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Working document Biological Treatment of Biodegrada ble waste, 1st draft
(Brussel, 20 October 2000, DG ENV.E.3/LM/biowaste/ 1st draft)

Working document on sludge, 2nd draft Biological Tr eatment of Biowaste 

Směrnice Rady 86/278/EEC z 12. června 1986 o ochran ě životního 
prost ředí a zejména p ůdy p ři používání kal ů z čistíren odpadních vod 
v zemědělství

Working document on sludge, 3rd draft
(Brussel, 27, April 2000, DG ENV.E.3/LM/ sludge/ 3rd draft) 

Working document on sludge, 2nd draft Biological Tr eatment of Biowaste 
(Brussel,  2001, DG ENV.A.2/LM/biowaste/2nd draft)

Draft Diskussion Dokument for the Ad Hoc meetin on Biowastes and Sludges
(Brussel, 15-16 January, 2004) 

Ekologicky správné použití biologicky rozložitelného o dpadu v EU 
(Brusel, 31.5.-1.6 . 2006)

Sludge Directive Workshop 29 April 2009

Přesto nebyl vydán žádný závazný EU p ředpis



Alternativa 1 : nic ned ělat, nechat p ůvodní sm ěrnici
Alternativa 2 : zařadit p řísnější zaru čené standardy , zvlášt ě pro t ěžké 

kovy, n ěkteré organické látky a patogeny a více  

Consultation Report on Options and Impacts 
Environmental, economic and social impacts of the u se of sewage
sludge on land 

Používání kalů na půdě - vliv na životní prostředí, ekonomiku a sociální vlivy
Konzultační zpráva o možnostech a dopadech

kovy, n ěkteré organické látky a patogeny a více  
přísnějších opat ření pro aplikaci, vzorkování a 
monitoring kal ů (blíží se Working document on sludge, 3rd draft)

Alternativa 3 : zařadit p řísnější standardy pro všechny látky a  hlášení o 
aplikaci kal ů k některým plodinám, 

Alternativa 4 : úplný zákaz aplikace kal ů na půdu
Alternativa 5 : zrušení sm ěrnice 



Norsko
Finlansko
Maďarsko
Velká Británie
Nizozemsko – existuje určený   

postup pro odstranění   

Německo
Švédsko
Řecko
Belgie – u kalu upraveného vápnem 

Přehled stát ů, které mají ur čené limity pro patogeny

Státy, které mají standardy
pro limity patogen ů

Státy, které nemají 
standardy
pro limity patogen ů

postup pro odstranění   
co nejvyššího 
množství pathogenů

Francie
Polsko
Luxembursko
Itálie
Dánsko
Belgie – s vyjímkami

Belgie – u kalu upraveného vápnem 
vápnem nebo pro kal s 
pH vyšším než 9,5 se  
kontrola na patogeny 
neprovádí

ČR ????????, SR ????



Alternetiva 2

EUREAU- Overview of the Status of Sludge - Directive Implementation inEurope – Eureau Members
Experience to date,   Steve Ntifo, Brussels, 29 Apr il 2009

ČR??? SR???



„Analýza nebezpe čí a kritický kontrolní bod (HACCP)“ - Codex Alimentar ius 1997

Zajištění kvality (QA) – formalizování postupů tak, aby bylo zaručeno, že činnosti jsou 
pokaždé prováděny správně.
QA bylo poprvé aplikováno na recyklaci kalů největším
zpracovatelem kalů ve Spojeném království v r. 1989. Výsledkem byla 100% shoda 
s legislativou a příručkou správné praxe. 
Například:

Zajišt ění kvality, analýza nebezpe čí a kritický kontrolní bod 
(HACCP) v kalech

Například:
v Německu plán spolupracujících na QA zahrnuje 35 000 farmářů a využití 
250 000 t kalů;
ve Francii v r. 2002 zahájili odborníci činnost národního plánu SYPREA, 
který počítá s úpravou kalů;
ve Švédsku existuje nezávislý systém QA;
v Norsku je legislativní požadavek QA při úpravě kalů; ve Spojených státech nabízí 
National Biosolids Partnership audit EMS t řetí osobou

The application of HACCP procedures in the water in dustry: 
biosolids treatment and use on agricultural land. S ee: 
http://www.water.org.uk/static/files_archive/0WUK_Haccp_guide_FINAL_19_Mar_04.pdf



Indikátorové organismy

• Salmonella sp - Salmonella  Senftenberg  (775W, H2S 
negativní).

