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Abstrakt

Cilem této diplomové prace je vyuziti analyzy fosfolipidovych mastnych kyselin (PLFA)
pro stanoveni skupin mikroorganismi v pribéhu biosusSeni ¢istirenskych kali a jejich popis

vzhledem k teplotnimu rezimu biosuseni.

Byly sledovany 4 experimentalni cykly A, B, C, D, pficemz cykly A, B a C, D se vzajemn¢
lisily Cistirenskym kalem odebiranym ze dvou Cistiren odpadnich vod. Kazdy cyklus A, B,
C, D probihal ve 2 reaktorech s riznymi rezimy provzdusiovani pro porovnani mezofilniho
(max. teploty £50 °C) a termofilniho (max. teploty 70 °C) reZimu biosuSeni. Pro stanoveni
mikrobidlnich skupin byla pouzita analyza fosfolipidovych mastnych kyselin (PLFA).
Koncentrace jednotlivych PLFA byly podrobeny analyze hlavnich komponent (PCA).

Celkova koncentrace PLFA odpovidajici celkové mikrobialni biomase klesala v pribéhu
obou teplotnich rezimt cykli B, C a D, oproti tomu ke konci obou teplotnich rezimt cyklu
A byl zaznamenén narust celkové koncentrace PLFA. Vysledné celkové koncentrace PLFA
dosahovaly statisticky vyssich hodnot na konci mezofilnich rezimt cykli B, C a D. Vyvoj
poméru hub a bakterii ukazal, Ze houby se vice uplatiiovaly s postupem obou teplotnich
rezimt cykli A, B a termofilniho rezimu cyklu C. Na zéklad¢ vyvoje koncentraci PLFA
charakteristickych pro aktinobakterie bylo patmé, ze nedoSlo k nardstu biomasy
aktinobakterii ke konci termofilnich rezimi cyklt A, B a mezofilniho reZimu cyklu D. Vyvoj
poméru gram-pozitivnich (G+) a gram-negativnich (G—) bakterii ukazal, ze ve fazi vysokych
teplot u cyklii B, C a D se G+ bakterie vice uplatiiovaly pfi termofilnim rezimu. Kromé& toho
koncentrace PLFA charakteristické pro G— bakterie klesly v pritbéhu obou teplotnich rezimi
cykli A, B, C, D, coz vypovida o poklesu jejich biomasy v priabéhu biosuseni. PCA ukézala
korelaci mezi PLFA 116:0, 117:0, a17:0 a vzorky odebranymi ve fazi vyssich teplot. Kromé
toho se vzorky odebranymi na konci procesu korelovaly nejcastéji methyl-substituované
PLFA a cyklopropylové PLFA, nicméné tyto vysledky se liSily jak mezi cykly, tak mezi
teplotnimi rezimy. Na zaklad¢ vysledkli analyzy PLFA je patrné, Ze vyvoj skupin
mikroorganismil byl rliznorody a ukézalo se, ze analyza PLFA poskytuje u¢inné hodnoceni

vyvoje skupin mikroorganismu pti biosuSeni Cistirenskych kald.

Kli¢ova slova: biosuseni, Cistirensky kal, PLFA, mikrobidlni spolecenstva



Abstract

The aim of this thesis is the utilization of phospholipid fatty acids (PLFA) analysis to
determine groups of microorganisms present during the biodrying of sewage sludge and their

description in relation to the temperature regime of the biodrying.

Four experimental cycles A, B, C, D were followed. Cycles A, B and C, D differred from
each other in the sewage sludge collected from two waste water treatment plants. The cycles
A, B, C and D were each performed in two reactors with different aeration regimes to
compare the mesophilic (max. temperature £50 °C) and thermophilic (max. temperature =70
°C) regimes of biodrying. PLFA analysis was used to determine the microbial groups.

Concentrations of individual PLFA were subjected to principal component analysis (PCA).

The total PLFA concentration corresponding to total microbial biomass was decreasing
during both temperature regimes of cycles B, C, D, while the total PLFA concentration
increased towards the end of both temperature regimes of cycle A. The total PLFA
concentration reached statistically higher values at the end of the mesophilic regime of cycles
B, C and D. The development of fungi to bacteria ratio showed that fungi applied more with
the progression of both temperature regimes of cycles A, B and the thermophilic regime of
cycle C. Based on the development of PLFA concentrations which are characteristic of
actinobacteria, it was evident that their biomass did not increase towards the end of the
thermophilic regimes of cycles A, B and the mesophilic regime of cycle D. The development
of gram-positive (G+) and gram-negative (G—) bacterial ratio showed that in the high
temperature phase of cycles B, C and D the G+ bacteria were more abundant in the
thermophilic regime. Moreover, the concentrations of PLFA which are characteristic of G—
bacteria decreased during both temperature regimes of cycles A, B, C, D, indicating a
decrease in their biomass during biodrying. PCA showed a correlation between PLFA 116:0,
117:0, and al7:0 and samples taken at the higher temperature stage. In addition, samples
taken at the end of the process correlated most frequently with methyl-substituted PLFA and
cyclopropyl PLFA, however, these results differed between cycles and between temperature
regimes. Based on the results of the PLFA analysis it was evident that the development of
microbial groups was diverse and it was showed that the PLFA analysis provides an effective

assessment of the development of microbial groups during the biodrying of sewage sludge.

Keywords: biodrying, sewage sludge, PLFA, microbial communities



Seznam zkratek

AOX (Adsorbable Organohalogens) — adsorbovatelné halogenované organické latky
BRANC (Branched Chain Fatty Acids) — mastné kyseliny s rozvétvenym fetézcem
COV - ¢istirna odpadnich vod

DNA (Deoxyribonucleic Acid) — deoxyribonukleova kyselina

DOC (Dissolved Organic Carbon) — rozpustény organicky uhlik

DOM (Dissolved Organic Matter) — rozpus§téné organické latky

DON (Dissolved Organic Nitrogen) — rozpustény organicky dusik

EEM (Excitation-Emission Matrix Fluorescence Spectroscopy) — excitaéné-emisni

fluorescencni spektroskopie matrice

EL-PLFA (Ester-linked Phospholipid Fatty Acids) — esterifikované fosfolipidové mastné
kyseliny

HYFA (Hydroxy Substituted Fatty Acids) — hydroxysubstituované mastné kyseliny
MUFA (Monounsaturated Fatty Acids) — mononenasycené mastné kyseliny

PUFA (Polyunsaturated Fatty Acids) — polynenasycené mastné kyseliny

SATFA (Saturated Fatty Acids) — nasycené mastné kyseliny

UNFA (Unsubstituted Fatty Acids) — nesubstituované mastné kyseliny

e.o. — ekvivaletni obyvatel

FA (Fulvic Acid) — fulvokyselina

FAME (Fatty Acids Methyl Esters) — methylestery mastnych kyselin

GC/MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry) — plynova chromatografie s hmotnostni
detekci

GPL (Glycerophospholipids) — glycerfosfolipidy
HA (Humic Acid) — huminové kyselina

KTJ — kolonie tvofici jednotku



NEL-PLFA (Non-ester Linked Phospholipid Fatty Acids) — neesterifikované fosfolipidové

mastné kyseliny

PAH (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons) — polycyklické aromatické uhlovodiky
PC1 (Principal Component) — prvni hlavni komponenta

PC2 (Principal Component) — druha hlavni komponenta

PCA (Principal Component Analysis) — analyza hlavnich komponent

PCB (Polychlorinated Biphenyls) — polychlorované bifenyly

PLFA (Phospholipid Fatty Acids) — fosfolipidové mastné kyseliny

PL-FAME (Phospholipid Fatty Acids Methyl Esters) — methylestery fosfolipidovych

mastnych kyselin
PPCP (Pharmaceutical and Personal Care Products) — produkty osobni péce
SPE (Solid Phase Extraction) — extrakce na pevné fazi

STRA (Straight Chain Fatty Acids) — mastné kyseliny s rovnym fetézcem



1. Uvod

Cistirenské kaly jsou nevyhnutelnym vedlej$im produktem pii ¢isténi odpadnich vod,
pficemz v mnoha zemich piedstavuji klicovy problém kvuli jejich nartistajici produkci
a dopadim spojenych s jejich likvidaci (Chen a kol., 2002; Lamastra a kol., 2018).
Cistirenské kaly obsahuji fadu rizikovych latek jako jsou t&7ké kovy, polycyklické
aromatické uhlovodiky (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons — PAH), polychlorované
bifenyly (Polychlorinated Biphenyls — PCB), adsorbovatelné halogenované organické latky
(Adsorbable Organohalogens — AOX) a pesticidy (Abad a kol., 2005; Kapanen a kol., 2013;
Lamastra a kol., 2018; Miiller, 2003). Také pritomnost patogennich organismil piedstavuje
riziko pro zdravi lidi, zvifat i rostlin (Machnicka, 2014; Winkler a kol., 2013). Dalsi
vyznamny problém piedstavuji také produkty osobni péce (Pharmaceutical and Personal
Care Products — PPCP) zahrnujici endokrinni disruptory ¢i residua antibiotik (Diaz-Cruz
a kol., 2009; Ezzariai a kol., 2018; Stasinakis, 2012; Wu a kol., 2017). Na druhou stranu
Cistirenské kaly maji i vysoky obsah zivin, diky kterému mohou byt povazovany za cenné

hnojivo (Kacprzak a kol., 2017; Kchaou a kol., 2018; Usman a kol., 2012).

Za rok 2017 bylo na tizemi Ceské republiky vyprodukovano 178 077 tun susiny
Cistirenskych kall, pficemz jeich ptevazujici zplisob zneskodnéni byla pfimé aplikace na
pudu a wvyuziti pti rekultivacich (42 %). Dalsi zplsoby zneSkodnéni zahrnovaly
kompostovani (34 %), skladkovani (7 %), spalovani (3 %). Jiné zplsoby zneSkodéni
predstavovaly 14 % (CSU). Aby se zabranilo kontaminaci pidy a podzemnich vod
rizikovymi latkami obsazenymi v Cistirenskych kalech, na zemédélskou plidu mize byt
aplikovan pouze Cistirensky kal, jenZz byl upraven takovym zpisobem, ze legislativou
stanovené ukazatele (tj. obsah té¢zkych kovii, AOX, PCB, PAH a mikrobiologicka kritéria)
splituji predepsané limity (Vyhlaska ¢. 437/2016 Sb.). Vyhlaska ¢. 437/2016 Sb. také
predepisuje, Ze rozdil mezi kontaminaci kalu pro mikroorganismy Escherichia coli
a enterokoky pted a po tpravé kalu musi byt minimalng 105 KTJ-g! (kolonie tvofici
jednotku — KTJ) kalu. V piipadé Ze kal obsahuje pted Gipravou méné nez 10° KTJ-g! t&chto
mikroorganismil, pfislusna technologie je dostatecné ucinna pouze v ptipadé, ze kal po
uprave vykazuje negativni ndlezy pro vySe zminéné mikroorganismy. Pro latky oznacované
jako PPCP v soucasné dobé neexistuji pfedepsané limity, nicmémé mohou pfedstavovat
vazné riziko pro zivotni prostiedi (Pamplona-Silva a kol., 2018; Stasinakis, 2012; Sumpter
a Johnson, 2005), a proto by jim méla byt vénovana vétsi pozornost.
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Jednu z moznosti pro predipravu ¢i zpracovani Cistirenskych kalti by mohlo pfedstavovat
biosuSeni. Jedna se o proces, pii kterém je metabolické teplo generované pii aerobnim
rozkladu organickych latek efektivné vyuzito pro vysuSeni piislusného substratu
(Navaee-Ardeh a kol., 2010). Proces biosuSeni je velmi podobny kompostovani, nicméné
hlavni rozdil je v samotném cili procest. Utelem kompostovani je maximalni degradace
a mineralizace pfitomnych organickych latek, ¢imz vznikd stabilni (zraly), na humusové
latky bohaty material — kompost (Adani a kol., 2002). Oproti tomu cilem biosuseni je snizeni
vlhkosti odpadu s minimalni degradaci organickych latek, aby vysledny materidl mél co
nejvyssi energetickou hodnotu (Velis a kol., 2009). Literatura uvadi, ze vyhfevnost
koneé&ného produktu se pohybuje mezi 14-18 MJ-kg! (Garg a kol., 2007; Sugni a kol., 2005;
Tambone a kol., 2011; Velis a kol., 2012; Yang a kol., 2014). Proto produkt biosuseni muize
byt vhodnou alternativou pro fosilni paliva, jako je naptiklad hnéd¢é uhli (Navaee-Ardeh
akol., 2006; Winkler a kol., 2013), jehoZ vyhievnost se pohybuje mezi 10-17 MJ-kg'
(TZB-info).

Biosuseni tak mize byt povazovano za metodu ziskdvani obnovitelného zdroje energie. Ve
srovnani s konvekénim tepelnym susSenim, kdy za cenu neobnovitelného zdroje energie je
odpad vysuSen pfi relativné vysokych teplotach, je biosuSeni nakladové efektivni a Setrné
k zivotnimu prosttedi (Zhao a kol., 2010). Krom¢ toho biosuseni je vhodnou metodou pro
predupravu odpadl, béhem které dochdzi k snizeni hmotnosti i objemu odpadu a kterd pak
¢ini vystupny material vhodnéjsi pro jeho nasledné zpracovani (Bilgin a Tulun., 2015; Ma
akol., 2016; Zhao a kol., 2010; Zhao a kol.,, 2011). Navic diky vysokym teplotam
udrzovanym pfi procesu, muze biosuseni zajistit nezbytné snizeni patogennich organismt

(Cai a kol., 2016a; Park a kol., 2018; Zhang a kol., 2018b).

Je znamo, Ze pfi procesu kompostovani miize byt dosazeno poklesu obsahu patogennich
organismil, biodegradace organickych polutantl i endokrinnich disruptort (Ezzariai a kol.,
2018; Kapanen a kol., 2013; Long a kol., 2015; Poulsen a Bester, 2010; Shi a kol., 2016;
Verlicchi a Zambello, 2015) a jakoZto biosuSeni ptedstavuje proces odvozeny od
kompostovani (Frei a kol., 2004; Winkler a kol., 2013), je mozné, Ze by mohlo poskytovat
podobné vysledky. Stejné jako u kompostovani pti biosuseni hraji velmi dilezitou roli
mikroorganismy. Diky jejich aktivité dochdzi jednak k zahtivani pfisluSného substratu, které
je potieba pro jeho vysusSeni a hygienizaci, tak degradaci rizikovych latek (Amir a kol., 2008;

Antizar-Ladislao a kol., 2008; Cai a kol., 2016a; Navaee-Ardeh a kol., 2010). Pro pochopeni
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jednotlivych zakonitosti a ndslednou optimalizaci procesu je nutné znat vyvoj mikrobidlnich

spoleCenstev pfi biosuseni.

Identifikaci mikrobidlnich spoleCenstev pii biosuSeni Cistirenskych kalti bylo vénovano
nekolik studii, ve kterych byly vysledky ziskdvany prevazné pomoci metod zaloZzenych na
sekvenovani deoxyribonukleové kyseliny (Deoxyribonucleic Acid — DNA) (Cai a kol.,
2017; Hao a kol., 2018; Li a kol., 2015b; Park a kol., 2018; Wu a kol., 2018; Zhang a kol.,
2018b; Zhang a kol., 2015). Nicmén¢ vétSina vyse uvedenych studii se soustfedila pouze na
bakterialni komunity, ale ostatnim mikroorganismim zahrnujici houby a konkrétnéji napf-.
aktinobakterie bylo zatim vénovdno malo pozornosti, ¢i nebyly viibec analyzovany.
Vzhledem k ptedpokladu, Ze vSechny tyto mikroorganismy se podileji na degradaci
organickych latek, jsou zapotfebi komplexni studie o mikrobidlnich spolecenstvech

obsahujici vS§echny mikroorganismy (Liu a kol., 2019; Yang a kol., 2017).

Pro charakterizaci mikrobidlnich skupin miize byt vyuzita analyza fosfolipidovych mastnych
kyselin (Phospholipid Fatty Acids — PLFA). Tato analyza piedstavuje citlivou
reprodukovatelnou metodu pro relativni stanoveni biomasy mikrobidlnich spolecentev bez
jejich kultivace, ktera poskytuje informace nejen o kvantité mikrobidlniho spolecentsva ale
zaroveén castecné i1 o jeho slozeni (Kaur a kol., 2005; Mrozik a kol., 2014; Willers a kol.,

2015).

12



2. Cile prace a hypotézy
Cile

1. Vyuziti analyzy PLFA pro stanoveni skupin mikroorganismt v pribéhu biosuSeni

Cistirenskych kalt.

2. Popis mikrobidlnich skupin ve vztahu k teplotnimu rezimu biosuseni.

Hypotézy

1. Celkova mikrobidlni biomasa bude klesat v prub&hu biosuseni.

2. Vysledna mikrobialni biomasa bude vyssi na konci mezofilniho rezimu biosuseni.

3. Houby se budou oproti bakteriim vice uplatiiovat s postupem biosuSeni, zatimco ke konci

biosuSeni nebude pozorovan nartist biomasy aktinobakterii.

4. Pii termofilnim rezimu biosuSeni se budou vice uplatiiovat gram-pozitivni bakterie, oproti

gram-negativnim bakteriim, u kterych nedojde ke konci biosuSeni k rekolonizaci substratu.

13



3. Teoreticka cast

3.1. BiosusSeni

Biosuseni je proces, pii kterém je metabolické teplo efektivné vyuzito k vysuSeni
organického materialu na takovou uroven, ze energeticka bilance pii jeho spalovani je kladna
(Winkler a kol., 2013). Béhem procesu mikroorganismy rozkladaji organické latky, pti¢emz
produkuji oxid uhli¢ity a teplo, diky kterému dochazi k zahtati materialu a naslednému
odparovani vody, ktera je pak odvadéna pomoci vhanéného vzduchu (Frei a kol., 2004;
Navaee-Ardeh a kol., 2006; Velis a kol., 2009), jenz navic zajiStuje aerobni podminky pro
rozklad organickych latek (Navaee-Ardeh a kol., 2010). Konvekce vzduchu a molekularni
difuze jsou tak primarnim pfistupem k odstrafiovani vody z biosuseného materidlu (Frei

a kol., 2004).

BiosuSeni je dynamicky proces, pfi kterém hraji dilezitou roli mikrorganismy (Cai a kol.,
2016a). Jejich aktivita tedy i kvalita vysledného materidlu je ovlivnéna piedevsim teplotou,
fyzicko-chemickymi charakteristikami odpadu a pocate¢nim obsahem vlhkosti odpadu,
typem a mnozstvim vyleh¢ujicitho materidlu, mirou provzdusnovani, teplotou a relativni
vlhkosti vhanéného vzduchu a také frekvenci promichavani substratu (Colomer-Mendoza

a kol., 2013; Velis a kol., 2009; Yang a kol., 2017; Zhao a kol., 2012).

3.1.1. Teplota

Mikroorganismy lze na zaklad¢ jejich teplotnich toleranci rozdélit do ctyt skupin:
psychrofilni (aktivni pfi 0-20 °C), mezofilni (aktivni pii 8-48 °C), termofilni (aktivni pfi
42-68 °C) a hypertermofilni (aktivni pii 70-110 °C) (Madigan a kol., 2006). Nékteti autoii
uvadégji, Ze pro biosuseni je typicky teplotni rozsah 15-55 °C (Frei a kol., 2004), 1 kdyz
v zavisloti na zvolenych provoznich parametrech mohou byt pozorovany teploty i nad 70 °C
(Cai a kol., 2016a; Wu a kol., 2018; Zhang a kol., 2015). Z tohoto ditvodu jsou v procesu
biosuSeni diilezité prevazné mezofilni a termofilni mikroorganismy (Navaee-Ardeh a kol.,

2010).

Diky produkovanému metabolickému teplu a provzdusiovani substratu dochdzi béhem
biosuSeni ke zméndm teploty, coZ zplsobuje zmény ve sloZzeni mikrobidlnich skupin (Su
a kol., 2015). Nartstajici teplota na zacatku procesu postupné omezuje rist mezofilnich

mikrorganismil a umoziuje rozvoj termofilnich mikroorganismii (Navaee-Ardeh a kol.,
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2010) a proces tak prechazi z mezofilni faze do termofilni faze (Cai a kol., 2013). Po
termofilni fazi, kdy teploty dosahuji svého maxima, dochéazi k ochlazovéani, nicmén¢ teploty
mohou opétovné nartist a mize byt pozorovana druha termofilni faze (Cai a kol., 2012; Li
a kol., 2015b; Liu a kol., 2018a). Tento pokles a opétovny nariist teplot mize byt vysvétlen
napiiklad pomalou degradaci hiife rozlozitelnych latek po spotifebé snadno rozlozitelnych
latek béhem prvni termofilni faze (Zhao a kol.,, 2010) nebo obnovenim termofilni
mikrobidlni populace diky zlepSeni aerobnich podminek v disledku promichani substratu
(Petric a kol., 2009). Nicmén¢ po téchto fazich proces prechdzi do faze ochlazovani, kdy
teploty pozvolna klesaji (Cai a kol., 2013) a umoznuji rast opét mezofilnich organismii
(Zhang a kol., 2015). Zmeény ve slozeni mikrobialnich skupin ovliviuji degradaci
organickych latek a produkci bioproduktii, coZ ma ve vysledku vliv na odpatovani vody (Cai

a kol., 2015).

Velky vyznam pii biosuSeni ma termofilni faze, kdy vysoké teploty jsou disledkem
degradace snadno rozlozitelnych a lignocelulézovych latek (Cai a kol., 2016a; Zhang a kol.,
2018b). Diky vysokym teplotdm (>50 °C) dochdzi k u¢innému odpatfovéani vody (Velis
akol., 2009; Zhao a kol., 2011), pficemz vysoky teplotni profil spolu s vhodnou mirou
provzdusnovani pak muaze urychlit odstranovani vody (Adani a kol., 2002; Sugni a kol.,
2005). Nicmén¢ prili§ vysoké teploty (>60 °C) vyrazné¢ zpomaluji ¢i dokonce zastavuji
degradaci organickych latek (Liang a kol., 2003; Velis a kol., 2009). Proto je vhodné
udrZzovat mirné vysoké teploty (50-60 °C), které by podporovaly odpafovani vody, ale

zéaroven stimulovaly mikrobialni degradaci (Ma a kol., 2018).

