostfedi a potravnich fetézct [9,10].

Relativné novou bioremediacni technologii, jez vyuziva Cinnosti zizal a mikroorganismi ke
stabilizaci Gistirenskych kald, je vermikompostovani [11]. ZiZaly nejen, e méni strukturu a sloZeni
substratu, ale mohou i akumulovat ¢i biodegradovat toxické latky. Navic substrat provzdusnuji a
rozmélnuji, coz ho déla pristupnéj$im pro mikroorganismy. Vermikompostovani Cistirenského kalu za
ucelem odstranéni polutanti bylo dobfe popsano predevsim pro skupinu tézkych kovi — byl zjistén
pokles jejich mobility a také jejich bioakumulace vtélech zizal [12-15]. Dalsi studie
vermikompostovani kalli se zamétovaly spiSe na klasické organické polutanty, jako jsou polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAU) [16,17] nebo ropné uhlovodiky [18]. Nicméné, osud rozsahlé skupiny

mikropolutantd v priibéhu vermikompostovani neni zatim zcela prozkouman.

Tato disertacni prace se zabyva studiem osudu mikropolutantd, zejména téch nove se objevujicich,
pii procesu vermikompostovani Cistirenskych kalti. Po provedeni laboratornich experimenti byla
analyzovana rozsahla skupina PPCP, ED, v jednom piipadé¢ i PFAS, a to jak ve dvou kalovych
substratech pted a po vermikompostovani, tak v télech zizal ke zjisténi pripadné bioakumulace. Dale

byl proces odstranéni mikropolutantl z Cistirenského kalu pomoci zizal testovan ve venkovnim

12



vermikompostéru v provoznim méfitku. V neposledni fad¢ byl zjisStovan vliv dvou Cistirenskych kald

na zizaly, a to na vice urovnich toxikologickych testl v€etné biomarkeri na tkdiiové a bunééné urovni.
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2 Mikropolutanty

Mikropolutanty jsou latky organické nebo anorganické povahy vyskytujici se v Zivotnim prostiedi
ve stopovych koncentracich (ug az pg na L nebo kg) [19]. Jedna se o rozsahlou skupinu latek zahrnujici
jak latky ptfirodniho ptivodu, tak latky synteticky vyrobené. Nékteré z nich se fadi mezi takzvané
emergentni (nové se objevujici) polutanty. Do této skupiny patii naptiklad: PPCP, PFAS, zpomalovace

hoteni, pesticidy, ED, nanomaterialy, zmékcovadla (ftalaty) ¢i metaloidy [19,20].

2.1 Mikropolutanty v Zivotnim prostredi

2.1.1 Zdroj a osud

Rozvoj ekonomiky a kontinualni rist populace v mnohych regionech vede k produkci a uzivani
¢im dal tim vétsiho mnozstvi latek, které jsou posléze detekovany v nejriznéjsich slozkach piirody [21-
23]. Mikropolutanty se do zivotniho prostiedi dostavaji vice cestami a mohou jim posléze kolovat, coz
ilustruje Obrazek 1. Ze zdroje jejich pouziti — domacnosti, méstskych zafizeni (nemocnice, veterinarni
kliniky, primyslové vyrobny atd.), ale i z poli ¢i jinych nebodovych zdrojtii kontaminace se dostavaji do
COV [24,25]. Dnesni COV, implementujici konvenéni techniky &isténi, viak nejsou na kontinualng
pritékajici koncentrace mikropolutantd uzpiisobeny, a tak Casto dochazi k nedostate¢nému odstranéni
téchto latek [26-29]. Mikropolutanty jsou poté v odtoku z COV unaseny do povrchovych vod a nasledné
mohou kontaminovat pitnou vodu, pokud nedojde k jejich odstranéni v upravnach pitnych vod [30,31].
V povrchovych vodach je dale koncentracim mikropolutanti vystavena vodni biota, jez muze latky
bioakumulovat a nasledné kontaminovat potravni fetézec [32]. Cistirensky kal, produkovany jako
vedlejsi produkt v COV, miize byt pouzit (pfipadné zlikvidovan) n&kolika zptisoby. Jako piiklad Ize
uvést zuzitkovani jako hnojiva na zemédé€lské pade€ nebo skladkovani [33]. O mikropolutanty obohaceny
vyluh (splach) mize nicméné pronikat do povrchovych, podpovrchovych i podzemnich vod a
kontaminovat je [34]. Mikropolutanty aplikované na zemédélskou ptdu, at’ uz ucelné (naptiklad
pesticidy) ¢i sorbované na Cistirensky kal, mohou byt akumulovany péstovanymi plodinami ¢i
pritomnymi organismy a taktéZz kontaminovat potravni fetézec [35,36]. Nékteré mikropolutanty,
zejména veterinarni 1é¢ivé pripravky, se dostavaji do zivotniho prostiedi bud’ pfimo (pokud jsou

aplikovany v akvakultuie) nebo aplikaci moctvky/chlévského hnoje na zemédélskou pudu [37].
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Obréazek 1: Zdroj a osud mikropolutantli v Zivotnim prostiedi. Mikropolutanty (1) vstupuji do zivotniho
prostfedi z riznych zdrojui (2). Jedna se pfedev§im o domacnosti (PPCP — zubni pasty, UGstni vody,
mydla, parfémy, Cistici prostfedky, repelenty atd.), nemocni¢ni zafizeni pro lidi i zvifata (farmaka,
dezinfekéni ptipravky) a primyslové vyrobny (nanomaterialy, t€zké kovy, bisfenoly, ftalaty atd.).
Likvidaci (3) se v odpadni vodé dostavaji tyto latky do COV (4) nebo spolu s odpadem piimo na skladku
odpadu (8). Z diivodu nedostate¢ného odstranéni v COV se tyto latky odtokem dostavaji do vod
povrchovych (5). Pokud nedojde k odstranéni mikropolutantti ani v Gpravnach pitnych vod, je tato
mikropolutanty-obohacenda voda vedena zpét ke zdroji kontaminace (2). V povrchové vode se
mikropolutanty taktéz mohou akumulovat v télech vodnich zivocichil a postupovat tak dal potravnim
fetézcem (7). Cistirensky kal, ziskavany jako vedlejsi produkt v COV (4), miZe byt mimo jiné
likvidovan skladkovanim (8). Vyluh ze $patné zabezpecenych skladek mize kontaminovat povrchové
vody (5). Dalsim zptisobem likvidace Cistirenského kalu je jeho aplikace jako hnojiva na zemédélskou
pudu (9). Odtud mohou mikropolutanty (jak ty ptivodem z kalu, tak ty aplikované na zemédélskou ptidu
zamémé — pesticidy) také prosakovat do povrchové vody (5). Vedlejsim rizikem je akumulace

mikropolutantd plodinami vysazenymi na tuto ptidu (10) a jejich nasledny ptijem biotou (2).

Neékteré mikropolutanty jsou perzistentni a mohou se tudiz akumulovat v zivotnim prostredi a
bioté, jiné se rozkladaji na nejriznéjsi degradacni produkty/metabolity, z nichz nékteré mohou byt
toxiCtejsi nez matefska latka [38]. I kdyZ se mikropolutant rychle odbourava, jeho ustavicné zavadéni
do pfirody neustalym pouzivadnim z n€j dé€la vSudyptitomnou latku. Tento fenomén se nazyva ,,pseudo-

perzistence* a byl pozorovan napiiklad u latky bisfenolu A [39,40].

V ptirod¢é se mikropolutanty distribuuji dle jejich vlastnosti a vlastnosti prostfedi. Obecné se
latky polarngjsi povahy (nizka hodnota koeficientu oktanol-voda K,w) spiSe vyskytuji ve vodach,

nepolarni (vysoka hodnota koeficientu oktanol-voda K,w) a nenabité latky se naopak sorbuji na
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organickou slozku ptdy a sediment [41]. Distribuce ovSem zalezi na mnoha parametrech, jako jsou
chemické a fyzikalni vlastnosti latky (struktura latky, koeficient K,w, rozpustnost ve vod¢, ionizace,
molekularni hmotnost, pfitomnost funkénich skupin, volatilita) a prostiedi (mnozstvi organické hmoty,
pfitomnost huminovych latek, zrnitost, specifickd velikost povrchu ¢i pH systému a iontovéa sila) [27,41—
44]. Distribuci organickych latek mezi pidou ¢i sedimentem a vodnou fazi popisuje Freundlichova
adsorp¢ni izoterma a Freundlichtiv adsorpéni koeficient (Kr) [45]. Pokud dojde k dosazeni rovnovéhy,
Freundlichtiv adsorp¢ni koeficient nabyva hodnoty adsorpéniho rozdélovaciho koeficientu Kg, pficemz
K4 = cy/cw (cs je koncentrace latky v pade a c, je koncentrace latky ve vode). Adsorpci latky na substrat
zaptiCinluje fyzisorpce a/nebo chemisorpce [46,47]. Pfi fyzisorpci se uplatituji naptiiklad van der
Waalsovy sily, interakce pomoci vodikovych mistkil ¢i interakce ion-ion (elektrostaticka sila),
chemisorpce je tvorena chemickymi vazbami a je zpravidla pevnéjsi nez naptiklad van der Waalsovy

sily [48]. Adsorpce latky (tedy jeji imobilizace) mize byt pri¢inou jeji snizené toxicity [49].

2.1.2 Legislativa

Uzivani a nasledna likvidace ¢im dal vétsiho mnozstvi 1€kl a ostatnich ptipravkl ze skupiny
mikropolutantd (PPCP, pesticidi, ftalatl aj.) jde ruku v ruce se zvySovanim kvality Zivota a s nim
spojenym rozvojem prumyslu [50]. I pfes to, Ze vétSiné zastupcim mikropolutantd chybi dostate¢né
toxikologické hodnoceni, na trh ptichazi nové a nové substance. Latky s prokazanou toxicitou jsou
zakazovany nebo omezovany, zanedlouho je ale nahrazuji latky s podobnou strukturou i ucinkem.

Zbyva tedy snaha zabranit vniku a naslednému Sifeni téchto latek Zivotnim prostredim.