• Escherichia coli
• Clostridium perfringens
• Enterokoky -Enterococcus  faecalis• Enterokoky -Enterococcus  faecalis

• Listerie



� V současné době neexistuje jednotný legislativně závazný předpis 
Evropské unie, jenž by určoval, které indikátorové organismy 
by se měly používat při hodnocení čistírenských kalů, bioodpadů a 
bioodpadů zpracovaných aerobním nebo anaerobním procesem. 

� Bakterie Clostridium perfringens je jedním z kandidátů, 
který by mohl splňovat parametry pro indikátorový organismus.

� Clostridium perfringens se používá v některých zemích jako indikátor 
přítomnosti fekálních materiálů a účinnosti hygienizace. přítomnosti fekálních materiálů a účinnosti hygienizace. 
Spory klostridií přežívají v životním prostředí dlouhou dobu a 
jsou mnohem více rezistentní k účinkům chemických a fyzikálních  
faktorů než vegetativní buňky, jsou indikátory staršího nebo 
periodického znečištění.

Klostridia během stádia sporulace



EU 8   Soils, sludges and treated bio-wastes —
Isolation and enumeration of Clostridium perfringens in sludges, 
soils and treated bio-wastes – Part 1: Membrane filtration method onto selective agar 

EU 9  Soils, sludges and treated bio-wastes —
Detection of Clostridium perfringens in  sludges, soils and treated 

Ověřování metod stanovení bakterie Clostridum 
perfringens

Detection of Clostridium perfringens in  sludges, soils and treated 
bio-wastes – Part 2: Macromethod Most Probable Number)
by inoculation into selective liquid medium 

CZ 4    Stanovení Clostridium perfringens (SOP 8/2005) 



• Analýzy na reálných vzorcích se prováděly vždy v pěti opakováních 
z jednoho vzorku a bylo analyzováno 6 vzorků v 5ti opakováních pro 
stanovení klostridií třemi metodami. 

• Pro všechny výše ověřované metody bylo provedeno ověření s 8 přídavky 
známých počtů KTJ (<10 KTJ, 19 KTJ, 38 KTJ, 102KTJ, 103KTJ, 104 KTJ, 
105KTJ a 106KTJ ) v devíti opakováních. 

Jednotná struktura postupu.

10 KTJ a 10 KTJ ) v devíti opakováních. 



Clostridium CZ

90ml of Phosphate buffer

Homogenize 2 minutes

10ml

1/100

10ml 10ml 10ml 10ml

1/1 000 1/10 000 1/100 000 1/1 000 000

HOMOGENISATION

DILUTION

INOCULATION

10g wet weight of sample

90ml of Phosphate
buffer in every bottle

mFC agar

1/10

pH MESURE

1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml

INCUBATION
IN ANAEROBIC

INCUBATOR

(24 ± 1) h (37 ± 1)°C

NUMERATION

BIOCHEMICAL CONFIRMATION

Subculture typical colonies (>5)

CFU/g (as dry matter)

Presumptive colonies
=

Black colonies

API test

DCA 15ml DCA 15mlDCA 15mlDCA 15mlDCA 15mlDCA 15ml

CZ 4

Differential Clostridial Agar 
(DCA) acc. to WEENK



Differential Clostridial agar (DCA) acc. to WEENK ( Merck)

kaseinový pepton         5,0 g
masový pepton             5,0 g
masový extrakt             8,0 g
kvasničný extrakt          1,0 g
škrob                             1,0 g
D(+) glukóza                 1,0 g
cystein chlorid               0,5 g
Resazurin                  0,002 gResazurin                  0,002 g
agar-agar 20,0 g
voda                         1 000 ml

rozpustit v demineralizované vodě a autoklávovat při 121°C po dobu  15 min.
Zchladit na 48°C a t ěsně před použitím asepticky přidat 5 ml/l média 
čerstvě připraveného roztoku citrátu železitoamonného 
(1 g v 5 ml demineralizované vody, sterilizovat teplem) a 
1,0 ml/litr roztoku siřičitanu sodného (2,5 g v 10 ml demineralizované vody, 
filtračně sterilizovat). Hodnota pH 7,6 ± 0,2 při 25°C.