Pozitivni vyznam mirnych teplot pro proces biosuSeni potvrdili Adani a kol. (2002), kteti
sledovali vliv teploty na procesy kompostovani a biosuSeni komundlnich odpadi. Byly
provedeny tii pokusy A, B, C, které diky regulaci miry provzdusinovani probihaly pfi
ruznych teplotach (A = 70 °C, B= 60 °C, C = 45 °C). Dosli k zavéru, ze pokus A
zvyhodnoval proces kompostovani zatimco pokus C proces biosuseni. Produkt pokusu A byl

charakterizovan nejvys$$i mirou degradace (166 g-kg' po&ate¢niho obsahu tuhych latek),

v

v

degradace (18 g-kg! pocateéniho obsahu tuhych latek) a nejvyssi ztratou vody (667 g-kg!
pocatecniho obsahu vody), pfi¢emz jeho produkt mé¢l nejvyssi energetickou hodnotou
(14,06 KJ-kg™! mokré vahy).
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Na druhou stranu vyssi teploty udrzované pii biosuSeni mohou vést k eliminaci patogenti
a parazitl, jak uvadéji Cai a kol. (2016a), kteti na zacatku biosuseni Cistirenského kalu zjistili
pritomnost patogennich bakterii Arcobacter a Prevotella. Po 20dennim biosusSeni, béhem
kterého teploty dosahovaly témér 70 °C, nebyly tyto bakterie detekovany. Také dalsi autoii
uvadéji, ze prave vysokeé teploty (>55 °C) a susici uc¢inek vedly k inaktivaci vajicek Ascaris
Suum pti biosuseni smési zivocisného odpadu a podestylkového materialu (Collick a kol.,

2007).

3.1.2. Vlhkost

Vysoka vlhkost v organickych odpadech, jako jsou i Cistirenské kaly, vede ke vzniku
nebezpeénych vyluhd, nepfimo zplisobuje problémy se zapachem (Yang a kol., 2014)
a navic snizuje vyslednou vyhievnost (Hamidian a kol., 2017; Tom a kol., 2016; Yuan a kol.,
2017). Spalovani téchto odpadi bez piedchozi redukce vlhkosti vyzaduje Casto pouziti
pomocného paliva ve formé fosilniho paliva (Frei a kol., 2004), coz vede k vysokym
vydajim a neptimym emisim sklenikovych plynt (Liu a kol., 2017a). Z téchto divodu je
pro konecné odstranéni ¢i opétovné vyuziti Cistirenskych kalti snizeni vlhkosti podstatné

(Yang a kol., 2014).

Prestoze Cistirenské kaly jsou obvykle mechanicky odvodnény, obsah vlhkosti maji stale
okolo 80 hm. %, nebo i1 vys§i (Cai a kol., 2016b, 2015; Huang a kol., 2015). V disledku
vysoké vlhosti jsou mezery mezi ¢asticemi odpadu naplnény vodou, coZ zamezuje pristupu
kysliku, ¢imz je béhem biosuseni inhibovan aerobni rozklad organickych latek (Frei a kol.,
2004; Luo a kol., 2008; Yang a kol., 2014). Na druhou stranu pokud béhem biosuseni dojde
k snizeni vlhkosti pod koncentraci nutnou pro mikrobialni aktivitu, dochazi opét k inhibici
rozkladu organickych latek a tim k naslednému poklesu teploty materidlu (Adani a kol.,

2002; Frei a kol., 2004).

To miiZeme pozorovat v pozdnich fazich konvenéniho biosuSeni, kdy pomérné nizky obsah
vlhkosti (<50 %) v substratu zpomaluje mikrobidlni aktivitu. Vycerpani snadno
rozlozitelnych latek navic limituje mikrobialni degradaci (Yang a kol., 2014), ¢imZ dochazi
ke vzniku nizkych teplot, které nejsou dostatecné pro ucinné odstranovani vody, a proto byl
v ptedchozich studiich vysledny obsah vlhkosti i pfi prodlouZeni procesu na vice jak 15 dni

okolo 45 % (Hao a kol., 2018; Zhao a kol., 2010).
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Cistirenské kaly obsahuji tzv. volnou a vazanou vodu. Voda, kterd miize byt odstranéna
mechanickym odvodiiovanim, je nazyvdna volnou vodou, zatimco vadzand voda je
definovana jako ¢ast vlhkosti, kterou nelze mechanicky odstranit (Chen a kol., 2002).
Odstranovani vody béhem biosuseni je dosahovano pievazné odparovanim volné vody
(Velis a kol., 2009). Vzhledem k tomu, Ze Cistirenské kaly po mechanickém odvodnéni
obsahuji prevazné vazanou vodu, jeji obsah tak predstavuje klicovy faktor ovliviiujcici
odstraniovani vody pii biosuSeni kali (Song a kol., 2014). Nicméné¢ Cai a kol. (2016b)
sledovali pomoci méteni dielektrické konstanty mnoZzstvi volné vody v pribéhu biosuseni
Cistirenskych kalt s pilinami a biovysusenym kalem. Na zaklad¢ vysledkl zjistili, ze pfi
ptekroCeni teploty 40 °C zacalo dochazet k vétSimu uvolnovani volné vody, pficemz
nejvyss$i mira uvolnéni a zaroven pokles obsahu vézané vody byl pozorovan pii zvySeni
teploty z 50 °C na 60 °C, kdy byl pozorovan narst dielektrické konstanty z 11,42 na 15,28

a pokles obsahu vazané vody z 9,8 % na 5,9 %.

Vodni hmotnosti bilance ukazuje, Ze zmény v objemové vlhkosti jsou spojeny se vstupem
a ztraitou vody (Velis a kol., 2009). Vstupy vody zahrnuji tvorbu vody v disledku
mikrobidlniho metabolismu (Sole-Mauri a kol., 2007; Zhang a kol., 2010) a vlhkost
privadénou proudem vzduchu (Cai a kol., 2012). Ztraty vody jsou tvoieny dominantné
odparem vody (Velis a kol., 2009). Z literatury pak vyplyva, ze k nejvétsi mife odparovani
1 generaci vody dochazi v prvni a druhé termofilni fazi (Cai a kol., 2012; Liu a kol., 2018b;
Zhang a kol., 2018a), coZ poukazuje na maximalni aktivitu mikroorganismu v téchto fazich.
Tento vyvoj zanamenali 1 Cai a kol. (2016a) pfi biosuSeni Cistirenskych kalti s pilinami
a biovysuSenym kalem (Obr. 1). Cely proces trval 20 dni, pficemz material byl béhem této
doby ¢tyfikrat mechanicky promichan (dny 9, 12, 15, 18). Na zaklad¢ jejich vysledk je také
patrné, Ze odparovani vody vyrazné pievazuje v priabéhu celého procesu nad jeji generaci,

s ¢imz souhlasi 1 jini autofi (Liu a kol., 2018b).

17



- Odparovéni vody
- Generace vody 70

Teplota

40 ~

60
30 4

50
20

Teplota (°C)

40

10 -+
30

MnoZstvi VOdV {gkgl biosugeného suhstra'lu)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Cas (dny)

Obrazek 1: Vyvoj odparovani vody, generace vody a teploty v pribéhu biosuseni Cistirenskych kali
(podle Cai a kol., 2016a)

Diky témto skutecnostem se odpafovani vody a vlhkost daného materialu neustale méni,
a proto nelze udrzovat optimalni vlhkost béhem celého procesu (Yang a kol., 2017). Z tohoto
diivodu se autoii zaméfili na nalezeni optimalni poc¢atecni vlhkosti organickych odpadii pro
jejich biosuseni. Z literatury vyplyva, Ze tato optimalni pocate¢ni vlhkost se pohybuje mezi
50-70 hm. % na zéklad¢ pouzitého organického odpadu (Adani a kol., 2002; Frei a kol.,
2004; Ma a kol., 2016; Tambone a kol., 2011). S timto tvrzenim souhlasi i Yang a kol.
(2014), kteti pti biosuSeni Cistirenského kalu s pocatecni vlhkosti 50-70 hm. % dosahli
béhem 10 dnti 33,7-47,1% odstranéni poc¢ate¢niho obsahu vody. Podobné Huilidiir a Villegas
(2015) dosli k zavéru, Ze optimalni pocatecni vlhkost pro biosuSeni Cistirenskych kalu je
68 hm. %. Pfi této pocatecni vlhkosti a pti mife provzdusinovani 3 I'min-1-kgsuziny! bylo
odstranéno 26,4 % vody, ve srovnani s pocate¢nimi vlhkostmi 59 hm. % a 78 hm. %, pfi

kterych se stejnou mirou provzdusiiovani bylo odstranéno pouze 15,8 % a 12,2 %.

3.1.3. Vylehcujici materialy

Pro dosazeni optimalni pocate¢ni vlhkosti se pouzivaji vylehCujici materialy, které se
s ptisluSnym organickym odpadem namichaji pied zacatkem biosuSeni (Liu a kol., 2018b;
Yang a kol., 2014; Yuan a kol., 2017). Tyto vylehcujici materidly do sebe absorbuji ¢ast
vody obsazené v odpadu a navic zvysi jeho poérovitost, ¢imz umozni lepsi proudéni vzduchu

a usnadni tak aerobni rozklad organickych latek (Colomer-Mendoza a kol., 2013; Ma a kol.,
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2016; Song a kol., 2017). Kromé¢ toho u organickych odpadii s nizkym pomérem C/N mohou
vyleh€ujici materidly predstavovat externi zdroj uhliku pro mikroorganismy a tim
usnadiovat proces biosuSeni (Ma a kol., 2016; Yang a kol., 2014). Slama, piliny, dfevéné
Stépky, drceny kaucCuk ¢i produkty biosusSeni jsou ¢asto doporucovany jako vylehcujici
materialy (Gea a kol., 2007; Li a kol., 2015b; Yang a kol., 2014, 2013; Yuan a kol., 2017;
Zhao a kol., 2012, 2011).

Yang a kol. (2014) sledovali vliv riznych vylehcujicich materiala (kal vysuseny vzduchem,
biovysuseny kal, piliny, drceny kaucuk) pfi biosuseni Cistirenského kalu. Zjistili, ze pouziti
kalu vysuseného vzduchem a biovysuSeného kalu zplisobilo vyssi ztratu hmotnosti a vétsi
odstranéni vody nez pii pouziti drceného kaucuku ¢i pilin. Nejvyssi ti€innosti biosuseni bylo
pak dosaZeno pii pouziti kalu vysuSeného vzduchem, kdy bylo odstranéno okolo 55,1 %
pocatecniho obsahu vody se spotfebou 23,8 % pocatecniho obsahu tékavych organickych
latek. Oproti tomu pouziti biovysuseného kalu poskytlo odstranéni pouze 38,3 %
pocate¢niho obsahu vody se spotfebou 14,0 % pocatecniho obsahu tékavych organickych
latek. Tento rozdil je pfisuzovan skutecnosti, ze kal vysuseny vzduchem obsahuje vice
snadno biologicky rozlozitelnych organickych latek a v disledku toho dochazi k vyssi
produkci metabolického tepla. Nicméné i1 pies vyssi ucinnost poskytovanou kalem
vysusenym vzduchem je pouziti biovysusené¢ho kalu povazovano za vice praktické a to
z ditvodu jeho produkce pfimo na misté, kdy mlze byt pouzit jako vyleh¢ujici materidl pti

dalsich cyklech biosuseni.

Kromé toho produkt biosuSeni mlze navic slouzit i jako inokulum (Zhang a kol., 2009,
2008), které ptredstavuje zdroj mikroorganismil 1 zivin (Song a kol., 2017) a mlze zvysit
ucinnost biosuSeni. (Zhang a kol., 2008) uvedli, ze ptidani produktu biosuSeni jako inokula
pfi biosuseni komundlniho odpadu celkové urychlilo biodegradaci, zvysilo rychlost

degradace lignocelul6z o 10,4 % a sniZilo kone¢ny obsah vody o 7 %.

3.1.4. Provzdusnovani

Mira provzdus$novani je hlavni provozni parametr, ktery ma vliv na G€innost biosuSeni a mél
by byt fadné kontrolovan béhem celého procesu (Cai a kol., 2013; Velis a kol., 2009; Zhang
a kol., 2015). Vzduch prochazejici substratem zajist'uje odnos vznikajici vodni pary, kyslik

pro mikroorganismy, ale také odvod tepla (Navaee-Ardeh a kol., 2010; Zhang a kol., 2015).
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Proto je velmi dilezité zvolit vhodnou miru provzduSnovani pro efektivni biosuSeni

(Villegas a Huilifiir, 2014).

Z literatury vyplyva, ze pokud mira provzduSnovani je prili§ nizka, biodegradace
organickych latek mtze byt inhibovana nedostatkem kysliku, ¢imz nedochézi
k dostatecnému zahiati substratu a v dasledku toho je odpatfovani vody nedostate¢né
(Navaee-Ardeh a kol., 2006; Zhang a kol., 2015). Naopak pokud je mira provzdusiovani
prili§ vysoka, dochazi tak k ochlazovani substratu, coz ma negativni vliv na ¢innost
mikroorganismil a na cely proces biosuseni (Frei a kol., 2004; Zawadzka a kol., 2010).
Naptiklad nizké teploty vyvolané uvedenym zplisobem mohou vést k prodlouzeni lagové
faze mikroorganismt (Navaee-Ardeh a kol., 2010) a tim k opozdéni termofilni faze, ¢imz

dochazi k omezeni odstraiiovani vody (Cai a kol., 2013).

Tyto skuteCnosti potvrzuji Yang a Jahng (2015), kteti sledovali vliv rGznych rychlosti
provzdusnovani na biosuseni smési potravinaiského odpadu a biovysuseného cistirenského
kalu. Experimentalni rychlosti provzdu$iovani byly 0,04, 0,09, 0,14 m>-kgusiny) -,
pfi¢emZ maximalni dosazené teploty béhem procesu byly 67,9, 60,7 a 49,6 °C. Vysledky
ukdzaly, 7e optimalni mira provzdusiiovini byla 0,09 m*-kgeusiny -h?, kdy doslo
k nejvyssimu odpatfovani vody (126 %). Pfi rychlosti 0,04 m*-kgeusiny'-h! sice bylo
dosazeno nejvyssi teploty, nicméné mira provzdusiiovani byla ptili§ nizka pro dostatecny
odnos vodni pary. Oproti tomu rychlost 0,14 m?-kgusiny'-h! byla piili§ vysoka a doslo

k ochlazovani substratu.

Hodnotime-li jednotlivé faze procesu, zjistime, Ze béhem pocatecni faze zvySovani teploty
odvodnény kal obsahuje pievazné vazanou vodu a naopak malo volné vody, kterd mize byt
odparena proudem vzduchu (Vesilind, 1994). Ve fazi ochlazovani, kdyz konvekce vzduchu
dosdhne hydroskopického limitu, ma velky objem pfivadéného vzduchu maly vliv na
odstraniovani vody (Velis a kol., 2009). Proto pfi biosuSeni Cistirenskych kalll se poptavka

po provzduSiovani v jednotlivych fazich lisi (Cai a kol., 2013; Zhao a kol., 2010).

Wu a kol. (2018) sledovali vliv riznych rezimii provzdusinovani na biosuseni ¢istirenskych
kald s pilinami a biovysuSenym kalem. Ve zkouSce V se mira provzdusiovani ménila podle
jednotlivych teplotnich fazi, kdy béhem mezofilni fize byla nastavena niz§i mira
provzdushovéni, ptiblizné 20-40 m*-t"! substratu a b&hem termofilni fize naopak vyssi,
piiblizné 55 m’-t! substratu. Zatimco ve zkousce C byla nastavena konstantni mira

provzdusiovani okolo 46 m*t!-den’!. Dosli k zavéru, Ze proménlivy reZzim provzdushovani
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poskytuje vyssi ucinnost biosuseni. Po 20 dnech biosuSeni byl obsah vlhkosti snizen

z pocatecnich 66,3 % na 50,4 % pro zkousku V a na 54,1 % pro zkousku C.

Dilezitym aspektem provzdusinovani je také relativni vlhkost a teplota vstupujiciho vzduchu
(Velis a kol., 2009; Zhao a kol., 2012). Teply vzduch ma vétsi suSici schopnost a nizka
vlhkost mtze urychlit odparovani (Colomer-Mendoza a kol., 2013; Dominczyk a kol., 2014;
Winkler a kol., 2013). Proto v pribéhu biosuseni, kdy se postupné zvySuje teplota, zvySuje
se 1 kapacita vzduchu pro odnos vlhkosti a je tak odstraiovano vice vody (Frei a kol., 2004).
Tento narGst zaznamenali pii biosusSeni Cistirenskych kalt ve své studii Winkler a kol.
(2013), kde kapacity vzduchu pro odnost vlhkosti pfi teploté 35, 55, 60, 70 C° ¢inily 36, 100,
130, 270 gvody' M vzduchu.

Je-li vzduch vhanén do reaktoru pouze jednim smérem, proud vzduchu prochazejici
substratem se postupné¢ ohfivé a navysuje se jeho relativni vlhkost az do bodu saturace, kdy
se stava nasycenym a neni schopen absorbovat dalsi molekuly vody (Sugni a kol., 2005;
Zhang a kol., 2015). V disledku toho substrat neni vysousen zcela rovnomérné a ve
vertikalnim profilu vznikaji gradienty jednotlivych procesnich proménnych (Sugni a kol.,
2005; Zhao a kol., 2010). Vzniku gradientl se da pak ptfedchazet promichdvanim substratu
(Zhang a kol., 2015; Zhao a kol., 2010).

3.1.5. Promichavani substratu

Promichavani substratu je stejné jako provzdusinovani dilezita operace, ktera ma pozitivni
1 negativni u€inky na biosuseni (Zhao a kol., 2010). Promichéani zvySuje poréznost substratu,
¢imzZ obnovuje volné mezery pro proudéni vzduchu, usnadiiuje kontakty mezi kyslikem
a biologicky rozlozitelnymi latkami a tim podporuje aerobni degradaci organickych latek.
Navic béhem promichéani jsou vystavovany Cerstvé materialy pro mikrobidlni kolonizaci
a ve vysledku je tak podporovano homogenni vysousSeni substratu (Kalamdhad a Kazmi,

2009; Stanford a kol., 2009).

Promichani vSak i1 zptsobuje pokles teploty v substratu (Zhao a kol., 2010), coz ovliviiuje
jak proces samozahtivani, tak i zachovani tepla uvnitt reaktoru (Cai a kol., 2015). Protoze
teplota substratu souvisi s odpafovanim vody (Frei a kol., 2006, 2004), frekvence
promichavani tak ovliviiuje rychlost odstraniovani vody (Shao a kol., 2015). Ztraty tepla
zpiisobené promichanim vSak vyznamné ovliviiuji proces biosuseni, a proto je dilezité, aby

behem procesu byl vytvotfen vhodny rezim promichavani (Cai a kol., 2015).
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Cai a kol. (2015) sledovali vliv riznych rezimii mechanického otaceni na biosuSeni
Cistirenskych kall s pilinami a biovysuSenym substraitem a uvedli, ze otoCeni jednou
v pozdni fazi prvni termofilni faze (den 9) a dvakrat po prvni termofilni fazi vedlo k nejvyssi
produkci metabolického tepla (1,641 MI-kg' pocatecniho substratu), nejvyssi mife
odpatovani (0,379 kg-kg™! po¢ateéniho substratu), pfi¢emz obsah vlhosti byl snizen z 65,6 %
na 50,3 %. Oproti tomu pii otoCeni na zacatku procesu biosuseni, kdy teplota materialu
postupné rostla, vedlo k velkym ztratam tepla. V dasledku toho byla zkracena termofilni
faze, coz vedlo k omezené biodegradaci organickych latek a ve vysledku nizké produkei

tepla. Obsah vlhkosti byl snizen pouze na 60,4 %.

3.1.6. Degradace organickych latek

Pro vyjadieni obsahu organickych latek je méfen obsah t€kavych organickych latek, které
predtavuji ¢ast organickych latek rozkladajicich se pti zvySeni teploty odpadu (Velis a kol.,
2009). V duasledku degradace organickych latek mikroorganismy dochéazi v pribéhu
biosuseni k poklesu obsahu t€kavych organickych latek, pfi€emz k nejvyssi mife degradace
dochazi v termofilni fazi (Cai a kol., 2016a; Li a kol., 2015b; Liu a kol., 2019; Zhang a kol.,
2018b).

v

mirou degradace organickych latek, vykon procesu mize byt oznacen jako mnoZzstvi
odstranéné vody na kilogram spotiebovanych organickych latek (Zhang a kol., 2008). Pro
hodnoceni cinnosti biosuSeni muze byt pouzit index biosuseni (Biodrying index — I)
definovany jako pomér odstranéné vody a spotieby tékavych organickych latek. Jeho
vypocet uvadi rovnice (1):

_ WL

I, = oL (D

kde I je index biosuSeni v ¢ase t; OL: jsou ztraty organickych t€kavych latek (kg) v Case t;

WLtjsou ztraty vody (kg) v ¢ase t (Zhang a kol., 2008).

Index biosuseni muze byt ovlivnén mirou provzdusnovani, pocatecnim obsahem vlhkosti,
typem vyleh¢ujiciho materialu a typem substratu (Huilidiir a Villegas, 2015; Yang a kol.,
2017; Yuan a kol., 2017) a na zékladé¢ toho se indexy biosuSeni v ramci jednotlivych studiii
1181, nicméné jeho hodnoty se pohybuji mezi 3-6 (Hao a kol., 2018; Li a kol., 2015b; Villegas
a Huilifiir, 2014; Winkler a kol., 2013; Yang a kol., 2014; Zhao a kol., 2011, 2010). Nicmén¢
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néktefi autofi dosahli pii biosuseni Cistirenského kalu s biovysusenym kalem hodnoty 8,32
(Yang a kol., 2014). Podobn¢ Huilinir a Villegas (2015) uvadéji, ze dosahli pii biosuseni
Cistirenskych kali s dievénymi hoblinami hodnot 5-8,4 a dokonce i hodnoty okolo 18.
Hlavnim divodem nizké ztraty organickych latek v této studii byla zfejmé extrémé vysoka
mira provzdustiovani (0,18 m3-kgusiny !-h™!), pficemz ¢asté promichavéni (jednou za den)

také vedlo k vy$sim ztratdm vody (Hao a kol., 2018).

Ptestoze v prib¢hu biosuseni dochdzi k poklesu obsahu organickych latek, degradace jejich
jednotlivych slozek neprobiha stejnou mérou a jejich slozeni se méni (Cai a kol., 2016a,

2016b; Liu a kol., 2018a).

Rozpusténé organické latky (Dissolved Organic Matter — DOM) ptedstavuji latky, které jsou
snadno degradovany mikroorganismy a zmény v jejich sloZeni mohou ovlivilovat aktivitu
mikrobialni komunity (Li a kol., 2015a; Zhang a kol., 2015). DOM obsahuje rozpustné
produkty degradace, latky produkované mikrobidlnim metabolismem a repolymerované
makromolekuly, které jsou pfimimi zdroji zivin pro mikroorganismy. Nerozpustné latky
musi byt pfed jejich biologickym vyuzitim hydrolyzovany na DOM (Wang a kol., 2014).
DOM zahrnuje rozpustény organicky uhlik (Dissolved organic Carbon — DOC) a rozpustény
organicky dusik (Dissolved Organic Nitrogen — DON), coz jsou latky silné nachylné na
mikrobialni pfeménu. Pomér DOC/DON odrazi stabilitu odpadti s ohledem na celkovou
koncentraci organického uhliku a dusiku (He a kol., 2011). V ptipadé, ze tento pomér klesa
pod urcitou hodnotu, mikrobidlni aktivita je omezena kvili nevhodnému podilu Zivin (Li
a kol., 2015a), a proto tento pomér urcéuje mikrobidlni schopnost odbouravat organické latky,

stejné jako zralost vzniklého materialu (Liu a kol., 2018a).

