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Prezivani termotolerantnich koliformnich bakterii a
Escherichia coli béhem vermikompostovani

Souhrn

Cilem této diplomové prace ,prezivani termotolerantnich koliformnich bakterii (TKB)
a Escherichia coli béhem vermikompostovani“ bylo posoudit schopnost Zizal z rodu Eisenia
(Eisenia andrei a Eisenia fetida) na redukci poctu téchto patogennich organism( v pribéhu
procesu vermikompostovani.

Pro potvrzeni nebo vylouceni hypotézy, Ze vermikompostovaci proces je schopen
eliminace poctl zminénych patogennich organismu, byl zaloZzen pokus ve vyzkumné stanici
FAPPZ v Cerveném Ujezdu, na ktery navézal osmitydenni laboratorni pokus, ktery byl
realizovan v laboratofi SZU v Praze.

Vermikompostovani je proces, kterym je mozné rozklddat rizné druhy biologicky
rozlozitelného materiadlu rostlinného nebo Zivocisného plvodu. V rdmci pokusu byly mezi
sebou porovnavany pouze substraty rostlinného charakteru — jablec¢né vylisky a matolina.
Tyto rostlinné materidly byly miseny v poméru 75 % predrozlozeného materidlu a 25 %
Cerstvého materidlu. Z takto upravenych surovin bylo odebrdno vzdy 50g a vloZzeno do
jednotlivych perforovanych nadobek. V ramci laboratorniho pokusu byly zaloZzeny 4 varianty
vzork( suspenze/zZizaly, suspenze/ bez Zizal obsahujici pfidavek inokula a kontrolni varianty
bez inokula (bez suspenze/ bez Zizal a bez suspenze/zizaly). U inokulovanych variant bylo
pfiddno presné mnoZstvi patogennich organismi Escherichia coli (2,1.10" KT)/g) a TKB
(6,1.10° KTJ/g) a u prislusnych variant jesté 2,5g Zizal. Takto prfipravené vzorky byly ve
dvoutydennich intervalech analyzovany v laboratofi (9. 11. 2015 pocatek pokusu, 23. 11.
2015, 7. 12. 2015, 7. 12. 2015, 4. 1. 2016). Ze vzork( se pred samotnym mikrobiologickym
rozborem vidy vyndaly Zizaly a byla stanovena jejich hmotnost a vitalita. V pocatecnich
substratech byly navic stanoveny jesté celkové pocty mikroorganism( (CPM) rostouci pri 30
°C. Tyto mikroorganismy byly stanoveny pro posouzeni vlivu vlastniho kompostovaciho
procesu na vyvoj mikrobialnich spolegenstev. U matoliny byl zjistén poet CPM 9,4.10° KTJ/g
a u jableénych vyliskd 1,2.107 KTJ/g. Vysledky jednotlivych variant mezi sebou byly navzijem

porovnany.



Ze stanovenych vysledkl byl zjistén vliv Zizal na urychleni procesu redukce poctu
patogennich bakterii rodu Escherichia coli, kde dokonce béhem doby pokusu doslo k
naprosté eliminaci tohoto patogenu. BohuZel neni zcela jasné prlkazné, jak velky podil na
této eliminaci méli pravé Zizaly a z jaké C¢asti se podilel samotny proces kompostovani.
Nejvétsi pokles poctl sledovanych patogenl byl pozorovan vidy v prlibéhu druhého tydne
pokusu, poté byl pokles uz jen pozvolny.

Vysledky sledovani redukce poctu termotolerantnich koliformnich bakterii naznacuji,
Ze pritomnost Zizal v substratu neméla pfili§ vyznamny vliv na redukci téchto patogend.
Vstupni substrat obsahoval vysoké pocatecni hodnoty CPM, Ize se tedy domnivat, Ze redukce
poctu TKB byla predevsim ovlivnéna samotnym prabéhem procesu kompostovani. K uplné
eliminaci TKB béhem pokusu nedoslo. V tomto pfipadé je tedy nutné prodlouzit dobu
pokusu pro ovéreni hypotézy, zda je vermikompostovaci proces schopen eliminace téchto
patogend.

Detaily pokusu jsou podrobné popsany v metodice této prace a vysledky pokusu jsou

shrnuty v kapitole Vysledky.
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Survival of thermotolerant coliform bacteria and Escherichia

coli during vermicomposting

Summary

The aim of this thesis "survival of thermotolerant coliform bacteria (TCB) and
Escherichia coli during vermicomposting" is to assess the ability of the earthworm Eisenia
species (Eisenia andrei and Eisenia fetida) to reduce the number of these pathogens in the
process of vermicomposting.

To prove or disprove the hypothesis that vermicomposting process is able to
eliminate the number of these pathogenic organisms, an experiment was conducted at the
research facility FAPPZ in Cerveny Ujezd, which was followed by eight-week laboratory
experiment carried out in the laboratory of SZU in Prague.

Vermicomposting is a process whereby it is possible to decompose various kinds of
biodegradable material of plant or animal origin. In the experiment only the substrates of
vegetable nature - apple pomace and marc - were compared with each other. These plant
materials were mixed in a ratio of 75 % of preprocessed material and 25 % of the fresh
material. 50 g of this mixture was inserted into each individual perforated container. The
laboratory experiment included four variants of samples - suspension/ earthworms,
suspension/ without earthworms with the addition of the inoculum and control variants
without inoculum (without suspension/ without earthworms and without suspension/
earthworms).

To inoculated variants it was added the exact amount of pathogenic organisms,
Escherichia coli (2,1.10” cfu/ g) and TCB (6,1.10% cfu/ g) and to the respective variants
additional 2.5 g of earthworms. These samples were analyzed on two-week intervals in a lab
(beginning November 9, 2015, then November 23, 2015, December 7, 2015, December 21,
2015, January 4, 2016). Prior to the microbiological analysis the earthworms were always
removed and their weight and vitality were determined. Also the initial substrates were
examined to define the total number of microorganisms (CPM) growing at 30°C to assess the
impact of their own composting process on the development of microbial communities. For
marc it was CPM 9,4.10° cfu/ g and for apple pomace 1,2.10” cfu/ g. The results of individual

variations were compared with one another.



According to the results, earthworms influence acceleration of the process of
reducing the number of pathogenic Escherichia coli bacteria, when even during the period of
the experiment a complete elimination of the pathogen occurred. However, there is no clear
evidence to the degree of how much earthworms participate on the elimination and how
much of that was caused by the actual process of composting. The largest decline in the
number of monitored pathogens was always observed during the second week of the
experiment, then the decrease was only moderate.

The results of monitoring the reduction of thermotolerant coliform bacteria suggest
that the presence of earthworms in the substrate has no significant impact on the reduction
of these pathogens. Initial substrate contained high initial quantity of CPM, so it can be
assumed that the reduction in the number of TCB was mainly influenced by the actual
composting process. The complete elimination of TCB did not occur. In this case it is
necessary to extend the testing period to prove or disprove the hypothesis whether
vermicomposting process is capable of eliminating these pathogens.

Details of the experiment are thoroughly described in the methodology of this thesis

and the results of the experiment are summarized in the results section.

Keywords: Thermotholernant coliform bacteria, E. coli, vermicomposting, biowaste
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1 UvoD

Stdle vétsi ndroky rychle se rozrUstajici lidské populace a dnesniho konzumniho stylu Zivota
se odrazi predevsim v rostouci produkci komundlniho odpadu, jehoZ hlavni slozku tvofri
prevazné odpad z potravin. S rostouci spotifebou roste i produkce odpadu a neni-li tento
odpad smysluplné vyuzit, konci na skladkach odpadu a to s sebou pfrindsi zavainé problémy.
ProblémU pti uloZeni biologicky rozlozitelnych odpadd na skladku je mnoho, jedna se
naptiklad o nepfijemny zdpach, nebezpetné vyluhy ze skladky, které mohou ohrozit
podzemni vody, a hlavné unik oxidu uhli¢itého a metanu, ktery pfispiva ke vzniku
sklenikového efektu. Objem odpad, ktery konci na skladkach, Ize pfitom snadno regulovat
jeho ttidénim, recyklaci a biologickym zpracovanim. Pravé oblast biologického zpracovani
umoznuje nejefektivnéji zpracovat biologicky rozloZitelny odpad.

Kompostovani a vermikompostovani jsou dva z nejzndméjSich ekologicky vhodnych
technologii pro upravu velkého mnoiZstvi odpadu, ktery vykazuje infekénost jako
nebezpecnou vlastnost a organického odpadu rdzného charakteru viibec. Jejich podstata
spociva predevsim v tvorbé kvalitniho hnojiva, které udrzuje pldu zdravou, urodnou a
celkové pfispiva k ochrané Zivotniho prostfedi. V soucasné dobé se pfi zpracovani
organickych odpad( stale vice vyuziva zakladnich biologickych principl. Tyto principy jsou
zalozeny na metabolickych aktivitdch rGznych skupin mikroorganizm(, nékteré i na
interakcich mezi mikroorganizmy a bezobratlymi Zivocichy. Vysledkem téchto procesl je
latkovd pfeména organickych odpadu(. Biologické zpracovdni odpadd s sebou pfindsi jak
redukci objemu a hmotnosti odpad(, tak i jejich ¢astecnou hygienizaci. Aplikaci kompostu na
pidu se mohou Sifit do Zivotniho prostifedi patogenni organismy, které predstavuji
vyznamné riziko pro €lovéka, proto se Ceska republika v ramci principu pfedbéZné opatrnosti
zavazala k maximalni snaze o omezeni vstupu a Sifeni patogennich organisml do Zivotniho
prostredi. Jednou z metod redukujici poCty patogennich organismi v prostiedi se ukazuje
vedle procesu kompostovani i proces vermikompostovani, ovsem tato fakta zatim nejsou
dostatec¢né v praxi podloZena, a proto cilem této prace je zjistit podrobnosti prezivani

patogennich organismU béhem procesu vermikompostovani.
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2 CiLPRACE

Cilem diplomové prace bylo ovéfit vliv vermikompostovaciho procesu na zménu poctu
termotolerantnich koliformnich bakterii a Escherichia coli (dale jen E. coli) v surovinach
odliSného slozeni. Kompostovani probihd za vysoké teploty, kterd je postacujici pro
hygienizaci, avSak u vermikompostovani neni mozné, aby proces probéhl za teplot, které

postaci pro hygienizaci.

Hypotézou této prdce je, ze vermikompostovani ma schopnost redukovat pocty

termotolerantnich koliformnich bakterii a E. coli.
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3 LITERARNI RESERSE

3.1 Predpisy pro proces kompostovani a nakladani s bioodpady

Kompost je ve smyslu zdkona o hnojivech povazovdn za hnojivo se vSemi pravnimi
dlsledky, i pokud je jeho hlavni slozkou statkové hnojivo. Vyroba kompostu se zdkonem o
hnojivech fidi v pfipadé, kdy je kompost uvdadén na trh. To znamend, Ze se v plné mire
vztahuje na vyrobu a distribuci pramyslového kompostu a v nékterych pripadech i na
komunitni komposty, pokud jsou uvadény na trh. Nafizenimi zdkona o odpadech se musi
fidit vSichni vyrobci kompostl, pokud alespon jedna slozka vyrabéného kompostu je
deklarovana vlastnikem jako odpad. (Pastorek, 2004).

Vyroba komposttl je v CR regulovana pomoci t¥i zékladnich zdkonnych norem, na které
navazuji provadéci vyhlasky:
1. Zakon €. 185/2001 Sh., o odpadech (pfipravuje se novela)
2. Zakon €. 263/2014 Sb., kterym se méni zakon €. 156/1998 Sb., o hnojivech
3. Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1069/2009 o hygienickych
pravidlech pro vedlejsi produkty ZivociSného pivodu
- Pokud se v zaklddce kompostu vyskytuji kuchyfiské odpady a nebo VZP (Zivocisné

produkty), tak se kvalitativni parametry fidi timto nafizenim a pfislusné mikrobiologické

parametry se Fidi pfedpisem rady EU ¢. 142/2011 Sh.

Na né navazuji ndsledujici provadéci vyhlasky:

Zakon €. 185/2001 Sb., O odpadech

e vyhlaska MZP €. 381/2001 Sb., kterou se stanovi Katalog odpadt
e vyhlaska MZP €. 382/2001 Sb., o podminkach poufiti upravenych kalG na zemédélské padé
e vyhlaska MZP €. 383/2001 Sb., o podrobnostech nakladani s odpady

Zakon €. 156/1998 Sb., o hnojivech

- Uvéadéni kompostl do obéhu prodejem a uzivani kompostl na zemédélské pldé je
upraveno timto zakonem, ktery dle § 1, odst. 1 stanovuje podminky pro uvadéni do
obéhu a pro pouzivani hnojiv, statkovych hnojiv, pomocnych ptdnich latek, pomocnych
rostlinnych pfipravk( a substratl. Dale tento zékon fesi registraci vystupl (hnojiv) ze

zafizeni na zpracovani bioodpadd. O registraci hnojiva rozhoduje Ustiedni kontrolni a
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zkuSebni Ustav zemédélsky na zdkladé Zadosti vyrobce, dovozce nebo dodavatele

hnojiva.

Vyhlaska €. 341/2008 Sb. O podrobnostech nakladani s BRO a zméné vyhlasky &.
294/2005 Sb., o podminkach ukladani odpadli na skladky a jejich vyuZivani na
povrchu terénu a zméné vyhlasky €. 383/2001 Sh., o podrobnostech nakladani s

odpady (vyhlaska o podrobnostech nakladani s BRO).

Vyhlaska €. 131/2014 Sh., kterou se méni vyhlaska MZ €. 474/2000 Sb., o stanoveni
poZadavkd na hnojiva, ve znéni pozdéjsich predpisl, a vyhlaska €. 377/2013 Sh., o

skladovani a zpusobu pouzivani hnojiv.

- uvadi rizikové prvky a jejich limitni hodnoty v hnojivech a substratech a stanovi typy
hnojiv

vyhlaska €. 377/2013 Sb. o skladovani a zplsobu pouzivani hnojiv

vyhlaska €. 400/2004 Sb., kterou se méni vyhlaska Mz €. 275/1998 Sb., o

agrochemickém zkouseni zemédélskych pld a zjistovani padnich vlastnosti lesnich

pozemki, ve znéni vyhlasky €. 477/2000 Sb.

Nafizeni vlady €. 117/2014 Sb., kterym se méni nafizeni vlady ¢. 262/2012 Sb., o

stanoveni zranitelnych oblasti a akénim planu, ve znéni pozdé;jsich predpisu.

ZpUsob zpracovani biologicky rozlozitelnych odpadd a vyroba kompostl v kompostarné

se fidi normou €SN EN 46 5735 o priimyslovych kompostech. Tato norma je doporucena pro

vyrobu, zkouseni, dodavku a uzZivani pramyslové vyrabénych kompostli pouzivanych jako

organické hnojivo. Primyslovym kompostem se dle této normy rozumi ,,organické hnojivo

vyrabéné michanim, biologickym zranim riznych latek obsahujici rozlozitelné organické latky

a rostlinné Ziviny”. Navic také tato norma stanovuje nejvysSi pripustné mnoizstvi latek

kompostovatelného odpadu véetné tézkych kov( a patogennich mikroorganismd (CSN ISO

10381).
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3.2 Kompostovani

Kompostovani je proces aerobniho rozkladu bioodpadl, coZz je exotermni,
mikrobiologicky rozklad a pfeména organické hmoty na humusové latky. Pomoci
kompostovaciho procesu dochazi k ekologické transformaci organickych materidld na velmi
kvalitni hnojivo zlepsujici urodnost ptdy (Kalina, 2004).

Vysledkem kompostovani je pfeména nestabilnich organickych surovin na stabilni
produkt (humus), coZ je spojeno se snizenim celkového objemu, hmotnosti, mnozstvi
obsazené vody a zredukovanim nezadoucich druh(i mikroorganism (Pliva a kol., 2006).
Kompostovani je ¢lovékem zamérné vyvolana a fizend intenzivni biodegradace organickych
odpadl na jednodussi slouceniny, vyvolanad enzymatickym rozkladem za pomoci aerobnich
mikroorganismu (bakterii a hub) v kombinaci s nékterymi dalSimi reakcemi jako je oxidace a
hydrolyza. Pti tomto procesu jsou organické latky postupné rozklddany na jednodussi formy
vhodné pro pfimou aplikaci do pady jako zdroj organické hmoty a energie pro rist novych
rostlin a rozvoj padni mikroflory. Zastoupeni mikroorganisma podilejicich se na biodegradaci
neni konstantni a zavisi jak na sloZzeni kompostu, tak na stupni humifikace kompostovaného
materialu. Jedna se vSak prevainé o heterotrofni mikroorganismy spotiebovavajici uhlik a
kyslik ze svého prostredi potiebny pro jejich rlst a vyvoj. Tyto mikroorganismy postupné
odbouravaji organické latky, nékteré z nich oxiduji az na konecné produkty s nizkym

obsahem energie, tj. CO, a H,0 (Junga a kol., 2015).