Clostridium: Filtration method
To 250g of total weight of QRS

Mix thoroughtly 2 minutes

Dilution A

100

pH MESURE

FILTRATION

25 g wet weight of sample

1ml

10-2

1ml

10-1

1ml

10-3

1ml

10-4

1ml

10-5

1ml

10-6

1ml

10-7

1ml

10-8T- T- T+
1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml

QRS

Cellulose nitrate
filter 0.45µm

FILTRATION

50mm TSC

250 ml container

Transfer the content in an homogenizer bag

Homogeniser bag

Filtrate 1ml of sample
With 10-20ml QRS

Transfer membranes
on plates

DILUTE
SAMPLE

T- : Sterile QRS
T+ : Spiked suspension12 plates

DAY 1

mTSC - agar s tryptózou, 
siřičitanem a cykloserinem

INCUBATION (43 ± 1)°C (24 ± 4)h

SUB-CULTURE

Confirm typical colonies using NH 4OH

UV READING
NUMERATION

INCUBATION (43 ± 1)°C
(24 ± 4)h

Presumptive colonies
=

Black or grey to yellow
fluorescent colonies

Subculture typical colonies (>2) on agar plates

BIOCHEMICAL CONFIRMATION

DAY 2

DAY 3

pink colonies

mCP
Yellow brown colonies

EU 8



Modified Tryptose sulphite cycloserine agar (mTSC a gar)

Tryptóza                                  15 g                Sojový pepton                           5 g
Kvasničný extrakt                      5 g                disiřičitan sodný                        1 g
citrát železitoamonný                1 g                 Agar                                        15 g
Destilovaná voda                 100 mL

k 500 mL tété půdy se přidá 200 mg D-cycloserinu a 
50 mg 4-methylumbelliferyl fostátu sodné soli

Membrane Clostridium perfringens agar (mCP agar)Membrane Clostridium perfringens agar (mCP agar)

Agar                                         15 g             Bromocresolová červeň           0.04 g
L-cystein hydrochlorid                1 g             Chlorid železitý 6H2O              0.09 g
Indoxyl-_-D-glucosid              0.06 g            síran hořečnatý 7H2O                0.1 g
sacharóza                                   5 g            Tryptóza                                      30 g
Kvasničný extrakt                      20 g

35.6 g se rozpustí v 485 mL destilované vody. Po sterilizaci a ochlazení se přidá 
220 mg D cykloserinu a 12,5 polmyxin-sulfátu, který byl vysterilizován v 5ml 
destilované vody. Pak se přidá 0,05 g fenolftaleinu zfiltrovaného s 10 ml destilované 
vody.



25g wet weight of sample

180 ml sterile QRS

10-2

1ml

1ml 1ml 1ml 1ml 1ml

10-1 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7

Clostridium: MPN method (prEN 15214-3)

INCUBATION

Shaking

pH MESURE

DILUTE Sample

Primary suspension homogenised

QRS

DAY 1

Homogenize 2 minutes

3x1ml

QRS – ¼ Ringier solutionEU 9

INCUBATION IN ANAEROBIC
INCUBATOR

INOCULATE

UV READING
λ=366nm

(43 ± 1)°C
(22 ± 1) h

9ml mTSC

Transfer 1ml
of each 

dilution in
3 tubes

Positive tubes
=

Tubes with
fluorescence

DAY 2

UV READING
λ=366nm

Positive tubes
=

Tubes with
fluorescence

DAY 3

INCUBATION IN ANAEROBIC
INCUBATOR

(43 ± 1)°C
(22 ± 1) h



metody EU 9 a CZ 4 vykazují rozdílné výsledky
metoda CZ 4 vykazuje vyšší výt ěžnost 
metody  EU 8  a CZ 4 nevykazují srovnatelné výsledk y 
výsledky jsou pr ůkazné pro daný soubor šet ření