Naptiklad Liu a kol. (2018a) sledovali vyvoj koncentraci DOC a DON pfi biosuSeni kalu ze
skladky s kalem vznikajicim pii vyrobé piva. DOC vykazoval béhem prvnich 6 dni rychly
pokles z 60,35 g'kg™! na 31,23 g'kg™! v diisledku vyuziti snadno rozloZitelnych organickych
latek mikroorganismy, zejména sacharidl, amino cukrii, nizkomolekuldrnich organickych
kyselin (Shao a kol., 2009). Béhem termofilni fdze koncentrace DOC se mirn¢ zvysila,
protoze rust a reprodukce mikroorganismil byly inhibovany vysokymi teplotami. Po 9 dni
se koncentrace DOC sniZila a zlistala ustalena okolo 23,45 g-kg!. Oproti tomu koncentrace
DON se na zacatku biosuseni zvysila z 14,92 g-kg! na 23,02 g’kg! a poté byl pozorovan

pokles, ktery Ize vysvétlit spotfebou aminokyselin a proteiny mikroorganismy
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(Said-Pullicino a kol., 2007). Pomér DOC/DON se snizil z 4,04 na 2,07, z ¢ehoz vyplyva,

ze biosuseni vedlo ke zvySeni zralosti.

Cai a kol. (2016b) pouzili pro detailn¢jsi charakterizaci organickych latek EEM
(Excitation-Emission Matrix) fluorescenc¢ni spektroskopii a na zdklad¢ piki EEM a zmén
v intenzité¢ fluorescence popsal zmény ve slozeni organickych latek béhem biosuseni
Cistirenského kalu s pilinami a biovysusenym kalem. Podle Chen a kol. (2003) byla EEM
spektra rozd€lena do 5 oblasti v zavislosti na vinovych délkach ptislusnych organickych
latek. Na zacatku procesu byly viditelné 4 piky A, B, C, D, které se nachazely v oblastech
odpovidajicich jednoduchym aromatickym proteinim (A,B), rozpustnym mikrobidlnim
metabolitim (C) a latkdm podobnym huminové kyselin¢ (Humic Acid - HA) a fulvokyseliné
(Fulvic Acid — FA) (D). Béhem prvnich 4 dnl doSlo k vyznamnému poklesu ve
sttedové intenzité fluorescence piku A (33,4-21,8), piku B (31,8-17,9) a piku D (18,9-9,0).
Naopak stfedova intezita fluorescence piku C vykazovala pouze mirny pokles (21,9-19,0).
Po prvni termofilni fazi pak bylo patrné, Ze doslo k degradaci jednoduchych aromatickych
latek a rozpustnych mikrobidlnich metabolitil (pokles stfedové intenzity piki A, B, Cna 8,1;
7,6; 6,1). Naopak doslo k tvorbé latkdm podobnym HA a FA (narist stfedové intenzity piku
D na 41,9), které vSak byly nasledn€ po druhé termofilni fazi degradovany (pokles stfedové
intezity piku D na 28,7). Naopak stfedové intenzity fluorescence pikti A, B a C vykazovaly
po druhé termofilni fazi narGst na 21,3; 21,4; 18,0, ktery je vysvélovan promichanim
materidlu v disledku mechanického otoCeni po prvni termofilni fazi, které umoznilo
degradaci nedotatecné fermentovanych latek. Béhem faze ochlazovani vSak doslo k jejich
nasledné degradaci, pfi¢emz stfedové intenzity fluorescence pikd A (7,7), B (7,9) a C (6,6)
na konci procesu naznacuji, Ze béhem biosuSeni kalu dochazi k vyznamné degradaci téchto
latek. Latky podobné HA a FA po nardstu v prvni termofilni fazi byly v pribéhu faze
ochlazovani mirn¢ degradovany, pficemz stfedova intenzita piku D na konci procesu byla
rovna 20,1. Nicméné¢ stfedova intenzita piku D na zacatku procesu byla 18,9, coz naznacuje,
Zze béhem biosuSeni kalu naopak dochazi k narGistu huminovych latek, tedy k zvySeni
stability materidlu. Podobny vyvoj organickych latek byl pomoci stejné metody zaznamenan

1 v dalSich studiich (Liu a kol., 2018a; Zhang a kol., 2015).

Nejvyssi miru degradace pti biosuSeni kall vykazuji pfevazné€ snadno rozlozitelné organické
latky, oproti tomu lignoceluldza zahrnujici lignin, celuléozu a hemiceluldézu piedstavuje

substraty odolné&jsi viic¢i mikrobidlnimu rozkladu, jeZ mohou byt ¢aste¢né degradovany
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a pomalu transformovany (Cai a kol., 2016a). Cai a kol. (2016a) sledovali vyvoj degradace
hydrolyzovatelnych slou¢enin, lipidd, ligninu, celulozy, hemicelul6zy a huminovych kyselin
pii biosuseni Cistirenskych kalt s pilinami a biovysusnym kalem. Hydrolyzovatelné latky,
které predstavovaly spolu s lipidy snadno rozlozitelné latky, mély nevyssi miru degradace
77,1 g-kg! substratu, coz predstavovalo 32,3 % celkové degradace. Miry degradace pro
lipidy, hemicelulézu, celulézu a lignin byly 28,2 g-kg™! substratu, 6,5 g-kg™! substratu, 18,4
g'kg! substratu, 29,4 g-kg! substratu, coz odpovidalo 54,7 %, 28,6 %, 30,5 % a 22,6 %
celkové degradace. Obsah vsech téchto latek v pribéhu procesu klesl, pficemz maximalni
denni rychlost degradace byla pro hydrolyzovatelné latky, lipidy a hemicelul6zu pozorovana
v pocateénim a stiednim stadiu prvni termofilni faze. V druhé termofilni fazi pak doslo
k obnoveni jejich dennich rychlosti degradace a maximalni denni rychlosti degradace

celuldzy a ligninu. Naopak obsah huminovych kyselin se prib¢hu procesu zvysil o 38,2 %.

Podil jednotlivych organickych latek na celkové ztraté t€kavych organickych latek se vSak
muze meénit v zavislosti na slozeni substratu, jak uvadéji (Zhang a kol., 2018a), kteti
sledovali spolubiosuseni Cistirenského kalu a organické frakce komunalniho odpadu. Ve
zkouskach, kde pifevazoval podil dCistirenského kalu se na celkové ztraté tekavych
organickych latek podilely degradace proteini (15,0-24,8 %), celulézy (21,8-28,0 %)
a hemicelulozy (18,2-21,7 %). Naopak narustajici podil organické frakce komunalniho
odpadu zvysil obsah lipidi a v dasledku toho ve zkouskach s pfevazujicim podilem
organické frakce komunalniho odpadu se na celkové ztraté tékavych organickych latek
podilely degradace lipida (13,2-16,0 %), celulozy (26,5-27,4 %) a hemicelulézy (14,3-18,7
%).

Degradace organickych latek je dualezita pti posuzovani biosusiciho u¢inku (Cai a kol.,
2018a). Pro degradaci lignocelul6zy i sacharidli jsou nutné rizné mikroorganismy a enzymy
(Cai a kol., 2018a; Feng a kol., 2011; Wang a kol., 2016), jejichz aktivita odpovida
podminkam biodegradaci a dostupnosti substratii (Zhang a kol., 2008). Zhang a kol. (2018b)
sledovali vyvoj aktivit enzymi lignin peroxiddzy, karboxymethylceluldzy a xylanazy
v pribéhu biosuseni Cistirenského kalu s pilinami a biovysusenym kalem. Aktivita lignin
peroxidézy narostla v priib&hu biosuseni z 0,255 U-g'! na 0,552 U-g"! se znaénym nartistem
po 5 dni (termofilni faze), coz souhlasi se zaznamenanou maximalni mirou degradace ligninu
mezi 5-10 dnem. Naopak aktivita karboxymethylcelulazy klesla z 0,754 U-g! na
0,536 U g'!, pricemz nejvyssi aktivitu vykazovala b&hem prvni termofilni faze, ¢imz je
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vysvétlovana nejvyssi zaznamenana mira degradace celuldzy. Oproti tomu aktivita xylandzy
v pritbéhu prvni termofilni faze dosdhla svého minima 0,266 U-g"' a svého maxima pak
dosahla v druhé termofilni fazi, kdy také byla zaznamenana maximalni mira degradace
hemicelulézy. Vysledky tak naznacuji, ze teploty nad 60 °C upiednostiiuji aktivitu
karboxymethylcelulazy, zatimco teploty pod 60 °C aktivity lignin peroxidazy a xylanazy.

Citlivost nékterych enzyml vic¢i extrémné vysokym teplotdm zanamenal pfi biosuSeni
Cistirenského kalu s dfevénymi hoblinami a biovysusenym kalem 1 Cai a kol. (2018a), kde
aktivity enzymu polyfenol oxidazy, B-glukosidazy, o-L-arabinofuranéza byly v prvni
termofilni fazi vyznamné nizsi nez v ostatnich fazich (p < 0,05) procesu. Oproti vyse
zminované studii aktivita xylanazy vrcholila na zac¢atku biosuseni a poté kontinudlné klesala.
Kromé¢ toho vyznamnou degradaci ligninu pozorovali béhem druhé termofilni faze, ktera je
pfisuzovdna maximaélni aktivité polyfenol oxidazy (67,11 U-g!) v této fazi. Oproti tomu
aktivity ostatnich ligninolytickych enzym jako je lakdza, manganova peroxidéaza a lignin
peroxidaza vrcholili zacatkem prvni termofilni faze (3 den). Vyznamna degradace celulozy
a hemicelulézy probihala naopak v kazdé fazi (p<0,05), pficemz jejich degradace byla
robustnéjsi pfed druhou termofilni fazi (p<0,01). Tato skutecnost je vysvétlovana vyssi
aktivitou enzyml exo-B-1,4-glukanové celobiohydrolazy pro degradaci celuldzy

a B-xylosidaza a xylanazy pro degradaci hemiceluldzy v prvni termofilni fazi nez v druhé.

Z literatury vyplyva, Ze obsah organickych latek jako lignoceluldza, proteiny, snadno
rozlozitelné sacharidy, lipidy v priib&hu biosuSeni klesa, zatimco dochézi k nariistu obsahu
huminovych latek (Cai a kol., 2016a, 2016b; Liu a kol., 2018a). S tim souhlasi i dalsi autofi,
ktefi uvedli, Ze béhem 18 denniho biosuSeni kalu ze skladky se sldmou se obsah huminovych
latek zvysil 0 49 % (Liu a kol., 2018c¢). Nicméné Zhang a kol. (2018b) uvadégji, ze biosuseni
zvySuje podil HA a naopak snizuje podil FA. Po 20 dennim biosuSeni Cistirenského kalu
pozorovali narist poméru HA/FA z hodnoty 0,08 na 0,48, coZ demonstruje proces
humifikace, ktery je obvykle pozorovan u kompostovani kali (Xiong a kol., 2010). Tato
skutecnost pak zvySuje vyznam pro pouZiti produktu biosuSeni jako ptipravku pro zlepSeni
vlastnosti piidy naptiklad pii rekultivacich (Winkler a kol., 2013) a to zdivodu, Ze
makromolekularni humus je diileZitym zdrojem organické hmoty (Pietikdinen a kol., 2005),
ale také je schopen adsorbovat a fixovat té¢Zké kovy, ¢imZ snizuje jejich mobilitu

a biologickou dostupnost adsorpcni reakci (Garcia-Mina, 2006; Liu a kol., 2018c).
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Nicmén¢ obsahu tézkych kovill je nutné vénovat pozornost jiz v biosuseném substratu a to
z diivodu, Ze v priabéhu biosuseni miize dochazet k obohacovani tézkymi kovy (Yang a kol.,
2017). Ty jsou navazané na pevnou slozku odpadu, pticemz v dusledku odstranovani vody
a organickych latek dochazi k snizovani celkové hmotnosti odpadu, ¢imz dochazi
k zvySovani koncentrace té¢zkych kova (Shao a kol., 2010; Yang a kol., 2017). Napiiklad
Shao a kol. (2010) zaznamenali nérast koncentrace tékych kovl o 60 % pii biosuSeni
komundlniho odpadu. Dale zjistili, Ze 93 % tézkych kovi s vyjimkou zinku (86 %) zstalo
v biovysuSeném odpadu a méné nez 7 % tézkych kovi kromée zinku (14 %) bylo pfevedeno
do vyluhu. Po biosuseni byl materidl rozdé€len do jednotlivych frakci podle velikosti ¢astic,
pficemz koncentrace chromu, olova, médi, niklu, zinku a rtuti byly nejvyssi u frakce
s nejmensi velikosti ¢astic (0,25 mm), které poskytovaly velkou plochu s vysokou adsorp¢ni

kapacitou (Al-Chalabi a Hawker, 1997; Al-Khashman, 2004).

Jini autofi také sledovali vyvoj tézkych kovi pii biosuseni komunalniho odpadu
a poznamenali, Ze vzhledem k obohacovacim ucinkim se mnozstvi tézkych kovl
pfenaSenych z jednotkové hmotnosti biovysuSené¢ho komunalniho odpadu do spalovacich
plynt zvySuje s dobou biosuseni (Zhang a kol., 2011). Z tohoto ditvodu je nutné sledovat
koncentrace té¢zkych kovi pfi biosuseni, protoze pti spalovani produktu biosuseni mize byt

popilek a koutové plyny kontaminovany zvysenou urovni tézkych kovi (Yang a kol., 2017).

V ptipadég, Ze Cistirensky kal obsahuje vyssi koncentrace tézkych kovil, neni tak biosuseni
vhodna preduprava pied aplikaci kali na zemédé€lskou piidu, protoze neumoznuje eliminaci

téchto kontaminantii (Pilnacek a kol., 2019).

Dalsi riziko pro Zivotni prostfedi pfedstavuji také latky jako jsou naptiklad PAH, PCB, ¢i
latky patfici do PPCP, nicméné informace o odbouravani téchto latek pii biosuseni jsou
nedostate¢né. Na studium degradace vybranych PPCP pfi biosuseni Cistirenskych kall se
zamétili Pilnacek a kol. (2019). V této studii sledovali vliv dvou teplotnich rezimi
(mezofilni — teploty mezi 40-50 °C, termofilni — maximalni teploty okolo 70 °C) na
degradaci bisfenolu-A a irgasanu a dosli k zadvéru, Ze mezofilni rezim vedl k vyssi eliminaci
téchto latek, kdy bylo zaznamenano 88,3% odstranéni bisfenolu-A a 47,7% odstranéni
irgansanu. Oproti tomu pii termofilnim rezimu doslo pouze k 60,1% odstranéni

bisfenolu-A, u koncentraci irgasanu dokonce nebyl zaznamenan vyznamny pokles.
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3.1.7. Mikroorganismy pri biosuSeni

Jak jiz bylo uvedeno vySe, substraty a podminky procesu urcuji hustotu a slozeni
mikrobialnich spoleCenstev, pfi¢emz teplota je hlavnim faktorem ovliviiujicim metabolickou
aktivitu (Ryckeboer a kol., 2003). Na zakldd¢ prechozich studii je zndmo, ze pfi
kompostovani se mikrobidlni komunity neustdle méni, aby se pfizptisobily nové se
vyvijejicimu prostiedi (Amir a kol., 2008; Herrmann a Shann, 1997; Nakasaki a kol., 1985;
Ryckeboer a kol., 2003). Stejn¢ tak pii biosuseni se béhem mezofilni a termofilni faze méni
zastoupeni jednotlivych mikroorganismu tak, jak se méni teplota, vlhkost a koncentrace

rustovych substrati béhem procesu (Cai a kol., 2017; Frei a kol., 2004; Liu a kol., 2018a).
Bakterialni spolecenstva

Z literatury vyplyva, Zze béhem biosuSeni dochazi k zméné druhové bohatosti a diverzity
bakteridlnich spolecenstev. Druhové bohatsvi vykazuje néarist v mezofilni fazi biosuseni
a postupn¢ klesa ve f4zi ochlazovéni. Diverzita je nejvyssi na zacatku biosuSeni, po naristu
teplot se snizuje a na konci biosuseni opét nartista, nicmén¢ oproti zacatku procesu obvykle
dosahuje nizsich hodnot (Cai a kol., 2016a; Hao a kol., 2018; Li a kol., 2015b; Liu a kol.,
2018a; Wu akol., 2018). Pokles druhové bohatosti a diverzity zanamenali Liu a kol. (2018a),
ktefi se zabyvali studiem biosuSeni kalu ze skladky smichanym s kalem vznikajicim pfti
vyrobé piva. Pro méteni druhové bohatosti pouzili indexy Chao 1, ACE, Shannon index
a inverzni Simpson index. Tyto indexy popisuji miru alfa diverzity, pficemz hodnoty indexti
Chao 1, ACE a Shannon indexu rostou se zvySujici se diverzitou, zatimco Simpson index
nabyva hodnot od 0 do 1 a se zvySujici se diverzitou jeho hodnoty klesaji. Na zacatku
procesu byly indexy Chao 1 a ACE rovny 3370,67 a 3593,92 a indexy Shannon a Simpson
6,11 a 0,01. Na konci biosuseni pak byly hodnoty Chao 1, ACE, Shannon a Simpson indexti
rovny 1413,73 a 1526,29 a 4,28 a 0,04.

Na zékladé€ vysledku studii, které se zabyvaly charakterizaci mikrobidlnich spolecenstev pii
biosuseni, byly jako dominantni bakteridlni kmeny identifikovany Firmicutes,
Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria a Chloroflexi (Cai a kol., 2018a, 2016a; Hao
a kol., 2018; Li a kol., 2015b; Liu a kol., 2018a; Zhang a kol., 2015). Dalsi autoti uvadéji,
ze béhem celého procesu biosuseni tyto kmeny zaujimaly 78-99 % celkové abundance, kdy
Proteobacteria a Bacteroidetes ptedstavovaly dominantni kmeny mezofilni faze a faze

ochlazovani a Firmicutes byl dominantnim kmenem v termofilni fazi (Liu a kol., 2018a).
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Dominance kmene Firmicutes v termofilni fazi byla potvrzena i dal§imi studiemi (Cai a kol.,

2018a, 2017; Hao a kol., 2018; Li a kol., 2015b).

Liu a kol. (2018a) také zjistili, ze na zacatku mezofilni faze byly dominantni neklasifikované
bakterie. V pozd¢jsim stadiu mezofilni faze se pak dominantnim rodem stal Pseudomonas
(23,6 %, kmen Proteobacteria), ktery béhem termofilni faze téméf zmizel (0,1-0,2 %),
nicméné na konci procesu se jeho abundance opét zvysila. V termofilni fazi se staly
dominantnimi rody Ureibacillus a Bacillus patfici do kmene Firmicutes, pticemz rod
Ureibacillus béhem této faze dosdhl maxima své abundance (42,1 %). Béhem faze
ochlazovani doslo k narGstu abundanci nekterych rodt, ptic¢emz rod Falsochrobactrum
(12,7 %, kmen Proteobacteria) se stal dominantnim rodem na konci procesu, nasledovany
rody Pusillimonas (9,0 %, kmen Proteobacteria), Aequorivita (8,3 %, kmen Bacteroidetes),
Sphingobacterium (7,1 %, kmen Bacteroidetes) a Pseudomonas (5,7 %, kmen

Proteobacteria).

Oproti tomu Cai a kol. (2016a) identifikovali v pocateCnim stadiu mezofilni faze
4 dominantni rody: Ferribacterium (6,8 %, kmen Proteobacteria), Arcobacter (5,7 %, kmen
Proteobacteria), Flavobacterium (4,5 %, kmen Bacteroidetes) a nekultivovatelné rody
Chitinophagaceae (1,6 %, kmen Bacteroidetes). Rod Ferribacterium zahrnuje
zelezo-redukujici bakterie (Cummings a kol., 1999), zatimco zastupci rodu Flavobacterium
jsou schopni degradovat lignin, proteiny a pentachlorfenol (Aarthi a kol., 2004; Topp
a Hanson, 1990). Nekultivovatelné rody Chitinophagaceae mohou degradovat celulézu
(Eichorst a kol., 2013). Arcobacter, ktery byl identifikovan jako patogenni rod (Merga a kol.,
2014), byl inaktivovan béhem termofilni faze a na konci procesu nebyl viibec detekovan.
V pozdéjSim stadiu mezofilni faze identifikovali jako dominantni rody Acinetobacter
(47,2 %, kmen Proteobacteria), Tepidimicrobium (7,4 %, kmen Firmicutes) a Comamonas
(5,5 %, kmen Proteobacteria), ktery je schopen degradovat lignin a jiné komplexni
organické slouceniny (Chen a kol., 2012). V prvni termofilni fazi byl jako dominantni rod
identifikovan Acinetobacter (42,3 %, kmen Proteobacteria) nasledovany rodem Bacillus
(5,8 %, kmen Firmicutes), ktery se naopak stal dominantnim rodem v druhé termofilni fazi
s abundanci 51,6 %. Jednim z dominantnich roda v této fazi byl také Pseudomonas (kmen
Proteobacteria), ktery miize degradovat lignin, lipidy a také celulozu (Pathak a Singh, 2016;
Prabhakaran a kol.,, 2015; Shon a kol., 2002). Na konci biosuSeni dominoval rod

Sphingobacterium (23,8 %, kmen Bacteroidetes), ktery mize degradovat mastné kyseliny
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anckteré dalsi slozité organické slouceniny (Kuo a kol., 1999), nasledovany rodem
Flavobacterium (10,9 %, kmen Bacteroidetes). Dominanci téchto bakteridlnich roda

zaznemnali na konci biosuseni Cistirenského kalu i dalsi autofi (Wu a kol., 2018).

Jak jiz bylo uvedeno vyse, k nejvyssi mife degradace organickych latek a odstranovani vody
dochdzi béhem termofilni faze (Cai a kol., 2016a). Z pohledu rodii byly béhem termofilni
faze identifikovany jako dominantni Bacillus, Ureibacillus (kmen Firmicutes) (Cai a kol.,
2018a,2017; Hao a kol., 2018; Liu a kol., 2018a; Zhang a kol., 2015) a Acinetobacter (kmen
Proteobacteria) (Cai a kol., 2016a; Wu a kol., 2018). Ureibacillus byl ¢asto identifikovan
v pribehu kompostovani ¢i biosuseni a vykazuje aktivitu pfi teplotach blizkych 50-60 °C
(Jang a kol., 2014; Liu a kol., 2010; Nakasaki a kol., 2009; Zhang a kol., 2015). Tento
mikroorganismus je schopen produkovat termoaktivni hydrolitické extracelularni enzymy
(naptiklad protedzu, lipazu a celuldzu) a rychle rozkladdat rozpustné a snadno rozlozitelné
zdroje uhliku (Liu a kol., 2010). Clenové rodu Bacillus jsou znami jako kompetentni
degradatoti komplexnich polymert a jsou schopni degradovat proteiny a skroby (Puspasari
a kol., 2013), pficemz jsou schopni kolonizovat substraty pii nizké dostupnosti Zivin
(Martins akol., 2013). Cai a kol. (2018b) uvadéji, Ze Bacillus thermoamylovorans je schopen
degradovat jak rekalcitrantni tak i snadno rozlozitelné latky pii biosuseni Cistirenskych kali,
zatimco vyluCuje amylazy, celulazy, hemicelulazy a dal§i enzymy degradujici
oligosacharidy a monosacharidy. Rod Acinetobacter je také schopen degradovat Siroké
spektrum uhlovodikl (Karadag a kol., 2013). Mize degradovat lignin, naftu a také redukovat
dusi¢nan na amoniak (Mara a kol., 2012; Trois a kol., 2010).