3.2.1 Technologie kompostovani

Mezi zakladni typy technologii fadime kompostovani na volné plose, které je realizovano
jako kompostovani v pdasovych nebo ploSnych hromadach. IntenzivnéjSim typem
kompostovani je kompostovani v uzavieném nebo polouzavieném zafizeni, tedy v
bioreaktoru, boxu nebo Zlabu. Dalsi moznosti je kompostovani odpadniho materidlu pfimo
ve vacich nebo pomoci Zizal v procesu vermikompostovani, které je blize popsano v
nasledujicich kapitolach této prdace. Pliva a kol., (2006) uvadi, Ze jsou ve své podstaté viechny
kompostovaci technologie az na malé odchylky stejné, hlavni odliSnost spociva predevsim v
délce a intenzité probihajicich déji a také v optimalizaci zakladnich podminek pribéhu

procesu jako jsou:
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e Volba spravného surovinového sloZeni zakladky kompostu, kterd obnasi vybér
vstupnich surovin a pfipravu surovin do zakladek kompostu (drceni, homogenizace).

e Sledovani fyzikalnich, chemickych a mikrobidlnich podminek jako je teplota, obsahu
kysliku (aerace), vlhkost, hodnota pH, obsah Zivin, poméru C:N, mikrobialni aktivita,
porovitost, zrnitost a velikost ¢3stic.

e VyuZivat predevSim takova zafizeni, ktera zajisti vhodné procesni podminky,
predevsim provzdusnovani a promichavani kompostu (prekopavani), tpravu vihkosti,
udrZzeni mikroklima v kompostovaci hromadé napriklad prekrytim kompostovaci

plachtou.
3.2.2  Fyzikalni, chemické a mikrobiologické podminky kompostovani

Zabezpeceni optimalnich podminek pro existenci a ¢innost mikroorganisma je zakladni
podminkou pro spravny prlibéh kompostovacich procest a dosaZeni pozadované kvality
vyslednych produkt(i. Optimalni podminky pro mikroorganismy lze zajistit monitorovanim
urcitych fyzikalnich, chemickych a mikrobiologickych vlastnosti zpracovavanych surovin a

fizenim celého procesu (Pliva a kol., 2006).
Teplota

Autofi (Vana, 2002; Edwards et al., 2011; Khalil et al., 2011) se jednohlasné shoduiji,
Ze teplota kompostu je nejjednoduseji identifikovatelnym ukazatelem zrani kompostu, ktery
koresponduje s intenzitou cinnosti mikroorganizm(. Spole¢né oznacuji jako pocatek
kompostovaciho procesu tzv. termofilni fazi, kdy se pomoci cinnosti mikroorganism(
organickda hmota intenzivnéji rozklada a soucasné uvolnuje vice tepla. Jednd se o aktivni fazi
kompostovani, pfi které se uplatfiuje predevsim proces oxidace. ZvySuje se také kyselost
substratu v dasledku nahromadéni organickych kyselin. Teplota uvnitf zrajicitho kompostu
béZzné dosahuje teplot okolo 50 - 60 °C, tyto vysoké teploty slouZi predevsim k hygienizaci
odpadu. Hlavnim prinosem vysoké teploty béhem klasického kompostovani je jeho potencial
pro snizeni velkého mnozstvi lidskych patogennich organism( jako jsou E. coli, Salmonella
spp., lidské viry a helminti (Edwards et al., 2011).

Ucinnost hygienizace a kvalita kompostu je pravidelné monitorovana prostfednictvim

sledovani indikatorovych mikroorganismi (termotolerantni koliformni bakterie, Salmonella
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spp., Enterokoky) jejichZz limitni hodnoty uvadi (tab. 1). Mikrobiologicka kritéria pro
hodnoceni G¢innosti hygienizace kompostu jsou v CR uvedena ve vyhlasce ¢. 341/2008 Sb., o
podrobnostech naklddani s biologicky rozlozitelnymi odpady. Limitni hodnoty a specifikace

indikatorovych mikroorganism( vychazeji z doporuceni WHO (Pliva a kol, 2004).

Tabulka €. 1 Limitni hodnoty pro komposty (CSN EN 46 5735)

Indikatorovy Vystup Jednotky |Pocet zkousenych Limit
mikroorganismus vzorku pfi kazdé (nalez/KTJ )
vystupu
Salmonella spp. Rekultivaéni nalez v 50g 5 Negativni
kompost
Termotolerantni Rekultivaéni KTJ v 1 5 2 <10’
koliformni bakterie ~ kompost gramu 3 <50
Enterokoky Rekultivaéni KTJ v 1 5 2 < 10°
kompost gramu 3 <50

Pliva a kol., (2006) konstatuje, Ze ,pro eliminaci lidskych, Zivocisnych i rostlinnych
patogend, je tfeba dosahnout teploty alespon 55 °C a pro zneSkodnéni semen plevell aZz 63
°C”. Tato faze trvd 2 - 3 tydny, u kompostu s obsahem velkého mnozstvi dfevni Stépky az 2
mésice. Nasleduje tzv. mezofilni faze neboli faze premény a tvorby humusu. Teplota
postupné klesa na 40 - 45°C, zpomaluje se degradace organickych sloucenin, tvofi se
humusové latky a méni se barva a struktura kompostu. Zavérecna faze syntézy vede k
poklesu kyselosti substratu, omezuje se fytotoxicita a kompost se stava dostatecné vyzralym
a stabilnim humusem. Pribéh a doba trvani kompostovaciho procesu je zna¢né ovlivnéna
kvalitou aerace a mnoistvim vlhkosti béhem celého procesu. Kone¢ny material
kompostovani (humus) by mél byt zcela bez nepfijemného zdpachu, hub a plisni a strukturou

a vini by mél pfipominat zeminu.

Obrazek ¢. 1. Faze procesu kompostovani
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Zdroj: Biom.cz
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Obsah kysliku

Kompostovani je velmi podstatné ovlivnéno kvalitou a intenzitou provzdusnovani
(aeraci), predeviim v prvni fazi kompostovéni. Cim ddkladnéji je provzdusfiovani provadéno,
tim rychleji kompost zraje, naopak pfi nedostatecné aeraci nastupuji anaerobni procesy a
kompost je tak znehodnocen (Vana, 2002). Dodavka vzduchu je predevsim dulezita pro
vytvoreni aerobniho prostredi, které podporuje vhodnou mikrobialni aktivitu, dale pro
regulaci teploty, sniZovani a optimalizaci vlhkosti, odstranéni vodnich par, CO, a ostatnich
plynG (Pliva a kol.,, 2006; Khalil et al., 2011). Nepretrzité zdsobovat kyslikem, a tim i
homogenizovat je nutné veskery materidl, predevsim jadro kompostu, aby byly zabezpeceny
stejné procesni podminky v celém profilu kompostu. Dasledkem rozdilnych podminek by
mohlo dojit v kratké dobé k tvorbé rlznych zén pro tleni (obr. 2) a tim i k pfesychani

materialu ve svrchni vrstvé kompostu (Kalina, 2004).

Obrazek €. 2. Zoény rozdilnych podminek rozkladu

okrapnwd 20na

Zdroj: Kalina (2004)

Obsah 0, ve vzdusnych poérech kompostu nesmi klesnout pod 6 %, zamezi se tak
vzniku anaerobnich podminek, které vedou ke vzniku nepfijemného zapachu a celkové k
zhorsené hygienizaci kompostu. U kompostovani na volné plose v pasovych hromadach je
nejcastéji pro zajisténi dostatecného mnoizstvi vzdusného kysliku vyuZivano prekopavani
vhodnym prekopavacem kompostu (Pliva a kol., 2006). Aerace se obecné provadi pomoci
pravidelného prekopavani kompostované hmoty, nebo tlakovou aeraci ¢i odsdvanim

vzduchu s oxidem uhli¢itym pres vzdusné filtry. Déle je moZzné podle Khalil et al. (2011) vyuzit
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raznych zplsob( aerace, jako je usnadnénd aerace (perforované dno kompostéru, porézni
material zakladky — piliny, kdra, Stépka), mechanické aerace (promichdvani, pfekopdvani a

obraceni kompostované hmoty), nebo aerace nucené (ventildtory na vyménu plyn().

Vihkost

Vlhkost je ovlivnéna mikrobialni aktivitou a biologickou oxidaci organického
materialu. Zabezpecuje predevsim Zivotni procesy v kompostu jako je transport Zivin, pohyb
mikroorganism(l a tvofi médium pro chemické reakce. Regulace vlhkosti probiha samovolné
prostiednictvim odparu. Optimalni vihkost je pfi 50 az 60 % nasyceni vodou, avSak rozhoduje
predevsim povaha sloZeni a struktury kompotovanych surovin, kde nejdllezitéjsi je jejich
porovitost. Optimalni surovinova skladba cerstvého kompostu je takova, kdy jsou pory ze 70
% zaplnény vodou. Komposty zemitého charakteru vyZaduji optimalni vihkost 50 az 55 %,
naproti tomu komposty s prevahou drevni Stépky nebo stromové kiry, tedy svym
charakterem prevazné sussi komposty, potiebuji vihkost pravidelné doddvat a to az na 65 az
70 %. Pfi poklesu pod hranici 40 % je zpomalena mikrobidlni aktivita a nedostatecna vlihkost
dava prostor pro rozvoj nevhodné mikrofléry s prevahou plisni a aktinomycet. V opaéném
pripadé pfi nadbytku vlhkosti (vyssi nez 60 %) se snizuje mnozstvi kysliku v dtsledku vyplnéni

porl vodou a vyviji se nezadouci anaerobni mikroflora (Vana, 2002; Pliva a kol., 2006).

Pomér C:N

Rozvoj mikroorganism( v kompostu je také podstatné ovlivnén spravnym pomérem
uhliku a dusiku (C:N), tedy vhodnou surovinovou skladbou ¢erstvého kompostu. Pomér C:N
by mél byt v erstvém kompostu v rozmezi 30 - 35:1 a ve zralém kompostu 25 - 30:1. PFilis
Siroky pomér C:N prodluzuje zrani kompostu. Pti pfilis nizkém poméru C:N (16:1) v Cerstvém
kompostu klesne metabolickd preména mikroorganisma, kterd zplsobi ztraty ¢pavkového

dusiku a pokles produktivity tvorby humusovych latek (Vana, 2002; Pliva a kol., 2006).

Hodnota pH

Idedlni pH pro zakladku kompostu je pH neutralni az lehce zasadité, tedy v rozmezi
6,5 - 8. Pokles pod hranici pH 6 vede k Uhynu nebo Uplnému zastaveni metabolismu
mikroorganismd, naopak rist pH nad hodnotu 8,5 je doprovazen preménou dusikatych

sloucenin na amoniak. V pocatecni fazi kompostovani je hodnota pH okolo 5 v disledku
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tvorby organickych slouéenin, na kterych se podili predevsim plisné a houby, kterym kyselé
pH tak nevadi, tyto mikroorganismy zac¢nou kyseliny rozklddat a dochazi tak k postupné
neutralizaci kompostu. V tuto chvili pfevazuji hlavné bakterie podilejici se dal na rozkladnych

procesech (Vana, 2002; Pliva a kol., 2006).

Porovitost, zrnitost, velikost castic

Pérovitost je pomérem objemu dutin k celkovému objemu kompostované hmoty.
Tyto charakteristiky znacné ovliviiuji mnoZstvi vzduchu v kompostovaném materialu.
Struktura a pédrovitost je dana predevsim vybérem vstupnich surovin a mirou nadrceni a
homogenizace téchto surovin. Co se velikosti ¢astic tyce, ¢im jsou Castice drobnéjsi, tim maji
vétsi aktivni plochu pro mikroorganismy a ti mohou mnohem rychleji a Gcinnéji pusobit na
rozklad téchto ¢astic. Nejlépe kompostovatelné jsou ¢astice o velikosti 20 - 50 mm (Pliva a

kol., 2006).

Mikroorganismy

Mezi zastupce bakterii, které se nejcastéji podili na procesu kompostovani, radime
zejména tfi hlavni skupiny mikroorganism( a to bakterie mezofilni a termofilni z celedi
Enterobacteriaceae, Pseudomanadaceae, Bacillaceae, dale aktinomycety a mikromicety -
plisné/ nizsi houby z rodu Mucor, Penicillium a Aspergillus a také kvasinky (Pliva et al. 2006).
Podle toho, jaky zvolime druh vstupniho materidlu, mize kompost obsahovat i znacné
mnoizstvi patogenl. Nejcastéji jde o druhy Salmonella spp., Escherichia coli, Yersinia spp.,
Streptococcus Ci Staphylococcus. Jako dalSi patogenni organismy je tfeba zminit také
enteroviry (viry hepatitidy A), mikromycety nebo parazity jako je napf.: Ascaris lumbricoides
a Protozoa. Se vzrUstajici teplotou kompostovaného materidlu klesd rlist a rozmnozovani
mezofilnich mikroorganismd, tedy i patogeni a dochdzi k rozvoji organisml
termotolerantnich (< 45 °C), jejichz teplotni maximum je 50 °C, dale organism( termofilnich
(45-60 °C) a striktné termofilnich (>60 °C). Postupny pokles teploty je pak provazen rozvojem
mezofilnich mikroorganism(, kam rfadime zejména mikromycety, jejichZz zadstupci jsou druhy
rodu Aspergillus. V koneéné fazi kompostovani pfi rozkladu humusovych latek se uplatiuji
zejména zastupci rodt Ascomycetes, Fungi Imperfectii a Basidiomycetes, z aktinomycet jsou
to predevsim druhy rodu Streptomycetes (Pliva et al. 2006; Monroy et al., 2007, Juga a kol.
2015).
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3.3 Vermikompostovani

Jednim z moiZnych zplsobl kompostovani je kompostovani s vyuZitim Zizal neboli
vermikompostovani, pro které jsou dllezité nasledujici pojmy:

e Kompostovani je biologicky aerobni rozklad organickych materialt, pti kterém jsou
labilni organické latky degradovany za pomoci vysokych teplot na CO,, H,O, NHs,
anorganické Ziviny a stabilni organicky materidl (huminové latky).

o Predkompostovani je v podstaté kratkou termofilni fazi aerobni fermentace, kterd
ma odstranit veskeré tékavé a potencialné toxické slouceniny, (napf.: NH3, amonné
soli a kyselé latky), které mohou byt nebezpecné pro Zizaly (Nair et al., 2006).

e Vermokompostovani je dekompozi¢ni proces, pti kterém dochazi k oxidaci a
stabilizaci organickych materidl( interakci Zizal a mikroorganisml pfi mezofilni
teploté (Dominguez and Edwards, 2004).

e Vermikompost je konecny produkt procesu vermikompostovani.

Hlavni prekazkou pro rozsifeni vermikompostovani jako alternativniho zpracovani
organickych odpad( je nedostatek védeckych informaci o potencidlu, ktery ma pro snizeni
lidskych patogent v pribéhu vermikompostovani odpadni biomasy nebo zviteciho trusu
(Eastman et al.,, 2002). Vermikompostovani je definovdno jako proces bio oxidace a
stabilizace organickych odpad(, ktery zahrnuje interakci mezi Zizalou a mikroorganismy
(Dominguez and Edwards, 2004). Tyto interakce mohou vést ke zméné mikrobidlni biomasy a
¢innosti souvisejicich se zménami ve strukture mikrobidlni komunity (Lores et al. 2006, Aira
et al. 2007). Na rozdil od klasického kompostovani, které probihd za vysokych teplot
(termofilni faze) 50 — 70 °C, vermikompostovani je mezofilni proces. To vyzaduje, aby teplota
byla pomérné nizkd 30 — 35 °C jinak se Zizaly mohou stat neaktivni, utéct nebo zemfit a
narusit tak cely vermikompostovaci proces (Edwards et al., 2011).

Zizaly se prostfednictvim svého traviciho traktu intenzivné podili na rozkladu a
preméné organickych odpadd na kvalitni hnojivo v podobé Zizalich exkrement( (koprolit().
Navic si samy svym pohybem napfi¢ substratem dokazi zabezpecit jeho provzdusnovani
(Dominguez et al., 1997). Podstatou procesu je dekompozice organickych latek, jejich
oxidace, stabilizace a cCaste¢nd hygienizace, ke které dochazi pravé pfi prichodu travicim

traktem (Dominguez and Edwards, 2004; Jamaludin and Mahmood, 2010; Edwards et al.,
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2011). Tento zplsob degradace biologickych odpad(i je technologicky nenarocny,
nizkondkladovy a Setrny k Zivotnimu prostfedi, predevsim proto, Ze se jednd o proces
prevzaty z prirody, je tak idedlni pro ekologické hospodareni. Jde predevSim o Cisty,
spoleCensky pfrijatelny zpUsob jak sniZit mnoZstvi bioodpadu, které konci na skladkach a ve
spalovnach a to az o 30 % (Chaoui, 2010; Hanc a Pliva, 2013).

Cely proces probiha v mezofilnich teplotnich podminkach pfti 35 - 40 °C, coz je idedlni
teplota pro rozvoj a intenzivni aktivitu mikroorganismd, které celému procesu velice
napomahaji (Garg and Gusta, 2009). Ve srovnani s klasickym kompostovanim, vermikompost
vytvari konecny produkt o nizsi hmotnosti ale s vysokym obsahem kvalitniho humusu, nizsi
dobou zpracovani a snizenou fytotoxicitou (Garg and Gupta 2009). Hnojivo vzniklé touto
cestou tedy znacné prevySuje kvalitu béiného kompostu (Zajonc, 1992). Prlichodem
organické hmoty pres travici trakt Zzizal jsou do jejich tél caste¢né bioakumulovany
kontaminanty z okolniho substratu a diky tomu konecny produkt vermikompost obsahuje
mnohem méné kontaminant( a rizikovych latek, ddle jsou zde zni¢eny aerobni bakterie,
které prlichod pres anaerobni prostiedi (trdvici trakt) nejsou schopny prezit (Sinha et al.
2010). Zizaly navic pozitivné plsobi na substrat travicimi enzymy a jinymi antibakterialnimi

tekutinami a snizuji tak mnozstvi patogen(i v kompostu (Aira et al., 2006; Sinha et al., 2010).

Dulezita fakta o vermikompostu (Chaoui, 2010):

e Jedna se o pfirozeny aerobni proces s idedlni dobou rozkladu organické hmoty 22 - 32
dni podle druhu odpadu, ktery by mél rovnéz splfiovat optimalni mérnou hmotnost v
rozmezi 350 - 650 g/ L, ktera je pro Zizaly nejvhodnéjsi.

e Vemikompost nemusi dozravat, ale samotnému procesu predchazi 2tydenni faze
nitrifikace, kde je amonny dusik preménén na dusi¢cnanovou formu netoxickou pro
Zizaly a rostliny.

e Idedlni éetnost osazeni materialu Zizalami je 150 kusd / L odpadu.

0,15 g/ den krmiva).
e Zizaly jsou schopny si samy zabezpetit aktivni provzdus$fiovani, michdni a Upravu

teploty.

21



3.3.1 Technologie vermikompostovani

Nazory, zpUsob a rozdéleni technologii vermikompostovani se u jednotlivych autor(
dost liSi, proto jsem se pro zjednodusSeni a prehlednost rozhodla shrnout jednotlivé
technologie néasledujicim zplsobem.

Kompostovani s vyuZitim zizal lze provozovat jednak jako malé ,domaci”
kompostovaci systémy vyuZivajici mensi vermikompostovaci nadoby r0zné velikosti a
konstrukce. Tyto vermikompostéry jsou vhodné predevsim pro zpracovani kuchyrskych
zbytkd a jinych bioodpadl vzniklych pfimo v domacnosti ¢i kancelafi. DalSi moznosti je
provozovat tento proces jako velkoprodukéni systém s pouZitim kompostovani na volné

ploSe nebo v uzavienych ¢i polouzavienych zafizenich.