Vyroba a uzivani nékterych mikropolutanti je v Ceské republice i ostatnich statech Evropské
unie regulovéna Nafizenim evropského parlamentu a Rady (EU) 2019/1021 ze dne 20. ¢ervna 2019 o
perzistentnich organickych zne&istujicich latkach [51]. Clenské stity se zavazuji omezit ¢i uplné
zastavit vyrobu danych latek, vyrabét a uzivat tyto latky jen v krajnich, pfedem uréenych, pfipadech a
také tyto latky bezpec¢né likvidovat. Natizeni je zalozeno na zévazcich dvou stavajicich mezinarodnich
smluv — Stockholmské imluvy a Protokolu o perzistentnich organickych polutantech (POP) z Umluvy
o dalkovém znecistovani ovzdusi pfechazejicim hranice statd. Obé zminéné umluvy se zabyvaji
restrikci POP. Stockholmska umluva byla ptijata v kvétnu 2001, a to v ramci Programu OSN pro zivotni
prostiedi (UNEP) [52]. Jedna se o globalni umluvu, pro Ceskou republiku pak za¢ala platit v kvétnu
2004. Tato umluva v soucasné dob¢ reguluje 29 zastupct/skupin POP, jejichz vyroba, pouzivani, vyvoz
a dovoz jsou bud’ GpIn¢ zakazany nebo omezeny a jedna se tedy o akt takzvané piedbézné opatrnosti. Z
mikropolutantd mizeme v této umluvé najit napiiklad zastupce z fad perfluorovanych latek (naptiklad
perfluorooktanova kyselina PFOA, perfluorooktansulfonova kyselina PFOS a perfluorooktansulfonyl
fluorid POSF) a jejich soli, dale z fad pesticidd (naptiklad lindan, aldrin, mirex) ¢i polychlorovanych
bifenylt jako celé skupiny latek. Na rozdil od Stockholmské umluvy, jez ma za cil pfedchazet vyskytu

vybranych POP ve vSech slozkach ptirody, Protokol o POP fesi restrikce emisi POP pfedevsim
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v ovzdusi [53]. Na jeho seznamu se v této dob& nachazi 23 zastupci/skupin, pficemz tyto latky se
shoduji s témi uvedenymi ve Stockholmské timluve. Protokol si dava za cil vyloucit nebo alespon omezit
emise vybranych, lidskou ¢innosti produkovanych POP do Zivotniho prostfedi. Protokol ratifikovalo 34

smluvnich stran, Ceska republika tak u¢inila v roce 2002.

Evropska unie monitoruje prostfednictvim Provadéciho rozhodnuti Komise (EU) 2022/1307
(dle smérnice Evropského parlamentu a Rady 2008/105/ES) vybrané latky, jez mohou pfedstavovat
riziko pro vodni prostiedi na urovni Unie [54]. Seznam latek (takzvany watch list) se modifikuje
zpravidla jednou za dva roky a obsahuje zejména latky ze skupiny emergentnich polutantti, Casto
fazenych mezi mikropolutanty. Monitoring latek ve ¢lenskych statech by mél poskytnout informace o
jejich koncentracich ve vodnim prostfedi a jejich mozném riziku, na zékladé kterého by mohly byt
uvedeny v seznamu prioritnich latek. Po ziskani dostate¢nych informaci je latka ze seznamu vyjmuta a
nahrazena jinou. V ramci seznamu je taktéz kazdé latce pfifazena indikativni analyticka metoda spolu
s mezni hodnotou detekce/kvantifikace. Stavajici seznam latek zahrnuje 12 latek nebo jejich skupin.
Jedna se naptiklad o antibiotika (klindamycin, ofloxacin, trimethoprim a sulfomethoxazol), prostredky
na ochranu proti slune¢nimu zafeni (butyl-methoxydibenzoylmethan, oktokrylen a benzofenon-3),
pesticidy (dimoxystrobin, azoxystrobin, diflufenikan, famoxadon a fipronil) nebo azolové slouceniny

(klotrimazol, flukonazol ¢i prochloraz) [54].

Hygienické limity pro pitnou a teplou vodu v CR udava Vyhlaska &. 252/2004 Sb. v souladu
s pravem Smérnice Rady 98/83/ES o jakosti vody uréené pro lidskou spotiebu [55]. Mezi chemickymi
latkami najdeme naptiklad pesticidy, jejichz limit (pro sumu véetné relevantnich metabolittl) je pro
pitnou vodu 0,5 pg-L!. Z PAU je v seznamu déle benzo[a]pyren (limit 0,01 pg-L™") a skupina &ty PAU
(benzo[b]fluoranthen, benzo[k]fluoranthen, benzo[ghi|perylen a indeno[1,2,3-cd]pyren; limit sumy 0,1
ug L.

Jak jiz bylo zminéno, jedna z hlavnich cest vstupu mikropolutantti do Zivotniho prostfedi je
spolu s &istirenskym kalem pouzitym ke hnojeni zemé&délské piidy. Za rok 2022 bylo v CR z celkovych
197 991 tun suSiny vyprodukovaného cCistirenského kalu pouzito 32 % v zemédé€lstvi, coz je druhy
nejéast&jsi zptisob likvidace ¢istirenského kalu po kompostovani [3,8]. V CR jsou mezni hodnoty
polutantd a bakterii v Cistirenském kalu pouzivaném ke hnojeni zemédé€lské plidy stanoveny ve
Vyhlasce ¢. 273/2021 Sb., o podrobnostech nakladani s odpady (Zakon ¢. 541/2020 Sb., o odpadech)
[56]. V ptipad€ organickych polutantd se jedna o halogenované organické slouceniny (AOX) s meznim
limitem 500 mg-kg™! suSiny, polychlorované bifenyly (PCB, suma 7 kongenerti — 28, 52, 101, 118, 138,
153, 180) smeznim limitem 0,6 mg'kg' suSiny a PAU (suma 12 PAU - anthracenu,
benzo[a]anthracenu, benzo[b]anthracenu, benzo[k]fluoranthenu, benzo[a]pyrenu, benzo[ghi|perylenu,
fenanthrenu, fluoranthenu, chrysenu, indeno[ 1,2,3-cd]pyrenu, naftalenu a pyrenu) s meznim limitem 10

mg-kg! suSiny. Zastupci mikropolutantli ve zmifilovaném dokumentu prozatim chybi.
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2.2 Zastupci emergentnich mikropolutantii a jejich vliv na organismy

2.2.1 Farmaka a produkty osobni péce (PPCP)

Skupina farmak a produktt osobni péce (PPCP, anglicky pharmaceuticals and personal care
products) zahrnuje velké mnozstvi latek riznorodych vlastnosti. Jak nazev napovida, patii sem jak 1é¢iva
a jejich rezidua, tak latky obsazené v produktech pouzivanych v kazdodennim zivoté, naptiklad
v kosmetice, mydlech, Samponech, zubnich pastach, deodorantech nebo v Cisticich prostiedcich [57].
Kwvili vysokému naduzivani PPCP a jejich nésledné, v podstaté neustalé, introdukci do Zivotniho
prostfedi je v nizkych koncentracich miizeme najit v riznych slozkéach zivotniho prostiedi — ve vode,

sedimentu, ptid¢€ i bioté [58].

Léciva a nékteré latky ze skupiny produktd osobni péce jsou biologicky aktivni a do téla jsou
podavany za Gcelem interakce se specifickymi procesy a metabolickymi drahami. Z organismu jsou tyto
aktivni latky bud’ vylou¢eny v nezménéné podobé nebo mohou byt metabolizovany, pficemz toxicita
dané latky mize s pfeménou na metabolit klesat nebo stoupat. V Cistirnach odpadnich vod je jejich
odstranéni zpravidla obtizné, a to kvuli jejich riznorodé povaze [59]. Piestoze vétsina téchto latek neni
svou podstatou perzistentni, jejich nepfetrzité zavadéni do Zivotniho prostiedi, a tedy neustala expozice
organismu z nich dé€la ,,pseudo-perzistentni* latky [60]. U exponovanych necilovych organismu se tedy
muze projevit efekt biologicky aktivni latky. Pokud je organismus vystaven smési PPCP, mize také
dojit k synergickému efektu (takzvané potenciaci nebo také koktejlovému efektu), kdy smés dvou a vice
latek ptisobi mnohem vétsi ucinek, nez by byl soucet ucinki kazdé jednotlivé latky. Mnoho latek ze
skupiny PPCP miZe naruSovat hormonalni systém a lze je tedy fadit mezi ED. Je to napfiklad
antibiotika penicilin a tetracyklin nebo antidepresivum fluoxetin. ED riznymi mechanismy narusuji
hormonalni systém; konkrétngji se jim vénuje kapitola 2.2.2 nize. Dal§im negativnim dopadem uzivani

PPCP, konkrétn¢ antibiotik, je antibioticka rezistence [61].

2.2.2 Endokrinni disruptory (ED)

Jak jiz z ndzvu vyplyva, endokrinni disruptory (ED, anglicky endocrinne disruptors) jsou latky
narusujici hormondlni systém [62]. Jednd se o exogenni latky nebo jejich smési, jeZ interaguji
s endokrinnim receptorem a tento receptor nasledné aktivuji nebo inhibuji. Mohou také narusovat
syntézu ¢i degradaci hormontl, ¢imz mize dochazet k naruseni homeostazy, vyvoje, reprodukce a/nebo
chovani organismu. Skupina ED zahrnuje velké mnozstvi riiznorodych latek. Patii sem jak latky pfirodni
(hormony 17-estradiol, estron nebo estriol), tak latky syntetické (PPCP: triklosan, 17a-ethinylestradiol,
galaxolid; latky uzivané pti vyrobé plasti: ftalaty, nonylfenol, bisfenol A; nékteré bromované

zpomalovace hoteni, polychlorované bifenyly, dioxiny, pesticidy, PFAS a mnoho dalSich).
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ED zptisobuji reprodukéni toxicitu (snizeni plodnosti, vrozené vady reprodukénich organt,
rakovinu prsu/varlat/endometria, zménu pomeéru narozenych samcti a samic), thyroidni toxicitu
(poruchy metabolismu), mohou naruSovat insulinovou drdhu a diskutuje se o mnoho dalSich

nezadoucich tcincich na organismy [63].

2.2.3 Pesticidy

Pesticidy jsou chemikalie pouzivané k eliminaci $ktidcti nebo k prevenci pied jejich vyskytem
za ucelem ochrany plodin [64]. Na zéklad¢ skudct, které likviduji, Ize pesticidy rozdélit do téchto
podskupin: herbicidy, insekticidy, fungicidy, algicidy, baktericidy, rodenticidy a dalsi. Podle statistik je
ucinné pouze 1 % aplikovanych pesticidii, zbyvajicich 99 % kon¢i necilen€ v prostedi — pade, vode,
atmosféfe nebo organismech a zpiisobuje znecisténi [65]. Nadmérné pouzivani pesticidii mize také
ovlivnit nutri¢ni rovnovéhu, coz mé za nasledek sniZzeni kapacity vynosu plodin [66]. Dle jejich
chemické struktury rozdélujeme pesticidy do tfi hlavnich skupin, a to na organochlorované,
organofosforové a na karbamaty [67]. Organochlorované pesticidy jsou zpravidla insekticidy a n¢které
latky z této skupiny byly v mnohych zemich kvuli svym toxickym ucinkim zakazany (napiiklad
dichlorodifenyltrichloroethan — DDT, lindan, aldrin nebo chlordan. Skupina organofosforovych
pesticidii obsahuje naptiklad latky chlorpyrifos, fenitrothion nebo parathion. Svymi U¢inky tyto
insekticidy zvysuji vynosy plodin, v poslednich letech se tedy rapidné zvySuje jejich spotieba.
Karbamaty jsou slouceniny odvozené od kyseliny karbamové. Do této supiny fadime napiiklad

insekticidy karbofuran, aldikarb nebo karbaryl.