Spolecenstva hub

Druhova bohatost a diverzita spolecenstev hub vykazovala ve studii Liu a kol. (2019)
podobny trend jako je pozorovan u bakterialnich spolecenstev. Stejné tak Cai a kol. (2017),
kteti sledovali druhovou bohatost a diverzitu spolecenstev hub pii biosuSeni Cistirenskych
kali, pozorovali pokles druhové bohatosti hub v priibéhu biosuseni. Zaznamenali vyznamny
pokles indexu ACE z hodnoty 126 na zacatku biosuSeni na hodnotu 49 na konci procesu.
Oproti tomu diverzita vykazovala jiny trend, kdy Shannon index klesl béhem prvni
termofilni faze z hodnoty 2,67 na 1,90, ale béhem druhé termofilni fAze dosahl maxima 2,92.
Béhem faze ochlazovani klesl az na hodnotu 0,52. To mlze byt vysvétleno tim, Ze teploty
nad 60 °C béhem prvni termofilni fdze omezily rist hub, zatimco teploty 50-55 °C béhem

druhé termofilni fize umoznily aktivaci termofilnich hub (Huang a kol., 2010).
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Houby jsou rozhodujici pro rozklad polymernich slou¢enin (Lopez-Gonzalez a kol., 2015),
nicmén¢ naptiklad Cai a kol. (2017) pomoci taxonomické analyzy odhalili, ze houby
ptedstavovaly pouze 0,05 % vSech mikroorganismu pii biosuSeni kali. Jako dominantni
kmeny se objevuji Ascomycota, Basidiomycota, Ichthyosporea a Zygomycota, pticemz kmen
Ascomycota dominuje béhem celého procesu biosuseni kalti (Cai a kol., 2017; Liu a kol.,
2019; Zhang a kol., 2018b). Napftiklad Liu a kol. (2019) pozorovali nartist podilu kmene
Ascomycota z 58,5 % na zaCatku biosuseni kalu na 94,8 % v termofilni fazi. Poté klesl a na

konci biosuseni dosahl 52,2 %.

Podobné i jini autofi zaznamenali v termofilni fazi pfi bisouseni Cistirenskych kald narast
abundance kmene Ascomycota na 96,7 % a nasledny pokles ve fazi ochlazovani, nicméné
na konci procesu jejich relativni abundance opét narostla na 99,8 % (Cai a kol., 2017).
Kmeny Ascomycota a Basidiomycota jsou znamé svou vynikajici schopnosti degradovat
lignoceluldzu, diky produkei enzymu lignocelulazy (Jurado a kol., 2014). Avsak pouze kmen
Ascomycota muze tolerovat vysoké teploty nad 60 °C pfi termofilni fazi, a proto jeho

dominance vyznamné pfispiva k degradaci lignoceluldzy (Zhang a kol., 2018b).

Prestoze kmen Ascomycota ptetrvava béhem celého procesu biosusSeni, jeho sloZeni se méni
v zéavisloti na jeho fazi, jak ukazala studie Cai a kol. (2017), ve které v termofilni fazi
dominovali zéstupci patfici pravdépodobné do fadu Saccharomycetales, zatimco na konci
procesu pievazovali zastupci pattici pravdépodobné do fadu Sordariales. Také Liu a kol.
(2019) na zacatku biosuSeni kalu ze skladky s kalem vznikajicim pfi vyrobé piva pozorovali
dominanci rodt Pichia, Cryptococcus a Hyphopichia s relativnimi abundancemi 30,7 %,
20,2 %, 17,2 %. V termofilni fazi pak dominantnimi rody byly Pichia (69,5 %)
a Metschnikowiaceae (11,7 %), ve fazi ochlazovani pak dominovaly rody Scopulariopsi,

Microascaceae, Coprinopsis a Mortierella.

3.2. Analyza PLFA

Metody pouzivané pro charakterizaci mikrobidlnich populaci ¢asto zahrnuji kultivaéni
pfistupy. AvSak méné neZ 1 % pldnich mikroorganismii je mozné kultivovat, coz
predstavuje nereprezentativni dil¢i vzorek, ktery neumozituje vyvozovat zavéry o aktivni
mikrobidlni komunité a v disledku toho byl kladen diiraz na vyvoj metod nezavislych na

kultivaci mikroorganismt (Watzinger, 2015).
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Analyza slozeni mikrobidlni komunity za pouziti metod nezavislych na kultivaci obecné
zahrnuje extrakci markerovych slou¢enin skupin organismi. Tyto markery, tzv. biomarkery
jsou slouceniny, které maji biologickou specifi¢nost v tom smyslu, ze jsou produkovany
pouze omezenymi skupinami organismi (Ruess a Chamberlain, 2010). Pro stanoveni
biomasy by m¢él byt biomarker pfitomen v relativné konstantnich mnozstvich
v organismech, které jsou pfedmétem zajmu. V piipad¢ ze mé byt biomasa kvantifikovana,
biomarkery, které se vyskytuji v zasobnich produktech, by nemély byt pouzivany pro
vypocty, protoze jejich obsah se lisi podle fyziologického stavu organismu. Kromé toho
biomarkery by po smrti organismit mély vykazovat rychly rozklad, aby poukazovaly pouze
na zivou biomasu (Boschker a Middelburg, 2002; Leckie, 2005). Jednim z takovych markeri
je DNA, ¢i PLFA (Leckie, 2005).

Analyza PLFA je metoda pouzivana vice nez 35 let a je stdle popularni jako prostiedek
k charakterizaci mikrobialnich skupin v rozmanité skale environmentalnich matric (Willers
a kol., 2015). Tato metoda je zaloZzena na piimé extrakci mastnych kyselin z matrice
a stanoveni izolovanych methylesterti mastnych kyselin za pouziti plynové chormatografie

(Piotrowska-Seget a Mrozik, 2003).

3.2.1. PLFA

PLFA jsou mastné kyseliny, které tvoii soucéast fosfolipidi. Fosfolipidy, neboli
glycerfosfolipidy (Glycerophospholipids — GPL), se sklddaji z jedné molekuly glycerolu,
ktera je na dvou hydroxy skupindch navazéana na dva fetézce mastnych kyselin (hydrofobni
konec molekuly) a jednou hydroxy skupinou na fosfatovou skupinu, ktera s dalSim
substituentem (napf. ethanolamin, inositol, serin ¢i cholin) tvofi hydrofilni konec molekuly
(Kaur a kol., 2005; Lordan a kol., 2017). PLFA jsou na glycerol navazany prostfednictvim
esterove vazby (Obr. 2a) (Castro-Gémez a kol., 2015), nicméné existuji 1 alkyl-GPL, neboli
alkyl-ether-lipidy, kde je na glycerol navdzan misto mastné kyseliny uhlovodikovy fetézec

pomoci etherové vazby (Obr. 2b) (Pinault a kol., 2018).
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Obrazek 2: Struktura glycerfosfolipidi (GPL) (a) a alkyl-glycerfosfolipidi (alkyl-GPL) (b) (podle
Lordan a kol., 2017)

Biologicky vyznam fosfolipidl vyplyva z amfifilniho charakteru jejich molekul, ktery maji
diky pfitomnosti jak hydrofobni tak i1 hydrofilni ¢asti. Tyto Casti vytvareji lipidovou
dvojvsrtvu s hydrofobni ¢asti oto¢enou dovnitf a hydrofilni ¢asti vystavenou smérem ven.
Lipidova dvojvrstva pak umoziiuje sestaveni bunécnych a organelovych membran
(Castro-Gomez a kol., 2015; Contarini a Povolo, 2013), které tvoii selektivné propustnou
bariéru, jez je nezbytnd pro u¢inné oddéleni bunky ¢i organely od okoli (Lordan a kol.,

2017).

PLFA mohou byt déleny na zakladé¢ vazby mezi mastnou kyselinou a glycerolem na
esterifikované (tvofi 60-90 % z mastnych kyselin obsaZzenych v bunéné membrang)
a neesterifikované PLFA (tvofi pouze 10-40 %), pficemz ob¢ skupiny podléhaji dal§imu
déleni (Obr. 3) (Zelles, 1999). Esterifikované PLFA jsou soucésti ptevazné bakterialnich
membran, zatimco neesterifikované PLFA ptevladaji v membranach Archea (Caforio
a Driessen, 2017; Green a Scow, 2000). Struktura PLFA a podil nasycenych, nenasycenych,

rozvétvenych a cyklopropanovych mastnych kyselin v jednotlivych fosfolipidech ovliviiuji
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tekutost (fluiditu) a propustnost bakteridlnich membran (Denich a kol., 2003; Li a kol.,
2007).

PLFA
EL - PLFA NEL - PLFA
(esterifikované) (neesterifikované)
. ! e !
EL- UNFA EL - HYFA NEL - UNFA NEL - HYFA
(nesubstituované) (hydroxysubstituované)  (nesubstituované) (hydroxysubstituované)
EL - SATFA EL - MUFA EL - PUFA
(nasycené) (mononenasycené) (polynenasycené)

STRA BRANC
(s rovnym fFetézcem) (s rozvétvénym retézcem)

Obrazek 3: Klasifikace PLFA (podle Zelles, 1999)

Mastné kyseliny jsou obecné znaceny jako X:YwZ, kde X predstavuje pocet atoml uhliku,
Y pocet dvojnych vazeb a Z oznaCuje polohu prvni dvojné vazby od alifatického
(methylového, ®) konce molekuly (Obr. 4). Piedpony ,a“ a ,i“ oznacuji
anteiso- a isovétveni. Cyklopropylové mastné kyseliny jsou uréeny ptedponou ,,cy“.
Ptedpona ,,Me*“ ¢i ,,OH* pak znaci pfitomnost methylové skupiny ¢i hydroxy skupiny,
pfiemz Cislo umisténé pred nimi oznacuje pozici piislusné skupiny. Piipony ¢ a t pak
oznacuji cis a trans izomery, kdy c se obvykle neuvadi (Kaur a kol., 2005; Quideau a kol.,
2016).

Methylovy konec
(0]
(w konec)
08 us |
— e C
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Karboxylovy kanec
(A konec)

Linolova kyselina — 18:2wb6,9
(cis,cis-9,12-octadecadienova kyselina)

Obriazek 4: Znaceni mastnych Kkyselin (priklad) (podle Ruess a Chamberlain, 2010)
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3.2.1.1 PLFA jako biomarker

SloZzeni mastnych kyselin mtze byt ovlivnéno fyziologickym a nutricnim stavem
mikrorganismi, faktory prostfedi a expozici toxickym latkdm (Mrozik a kol., 2014).
Analyzu PLFA pak lze pouzit pro riizné ucely: stanoveni celkové mikrobialni biomasy; jako
biomarkery pro jednotlivé skupiny organismu; poskytnuti pfehledu o funkénim stavu

mikrobidlni komunity (Green a Scow, 2000; Willers a kol., 2015).

Pouziti PLFA jako miry Zivotaschopné mikrobidlni biomasy zavedli Frostegird a kol.
(1991), ktefti pro jeji stanoveni pouzili celkové mnozstvi PLFA zjisténych v ptidnim vzorku.
Vysledky métené jako celkové mnozstvi PLFA dobfte koreluji s vysledky jinych metod pro
stanoveni mikrobidlni biomasy (Johansen a Olsson, 2005; Kunihiro a kol., 2014; Leckie
a kol., 2004; Zelles a kol., 1992) a tento pristup je tak Siroce pouzivan pro odhad mikrobidlni

biomasy v environmentalnich studiich (Willers a kol., 2015).

Pouziti PLFA jako miry Zivotaschopné mikrobialni biomasy bylo také Siroce akceptovano
na zékladé studii, které uvadely rychlou degradaci PLFA po bunééné smrti (Drenovsky
a kol., 2004; Janzen a kol., 1994; White a kol., 1979; Zelles a kol., 1992). Krom¢ toho
lipidové slozeni biologickych membran se 1iSi napii¢ taxonomickymi fiSemi a to jak ve
struktufe mastnych kyselin, tak ve vyskytu esterovych a etherovych vazeb (Caforio
a Driessen, 2017). Diky tomu jednotlivé PLFA mohou slouzit jako biomarkery pro stanoveni
jednotlivych skupin organismii (Frostegard a Baath, 1996; Mrozik a kol., 2014; Zelles a kol.,
1997).

Bakteridlni fosfolipidy typicky obsahuji nasycené a mononenasycené mastné kyseliny.
Biomarkery uznané pro gram-negativni bakterie zahrnuji mononenasycené mastné kyseliny
(Zelles a kol.,, 1997), cyklopropylové mastné kyseliny (Hogberg a kol.,, 2007)
a hydroxy-substituované neesterifikované mastné kyseliny pfitomné v lipopolysacharidech
tvoficich jejich bunécnou sténu (Parker a kol., 1982). PouzZivané biomarkery pro
gram-pozitivni bakterie jsou termindlné¢ rozvétvené nasycené mastné Kyseliny
s iso- a anteisovétvenim, pficemz  methyl-substituované mastné kyseliny  jsou
charakteristické pro aktinobakterie (Vestal a White, 1989). Biomarkery pouZivané pro
oznaceni hub jsou Casto polynenasycené mastné kyseliny. Jednd se hlavné o mastnou
kyselinu 18:206,9. Jako biomarker pro houby slouZzi také mastna kyselina 18:1w9, jejiz

koncentrace obvykle dobie koreluje s koncentraci 18:206,9 (Frostegdrd a kol., 2011;
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Frostegard a Baath, 1996). Priklady konkrétnich PLFA pouzivanych jako biomarkery pro

jednotlivé skupiny jsou uvedeny v Tab. 1.

Tabulka 1: Priklady PLFA pouZivanych jako bimarkery pro jednotlivé skupiny

PLFA biomarkery

oznaceni

zdroj

Nasycené mastné kyseliny s
piimym fetézcem:

obecné biomarkery pro

(Andrés a kol., 2019;
Balasooriya a kol., 2014;

10Mel16:0; 10Mel7:0;
10Mel8:0

bakterie
14:0; 15:0; 16:0; 17:0; 18:0 Canarini a kol., 2016;
Lange a kol., 2014);
Methyl-substituované mastné
kyseliny: ) ] (Fichtner a kol., 2014;
Aktinobakterie

Jiang a kol., 2018; Mechri
a kol., 2014; Zhao a kol.,
2018)

Mononenasycené mastné
kyseliny:

14:1w5¢; 15:1; 15:1w6¢;
16:107t; 16:109c; 16:1w11c;
17:1; 18:1w5¢; 18:107;
19:10w9c¢; 19:1w12¢; 20:109c¢;
20:109t; 22:109c; 22: 109t
16:1w5c;

Gram-negativni bakterie

(Buckeridge a kol., 2013;
Lange a kol., 2014;
Lupwayi a kol., 2017
Mechri a kol., 2014; Tavi a
kol., 2013)

Hydroxy-substituované
mastné kyseliny:

20H 12:0; 30H 12:0; 20H
14:0; 30H 14:0; 20H 16:0;
20H 18:0

Gram-negativni bakterie

(Buckeridge a kol., 2013;
Canarini a kol., 2016;
Fichtner a kol., 2014)

Cyklopropylové nasycené
mastné kyseliny:

cyl7:0; cy19:0

Gram-negativni bakterie

(Andrés a kol., 2019;
Breulmann a kol., 2014;
Mechri a kol., 2014)

Terminalné rozvétvené
mastné kyseliny:

al3:0;113:0;114:0; 115:0;
al5:0;116:0; a17:0; 117:0;
al8:0;118:0

Gram-pozitivni bakterie

(Andrés a kol., 2019;
Fichtner a kol., 2014;
Lange a kol., 2014; Mechri
a kol., 2014; Tavi a kol.,
2013)

Polynenasycené mastné
kyseliny:
18:306,9,12; 18:3103,6,9;
18:209,12; 18:2106,9

Houby

(Buckeridge a kol., 2013;
Garcia-Orenes a kol., 2015;
Liu a kol., 2017b; Zhao a
kol., 2018)
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Mnoho studii uvadi konkrétni PLFA jako biomarkery pro konkrétni skupiny
mikroorganismu, nicméné existuje n€kolik pfipadl, kdy stejné PLFA mohou oznacovat
velmi odlisné skupiny (Kaur a kol., 2005; Quideau a kol., 2016; Ruess a Chamberlain, 2010).
Napftiklad PLFA cyl17:0 a cyl19:0, které jsou zndmy jako biomarkery pro gram-negativni
bakterie, jsou ptfitomny i v né¢kterych gram-pozitivnich bakteriich (Schoug a kol., 2008).
Kromé toho biomarkery 16:0 a 18:0 pouzivané pro bakterie (Zelles a kol., 1997) se vyskytuji
ve vSech pidnich mikroorganismech zahrnujicich prokaryota a eukaryota a v dasledku toho
nemusi byt citlivymi ukazateli slozeni mikrobialni komunity v matrici (Quideau a kol.,
2016). Stejné tak mononenasycend mastna kyselina 16:1®5, biomarker mykorhiznich hub
(Olsson, 1999), byla také nalezena u bakterii (Nichols a kol., 1986). Z tohoto divodu se
v soucasné¢ dob¢ jako biomarker pro mykorhozni houby pouzivd 16:105 ziskana

z neutralnich lipidi (Birgander a kol., 2017; Cozzolino a kol., 2016; Karlowsky a kol., 2018).

Dalsim ptikladem jsou PLFA 18:206,9 a 18:1w9, které jsou pouzivané jako biomarkery pro
houby, a vSak tyto dvé PLFA jsou bézné u mnoha eukaryotickych organismi, véetn¢ rostlin
(Frostegard a kol., 2011). Nicméné tyto PLFA mohou byt dobrym ukazatelem pro houby
v matricich, kde zastoupeni roslinné biomasy je nizké, ¢i kde se rostlinné buniky nevyskytuji
vubec (Zelles, 1999). Kromé toho néktefi autofi zaznamenali korelaci mezi koncentracemi
18:2106,9 a ergostrolu, coz ukazuje, Ze tato PLFA je dobrym indikatorem ektomykorhiznich

a saprofytickych hub (Baath a Anderson, 2003; Frostegard a Baath, 1996).

Sledovani slozeni PLFA muze byt také vyuZito pfi hodnoceni stresu v mikrobialni komuniteé,
kdy se predpoklada, Ze bakterie méni sloZeni své bunééné membrany v reakci na podminky
prostiedi (Frostegard a kol., 2011). NarGst poméru nasycenych a mononenasycenych
mastnych kyselin, poméru trans a cis izomeri mononenasycenych mastnych kyselin
a poméru cyklopropylovych mastnych kyselin a jejich mononenasycenych prekurzora jsou
pouzivany jako znamky stresu (Badth a Anderson, 2003; Frostegard a kol., 1993; Guckert
a kol., 1986; Heipieper a kol., 1996; Petersen a Klug, 1994; Pietikdinen a kol., 2000).
Nicméné je tfeba brat v tvahu, Ze zmény v uvedenych pomérech PLFA mohou byt
zpiisobeny rovnéz zménou ve sloZeni mikrobidlniho spolecentsva a naopak (Frostegérd

akol., 2011).

Kromé toho pfi interpretaci zmén ve slozeni PLFA se predpoklada jejich rychld degradace
po smrti mikroorganismil, nicméné tyto dva procesy mohou byt vzajemné nezavislé, piicemz
podminky prostifedi jsou rozhodujici pro miru obratu PLFA (Frostegird a kol., 2011;
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Ranneklev a Béath, 2003). Napiiklad toxickd latka miize usmrtit mikroorganismy, ale
zarovenn miize inhibovat ¢innost enzyma degradujici prislusné PLFA (Frostegard a kol.,

2011).

V disledku vyse uvedenych skutecnosti nemusi byt interpretace PLFA vzdy pfimocara
a m¢la by byt provadéna s opatrnosti (Frostegérd a kol., 2011; Mrozik a kol., 2014; Quideau
a kol., 2016).

3.2.2. Metody pro stanoveni PLFA

Klicovym krokem ptipravy vzorku pro analyzu PLFA je separace lipidovych slozek od
ostatnich ve vodé rozpustnych slozek jejich ucinnou a selektivni extrakei, ktera je provadéna
za pouziti organickych rozpoustédel (Quideau a kol., 2016). Metoda extrakce lipidid pomoci
smési organickych rozpustédel byla vyvinuta Bligh a Dyer (1959). Ve studii White a kol.
(1979) byla tato metoda modifikovdna a pouzita pro stanoveni mikrobiadlni komunity
v sedimentech mofe a oblasti brakickych vod. Metoda pak byla dale rozvijena

a optimalizovana pro aplikaci v piidni védée (Frostegard a kol., 1993, 1991; Zelles, 1999).

Pro extrakci lipidd ze vzorku se pouziva jednofazovy roztok chloroform:methanol:pufr.
Podminky extrakce vSak vykazuji v literatuie nékteré zmény. Napiiklad byly testovany
fostatové, citratové a acetatové pufry pro dosazeni lepSiho roztoku PLFA v organické fazi
(Frostegard a kol., 1991; Nielsen a Petersen, 2000; White a kol., 1979). Namisto chloroformu
byl pouzit dichlormetan (Nielsen a Petersen, 2000). Kromé toho pomér matrice
k extrakénimu Cinidlu, doba extrakce, cyklus a podminky (jako napfiklad vortexovani) byly
pozménény riznymi autory (Frostegard a kol., 1991; Papadopoulou a kol., 2011; Wu a kol.,
2009), pficemz na zaklad¢ vysledkl se ukazalo, Ze zmény v postupu extrakce pak méni
mnozstvi a sloZeni extrahovanych lipida (v€etné PLFA), a proto by mél byt postup udrzovan

konstantni (Watzinger, 2015).

Po extrakci lipidli nasleduje extrakce na pevné fazi (Solid Phase Extraction — SPE), diky
¢emuz jsou lipidy rozdéleny na neutralni lipidy, glykolipidy a fosfolipidy. Pro separaci se
pouzivaji kolonky na bazi silikagelu (SPE-SI) (Kaur a kol., 2005; Quideau a kol., 2016).
SPE je rychla technika pro frakcionaci lipidd, kterd navic kombinuje procesy extrakce,
Cisténi a obohacovéani analytd (Brondz, 2002). V dal§im kroku jsou fosfolipidy
transmethylovany za ucelem ziskani methylesterti fosfolipidovych mastnych kyselin

(Phospholipid fatty acids methyl esters — PL-FAME), pfi€emzZ je nutné zamezit pfitomnosti
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vody béhem celé methylace, aby se zamezilo vzniku vedlejSich produkt ve formé volnych
mastnych kyselin (Chowdhury a Dick, 2012). Poslednim krokem je separace a kvantifikace
jednotlivych PL-FAME pomoci plynové chromatografie (Obr. 5) (Kaur a kol., 2005;
Quideau a kol., 2016). Detailni postup viz kapitola 4.4.