Malé domaci kompostéry

Obrazek €. 3. Schéma vermikompostéru
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Zdroj: Han¢ a Pliva, 2013

Jejich vyuziti je vhodné zejména tam, kde nemame dostatek prostoru nebo mame k
dispozici mensi mnozstvi surovin ke kompostovani. Nej¢astéji se jedna pravé o domacnosti
nebo kanceldrské prostory, kde Ize vermikompostér umistit vSude tam, kde jsme schopni
zajistit teplotu kolem 20 °C a spravnou vlhkost substratu (chodba, balkon, garaz, dilna,
kancelat, skolni tfida). V zimé je tedy nutné nenechdavat vermikompostér venku bez izolace a
v lété ho nevystavovat pfimému slunci, aby nedochdazelo k vyparu vody a k prehfivani. V

dnesni dobé je na trhu volné k dostani velké mnozstvi druhG nékolikapatrovych nadob z
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plastu ¢i ze dfeva. Plocha dna a tim i velikost nadoby se odviji od mnozstvi
vermikompostovaného bioodpadu, tedy na 1 kg tydné je potieba zhruba 0,2 m?.

Nezbytnou soucasti je perforace dna jednotlivych nadob, které zajistuji odvod prebytecné
tekutiny ve formé vyluhu, a také volny pohyb Zizal mezi jednotlivymi patry a provzdusiovani.
Bioodpady z domadcnosti jsou zpracovavany postupné v jednotlivych patrech

vermikompostéru po dobu cca 2 mésicu.

Kompostovani na volné plose

Je nejjednodussim a nejméné financné nakladnym zplUsobem. Odpadni materidl je
vrstven do radkl nebo na hromady trojuhelnikového a lichobéZznikového profilu na predem
zpevnénou plochu volného prostranstvi. Plocha pod hromadou musi byt zpevnéna betonem
nebo alespon pevnou folii, aby se zamezilo prisaku odpadni vody z hromady do podzemni a
povrchové vody v okoli. Sitka hromady se lisi podle pouZité mechanizace, maximalné viak do
2 m pro snadnou manipulaci a kontrolu zakladky. Samotna délka hromady se odviji pouze od
velikosti prostoru, ktery mame pro kompostovani vymezen. Jednotlivé kultivaéni vrstvy by
nemély prekrocit vysku 60 cm, aby nebylo omezeno proudéni vzduchu hromadou (Zajonc,
1992). Zpracovavané suroviny se pridavaji na povrch hromady ve vrstvé (cca 20 - 30 cm
jednou za 2 tydny, 30 - 50 cm jednou za 3 tydny nebo 10 cm jednou za tyden), zizaly se
nasledné stéhuji do vyssich vrstev za novou potravou a dochazi k postupnému zpracovavani
surovin. Tento zplsob vermikompostovani zahrnuje vétsi mnoiZstvi pracovnich operaci a

vy$si nachylnost k povétrnostnim podminkam (Hanc a Pliva, 2013).
Kompostovani v uzavienych nebo polouzavienych nadobach

Jednd se predevSim o Zlaby, boxy, kompostéry a bioreaktory. Podstatou tohoto
zpUsobu je mnohem intenzivnéjsi pribéh rozkladné faze, protoze v uzavienych podminkach
mUzeme |épe optimalizovat teplotu a proudéni vzduchu a tak zkratit i dobu celého procesu.
Dalsi vyhodou je, Ze v uzavienych prostorach nemusime brat zfetel na okolni podminky
podnebi a proces tak mlze probihat celoro¢né bez prestavky. Hlavni nevyhodou tohoto

zpUsobu je znac€na investi¢ni naro¢nost (Zajonc, 1992).
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3.3.2 Jednotlivé kroky vermikompostovaciho procesu

Ve své podstaté je jedno, jakou z vySe zminénych technologii pro tvorbu
vermikompostu zvolime, vSechny by mély obsahovat nasledujici kroky, rozdil je jen ve
velikosti produkce a v optimalizaci podminek. V prvni fadé je tfeba nashromazdit a roztfidit
dostatecné mnozstvi biologicky rozlozZitelnych odpad( a biomasy, nasleduje jejich drceni,
smiseni a homogenizace do zakladni smési, kterd je navic jeSté odvodnéna od prebytecné
odpadni vody. Tato smés je asi 15 dni pred vloZzenim Zizal predkompostovana.
Predkompostovani substrdtu pred samotnym vermikompostovanim zlepSuje vyslednou
kvalitu vermikompostu. Termofilni faze, kterd je nezbytnou soucasti procesu kompostovani,
zahubi vétSinu nezadoucich organism(. To zajisti nejen prezZiti Zizal v materidlu, ale také
vermikompost s mnohem nizsim obsahem patogenl a semen nezadoucich plevelnych
rostlin. Ddle je pomoci predkompostovani upravena zaklddka vermikompostu pro lepsi

stravitelnost substratu. Upravi se tak predevsim hodnoty pH, velikost ¢astic, obsah

amonnych soli (Abbasi et al., 2009; Garg and Gupta, 2009).

Obrazek €. 4. Priibéh vermikompostovaciho procesu (Wang et al., 2007)
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Po Upravé substratu nasleduje naockovani vhodnym druhem Zizal, v naSich
podminkadch je to nejéastdji Zizala hnojni (Eisenia foetida) a Zizala kalifornska (Eisenia

andrei), které mechanicky promichdvaji, rozméliuji organickou hmotu, upravuiji jeji fyzikalni

24



a chemické vlastnosti a vyrazné dokazi snizit pomér C:N. Dale zvétSuji plochu povrchu
jednotlivych ¢astic, které se tak stdvaji Iépe pristupné pro mikroorganismy a napomahaji tak
mikrobialni aktivité a dalSimu rozkladu organické hmoty (Slejska, 1999; Lores et al., 2006).
Vermikompostovaci proces ve své podstaté zahrnuje dvé rizné faze ve vztahu k cinnosti
zizal, a to aktivni fazi, béhem které Zizaly mechanicky plsobi na organicky substrat, méni
jeho fyzikdIni stav a mikrobidlni sloZeni (Lores et al., 2006). V druhé faz,i tzv. fazi zrani, se
Zzizaly premistuji do vrstev za cerstvym substratem a star$i substrat rozkladaji uz jen
mikroorganismy (Aira et al., 2007; Gomez-Brandon et al., 2012). Délka zrajici faze neni pevné
stanovena a zavisi na ucinnosti rozkladu v aktivni fazi, ktera se lisi s druhem a hustotou
obsazeni zZizal v substratu (Dominguez et al., 2010). V posledni fazi je nutna jesté kontrola a
separace Zizal od vermistabilizovaného vermikomposu, kterd se provadi pomoci sit,

svételného ¢i tepelného podnétu (Garg and Gupta, 2009).

3.3.3 Vermikopost

Produktem vySe zminéného procesu je tzv. vermikompost, coZ je vlastné vysoce
porézni material podobny raseliné. Jeho struktura je jemné granulovand a drobtovita
(pfiloha €. 10), je proto vhodné pouzit jej jako hnojivo pro zemédélské plidy, samostatné jako
zeminu, nebo ve smési se zeminou jako nahradu substratl, kompostli a mineralnich hnojiv.
Aplikace tohoto materidlu na pddu napomahd zvysit vodni kapacitu pldy, obsah Zivin a
podpofit tak zdravi a odolnost rostlin (Garg and Gupta, 2009; Chaoui, 2010).

Vermikompost je na Ziviny bohatym hnojivem bez chemickych pridavkd a v mnohem
pristupnéjsi formé pro rostliny, nez jsou mineralni hnojiva a bézny kompost (Edwards et al.,
2010). Obsahuje totiz znacné mnozstvi Zivin, jako jsou huminové latky, rlistové hormony
(auxiny, gibereliny, cytokininy) a enzymy obsazené ve vyméscich Zizal zvySujici Urodnost puady
az o 30 %, coZ pfinasi i znacnou Usporu finanénich prostfedkl za pramyslova hnojiva a
pesticidy (Sinha et al., 2010; Han¢ a Pliva, 2013). Rostliny se diky témto latkam stavaji
odolnéjsi k chorobdam a skddcim, |épe vyuZzivaji mineralni latky obsazené v pidé a to az o
nékolik desitek procent (Aira et al., 2006; Hanc¢ a Pliva, 2013).

Pecl (2007) dale uvadi jako vyznamné prinosy aplikace vermikompostu zlepseni
reten¢ni schopnosti, optimalizaci vodniho a vzdusného rezimu pudy, udrzeni neutrdlniho az
mirné zasaditého pH. Chaoui (2010) také poukazuje na to, Ze pri prlchodu travicim
systémem kalifornskych ZizZal jsou uspésné likvidovany i patogenni latky a plisné, které nizké
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hladiny v zaZivacim traktu nedokdzi prezit. Priznivé plsobi na kli¢ivost semen, vzchazeni
rostlin, zvySovani tvorby kofenového systému a celkové biomasy, prodluzuje délku kveteni i
samotnou tvorbu kvétQ. Velmi vyznamné snizuje hladinu dusi¢nand prostrednictvim pevné vazby
na stabilni organickou hmotu, které obsahuje az 60 %, coZ vede ke sniZeni vyplavovani sloucenin
dusiku a omezeni potreby dalsiho pfihnojovani. Dale napomahda vyssi koncentraci cukrli a
vitaminu C v dozrdvajicich plodech. Vermikompost také pfispivd k regeneraci unavenych a
vyCerpanych pud po zaplavach &i erozi a celkové prispivd k obnové biologické ¢innosti v takto
postiZzenych pudach. Vermikompost napomaha vstrebavani Zivin a zabranuje jejich naslednému
vyplavovani a udrzuje optimalni pomér C:N (16 - 20: 1) zna¢né omezujici imobilizaci dusiku. Tyto
vlastnosti se pozitivné odrazi v agrochemickych a biologickych vlastnostech hnojené pldy,
vedouci nepopiratelné ke zlepSeni vynos( a kvality produkce (Aira et al., 2006; Han¢ a Pliva,
2013).

Je patrné, ze vermikompost a produkty z néj vyrobené maiji opravdu Sirokou skalu
uplatnéni. Je mozné pouzivat vermikompost nejen v domdacnostech, na zahradach, vinicich, v
ovocnych sadech, ale i v zemédélstvi. Pravé v oblasti zemédélstvi je jeho vyuZiti nejvice
opodstatnéné v duasledku vycerpdni pldy dlouhodobym uzivdnim chemickych hnojiv a
postrikd, které narusily chemické, biologické i fyzikalni vlastnosti pudy. Pozitivni prinosy
vermokompostu tkvi pfedevsim v rychlé a jednoduché optimalizaci situace. Vycerpana plda
potfebuje obnovu, aby znovu byla schopna zabezpecdit idealni podminky pro péstovani
nejriznéjsich uzitkovych plodin s odpovidajicimi vynosy v ramci obdobi sklizné (Pecl, 2007).

V Ceské republice se vermikompost pouZivd v souladu s vyhlaskou &. 131/2014 Sb. o
stanoveni pozadavk( na hnojiva a vyhlaskou €. 377/2013 Sb. o skladovani a zplsobu poufZiti

hnojiv jako typové organo-mineralni hnojivo.

Konkrétni priklady vyuZiti kompostl a vermikompostt (Pecl, 2012):

e Doplnuji organickou hmotu u zemédélsky vycerpanych pad

e Zlepsuji vlastnosti lehkych piscitych a tézkych jilovitych pad

o Zlepsuji odolnost méstské zelené

e Muléovanim puady vylepsuji ovocnarstvi a péstovani vinné révy
e Vyuzivaji se k rekultivacim

e VyuZivaji se k vyrobé specialnich substrati a zemin
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3.3.4 Podminky vermikompostovaciho procesu

Pro tvorbu kvalitniho a plnohodnotného vermikompostu je nutné zajistit co nejoptimalnéjsi
podminky pro zdravy vyvoj zizal.

na prostfedi dostate¢né mnozstvi kvalitni odumrelé organické hmoty rostlinného puavodu,
optimalni vlihkost, teplotu, pldni reakci a padni texturu, v neposledni fadé také pritomnost
vhodnych pldnich mikroorganism( napomdhajicich pti rozkladu substratu. Vlivem snizené

pohyblivosti a rychlému vysychani jsou Zizaly nuceny Zit v tésné blizkosti potravnich zdroju.

Teplota nejvice ovliviiuje metabolismus, rlst a rozmnoZovani Zizal. Nejvhodnéjsi
podminky pro ZiZaly jsou mezofilni teploty v rozmezi 10 az 35 °C. P¥i teploté presahujici 35 °C
zacinad klesat metabolicka aktivita Zizal a nékdy dochdzi k dmrti. Proto je velmi dllezité
udrzet teplotu procesu pokud mozno co nejvice konstantni (Ismail, 2005; Garg and Gupta,
2009). Zajonc (1992) uvadi, Ze aktivita ziZal zacind pfi teplotach nad 5 °C avsak pro tvorbu co
nejkvalitnéjsiho vermikompostu je tfeba udrzet rozmezi teplot 15 - 25 °C. Za chladnéjsiho
obdobi Zizaly preziji, ale nepretvafi organické materidly na hodnotny vermikompost.
Nebezpecna je predevsim pocatecni faze rozkladu organické hmoty, kdy mlze dochazet ke
vzniku vysokych teplot ohroZujicich Zizaly a prospésné mikroorganismy pro zdravi rostlin,
proto klicem k Uspésnému vermikompostovacimu procesu je pfidani ¢erstvého materidlu
pouze na povrch hromady v tenké vrstvé, protoZze Zizaly jsou aktivnimi konzumenty
organického materialu ve vrstvé 6 - 9 centimetr( pod povrchem kompostu, diky cemuz maiji
prostor pro unik od nejvyssich teplot, které pfi rozkladu cerstvé hmoty mohou vznikat
(Ismail, 2005).

Pokud hovofime o vlhkosti, musime brat v dvahu jak vlhkost substratu, ktera je
potfebnd pro jeho rozklad, tak i atmosférickou vlhkost. Béhem vermikompostovaciho
procesu zavisi na mnoha faktorech, jako je fyzicky stav odpadu, jeho podrovitost, typ
pouzitého vermikompostovaciho systému atd. Vlhkost potrebuji Zizaly, aby mohly dychat,
protoze kyslik obsazeny v pudé jsou schopné vstiebavat do téla jen prostfednictvim slizu,
kterym je jejich télo pokryté (Garg a Gupta, 2009). Proto by mél odpadni materidl obsahovat
optimalné 75 % vlhkosti, ale nikdy ne vice jak 85 %. Je tedy potfeba pravidelné zabezpecovat
vihéeni substratu nejlépe kapkovou zavlahou c¢i pridavkem cerstvych surovin s vysokym

obsahem vody, jako je ovoce a zelenina (Dominguez et al., 1997; Chaoui, 2010).
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Vermikompostovani vyzaduje oproti klasickému procesu kompostovani az o 30 % vice
vlhkosti, pokles pod hranici 50 % je nezadouci. V nedostatecné vihkém prostiedi jsou Zizaly
znacné stresovany, ddle se zde koncentruji amonné soli v hodnotach nad 5mg/g (0,5 %),
které vSak zvySenou zavlahou z materidlu dokazeme vyplavit. Vyssi vlhkost ZiZzalam pfimo
nevadi, avSak vyznamné ovliviiuje priibéh kompostovaciho procesu. Dojde-li k zaplnéni poru
vodou v kombinaci se Spatnou cirkulaci vzduchu, Zizaly nemaji dostatek kysliku a hynou.
Vysokd vlhkost ma za nasledek nezadouci anaerobni procesy a tvorbu nepfijemného zdpachu
(Vana, 2002; Garg and Gupta, 2009; Chaoui, 2010).

Prebytecna vihkost by méla byt odvadéna perforovanym dnem jako vyluh, ktery je
velice ucinny pro pfihnojovani kvétin a zeleniny béhem vegetace. Tato tekutina obsahuje
znacné mnozstvi biostimulatoru a je vhodné ji pouzit jako postfik napf. u vinné révy. Vyluh se
pouziva zifedény, jinak by mohlo dojit ke spdleni rostlin. IdedIné se pouzivd jako 5 % roztok
vyluhu (Gémez-Brandén et al., 2012).

Substrat, ve kterém se zizaly pohybuji, musi obsahovat dodate¢né mnozstvi kysliku a
to nejméné 15 %, proto musi byt tento material dostatecné porézni.

Maximalni povolena koncentrace oxidu uhli¢itého v prostiedi je do 6 % CO, (Pizl V.,
2002). Vétsina zizal je neutrofilnich, jsou tak znaéné citlivé na hodnotu pH, optimalnim je pro
né neutralni pH (6,5 - 7,5 pH), proto je nezbytné nutné kontrolovat pravidelné reakci

kompostované smési, kterd se béhem vermikompostovaciho procesu ¢asto méni. Vykyvy

vrve

evvs

and Gupta, 2009). V pripadé, Ze je substrat znacné kysely, doporucuje Kalina (2004) upravit
jej neutralizaci prfidavkem mletého vapence v mnozstvi 0,7 kg na 1m?3.

Kvalitu vysledného materidlu vyznamné také ovliviiuje pomér C:N (idedlné 22:1).
Obsah dusiku v materidlu poukazuje na dostatecnou zdsobu bilkovin. Bilkoviny jsou
nepostradatelné pro vyvoj a rozmnoZovani zizal, avSak vysoky obsah dusiku vazany v rychle
se rozkladajicich bilkovinach produkuje pro Zizaly jedovaté latky, proto jeho vysoky obsah
neni nijak Zadouci a mlze pti zvySenych koncentracich zplsobit Uhyn Zizali populace.
Optimalni obsah N v substratu se pohybuje okolo 1 - 9 %. Pfi vysokych koncentracich
substrat upravime pridavkem materidlu, ktery obsahuje dostatek celuldzy (plevy, kratka

slamova rezanka, seno), naopak pridavkem slepiciho trusu ¢i jinych zvirecich vykal( obsah N
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navysime (Zajonc, 1992). K méné vyznamnym faktorlim prostredi, které se vSak za urcitych
podminek mohou stat limitujicimi pro preZiti a vyvoj Zizal, lze zafadit — svételné (UV) zareni,

obsah CO,, redox - potencidl plidy, utuzeni a texturu pady (Pizl V., 2002).