Pesticidy maji riizné toxicke u€inky, a to podle aktivni skupiny, kterou obsahuji [66]. Dusi¢nany
napiiklad snizuji schopnost organisml piijimat kyslik blokovanim hemoglobinu a organofosfaty

inaktivuji acetylcholinesterasu a nervovy systém. Nékteré pesticidy navic pasobi jako ED.

2.2.4 Per- a polyfluorované latky (PFAS)

Per- a polyfluorované latky (PFAS, anglicky per- and polyfluoroalkyl substances) jsou
syntetické latky pouzivané v nejriznéjsSich aplikacich za ucelem vyuziti jejich specifickych vlastnosti.
Je to predevsim chemicka a tepelnd inertnost, amfifilita, vysoka hustota, nizké povrchové napéti a nizka
dielektricka konstanta [68,69]. PFAS byly/jsou vyuzivany jako surfaktanty v emulzich, jako
odpuzovace vody v nepromastitelném papiru, bézkatskych voscich, v hasicich pénach ¢i impregnacich
nebo v teflonovém nadobi. Jejich vysoka chemicka a tepelna odolnost vSak komplikuje ¢i zabranuje
jejich (bio)degradaci, a tak se tyto latky, z toho divodu ¢asto nazyvané ,,vééné chemikalie®, kumuluji

v zivotnim prostfedi. Mezi nejznaméjsi PFAS pati PFOS a PFOA.

Nekteti zastupci PFAS se taktéz fadi do skupiny ED. V literatuie jsou dale zmifiovany jejich

karcinogenni u¢inky, imunotoxicita ¢i narusovani metabolismu lipida [70,71].
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2.2.5 Nano- a mikrocastice kovii a polymeru

Mezi nove se objevujici formy znecisténi patii i nano- a mikroc¢éstice kovl a polymerd. Nano-
a mikrocastice jsou pevné ¢astice velikosti 10—1000 nm, respektive 1-1000 pm [72]. Mikrocastice a
zejména nanocastice maji diky své malé velikosti fadu unikatnich chemickych, fyzikalnich, ale i
biologickych vlastnosti [73]. Patii mezi né naptiklad velky specificky povrch, stabilita, reaktivita nebo
optické a magnetické vlastnosti. Nanotechnologie se v poslednich letech rapidné vyviji a nanomateridly
se pouzivaji v nespoc¢tu odvétvi jako je naptiklad nanomedicina (tkafiové inZenyrstvi, nanoléciva a
l1ékarska zafizeni), kosmetika (slozky opalovacich krémi), elektronika (nanoCipy, polovodic¢e) nebo

chemie (barvy, natéry).

Ackoliv se nanoCastic vyrabi ¢im dal tim vét$i mnozstvi, jejich analyza v zivotnim prostiedi je
velice obtizna a jejich toxicita pro organismy je Casto nezndma [74]. Nanocastice se maji tendenci
bioakumulovat v jatrech a slezin€. Hlavnimi cestami do organismu je pfijeti spolu s potravou nebo
s vdechovanym vzduchem. Nanocastice mohou ptisobit pneumotoxicky, zptisobovat oxidac¢ni stres nebo

se podilet na vzniku zanétu [75].

3 Remedia¢ni metody

Stejné jako chovani latek v pfirodé, i vybér metody pro jejich odstranéni (remediaci) se lisi
v zavislosti na povaze samotné latky a také jeji matrici. V ptripadé mikropolutantt se v literatuie jako
matrice Casto uvadi Cistirensky kal nebo odpadni voda, protoze jejich prostfednictvim se tyto latky
mohou dostavat do zivotniho prostiedi [76]. Ackoliv se metody odstranéni polutantl z pevné a kapalné
matrice odlisuji, jejich princip je ¢asto podobny. Na zakladé povahy je miZeme rozdélit na metody

fyzikalné-chemické a biologické [22].

3.1 Fyzikalné-chemické

Fyzikaln¢-chemické remediace zahrnuji Sirokou skalu metod. Pro ¢isténi vodné faze se vyuziva
napiiklad jiz zminénd adsorpce, dale oxidace, ozonizace, (nano)filtrace, elektrodialyza a nebo reverzni
osmoza [22,77,78]. Pro remediaci polutanti v pevné fazi, jako je Cistirensky kal, sediment ¢i pida, se
pouzivaji metody zaloZzené na vymyvani, volatilizaci ¢i zahfivani (extrakce, termalni desorpce,
incinerace a pyrolyza) [79]. Dale se pak uplatiiuji chemické metody, jako je oxidace a redukce,

dehalogenace a elektrokinetika [80].

20



3.2 Biologické

Nevyhodou fyzikalné-chemickych remedia¢nich metod je jejich vysokd cena a Castd nutnost
rekultivace ptdy po jeji sanaci (remediace zptisobi sekundarni kontaminaci) [81]. Je tedy snaha
implementovat jiné metody, které neSkodi Zivotnimu prostfedi, jsou dobie pfijimany vetejnosti a jsou
méné finan¢né nakladné. Tyto metody jsou zalozeny na pfirozené Cinnosti organismi a/nebo rostlin.
Nejcastéji se jedna o mikroorganismy (bioremediace), dale se pouzivaji i houby (mykoremediace),
rostliny (fytoremediace) nebo Zizaly (vermiremediace) [82]. Mezi nevyhody biologickych metod
bychom mohli zahrnout delsi ¢as remediaci (v fadu mésicti az let) a pripadnou toxicitu substratu pro
pouzity organismus, jez miize prubéh remediace zpomalit ¢i uplng zastavit. Kontaminovany material 1ze
sanovat ptimo v misté znecisténi (in situ) ¢i ho vytézit, pfevést a dekontaminovat na jiném misté k tomu
uréeném (ex situ). Takovato manipulace zvySuje nakladnost remediace, jeji vyhodou je naproti tomu
moznost monitorovat a kontrolovat jeji prub¢h. Pti bioremediacich se uplatiiuji acrobni mikroorganismy
(naptiklad Pseudomonas, Mycobacterium, Acinetobacter a jiné), které vyuzivaji kontaminanty jako
zdroj uhliku a energie [83]. Casto ale dochazi ke kometabolismu, kdy mikroorganismus pfeméni
kontaminant na zaklad€ podobné struktury s jeho pfirozenym substratem a tento kontaminant tedy neni
vyuzit jako zdroj energie [84]. Pfi degradaci naptiklad vysoce chlorovanych latek se uplatiiuji anaerobni
procesy (reduktivni dehalogenace). Bioremediaci lze provadet riznymi zpisoby, hlavnimi technikami
v piipadé pevnych matric jsou: monitorovana pfirozend atenuace, podpofena bioremediace,
bioaugmentace, bioventing, biopile, land farming, kompostovani ¢i bioreaktor [83,85]. Pti Cisténi vody
se uplatiiuje podporovand bioremediace (biostimulace), biosparging ¢i bioslurping. Monitorovana
pfirozend atenuace spocCiva v dlouhodobém sledovani lokality kontaminované snaze
biodegradovatelnymi polutanty [86]. K odstranéni polutanti dochazi pfirozenymi chemickymi,
fyzikdlnimi 1 biologickymi vlivy. Uplatilujici procesy jsou napiiklad sorpce, biodegradace, fedéni,
chemicka a fotochemicka oxidace ¢i volatilizace. Jak uz nazev napovida, technika podporované
bioremediace (biostimulace) spociva v podpofeni funkce mikroorganismi jiz ptitomnych v misté
znecisténi. Obecné se mikroorganismim dodavaji ziviny (naptiklad dusik a fosfor), v saturované zoné
1ze dodavat kyslik [87]. Pfi bioaugmentaci se naopak do sanované lokality dodavaji mikroorganismy
schopné degradace dané latky. Bioventing spoc¢iva ve vhanéni vzduchu do nesaturované zony nad vrstvu
podzemni vody [88]. Spolu s vhanénym vzduchem zo6nu opousti tékavé latky, jez mohou byt jimany nad
povrchem, a zaroven dojde k podpofe ¢innosti acrobnich mikroorganismi. Biopile a land farming jsou
priklady ex situ bioremediace [83,85]. Rozdil je v uspotfadani sanovaného materialu, které je bud’ ve
vrstvé v piipad¢€ metody land farming, nebo na hromadg v pfipadé¢ biopile. V obou pfipadech je material
provzdusnovan obracenim ¢€i zavaddénym vzduchem. Déle mohou byt mikroorganismim dodavany
nutrienty. Sanovany material mize byt zavlazovéan, vyluhy jsou jimédny a v ptipadé potieby také

sanovany. Kompostovéni je zaloZeno na praci aerobni biomasy, kdy je sanovany material smichan
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s kompostovacim substratem a Cinnosti mikroorganismti dochazi k zahfivani az na 70 °C [89].
V bioreaktoru je kal ¢i pida ex situ smichana s bioaktivnimi mikroorganismy, proces je dobie
kontrolovatelny a vhodny i pro vice rekalcitrantni latky jako jsou naptiklad polycyklické aromatické
uhlovodiky [90]. Jsou zde dosazeny optimalni podminky pro ¢innost mikroorganismti — vhodné pH,
teplota ¢i koncentrace substratu. Biospargingem nazyvame techniku, pfi niz se do saturované zény vhani
vzduch nebo jiny plyn [91]. Stejné€ jako u bioventing se pouziva k sanaci tékavych latek a jako zdroj
kysliku pro saturovanou zénu. Bioslurping naproti tomu kombinuje metodu bioventingu s odsatim

nemisitelné faze kontaminantu z povrchu podzemni vody [92].

Mykoremediace jsou remediace, pti kterych se k odstranéni polutanti vyuzivaji houby [93-95].
Nejcastéji se mluvi o houbach ligninolytickych (houby bilé hniloby), mezi které fadime napiiklad
Pleurotus ostreatus (hlivu Gstti¢nou) ¢i Trametes versicolor (outkovku pestrou). Tyto houby produku;ji
strukturou, véetné aromatického jadra. Zminéné enzymy jsou houbami pouzivany k rozkladu ligninu,
ale jejich nizka specifita umoziuje rozklad i jinych strukturné podobnych latek. Témi jsou napiiklad
PAU, PCB, chlorované fenoly, ale i pesticidy, ED ¢i jiné mikropolutanty. Diky obsahu velkého mnozstvi

funk¢nich skupin v bunéénych sténach jsou houby schopny fungovat jako biosorbent a vazat té€zké kovy.