Kromé vyse popsané jednoduché extrakéni metody PLFA existuji jesté dal§i metody, které
se mohou pouzivat pro analyzu mikrobidlnich lipidd extrahovanych pfimo
z environmentalniho vzorku a to analyza methylestert mastnych kyselin (Fatty acid methyl
esters — FAME) a rozsifena jednoduché extrakéni metoda PLFA (Kaur a kol., 2005) (Obr.
5). Celkova analyza FAME zahrnuje saponifikaci pidy v methanolu, methylaci lipidd,
extrakci lipidd  methyl-terc-butyl-etherem a hexanem nasledovanou plynovou
chromatografii (Cavigelli a kol., 1995). Nicméné¢ je nutné zdlraznit, Ze tato analyza zahrnuje
vSechny pfitomné lipidy ve vzorku, vcetné PLFA, které mohou byt methylovany.
Nevyhodou této metody je pak skutecnost, ze FAME pochdazeji jak z zivych tak mrtvych
bunék a ze v§ech organismu ptitomnych v pfislusné testované matrici (Green a Scow, 2000;

Mrozik a kol., 2014; Watzinger, 2015).

Na druhou stranu pfi rozsitené extrakéni metodé PLFA, vyvinuté Zelles a kol. (1992), je
extrak¢ni postup nasledovan dalsi komplexni extrakéni technikou pro frakcionaci mastnych
kyselin pomoci SPE do chemicky specifickych skupin. Tato metoda poskytuje detekci vice
PLFA, protoZe zahrnuje jak EL-PLFA, tak NEL-PLFA a umoziuje ur¢eni nizké koncentrace
neobvyklych mastnych kyselin (Kaur a kol., 2005). Nicméné tento piistup byl zfejmé prilis
naro¢ny, aby byl pfijat pro rutinni analyzu mikrobidlnich lipidi. V dasledku toho se
nejcasteji citované metody stale spoléhaji na extrakci vyvinutou Frostegéard a kol. (2011,

1993) a White a kol. (1979).
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Obrazek 5: Metody pro analyzu mikrobialnich lipida: celkova analyza FAME (METODA 1),
jednoducha extrakéni metoda PLFA (METODA II), rozSiiena jednoducha extrakéni metoda PLFA
(METODA III) (podle Kaur a kol., 2005)

Mnozstvi a slozeni PLFA métenych ve vzorcich zivotniho prostredi siln€ zavisi na metodice.
Pro dosazeni srovnatelnych vysledkii musi byt metoda extrakce, separace a methylace
robustni a kvantitativni (Watzinger, 2015). Reprodukovatelnost optimalizované analyzy
PLFA je velmi dobra a to je pravdépodobné hlavnim diivodem lepsi citlivosti méfeni PLFA
ke zjisténi zmén v pludnich mikrobidlnich skupinach ve srovndni s molekularné
biologickymi technikami zaloZenymi na polymerdzové fetézové reakci (Ramsey a kol.,
2006). Problém analyzy tak neni pouZitd metoda, ale spiSe zplsob, jakym jsou data

interpretovana (Willers a kol., 2015).

Existuji dva pfistupy zpracovani dat ziskané analyzou PLFA. Prvni je zaloZen na analyze
vybranych skupin mastnych kyselin, které jsou povazovany za biomarkery, jez deteku;ji
mikrobialni skupiny ve vzorcich a naznacuje zmény v jejich biomase (Frostegérd a kol.,
2011). Nicméng, jak jiz bylo uvedeno vySe, tento pfistup ma sva omezeni, jak dokumentuje
nekolik ptikladl, kde jsou uvedeny stejné PLFA, které vSak oznacuji velmi odlisné skupiny

(Frostegard a kol., 2011; Mrozik a kol., 2014; Quideau a kol., 2016).

V druhém pfistupu jsou data podrobena vicerozmérnym statistickym metodam za celem
jejich zjednoduSeni. Nejcastéji pouzivanou metodou je analyza hlavnich komponent
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(Principal Component Analysis — PCA), ktera vizualizuje detailni rozdily ve sloZeni
mastnych kyselin testovanych vzorkd. Oproti prvnimu pfistupu udaje ziskané témito
metodami mohou byt pouzity k urceni faktorti prostiedi, které silné koreluji se strukturou

mikrobidlni komunity (Bossio a kol., 1998; Green a Scow, 2000).

Hlavni nevyhodou analyzy PLFA je vSak jeji velmi nizka tiroven taxonomického rozliseni
(Gabriel, 2010; Mrozik a kol., 2014; Watzinger, 2015). Pro tyto tcely byva z velké Casti
nahrazovana technikami zalozenymi na extrakci a analyze nukleovych kyselin (Frostegard
a kol., 2011; Orwin a kol., 2018). Na druhou stranu analyza PLFA je spolehlivou a levnou
metodou zahrnujici jednoduchy a rychly analyticky postup, ktery nevyzaduje zadné specialni
vybaveni (Mrozik a kol., 2014; Quideau a kol., 2016; Watzinger, 2015; Willers a kol., 2015).
Oproti molekularnim metodam poskytuje rychlou odpovéd’ o kvantité (Quideau a kol., 2016)
a sloZzeni mikrobidlni komunity zahrnujici houby i bakterie (Gabriel, 2010) a vykazuje vyssi

citlivost vii¢i zménam v jejich slozeni (Ramsey a kol., 2006; Watzinger, 2015).

Analyza PLFA se stala oblibenou metodou pro charakterizaci a kvantifikaci mikrobidlnich
komunit nachézejicich se v Sirokém spektru prostfedi, od lesa (Mclntosh a kol., 2013;
Swallow a Quideau, 2013) az po prérie (Card a Quideau, 2010; McKinley a kol., 2005)
a zemé&déslska pole (Bossio a kol., 1998; Lagerlof a kol., 2014). Usp&iné se uplatiiuje pii
charakterizaci reakce ptidy na zmény hospodateni, zahrnujici odstranovani lesnich porostt
(Hannam a kol., 2006), vapnéni (Pettersson a Béath, 2003), rekultivace (DeGrood a kol.,
2005; Hahn a Quideau, 2013), stejné tak jako na disturbance jako je oheni (Swallow a kol.,
2009), kontaminace kovy (Chodak a kol., 2013; Pennanen, 2001) a uhlovodiky (Margesin
a kol., 2007; Markowicz a kol., 2016) a pfemnozeni hmyzu (Stursové a kol., 2014). Kromé
toho je analyza PLFA uspé$né pouZzivana pfi studiu kompostovani, kde nabizi sledovani
vyvoje jednotlivych skupin mikroorganismt v prubéhu procesu (Amir a kol., 2008; Boulter

a kol., 2002; Jiang a kol., 2018; Liu a kol., 2017b).
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Pouzité chemikalie a material

Aceton pro HPLC-G 99,9%

Fosfatovy pufr p. a. (pufr 50 mM KH2PO4, pH 7.,4)

Hydroxid draselny, p. a.

Chloroform (trichloromethan) pro HPLC 99,8%
Dusik 99,99%

n-Hexan pro HPLC

Kyselina octova p. a. 99% (1M)

Methyl tridecanoate > 97%

Methanol pro HPLC

Toluen pro HPLC-G 99,9%

4.2. Pristrojové vybaveni

Analyticka védha Extend

Centrifuga EBA 20

Hmotnostni detektor 240-MS

Kolona DB-5MS

Laboratorni vaha KERN PLS 510-3

Lyofilizator

Plynovy chromatograf Varian 450-GC

SPE kolonky Si LiChrolut® cat. NO 1020210001
Digitéalni pfesné vodni lazen WCB-6

Vortex mixer ZX Classic VELP

Chromservis, CR
Merck, Némecko
Lach-Ner, CR
Chromservis,CR
Linde, CR
Chromservis,CR

Penta, CR

Sigma-Aldrich, Némecko

Chromservis, CR

Chromservis, CR

Sartorius, Némecko

Hettich, Nemécko
Varian, USA
Agilent, USA
KERN, Némecko
Labio, CR
Varian, USA
Merck, Némecko
Witeg, Némecko

Scientifica, Italie

42



4.3. Proces biosuSeni

Byly sledovany 4 cykly biosuSeni pojmenované A, B, C, D. Odvodnéné anaerobné
stabilizované kaly pochazely z dvou riiznych &istiren odpadnich vod (COV) umisténych ve
Stiednich Cechéch. Pro cykly A, B byl kal odebiran z COV o dimenzované kapacité 60 000
ekvivalentnich obyvatel (e.0.) a pro cykly C, D z COV o dimenzované kapacité 70 000 e.o.

U vsech cykla byl pred zacatkem biosuseni piislusny Cistirensky kal smichan s biezovou
Stépkou v hmotnostnim poméru 5:2. Pfislusné vstupni suSiny vzniklé¢ smési jsou uvedené

v Tab. 2.

Kazdy cyklus probihal ve dvou ¢tvrtprovoznich reaktorech (Ptiloha 1), které byly naplnény
30 kg smési kalu a Stépky. V ramci kazdého cyklu se reaktory liSily pouze typem
provzdusnovani. U prvniho reaktoru (R1) bylo provzduSiovani nejprve fizeno koncentraci
kysliku v odchozim vzduchu (udrzovani koncentrace kysliku mezi 16-20 % pomoci
aeracnich pulzil) do doby, nez teplota v reaktoru dosahla 45 °C. Poté byla teplota ve stfedni
vrstvé reaktoru udrzovana blizko této teploty pomoci snizovani a zvySovani vykonu
ventilatoru. Z tohoto diivodu, Ze v pribéhu procesu byly udrzovany teploty mezi 40-50 °C,
proces probihajici v tomto reaktoru byl pracovné nazvan jako mezofilni rezim. V druhém
reaktoru (R2) pak byly nastaveny konstatni intervaly provzdusiovani, kdy dochazelo
k zapnuti ventilatoru na 42 sekund kazdych 15 minut. Z divodu, Ze pti tomto pravidelném
provzdusiovani doslo k vyskytu i1 termofilni faze, proces probihajici v tomto reaktoru byl

pracovné nazvan jako termofilni rezim.

Proces biosuseni u vSech cykli trval ptiblizné 2 tydny (A=15 dni, B=16 dni, C=16 dni, D=15
dni).

Pro ilustraci byla od pracovnikii spolecnosti DEKONTA a.s. poskytnuta data ziskana pfi
cyklu B, kterd znazornuji typicky zdznam Cinnosti ventilatoru a objemu vzduchu proslého
skrz napln reaktoru (tj. spotfeba vzduchu) (Obr. 6) a typicky prubéh teploty v pribéhu
mezofilniho (R1) a termofilniho rezimu (R2) (Obr. 7). Kromé& toho byly ziskany hodnoty
vystupnich susin (Tab. 2), maximalnich dosaZenych teplot (Tab. 3) a bodovy pribéh teploty
ve stfedni vrstveé reaktoru (viz kap. 5.) pro mezofilni a termofilni rezimy vSech cykli A, B,
C, D. Podobné jako u cykli A, B, D byly u cyklu C zaznamenany maximalni teploty pfi
mezofilnim 1 termofilnim reZimu, nicméné ve fdzi ochlazovani doslo k vypadku cidel

snimajicich teplotu v reaktorech a byly zméfeny teploty az ke konci procesu. Pro ziskani
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prabéhu teplot v tomto tseku byla proto provedena pracovniky DEKONTA a.s. interpolace
dat.

Provzduifiovani
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Obrizek 6: Znazornéni spotieby vzduchu a miry provzduSiovani pri riznych provzduSiovacich

rezimech — mezofilni rezZim (a) a termofilni rezim (b)
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Teplota a relativni vihkost
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Obrazek 7: Prubéh laboratorni teploty a relativni vlhkosti a zmény teplot ve tiech vrstvach substratu

v reaktorech s riznymi provzdusiiovacimi rezimy — mezofilni reZim (a) a termofilni rezim (b)

Tabulka 2: SuSina materialu na vstupu a vystupu z procesu (pramérné hodnoty z 5-6 hodnot) pro

mezofilni rezim (R1), termofilni reZzim (R2)

Cyklus | SusSina - vstup (%) | Susina - vystup v R1 (%) | SusSina - vystup v R2 (%)
A 50,69 + 4,8 43,91+10,18 51,26 £12,13
B 46,98 £2,0 52,67 +5,42 56,66 + 4,45
C 33,9+29 43,95+ 1,7 40,05+ 14
D 429+2.2 552+1,3 542+1,7
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Tabulka 3: Maximalni dosaZené teploty ve tiech vrstvach (horni, stifedni a spodni) reaktoru pfi

mezofilnim (R1) a termofilnim (R2) reZimu p¥i jednotlivych experimentalnich cyklech

Cyklus Spodni R1 | Stfedni R1 | Horni R1 | Spodni R2 | Stiedni R2 | Horni R2
(°O °C) °C) °C) (°O O
A 46,8 43,6 53,9 63,6 70,8 70,9
B 45,1 44.4 48,1 55,5 62,6 65
C 46,1 45 52,6 63,4 71 69,3
D 453 45,5 54,3 57,7 64 65,1

4.4. Stanoveni PLFA

4.4.1. Odbér a priprava vzorki

Odbér vzorkl provadeli pracovnici spolecnosti DEKONTA a.s.

Pomoci vzorkovaci lopatky byl v pfislusny den odebran vzorek o ptiblizné hmostnosti 250 g
z 6 mist v reaktoru (3 z horni ¢asti a 3 z dolni ¢asti). Po homogenizaci kazdého vzorku zv1ast’
byly kvartaci vytvofeny podvzorky o hmotnosti 50 g, které byly ddny do centrifugacnich
plastovych zkumavek a ty pak byly pfemistény do mrazédku. Odbér vzorki probihal pfiblizné
obden.

Dale byly vzorky lyofilizovany a poté zhomogenizovany v tfeci misce. Takto zpracované
vzorky byly piipraveny pro stanoveni PLFA, které bylo provedeno podle metodiky (Snajdr
a kol., 2008).

4.4.2. Extrakce lipidia

Do cisté vypalené zkumavky bylo navazeno 0,2-0,5 g lyofilizovaného vzorku, ke kterému
byla pfiddna jednofizova smés chloroform:methanol:fosfatovy pufr (50 mM KH2POs,
pH=7,4) v poméru 1:2:0,8 v/v/v. Poté byl vzorek michan pomoci vortexu 30 sekund
a staticky extrahovan ve tmé pii pokojové teplot¢ 1 hodinu. Po extrakci nasledovala
centrifugace (3500 rpm, 5 minut). Vznikly supernatant byl odebran Pasteurovou pipetou do
Cisté vypalené zkumavky a ponechan ve tmé pii pokojové teploté. K sedimentu bylo pfidano
0,625 ml chloroformu a 1,25 ml methanolu, byl vortexovéan 30 sekund a ponechan extrahovat
za stejnych podminek 1 hodinu. Po nasledné centrifugaci (3500 rpm, 5 minut) byl
supernatant odebran Pasteurovou pipetou a spojen s piedchozim. Extrakce chloroformem

a methanolem byla provedena za stejnych podminek jesté jednou.
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Podle vySe uvedeného postupu byl ziskan celkovy supernatant, ke kterému bylo ptidano
1,9 ml fosfatového pufru a 1,9 ml chloroformu. Déle byla smés michdna pomoci vortexu
30 sekund a ponechéna 1 hodinu v lednici (4 °C). Poté nasledovala centrifugace (3500 rpm,
5 minut), ¢imz doslo k odd€leni spodni chloroformové casti obsahujici lipidy a horni vodné
faze. Chloroformova ¢ast byla Pasteurovou pipetou odebrana do ¢isté vypalené vialky (objem
3 ml), zatimco k vodné €asti bylo pfidano opét 1,9 ml chloroformu a smés byla vortexovana

30 sekund. Po nésledné centrifugaci byla odebrané chloroformova ¢ast spojena s predchozi.

4.4.3. Frakcionace lipidu

Vzorek byl odpaifen do sucha proudem dusiku. Poté bylo ke vzorku ptidano 300 pl
chloroformu a byl michan pomoci vortexu 30 sekund. Kolonka Lichrolut Si 60 byla nejprve
promyta 1,5 ml chloroformu a poté na ni byl aplikovan vzorek. Vialka byla jesté jednou
oplachnuta 150 pl chloroformu pomoci vortexu (15 sekund) a vzorek byl pfenesen na
kolonku. Pro odstranéni frakce neutrélnich lipidi byla kolonka promyta 2 ml chloroformu
apro odstranéni frakce glykolipidi 6 ml acetonu. Poté byla kolonka promyta 2 ml
methanolu, ¢imz doslo k uvolnéni frakce fosfolipidi, ktera byla jimana do nové vypalené

vialky.

4.4.4. Mirna alkalicka methanolyza (transesterifikace)

Vzorek byl odpaten do sucha proudem dusiku. Ke vzroku bylo pfidano 0,5 ml toluenu
a 0,5 ml methanolu. Smés byla vortexovana 30 sekund a poté k ni byl pfidan 1 ml Cerstvé
ptipraveného 0,2 M KOH v bezvodém methanolu. Nasledovala inkubace ve vodni 14zni pfi
37 °C 15 minut. Dale bylo ptidano 1,6 ml hexanu, 0,4 ml chloroformu, 0,3 ml 1 M kyseliny
octové a 2 ml Cerstvé destilované vody a smées byla michdna pomoci vortexu 30 sekund. Poté
nasledovala centrifugace (2500 rpm, 5 minut). Vznikld horni faze byla pfevedena
Pasteurovou pipetou do nové vypaléné vialky, zatimco ke vzorku bylo pfidano 1,6 ml hexanu
a 0,4 ml chloroformu. Smés byla vortexovana 30 sekund a centrifugovana (2500 rpm, 5 minut).
Horni faze byla opét odebrana Pasteurovou pipetou a spojena s predchozi. Extrakce hexanem

a chloroformem probéhla jeste jednou za stejnych podminek.

Vzorek tvofeny tfemi odebranymi hornimi fazemi byl odpafen do sucha proudem dusiku. Poté
bylo ptidano 950 pl hexanu, vzorek byl vortexovan 30 sekund a cely objem byl pienesen do
krimpovaci vialky. Ke vzorku bylo pfidano 50 pl vnitiniho standardu (C13:0 methyl tridekanoét

v hexanu o konc. 200 ppm).
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4.4.5. GC/MS analyza

Analyza vzrokl probihala na plynovém chromatografu Varian 450-GC s hmotnostnim
detektorem Variant 240-MS (GC/MS — Gas Chromatography-Mass Spectrometry). Pro
separaci analyti byla pouzita kolona DB-5MS (délka 30 m, vnitini primér 0,25 mm,
tloustka stacionarni faze 0,25 pm). Pomoci autosampleru Combi Pal byl vstfikovan vzorek
o objemu 1 pl, teplota injektrou byla 240 °C. Jako nosny plyn slouzilo He s priitokem 1,0
ml/min. Teplotni program zacal isotermalné pfi teploté 60 °C pti zavieném délici, ktery se
po 1 minut¢ oteviel (split ratio 1:50). Teplota stoupala linearné do 120 °C (25 °C/min) a poté
do teploty 240 °C (2,5 °C/min), ktera pak byla udrzovéana po dobu 10 minut. K detekci byla
pouzita elektronova ionizace (70 eV). M¢feni celkového iontového proudu probihalo
v rozsahu 50-400 m/z. Methylestery mastnych kyselin byly identifikovany na zakladé

porovnani reten¢nich ¢ast s ptislusnymi standardy.

4.4.6. Vyhodnoceni

Ptitomné skupiny mikroorganismu byly charakterizovany jako soucet koncentraci mastnych

kyselin piislusnych pro jednotlivé skupiny (Snajdr a kol., 2008; Stella a kol., 2015).

e Houby: 18:206,9

e Gram-negativni bakterie (G-): 16:107,16:1®5, cy17:0, cy19:0, 18:1w7

e Gram-pozitivni bakterie (G+): 114:0, 115:0, al15:0, 116:0, 117:0, a17:0

e Aktinobakterie: 10Me-16:0, 10Me-17:0, 10Me-18:0

e Bakterie celkem: i14:0, 115:0, al5:0, 15:0, 116:0, 16:109, 16:107, 16:1m5, 10Me-
16:0,117:0, al7:0, cy17:0, 17:0, 10Me-17:0, 18:1w7, 10Me-18:0, cy19:0

e (Celkova mikrobialni biomasa (PLFAota): 114:0, 115:0, al15:0, 15:0, 116:0, 16:1®9,
16:107, 16:1w5, 16:0, 10Me-16:0, 117:0, al7:0, cy17:0, 17:0, 10Me-17:0, 18:107,
10Me-18:0, cy19:0, 18:216,9, 18:109

e Pomér hub a bakterii (H/B) byl vypocitan jako podil sou¢tu PLFA charakteristickych
pro houby a souctu PLFA charakteristickych pro bakterie (zahrnujici G+, G- bakterie
a aktinobakterie) podle rovnice (2).

e Pomér aktinobakterii a celkové mikrobidlni biomasy (aktinobakterie/mikrob.
biomasa) byl vypocitan jako podil souctu PLFA charakteristickych pro

aktinobakterie a sou¢tu PLFAotal podle rovnice (3).
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e Pomér G+ a G- bakterii (G+/G-) byl vypocitan jako podil souctu PLFA
charakteristickych pro G+ bakterie a souctu PLFA charakteristickych pro G—

bakterie podle rovnice (4).

SPLFA hub [mgkg™1]

H/B - Y PLFA bakterii celkem [mg-kg—1] (2)
i if Ja—1
aktinobakterie /mikrob. biomasa = YPLFA aktinobakterii [n_lg kg1] G
YPLFAtotql [mgkg=?]
if Ja—1
G +/G— __ YPLFA G+bakterii [mgkg™ "] (4)

"~ YPLFA G-bakterii [mg-kg—1]

4.5. Statistické zpracovani dat

Pro statistické zpracovani dat byl pouzit program Microsoft Office Excel 2016 a statisticky

program R verze 3.5.3.

4.5.1. Celkova mikrobialni biomasa

Pro testovani nulové hypotézy, ktera predpokladd, ze celkovd koncentrace PLFA se
vyznamné neméni v pritbéhu mezofilniho/termofilniho rezimu biosuseni (kap. 5.1.1.), byla

pouzita ANOVA. Pro parové porovnani byl pouzit Tukeytiiv test.

Pro testovani nulové hypotézy, ktera predpoklada, Ze u celkovych koncentracich PLFA neni
na konci procesu vyznamny rozdil mezi reaktory pracujicich pfi rliznych teplotnich reZimech

(kap. 5.1.1.), byl pouzit dvouvybérovy t-test.