Srovnani procesu kompostovani a vermikompostovani

Jednotlivé rozdily mezi parametry pro klasické kompostovani a proces vermikompostovani

shrnuje nasledujici tabulka (tabulka €. 2).

Tabulka €. 2 Srovnani procesnich parametrd kompostovani a vermikompostovani

(upraveno dle Slejska, 1999)

Kompostovani Vermikompostovani
S | Pomér C:N 30-35:1 20:1
% Optimalni pH 6,0-8,0 6,5-7,5
Min. obsah P (%) 0,2
-z Doba kompostovani 2-3 mésice Léto 2-3 mésice
% Zima 3-5 mésicl
Vihkost (%) 70 70 - 80 (min. 60 %)
Teplota (°C) 50-60 18-25
Obsah O, v prostredi (%) Min. 4 ° 15 2
Max. koncentrace CO, 17 © 62
Vyska zakladky (m) 4% 0,6-0,8°
Max. obsah ¢pavku (%) 0,12
S | Max. pomér C:N 30:1 30:1
;T pH 6,0-8,5 6,0-8,5
gj Vihkost (%) 40- 65 40-65

3.3.5 Surovinova skladba

Celkova skladba substratu se znacné lisi co do skladby i obsahu latek a rozdilného pH ¢i
vlhkosti, ale i podle mista vzniku. Zasadni rozdily Ize zaznamenat v substratu z domacnosti a
ze zemédélské produkce (Zajonc, 1992; Sinha et al., 2008). Substraty z domacnosti obsahuji

jako hlavni podil kuchynsky odpad, jako ovocné a zeleninové slupky, vylisky, cajové sacky,
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kavovou sedlinu, nadrcené skorapky a staré pecivo. Dale také obsahuje zahradni odpad s
hlavnim podilem sefené travy a suchého listi, stonky, klru, stépku, rostlinny odpad, odpad z
ovocnych sad(, piliny a papirovy karton.

Nevhodné jsou v tomto pfipadé materidly obsahujici vysoké mnoiZstvi soli (NaCl), maso
a zbytky mastnych jidel, tuk, mlécné vyrobky, casti uhynulych zvifat, cibule, cerstvé
exkrementy domacich zvirat, Cerstva trdva a listi. Jako substrat nelze rovnéz pouzit slupky z
exotického ovoce jako je banan, pomeranc a ostatni citrusy obsahujici zarodky plisni a zbytky
pesticidl, které mohou ohrozit zdravi Zizal (Kalina, 2004; Sinha et al., 2008).

Oproti tomu substraty vzniklé v zemédélstvi nejsou tak rozmanité, z velké cCasti
predevsim obsahuji rlzné druhy vyzrdlého chlévského hnoje, kdy za nejkvalitné;jsi
povazujeme hn(j konsky, ov¢i a kravsky. Nevhodny je pak trus dribeZe, ktery ma znacné
kyselé pH a navysuje hodnotu dusiku (Kalina, 2004).

Zizaly se zivi predevsim zivinami bilkovinného charakteru (albumin, kasein, vaje¢ny bilek
a zloutek) a sacharidy (celuléza, skrob, sachardza). Podstatna je i velikost ¢astic pfijimané

potravy, u rostlinnych zbytk( maji mit &astice méné nez 0,5 mm? (Zajonc, 1992).
3.3.5.1 Jablecné vylisky

Jablecné vylisky neboli jable¢nd dren vznikaji jako vedlejsi produkt pfi lisovani jable¢né
Stavy a tvori tak objemové nejvétsi podil odpadd z konzervarenského primyslu. Jde o smés
duzZniny, slupek, jadfincl a stopek z jablka, které tvofi asi 30 % podil z jablka. Tato smés je
Casto pouZivdna jako krmivo pro hospodarska zvifata a to v Cerstvém stavu nebo suSeném.
Jable¢né wvylisky jsou materialem, ktery obsahuje velké mnoizstvi zbytkovych cukr(, dale
doplfiuji do stravy zvitat hlavné vldkninu, mineralni latky a pUsobi také jako antioxidant
(Mamma et al.,, 2009). Dalsim zplUsobem zpracovani tohoto odpadniho materidlu je
kompostovani, které je ale velmi obtizné bez pridavku dostatecného mnoistvi nasavaci
slozky a na dusik bohatsi frakce. Vylisky z jablek totiz tvori nestrukturni material o vlhkosti 65
- 85 % s pomérem C:N (30 - 40):1, kdy je nutné pro jeho lepsi rozklad ptidat fezanou slamu,
drcenou révu a jiné sussi materidly. | pfi takto upravené zakladce vsak mohou nastat
problémy s urovnanim profilu hromady a se zasobenim vzduchem, hlavné v dolnich vrstvach
zakladky, kdy casto dochdzi k uplnému utuZzeni material a vzniku anaerobnich podminek,
které jsou pro tento proces nezadouci. Proto byva v praxi podil jablecnych vylisk( v zakladce
nizky a to max. do 10 % (Zemanek a kol., 2010).
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3.3.5.2 Matolina

Matoliny neboli vylisky z hrozn( jsou ve své podstaté odpadni produkty z vyroby vina,
které vznikaji béhem rozdrceni, odvodnéni a lisovani hrozn( (Jin and Kelly, 2009). Jejich podil
z celkového mnoistvi zpracovdvanych hroznl neni nijak zanedbatelny, Cini az 20 % (v
zavislosti na odrddé, stupni zralosti, pouzitém lisovacim zafizeni, poctu lisovacich cykll aj.).
Nejcastéji se matolina sklada z 50 % slupek, 25 % jader a 25 % stopek hroznd. PFi vynosu
hrozntl 7,0 - 10,0 t.ha™ se jednd o mnozstvi 1,40-2,0 t.ha™ o objemové hmotnosti 150 - 180
kg.m™>. Pomér C:N Cerstvé hmoty &ini (45 - 48):1. Tento materidl se musi co nejdfive po
vylisovani zpracovat, velmi rychle totiz pisobenim okolniho vzduchu podléha hniti a kvaseni
a tak k celkovému znehodnoceni. Pfima aplikace na povrch pozemku a nasledné zaorani
matolin se predevsSim pro nepfiznivy pomér C:N nedoporucuje, dalsim divodem je také
dlouha doba rozkladu a kli¢eni jader. Matolina je charakteristicka pravé vysokym obsahem
jader, kterd udavaji strukturni a zrnity charakter materialu. Jadra obsahuji fadu kyselin a silic,
které omezuji cinnost mikroorganismd, zpUsobujicich jejich rozklad. Pro dosazeni
pozadovaného poméru C:N jsou priddvany komponenty ve formé sldmy, znehodnoceného
sena, praseci kejdy. Samotné matoliny jsou velmi dobrym nasdvacim materidlem pravé pro
kejdu ¢i jiné tekuté odpady (Zemdanek a kol., 2010). Bézné se matolina uzivd k vyrobé
alkoholického ndpoje Grappa, nebo se mlize zkrmovat hospodarskym zvifatlim a v posledni
dobé je matolina stale vice oblibenym odpadnim materidlem vyuZivanym pfi kompostovani

(Jin and Kelly, 2009; Garg and Gupta, 2009).
3.4 Zizaly a jejich vliv na ptidu

O Zizalach Ize jednoznaéné tvrdit, Ze patfi k nasim nejvyznamnéjsim bezobratlym
zivocCichlm podilejicim se na tvorbé pldy a udrZeni jeji Urodnosti. Padni prostredi ovliviuji
predevsim produkci exkrementd a tvorbou velkého mnozstvi chodeb, ¢imz pozitivné pusobi
na fyzikalni vlastnosti pldy, jako je vodni rezim, provzdusnéni pady (plynny rezim) a
porovitost pldy, coZz napomdaha mikrobidlni aktivité a rozvoji mikrofauny (Pommeresche a

kol., 2007; Sinha et al., 2010; Chaoui, 2010).

Pady s velkym poctem Zizal se vyznacuji zrychlenou infiltraci vody do plidy a to az o 15 - 93
%, nejpatrnéjsi je tento pfinos v polnich kulturach pfi pouziti bezorebnych agrotechnik, plda

je potom méné nachylna k podmaceni béhem zimnich a jarnich mésicl a zvySeny podil
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srazkové vody je tak rovnou privadén pfimo ke korenim rostlin. Nasledné je tak plda
mnohem odolné&jsi proti vlivim eroze. Cinnosti 7i7al se navysuje i vzdu$na kapacita pady o 8-
30 % (Sinha et al., 2010). Chemicky pldu zZizaly ovliviuji predevsim zavleéenim castecné
rozlozené organické hmoty z povrchu do hlubSich vrstev pldy, kde je macerovdna a
promisend s anorganickou frakci, ndasledny prlchod hmoty travicim systémem Zizal
obsahujici znaéné mnozZstvi mikroorganismi napomaha k rychlejsi a dokonalejsi mineralizaci
hmoty, da se tedy tvrdit, Ze exkrementy mohou byt povazovany za centrum mikrobialni

aktivity v p4dé (Pommeresche et al., 2007).
3.4.1 Druhy ZiZal vyuzivané pro vermikompostovani v nasich podminkach

Zizaly patfi mezi hermafrodity nesouci samé&i i sami¢i organy (Sherman, 2003).
Taxonomicky je fadime do kmenu krouzkovci (Annelida), tfidy opaskovci (Clitellata) a do
podtiidy malostétinatci (Oligochaeta), Fadu Opistophora (Pizl, 2002). Zizali druhy je moiné
rozdélit podle zplsobu a mista pfijmu potravy na Zizaly epigeické (povrchové), endogeické
(15 cm hloubky) nebo anektické (1 m hloubky). Pro ucely vermikompostovani rznych
organickych odpadl je Siroce vyuzivano predevsim epigeickych druht Zizal jez se vyznacuji
tim, Ze se premistuji do mist s vysokym obsahem organické hmoty (Sherman, 2003; Ismail,

2005; Chaoui, 2010).

Na pfeméné organického substratu se v nasich podminkach podili zejména dva druhy
%i7al a to Zizala hnojni (Eisenia fetida) a Zizala kalifornska (Eisenia andrei), které jsou
pfibuznymi druhy z rodu Lumbricidae. Jsou z chovanych druhi nejvhodnéjsi k interiérovému
kompostovani, nebot vyZaduji pro svoji aktivitu vyssi teploty kolem 25 °C, dokazi tak rychle
zpracovavat kompostovany odpad a rychle se mnozit na rozdil od ostatnich volné Zijicich
druhl vyskytujicich se v nasich podminkach, které pro svilij vyvoj potfebuji mnohem nizsi
teploty. Jedinci obou volné Zijicich druha se lisi pouze malymi morfologickymi rozdily znakt a
to barvou a charakterem vyluéované lymfy. Co se podminek prostfedi ty¢e, maji oba tyto
druhy pfriblizné shodné naroky. Avsak i pres podobnost téchto druhll neni mozné tyto druhy
vzdjemné kfrizit, jejich zkfizeni vede ke vzniku neplodnych a rozmnoZovani neschopnych

jedincl (Zajonc, 1992; Slejska, 1999; Kalina, 2004).
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3.4.1.1 Zizala hnojni (Eisenia fetida)

Eisenia fetida je epigeicky, celosvétové rozSifeny druh ZiZzaly vhodny pro proces
vermikompostovani a nejrliznéjsi toxikologické studie. Dor(ista 5 - 8 cm a dosahuje 0,4-1,5¢g
télesné hmotnosti. Ziala hnojni mda kratky Zivotni cyklus s vysokou reprodukéni a
regeneracni schopnosti, kdy dospéli jedinci primérné produkuji jeden kokon kazdy treti den
s obsahem 1 - 3 vaji¢ek. Celkové se Zizaly tohoto druhu dozZivaji 1 - 2 let (Pommeresche et al.,
2007; Garg and Gupta, 2009; Chaoui, 2010).

Ve volné pfirodé se vyskytuje predevsim v teplych oblastech Evropy (Francie, Italie) a
Malé Asie a to v listnatych i jehli¢natych lesnich spolecenstvech a silné zamokfenych pldach,
¢innosti ¢lovéka se vsak rozsitila prakticky po celém svété. Tento druh se prevainé zivi
rostlinnymi zbytky, proto ho nejc¢astéji mizeme nalézt v menSich hnojistich, hromadach
kompostu, mokré rozkladajici se slamé a smetistich s vyssim podilem organickych zbytkl. V
samotné pldé vydrZi jen kratce, protoZze md znacné naroky na obsah organickych latek ve
svém prostredi (Zajonc, 1992; Pizl, 2002). Eisenia fetida dokdaZie zkonzumovat potravu o
hmotnosti az 75 % svého téla za den.

Zizala hnojni nese na téle hnédocervené pruhy uprostied jednotlivych ¢lankd téla (obr.
5), tyto pruhy se pravidelné sttidaji s tmavozlutymi pruhy v meziclankovych brazdach (Garg
and Gupta, 2009; Pizl, 2002). Pti podrazdéni vylucuje z hrbetniho pdéru Zlutavou pachnouci
tekutinu (Kalina, 2004). Teplotni optimum pro jeji vyvoj a rozmnoZovani je v rozmezi 18 az 25
°C kdy pFi prekroCeni této hranice 15 °C se zvysSuje jeji pfijem potravy a urychluje
rozmnozovani. Zivota schopna je viak do maxima 35 °C a minima 0 °C. Zimu v nasich
klimatickych podminkach prekonava v hlubsich vrstvach organickych odpadd, kde se diky
rozkladnym procesim udrZuje teplota nad kritickym bodem. Vetsi problém ji Cini letni
obdobi, kdy dochdzi k vysychani a prehrati substratli, proto je nezbytné nutné neustalé
pravidelné ovlhéovani, zizaly totiz potiebuji k Zivotu velké mnozstvi kysliku a vlhkosti (75 %)

ktera je prijimana pres jejich kizi (Chaoui, 2010).

Zizala hnojni je znaéné vihkomilnd a dokaZe vydrzet ve vodé ai nékolik dni, pokud ma
dostatek kysliku. Nejvhodnéjsi je tedy substrat o 70-80 % vlhkosti. Pokles vihkosti pod 60 %

ma za nasledek zpomaleni rlstu, pfijmu potravy a poruchy rozmnozovani. (Zajonc, 1992)
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Obrazek €. 5. Eisenia fetida

Zdroj: www.natuga.de

3.4.1.2 Zizala éervena kalifornska (Eisenia andrei)

Tento druh byl plvodné zastoupen zejména na Uzemi Francie, Italie a v jizni a stfedni
Casti Evropy. Jednd se o jednobarevny druh, tmavolerveného nebo svétlocerveného
zabarveni (obr. 6). Pfi podrazdéni hirbetnich pérl vylucuje pouze bezbarvou nezapdchajici
tekutinu (Pizl, 2002). Dorasta 13 cm a vahy 0,2 - 1,0 g. Dospiva do Sesti tydn( po vylihnuti a
dozZiva se 2 az 4 let v zavislosti na kvalité prostredi. Jeden kokon mlze obsahovat 5 az 7
vajicek. IdedIni teplota, pro jejich rlst a rozmnozZovani je mezi 15 °C a 25 °C. V ptipadé, ze
teplota klesne pod 10 °C nebo se zac¢ne zvySovat nad 26 °C, jejich metabolismus a aktivita
vyrazné klesd. Pri teplotach nad 32 °C kalifornské Zizaly hynou stejné tak jako pfti teplotach

pod bodem mrazu.

Obrazek €. 6. Eisenia andrei

Zdroj: www.natuga.de
Tento druh je specificky nékolika vlastnostmi oproti Zizale hnojni a to predevsim tim, ze
zpracovava organicky material mnohem rychleji, mnozi se mnohem rychleji, doZiva se
vyrazné vyssiho véku, prokazuje znacné migracni chovani a jedna se o striktniho pojidace

pouze organické odumrelé hmoty zavislého na velkém mnozstvi potravy. Kalifornské Zizaly je
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tedy vhodné chovat na zpevnéné plose nebo v izolovaném vermikompostéru (PSenicka,

2009).

3.5 Ptezivani termotolerantnich koliformnich bakterii v kompostech

Cilem prace je posoudit vliv Zizal na prezivani mikroorganismi béhem
vermikompostovaciho procesu. Za zdravotné zavadné se povazuji predevsim skupiny
bakterii, které zplUsobuji onemocnéni lidi, zvifat a rostlin. Bakterii, které jsou rizikem pro
Zivotni prostredi a zdravi Clovéka je velké mnoZstvi, a proto se tato prace zabyva pouze
vybranymi bakteriemi z fady termotolerantnich koliformnich bakterii a pfedevsim kmenem
Escherichia coli (dale jen E. coli).

Komposty ze ZivocisSnych produktl jsou velmi casto hlavnim zdrojem patogennich
mikroorganismu jako je E. coli, Salmonella spp., Yersinia enterocolitica a jiné. Zemédélské
vyuzivani takovychto kompostli predstavuje vainou hrozbu souvisejici s prechodem
patogennich organism( do Zivotniho prostfedi. Nékteré z téchto kmenU bakterii jsou silné
rezistentni na antibiotika a jejich geny rezistence mohou byt pfedany do pldni mikrofauny.
Tyto kmeny se poté stavaji velice odolnymi a nebezpecnymi. Pro omezeni pfenosu patogenu
do Zivotniho prostiedi je nezbytné nutné zabezpecit nejriznéjsi metody hygienizace
(Skowron et al.,, 2015). Pti kompostovani je nejbéznéjsi metodou pro snizeni mnozstvi
patogennich organism(, zajisténi vhodnych podminek pro pribéh termofilni faze po
dostatecné dlouhou dobu. Déle k potlaceni patogent pfispivd umélé navyseni poméru C:N,
napriklad pridavkem starého sena, pilin, sldmy anebo jiz vyzralého kompostu, ¢imz vytvari
zony pro aerobni termofilni rozklad. Zvlastnim faktorem je ¢pavek, ktery se podle nékterych
studii jevi jako stresor urychlujici pokles E. coli a Salmonella spp. v rané fazi kompostovani.
Celkové fizeni procesu jako je zpUsob skladovani, aerace ma také podstatny vliv na ucinnost
snizeni hladin patogen( a zajisténi biologické bezpecnosti vysledného produktu (Millner et
al., 2014; Skowron et al., 2015).