Pti fytoremediaci dochazi k sanaci pomoci rostlin [96]. Rostliny mohou sanovat oblast riznymi
mechanismy — polutant mize byt pfijat rostlinou a nasledn¢ akumulovan v téle rostliny (fytoextrakce a
fytoakumulace), dale mtize byt polutant pfijat rostlinou a nasledné vyloucen v imobilizované forme
(fytostabilizace a fytoimobilizace) nebo mize byt polutant degradovan, a to bud’ v téle rostliny
(fytodegradace) nebo v prostoru okolo kofenli nazyvaném rhizosféra, ktery rostliny ovliviuji
vylucovanim kofenovych exsudatd (rhizodegradace). Jako posledni z technik 1ze zminit fytovolatilizaci,
pii které je rostlinou vyluovan te¢kavy produkt transformace polutantu. Fytoremediace se ukazala byt
uc¢innou zejména pokud jde o akumulaci téZkych kovli [97]. Uzivanymi rostlinami, tzv.
hyperakumulatory, nejcastéji jsou: Helianthus annuus (sluneCnice rocni), Salix viminalis (vrba

kosikarskd), Populus nigra (topol cerny) nebo Panicum miliaceum (proso seté) [98].

3.2.1 Vermikompostovani a vermiremediace

Vermikompostovani je proces, pfi kterém dochazi k rozkladu organické hmoty spole¢nou
¢innosti zizal a mikroorganismii [99]. Zizaly hmotu rozméliuji na mensi astice, homogenizuji ji a
zaroven ji provzdusiuji, coz ji déla pfistupnéjsi pro mikroorganismy. Nad to jsou zizali exkrementy
obohacené o stfevni bakterie. Slizovité vymésky zizal také vytvareji prostfedi s optimalni vlhkosti,
teplotou a obsahem lehce asimilovatelného uhliku, ¢imz podporuji mikrobialni aktivitu [100]. Oblast
s témito unikatnimi vlastnostmi, ovlivnéna ¢innosti zizal, se nazyva drilosféra. Efekt zizal mtize byt ale

docasny (v fadu hodin—dnt1), po vyschnuti chodbicek zvysena aktivita mikroorganismu ustava a muze
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byt dokonce nizsi nez v oblastech mimo drilosféru. Finalni produkt, vermikompost, se od vychoziho
produktu lisi v biologickych i1 fyzikalné-chemickych vlastnostech. Vyznacuje se zrnitou pérovitou
konzistenci s velkym specifickym povrchem, snizenym pomérem uhlik/dusik (C/N), vysokym obsahem
huminovych latek, dostupnych makro- a mikronutrienti a organickych kyselin pro rostliny, vysokou
mikrobidlni aktivitou [99,101]. Z téchto diivodil se vermikompost pouziva jako aditivum do ptdy pro
zlepseni jejich vlastnosti. Metoda vermikompostovani je vyuzivana ke zpracovani nejriznéjsich druhii
organickych odpadd, jako je Cistirensky kal [102,103], mrva [104,105] ¢i odpad ze zpracovani zeleniny,

ovoce a dalsich plodin [106-109]. V nékterych studiich je pfed vermikompostovanim substrat jeste

kompostovani dochdzi k velkému zahiivani substratu, které je zZadouci pro odstranéni patogend, pro
zizaly jsou ale tyto teploty smrtelné. Po termofilni fazi kompostovani se tedy kompost mize nechat
v mohutngj$i vrstve, jez se uz nezahtiva a mize byt osidlena zizalami, které kompost provzdusni a svou

¢innosti urychli jeho zpracovani.

Pokud je technika vermikompostovani pouzita k remediaci polutantd, mluvime o takzvané
vermiremediaci [112]. Na té se mize podilet mnoho procest, jez jsou znazornény na Obrazku 2. Piijem
polutantu zizalou a jeho naslednou akumulaci nazyvame vermiextrakei, respektive vermiakumulaci.
Polutant se miize do t¢la zizaly dostat dvéma zpisoby, a to bud’ aktivné spolu s potravou nebo pasivne
pres sténu pokozky. Pies sténu pokozky latky rozpusténé v ptidni vode€ nebo slabé sorbované na substrat
prostupuji ve sméru snizujiciho se chemického potencialu. Latky pfijimany spolu s potravou se dostavaji
do traviciho traktu a jsou distribuovany do tkani zizaly. Zptisob vstupu polutantu zalezi na mnoha
faktorech, u hydrofobnich latek s log Kow vy$$im nez 5 by napiiklad méla ptevazovat varianta pijmu
spolu s potravou [113,114]. Translokace polutantu do tkani uvnitf zizaly zatim nebyla velice
prozkoumana, autoii ve studiich prozatim rozdé€lovali ZiZalu na tfi ¢asti — ¢ast pred opaskem, opasek a
¢ast za opaskem, dale pak na tkané pokozky a stfeva [115]. Pokud dojde k degradaci polutantu ve
drilosféte, mluvime o drilodegradaci [112]. Pokud k transformaci nebo degradaci polutantu dojde v téle
zizaly, mluvime o vermitransformaci ¢i vermidegradaci. Na té se mohou podilet enzymy, napiiklad
cytochrom P450 nebo peroxidasy ¢i mikroorganismy pfirozené ptitomné ve stievé zizaly. Stejné jako
v télech ostatnich eukaryot, i v ptipadé zizal probiha detoxifikace ve dvou krocich [116]. V prvnim
kroku dochazi k zavedeni polarnich funkénich skupin (naptiklad -OH, -SH nebo -NH») do molekuly
pomoci jiz zminovaného cytochromu P450. Ve druhém kroku je molekula konjugovana s télu-vlastni
velice polarni latkou (naptiklad glutathion ¢i kyselina glukuronova) a tento polarni konjugat je poté

vyloucen z téla.
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Obréazek 2: Procesy probihajici v zizale a v jeji blizkosti pfi vermiremediaci substratu kontaminovaného
organickym polutantem. Pfepracovano dle autorti Shi et al. (2020) [112]. A — organicky kontaminant;

B, C — produkty degradace organického kontaminantu A.

Zizaly pouZivané pro vermikompostovani a vermiremediace

Jiz v roce 1977 rozdélil Bouché zizaly (Lumbricidae) na tfi rizné kategorie dle jejich zptisobu
zivota — epigeické, endogeické a anektické [117]. Epigeické druhy ziji pfevazné v humusové vrstve pii
ptdnim povrchu. Zivi se tedy organickou hmotou. Je pro né charakteristicky mensi vzrist a Gerveno-
rizové zbarveni pokozky. Maji kratky reprodukéni cyklus a jsou kratkoveéké. Endogeické zizaly se
pohybuji horizontalné v hloubce n€kolika desitek centimetrti, kde konzumuji taktéz organickou hmotu,
ktera muZe byt vazana na padni ¢astice. Jsou bez pigmentace a mensiho vzristu. Anektické Zizaly se
v pdé pohybuji vertikalng, a to do hloubky aZ nékolika metri.. Zivi se stejné jako Zizaly endogeické,
pfi nedostatku potravy vylézaji na povrch a zanasi organickou hmotu do pudy. Zastupci této skupiny
jsou nejvétsiho vzristu, jejich zbarveni je tmavsi na predni ¢asti téla pred opaskem neZ na zadni ¢asti

téla za opaskem, aby se skryly pfi vylézani na povrch za potravou.

Pfi procesu vermikompostovani a pii vermiremediacich se vyuzivaji témét vyhradné zizaly
epigeické [99]. Ty se vyznacuji jiz zminénym kratkym reprodukénim a zivotnim cyklem, dale pak
prirozenou schopnosti kolonizovat organickou hmotu a rychle ji rozkladat a v neposledni fad€ znacnou
odolnosti vii¢i zménam podminek prostredi (Siroky rozsah vlhkosti, teploty a pH). Nejvice vyuzivanymi
z Zizal mirného pasu jsou Eisenia fetida (Savigny 1826) a Eisenia andrei (Bouch¢é 1972), jejichz vzhled
zachycuje Obrazek 3. Za optimalnich podminek je délka jejich zivotniho cyklu od kokonu do dalsiho
jedince schopného vytvofit kokon 45-51 dnd. Primérna délka jejich Zivota je 594 dni pii 28 °C.
Optimalni teplota substratu je kolem 25 °C, optimalni pH kolem 5 a vlhkost cca 85 %. E. fetida (ZiZala
hnojni) mé mezi jednotlivymi segmenty (Clanky) svétlé zbarveni, E. andrei (zizala kalifornska) je oproti

tomu cela tmavé Cervené zbarvena [118]. Svymi vlastnostmi si jsou tyto dva druhy velice podobné, ale
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E. andrei mé kratsi zivotni cyklus a dokaze tedy vyprodukovat kokony o néco rychleji [119]. Diive byly
oba tyto druhy chybné shodné nazyvany E. fetida, autofi Dominguez et al. (2005) ve své studii ale
dokazali, Ze jsou to dva odlisné druhy, jez nejsou schopny po kiizeni produkovat zivotaschopné jedince
[120]. Dalsimi zastupci epigeickych zizal jsou pak naptiklad Dendrodrilus rubidus (Savigny 1826),
Dendrobaena veneta (Rosa 1882), Lumbricus rubellus (Hoffmeister 1843) nebo Drawida nepalensis

(Michaelsen 1907) [118]. K vermikompostovani v tropickych oblastech, jako je Afrika ¢i jizni Asie, se

vvvvv

eugeniae (Kinberg 1867), Perionyx excavatus (Perrier 1872) nebo Polypheretima elongata (Perrier

1872).

Obrazek 3: Vzhled zizal Eisenia fetida (vlevo) a Eisenia andrei (vpravo). Pfevzato z publikace autora

Dominguez (2023) [121].