4.5.2. Pomér H/B

Pro testovani nulové hypotézy, kterd predpokladd, ze pomér H/B se vyznamné neméni
v pribéhu mezofilniho/termofilniho rezimu biosuseni (kap. 5.1.2.), byla pouzita ANOVA.

Pro péarové porovnani byl pouzit Tukeytv test.

Pro testovani nulové hypotézy, kterd pfedpoklada, Ze u hodnot poméru H/B neni na konci
procesu vyznamny rozdil mezi reaktory pracujicich pti riznych teplotnich reZimech (kap.

5.1.2.), byl pouzit dvouvybérovy t-test.

4.5.3. Biomasa aktinobakterii

Pro testovani nulové hypotézy, ktera predpoklada, ze koncentrace PLFA charakteristickych

pro aktinobakterie se vyznamné neméni v pribéhu mezofilniho/termofilniho rezimu
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biosuSeni (kap. 5.1.4.), byla pouzita ANOVA. Pro parové porovnani byl pouzit Tukeyho

test.

Pro testovani nulové hypotézy, ktera predpoklada, Ze u hodnot poméru
aktinobakterie/celkova mikrobialni biomasa neni na konci procesu vyznamny rozdil mezi
reaktory pracujicich pfi riznych teplotnich rezimech (kap. 5.1.4.), byl pouzit dvouvybérovy

t-test.

4.5.4. Pomér G+/G—

Pro testovani nulové hypotézy, ktera piredpoklada, ze pomér G+/G— bakteriii se vyznamné
neméni v pribé¢hu mezofilniho/termofilniho rezimu biosuseni (kap. 5.1.3.), byla pouzita

ANOVA. Pro parové porovnani byl pouzit Tukeyho test.

Pro testovani nulové hypotézy, ktera predpoklada, ze ve dnech maximélnich hodnot poméru
G+/G— bakteriii neni vyznamny rozdil mezi reaktory pracujicich pfi riznych teplotnich

rezimech (kap. 5.1.3.), byl pouzit dvouvybérovy t-test.

4.5.5. PCA

U obou teplotnich reziml experimentalnich cykli A, B, C, D byly celkové koncentrace
jednotlivych PLFA (vyjadienych jako mgkg') podrobeny PCA. Vysledky byly shrnuty
pomoci biplotl, ve kterych smér a relativni délka indikuji smér (kladny ¢i zaporny) a silu
(delsi = silngjs8i) korelace, zatimco thel mezi vektory indikuje korelaci mezi proménnymi

(maly uhel = vyssi korelace) (Guo a kol., 2018).
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5. Vysledky a diskuze

5.1. Vyvoj skupin mikroorganismu

V ramci vSech cykli A, B a C, D, které se vzajemné lisily kalem odebiranym z dvou rtiznych
COV, byly sledovany vyvoje celkové mikrobidlni biomasy, poméru H/B, biomasy

aktinobakterii a poméru G+/G— bakterii.

5.1.1. Celkova mikrobialni biomasa

Vyvoj celkové koncentrace PLFA odpovidajici celkové mikrobialni biomase pii mezofilnim
a termofilnim rezimu cyklu B je zobrazen na Obr. 8b. Celkova koncentrace PLFA
vykazovala statisticky vyznamny pokles (p<0,05) v priibéhu obou teplotnich rezimi. Pti
mezofilnim rezimu doslo k poklesu o 62,0 %, pii termofilnim rezimu bylo pozorovano
69,9% snizeni celkové koncentrace PLFA. Tento klesajici trend byl zaznamenén i u cykli C
(Obr. 9¢) a D (Obr. 9d), u kterych doslo v pribéhu mezofilniho reZimu biosuSeni k poklesu

0 39,6 %, 48,1 % a pfi termofilnim rezimu biosuseni o 58,4 %, 55,6 %.
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Obrazek 8:

Celkova koncentrace PLFA odpovidajici celkové mikrobialni biomase a teplota stifedni

vrstvy v priibéhu mezofilniho a termofilniho reZimu biosuSeni cyklu A (a), B (b). Chybovymi use¢kami

je znazornéna smérodatna odchylka (6 nezavislych vzorki). Ruznd pismena reprezentuji statisticky

vyznamné rozdily dle Tukeyho testu (p<0,05) v pribéhu jednotlivych teplotnich rezimi.
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Obrazek 9: Celkova koncentrace PLFA odpovidajici celkové mikrobialni biomase a teplota stiedni
vrstvy v pribéhu mezofilniho a termofilniho reZimu biosuseni cyklu C (c¢), D (d). Chybovymi use¢kami
je znazornéna smérodatna odchylka (6 nezavislych vzorkii). Rlizna pismena reprezentuji statisticky
vyznamné rozdily dle Tukeyho testu (p<0,05) v pribéhu jednotlivych teplotnich rezimu.

Jiny vyvoj byl pozorovan u cyklu A (Obr. 8a), kde pti mezofilnim rezimu biosuseni byl
zaznamenany statisticky vyznamny (p<0,05) narast celkové koncentrace PLFA mezi
12.a 15. dnem a pii termofilnim rezZimu mezi 6. a 12. dnem. NarGst hodnot by mohl byt
vysvétlen rozvojem nové mezofilni populace (Cahyani a kol., 2002; Herrmann a Shann,

1997). Nicméné 1 pies tuto skutecnost na konci obou teplotnich rezima byly hodnoty celkové
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koncentrace PLFA statisticky vyznamné nizsi (p<0,05) oproti hodnotdm na zacatku procesu.

Pti mezofilnim rezimu doslo k poklesu 0 43,6 % a pii termofilnim rezimu o 34,0 %.

Jiny trend vyvoje celkové koncentrace PLFA odpovidajici celkové mikrobialni biomase
byva v zavislosti na typu substratu pozorovan u kompostovani, pti kterém obvykle dochazi
nejprve k nardstu a k naslednému poklesu (Jiang a kol., 2018; Klamer a Baath, 1998; Liu
a kol., 2017b; Xu a kol., 2010). Nartst celkové mikrobidlni biomasy byva ptisuzovan hlavné
vysoké dostupnosti snadno rozlozitelnych organickych latek pii rozvijejici se termofilni fazi
(Klamer a Baéth, 1998; Steger a kol., 2007b). Oproti tomu Steel a kol. (2013) nezanamenali
vyznamné zmény v priabéhu kompostovani smési $tépky z topolové klry, sena a Cerstvé
travy, pii kterém celkovd koncentrace PLFA dosahla minimalnich hodnot pfi prvni
termofilni fazi a po druhé termofilni fazi. Podobny pribéh celkové koncentrace PLFA

zaznamenali také dal$i autofi (Steger a kol., 2003).

Nicmén¢ Adani a kol. (2002) (viz kap. 3.1.1.) uvadéji, ze snizeni mikrobidlni aktivity ke
konci procesu muze byt disledkem nevhodného obsahu vlhkosti (efekt suseni) a/nebo
kompletni degradaci biologicky rozlozitelnych latek (efekt degradace), pticemz dospéli
k zavéru, Ze efekt degradace se projevuje pii procesu podobnému kompostovani, zatimco
efekt suSeni pii procesu podobnému biosuseni. Optimalni obsah vlhkosti pro kompostovani
se lisi podle druhu substratu, ale obecné by se méla pohybovat mezi 50-60 % (Gajalakshmi
a Abbasi, 2008). Pfi biosuSeni, kdy obsah vlhkosti klesa pod 50 %, tak panuji nevhodné
podminky pro rozvoj mikrobidlni biomasy (Yang a kol., 2014), ¢imz mlzZe byt vysvétlen
klesajici trend celkové mikrobidlni biomasy v pribéhu obou teplotnich rezimu cykla B, C

aD.

Ptestoze celkova mikrobidlni biomasa vykazovala klesajici trend u obou teplotnich rezimi,
na konci procesu byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) mezi mezofilnim
a termofilnim rezimem cykld B (Obr. 8b), C (Obr. 9¢c) a D (Obr. 9d), kde celkova
koncentrace PLFA dosahla vyssich hodnot v reaktoru pracujicim v mezofilnim reZimu. Na
konci mezofilniho a termofilniho reZimu biosuSeni celkova koncentrace PLFA Cinila u cyklu
B 223,98 + 40,34 mg-kg! a 177,52 + 20,29 mg-kg!, u cyklu C 1092,62 + 129,31 mg-kg’!
a 753,13 + 62,36 mg-kg!, u cyklu D 1029,59 + 60,55 mgkg! a 879,85 + 51,62 mgkg™.
Oproti cyklu A vyssi teploty panujici po celou dobu termofilnich rezimt cykla B, C a D tak
vedly k vyraznéjSimu omezeni celkové mikrobialni biomasy, ¢imZ je podporovana hypotéza,

vvvvv
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Tyto skutecnosti podporuji Bernal a kol. (2009), kteti uvedli, Ze pfi teplotdch nad 63 °C
dochdzi béhem kompostovani k rychlému poklesu mikrobidlni aktivity, protoze uz je
piekroCena optimalni teplota pro riizné termofilni mikroorganismy, pfi¢emz mikrobialni
aktivita se vyrazn¢ snizuje pii 72 °C. S tim souhlasi 1 vysledky Steger a kol. (2007a), ktefi
zaznamenali vys$i hodnoty celkové koncentrace PLFA pii kompostovacim procesu, ve
kterém byla maximalni teplota 40 °C, oproti procesim, kde maximalni teploty byly 55 °C
a 67 °C. Krom¢ toho vyssi teploty pii termofilnim rezimu mohly podpofit zvySeny rozklad
snadno rozlozitelnych organickych latek (Cai a kol., 2016a; Liu a kol., 2019) a je mozné, ze
mikrobialni biomasa na konci termofilnich rezima cykli B, C, D byla tedy omezena také

v disledku nizsi dostupnosti zivin (Jiang a kol., 2018).

5.1.2. Pomér H/B

Pro sledovdni vyvoje biomasy hub a bakteriii byl pouzit pomér H/B, ktery je bézné
pouzivanym ukazatelem zmén mikrobidlni komunity v pad¢ (Frostegird a kol., 2011;

Frostegird a Baéth, 1996), stejné tak pti kompostovani (Antizar-Ladislao a kol., 2008).
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Obrizek 10: Pomér H/B a teplota sti‘edni vrstvy v prubéhu mezofilniho a termofilniho reZimu biosuSeni
cyklu A (a), B (b). Chybovymi useckami je znizornéna smérodatna odchylka (6 nezavislych vzorki).
Rizna pismena reprezentuji statisticky vyznamné rozdily dle Tukeyho testu (p<0,05) v prubéhu

jednotlivych teplotnich rezimi.
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Obrazek 11: Pomér H/B a teplota stiredni vrstvy v pribéhu mezofilniho a termofilniho reZimu biosuseni
cyklu C (c¢), D (d). Chybovymi useckami je znazornéna smérodatna odchylka (6 nezavislych vzorki).
Riizna pismena reprezentuji statisticky vyznamné rozdily dle Tukeyho testu (p<0,05) v pribéhu
jednotlivych teplotnich rezimu.

Vyvoj poméru H/B v ramci cyklu A je zobrazen na Obr. 10a. Z vysledkt vyplyva, ze pomér
H/B se vramci cyklu A vyznamné ménil (p<0,05) v prabéhu obou teplotnich rezimt
biosuSeni. Pfi mezofilnim rezimu se pomér H/B vyznamné neménil az do 4. dne, nicméné
poté doslo mezi 4. a 15. dnem k statisticky vyznamnému nartstu (p<0,05) z 0,051 £ 0,008
na 0,181 + 0,037. Podobné¢ 1 u termofilniho rezimu se pomér H/B vyznamné neménil az do
8. dne, po kterém doSlo k statisticky vyznamnému ndrlGstu (p<0,05) do 15. dne
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z 0,059 + 0,007 na 0,273 + 0,052. Nartst pomeru H/B s postupem obou teplotnich rezimi
biosuseni byl pozorovén také u cyklu B (Obr. 10b). V pribéhu mezofilniho rezimu biosuseni
byl zaznamenan statisticky vyznamny naruast (p<0,05) mezi 5. a 16. dnem z 0,067 + 0,011

na 0,181 = 0,045, u termofilniho rezimu pak doslo k statisticky vyznamnému narastu

(p<0,05) mezi 8. a 16. dnem z 0,064 = 0,017 na 0,228 + 0,034.

Tento vyvoj poméru H/B pozorovali pti kompostovani také Steel a kol. (2013). V prab&hu
termofilni faze zaznamenali minimum poméru H/B (<0,4), nicméné¢ poté pomér H/B
vyznamné vzrostl a ziistal relativné konstatntni (= 1) v pribehu faze ochlazovani a zrani.
Pokles biomasy hub v pribchu termofilni faze a jeji nasledny nartst je bézné pozorovan pii
kompostovani (Cahyani a kol., 2002; Covino a kol., 2016; Liu a kol., 2017b). Podobné
1 Klamer a Badth (1998) pozorovali pti kompostovani drcené sldmy z Miscanthus rychly
pokles poméru H/B z 0,37 na 0,007 béhem termofilni faze (69 °C) a dosli k zavéru, ze
biomasa hub se rozviji hlavné pii mezofilnich podminkach, kdy se teploty pohybuji do

50 °C, zatimco teploty vyssi nez 50 °C vedou jiz k inhibici jejich rtstu.

Krom¢ toho nartst podilu hub ke konci procesu muze byt dan také jejich konkurenéni
vyhodou degradovat hiife rozlozitelné latky jako je celuloza a lignin (Albrecht a kol., 2010;
Langarica-Fuentes a kol., 2014; Liu a kol., 2017b).

Pti termofilnim rezimu cyklu C (Obr. 11¢) pomér H/B vykazoval podobny trend, jako byl
pozorovan u termofilnich rezimt cykli A, B, nicméné k statisticky vyznamnému nartstu
(p<0,05) doslo az mezi 12. a 16. dnem z 0,048 = 0,003 na 0,148 £ 0,043. Jinych vysledkl
u cyklu C bylo vSak dosaZeno pi1 mezofilnim rezimu, kdy pomér H/B statisticky vyznamné
klesl (p<0,05) mezi 3. a 5. dnem a poté se jiz vyznamné neménil, pfi¢emz jeho hodnoty mezi
1. a 16. dnem klesly o0 47,0 %. I pfi termofilnim rezimu cyklu D (Obr. 11d) byl pozorovan
nariist poméru H/B mezi 6. a 15. dnem z 0,057 £ 0,006 na 0,075 £ 0,016, nicmén¢ mezi
1.a 15. dnem nebyl pozorovan vyznmany nartist hodnot. Pfi mezofilnim rezimu se vSak
hodnoty poméru H/B vyznamné neménily v pribéhu celého procesu. Tyto vysledky
naznacuji, Ze pi1 mezofilnim reZimu cyklu C a obou teplotnich reZimech cyklu D nedoslo

k vyznamngj$imu uplatnéni biomasy hub s postupem biosuseni.

Vyznamnéj$i uplatnéni hub ke konci kompostovani hnoje s dfevénymi hoblinami
nezaznamenali Xu a kol. (2010) 1 pres skutecnost, Ze doslo k poklesu teploty z 67 °C na
40 °C. Amir a kol. (2008) pii kompostovani Cistirenského kalu pozorovali nejprve narast

18:2w6,9 (biomarker hub) a nasledny pokles po nartstu teplot, po kterém jiz tato PLFA
58



zustala konstatni, pfiCemz v prubéhu celého procesu teplota neptfesdhla 52 °C. Je tak
pravdépodobné, ze pii mezofilnim rezimu biosuseni cyklu C a obou teplotnich rezimech
cyklu D nebyla teplota hlavnim faktorem ovliviiujici ¢innost hub, nicméné to mohl byt
nevhodny pomér C/N, pH, vlhkost ¢i jiny faktor ovliviiujici pritbéh procesu (Gajalakshmi
a Abbasi, 2008).

Z vysledki je patrné, ze rizné teplotni rezimy maji vliv na vyvoj poméru H/B, ktery na konci
procesu cykli A (Obr. 10a), B (Obr. 10b) a C (Obr. 11c¢) dosahl statisticky vysSich hodnot
(p<0,05) v reaktoru pracujicim pii termofilnim rezimu biosuseni. Tato skutecnost miize byt
vysvétlena tim, ze mirné teploty panujici v pritbéhu mezofilnich rezimt biosuseni cykli A,
B, C (Tab. 3) byly optimalni pro rist hub a oproti termofilnim rezimim se mohly vice
uplatiiovat v pribéhu celého procesu (Gajalakshmi a Abbasi, 2008; Liu a kol., 2017b). S tim
souhlasi 1 vysledky Carpenter-Boggs a kol. (1998), ktefi uvedli, Ze PLFA charakterizujici
houby (18:206,9, 18:306,9,12) se vyznamné nezménily béhem 60 dnii po obvyklém
teplotnim profilu kompostovani, ve kterém teploty nepiesahly 60 °C. Kromé toho je
pravdépodobné, ze pii termofilnich reZimech cykli A, B, C vyssi teploty (Tab. 3) podpofily
¢innost bakterii v termofilni fazi, ¢imZ doSlo k vyssi spotfebé snadno rozlozZitelnych latek
(Cai a kol., 2016a; Zhang a kol., 2018b), coz také zvyhodnilo ¢innost hub ke konci

termofilniho rezimu biosuseni (Liu a kol., 2017b).

5.1.3. Biomasa aktinobakterii

Na Obr. 14a je zobrazen vyvoj koncentraci PLFA chrarakteristickych pro aktinobakterie
v pribéhu mezofilniho a termofilniho reZimu biosuSeni cyklu A. Z vysledki vyplyva, Ze
koncentrace PLFA se vyznamné ménila (p<0,05) v priabéhu obou rezima biosuseni. Pfi
mezofilnim rezimu biosuseni doSlo u koncentraci PLFA charakteristickych pro
aktinobakterie k statisticky vyznamnému nértstu (p<0,05) mezi 12. a 15. dnem, pfiCemz
v prubehu celého procesu se zvysily 2,9krat. Pi termofilnim rezimu biosuseni doslo nejprve
k statisticky vyznamnému poklesu (p<0,05) mezi 1. a 4. dnem z 7,04 + 1,24 mg-kg! na
5,51 = 1,02 mg-kg™! a poté k statisticky vyznamnému nartistu (p<0,05) koncentraci PLFA
mezi 8. a 12. dnem z 4,75 + 0,42 mg'kg! na 7,78 + 0,37 mg'kg!. Po 12. dni byl viak
pozorovan opét statisticky vyznamny pokles (p<0,05) na 5,87 + 0,60 mg-kg™'.

Podobny vyvoj byl pozorovan i u cyklu B (Obr. 14b), kdy pfi mezofilnim reZimu se

koncentrace PLFA vyznamné neménily aZz do 5. dne, po kterém doSlo k statisticky
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vyznamnému ndristu (p<0,05) do 16. dne z 5,45 + 1,95 mg-kg! na 13,48 + 1,67 mgkg™!. P
termofilnim rezimu byl pozorovan statisticky vyznamny pokles (p<0,05) mezi 1. a 3. dnem,
kdy se koncentrace PLFA snizila z 8,75 + 0,95 mg-kg™! na 4,33 + 0,64 mg-kg™!. Poté doslo
k statisticky vyznamnému naristu (p<0,05) do 5. dne, nicméné oproti mezofilnimu rezimu
koncentrace PLFA opét statisticky vyznamné klesla (p<0,05) mezi 5. a 8. dnem
76,22 + 1,33 mg-kg! na 3,50 + 0,38 mg-kg™!. Od 8. dne se koncentrace PLFA jiZ vyznamng

nemeénila az do konce procesu.
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Obrazek 12: Koncentrace sumy PLFA charakteristickych pro aktinobakterie a teplota stiedni vrstvy

v priubéhu mezofilniho a termofilniho reZimu biosuSeni cykli A (a), B (b). Chybovymi use¢kami je
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znazornéna smérodatna odchylka (6 nezavislych vzorkii). Rizna pismena reprezentuji statisticky

vyznamné rozdily dle Tukeyho testu (p<0,05) v priibéhu jednotlivych teplotnich reZimu.
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Obriazek 13: Koncentrace sumy PLFA charakteristickych pro aktinobakterie a teplota stiedni vrstvy
v pribéhu mezofilniho a termofilniho reZimu biosuseni cykli C (¢), D (d). Chybovymi useckami je
znazornéna smérodatna odchylka (6 nezavislych vzorki). Riizna pismena reprezentuji statisticky
vyznamné rozdily dle Tukeyho testu (p<0,05) v pribéhu jednotlivych teplotnich rezimi.
Narhst biomasy aktinobakterii s postupem procesu, jaky byl zaznamenéan pii mezofilnich
rezimech cykli A a B, je ¢asto pozorovan i pti kompostovani (Bolta a kol., 2003; Boulter
a kol., 2002; Kato a kol., 2005; Klamer a Baath, 1998; Steger a kol., 2003; Xu a kol., 2010;
Zhao a kol., 2018), pficemz tento narist mize byt zpisoben n¢kolika faktory. Steger a kol.
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(2007a) uvadgji, ze dilezitym selektivnim faktorem pro vyvoj aktinobakterii pii
kompostovani je teplota. Optimalni riist aktninobakterii se pohybuje v rozmezi 25-30 °C,
a proto maji tendenci rast az v pozd¢jSich fazich kompostovani. Kromé toho aktinobakterie
se vyvijeji obvykle pomaleji nez vétsina bakterii nebo hub a jsou neefektivnimi konkurenty
pti vysoké dostupnosti zZivin, ale naopak se stdvaji konkurenceschopné&jsi pfi snizujicich se

hladinach zivin (Gajalakshmi a Abbasi, 2008; Nakasaki a kol., 1985).

Zaznamenany pokles biomasy aktinobakterii ke konci termofilnich rezimt cykli A a B mohl
byt zplisoben tim, Ze vyssi teploty pii termofilnim rezimu vedly k vyssi eliminaci vlhkosti
(Velis a kol., 2009) a tim k dosazZeni vyssi suSiny materialu (Tab. 2), coz mohlo negativné
ovlivnit ¢innost aktinobakterii (Yang a kol., 2014). Tyto vysledky tak podporuji cast

hypotézy, ktera tika, ze ke konci biosuSeni nedojde k narlistu biomasy aktinobakterii.

Oproti tomu obnoveni biomasy aktinobakteriii ke konci procesu bylo pozorovano u obou
teplotnich rezimt cyklu C (Obr. 15c¢), kdy byl pfi mezofilnim rezimu u koncentraci PLFA
charakteristickych pro aktinobakterie zaznamenan statisticky vyznamny nartst (p<0,05)
mezi9.a 16. dnem z 90,97 £ 5,65 mg-kg na 119,02 + 18,81 mg-kg™!. Pii termofilnim reZzimu
byl pozorovan statisticky vyznamny pokles (p<0,05) mezi 3. a 5. dnem
7 105,50 = 14,48 mg-kg! na 66,22 + 6,97 mgkg!. Poté doslo k statisticky vyznamnému
nardstu (p<0,05) mezi 9. a 12. dnem z 52,20 + 13,12 mg-kg™! na 71,93 = 6,37 mg-kg™!, po
kterém vsak jiz nebyl pozorovan statisticky vyznamny pokles az do konce procesu. Nartst
biomasy aktinobakterii u obou teplotnich rezima cyklu C mohl byt podpofen tim, ze u obou
reziml bylo dosaZeno pomérné nizkych hodnot vystupni suSiny (Tab. 2) a efekt suSeni nebyl

tak vyrazny jako u termofilnich rezimi cykli A a B (Adani a kol., 2002).