Nékteré studie potvrzuji pokles fekdlnich koliformnich bakterii a Salmonella spp. i
béhem procesu vermikompostovani (Eastman et al., 2002). Béhem vermikompostovani
organického odpadu dochazi k interakci epigeickych druht Zizal a detritickych mikrobidlnich
spole¢enstev, které vedou k poklesu poctu nékterych potencidlné patogennich

mikroorganismd (Monroy et al., 2009).
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Exkrementy vyprodukované Zizalou poskytuji mikroorganismim v ptidé a kompostech
organicky substrat, a tim znacné podporuji jejich pohyb a aktivitu (Williams et al., 2006).
Zizaly dokaZi pocty patogennich mikroorganismé ovlivnit pfimo i nepfimo p¥i priichodu pres
jejich travici trakt. Mezi pfimé ucinky lze zaradit mechanické naruSovani, enzymatické traveni
a biologické pfemény latek pti poziti a rozmélfovani potravy ve svalnatém zaludku. Déle se
pocty patogenU vyrazné snizi pomoci mikrobialni inhibice antimikrobidlnimi [dtkami nebo
pomoci mikrobialnich antagonistll produkovanych ve stfevech a v télnich dutinadch zizal.
Stimulace endemickych nebo jinych mikrobialnich druhi ¢innosti zizal vedouci ke konkurenci
a antagonismu s patogeny a celkové plsobeni obrany imunitniho systému Zizal rodu Eisenia
(bunécna obrana fagocytdzou) fedime mezi nepfimé Gcinky ovliviiujici mnozZstvi patogen( ve
vysledném produktu vermikompostovani (Lores et al., 2006; Monroy et al., 2009).

Nejen Zizaly se mohou podilet na redukci bakterii a plisni a nepfimo tak napomahat
ke snizeni koncentrace patogent v kompostech. Pfirozené pladni mikroorganismy a prvoci se
podili na poklesu patogennich organismd formou predace. Puri et al. (2010) zjistil, Ze
komposty vyrobené ze statkovych hnojiv se bézné pouzivaji jako hnojivo k rostlinam a slouzi
jako mozny vektor pro prenos Escherichia coli 0157: H7 na cCerstvé ovoce a zeleninu.
Predpoklada, Zze plvodni mikrobidlni spoleCenstva pfitomnd v kompostu nepfiznivé ovlivni
preziti E. coli 0157: H7. Escherichia coli 0157: H7 byla v suspenzi inokulovdna do kompostu a
inkubovana pfi 25 °C. Po 16 dnech inkubace byla zjisténa redukce o 4 rady. Kdyz byl kompost
navic doplnén pridanym cyklohexinem poklesl poéet E. coli O157: H7 po 16 dnech jen
minimalné. Analyza mikrobialnich spolecenstev pritomnych v kompostu (DGGE) vykazala
malé rozdily ve zméné plisnovych komunit pfitomnych v kompostu upraveném
cycloheximidem. Ve srovnani s kompostem bez pridavku cyklohexinu, ktery byl inkubovan po
dobu 12 dni pfi teploté 25 °C. Nicméné, analyza DGGE na prvoky ukazala drastické rozdily ve
druhovém slozeni. Také sekvencni analyza ukazala, vyznamné odliSné druhové slozeni
populaci prvokd mezi inkubovanymi a kontrolnimi vzorky v riznych ¢asech. To naznacuje, ze
predace ze strany prvokl muize byt potencialnim mechanismem pro snizeni E. coli 0157: H7

v kompostovanych materialech.
3.5.1 Termotolerantni koliformni bakterie

Jedna se o bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae, definované jako gramnegativni tyc¢inky
(G-) netvorici spory. Rostou za aerobnich i anaerobnich podminek a maji negativni
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cytochromiddzovy test, jsou schopné zkvasSovat laktdézu pfi 42 + 2 °C do 48 hodin za
doprovodné tvorby kyseliny a plynu. Bakterie ze skupiny termotolerantnich koliformnich
bakterii jsou ptirozenou, hojné se vyskytujici slozkou stfevniho traktu ¢lovéka. Tato skupina
bakterii slouzi pfedevsim k identifikaci fekalniho znecisténi. Ke kontaminaci prostredi dochazi
nejCastéji prostfednictvim exkrementl Zivocichl, a to zejména u povrchové vody, pudy a
nasledné u podzemnich zdrojl pitné vody (Veger a BaudiSova, 1996).

Mezi hlavni zdstupce termotolerantnich koliformnich bakterii fadime predevsim kmeny

uvedeny v ndsledujicich kapitolach.
3.5.1.1 Escherichia coli spp.

Jednd se o bakterie pfirozené se vyskytujici ve stfevech lidi a zvifat. Mnohé kmeny
Escherichia coli (dale jen E. coli) jsou nepatogenni a jsou nezbytnou soucdsti zdravého
stfevniho traktu. Nékteré vsak zpUsobuji onemocnéni, zejména ta prUjmova, infekce
mocovych cest, onemocnéni dychacich cest a plic. Rizikovou skupinou jsou zejména déti,
seniofi a lidé s oslabenou imunitou. Nejvyznamnéjsim patogennim kmenem z hlediska
onemocnéni E. coli je kmen 0157:H7.

Escherichia coli 0157:H7 je stfevni bakterii mnoha druhl zvifat a je spojovana se
vznikem zdvaznych ndkaz po celém svété. Infikované zvitre obvykle vyluduje 10% - 10° KTJ/g
trusu, infekéni davka pro ¢lovéka je velmi mal3, staci pozfit méné jak 10 bunék této bakterie,
aby doslo k onemocnéni. U lidi tento kmen zpUsobuje nejcastéji krvaciva prljmova
onemocnéni a selhani ledvin. Nakazit se ¢lovék mize fekdlné-oralni cestou pfi konzumaci
Spatné ocisténé nebo tepelné neupravené zeleniny, kterd rostla v pidé kontaminované
touto bakterii. Dalsi riziko predstavuje Cerstvé mléko a nedostatecné tepelné zpracované
maso koz, ovci a skotu, ktery je velmi ¢asto pravé zdrojem a prenasecem infekce E. coli
0157:H7, avsak sam nemusi vykazovat zadné pfiznaky tohoto onemocnéni. Komposty
zahrnujici odpady ZivocisSného plvodu jsou ¢astym mistem vzniku patogenni bakterie E. coli
0157:H7. Prezivani a pohyb E. coli 0157:H7 v pidé a kompostech je znepokojujici vzhledem k
lidskému zdravi, protoze tento kmen bakterie dokaze v plidé prezit velmi dlouhou dobu. Je
navic i velice odolny plsobeni vysokych teplot pfi kompostovacich procesech, tyto vysoké
teploty dokazi zni¢it bakterie E. coli 0157:H7 pouze za predpokladu, Ze trvaji dostatecné

dlouhou dobu (Williams et al., 2006).
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Jelikoz Zizaly tvofi centrdlni cast biologického spolecenstva u vétSiny zemédélsky
obhospodarovanych pld, mlzZe tak jejich pohyb piddnim profilem (substratem) nepfimo
zapficinit Sifeni fekalnich indikatorovych organismu a patogen( v tomto prostredi. Také diky
vyluhu, ktery odtéka ze systému vermikompostovani mize dochdzet k Sifeni téchto
patogen(, avSak dlouhodobé preziti patogenu E. coli 0157:H7 nijak Zizaly nepodporuji

(Eastman et al., 2002; Williams et al., 2006).

3.5.1.2 Enterobacter spp.

Typickym zdstupcem rodu Enterobacter je Enterobacter cloacae, ktery je po E. coli
druhym nejcastéjSim zastupcem celedi Enterobacteriaceae v lidské stfevni mikroflére.
Vyznamnym zastupcem tohoto rodu je také Enterobacter arogenes, ktery je povazovan za
tzv. oportunni patogen zpUsobujici infekce ran. V pfirodé je tento druh Siroce rozsifen ve
sladké vodé, v pldé, splaskach, odpadech, na zeleniné a jinych rostlinach, v lidskych a
zvitecich fekaliich. Mlze wvyvolat infekci mocovych cest a respiracniho Ustroji nebo
meningitidu. Dale je znac¢né nebezpecny pro imunitné oslabené jedince a pacienty u kterych

vrve

je povazovan za nebezpecné nozokomidlni patogeny (Veger a BaudiSova, 1996).

3.5.1.3 Klebsiella spp.

Je rozsitena po celém svété, zejména v tropickych a subtropickych oblastech a to ve
vsech typech prostredi jako je puda, vegetace, voda, zvifata, lidska stolice a také na ovoci,
zeleniné a obili. Jedna se o dllezZity oportunisticky patogen napadajici predevsim jedince se
snizenou imunitou v nemocni¢nim prostredi (Kumar et al., 2013).

Nejvyznamnéjsim patogenem toho rodu je Klebsiella pneumonie Zijici prevazné ve strevech,
ustni dutiné a hornich cestach dychacich, ale je mozné ji nalézt i na povrchu kliZze a v okolnim
prostiedi, protoZe se chova jako rozto€. Je jednou z hlavnich pfi¢in vzniku pneumonie

(zadnétu plic) a mocovych infekci predevsim u oslabenych jedinc a u novorozenc(, kterym

zpUsobuje meningitidy a sepse (Veger a BaudiSova, 1996).
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3.5.1.4 Citrobakter spp.

Jednd se o bakterie, které jsou soucasti normdlni stfevni mikrofléry lidi a zvirat.
Nejcastéjsi vyskyt je ve stolici, moci, ale i jinych télnich organech, déle také v puadé, vodé,
splaskdch, potravinach a vnéjSim prostredi. Klinicky vyznam maji predevSsim druhy
Citrobakter freundii (oportunni patogen) a Citrobakter diversus zpUsobujici nejcastéji
infekce mocovych cest a krevniho recisté, abscesy mozku, sepse bfisni dutiny, zapal plic a
novorozeneckou meningitidu. Nejéastéji postihuje pravé déti do dvou let véku, avsak byly

zaznamenany i pfipady u dospélych jedincl s oslabenou imunitou (Abbott, 2007).

3.5.1.5 Serratia spp.

Tento rod je velmi snadno rozpoznatelny od ostatnich rod( enterobakterii a je tedy
nejlépe prozkoumanym rodem. Vyskytuje se v plidé, vodé, na povrchu rostlin a i na spousté
jinych mist vnéjsiho prostredi. Dale je mozné ho nalézt v travicim traktu hlodavcd a u hmyzu.
Zastupcem tohoto rodu Serratia marcescens je oportunnim lidskym patogenem
hospitalizovanych pacientd, kterym zpUsobuje infekce mocovych cest a septikémii. U zvifat,
predevsim u krav zplsobuje bakteridlni onemocnéni vemene (mastitidu) a jiné Zivocisné
infekce. Druh Serratia ficaria dobie roste jiz pfi 30 - 37 °C a ohrozZuje fikovniky, které byly
oplozeny infikovanou vcelou. Serratia forticola je rozsSitrena prevainé ve vodnim prostredi

(Veger a Baudisova, 1996).
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4 MATERIALY A METODIKA

Cilem této prdace bylo zjistit, jaky vliv na preZiti termotolerantnich koliformnich bakterii a
predevsim Escherichia coli (dale jen E. coli) ma proces vermikompostovani. Za Ucelem tohoto
pozorovani byl zaloZen laboratorni experiment, ve kterém byly pouzity dva druhy surovin,
matolina a jable¢né vylisky. Ve sledovaném procesu vermikompostovani byly pouZity
vyhradné Zizaly rodu Eisenia. Na zakladé mikrobiologického rozboru surovin bylo rozhodnuto
o jejich sterilizaci a nasledné inokulaci ¢asti materidlu pfesné stanovenym mnozstvim a smési
sledovanych indikdtorovych organismd E. coli o celkovém poctu 2,1.10° KTl/g a
termotolerantnich koliformnich bakterii o celkovém poé¢tu 6,1.10° KTJ/g. Inokulace byla

provedena dne 9. 11. 2015 a jde tedy o pocatek pokusu.

Pro splnéni cilt prace byl pokus usporadan dle nasledujicich variant:

e Nadoba obsahujici substrat bez Zizal a bez pfidavku indikatorovych organismu.

¢ Nadoba obsahujici substrat bez Zizal ale s pfidavkem zndmého poctu indikatorovych
organismu.

e Nadoba obsahujici substrat s pfidavkem 2,5 g Zizal rodu Eisenia a s pfidavkem
zndmého poctu indikatorovych organism.

e Nadoba obsahujici substrat s pridavkem 2,5 g Zizal rodu Eisenia ale bez pfidavku
indikatorovych organisma.

Varianty bez inokulace slouzily predevsim jako kontrola. Rozbor takto pfipravenych

vzorkd a zdznam ziskanych dat byl proveden v obdobi od 9. 11. 2015 do 4. 1. 2016, vidy v

dvoutydennim intervalu. Pro hodnoceni vysledk( byly pouZzity platné dale pouzité metodiky.

4.1 Postup prace

Pro naplnéni cilt prace bylo pokus nutné rozélenit do nékolika kroka:

1. Vermikompostovani
2. Priprava materialu pro laboratorni pokus

3. Laboratorni stanoveni termotolerantnich koliformnich bakterii a E. coli
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4.1.1 Vermikompostovani

Pfiprava vychoziho substratu pro laboratorni pokus probéhla v listopadu 2015 ve
vyzkumné stanici FAPPZ v Cerveném Ujezdu. Jako zakladni surovina pro pokus byla zvolena
matolina a jable¢né vylisky. Tyto materidly byly predrozloZzeny pomoci ZiZzal v dvoupatrovych
plastovych vermikompostérech znacky Worm Factory o rozmérech 40 x 40 x 18 cm.
Jednotlivé misky mély perforované dno s otvory o velikosti 4 mm, které byly jeSté prekryty
geotextilii pro optimalizaci vlhkosti a provzdusnéni. Na geotextilii byl postupné vrstven

biologicky rozlozitelny odpad spolu se substratem od firmy Ekoverms.

Obrazek €. 7. a 8. PfedrozloZeny substrat (matolina a jable¢né vylisky)

Zdroj: Archiv autorky

Tento substrat osahoval Zizaly rodu Eisenia (obr. 9) v poméru 200 jedincd na 1 litr
substratu. Prvni patro bylo naplnéno 10 litry substratu a druhé jen 5 litry stejného substratu.
Aby se zamezilo vyschnuti substratu, byla kazdd miska jesté zavlazena vodou. Vétrani
mistnosti s vermikompostéry zabezpecovaly ventildtory nastavené na interval vétrani 15
minut rano a vecer. Teplota v mistnosti byla konstantné 25 °C. Po celou dobu pokusu se
navic v mistnosti svitilo, aby se zamezilo migraci Zizal mezi substraty. Jednou za tyden byla

provedena kontrola substratu a jednou za 14 dni byl doplnén éerstvy biologicky material.
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Obrazek €. 9. Zizaly rodu Eisenia

Zdroj: Archiv autorky
4.1.2 Priprava materialu pro laboratorni pokus

Z kazdého vermikompostu byl odebran po dvou mésicich substrat pro mikrobiologicky
rozbor. Kazdy z téchto substratt byl smisen v poméru 75 % predrozlozeného materialu (obr.
7. a 8.) z vermikomposteru a doplnén o 25 % Cerstvého materidlu. Takto pfipraveny material
poslouZil pro naplnéni preformovanych nadobek (obr. 11. a 12.) o objemu 125 ml, kdy do
kazdé z téchto nadobek bylo navazeno presné 50 g substratu. Podle schéma pokusu (tab. 3)
byly vybrané nadobky doplnény o 2,5 g Zizal a nékteré byly inokulovany suspenzi o znamém

poctu mikroorganizm (tab. 4), aby mohl byt posouzen vliv ZiZzal na redukci poctu bakterii.

Obrazek ¢. 10. a 11. Perforované nadobky

Zdroj: Archiv autorky
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Takto upravené nadobky byly umistény do nadoby s piskem, kterym byly zahrnuty az
po okraj pro udrZeni optimalni vlhkosti. Celd nddoba s piskem byla na vic jeSté zakryta
geotextilii pro zajisténi co nejstabilnéjSiho prostredi. Nddoba byla navic vybavena kapkovou
zavlahou a umisténa v mistnosti s konstantni teplotou 20 °C. Odbér vzork( z jednotlivych

nadobek probihal podle schéma pokusu (tab. 3).

Tabulka €. 3. Schéma pokusu 11/2015 az 1/2016:

nadob. . | material spikovani Zizaly analyza

1 matolina NE NE 23.11. 2015
2 matolina NE ANO 23.11. 2015
3 matolina TKB, E. Coli NE 23.11. 2015
5 matolina TKB, E. Coli ANO 23.11. 2015
10 jabl. vylis NE NE 23.11. 2015
11 jabl. vylis NE ANO 23.11. 2015
12 jabl. vylis TKB, E. Coli NE 23.11. 2015
14 jabl. vylis TKB, E. Coli ANO 23.11. 2015
19 matolina NE NE 7.12. 2015
20 matolina NE ANO 7.12. 2015
21 matolina TKB, E. Coli NE 7.12. 2015
23 matolina TKB, E. Coli ANO 7.12. 2015
28 jabl. wylis NE NE 7.12.2015
29 jabl. wylis NE ANO 7.12.2015
30 jabl. wylis TKB, E. Coli NE 7.12.2015
32 jabl. vylis TKB, E. Coli ANO 7.12. 2015
37 matolina NE NE 21.12. 2015
38 matolina NE ANO 21.12. 2015
39 matolina TKB, E. Coli NE 21.12. 2015
41 matolina TKB, E. Coli ANO 21.12. 2015
46 jabl. wylis NE NE 21.12.2015
47 jabl. vylis NE ANO 21.12.2015
48 jabl. vylis TKB, E. Coli NE 21.12.2015
50 jabl. vylis TKB, E. Coli ANO 21.12.2015
55 matolina NE NE 4.1.2016
56 matolina NE ANO 4.1. 2016
57 matolina TKB, E. Coli NE 4.1.2016
59 matolina TKB, E. Coli ANO 4.1.2016
64 jabl. vylis NE NE 4.1. 2016
65 jabl. wylis NE ANO 4.1.2016
66 jabl. vylis TKB, E. Coli NE 4.1.2016
68 jabl. vylis TKB, E. Coli ANO 4.1.2016
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4.1.2.1 Prehled pouzitych bakterii

Pro inokulaci sledovanych materidll byly pouzity bakterie uvedené v nasledujici tabulce.