4 Toxikologické testy na Zizalach

Zizaly tvofi vétsinu ptidni biomasy a jsou kli¢ovymi organismy podilejicimi se na vytvafeni ptidni
struktury a zachovavani jeji funkce [122]. Svou ¢innosti ovliviiuji slozeni pfitomnych mikroorganismt
a organické hmoty, ale i rust rostlin. Proto se Casto pouzivaji jako pldni indikatorové/modelové
organismy pii ekotoxikologickych testovanich, a to nejen pii aplikacich Cistirenskych kali na

zem&délskou pidu [123,124]. Stejné jako pii vermikompostovani a vermiremediacich se pro ucely

rrrrr

Ekotoxikologické testy 1ze rozd€lit na (sub)akutni a (sub)chronické a na klasické (konzervativni)
¢i testy na tkanové/bunééné urovni. Akutni testy se vyznacuji vysokou davkou polutantu podanou
zpravidla jednorazove [125]. Organismus je latce vystaven kratsi ¢as — do 24 hodin. Po expozici by mél
byt organismus pozorovan nejméné 14 dni, pfi pietrvavani priznakd déle. Na zaklad¢é poctu mrtvych
jedincu lze vypocitat hodnotu LD50 (letalni davka 50, anglicky lethal dose 50), ktera vyjadiuje davku

latky, po jejimz podani zahynulo 50 % vystavenych jedincii. Dlouhodobé toxikologické testy se déli na
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subakutni, subchronické a chronické. Subakutni toxikologické testy se provadi jako kontrolni
experiment pfed chronickym testovanim ke zjisténi vhodného rozsahu podéavanych déavek. Jejich cilem
je tedy zjistit reakci organismu na rozsah ddvek a predejit nutnosti opakovat chronicky toxikologicky
experiment kviili thynu zkoumanych organismu. Tyto testy trvaji kolem 28 dnd. Testy chronické se od
subakutnich 1i8i hlavné délkou trvani. Subchronické testy trvaji zpravidla 28-90 dni, chronické pak déle
(vice nez 90 dni). Delsi toxikologické studie se provadi ke zjisténi toxikologickych efektt, jez vyzaduji
delsi dobu expozice danou latkou. Na zékladé vysledki testii chronické toxicity lze také urcit hodnotu
NOAEL (zadny pozorovatelny neptiznivy ucinek, anglicky no observed adverse effect level), jez urcuje

nejvyssi davku, pfi niz nebyl pozorovan zadny neptiznivy G€inek na zkoumany organismus.

4.1 Kilasické (konvencni) testy toxicity na Zizalach

Klasickymi, konven¢nimi nebo standardnimi se rozumi ty testy toxicity, jez se provadi predevsim
na urovni jedincti a kultur [126]. Tyto testy, obCas nazyvané testy prvni generace, zkoumaji predné
akutni toxicitu a jsou standardizovany. Mezi nejrozsifenéjsi standardizované testy patii normy ISO
(Mezinarodni organizace pro normalizaci, anglicky International Organization for Standardization) a
OECD (Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj, anglicky Organisation for European
Economic Co-operation and Development). I v téchto normach se na zakladé jejich vlastnosti pouziva
predevsim zizala Eisenia (nejCastéji fetida), v nekterych piipadech je popsana metodika testu i pro jiné
druhy, jako je Dendrodrilus rubidus nebo Aporrectodea caliginosa. Jedna se napriklad o metodiky ISO:
ISO 11268-1 fesici akutni toxicitu [127], ISO 11268-2 fesici vliv na reprodukei [128], ISO 11268-3
fesici ucinky v terénnich podminkach [129] nebo ISO 17512-1 fesici testy unikového chovani [130] a
dale o metodiky OECD: OECD 222 fesici vliv na reprodukci a jiné subletalni uc¢inky [131] nebo OECD
207 tesici akutni toxicitu [132]. Pozorovanymi znaky u téchto klasickych testd jsou tedy zejména
mortalita, reprodukce (pocet mladych zizal a produkovanych kokontl), zména chovani, morfologické
zmeény, Unikové chovani a hmotnost organismu. Standardizované testy se vyznacuji jejich rychlosti,
jednoduchosti a nizkou cenou [133]. Casto ale nezohlediiuji problematiku nizkych koncentraci
sledovanych latek v pfirodé, jejich dlouhodobou subakutni expozici, jejich spolecny (takzvany

koktejlovy) toxicky efekt a proménlivé environmentalni faktory ovlivitujici jejich toxicitu.

4.2 Zizali biomarkery

Obecné se testy toxicity na tkaiiové, bunééné a molekularni trovni ¢im dal tim castéji zahrnuji do
toxikologickych studii za ucelem objasnéni subletalniho toxického i¢inku latky na dany organismus

[134]. Cilem je urcit a popsat biomarkery vhodné k véasné identifikaci onemocnéni a predejit tak
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toxické latky, tedy takzvané biodostupné frakce, které je organismus vystaven [136]. Biomarker by mél
korelovat s mnozstvim pfitomné toxické latky pfi stabilnich experimentalnich podminkach [133]. Mezi
biomarkery fadime jak odpovédi organismu na specificky kontaminant (naptiklad metalothionein, jehoz
produkce je indukovéna piitomnosti kovil), tak odpovédi znacici expozici nespecifickému polutantu, jez
se projevuje napiiklad zvySenym oxidativnim stresem a mtize dale vést k zdvaznym staviim (napiiklad
poruchdm imunitniho systému, riistu a reprodukce) [137]. VEtSinou se jednd o biomarkery nespecifické
[138]. Biomarkery mtuzeme sledovat na urovni sub-bunécné, bunécné, tkanové i na trovni celého

organismu. Radu biologickych odpovédi Zizal na polutant v ¢asové naslednosti schematicky ukazuje

Obrazek 4.

g
Zmény v senzorickém vnimani
aﬁk s <R
Molekularni/biochemické odpovédi Fyziologické odpovédi Behaviorélni odpovédi
* indukce/inhibice enzymu * metabolismus * Unikové chovani
* mutace genu I + hormonalni rovnovaha * zanofovani
* indukce proteinu (nap¥. + pohybova aktivita "| « péateni
metalothioneinu) * rovnovdha v obsahu * krmeni
* zména hladiny metabolitu mineréld/vody * migrace pri povrchu
q&&‘ %
Zmény ve struktu!'le genetického Cytologické/morfologické
materialu =
——— Zmény
* fragilita lysosomalni
membrany
* histopatologické zmény

Obrazek 4: Schéma projevi toxicity (biologickych odpovédi) Zizal po vystaveni polutantu.

Ptepracovano dle autorti Sanchez-Hernandez et al. (2006) [133].

Jeden konkrétni biomarker muze byt sledovan v homogenatu celé zizaly, jeji ¢asti nebo naptiklad
v zizalich bunikach [139]. Zizali buiiky coelomocyty se vyskytuji volné v t&lni duting Zizal a ucastni se
obrannych imunitnich procesi, jako je napiiklad fagocytosa [140]. Jejich extrakci lze provést

neinvazivné a jejich nasledna analyza pfispiva informacemi o imunotoxicité a cytotoxicite latek [139].

Recentni studie se zamétuji na biomarkery enzymové aktivity, genové exprese ¢i poSkozeni
DNA, proteint a lipidd. Tyto studie ¢asto sleduji vétsi mnozstvi riznych biomarkerti najednou za ti¢elem
postihnout co nejvice toxikologickych efektii kontaminantu [141]. Nelze také opomenout analyzy

metabolomu, jeZ mohou poskytnout velice rozsahlé a sensitivni informace o toxickém vlivu latek [142].
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Tabulka 1 zahrnuje ptehled zizalich biomarkeri — jaky stav mize dany biomarker signalizovat a ptiklady

studii, ve kterych byl tento biomarker sledovan.

Tabulka 1: Piehled zizalich biomarkerd a jejich indikace.

Druh Biomarker (zkratka)  Indikace, signalizace Piiklady pouZziti
Biomarkeru v literatuie
Enzymovy Acetylcholinesterasa Neurotoxicita, expozice pesticidiim, [143-145]
(AChE) detoxikace
Karboxylesterasa (CE)  Neurotoxicita, expozice pesticidiim, [146-148]
detoxikace
Katalasa (CAT) Oxidativni stres, antioxidant — faze 1 [149-151]
detoxikace
Superoxiddismutasa Oxidativni stres, antioxidant — faze 1 [152-154]
(SOD) detoxikace
Glutathion peroxidasa  Oxidativni stres, antioxidant — faze 1 [155-157]
(GPX) detoxikace
Guajakol peroxidasa Oxidativni stres, antioxidant — faze 1 [158-160]
(POD) detoxikace
Glutathion S- Oxidativni stres, antioxidant — faze 2 [161-163]
transferasa (GST) detoxikace
Glutathion reduktasa Oxidativni stres, antioxidant — faze 2 [164-166]
(GR) detoxikace
Molekularni Protein teplotniho Soku  Stres (rizného ptivodu, naptiklad teplotni) [167,168]
(Hsp)
Malondialdehyd Oxidativni stres — peroxidace lipidi [169-171]
(MDA)
Karbonylovany protein ~ Oxidativni stres — oxidace proteinti [172-174]
(PC)
Poskozena DNA Genotoxicita [175-177]
Metalothionein (MT) Expozice koviim [168,178,179]
Metabolomicka Razné [180-182]
analyza
Bunéény Retence neutralni Cytotoxicita — viabilita [183-185]
Cervené (NRRT)
Eseje s fluorescenénimi  Cytotoxicita — viabilita, apoptosa, fagocytosa, [186—188]
sondami na nekrosa, oxidativni stres a dalsi
pratokovém cytometru
Koncentrace Cytotoxicita [189-191]
riboflavinu v
eleocytech
Pocet coelomocyti, Cytotoxicita [151,192,193]
jejich hustota
Genova exprese Specificky biomarker —- mRNA (SOD, Hsp, [187,194,195]
MT a dalsi)
Tkanovy Histopatologické Disrupce tkané [196-198]
zmény tkané
Behavioralni Unikové chovani Nespecificka toxicita [199-201]
Reprodukce Reprodukeni toxicita [141,150,202]
Vytvateni dutin Nespecificka toxicita [203-205]

(hloubka zanotovani)
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5 Vermistabilizace Cistirenského kalu

Techniky vermikompostovani a vermiremediace popsané v kapitole 3.2.1 lze vyuzit ke stabilizaci
Cistirenského kalu a tento proces se oznacuje jako vermistabilizace [206]. Idealnim produktem
vermistabilizace Cistirenského kalu je nezapéchajici homogenni material s vys§i zrnitosti, vySSim
obsahem huminovych latek, aktivni mikrobiotou, snadno dostupnymi mikro- a makroprvky a niz§im
obsahem patogent a polutantil, nez byl vychozi materidl. Je tedy bezpecné a zadouci ho pouzit jako
hnojivo na zemédelskou ptdu. Nékteré Cistirenské kaly jsou ale pro tuto metodu stabilizace nevhodné,
jelikoz mohou byt pro zizaly toxické nebo obsahovat celou fadu latek, z nichz nékteré nejsou pomoci

vermistabilizace odbouratelné [123,207].