Podobné¢ jako u cyklu C doslo u termofilniho rezimu cyklu D (Obr. 15d) k obnoveni biomasy
aktinobakteriii ke konci procesu, kdy byl zaznamenén statisticky vyznamny nartst (p<0,05)
koncentraci PLFA charakteristickych pro aktinobakterie mezi 11. a 15. dnem
z 73,20 £ 12,22 mgkg! na 110,65 + 16,00 mg-kg'. Nicméné jiny trend vyvoje biomasy
aktinobakteriii byl pozorovan pii mezofilnim reZimu, kdy koncentrace PLFA statisticky
vyznamné klesly (p<0,05) mezi 1. a 4. dnem a poté se jiz vyznamné neménily az do konce
procesu. Mezi 1. a 15. dnem doSlo k poklesu 0 41 %. Klesajici vyvoj biomasy aktinobakterii
po termofilni fazi, kdy se teploty drzZely pod 35 °C, zaznamenali pfi kompostovani Liu a kol.
(2017b), pfi€emzZ tento pokles ptfisuzovali vy€erpani Zivin. Tento efekt degradace je
pozorovan spiSe u kompostovani (Elouaqoudi a kol., 2015; Steger a kol., 2005). Nicméné
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vzhledem k nezaznamenanému narastu poméru H/B pfi mezofilnim rezimu cyklu D (viz
kap. 5.1.2.) je pravdépodobné, ze pokles aktinobakterii mohl byt zptisoben ucinky efektu
suSeni 1 efektu degradace (Adani a kol., 2002).

Prestoze aktinobakterie se uplatiiuji vice pii mezofilnich podminkach v pozdéjsich fazi
kompostovani (Gajalakshmi a Abbasi, 2008), existuji i termofilni aktinobakterie (Nakasaki
a kol., 1985; Steger a kol., 2007b). S tim souhlasi i Herrmann a Shann (1997), ktefi
zaznamenali narist PLFA charakterizujici aktinobakterie (10Me-16:0, 10Me-17:0,
10Me-18:0) jiz v termofilni fazi kompostovani. Nicméné na zaklad¢ vysledka cykla A, B
a C je patrné, Ze aktinobakterie upfednostitovaly podminky panujici pfi mezofilnim rezimu
biosuseni. Tuto skute¢nost potvrzuje také vyvoj poméru aktinobakterie/mikrob. biomasa
cyklia A, B, C (Ptiloha 3), u kterych hodnota poméru byla na konci procesu statisticky
vyznamné vyss$i (p<0,05) v reaktoru pracujicim pii mezofilnich podminkach. V pribchu
mezofilniho rezimu biosuSeni cykli A, B a C se hodnoty poméru aktinobakterie/mikrob.

biomasa zvysily 5,4krat, 4,2krat a 1,9krat.

Podobnych vysledkti dosahli 1 Steger a kol. (2007a), ktefi sledovali vliv riznych teplot na
vyvoj aktinobakterii pti kompostovani biologického odpadu z domécnosti se slamou pomoci
analyzy PLFA. Dosli k zavéru, Ze aktinobakterie se vice uplatiovaly pii procesech, kde
maximalni teploty dosahovaly 40 °C a 55 °C. Ke konci téchto procest byla relativni
koncentrace PLFA charakterizujici aktinobakterie okolo 15 %. Oproti tomu pfii procesu, kde
maximalni teplota byla 67 °C, byla pouze okolo 10 %. Dominance aktinobakterii byla
zaznamenana i v dalSich studiich, které se zabyvaly kompostovanim biologickych odpadt
z domdcnosti ve vsadkovém reaktoru, jez probihalo bez striktné termofilnich teplot (<50 °C)

(Hiraishi a kol., 2000; Narihiro a kol., 2003).

Na zaklad¢ vysledkt (Pilnacek a kol., 2019) (viz kap. 3.1.6.) je tak pravdépodobné, ze
aktinobakterie by mohly byt zodpovédné za degradaci vybranych PPCP pii mezofilnim
rezimu biosuSeni. Aktinobakterie jsou podobné jako houby znamé svou schopnosti
degradovat hure rozlozitelné latky vcetné persistentnich toxickych latek, (Bernal a kol.,
2009; Nordin a kol., 2005; Rybkina a kol., 2003; Zhao a kol., 2018), pficemz jsou ale
schopny tolerovat vyssi teploty a pH (Gajalakshmi a Abbasi, 2008) a mohly by tak mit velky
vyznam pii degradaci téchto latek. Z tohoto divodu pii dal§Sim studiu biosuseni jako metody
odstranéni xenobiotik z Cistirenskych kal, by méla byt aktinobakteriim vénovéana vétsi

pozornost.
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5.1.4. Pomér G+/G—

Pro sledovani vyvoje G+ a G- bakterii byl pfi
(Antizar-Ladislao a kol., 2008; Willers a kol., 2015).

biosuseni pouzit pomér G+/G—
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Obrazek 14: Pomér G+/G— a teplota stfedni vrtsvy v pribéhu mezofilniho a termofilniho reZimu

biosuseni cyklu A (a), B (b). Chybovymi tiseCkami je znazornéna smérodatna odchylka (6 nezavislych

vzorkiil). Rizna pismena reprezentuji statisticky vyznamné rozdily dle Tukeyho testu (p<0,05)

v pribéhu jednotlivych teplotnich rezimi.
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Obrazek 15: Pomér G+/G— a teplota stfedni vrtsvy v pribéhu mezofilniho a termofilniho reZimu
biosuseni cyklu C (c), D (d). Chybovymi use¢kami je znazornéna smérodatna odchylka (6 nezavislych
vzorki). Rizna pismena reprezentuji statisticky vyznamné rozdily dle Tukeyho testu (p<0,05)
v pribéhu jednotlivych teplotnich reZimi.
Vyvoj poméru G+/G— pii mezofilnim a termofilnim rezimu biosuseni cyklu A je zobrazen
na Obr. 12a. Na zakladé vysledk je patrné, ze pomér G+/G— se vyznamné ménil v pribéhu
mezofilniho i termofilniho rezimu bioususeni (p<0,05). Pfi mezofilnim rezimu biosuSeni byl
zaznamenan statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) mezi 1. a 4. dnem, kdy hodnoty poméru
G+/G— narostly z 0,373 £+ 0,028 na 1,635 + 0,181. Poté doslo k statisticky vyznamnému
poklesu (p<0,05) do 8. dne na 1,090 + 0,264, po kterém se pomér G+/G— jiz vyznamné
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nemeénil. Podobny vyvoj byl pozorovan i pfi termofilnim rezimu biosuSeni, kdy opét doslo
k statisticky vyznamnému naristu (p<0,05) mezi 1. a 4. dnem z0,373 + 0,028 na
1,166 + 0,054. Poté byl porozorovan statisticky vyznamny pokles (p<0,05) az do 15. dne,
kdy pomér G+/G— ¢inil 0,925 + 0,146.

Mirny pokles poméru G+/G— byl pozorovan také pii termofilnim rezimu cyklu B (Obr. 12b),
pfi kterém pomér G+/G— statisticky vyznamné rostl (p<0,05) mezi 2. a 5. dnem. Statisticky
vyznamny rozdil (p<0,05) byl pak zaznamenan mezi 5. a 16. dnem, kdy hodnoty klesly
z 1,239 + 0,149 na 0,943 + 0,147. Jiného vyvoje poméru G+/G— vsak bylo dosazeno pii
mezofilnim rezimu cyklu B, pii kterém byl opét porozorovan statisticky vyznamny narast
(p<0,05) poméru G+/G—mezi 2. a 5. dnem z 0,322 + 0,046 na 0,800 + 0,268, nicmén¢ poté

se jiz vyznamné neménil az do konce procesu.

Nartst a nasledny pokles poméru G+/G— byl pozorovan u obou teplotnich rezimt cyklu D
(Obr. 13d). Pii mezofilnim rezimu biosuseni byl statisticky vyznamny rozdil (p<0,05)
pozorovan mezi 1. a 4. dnem, kdy hodnoty poméru G+/G— narostly z 0,798 + 0,019 na
1,303 £ 0,182. Poté doslo k statisticky vyznamnému poklesu (p<0,05) do 6. dne na
0,990 + 0,174, po kterém se jiz pomér G+/G— vyznamn¢ neménil. Podobné 1 pfi termofilnim
rezimu byl pozorovan statisticky vyznamny nartst (p<0,05) poméru G+/G— do 4. dne,
nicmén¢ statisticky vyznamny pokles (p<0,05) byl pozorovan az mezi 6. a 15. dnem, kdy
hodnoty klesly z 1,706 + 0,068 na 1,449 + 0,082. Podobny trend vykazoval pomér G+/G—

pfi obou teplotnich rezimech biosuseni také u cyklu C (Obr. 13c¢).

Zvysujici se pomér G+/G— zaznamenany u obou teplotnich rezimii cyklia A, B, C, D
vypovida o véts§im uplatnéni G+ bakterii pti termofilni fazi, na druhou stranu jeho nasledny
pokles zaznamenany u obou teplotnich rezimii cykla A, C, D a termofilniho rezimu cyklu B
poukazuje na zvysujici se uplatnéni G— bakterii (Willers a kol., 2015). Pokles poméru G+/G—
vSak nebyl pozorovan u mezofilniho rezimu cyklu B. Elouaqoudi a kol. (2015) uvadégji, ze
nepretrzita ptitomnost G+ bakterii ke konci kompostovani poukazuje na stalou piitomnost
biologicky rozlozitelnych organickych latek a dokonce zvySeni G+ bakterii v konecné fazi
kompostovani miize pak byt podpofeno dostupnosti organickych substrati v dasledku
rozpadu lignocelulézovych slouCenin. Je tak pravdépodobné, Ze mirné teploty pfi
mezofilnim rezimu cyklu B omezily rychlou spotfebu organickych latek, jaka je bézné
pozorovana pii vysokych teplotdch v termofilnich fazi biosuseni (Cai a kol., 2016a; Liu

a kol., 2019).
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V Piiloze 2 je zobrazen vyvoj koncentraci PLFA charakteristickych pro G+ a G— bakterie,
pfi¢emz z vyvoje koncentraci PLFA charakteristickych pro G— bakterie je patrné, Ze ani
u jednoho teplotniho rezimu experimentalnich cykla A, B, C, D nedoslo k nartstu biomasy
G- baktreii ke konci procesu. Pii mezofilnim rezimu cyklu A doslo u koncentraci PLFA
charakteristickych pro G- bakterie k statisticky vyznamnému poklesu (p<0,05) mezi
1. a 4. dnem a poté jiz nebyl zaznamenan zadny vyznamny nartist. Podobnych vysledki bylo
dosazeno 1 pii termofilnim rezimu cyklu A. Také u mezofilniho rezimu cyklu B byl
zaznamenan statisticky vyznamny pokles (p<0,05) koncentraci PLFA charakteristickych pro
G- bakterie mezi 1. a 3. dnem, po kterém jiz nebyl pozorovan vyznamny ndrast,
u termofilniho rezimu koncentrace PLFA statisticky vyznamné klesaly (p<0,05) mezi
1.a5. dnem a poté opét nedoslo jiz k vyznamnému nérlstu. V ramci mezofilniho rezimu
cyklu C byl nejprve pozorovan statisticky vyznamny nértst (p<0,05) koncentraci PLFA
charakteristickych pro G— bakterie mezi 1. a 3. dnem, nicméné poté doslo k statisticky
vyznamnému poklesu do 5. dne, po kterém se koncentrace PLFA vyznamné neménily az do
konce procesu, oproti tomu u termofilniho reZimu byl zaznamenan statisticky vyznamny
pokles (p<0,05) mezi 1. a 5. dnem a pot¢ jiz nedoslo k vyznamnému nartistu. Podobny vyvoj
koncentraci PLFA charakteristickych pro G— bakterie byl pozorovan také v rdmci obou

teplotnich rezimu cyklu D.

Tyto vysledky tak nejsou v souladu s vyvojem PLFA charakteristickych pro G— bakterie,
ktery je vétSinou pozorovan u kompostovani, kdy v pocatenich fazich se spole¢né
s houbami vyskytuji pfevazné¢ G— bakterie, které jsou postupné omezovany zvySujicimi se
teplotami pi1 termofilni fazi. Jejich rekolonizace substratu je pozorovana az po nasledném
poklesu teplot (Boulter a kol., 2002; Cahyani a kol., 2002; Klamer a Baath, 1998; Steel
akol., 2013; Xu a kol., 2010). Obnoveni G— bakterii v§ak nepozorovali Amir a kol. (2008)
pti kompostovani Cistirenskych kalil a sldmy. Naopak zaznamenali pokles a uplné zmizeni
PLFA charakteristickych pro G— bakterie (20H 10:0; 30H 12:0; 20H 14:0; 13:0; 16:1; 18:1
trans) jiz po 30 dnech kompostovéani. Zelles a kol. (1992) uvedli, Ze mikroorganismy
obsahujici mononenasycené mastné kyseliny, jako jsou 16:1 a 18:1, jsou siln€ zavislé na
vysoké dostupnosti substratu a pokles biomasy téchto mikroorganismii, respektive pokles
koncentraci téchto PLFA, poukazuje na nedostatek biologicky dostupného uhliku. Nicméné
jak jiz bylo uvedeno vySe, vyCerpani snadno rozlozitelnych latek omezuje cCinnost

mikrobialnich skupin hlavné pii kompostovani, a proto pokles G— bakterii v rdmci obou
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teplotnich rezimt u cykli A, B, C a D mohl byt zptsoben spiSe nevhodnymi vlhkostnimi

podminkami panujicimi pfi procesu biosuseni (Adani a kol., 2002).

Nicméné G+ bakterie predstavuji i striktné termofilni mikroorganismy, které se rychle
rozvijeji zejména béhem faze vysokych teplot (Amir a kol., 2010; Steel a kol., 2013),
zatimco G— bakterie jsou obecné méné odolné vici vysokym teplotdm a jen mélo z nich je
pfi bézném kompostovani termotolerantni (Steel a kol., 2013). Z tohoto divodu se
predpokladalo, ze G+ bakteriim budou oproti G— bakteriim 1épe vyhovovat podminky
panujici pfi termofilnim rezimu. Tato hypotéza byla potvrzena pouze u cyklu B, C a D.
Z vysledkt je patrné, ze pomér G+/G— dosahl maximalnich hodnot po 4 (cyklus A, D)
a 5 (cyklus B, C) dnech biosuseni u obou teplotnich rezimi. Pficemz u cykli B (Obr. 12b),
C (Obr. 13¢) a D (Obr. 13d), dosahl pomér G+/G— v téchto dnech statisticky vyssich hodnot
(p<0,05) v reaktoru pracujicim pii termofilnim rezimu biosuseni. Oproti tomu v ramci cyklu
A (Obr. 12a) hodnoty poméru G+/G— byly v 4. dni biosuSeni statisicky vyznamné vyssi
(p<0,05) v reaktoru pracujicim v mezofilnim rezimu. Je pravdépodobné, ze teploty pfi
termofilnim rezimu cyklu A (Tab. 3) byly jiZ pfili§ vysoké a vedly k inhibici rastu G+
bakterii (Antizar-Ladislao a kol., 2008; Bernal a kol., 2009).

Nicmén¢ kromé vysSe uvedenych skuteCnosti, nebyl v ramci experimentalnich cykld
zaznamenan jednoznacny trend vypovidajici o rozdilném vlivu teplotnich rezimti na pomér
G+/G-. Statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) na konci procesu byl zaznamendn pouze
ucyklu A (Obr. 12a), kde pomér G+/G— doséhl vysSich hodnot pfi mezofilnim rezimu
biosuSeni, a cyklu D (Obr. 13b), v ramci které¢ho vSak doséhl vys$Sich hodnot v reaktoru

pracujicim v termofilnim reZimu.

5.2. PCA

Celkové koncentrace jednotlivych PLFA byly podrobeny PCA, aby se porovnala struktura

komunity v pribéhu mezofilniho a termofilniho rezimu biosuseni cykli A, B a C, D.
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Obrazek 16: Biplot znazornujici vysledky PCA provedené na zikladé zmén v profilech PLFA
mezofilniho reZimu biosuseni cyklu A. Cerné &islice oznaduji vzorky, pFi¢emz &islice pied podtrzitkem
odpovida dni procesu, vstup a vystup oznacuje prvni a posledni den. Pismeno s ¢islici za podtrZitkem
pFedstavuje ozna¢eni vzorku. Jednotlivé PLFA jsou znizornény ¢ervenymi biplotovymi vektory. Cerné
kruhy byly dokresleny za ucelem oznacit PLFA, ktera souviseji s urcitou fazi procesu, PLFA mimo
skupiny se prolinaji mezi jednotlivymi fazemi procesu.

PCA provedend na zdkladé zmén v profilech PLFA mezofilniho rezimu biosuseni cyklu A
odhalila, Ze prvni hlavni komponenta PC1 (Principal Component — PC) vysvétlila 50,93 %
celkové variability a druha hlavni komponenta (PC2) dalSich 22,22 %. Vysledky shrnuté
pomoci biplotu (Obr. 16) ukazaly, Ze se vzorky odebranymi na zacatku procesu pozitivné
koreluji PLFA skupiny 1 (16:107, 16:105, 16:109, 18:107, cy19:0). Poté lze pozorovat
skupinu 2, ktera zahrnuje 116:0,117:0,a17:0, 17:0, 10Me-17:0, 10Me-18:0, cy17:0. Z biplotu
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je pak patrné, ze PLFA skupiny 2 se prolinaji mezi fizi vysokych teplot (4.-6. den) a koncem

procesu.
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Obrazek 17: Biplot znazornujici vysledky PCA provedené na ziakladé zmén v profilech PLFA
termofilniho reZimu biosuSeni cyklu A. Cerné ¢&islice oznauji vzorky, p¥i¢ems &islice pied podtrZitkem
odpovida dni procesu, vstup a vystup oznacuje prvni a posledni den. Pismeno s €islici za podtrZitkem
piedstavuje oznaceni vzorku. Jednotlivé PLFA jsou znazornény &ervenymi biplotovymi vektory. Cerné
kruhy byly dokresleny za ucelem oznacit PLFA, ktera souviseji s urcitou fazi procesu, PLFA mimo
skupiny se prolinaji mezi jednotlivymi fizemi procesu.

V rdmci termofilniho rezimu cyklu A, PC1 vysvétlila 54,12 % a PC2 19,67 % celkové
variability. Biplot (Obr. 17) pak ukdzal, Ze se vzorky odebranymi na zacatku procesu
pozitivné koreluji hlavné PLFA patfici do skupiny 1 (16:1w7, 16:105, 16:109, 18:107,
10Me-16:0), zatimco se vzorky odebranymi béhem termofilni faze (4. den) koreluji PLFA
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spadajici do skupiny 2 (i116:0, 117:0, a17:0). Na konci procesu vSak neni patrna zadna silna

korelace mezi konkrétnimi PLFA a vzorky odebranymi na konci procesu.
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Obrazek 18: Biplot znazornujici vysledky PCA provedené na zakladé zmén v profilech PLFA
mezofilniho reZimu biosuseni cyklu B. Cerné &islice oznauji vzorky, pii¢emz &islice pied podtrzitkem
odpovida dni procesu, vstup a vystup oznacuje prvni a posledni den. Pismeno s ¢islici za podtrZitkem
pFedstavuje ozna&eni vzorku. Jednotlivé PLFA jsou znazornény &ervenymi biplotovymi vektory. Cerné
kruhy byly dokresleny za ticelem oznacit PLFA, ktera souviseji s urcitou fazi procesu, PLFA mimo
skupiny se prolinaji mezi jednotlivymi fazemi procesu.

Jiné vysledky poskytla PCA provedena na zdkladé zmén v profilech PLFA mezofilniho
rezimu biosuseni cyklu B, kde PC1 vysvétlila 61,92 % celkové variability a PC2 dalSich
15,92 %. Biplot (Obr. 18) pak ukazal, ze PLFA spadajici do skupiny 1 (15:0, 16:0, 17:0,
115:0, 114:0, al15:0, 16:109, 16:107, 16:1w05, 18:109, 18:1w7, cy17:0, cy19:0) koreluji se
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vzorky odebranymi na zacatku procesu a PLFA spadajici do skupiny 2 (al7:0, 116:0) se
vzorky odebranymi v poloviné procesu (8.den). Se vzorky spojenymi s koncem procesu

koreluji PLFA patfici do skupiny 3 (10Me-17:0, 10Me-18:0, 117:0).
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Obrazek 19: Biplot znazornujici vysledky PCA provedené na zikladé zmén v profilech PLFA
termofilniho rezimu biosuseni cyklu B. Cerné &islice oznaduji vzorky, pFi¢emz &islice pied podtrzitkem
odpovida dni procesu, vstup a vystup oznacuje prvni a posledni den. Pismeno s €islici za podtrzitkem
piedstavuje oznaeni vzorku. Jednotlivé PLFA jsou znizornény ¢ervenymi biplotovymi vektory. Cerné
kruhy byly dokresleny za ucelem oznacit PLFA, ktera souviseji s urcitou fazi procesu, PLFA mimo

skupiny se prolinaji mezi jednotlivymi fizemi procesu.