Tabulka €. 4. Spikovaci suspenze:

E. coli 2,1.10° Escherichia coli CCM 3954

Klebsiella pneumoniae | SzU 6121

TKB 6,1.108 Enterobacter eboaceae | CCM 1903
Serratia marcescens CCM 4224
Citrobakter freundii szU 5852

4.1.3 Laboratorni stanoveni termotolerantnich koliformnich bakterii a E. coli

Byla pouzZita metoda pfimého vysevu na povrch kultivaéniho media, kterd slouzi ke
stanoveni poctu termotolerantnich koliformnich bakterii (dale jen TKB) a E. coli ve vzorcich
kal(, sediment(, upravenych bioodpad(, komunalnich odpadd, kompostl, pisku z piskovist,
zemin, stavebnich materidll, organomineralnich hnojivech, substratech a raselinach.
Principem této metody je zachyceni mikroorganism( obsazenych v analyzovaném vzorku na
povrchu m-FC agaru po kultivaci pfi teploté 43 + 0,5 °C béhem 18 - 24 hodin. Jako TKB jsou
vyhodnoceny vSechny tmavé modré kolonie (obr. 12. a 13.) narostlé na povrchu tohoto typu
agaru. Pocty takto vyhodnocenych kolonii se vyjadfuji v KTJ/ 1 g vzorku nebo susiny vzorku.
Jako E. coli jsou vyhodnoceny zeleno-modré kolonie narostlé na MLGA agaru (obr. 14. a 15.)

po stejnych podminkach kultivace.

Obrazek ¢. 12. a13. Modré kolonie TKB narostlé na m-FC agaru

Zdroj: Archiv autorky
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Obrazek ¢. 14. a 15. Zeleno - modré kolonie E. coli narostlé na MLGA agaru

Zdroj: Archiv autorky

VysSe popsana metoda sestava z nékolika zakladnich krok(, které jsou provedeny v
prabéhu tfi po sobé ndsledujicich dnl. V rdmci prvniho dne se provadi pfiprava vzorku,
pfiprava suspenze a desetindsobného fedéni a poté primy vysev na povrch m-FC agaru pro

stanoveni celkového poctu TKB a na MLGA agar pro stanoveni E. coli.

Obrazek €. 16. Redé&ni a pFimy vysev na povrch agarovych ploten

Zdroj: Archiv autorky

Takto pripravené Petriho misky se kultivuji v termostatu pfi teploté 43 + 0,5 °C po dobu 18-
24 hodin. Nasledujici den je proveden odecet kolonii, které narostly na agarovych plotnach.
V pfipadé potreby se z kazdé m-FC plotny se odebere 5 suspektnich kolonii pro konfirmaci a
preockuji se na Zivny agar pro potvrzeni pfitomnosti E. coli. Takto pfipravené plotny se opét
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inkubuji pri teploté 37 °C £ 0,5 °C po dobu dalSich 18 - 24 hodin a vyrostlé kolonie se podrobi
konfirmacénim testidm na zjisténi produkce indolu a pozitivni B-glukoronidazu. Posledni den

nasleduje vyhodnoceni poctl kolonii a prepocet na KTJ/ 1 g vzorku nebo susiny vzorku.
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5 VYSLEDKY

V préci byly hodnoceny vysledky vermikompostovaciho procesu a vliv traviciho systému
Zizal rodu Eisenia na snizeni patogen(i u dvou vstupnich rostlinnych substrat(i (jable¢né
vylisky a matolina). V celkovém rozsahu 8 tydnd byla provedena analyza 32 vzork(, které
byly umistény do zvlastnich perforovanych nadobek. Polovina vzork( sledovaného materialu
vidy obsahovala pfidavek 2,1.10” KTJ/g indikdtorovych organismt E. coli a 6,1.10% KT)/g
termotolerantnich koliformnich bakterii.

Varianty bez inokulace slouZily jako kontrola. Rozbor takto pfipravenych vzork( a
zdznam ziskanych dat byl proveden v obdobi od 9. 11. 2015 do 4. 1. 2016 vidy v
dvoutydennim intervalu. V pocatecnim substratu (kontrola) byly navic stanoveny jesté
celkové pocty mikroorganismi rostoucich pfi 30 °C (CPM), aby mohl byt zdroven posouzen i
vliv vlastniho procesu kompostovani. V matoliné byla zjiténa hodnota CPM 9,4.10% KTJ/g a
u jablegnych vyliska 1,2.10” KTJ/g CPM. Spole¢né se sledovanim pribéhu zmén patogend
byly sledovany i zmény poctu Zizal u jednotlivych vzork( (graf €. 5, 6 a 9, 10). Konkrétni

vysledky experimentu jsou shrnuty v nasledujicim textu.

Tabulka €. 5 Vysledky sledovani redukce E. coli (KTJ/g)

Substrat | Zizaly/ bez szl kompost* | 9,11, 23.11. 7.12. 21.12. 4.1.
y 2015 2015 2015 2015 2016
bez zizal <1 <1 <1 <1 <1 <1

<
Z vIrv
8 Zizaly (2,5 g) <1 <1 <1 <1 <1 <1
|_
< Vv 7 4 3 2
= bez zizal <1 2,1.10 1,0.10 6,3.10 4,0.10 <1
sizaly (2,5 g) <1 2,1.107 2,3.10° 7,9.10° <1 <1
% bez Zizal <1 <1 <1 <1 <1 <1
=
i Zizaly (2,5 g) <1 <1 <1 <1 <1 <1
=2
Q
g bez #izal <1 2,1.10’ 1,8.10" 1,6.10° 1,5.10° <1
<
zizaly (2,5 g) <1 2,1.10’ 3,0.10° 4,5.10" 2,2.10" <1

*predrozloZeny material pro vermikompostovani

47



5.1 Sledovani prezivani E. coli v procesu vermikompostovani

Patogenni bakterii rodu E. coli bylo v ramci pokusu inokulovano celkem 16 nadobek - 8
nadobek s matolinu a 8 nadobek s jable¢nymi vylisky. U stejného poctu nddobek inokulace
provedena nebyla a tato skupina vzork( slouZila pouze jako kontrola. Podle tab. 5 je tedy
zfejmé, ze v intervalu vzdy dvou tydn( byl proveden rozbor ¢tyr inokulovanych vzork( a ¢ty
neinokulovanych vzork( pro kazdy druh substratu (celkem 4x matolina a 4x jablecné vylisky).
Dva vzorky vidy obsahovaly pridavek 2,5 g Zizal (suspenze/ Zizaly) a do dalSich Zizaly pridany
nebyly (suspenze/ bez Zizal). Stejny postup byl proveden i u kontrolni skupiny bez inokulace

— (bez suspenze/ Zizaly) a (bez suspenze/ bez Zizal).
5.1.1 Matolina

Rozbor predrozloZzeného substratu neprokazal ptritomnost sledované bakterie E. coli.
Varianty suspenze/ Zizaly a suspenze/ bez Zizal byly na pocatku pokusu uméle inokulovany
suspenzi 0 znamém poctu bakterii rodu E. coli na hodnotu 2,1.10” KTJ/g. Jiz po dvou tydnech
vermikompostovani doslo k vyraznému poklesu poctu bakterii E. coli o nékolik radda.
Konkrétné u matoliny typu suspenze/ Zizaly klesly pocty na 2,3.10° KTJ/g a u nadobky
obsahuijici suspenzi/bez #izal na 1,0.10" KTJ/g. V nasledujicich tydnech potty bakterie E. coli

stdle klesaly.

Grafc. 1 Sledovani poklesu poctl E. coli pti vermikompostovani matoliny
Matolina
8
7
_E.“E 6
£ 5
g4 7
33 -|
u 2
1
0 — —— —— — [ — =
CPM 9.11.2015 23.11.2015 7.12.2015  21.12.2015 4.1.2016
m Bez suspenze/bez ZiZal m Bez suspenze/ZiZaly m Suspenze/bez 7izal  Suspenze/ZiZzaly B CPM

9.11.2015 je dnem inokulace, tedy pocatek pokusu
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Z vyse uvedenych vysledkl je mozné konstatovat, Zze u sledovaného druhu substratu mohly
mit Zizaly vliv na urychleni pribéhu redukce poctu bakterii E. coli. Oproti tomu skupina
vzorkd suspenze/ bez Zizal prokazala redukci poctu bakterii E. coli s pozvolnéjsim poklesem
(graf €. 1). Po 8 tydnech vermikompostovani se pokles sledovanych indikatorovych
organismu zcela vyrovnal a doslo tedy k Uplné eliminaci bakterii E. coli u obou sledovanych

variant (graf ¢. 2).

Graf €. 2 Sledovani priibéhu poklesu E. coli v inokulovaném vzorku matoliny
Matolina
B ] il
? +
£ s
B -3 -I
27
W 2
1 t
0 ; ; -
CPM 9.11.2015  23.11.2015  7.12.2005 21122015  4.1.2016
Suspenze /bez Zital Suspenze/Hialy mCPM

9.11.2015 je dnem inokulace, tedy pocéatek pokusu

5.1.2 Jablecné vylisky

Vysledky jsou popsany v tabulce 5 a graficky zpracovany v grafu 3 a 4. U jable¢nych vyliska,
varianty sinokulovanymi bakteriemi a ZiZzalami (suspenze/ Zizaly) se snizZily pocty
sledovanych indikatorovych organismd v druhém tydnu na 3,0.10° KTJ/g. Ve vzorcich typu
suspenze/ zizaly se snizily na hodnotu 1,8.10% KTJ/g. Nésledujici vyvoj byl téméF totozny jako
u vySe zminéného popisu redukce poctu bakterii E. coli u rostlinného substratu matolina.

Ziskané vysledky v tomto pfipadé opét ukazuji na mozny vliv Zizal, ktery se projevil na
urychleni redukce poctu bakterii E. coli. U varianty, kde Zizaly ptridany nebyly a redukci poctu
ovlivnil hlavné samotny proces kompostovani, je zfejmé, Ze redukce postupovala pomaleji,
nicméné po 8 tydnech doslo stejné jako u varianty se Zizalimi k naprostému vymizeni

sledovanych patogenu.
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Graf¢. 3 Sledovani poklesu poctu E. coli pti vermikompostovani jablecnych vylisk(

Jablecné vylisky
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w2t I

] — ) —
0 T T T T T T

CPM 9.11.2015  23.11.2015 7.12.2015  21.12.2015 4.1.2016

m Bez suspenze/hez #iZal m Bez suspenze/iiialy  m Suspenze/bez #[Zal

Suspenze/Zizaly | CPM

9.11.2015 je dnem inokulace, tedy pocatek pokusu

Graf €. 4 Sledovani priibéhu poklesu E. coli v inokulovaném vzorku jablecnych vylisk(
Jablecné vylisky
8 -
7 -5
g
% 5
=41
LER
)
1 -
0
9.11.2015 23.11.2015 7.12.2015 21.12.2015 4.1.2016
m Suspenze/bez zizal Suspenze/Zizaly ™ CPM

9.11.2015 je dnem inokulace, tedy pocatek pokusu €.

5.2 Sledovani prezivani TKB v procesu vermikompostovani

Suspenzi s obsahem termotolerantnich koliformnich bakterii bylo také inokulovano celkem
16 nadobek - 8 nadobek s matolinou a 8 nadobek s jableénymi vylisky. Do vSech nadobek
typu suspenze/ zZizaly a suspenze/ bez Zizal bylo tedy pridano inokulum o zndmém poctu
indikdtorovych organism o celkové hodnoté 6,1.10° KTJ/g vzorku. U stejného pottu
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nadobek inokulace provedena nebyla a tato skupina vzork( byla zaloZena jako kontrolni -
(bez suspenze/ bez Zizal a bez suspenze/ Zizaly). Ve vychozim substratu byly stanoveny
celkové pocty mikroorganismd (CPM), aby mohl byt zaroven posouzen i vliv vlastniho
procesu kompostovani:

e matolina 9,4.10° KTl)/g

o jable¢né wylisky 1,2.10” KT)/g.
V tabulce 6 jsou uvedeny jednotlivé vysledky redukce poctu sledovanych bakterii a podrobny

prehled pokusa.

Tabulka €. 6 Vysledky sledovani redukce termotolerantnich koliformnich bakterii (KTJ/g)

9.11. | 23.11. 7.12. 21.12. 4.1.
Substrat zZizaly kompost* | 2015 2015 2015 2015 2016
bez zizal <1 <1 <1 <1 <1 <1
<
z vy 8 4 5 4 4
= bez 7izal <1 6,1.10° | 5,9.10 2,9.10 4,0.10 4,2.10
%
= Zizaly (2,5 g) <1 <1 <1 <1 <1 <1
sizaly (2,5 g) <1 6,1.10° | 3,1.10° | 7,2.10* 1,0.10° | 1,3.10°
?, bez Zizal <1 <1 7,9.10° | 2,3.10° 7,7.10% <1
E o 8 6 5 5 4
= bez Zizal <1 6,1.10° | 5,4.10 2,9.10 2,9.10 3,0.10
=
Q
= sizaly (2,5 g) 1,8.10° <1 2,5.10° | 2,0.10° 1,1.10° | 4,3.10°
<
sizaly (2,5 g) 1,8.10° | 6,1.10® | 2,5.10° | 1,0.10° 2,9.10° | 2,1.10°

*predrozloZzeny material pro vermikompostovani
5.2.1 Matolina

Pfi rozboru predrozlozeného substratu uréeného pro tento pokus nebyly nalezeny Zadné
termotolerantni koliformni bakterie. Varianty suspenze/ zizaly a suspenze/ bez Zizal byly
doplnény o pridavek inokula s obsahem termotolerantnich koliformnich bakterii o celkové
hodnoté 6,1.10% KTJ/g. V pribéhu druhého tydne experimentu dolo u téchto variant k
vyrazné redukci poctu sledovanych patogend.

Pocty bakterii TKB ve varianté suspenze/ Zizaly se snizily béhem druhého tydne o tfi fady na
hodnotu 3,1.10° KTJ/g a nadéale pozvolné klesaly a na kone¢nou hodnotu 1,3.10° KT)/g.
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Poéty ve varianté suspenze/bez Zizal v druhém tydnu klesly na hodnotu 5,9.10* KTJ/g a do
konce pokusu se snizovaly velmi pozvolna na 4,2.10" KTJ/g. Jedinou odchylkou ve
sledovaném trendu byla hodnota 2,9.10° KTJ/g naméfend v pribéhu &tvrtého tydne u
varianty suspenze/bez Zzizal, kterd vykazala mirny nardst. Tento mirny nardst mohl byt
zpUsobeny v duasledku pomnoZeni sledovanych bakterii, aviak pravdépodobnéjsi je, Ze

vysledek byl zkreslen v dlsledku nepresnosti pfi analyze vzorku.

Graf ¢. 5 Zmeény hmotnosti Zizal v inokulovaném substratu

Matolina - TKB a E. coli

pocatedni 23.11.2015 7.12.2015 21.12.2015 4.1.2016
homotnost

Pfitomnost a zmény v hmotnosti Zizal byly béhem pokusu sledovany jak v bankach s
inokulaci, tak i bez inokulace (graf ¢. 5 a 6), kdy se substrat matolina prokazal jako méné
pfiznivy pro dlouhodoby vyvoj zizal. Na této skutec¢nosti se mohly podilet, nevhodny pomér
vihkosti substrdtu a také nedostatek substratu, ktery by mohly Zizaly béhem pokusu
konzumovat. Tento fakt potvrzuji nasledujici graficka znazornéni, kdy optimalni podminky

pro vyvoj Zizal byly zfrejmé jen po dobu dvou tydnu, kdy ZiZzaly vykazaly narist hmotnosti.
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Graf ¢. 6 Zmény hmotnosti Zizal v neinokulovaném substratu

Matolina - bez inokulace

potdtelni 23,11.2015 7.12.2015 21.12.2015 4,1.2016

hmotnost
Graf €. 7 Sledovani poklesu poctl TKB pfi vermikompostovani matoliny
Matolina
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® Bez suspenze/bez zizal w Bez suspenze/zizaly © Suspenze/bez Zizal m Suspenze/iiialy mCPM

9.11.2015 je dnem inokulace, tedy pocatek pokusu
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Graf €. 8 Sledovani priibéhu poklesu TKB v inokulovaném vzorku matoliny

Matolina

1]1HE

9.11.2015 23.11.2015 7.12.2015 21.12.2015 4.1.2016

TKB (log KT1/g)
=T N T T - -]

Suspenze/bez ZiZal W Suspenze/iZaly WCPM

9.11.2015 je dnem inokulace, tedy pocatek pokusu

5.2.2 Jablecéné vylisky

Pfi rozboru samotného substratu byla stanovena hodnota CPM 1,8.10° KTJ/g. Varianty
suspenze/ zizaly a suspenze/ bez zizal byly inokulovany suspenzi o znamém poctu TKB o
celkové hodnoté 6,1.10° KTJ/g. Druhy tyden pokusu se potty sledovanych indikatorovych
organismu vzdy redukovaly o nékolik ¥ad(i — varianta suspenze/bez Zizal na 5,4.10° KT)/g a
varianta s pfidavkem Zizal dokonce na 2,5.10° KTJ/g. V dalsich tydnech uz jen mirné klesaly,

ale Uplné eliminace TKB nebylo dosazeno ani po 8 tydnech.

Graf €. 9 Zmény hmotnosti Zizal v inokulovaném substratu

Jablecné vylisky - TKB a E. coli

pocatecnl 23.11.2015 7.12.2015 21.12.2015 4.1.2016
hmotnost
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Prabéh redukce poctu TKB u jablecnych vyliskli koresponduje s prabéhem vyskytu zZizal v
bankach (graf ¢. 9 a 10), kdy k nejvétsi redukci sledovanych bakterii doslo pfi nejvy$sim
narlstu Zizal. Na zakladé této skutecnosti Ize uvaZzovat o mozném vlivu metabolismu Zizal na

sledovany patogen.