5.1 Toxicky vliv Cistirenského kalu na zizaly

Toxicita Cistirenského kalu mtze mit rizny ptivod, protoze se jednd o material riznorodych
vlastnosti s Sirokym spektrem obsazenych latek a patogenti [207]. Toxicky efekt na zizaly mize mit
napiiklad vysoka koncentrace amoniakalniho dusiku [99], jiZ zmin€nych patogenti [208] a/nebo tézkych
kovti [209]. Hlavni roli v toxicité ¢istirenského kalu hraje tedy jeho pivod [209] a jeho uprava v COV
[206]. Autofi Masciandaro et al. (2002) zaznamenali tnikové chovani u zizal E. fetida pti zvySeni
obsahu anaerobné upraveného Cistirenského kalu ve smési s ptidou [210]. Ptisuzovali to nedostatku
kysliku ¢i ptitomnosti toxickych latek vzniklych anaerobnimi procesy. Vermistabilizace byla aplikovana
i na primarni ¢istirenské kaly, jez neproily sekundarnim biologickym procesem &isténi v COV
[206,211]. Tyto kaly je ovSem zahodno nejlépe predkompostovat ¢i/a smichat s plnidlem, aby bylo
zamezeno toxickému vlivu na ZiZaly. Cistirenské kaly silné kontaminované t&zkymi kovy obecné nejsou
povazovany za bezpecné z hlediska aplikace na zemédé€lskou puidu, a to ani po vermistabilizaci [103]
(Publikace 4). Zizaly sice jsou schopny bioakumulace tézkych kovi, ale po jejich umrti a rozkladu se
tézké kovy opét stavaji soucasti substratu. Nekteré studie ovSem uvadi, ze zizaly jsou schopny snizit
biodostupnost a mobilitu té€zkych kovl jejich inkorporaci do organickych komplext, naptiklad
s huminovymi latkami [212]. Autoii Natal-da-Luz et al. (2009) porovnavali toxicitu tfi rtznych
Cistirenskych kalii na Zizale E. andrei [209]. Zatimco kal pochazejici z méstské COV a kal pochézejici
z COV olivové vyrobny nemély na Zzizaly toxicky vliv, kal pochazejici z COV galvanovny obsahujici
vysoké koncentrace kovil zapti€inil inikové chovani zizal a mél vliv na jejich reprodukci (nizsi pocet
mlad’at oproti kontrole). Autoti Urionabarrenetxea et al. (2022) zaznamenali naruseni viability a sniZzeni
poctu coelomocytl zizaly E. fetida po expozici skladkovanym Cistirenskym kalem [193]. V dalsi studii
pak autofi Babi¢ et al. (2016) pozorovali oxidativni stres u zizaly E. fetida po expozici Cistirenskym
kalem pochéazejicim z méstské COV [123]. Dale bylo pozorovano poskozeni a ztendeni zizali pokozky.

Autofi Rorat et al. (2013) zkoumali vliv komunalniho ¢istirenského kalu na Zivotaschopnost, reprodukci
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a imunitni systém zizaly D. veneta [192]. V uspotadanich s 0 % a 50 % cistirenského kalu (smichaném
s pidou) doslo u zizal k inhibici reprodukce. Naproti tomu, v uspofadanich s 25 % distirenského kalu
doslo k podpofeni reprodukce, nartistu vahy zizal a také zvySeni poctu zizalich bun¢k coelomocyta.
Biomasa zizal E. fetida stoupala v uspotadanich s Cistirenskym kalem ve studii autord Roques et al.
(2023), v niz byla provedena simulace pfidadvani Cistirenského kalu na zemédélskou ptdu jako hnojiva
[213]. Nejvyssi nartst zizali biomasy byl pozorovan v uspofadani s 20 gkg' suché vahy kalu.
V uspoiadani s nejvyss§im mnozstvim pridaného kalu (50 g-kg' suché vahy) byla autory zaznamenana
vys$s$i mortalita oproti uspofadanim s niz$imi koncentracemi kalu a nebyla zde nalezena zadna zizali
mlad’ata. Tyto studie tedy ukazuji, ze niz$i procento ptfidané¢ho kalu (na rozdil od vy$siho) mutze

pozitivn€ ovlivnit rist a reprodukci zizal.

Toxicky efekt Cistirenského kalu na zizaly lze zmirnit jeho predipravou pred vermistabilizaci.
Jde naptiklad o pfedkompostovani, pti kterém probéhne termicka faze, jez ma destruktivni vliv na
patogeny a také pfi ni mohou vytékat toxické volatilni latky jako je amoniak a methan [111] (Publikace
1). Dalsi moznosti je smichat Cistirensky kal pfed vermikompostovanim s plnidlem/aditivem (v
anglictin€ bulking agent) [214]. Jako plnidlo se pouziva naptiklad slama, papir, karton, trava, piliny,
jehli¢i, potravinovy odpad, chlévsky hnilj nebo samotny zraly vermikompost [214-217]. Plnidlo
nejenom ze Cistirensky kal fedi, ma také vliv na pomér C/N, vlhkost, provzdusnéni, a tedy i1 vlastnosti
vzniklého materialu [218]. Autofi nékterych studii pfidavaji jako aditivum biochar, popilek nebo
napiiklad fosfatovou horninu, jez funguji jako adsorbenty pro toxické latky, a tedy snizuji toxicitu
Cistirenského kalu [219-222]. Dalsi moznosti, jak zamezit toxickému vlivu Cistirenského kalu na zizaly,
je vlastni usporadani vermikompostéru, ve kterém proces probiha. Resenim mize byt oddélené umisténi
zizal (Zizaliho substratu) a substratu s Cistirenskym kalem, kdy mohou zizaly mezi témito dvéma

materialy voln€ migrovat. Takovy koncept je v literatufe nazyvan ,,wedge® systém [103,223].

5.2 Vliv zizal na mikroorganismy

Pritomnost zizal a jejich druh, druh substratu a podminky vermikompostovani jsou faktory majici
znac¢ny vliv na sukcesi ptritomnych mikroorganismti [224,225]. Publikované prace zabyvajici se
sloZzenim mikroorganismil v pribéhu kompostovani a vermikompostovani se povétsinou shoduji, Ze
kompostovani s Zizalami sice vede k redukci populaci mikroorganismi a jejich aktivity, naopak ale
dochazi k nartstu jejich diverzity [226-228]. Autofi Dominguez et al. (2019) pozorovali a popsali
zmeény v zastoupeni i celkovém mnozstvi bakterii v pribéhu vermikompostovani rostliny janovce
metlatého (Cytisus scoparius) s zizalou E. andrei [224]. Celkova mikrobialni populace sledovana jako
bazalni respirace kontinualné klesala. Sukcese bakterii byla zavisld na formé zdroje pfitomného

organického uhliku v substratu. Dle zastoupeni bakterii v riznych ¢asovych fazich vermikompostovani
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rozdglili autofi bakterialni sukcesi do tfi skupin. Prvni skupina bakterii je ta pfitomna v substratu pred
samotnym zacatkem vermikompostovani (kopiotrofni bakterie, ptevazné kmen Proteobacteria, den 0).
Druhd skupina bakterii se sklada z téch, jez prosly stfevem zizal a byly néasledné vylouceny (nartst
bakterii kmenu Bacteroidetes, kolem dne 14). Posledni tfeti skupina bakterii je asociovana s piitomnosti
zbyvajici rekalcitrantnéj$i ¢asti substratu (oligotrofni bakterie, nardst bakterii kmenu Actinobacteria,
kolem dne 42). Kopiotrofni bakterie se vyskytuji na mistech s vysokou koncentraci lehce dostupného
substratu a maji tedy rychlejsi kinetiku rstu. Po spotfebovani jednoduSe dostupného zdroje uhliku
nahrazuji tyto bakterie oligotrofové, jez jsou schopni piezivat v lokalitach s nedostatkem Zivin a rostou
pomaleji [229]. Autofi Huang ef al. (2013) vermikompostovali odpad ze zeleniny s pomoci zizaly E.
fetida [230]. Vysledky autorti se shoduji s vysledky ptedeslych studii, a sice ze ackoliv pii
vermikompostovani poc¢et mikroorganism a jejich aktivita klesa, mikrobialni diverzita oproti kontrole
bez zizal naopak roste. Zatimco v kontrole prevazoval kmen Firmicutes, ve vermikompostu byly
dominantni kmeny Bacteroidetes a Actinobacteria. Autoti Gopal et al. (2017) vermikompostovali
kokosové listy s pomoci zizaly Eudrilus [231]. V pribéhu vermikompostovani doslo k poklesu
relativniho zastoupeni kmen Bacteroidetes a Proteobacteria. V priubéhu zrani vermikompostu relativni
zastoupeni téchto kmendi ovSem opét narustalo. Kmen Firmicutes vykazoval narQst v relativnim

zastoupeni po celou dobu procesu vermikompostovani, véetné obdobi jeho zrani.

Vysledky studie zkoumajici vermikompostovani cCistirenského kalu se ohledné zastoupeni
bakteridlnich kmend viceméné shoduji s t€émi popsanymi vySe na rostlinném materialu, a sice Ze
dominujicimi kmeny ve findlnim vermikompostu jsou piedevSim Proteobacteria, Bacteroidetes,
Actinobacteria a Verrucomicrobiota [232]. Autofi dale uvadéji, ze slozeni bakterialnich kment ve
vermikompostovaném kalu je podobné tomu ve vermikompostu a zaroven se zasadné 1isi od toho v kalu
pred vermikompostovanim. Autoii Lv ef al. (2015) porovnavali zmény v mikrobiomu pti kompostovani
a vermikompostovani (E. fetida) Cistirenského kalu a chlévské mrvy, pfi¢emz kompost a vermikompost
se signifikantné 1iSil v zastoupeni bakterii [233]. Zatimco v kompostu pievazoval kmen Firmicutes
v termofilni fazi a Actinobacteria ve fazi zrani, u vermikompostu prevazoval kmen Proteobacteria, a to
v pribéhu celého procesu. Vermikompost vykazoval obecné vétsi bakterialni diverzitu neZ samotné
kompostovani. U podobného experimentu pozorovali autoii Lv et al. (2018) kolem 20. dne nartst
bakterialni populace a aktivity ve vermikompostu [234]. Autofi to pfisuzovali aktivité zizal, jez vedla
k fragmentaci organické hmoty a nasledné jednodus$imu piijmu bakteriemi. Autoti Yang ef al. (2021)
vermikompostovali odvodnény Cistirensky kal s pomoci Zizaly E. fetida a zjistili, Ze hlavnimi aktivnimi
kmeny bakterii ve vermikompostu jsou Proteobacteria a Actinobacteria, pticemz v kontrole bez zizal
to byly kmeny Proteobacteria a Bacteroidetes [235]. Autofi Huang ef al. (2020) taktéZ pozorovali vyssi
podil Proteobacteria ve vermikompostovaném Cistirenském kalu (zastoupeni 46 %) nez v kontrole bez
zizal (34 %) [236]. Autoti Duan et al. (2024) zaznamenali pokles bakterialni populace az o 93 % po

vermikompostovani Cistirenského kalu (usporadani 70 % kal a 30 % ¢inské byliny) [237].
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5.3 Vermiremediace mikropolutantii v ¢istirenském kalu

Béhem procesu vermiremediace mikropolutanti v Cistirenském kalu (¢i jiném organickém
substratu) se uplatiiuje n€kolik mechanismti [238]. Prvnim mechanismem je pfijem Zzizalou spolu
s potravou a nasledna mineralizace v zizalim stfevé za pouziti enzymil/pfitomnych mikroorganismu ¢i
pfijem absorpci skrz pokozku. Dal$im mechanismem je degradace pomoci mikroorganismi, jez se
nachazi v substratu anebo v biofilmu v okoli Zizal (drilosféfe). Cinnost mikroorganismi je zde
podpofena Cinnosti zizal. Poslednim mechanismem je sorpce mikropolutantti na ¢astice vermikompostu

vzniklého ¢innosti Zizal.