Podobné vysledky byly pozorovany i u termofilniho rezimu biosuSeni cyklu B, kde PC1

vysvétlila 66,33 % celkové variability a PC2 dalSich 17,41 %. Biplot zndzornény na Obr. 19

ukazuje, ze PLFA spadajici do skupiny 1 (114:0, 115:0, a15:0, 15:0, 16:1®9, 16:107, 16:1®5,
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16:0, 10Me-16:0, cyl7:0, 17:0, 18:107, cyl19:0, 18:2106,9, 18:109) jsou negativné
korelovany podél PC1 smérem ke vzorklim odebranym na zacatku procesu. PLFA spadajici
do skupiny 2 (i16:0, 117:0, al7:0) pak pozitivn¢ koreluji se vzorky odebranymi 5. den.
Nicméné podobné jako u termofilniho rezimu cyklu A neni pozorovéana zadna korelace mezi

konkrétnimi PLFA a vzorky odebranymi na konci procesu.
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Obrazek 20: Biplot znazornujici vysledky PCA provedené na zakladé zmén v profilech PLFA
mezofilniho reZimu biosuseni cyklu C. Cerné ¢&islice oznaduji vzorky, pFi¢emz &islice pied podtrzitkem
odpovida dni procesu, vstup a vystup oznacuje prvni a posledni den. Pismeno s ¢islici za podtrZitkem
piedstavuje ozna¢eni vzorku. Jednotlivé PLFA jsou znazornény &ervenymi biplotovymi vektory. Cerné
kruhy byly dokresleny za ticelem oznacit PLFA, ktera souviseji s urcitou fazi procesu, PLFA mimo

skupiny se prolinaji mezi jednotlivymi fazemi procesu.
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PCA profili PLFA mezofilniho rezimu cyklu C vedla k jasné diskriminaci zejména podél
PC1 (67,09 % celkové variability) mezi vzorky odebranymi na zacatku procesu a vzorky
odebranymi ve fazi vysokych teplot, fazi ochlazovani a na konci procesu. Biplot (Obr. 20)
pak ukazuje, ze PLFA patiici do skupiny 1 (i14:0, 115:0, al5:0, 15:0, 16:109, 16:1w7,
16:1m5, 16:0, 18:1w7, 18:216,9, 18:1m9) opét pozitivne koreluji se vzorky odebranymi na
zacatku procesu, zatimco PLFA spadajici do skupiny 2 (i16:0, 117:0, al7:0, 10Me-17:0,
cy19:0, cy17:0) se podobné jako u mezofilniho rezZimu cyklu A prolinaji mezi fazi vysokych

teplot (5.den) a koncem procesu.
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Obrazek 21: Biplot znazornujici vysledky PCA provedené na zikladé zmén v profilech PLFA
termofilniho reZzimu biosuSeni cyklu C. Cerné ¢&islice oznatuji vzorky, p¥i¢emz &islice pred podtrZitkem
odpovida dni procesu, vstup a vystup oznacuje prvni a posledni den. Pismeno s €islici za podtrZitkem

piedstavuje oznaceni vzorku. Jednotlivé PLFA jsou znizornény &ervenymi biplotovymi vektory. Cerné
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kruhy byly dokresleny za ucelem ozna&it PLFA, ktera souviseji s uréitou fazi procesu, PLFA mimo
skupiny se prolinaji mezi jednotlivymi fAzemi procesu.

Podobny vyvoj lze pozorovat také na zaklad¢ vysledkit PCA provedené na zakladé zmén
v profilech PLFA u termofilniho rezimu cyklu C, u kterého PC1 vysvétlila 68,37 % a PC2
18,67 % celkové variability. V biplotu (Obr. 21) jsou opét zietelné tii skupiny PLFA, které
koreluji se vzorky odebranymi v rtiznych fazich biosuseni. Se vzorky odebranymi na zacatku
procesu koreluji PLFA patiici do skupiny 1 (i14:0, 115:0, al15:0, 15:0, 16:109, 16:1w07,
16:105, 16:0, 10Me-16:0, 17:0, 18:1w7, 10Me-18:0, 18:2w6,9, 18:119), s fazi vysokych
teplot (5. den) pak 116:0, 117:0, a17:0 (skupina 2). Se vzorky odebranymi na konci procesu

pozitivné koreluje pouze cy19:0 (skupina 3).
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Obrazek 22: Biplot znazornujici vysledky PCA provedené na zakladé zmén v profilech PLFA
mezofilniho reZzimu biosuseni cyklu D. Cerné &islice oznaduji vzorky, p¥i¢emi &islice pied podtrZitkem
odpovida dni procesu, vstup a vystup oznacuje prvni a posledni den. Pismeno s ¢islici za podtrZitkem
piedstavuje oznaceni vzorku. Jednotlivé PLFA jsou znizornény &ervenymi biplotovymi vektory. Cerné
kruhy byly dokresleny za ucelem oznacit PLFA, ktera souviseji s urcitou fazi procesu, PLFA mimo
skupiny se prolinaji mezi jednotlivymi fizemi procesu.
U cyklu D PCA opét seskupila vzorky podle jednotlivych fazi v prib&hu obou teplotnich
reziml biosuseni. V rdmci mezofilniho rezimu PC1 vysvétlila 66,73 % celkové variability
v profilech PLFA a PC2 dalSich 18,94 %, pticemz biplot (Obr. 22) ukazuje, Ze PLFA patfici
do skupiny 1 (15:0, 16:109, 16:107, 16:1®5, 16:0, 10Me-16:0, 17:0, 10Me-17:0, 18:1w07,
10Me-18:0, cy19:0, 18:2106,9, 18:109) opét pozitivné koreluji se vzorky odebranymi na
zacatku procesu, PLFA nalezici do skupiny 2 (i116:0, 117:0, a1 7:0) pak se vzorky odebranymi
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4. a 6. den procesu. Nicmén¢ pozitivni korelace se vzorky odebranymi na konci procesu je

pozorovana opét pouze u cy19:0 (skupina 3).
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Obrazek 23: Biplot znazornujici vysledky PCA provedené na zakladé zmén v profilech PLFA
termofilniho reZimu biosuseni cyklu D. Cerné &islice oznaduji vzorky, piitemz &islice pied podtrzitkem
odpovida dni procesu, vstup a vystup oznacuje prvni a posledni den. Pismeno s ¢islici za podtrzitkem
pFedstavuje oznaéeni vzorku. Jednotlivé PLFA jsou znizornény ¢ervenymi biplotovymi vektory. Cerné
kruhy byly dokresleny za ticelem oznacit PLFA, ktera souviseji s urcitou fazi procesu, PLFA mimo

skupiny se prolinaji mezi jednotlivymi fizemi procesu.

V ramci termofilniho rezimu biosuseni cyklu D PC1 vysvétlila 61,12 % a PC2 22,61 %
celkové variability. Z vysledkd shrnutych pomoci biplotu (Obr. 23) je patrné, ze PLFA
pattici do skupiny 1 (i14:0, al15:0, 15:0, 16:109, 16:107, 16:105, 16:0, 10Me-16:0, cy17:0,

18: 107, 18:216,9, 18:109) jsou negativné korelovany podél PC1 smérem ke vzorkiim
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odebranym na zacatku procesu. PLFA spadajici do skupiny 2 (116:0, 117:0, a17:0) jsou pak
pozitivné korelovany podél PC2 smérem ke vzorkiim odebranym ve fazi vyssich teplot
(4.-6. den), zatimco PLFA pattici do skupiny 3 (17:0, 10Me-17:0, 10Me-18:0, cy19:0) jsou

negativné korelovany podél PC2 smérem ke vzorktim odebranym na konci procesu.

Na zékladé téchto vysledki je patrné, Ze na zacatku obou teplotnich rezimi biosuseni cykla
A (Obr. 16, 17), B (Obr. 18, 19), C (Obr. 20, 21) a D (Obr. 22, 23) byly v substratu
zastoupeny jak G— bakterie (pfevazné mononenasycené PLFA), G+ bakterie (terminalné
rozvétvené PLFA), aktinobakterie (methyl-substituované PLFA) a houby (18:216,9).
Nicméné jak proces postupoval skrz fazi maximalnich teplot, doslo ziejmé k navyseni
termindlné rozvétvenych PLFA. Tato skute¢nost poukazuje na rozvoj G+ bakterii béhem
této faze, coz je v souladu s vysledky uvedenymi v kap. 5.1.4. Posun od mononenasycenych
PLFA na zacatku procesu po terminalné rozvétvéné PLFA v termofilni fazi je také obvykle
pozorovany u kompostovani (Amir a kol., 2010; Herrmann a Shann, 1997; Klamer a Baath,
1998; Steel a kol., 2013; Steger a kol., 2007a). Cahyani a kol. (2002) zaznamenali, Ze
v termofilni fazi mély z terminalné rozvétvénych PLFA nejvétsi zastoupeni 116:0, 117:0,
al7:0 (18,8 %, 10,6 %, 7,1 %). Pravé iso- a anteiso- rozvétvené PLFA jsou spojovany
s vyskytem rodu Bacillus, ktery je bézné pozorovan v termofilnich fazich u kompostovani
(Beffa a kol., 1996; Strom, 1985a, 1985b), ale také u biosuseni (Cai a kol., 2018a, 2017; Hao
akol., 2018; Liu a kol., 2018a; Zhang a kol., 2015).

Pozitivni korelace methyl-substituovanych PLFA se vzorky odebranymi na konci
mezofilniho rezimu cykli A (Obr. 16), B (Obr. 18), C (Obr. 20) a termofilniho rezimu cyklu
D (Obr. 23) poukazuje na rozvoj aktinobakteriii ke konci procesu, coZ souhlasi s vysledky
uvedenymi v kap. 5.1.3. Zastoupeni riiznych methyl-substituovanych PLFA na zac¢atku a na
konci procesu poukazuje na jejich sukcesi v pribéhu biosuSeni (Cahyani a kol., 2002).
Dominance methyl-substituovanych PLFA byla €asto pozorovana ke konci kompostovacich
procesti (Bolta a kol., 2003; Boulter a kol., 2002; Xu akol., 2010; Zhao a kol., 2018), pticemz
Steger a kol. (2003) uvadégji, ze tyto PLFA mohou byt povazovany za dobré ukazatele
zralosti kompostu na zékladé zmén ve slozeni druhli a jejich zvySeného podilu
v mikrobidlnich spoleCenstev béhem pozd¢jSich fazi kompostovani. Tato skutec¢nost tak

naznacuje, Ze proces biosuseni vede k ¢astecné stabilizaci substratu (Tambone a kol., 2011).

Ptitomnost 117:0 na konci mezofilniho rezimu biosuSeni cyklu B (Obr. 18) naznacuje, ze

mirné zmény teplot umoznily setrvavat nékterym G+ bakteriim az do konce procesu (Steger
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akol., 2003), coz mohlo byt podpoteno i tim, Ze substrat mohl obsahovat jest¢ dostatek zivin

(Elouagoudi a kol., 2015) (viz kap. 5.1.4.).

U mezofilniho rezimu cyklu A (obr. 16) a u obou teplotnich rezimii cykla C (Obr. 20, 21)
aD (Obr. 22, 23) Ize pozorovat pozitivni korelaci mezi cyklopropylovymi nasycenymi
PLFA a vzorky odebranymi na konci procesu. Narust cyklopropylovych nasycenych PLFA
byla zaznamenana nékterymi autory ke konci kompostovani (Amir a kol., 2010; Kato a kol.,
2005). Zvysena preména mononenasycenych PLFA (16:1w7ca 18:1o7¢c)nacyl7:0 acyl19:0
gram-negativnimi bakteriemi byva pozorovana pfi ptisobeni stresovych podminek jako je
vysoka teplota, snizené pH, nizk4 dostupnost zivin, nedostatek kysliku apod. (Amir a kol.,
2008; Kaur a kol., 2005). S tim souhlasi i Herrmann a Shann (1997), ktefi uvadéji, ze cy17:0
a cyl19:0 prosly konzistentnim nartistem v dobé€ zrani kompostu, pficemz naznacili, Ze
vysoké urovné téchto PLFA mohly byt spojeny se snizenim metabolické aktivity, protoze
snadno odbouratelna frakce kompostu byla vy¢erpana, a proto pritomnost téchto PLFA mtze
predstavovat prosttedek pro stanoveni staii a stability kompostovaného materialu. Piestoze
tato tvrzeni maji svd omezeni (viz kap. 3.2.1.1.) (Frostegérd a kol., 2011), vzhledem ke
skute€nosti, Ze pii termofilnim rezimu cyklu C (Obr. 21) a mezofilnim reZimu cyklu D (Obr.
22) koreluje se vzorky odebranymi na konci procesu pouze cyl19:0, lze predpokladat, ze
doslo k limitaci dostupnymi zivinami, ¢i k ptisobeni jinych stresovych faktorti jako je

napiiklad nizky obsah vlhkosti (Adani a kol., 2002; Gajalakshmi a Abbasi, 2008).

Oproti tomu u termofilnich rezima cykli A (Obr. 17) a B (Obr. 19) nebyla pozorovéna zadna
korelace mezi vzorky odebranymi na konci procesu a konkrétnimi PLFA. To muze byt tim,
7ze podminky na konci procesu jsou velmi selektivni, a tak pfeziva pouze mald cast

mikrofléry (Elouaqoudi a kol., 2015).

Zajimavé také je, Ze u mezofilnich rezimu cykli A (Obr. 16) a C (Obr. 20) doslo k oddéleni
pouze 2 skupin, pficemZz PLFA spadajici do skupiny 2 se prolinaly mezi vzorky vysSich
teplot a vzorky odebranymi na konci procesu. Podobnych vysledkii pomoci PCA dosahli
Steger a kol. (2003), ktetfi zaznamenali na grafu scortt 2 skupiny PLFA. Prvni skupina
zahrnovala hlavné nasycené a mononenasycené PLFA s pfimymi fetézci a odpovidala
vzorkim odebranym na zacatku kompostovani, zatimco druhd skupina zahrnovala
termindlné¢ rozvétvené PLFA, methyl-substituované PLFA a cyklopropylové PLFA
a korelovala se vzorky odebranymi ve sttednich a kone¢nych fazich kompostovani. Pficemz

maximalni zaznamenana teplota v prib¢hu procesu byla 55 °C. Prolnuti PLFA typickych
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vétsinou pro termofilni faze a PLFA objevujicich se obvykle v kone¢nych fazich procesu by
tak u mezofilnich rezimli cyklti A a C mohlo byt zpiisobeno mirnymi teplotami panujicimi
v prub¢hu téchto rezimt (Tab. 3), v disledku kterych nebyly zmény teplot tak vyrazné, aby
doslo k vyznamnéjSimu omezeni jednotlivych mikrobialnich skupin (Antizar-Ladislao

a kol., 2007; Gajalakshmi a Abbasi, 2008; Nakasaki a kol., 1985; Steger a kol., 2007b).
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6. Zavér

V této diplomové praci byly sledovany 4 experimentalni cykly biosuseni A, B, C a D,
pti¢emz cykly A, B a C, D se ligily &istirenskym kalem odebiranym ze dvou COV. Kazdy
cyklus probihal ve dvou reaktorech, ve kterych diky rozdilnému provzdusiovani byl
sledovan mezofilni a termofilni rezim biosusSeni. Cilem diplomové prace bylo vyuziti
analyzy PLFA pro stanoveni mikrobidlnich skupin v prib¢hu biosuseni Cistirenskych kala

a jejich popis ve vztahu k teplotnimu rezimu.

Z vysledkl je patrné, ze celkova koncentrace PLFA odpovidajici celkové mikrobialni
biomase vykazovala klesajici trend v pribéhu obou teplotnich rezimii cykla B, C, D, ¢imz
byla potvrzena 1. hypotéza, ktera predpokladala, ze celkova mikrobialni biomasa bude klesat
v pribéhu biosuseni. Oproti tomu u obou teplotnich rezimt cyklu A byl pozorovan nartst
mikrobidlni biomasy ke konci procesu. Druhd hypotéza, kterd predpokladala, Ze vysledna
mikrobidlni biomasa bude vyssi na konci mezofilniho rezimu biosuseni, byla potvrzena
pouze u cykli B, C a D. U cyklu A nebyl zaznamnenan u vyslednych celkovych koncentraci

PLFA statisticky vyznamny rozdil mezi teplotnimi rezimy.

Vyvoj poméru H/B ukazal, ze ¢ast 3.hypotézy, kterd predpoklédala, Ze houby se budou
oproti bakteriim vice uplatiiovat s postupem biosuSeni, byla potvrzena u obou teplotnich
rezimt cykla A, B a termofilniho rezimu cyklu C. Oproti tomu v pribéhu mezofilniho
rezimu cyklu C byl zaznamenan statisticky vyznamny pokles (p<0,05) hodnot poméru H/B.
Pii cyklu D se hodnoty H/B vyznamné neménily v pribéhu celého mezofilniho rezimu,
zatimco pii termofilnim reZimu doslo k nartistu mezi 6. a 15. dnem, nicméné mezi hodnotami
na zacatku a konci procesu nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil. Kromé toho
statisticky vyznamné vysSich (p<0,05) hodnot pomér H/B doséhl na konci termofilnich

rezimu cykli A, B a C.

Vysledky vyvoje koncentraci PLFA charakteristickych pro aktinobakterie ukazaly, ze druha
¢ast 3. hypotézy, kterd ptredpokladala, Zze ke konci biosuSeni nebude pozorovan narlst
biomasy aktinobakterii, byla potvrzena pouze u termofilnich rezimi cykla A, B
a mezofilniho reZimu cyklu D. Oproti tomu pii mezofilnich reZimech doSlo u cyklu A
k nartistu koncentraci PLFA po 12. dni, u cyklu B po 5. dni a u cyklu C po 9. dni. Pii
termofilnich reZzimech cykli C a D byl pozorovéan nejprve pokles koncentraci PLFA, po

kterém vSak doslo k op€tovnému nartistu po 9. dni a 11. dni. Z vysledki je také patrné, Ze
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aktinobakterie upfednostiiovaly podminky panujici v ramci mezofilnich reziml cykli A, B
a C, kdy hodnoty poméru aktinobakterie/mikrob.biomasa dosahovaly na konci procesu
statisticky vyznamné vysSich (p<0,05) hodnot v reaktoru pracujicim pii mezofilnich

podminkach. U cyklu D bylo dosazeno opacnych vysledkt.

Pomér G+/G— dosahl maximalnich hodnot po 4 (cyklus A, D) a 5 (cyklus B, C) dnech
biosuSeni u obou teplotnich rezima, pfi¢emz u cyklu B, C, D doséhl statisticky vyznamné
vysSich (p<0,05) hodnot pfiitermofilnim rezimu. Tyto vysledky tak potrvrzuji cast
4. hypotézy, ktera predpokladala, ze G+ bakterie se oproti G— bakteriim budou vice
uplatiiovat pifi termofilnim rezimu biosuseni. Oproti tomu cast této hypotézy nebyla
potvrzena u cyklu A, kde hodnoty poméru byly ve 4. dni procesu statisticky vyznamné vyssi
(p<0,05) pti mezofilnim rezimu. Jak se predpokladalo v druhé ¢asti 4. hypotézy, v ramci
biosuSeni nebyla pozorovana rekolonizace substratu G— bakteriemi, nebot’ byl u obou
teplotnich rezimu cykli A, B, C, D pozorovan pokles koncentraci PLFA charakteristickych
pro G- bakterie.

Vysledky PCA shrnuté pomoci biploti ukazaly korelaci mezi PLFA 116:0, 117:0, al7:0
a vzorky odebranymi ve fazich vysSich teplot, coZ poukazuje na nartst G+ bakterii béhem
pocatecni faze zvySovani teploty. Naopak se vzorky odebranymi na konci procesu nejcastéji
korelovaly methyl-substituované PLFA a cyklopropylové PLFA, coz poukazuje na
ptitomonost aktinobakterii a G— bakterii. Prolnuti vzorkli odpovidajici fazi vyssich teplot
a konci procesu u mezofilnich rezimii cykli A a C, se kterymi koreluji jak PLFA 116:0, 117:0,
al7:0, tak methyl-substituované PLFA a cyklopropylové PLFA, poukazuje na maly vliv
mirnych teplot umoZnujici koexistenci obvykle termofilnich G+ bakterii a obvykle
mezofilnich aktinobakterii a G— bakterii. Naopak nezaznamenand korelace mezi vzorky
odebranymi na konci procesu a konkrétnimi PLFA u termofilnich rezimi cykla A a B, ¢i
zaznamenana korelace pouze s cy19:0 u termofilniho reZimu cyklu C a mezofilniho reZimu

cyklu D poukazuje na velmi selektivni podminky na konci biosuSeni.

Analyza PLFA poskytla u¢inné hodnoceni vyvoje skupin mikroorganismii v prubéhu
biosuSeni Cistirenskych kalt. Jeji vysledky ukézaly, Ze vyvoje skupin mikroorganismil pfi
biosuSeni Cistirenského kalu u cykli A a B vykazovaly podobné trendy. Oproti tomu
vysledky ziskané z biosuSeni Cistirenského kalu u cykli C a D byly riznorodé. V dasledku

téchto skutecnosti je patrné, Ze kromé efektu suSeni se u biosuSeni, podobné& jako
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u kompostovani, uplatituje mnohem vice faktort, které ovliviiuji ¢innost mikroorganismil

a pro lepsi porozumnéni vyse uvedenych rozdili je potieba dalsi vyzkum.
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Prilohy
Seznam pfiloh:
Ptiloha 1: Reaktory pro biosuseni (Obr. 24)

Ptiloha 2: Vyvoj koncentrace sumy PLFA charakteristickych pro G+ a G— bakterie a teplota
sttedni vrstvy v pribéhu mezofilniho a termofilniho rezimu biosuseni cykli A (Obr. 25a), B

(Obr. 25b) a C (Obr. 26¢), D (Obr. 26d).

Ptiloha 3: Vyvoj poméru aktinobakterie/mikrob. biomasa pfi cyklu A (Obr. 27a), B (Obr.
27b) a C (Obr. 28c¢), D (Obr. 28d)
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Piiloha 1: Reaktory pro biosuseni (Obr. 21)

Obriazek 24: Pohled na reaktory umisténé v laboratoti spole¢nosti DEKONTA a.s.

Piiloha 2: Vyvoj koncentrace sumy PLFA charakteristickych pro G+ a G— bakterie a teplota
stiedni vrstvy v prabéhu mezofilniho a termofilniho rezimu biosuseni cykli A (Obr. 25a), B

(Obr. 25b) a C (Obr. 26¢), D (Obr. 26d).
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Obrazek 25: Koncentrace sumy PLFA charakteristickych pro G+ a G- bakterie a teplota stifedni vrstvy

v pribéhu mezofilniho a termofilniho reZimu biosuseni cykli A (a), B (b). Chybovymi useckami je

znazornéna smérodatna odchylka (6 nezavislych vzorku). Riizna pismena reprezentuji statisticky

vyznamné rozdily dle Tukeyho testu (p<0,05) v priibéhu jednotlivych teplotnich reZima pro koncentrace

PLFA charakteristickych pro G+ a G- bakterie.
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Obrazek 26: Koncentrace sumy PLFA charakteristickych pro G+ a G- bakterie a teplota stiedni vrstvy
v pribéhu mezofilniho a termofilniho rezimu biosuseni cykli C (¢), D (¢). Chybovymi useckami je
znazornéna smérodatna odchylka (6 nezavislych vzorkii). Riizna pismena reprezentuji statisticky
vyznamné rozdily dle Tukeyho testu (p<0,05) v priibéhu jednotlivych teplotnich reZimi pro koncentrace
PLFA charakteristickych pro G+ a G- bakterie.

Piiloha 3: Vyvoj poméru aktinobakterie/mikrob. biomasa pii cyklu A (Obr. 27a), B (Obr.
27b) a C (Obr. 28c), D (Obr. 28d)
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Obrazek 27: Pomér aktinobakterie/mikrob. biomasa v priubéhu mezofilniho a termofilniho reZimu

biosuseni cyklu A (a), B (b). Chybovymi tiseCkami je znazornéna smérodatna odchylka (6 nezavislych

vzorku).
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Obrazek 28: Pomér aktinobakterie/mikrob. biomasa v pribéhu mezofilniho a termofilniho reZimu

biosuseni cyklu C (c), D (d). Chybovymi tusetkami je znazornéna smérodatna odchylka (6 nezavislych

vzorku).
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