Graf ¢. 10 Zmény hmotnosti Zizal v neinokulovaném substratu

Jablecné vylisky - bez inokulace

111

podateéni 23.11.2015 7.12.2015 21.12.2015 4.1.2016
hmotnost

Graf €. 11 Sledovani poklesu poctl TKB pfi vermikompostovani jablecnych vylisk
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Graf ¢. 12 Sledovani pribéhu poklesu TKB v inokulovaném vzorku jable¢nych vylisku
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6 DISKUZE

Komposty vyrobené z odpadnich produktl velmi ¢asto mohou byt zdrojem
patogennich mikroorganism( prevainé bakterii Escherichia coli (dale také E. coli) spp.,
Salmonella spp., Yersinia spp. a jinych. Aplikace takového kompostu na zemédélskou pUdu
predstavuje vdinou hrozbu rozsifovani patogennich organisml do Zivotniho prostfedi a
potravniho retézce. | kdyz vétSina potencidlnich lidskych patogenl je procesem
kompostovani inaktivovana, zlstava zde stdle velké riziko, Ze tyto patogeny, které
predstavuji riziko pro lidské zdravi, z(stanou pritomny v kone¢ném produktu a tedy i v pudé.

Na problematiku sledovani prezivani patogen(i se zaméfila studie Franceschini et al.
(2016), ve které bylo posouzeno prezivani patogennich organismG rodu Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes (ddle jen L. monocytogenes), Escherichia coli a Aspergillus fumigatus
v rlznych typech kompost(. Bylo hodnoceno celkem patnact evropskych kompostq,
vyrobenych z rdznych druhd odpadu a rGznymi procesy. Tyto komposty byly hodnoceny
pomoci molekuldrnich a kultivacnich technik. Stfevni bakterie byly zjistény pomoci
molekuldrni metody u osmi z patndcti kompostl, nicméné Zivotaschopné bunky byly
potvrzeny pro L. monocytogenes pouze u dvou kompostld, a pro E. coli u dalSich tii
kompost0.

Ze studie Franceschini et al. (2016) a dalSich autor( (viz. kap 3.5) je jasné, Ze
patogeny mohou prezivat proces kompostovani. Nékteré z kmen( bakterii dokazi byt navic
rezistentni v0¢i antibiotikim a jejich geny rezistence se mohou prenaset na pUdni
mikrofaunu. Takové kmeny se poté stavaji velice odolnymi a nebezpecnymi. Pro omezeni
prenosu téchto patogen( do Zivotniho prostiedi je nezbytné nutné zabezpeclit vyrobu

kompost(, tak aby v nich probihala Gc¢inna hygienizace (Skowron et al., 2015).

Toto plati hlavné pro vyrobu kompostl ze statkovych hnojiv. Toth et al. (2011) pfi
laboratornich pokusech zjistili, Ze statkova hnojiva, kterd nejsou vhodné hygienizovana
mohou obsahovat patogenni organismy po dobu 6 az 10 mésicl a pfi jejich aplikaci na padu
a vstupu do Zivotniho prostfedi mohou tedy predstavovat znacéné riziko pro lidi a Zivotni

prostredi. Jednim ze zplUsobU hygienizace by mohlo byt pravé vermikompostovani.

Vermikompostovani se podle studii (Aira et al. 2011) jevi jako vhodna technologie pro
zpracovani rlznych druhl odpadd, pri kterém dochazi k redukcim patogennich organism0 a

navic i k produkci na Ziviny bohatého kone¢ného produktu (vermikompostu)
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Hlavni prekazkou pro rozsifeni vermikopostovani jako alternativy zpracovani
organickych odpad( je v soucasné dobé nedostatek informaci o vlivu, ktery tento proces ma
na snizeni patogen(l. Na zdkladé nedostatku téchto informaci a ve snaze zjistit detaily
plUsobeni vermikompostovaciho procesu na redukce poctl patogennich organismu vznikla
pravé tato diplomova prace, ktera zamérena na sledovani dvou skupin patogen( a to na TKB
a E. coli. V pribéhu feSeni bylo zjisténo, Ze proces eliminace sledovanych patogeni ovliviiuje
velké mnozstvi rozdilnych faktord, které na sebe vyznamné plsobi. Byly to: koncentrace a
druh patogenu, délka pokusu kompostovani, pH, vlhkost, pomér C:N, druh substratu a

proces predkompostovani.

6.1 Koncentrace a druh patogenu

Mnoho studii prokazalo, Ze vermikompostovanim je opravdu moZné dosahnout
bezpecné hladiny patogent (Aira et al., 2007; Monroy et al., 2009; Aira et al., 2011; Erickson
et al.,, 2015; Fu et al., 2016).

Je obecné znamo, Ze zvySenim plvodni mikrobialni biomasy mlze dochazet k narlstu
teploty nebo k antagonismu mezi patogeny a pldni mikroflérou. Lze se tedy domnivat, Ze
navysenim plvodni mikroflory v dlsledku probihajiciho kompostovaciho procesu je redukce
patogend vyznamné ovlivnéna.

Koliformni bakterie se vyskytuji jako pfirozend soucast padni mikrofléry a stfevniho
prostredi vétsiny teplokrevnych Zivocich(, proto je jejich pfitomnost v Zivotnim prostredi
spojovana se zdroji fekalniho znecisténi. Z tohoto dlivodu jsou pouzivany jako indikator
mozného vyskytu enteropatogent (Rompré et al. 2002). Nejen pfitomnost v Zivotnim
prostredi, ale i v zemédélskych produktech a vodé predstavuje potencialni hrozbu a proto
ma jejich sledovani zvlastni vyznam v procesu vermikompostovani (Smith, 2001). Vliv
koncentrace a druhu patogenu na jejich redukci béhem kompostovani a vermikompostovani
se zabyvalo nékolik autor (Smith, 2001; Eastman et al., 2002; Aira et al., 2007, Aira et al.,
2011; Puri et al. 2010; Monroy et al., 2009; Edwards et al., 2010; Hait et al., 2011).

V této diplomové praci jsme pfi sledovani redukce poctu patogen(i TKB (tabulka €. 6),
zjistili, Ze redukce téchto patogent probihd pomaleji, néz u bakterii E. coli. U matoliny je z
grafického zndzornéni (graf ¢. 8) patrny o néco rychlejsi prlibéh poklesu koncentrace TKB
(KTJ/g) s pridavkem Zizal nez tam, kde pritomny vibec nebyly. Pokles koncentrace TKB u
jednotlivych variant s anebo bez Zizal byl u jable¢nych vylisk(i témér vyrovnany (graf ¢. 12).
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Pouze ve 2. a 4. tydnu pozorovani doslo pravdépodobné ke konkurenci (zizaly x
mikroorganismy kompostovaciho procesu) vlivem moiné zmény procesnich podminek
(zména pH, vihkosti, NHs aj.) (graf ¢. 9).

Fu et al. (2016) je také toho ndzoru, Ze Zizaly mohou podstatné usnadnit a urychlit
stabilizaci organickych materidld dpravou mikrobidlni aktivity a navySenim celkové
mikrobialni biomasy jiz v pocatecni fazi vermikompostovani. Ve své studii, prostfednictvim
které se snazil ovéfit toto tvrzeni, zkoumal vermikompostovani peletovaného odvodnéného
kalu (PDS). Tento material byl zkouman v rdmci dvou degradacnich systému a to s a bez
zapojeni zizal Eisenia fetida, obdobné jako v nasi studii. Po 60 dnech experimentu, byl u
varianty se zapojenim Zizal ziskan relativné stabilni produkt s nizkym obsahem organické
hmoty a vysokym obsahem dusi¢nant a fosforu. V pocatecni fazi procesu cinnost Zizal
opravdu zpUsobila navyseni mikrobialni biomasy, ¢imz urychlila rozklad substratu, ale po té
se snizily hodnoty bakterialnich a plisfnovych spolecenstuvi.

Mikroorganismy jsou navic dlleZitou soucasti stravy Zizal, jiz dfive bylo prokazano, ze
zizaly mohou eliminovat plisné a bakterie. Tim, Ze se Zizala selektivné Zivi rznymi druhy
plisni tak usnadnuje ve své podstaté stabilizaci organickych odpad(l a napomaha tak nepfimo
k rychlejsi redukci patogen(. SloZeni mikrofléry a pocty mikroorganismi pritomnych v
Zizalim stfevé obecné zavisi na druhu Zizaly, druhu a mnozstvi substratu, ktery pozrela a také
na ro¢nim obdobi a reZzimu prikrmovani (Levelle and Spain, 2001). Vlivem metabolismu Zizal
na mikroorganismy se zabyval i Edwards et al. (2010), ktery jasné prokazal, Ze sloZzeni druht
padnich mikroorganism( a jejich aktivita se vyrazné méni pri prachodu strevy Zizal.

Zmény ve slozeni druhl bakterii a plisni (hub) béhem vermikompostovani rostlinnych
odpad( pfri raznych vyvojovych fazi Eisenia foetida, byly zkoumany ve studii Huang et al.
(2013). V pokusech byly bakterie stanovovany analyzou extrahované bakterialni 16S rDNA a
plisnové 18S rDNA s kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci (PCR) a denaturaéni
gradientovou gelovou elektroforézou (DGGE). Po 60 dnech kompostovani, byly vyrazné
snizeny hodnoty mikrobialni ¢innosti a koncentrace plisni v konkurencnich produktech
ziskanych pomoci Zizal oproti kontrolni (bez zizal). PCR-DGGE snimky ukazaly, Ze
vermikompostovani vyrazné méni sloZeni bakterialnich a plisfnovych spolecenstvi. V kontrole
(bez zizal), prevladaly bakterie kmene Firmicutes. V kompostech se Zizalami byly pfitomné

bakterie kmene Bacteroidetes a Aktinomycet, plisné (houby) Sordariomycetes. Kromé toho,
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byly z vermikompostu izolovany i nékteré uZite¢né druhy bakterii a plisni plsobici proti

patogendm.

Monroy et al. (2009). Ve své studii zjistil, Ze v prlibéhu vermikompostovciho procesu
rGznych typl organickych odpadld dochazi k pfirozenym interakcim mezi detritickymi
mikrobialnimi spolecenstvy a epigeickymi druhy Zizal. Tyto interakce mohou vést ke zménam
mikrobialni biomasy a Cinnosti souvisejici se zménami ve struktufe mikrobidlni komunity a v
konec¢ném dusledku muze tento efekt vyznamné ovlivnit pokles poctu nékterych potencialné
patogennich mikroorganism{ (Monroy et al., 2009). | kdyZ jsou tyto interakce velmi dulezité,
existuje bohuzZel jen velmi malo dostupnych informaci, popisujici plsobeni tohoto

mechanismu na lidské patogeny (Eastman et al., 2002).

Nami zjisténé vysledky, které jsou znazornény v grafech ¢. 1, 5, 7, 11 a shrnuty v
tabulkach ¢. 5 a 6. jsou také v souladu s uvedenymi autory i s vysledky prdce Aira et al.
(2011), ktery ve své praci studoval, zda vermikompostovani v kontinudlné plnéném reaktoru,
je schopno snizit patogenni zatéz z kravského hnoje pfi aplikaci rliznych davek tohoto
materialu. Aira et al. (2011) zjistil, Ze ucinek E. andrei na patogeny se predevsim projevil na
druhu patogenu a jeho vstupni koncentraci. Koncentrace klostridii a nékterych koliformnich
bakterii nebyla snizena, ale koncentrace fekdlnich enterokokl, termotolerantnich
koliformnich bakterii a E. coli byly snizeny na pozadovanou uroven. Z grafu ¢. 1 a tabulky ¢. 5
jasné vyplyva, Ze v nasem pfipadé dosSlo k podobnému efektu pro E. coli. E. coli byla pfi
vermikompostovani matoliny snizena z po¢ate¢ni koncentrace 2,1.10” KTJ/ g na <1 KTJ/ g u?
v 6. tydnu pozorovani a u jablecnych vyliski (graf ¢. 3) byla E. coli ze stejné pocatecni
koncentrace snizena na 2,2.10" KTJ/ g, aviak pokles TKB, ktery graficky znazorfiuje graf &. 7,
11 a tabulka €. 6, nevykazal po 8 tydnech tak vysokou redukci. Doslo k redukci patogen( z
pGvodni koncentrace 6,1.10° KTJ/g na 2,1.10* KTJ/g u jable¢nych wyliskd a u matoliny byl
sledovéan pokles po 8 tydnech na hodnotu 1,3.10° KTJ/g. Vysledky diplomové préce potvrzuje
i studie Edwardse et al. (2015), kde bylo zjisténo, Ze ve vétsiné sledovanych pfipadd pocet
enterobakterii pfi prichodu strevy Zizal poklesl. Edwards (2010) dale uvadi, Ze nékteré studie
s Lumbriculus rubellus prokazaly, Ze problém je pomérné slozitéjsSi a rGzné druhy
mikroorganismd se nechovaji stejné, ¢imz se ukazuji velmi rozdilné zmény v redukci pfi
prichodu strevy. Dle uvedené studie bylo prokdzano, ze u E. coli byly snizeny koncentrace

(stejné jako v nasich pokusech) a naopak u Enterobacter cloaceae zUstali témér neménné.
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6.2 Substrat a jeho vlastnosti

V diplomové praci pro vermikompostovani byly pouZity dva substraty rostlinného
charakteru, matolina a jable¢né vylisky. Téchto substrata bylo pfidano v cerstvé formé 25 %
jiz k prfedrozlozenému materidlu té samé suroviny (75 %). V pfripadé vermikompostovani
téchto substratl doslo k uplné redukci E. coli (graf ¢. 2 a 4) béhem 8 tydnl. Pri
vermikompostovani matoliny a jable¢nych vyliski ale nedoslo k Uplné redukci TKB (graf ¢. 8 a
12) za stejné casové obdobi. U jable¢nych vylisk(i bylo zaznamenano ve ctvrtém tydnu
dokonce i jejich pomnoZeni (graf ¢. 11). Zaroven bylo zjisténo, Ze soucasné v této dobé doslo
ke snizeni hmotnosti (a tim i jejich mnoZstvi) Zizal (graf €. 9). Faktorem, ktery se na téchto
zménach podilel (narlast TKB a redukce zZizal) je s nejvétsi pravdépodobnosti vliv vihkosti. Je
to patrné z grafli €. 6 a 7, které znazorniuji narUst Zizal. Po dvou tydnech vermikompostovani
u matoliny doslo k poklesu hmotnosti Zizal, a tim byla zfejmé ovlivnéna i redukce patogend.
Lze to vysvétlit vysychanim matrice (matoliny) a tim sniZzenou vlhkosti (viditelné pouhym
okem). Oproti tomu druhda matrice (jable¢né wvylisky) poskytovala optimalnéjsi vihkostni
podminky a to se pozitivné projevilo i na narUstu Zizal v tomto substratu a celkové na
rychlejsim priibéhu redukce sledovanych patogena.

Dalsim faktorem, kterym lze vysvétlit stimulaci patogenl, mohl byt zvyseny obsah
humatu vznikajicich pfi vermikompostovani, ktery také dokdze vyrazné ovlivnit sloZzeni druht
mikroorganismu a jejich aktivitu. Tuto skutecnost potvrzuje ve své studii Hartenstein (1978),
ktery prezkoumal vSechny dostupné dikazy stimulace endemickych bakterii prostfednictvim
aktivity Zizal rodu Eisenia fetida. V experimentu, ktery provedl Pramanik et al. (2008) byly tfi
mikrobialni kmeny naockovany do dvou riznych organickych odpad( a byl pozorovan jejich
vliv na obsah huminovych kyselin, aktivitu fosfatdzy a mikrobidlni vlastnosti konec¢ného
stabilizovaného produktu. Vysledky experimentu naznacuji, Ze vermikompostovani zvysuje
obsah huminovych kyseliny a aktivitu fosfatazy kyseliny v organickych substratech a v
pfitomnosti mikrobialni biomasy. Dale také zvySuje rychlost humifikaéni a enzymatické
aktivity. UvaZovana stimulace m{ze vést k distribuci patogen( cestou konkurencnich anebo
antagonistickych interakci. Kromé uvedeného zdGvodnéni se nabizi dalsi skutecnost, a to, Ze
mozna stimulace mikrobiologické aktivity prostfednictvim Zizal je spojena s rliznymi procesy
jako jsou zmeény fyzikalni struktury pldy, zvySeni povrchového napéti a Uprava pH. Tyto

parametry jsou rozhodujici pro posouzeni a fizeni celého procesu vermikompostovani, proto
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je opravdovym nedostatkem, Ze sledovani zmén téchto parametrd do naseho pokusu nebylo
zahrnuto. Zméreny byly pouze hodnoty pH u vstupniho substratu, kde pro matolinu bylo pH
stanoveno na 6,6 a pro jablecné wvylisky 7,2. Vzhledem k tomu, Ze se méfeni téchto
parametr( neprovadélo po celou dobu pokusu, neni mozné vliv pH, zmény fyzikdalni struktury
pady ¢i, zvyseni povrchového napéti ani potvrdit ani vyloucit.

Redukce patogenli milzZe také byt ovlivnéna vznikajicim amoniakem a jeho
koncentraci. Amoniak je povazovan podle studi Millner et al., (2014) a Skowron et al.,(2015)
za zvlastni faktor, ktery se chova jako stresor pusobici na urychleni poklesu poctu E. coli a
Salmonella spp. v rané fazi kompostovani. Z usporadani naseho pokusu neni jasné, zda se
mohl amoniak na redukci sledovanych patogenl podilet, ale jeho vliv také nelze zcela

vyloucit.

6.3 Faktory ovliviujici prabéh procesu vermikompostovani a jeho vlivu na

redukci patogenti

Z vysledkd uvedenych v kapitole 5.1 a 5.2 této prace vyplyva, Zze samotny vliv Zizal
neni jednoznacny. Z vysledku v tabulkdch €. 5 a 6 bylo zjisténo, Ze Zizaly mély vliv na redukci
E. coli u obou sledovanych substrati. U TKB mély Zizaly také zfejmé vliv na urychleni procesu
redukce, ale pouze u matoliny (graf ¢. 5 a 7). Z tohoto grafického zndzornéni je dobre patrné,
Ze zizaly mohly proces redukce patogent urychlit. U jable¢nych vylisk( byl pozorovan mensi
vliv Zizal nez u matoliny (graf ¢. 9 a 11). Podle Dvordka a kol., (2013) preziti zizaly v prostredi
zavisi na jeji schopnosti rozpoznat a eliminovat potencidlni patogeny, tedy opét zavisi na
druhu patogenu, u kterého dojde k redukci.