Literatura vénujici se vermiremediaci mikropolutantti z Cistirenskych kalt byla shrnuta do
Tabulky 2, do které byly pro ptehlednost zahrnuty i Publikace 4—6. Ve studiich byl nejcastéji pouzivan
druh zizaly Eisenia a studie trvaly od 21 dnii do cca 155 dnii. Autofi zkoumali vermiremediace
jednotlivych latek nebo rozsahlé skupiny mikropolutantii. Autofi nékterych studii kalovy substrat
mikropolutantem dodate¢né kontaminovali [239-241]. Nékteré studie byly provedeny in situ po
predchozi jednordzové [242] ¢i dlouhodobéjsi [243] aplikaci Cistirenskych kalt na zemédélskou ptidu,
jiné v provoznim meéfitku [103]. VétSina uvedenych ale probihala v laboratornim prostiedi. Témér
vSechny uvedené studie zkoumaly vermiakumulaci a uvadély tedy bioakumulacni faktory latek (BAF),
transfer faktory (TF), biokoncentra¢ni faktory (BCF), pfipadné akumulaéni faktory biota-ptida (BSAF).
BAF, TF a BCF byly pocitany stejné, a to jako podil koncentrace latky v zizalach a koncentrace latky
v substratu na konci experimentu. Ve vypoctu BSAF byly tyto koncentrace normalizovany na obsah
lipidti v zizalach a obsah uhliku v ptidé. Ostatni studie pozorovaly zmény koncentrace latek v substratu
[103]. V nékterych studiich byly koncentrace latek v kalovém substratu pod detekénim limitem, nybrz
v télech Zizal bylo téchto latek nalezeno kvantifikovatelné mnozstvi [ 186,242,244]. Zizaly tedy v tomhle
ohledu mohou plnit funkci tzv. pasivnich vzorkovacu a svou schopnosti bioakumulace odhalit latky
v substratu, jez se tam pravdépodobné vyskytuji, nybrz pod limitem detekce vyhodnocovaci metody.

Problémem ale je, Ze u téchto latek neni mozné vypocitat hodnoty BAF.

Autoti Kinney et al. (2008) analyzovali pfitomnost 77 indikatori antropogenniho znecisténi
(AWI, anglicky anthropologenic waste indicators) v zizalach in situ po jednorazové aplikaci
komunalniho ¢istirenského kalu na pole [242]. V zizalach bylo po 30 dnech nalezeno 25 latek, pficemz
nejvice byly akumulovany latky triklosan, cholesterol, indol nebo skatol. TataZz vyzkumna skupina
sledovala tentokrat 59 AWI v pudé s pridavkem 0—4 % komunalniho dCistirenského kalu [244].
V Zizalach bylo nalezeno 25 latek a nejvyssi BAF byl zaznamenan u latek para-kresol, methylsalicylat,
bisfenol A a cholesterol. Autofi Rivier et al. (2019) zkoumali bioakumulaci a odstranéni Sesti
organickych kontaminantli z komunalniho C{istirenského kalu (tfi druhy) Zizalou Aporrectodea
caliginosa [245]. Mira odstranéni byla nejvétsi pro latku nonylfenol (nad 99,8 %) a signifikantni

bioakumulace byla zaznamenana pro galaxolid a triklosan. Autofi Grasserova et al. (2024; Publikace 6)
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zkoumali odstranéni a pfipadnou bioakumulaci 88 latek ze tfidy PPCP, ED a PFAS v komunalnim
Cistirenském kalu (dva druhy) smichaném v rizném pomeéru se slamou [186]. Ze substratu byly oproti
kontrole bez zizal signifikantné eliminovany latky diklofenak, metoprolol, telmisartan a triklosan.
K nejvetsi bioakumulaci v zizalach doslo u latek kofein a diklofenak ze skupiny PPCP a PFOS,
perfluorotridekanova  kyselina  (PFTrDA), perfluorododekanovd kyselina (PFDoDA) a
perfluoroundekanova kyselina (PFUnDA) ze skupiny PFAS. Autofi Innemanova et al. (2022; Publikace
4) sledovali vermiremediaci 35 latek ze skupiny PPCP a ED ve venkovnim provoznim experimentu
s Gistirenskym kalem a slamou [103]. Uspé&snost odstranéni se pohybovala nad 90 % pro latky
acesulfam, equilin, equol, furosemid, hydrochlorothiazid, ibuprofen, sacharin, sulfamethazin a 17p-
estradiol. Vermiremediace 12 latek, taktéz ze smési Cistirenského kalu a sldmy, byla sledovana autory
Dume et al. (2023; Publikace 5) [246]. Nejvétsi t¢innost odstranéni byla zaznamenana u triklosanu a
mirtazapinu. BCF byl nejvyssi pro diklofenak, triklosan a kofein. Ptijem latek triklosan, galaxolid a
tonalid zizalami D. veneta byl studovan autory Havranek et al. (2017) [247]. TF pro tyto latky byl 0,76
pro triklosan, 0,13 pro galaxolid a 0,024 pro tonalid. Autoii Chevillot et al. (2018) se zabyvali
vermiremediaci triklosanu a jeho metabolitu methyltriklosanu [248]. Reportované hodnoty BAF pro
triklosan byly cca 2, methyltriklosan byl pod detekénim limitem. Piijem triklosanu a tvorba jeho
transformacniho produktu methyltriklosanu byla zkoumana autory Chen et al. (2020) [249]. Autofi
uvedli, Ze E. fetida bioakumulovala vyrazné vice triklosanu (BAF pod 11) nez Metaphire guillelmi (BAF
pod 0,6). Autoti Sherburne et al. (2016) studovali mozny transfer triklosanu a triklokarbanu do zizal
z pidy, jez byla v minulosti hnojena Cistirenskym kalem [243]. Autofi odhadli (zizali stfeva nebyla pred
analyzou vyprazdnéna) hodnotu BSAF pro triklosan 67 a pro triklokarban 0,79. Autotfi Pannu et al.
(2011) studovali bioakumulaci triklosanu ve dvou riznych ptidich uméle kontaminovanych
Cistirenskym kalem [240]. Zjistili, Ze bioakumulace je u¢inngjsi z pudy obsahujici vysoky podil jilu
(BAF 12) nez z pidy obsahujici vysoky podil pisku (BAF 6,5). Pro zizaly zijici v piidé s predchozi
jednorazovou aplikaci Cistirenského kalu byl zjistén BAF triklosanu 4,3. Autofi Snyder et al. (2011)
publikovali obdobnou studii, kde zjistovali BAF ve tfech druzich uméle kontaminovanych ptd
triklokarbanem s ptidavkem Ccistirenského kalu [239]. Schopnost Zizal bioakumulovat triklokarban
klesala v fade¢ jilovita ptida (BAF 20), piscita pada (BAF 18) a uméle vytvorena piida (BAF 2,2). Autofti
Sidhu et al. (2019) rovnéz zkoumali bioakumulaci v uméle kontaminované smeési Cistirenského kalu a
pudy/pisku, tentokrat se jednalo o antibiotika ciprofloxacin a azitromycin [241]. BAF pro ciprofloxacin
se pohyboval mezi hodnotami 3,4-3,9, BAF pro azitromycin pak v rozmezi 6,3—7,6. Autofi taktéz uvedli
i hodnoty BAF pro zizaly, u nichz nedoslo pfed analyzou k vyprazdnéni stiev. Tyto hodnoty byly
nasobné vétsi (rozmezi 16-21) a tudiz ukazuji, jak je vy€isténi stéev Zizal v tomto ohledu sté€Zejni. Autofi
Wen et al. (2015) zkoumali bioakumulaci latek PFOS a PFOA v 7 riiznych piadach s pfedchozi aplikaci
Gistirenského kalu. Hodnoty BAF byly pro PFOS v rozmezi 1.54—4.12 a pro PFOA 0,516-1,36. Cim
vys$§i byly koncentrace téchto dvou latek v piadé, tim niz§i byly odpovidajici hodnoty BAF.

Bioakumulace PFAS a halogenovanych zpomalovac¢t hofeni (HFR) v zizalach byla zkoumana autory
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Navarro ef al. (2016, 2017) [250,251]. V prvni uvedené studii byly BAF zjistovany v matrici Ctyt
ruznych Cistirenskych kalti smichanych s piidou. BAF PFAS byl v rozmezi od 2,2 pro PFOA do 198 pro
PFDoDA. Rozmezi BAF pro polybromované difenylethery (PBDE) bylo 0,6-17 a pro chlorované
zpomalovace hoteni (CFR) 0,5-20. Druha z uvedenych studii zkoumala bioakumulaci v zizalach na
umeéle kontaminované pidé s pfidavkem dvou riznych dCistirenskych kalt po vyseti kukufice seté.
Obecné byly zaznamendny vySs$i hodnoty BAF pro PFAS nez pro PBDE. Nejvyssi BAF mél PFOS
(6,09).
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Tabulka 2: Vermiremediace mikropolutant.