Erickson et al. (2015). v ramci své prace zkoumal optimalni nastaveni minimalni
hustoty 7Zizal nebo maximalni miry fluktuace materidlu (hmotnostni pomér zizal:
organickému odpadu). Dospél k zavéru, Ze hmotnostni pomér 1:10 a rychlost obratu 1 kg
materidlu za den na kg Zizal je idedlnim pomérem. Hait et al. (2011) na zakladé svych
pozorovani konstatuje, Ze podminky Zivotniho prostfedi podstatné ovliviuji hustotu osazeni
zizal a maji tak vyrazné ucinky na prabéh vermikompostovaciho procesu. Optimalni hustota
osazeni vermikultur je 0,5-2,0 kg m? (optimélné 0,5 kg m?) a pro vermicompostovani je to
2.0-4.0 kg m? (optimalné 3.0 kg m(-2). Poznatky Ericksona et al. (2015) jsou v souladu s
moznym zavérem z nasich pokusl, Ze sniZzeni hmotnosti Zizal ma za nasledek nardst
patogen( (graf ¢. 5) u matoliny. V nasem pfipadé byl idedlni pomér 50 g substratu 2,5 g Zizal.
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Tento pomér byl stanoven jako optimdlni na zakladé dlouhodobych pozorovani a je v

souladu s doporucenou hodnotou dle Hait et al. (2011).

Vliv Zizal ovsem neni jednoznacny, protoZze na vermikompostovani se podili mnoho
dalSich faktord, jak bylo jiz dfive uvedeno v této diplomové prdci a pracich Ericksona et al.

(2015).

Vysledky Edwardse et al., (2011) nepfimo potvrzuji i vysledky nasi studie. Z vysledki
sledovani prezivani termotolerantnich koliformnich bakterii v procesu vermikompostovani
(tabulka €. 6) je patrné, Ze na redukci poctu patogennich mikroorganism( nemél travici
systém zizal rodu Eisenia tak vyrazny vliv jako samotny proces kompostovani. Vzhledem k
tomu, Ze pocatecni substrat obsahoval vysoké pocty celkovych mikroorganism( (bez
sledovanych indikatorovych organismu), Ize se domnivat, Ze na poklesu patogen( ve vzorcich
mél vliv predevsim narustajici pocet a diverzita jednotlivych druh(i organismu a v neposledni
fadé jejich podil na kompostovacim procesu samotném (moznd zvysena teplota, pH a
nedostatek substratu). Toto potvrzuje i studie Kleina et al. (2011), ve které bylo sledovédno
chovani vybranych patogenl (Escherichia coli, Clostridium perfringenes, enterokokd,
koliformnich bakterii, bakterii Listeria monocytogenes a Campylobacter jejuni) béhem
kompostovani chlévské mrvy a hnoje a béhem jejich uskladnéni. Bylo zjiSténo, Ze na
prezivani uvedenych patogen mélo vliv velké mnozstvi rozlicnych parametr(. Kromé teploty
a poméru C:N byl zjistén vliv druhu matrice (chlévskd mrva, hnj, slepici kejda apod.) a pH.
Vliv podminek na kompostovani byl studovan nékolika autory (Edwards et al.,(2011); Hait et
al., 2011; Klein et al., 2011; Erickson et al., 2015; Skowron et al., 2015). Na zakladé vysledki
mé diplomové prace je také mozné konstatovat, Ze na zméné poctu patogent se podilely i
jiné faktory nez jen ¢innost Zizal.

S vyskytem Zizal, jejich prezivdnim a rozmnoZovanim souvisi jednoznaéné i vliv
teploty. Vyssi teplota (nad 55 °C) napomaha hygienizaci, ale neprospiva Zizalam. V pripadé,
ze dojde ke zvysSeni teploty béhem pocdatku rozkladné faze vermikompostovani, mlze dojit k
vyraznému pomnozZeni vSech mikroorganismu. Tuto skutecnost potvrzuje graf ¢. 6 a tabulka
C. 6, ze které je patrné, zZe prostiednictvim vzrlstajici teploty béhem pocatku rozkladné faze
vermikompostovani doslo k vyraznému pomnozZeni téchto mikroorganism(, coZ poukazuje
na mensi procento vlhkosti substratu v dalSich tydnech pokusu (patrna souvislost s jiz

diskutovanou vlhkosti). Tato skutecnost mohla nepfiznivé ovlivnit dalsi vyvoj Zizal a
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mikroorganismu, coz se v konecném dlsledku mohlo projevit na pomalejsSim prabéhu
procesu kompostovani. Jednoznaény vliv Zizal na redukci bakterii nem(zZeme povaZovat za
prokazatelny, protoze stejné redukce bylo dosazeno i v nadobkdch, kde Zzizaly pfitomny
nebyly.

V ramci nasi prace bylo zjisténo, Ze pritomnost zizal ma tendence ke sniZeni poctu
sledovanych termotolerantnich koliformnich bakterii, avSak z grafického znazornéni (graf ¢. 7
a 8) je patrné, Ze ani po 8 tydnech k celkové redukci nedoslo. Nicméné kdyz budeme
posuzovat vliv oddélené, tak v nadobkach kde byly Zizaly ptidany, doslo k rychlejsi redukci
pocth TKB, nez kde Zizaly pritomny nebyly. Pro Uplnou prlikaznost jakym zplsobem se na
redukci podilela pfitomnost a aktivita Zizal by bylo ale vhodné délku pokusu o nékolik tydnt
prodlouZit a pokus nékolikrat opakovat.

Monroy et al. (2008) také v ramci své studie sledoval ucinky Zizal rodu E. fetida na
snizeni celkového poctu koliformnich bakterii. Zjistil, Ze aktivita ZiZzal vyrazné pfispiva ke
snizeni celkového poctu koliformnich bakterii pouze pfi nizkych davkach prasedi kejdy, tedy
pfi nizké koncentraci patogennich organisma. Tento fakt naznaduje, Ze pravé travici procesy
probihajici ve stfevech E. fetida jsou hlavnimi faktory podilejicimi se na poklesu poctu
koliformnich bakterii, avSak jsou velmi podstatné ovlivnény hodnotou koncentrace a druhem
patogenniho organismu, ktery do procesu vstupuje. Monroy et al. (2008) svou studii potvrdil
nase vysledky, které jsou jiz diskutovany v kapitole o vlivu pocate¢ni koncentrace a druhu
patogenu. V souladu s nasimi vysledky, které uvadi tabulka ¢. 5 a 6 je jasné prokdzano, Ze
vysoké koncentrace TKB nebyly redukovany na hodnotu <1 KTJ/g, na rozdil od redukce E.
coli, kde doslo k Uplné redukci za stejné ¢asové obdobi.

Nejen koncentrace a druh patogenu ma vliv na jejich redukci ale i druh zizal. Tuto
skutecnost vSak potvrdit nemlzeme, protoZze v rdmci naseho pokusu byla pouzZita smés
druhl Zizal Eisenia andrei a Eisenia fetida. Aira et al. (2007) vsak sledoval ucinky traveni tri
druhl epigeickych Zizal (E. fetida, E. andrei a Eudrilus eugeniae) na pocty bakterii a
mikrobialni aktivitu v praseci kejdé a dospél k zavéru, ze nejen koncentrace a druh patogenu
ovliviiuji pokles poctu bakterii, ale vyznamné se tyto hodnoty lisi i v zavislosti na pouzitém
druhu zizal v procesu vermikompostovani. Nejlepsi vysledky eliminace bakterii byly u praseci
kejdy, zjistény po prichodu stfevy Zizal rodu E. andrei a E. eugeniae, oproti tomu u druhu E.

fetida se pocty TKB témér neménily. Tato studie tedy naznacuje, Ze by bylo podstatné lepsi
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pouzit pro urychleni redukce poctl TKB v nasem pokusu Zizaly druhu E. andrei a Eudrilus
eugeniae a nikoliv ZiZaly rodu E. fetida.

Na zakladé skutecnosti zjisténych Airou et al. (2007) je mozné uvaZovat o tom, Ze na
redukci TKB E. fetida neméla vliv a proto dosSlo k pomalejSimu poklesu a zbytkové

koncentraci patogen( (1,3.10% z matoliny a 2,1.10* u jable¢nych vyliskd).

Podle Eastmena et al. (2002) muze byt efektivniho poklesu patogennich organismu
dosaZzeno jen za urcitych podminek. Z naSich vysledk( i vysledk(l vySe uvedenych studii
vyplyva, Ze redukce patogenli ma sva omezeni a neprobiha vzdy stejné. S timto tvrzenim jsou

v souladu i vysledky zjisténé v této diplomové praci.
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7 ZAVER

Vystupy z této diplomové prace jsou soucdsti reSeného Skolniho projektu. Z tohoto

dlvodu byl design pokusu dopfedu pevné navrzen tak, aby byl v souladu pravé s timto

feSenym projektem.

Cilem této prace bylo ovéfit, zda ma vermikompostovaci proces probihajici pfi

mezofilnich teplotach vliv na zmény poctld termotolerantnich koliformnich bakterii a

Escherichia coli v surovinach rostlinného plvodu. Konkrétné se jednalo o jable¢né vylisky a

matolinu. Po vyhodnoceni vysledkll pokusu a jejich porovnani s dalSimi studiemi byly

stanoveny nasledujici zavéry:

Zizaly mohou ovlivnit rychlost pribéhu redukce poctl patogennich organism
(tabulka €. 5 a 6), avSak aby bylo prokazano, Ze dochazi k naprosté redukci patogent(
¢innosti Zizal, je nutné sledovat mnoho dalSich parametrd ovliviiujici tento proces.
Mezi sledované parametry je tfeba zaradit sledovani doby vermikompostovani a zrani
vermikompostu, sledovani pH, teploty, poméru C:N a vlhkosti substratu,

pocatecni koncentrace a druhy patogenli mohou vyznamné ovlivnit mnozZstvi zizal,
které je pro proces nutné,

Zizaly rodu Eisenia(E. andrei a E. fetida) maji prokazatelny vliv na zrychleny pokles
poctl bakterii E. coli v pribéhu vermikompostovani sledovanych rostlinnych
substratd (tabulka €. 5),

doba, po kterou pobihal pokus, byla pro Uplnou eliminaci poctd termotolerantnich
koliformnich bakterii kratkd. Béhem pokusu s TKB nebylo mozino zjistit, zda ma
¢innost Zizal rodu Eisenia na redukci TKB tak vyrazny vliv, nebo zda se na redukci
podili samotny proces kompostovani a ostatni parametry. Navic nemdzeme vliv Zizal
na redukci téchto bakterii povazovat za prokazatelny, protoZe stejné redukce bylo
dosazeno i v nadobkach, kde Zizaly pfitomny nebyly (graf ¢. 7 a 11),

predrozlozeni vstupniho materidlu pred samotnym procesem vermikompostovani je
nepostradatelnou soucasti tohoto procesu. Prostfednictvim predrozloZzeni totiz
dokazeme vhodné pfipravit podminky pro ¢innost Zizal,

druh vstupniho materidlu a jeho parametry (vlhkost, pH, pomér C:N, velikost ¢éstic,

mnozstvi patogent) dokazi vyznamné ovlivnit aktivitu a vyvoj Zizal. Ze sledovani zmén
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hmotnosti zizal (graf ¢. 5 a 6) se jevi v naSem pokuse matolina jako méné pfizniva pro
dlouhodoby vyvoj ZiZal, protoZe neudrzela vihkost tak, jak jable¢né vylisky,

e vzhledem k tomu, Ze pocatecni substrat obsahoval vysoké pocty celkovych
mikroorganismi (bez sledovanych indikdtorovych organism(), je moznou pficinou
poklesu patogent ve vzorcich (graf ¢. 1, 3, 7 a 11) predevsim narustajici pocet a
diverzita jednotlivych druh( organisml a v neposledni fadé jejich podil na
kompostovacim procesu samotném. Cinnost téchto organismd mohla zp(sobit
zvySenou teplotu, negativni zménu pH a nedostatek substratu, které mohly negativné
pUsobit na ¢innost Zizal,

e ve vySe popsaném experimentu rada dulezitych parametrd (teplota, vlhkost, pH,
obsah prvk(, vodivost aj.) zméfena nebyla, a tak nékteré Uvahy jsou postaveny na
zavérech studii jinych autorq,

e jednoznacny vliv Zizal na redukci bakterii nemizeme povaZovat za prlikazny, protoze
stejné redukce bylo dosazeno i v nadobkach, kde Zizaly pritomny nebyly. Bylo by tedy

tfeba toto tvrzeni podlozit vice¢etnym opakovanim.

V ramci pokusu nebylo zarazeno klasické predkompostovani, tak jak jej popisuji
nékteri autofi, ktefi se zabyvaji procesem vermikompostovani (Erickson et al., 2015; Nair et
al., 2006; Mupundi et al, 2011).

Predkompostovani po kratkou dobu pfed samotnym procesem kompostovani je vsak
nezbytné nutné pro zajisténi kvality a bezpecnosti kone¢ného produktu, protoze teplo
zGstava stale primarnim mechanismem, kterym aerobni kompostovani ni¢i plvodce
bakterialnich patogen( ve vstupnich substratech.

Nair et al., (2006) vypozorovali, Ze spojeni procesu pfedkompostovani po dobu 9 dni
a vermikompostovaciho procesu v délce 2,5 mésice je idealni pro Upravu biologického
odpadu. Pomoci této kombinace dochazi totiz ke zlepseni vysledného produktu
(vermikompostu), snizi se hodnoty patogen( a zkrati se doba potfebnd pro stabilizaci
odpadu. Vysledkem je v tomto pripadé tedy stabilni homogenni produkt s mnohem nizsim
rizikem pro Zivotni prostredi.

Mupondi et al., (2011) také poukazuje na tepelné kompostovani jako na idealni
prostiedek pro hygienizaci odpadl (kravsky hn(j + papir) pred samotnym procesem
vermikompostovani. Spravné nastaveni délky predkompostovani je vSak rozhodujici pro
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uspéch vermikompostovaciho procesu, protoze to muize pfimo ovlivnit Zizali populace. Tato
studie hodnoti ucinnost rGznych délek predkompostovani (0, 1, 2, 3 a 4 tydny) pro
hygienizaci prfed vermikompostovanim pro smési kravského hnoje s pridavkem papiru.
Méreni parametr( bylo v rdmci studie zaméfeno na zmény poctl koliformnich bakterii, rist
Zizal, stabilizaci a obsah Zivin ve vermikompostu. Vice nez 95 % termotolerantnich
koliformnich bakterii, Escherichia coli a Escherichia coli 0157 bylo z odpadu odstranéno do 1
tydne predkompostovani a celkového odstranéni téchto bakterii bylo dosazeno do 3 tydn(
predkompostovani. Vermicompost z odpadu, ktery byl predkompostovan déle nez 2 tydny
byl méné stabilizovany, méné humifikovany a obsahoval méné Zivin, nez vermicompost z
odpadd, ktery byl predkompostovana za 1 tyden nebo méné. Predkompostovani po dobu 1
tydne bylo tedy stanoveno jako idedlni pro efektivni vermicompostovani zminéného
vstupniho materidlu.

V nasem pripadé, ale metoda predkompostovani nebyla zahrnuta, nelze se proto
domnivat, Ze za ubytek sledovanych patogend mohou vysoké teploty, které jsou pro tento
proces typické. OvSem pro dosaZzeni optimdlni hygienizace je vhodné tuto metodu do
procesu zaradit.

Zavérem lze konstatovat, Ze vermikompostovani je velmi slozity proces, na kterém se
podili mnoho rliznych faktor(. Z vysledk( této diplomové prace nezbyva nez tuto skutecnost
potvrdit, protoZe jednoznacny vliv ¢innosti Zizal na redukci sledovanych patogend nemizeme
povazovat za prlkazny, protoze v nékterych pripadech bylo dosazeno stejné redukce v

nadobkach se Zizalami a i v kontrolnich nddobkach bez zizal.

Prace byla zajimava predevSim z hlediska procesu enzymatického traveni Zizal a
schopnosti interakce s rlznymi druhy mikroorganismU. JelikoZ se jedna o sloZité téma s
mnoha proménnymi, je tfeba, aby v dalSich pracich byly pokusy provadény s vicecetnym
opakovanim a probihaly po delsi ¢asové obdobi. Dale by bylo vhodné provést sledovani
vSech dllezitych parametrd, které mohou ovliviiovat vermikompostovani (teplota, vihkost,
pH, obsah prvkd, vodivost aj.) na pocatku, v pribéhu a po ukonéeni pokusu. Po lepsi udrzeni
pfirozenych podminek pokusu by bylo vhodné umistit zkuSebni nadobky pfimo do

vermikompostovacich nadob.

Hypotéza této prace, Ze vermikompostovani je schopno redukovat pocty
termotolerantnich koliformnich bakterii a E. coli, byla prokdzana jen castecné. K urcité
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redukci Cinnosti Zizal doslo, avsak stale zlstava otazkou, jak velky podil na této redukci
sledovanych patogennich organismi mél samotny pribéh procesu kompostovani a vliv

jinych faktor(i nez samotna Cinnost Zizal.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

szU Statni zdravotni Ustav

MBU Mikrobiologicky Ustav

FAPPZ Fakulta agrobiologie potravinovych a pfirodnich zdroju

EU Evropska unie

CPM celkovy pocet mikroorganisma

CR Ceska republika

CSN Ceska technicka norma

EN Evropska (mezindrodni) norma

ISO International organization for standardization (mezinarodni organizace pro

tvorbu norem)

BRO biologicky rozloZitelny odpad

Mz Ministerstvo zemedélstvi

VZP vedlejsi produkt Zivocisné vyroby

KTJ/CFU kolonie tvorici jednotky

TKB/TCB termotolerantni koliformni bakterie

MLGA Membrane Lactose Glucuronide Agar

m-FC Membrane Fecal Coliform Agar

WHO World health organization (svétova zdravotnicka organizace)
PCR polymerdzova fetézova reakce

DGGE denaturacni gradient gelova elektroforéza

0, kyslik

CO, oxid uhlicity

NH3 amoniak

Nacl chlorid sodny

C:N pomeér uhlaku a dusiku

PDS pelletized dewatered sludge (peletizovany odvodnény kal)
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