Skupina Mikropolutant Substrat Drubh zizaly Délka expozice Poznamky k vermiremediaci Reference
Mikropolutanty 77 latek Ptda, Cistirensky Nespecifikovano 30 dnd, 155 dnt Rozsah BAF latek nalezenych v télech zizal po 155 dnech byl od 0,05 [242]
kal pro galaxolid do 27 pro triklosan.
Mikropolutanty 59 latek Ptda, Cistirensky E. fetida 2 tydny, 8 tydnt BAF pro latky para-kresol, methylsalicylat, bisfenol A a cholesterol byl [244]
kal vyssi nez 100.
Mikropolutanty 6 latek Puda, Cistirensky Aporrectodea 96 dni BAF (TF) galaxolidu v zizalach byl 7-18, triklosanu 120-160. [245]
kal caliginosa
PPCP,ED a 88 latek Odvodnény kal, E. andrei 56 dnt Signifikantni odstranéni diklofenaku (90 %), metoprololu (88 %), [186] (Publikace 6)
PFAS slama telmisartanu (62 %) a triklosanu (81 %).
PPCP a ED 35 detekovanych latek Odvodnény kal, E. andrei 9 mésict Nejvyssi t€innost odstranéni (vyssi nez 90 %) pro latky acesulfam, [103] (Publikace 4)
slama equilin, equol, furosemid, hydrochlorothiazid, ibuprofen, sacharin,
sulfamethazin a 17p-estradiol.
PPCP a ED 12 latek Odvodnény kal, E. andrei 120 dntd Nejvyssi téinnost odstranéni pro triklosan (37 %) a mirtazapin (14 %). [246] (Publikace 5)
slama
PPCP a ED Triklosan, galaxolid, Puda, Cistirensky D. veneta 7 dnt Nalezena koncentrace v Zizalach byla nasledujici: 2,6 = 0,6 mg-g! [247]
tonalid kal galaxolidu, 0,04 + 0,02 mg-g™! tonalidu a 0,6 + 0,2 mg-g™! triklosanu.
PPCP Triklosan, methyl- Puda, Cistirensky E. andrei 21 dntl BAF triklosanu se pohyboval kolem hodnoty 2. [248]
triklosan kal
PPCP Triklosan, methyl- Puda, Cistirensky Metaphire 14 dnti BAF triklosanu byl az 11 pro E. fetidu a az 0,6 pro M. guillelmi. [249]
triklosan kal guillelmi, E.
fetida
PPCP Triklokarban, triklosan Puda, Cistirensky Lumbricus - (kal na pudu Biota-pida akumulaéni faktor (BSAF) byl 0,79 pro triklokarban a 67 [243]
kal aplikovan pro triklosan; BAF pro triklosan 15,9 (vSe bez vy¢isténi stiev zZizal).
predchozich 7 let)
PPCP Triklosan Puda, Cistirensky E. fetida 28 dnti BAF triklosanu v zizalach byl vyssi v hlinité pade (12 £ 3,1) nez [240]
kal v pis¢ité pidé (6,5 + 0,84).
PPCP Triklokarban Puda, pisek, E. fetida 31 dna BAF triklokarbanu v uméle kontaminovaném substratu byl 18 + 3,5 [239]
Cistirensky kal (pis¢ita pada), 20 + 2,1 (jilovitd pida) a 5,2 + 0,22 (uméle vytvoiena
puda).
PPCP Ciprofloxacin, Puda, Cistirensky E. fetida 28 dnt BAF pro ciprofloxacin se pohyboval kolem hodnoty 4, pro azitromycin ~ [241]
azitromycin kal kolem hodnoty 7.
PFAS PFOS, PFOA Puda, Cistirensky E. fetida 30 dnt BAF pro PFOA (0,52—-1,34) byl niz§i nez pro PFOS (1,54-4,12). [252]
kal
PFAS a HFR 49 latek Ptda, cistirensky E. andrei 21 dnti Primérny BAF byl 2,2-198 pro PFAS, 0,6—17 pro PBDE a 0,5-20 pro [250]
kal CFR.
PFAS a HFR 49 latek Ptda, cistirensky E. andrei 28 dnti Vyssi BAF po PFAS (4,06 + 2,23) nez pro PBDE (0,02 + 0,02). [251]

kal
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6 Cile disertacni prace

Vermikompostovani je jednou z bioremedia¢nich technik, jez se v poslednich letech jevi jako
ucinnd metoda k Upraveé kalli a eliminaci v nich obsazenych polutanti. Hlavnim cilem této disertacni
prace je tedy posoudit vliv vermikompostovani na emergentni mikropolutanty obsazené v Cistirenském
kalu. Za ucelem zaru€eni optimalnich podminek vermikompostovani byl také testovan toxicky vliv

Cistirenského kalu na Zizaly.

Dil¢i cile prace:

1. Optimalizace podminek vermikompostovani (vermikompostovani s ptedkompostovanim a

vermikompostovani substratii riiznych vlastnosti) — Publikace 1 a 3.

2. Optimalizace testli cytotoxicity na Zzizalich butikdch coelomocytech s pouzitim pritokove

cytometrie jako detek¢ni metody — Publikace 2.

3. Posouzeni vermiremediace mikropolutantd ze skupiny PPCP a ED v Cistirenském kalu ve

venkovnich provoznich vermikompostérech — Publikace 4.

4. Studium vermiremediace mikropolutantii ze skupiny PPCP, ED a PFAS z rtiznych ¢istirenskych
kali v laboratornich podminkdch (posouzena vermidegradace a vermiakumulace

mikropolutantti) — Publikace 5 a 6.

5. Hodnoceni (cyto)toxického vlivu Cistirenskych kalti na zizaly — Publikace 6.

6. Vliv zizal na pfitomné mikroorganismy pii procesu vermikompostovani ¢istirenského kalu —

Publikace 6.

36



7 Zavéry

1. V Publikaci 1 byly popsany procesy kompostovani a vermikompostovani a byl vytvoren
uceleny piehled publikaci, ve kterych jsou ob¢ tyto metody jdouci po sobé vyuzity k rozkladu
organické hmoty a k eliminaci polutantd — pfedevs$im tézkych kovii a PAU. Zafazeni procesu
takzvaného predkompostovani pied vermikompostovani mé nékolik vyhod. Pfi kompostovani
dochazi k nartstu teploty (az na 80 °C), pii které dojde k usmrceni patogenti a vytékani plynt
toxickych pro zizaly. Dalsi vyhodou je, Ze material se po probéhnuti termické faze nezahtiva a

vermikompostovani tak mtize probihat v mohutngjsi vrstvé.

2. Testy cytotoxicity na zizalich buiikkdch coelomocytech byly optimalizovany v Publikaci 2.
Coelomocyty zizaly FEisenia andrei byly neinvazivné odebrany za vyuziti extrakéniho pufru a
nasledn€é exponovany nanocCasticemi nulamocného zeleza. Byly provedeny eseje
s fluorescencnimi sondami ke zjisténi viability, produkce reaktivnich forem kysliku, apoptosy
a nekrosy a schopnosti fagocytovat. Tyto testy byly dale pouzity ke zjisténi cytotoxicity
Cistirenskych kalt in vivo v Publikaci 6, kdy byly zizaly nejdiive exponovany cistirenskym

kalem a posléze byly bunky extrahovany a byly provedeny zminéné eseje.

3. Publikace 3 se zabyvala vermikompostovanim kavové sedliny a jako plnidlo zde byly pouzity
totozné slamové pelety jako v Publikacich 5 a 6. Nejvyssi pocet a mnozstvi biomasy zizal E.
andrei bylo pozorovano v uspotadani 25 % kavové sedliny a 75 % vlh¢enych slaménych pelet
(objemova procenta). Oproti varianté bez zizal byly varianty s Zizalami bohatsi na sledované
nutrienty (fosfor, draslik a hot¢ik) a doslo zde k rychlejsi stabilizaci substratu. Zaroven varianta
s zizalami vedla k G¢inngjsi eliminaci mikropolutantu kofeinu obsazeném v kavové sedlin€ nez

varianta bez zizal obsahujici stejny podil kavové sedliny.

4. Posouzeni uCinnosti vermiremediace ve venkovnich provoznich vermikompostérech bylo
pfedmétem Publikace 4. Cistirensky kal (anaerobn& stabilizovany, 33 tisic ekvivalentnich
obyvatel) byl ve vrstvach prokladan sldmou a v kalovych vrstvach byl sledovan ubytek 35 latek
ze skupin PPCP a ED. Uginnost odstranéni nad 90 % byla zji§téna pro latky acesulfam, equilin,
equol, furosemid, hydrochlorothiazid, ibuprofen, sacharin, sulfamethazin a 17f-estradiol.
Celkova ucinnost odstranéni sledovanych mikropolutantii ve dvou vermikompostovacich

segmentech (lisicich se v poctu vrstev a mnozstvi kalu ve vrstve) byla 35 a 34 %.
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Vermikompostovani Cistirenského kalu (aerobni stabilizace; 3,5 tisic ekvivalentnich obyvatel)
v laboratornich podminkach s pouzitim slaménych pelet jako plnidla bylo naplni Publikace 5.
Cistirensky kal byl s vlhéenymi slaménymi peletami smichan v pomérech 100 %, 75 %, 50 %
a 25 % kalu, zbytek pelety (hmotnostni procenta); zizaly mély piistup ze strany
vermikompostéru. Celkova vaha materialu byla 9 kg, experiment trval 120 dni a bylo sledovano
12 zastupc PPCP a ED jak ve vermikompostovaném substratu a ptfitomnych zizalach, tak v
kompostovaném substratu bez piitomnosti zZizal. Nejvét§si ucinnost odstranéni ve varianté
s zizalami oproti kontrole bez ptitomnosti zizal byla zjiSténa pro triklosan (37 %) a mirtazapin
(14 %). Vermiakumulace byla nejvyssi pro kofein, karbamazepin, cetirizin, citalopram,

diklofenak a triklosan.

V kontrolovanych laboratornich podminkach byl proveden i experiment blize popsany
v Publikaci 6. Vermikompostovani bylo studovano na cistirenskych kalech ze dvou rtznych
COV (aerobni stabilizace a 6 tisic ekvivalentnich obyvatel; anaerobni stabilizace a 33 tisic
ekvivalentnich obyvatel — shodna COV jako v Publikaci 4). Cistirenské kaly byly kazdy zv1ast
smichany s vlhéenymi slaménymi peletami v pomérech 75 %, 50 %, 25 % a 0 % kalu, zbytek
pelety (hmotnostni procenta). Experiment trval 56 dni, celkova véha substratu byla 200 g a bylo
sledovano celkem 88 mikropolutantl ze skupiny PPCP, ED a PFAS. Oproti kontrole bez zizal
doslo ve vermikompostu k signifikantnimu odstranéni latek diklofenak, metoprolol, telmisartan
a triklosan. Nejvice vermiakumulovanymi mikropolutanty ze skupiny PPCP a ED byl kofein a
diklofenak, ze skupiny PFAS pak PFOS, PFTrDA, PFDoDA a PFUnDA. U vétSiny
kalu (25 % kalu a 75 % slaménych pelet) a klesala se stoupajicim procentem obsazeného kalu.
I kdyZ byla na pocatku suma koncentraci PPCP a ED, respektive PFAS v kazdém z kali
signifikantn¢ jina, akumulované koncentrace téchto dvou skupin mikropolutantdi v Zizalach po
vermikompostovani se neliSily.

Ve vermikompostované smési kalu a slamy doslo ke znatelnému poklesu bakterialni PLFA.
Nejvétsi pokles byl zaznamenan v usporadani 75 % kalu a 25 % slamy — 90% pokles v piipadé
kalu 1 a 79% pokles v ptipad¢ kalu 2. Cytotoxikologické eseje na zizalich buiikach (popsané a
optimalizované v Publikaci 2) neukazaly znacné rozdily v cytotoxicité jednotlivych kalovych

usporadani. Vysledky Ize nalézt v ptilozené Publikaci 6.
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