Reálné vzorky
podle normy 
ČSN EN ISO 17994 Robustní lineární regrese

Parametr CZ 4  – EU 9
CZ 4  – EU 8

Průměr -189,60 36,16

Směrodatná odchylka 231,60 226,93

Rozšířená nejistota 49,10 49,82

Konfidenční interval:

Dolní mez xL -238,69 -13,66

Hornímez xH -140,50 85,98

Absolutn
í člen

95% 
interval 

spolehlivos
ti

Směrnice

95% 
interval 

spolehlivo
sti

CZ 4 / 
EU 9

1.63
-38.41   
4.06

0.61 -0.03   7.73

CZ 4 / 
EU 8

2.53
1.06      
4.68

0.47 -0.26   0.95

EU 9/ 
EU 8

-2.02
-81.40   
2.39

1.28 0.11   15.41
Hornímez xH -140,50 85,98

EU 9  a EU 8CZ 4 a EU 8CZ 4 a EU 9



Metod
a

Absolutní 
člen

95% interval 
spolehlivosti

Směrnice
95% interval 
spolehlivosti

CZ 4 -1.43 -4.07...-0.28 1.21 0.47...1.77

EU 8 -0.28 -1.55   0.49 1.07 0.80   1.38

EU 9 -0.97 -2.18   -0.28 1.04 0.66   1.35

Přídavky známého množství KTJ

CZ 4

nejlepší výsledky vykazuje metoda EU 8
CZ 4 a EU 9 podhodnocují  v n ěkteré části
sledovaného rozsahu
CZ 4 vykazuje nejmenší podhodnocení v oblasti 
vysokých koncentrací. 
EU 9 podhodnocuje soum ěrně v celém rozsahu
koncentrací

EU 9 EU 8

koncentrací
největší chyby je nutno o čekávat u metody CZ 4 .



Systém HACCP má pro úpravu kal ů dvě hlavní výhody:

• neomezuje procesy, které lze použít pro úpravu kal ů,  jestliže    
mohou být identifikovány CCP, které poskytnou požad ovanou 
kvalitu produktu;

• je to systém dob ře srozumitelný pro potraviná řský pr ůmysl, 
který pot řebuje záruku, že použití upravených kal ů na plodiny   

Zajišt ění kvality, analýza nebezpe čí a kritický kontrolní bod 
(HACCP) v kalech

který pot řebuje záruku, že použití upravených kal ů na plodiny   
neohrozí bezpe čnost potravin.

Kdepak ten
CCP
mám?????



34 publikovaných norem a normaliza čních informací

Statut tohoto dokumentu jako technické zprávy CEN/T R byl zvolen proto, 
že většina  jeho obsahu není zcela v souladu s praxí a p ředpisy ve všech 
členských státech. 
Tento dokument poskytuje obecné zásady hygienických  aspekt ů.
Ostatní p říručky o správné praxi pro použití kal ů - (pokyny 2, 4, 5, 6, 7, 8) 

Charakterizace kal ů – Hygienické aspekty –
Úprava kal ů

TNI
CEN/TR 15809
75 8110

TECHNICKÁ NORMALIZAČNÍ INFORMACE ICS 13.030.20 Návrh Květen 2009



Počátečním stupn ěm budování systému HACCP v samotných čistírnách 
odpadních vod je

• provedení analýzy nebezpe čí, která identifikuje body v 
postupu úpravy, které jsou kritické pro dodávání ko nečných výrobk ů

splňujících stanovené normy - kritické kontrolní body. 

• v kritických bodech by se m ěly kontinuáln ě měřit relevantní parametry

Zajišt ění kvality, analýza nebezpe čí a kritický kontrolní bod 
(HACCP) v kalech

• v kritických bodech by se m ěly kontinuáln ě měřit relevantní parametry
postupu související s inaktivací patogen ů, 
(teplota, čas, koncentrace, hodnota pH atd.)

V těchto kritických kontrolních bodech (CCP) lze kontrol ní údaje pro řízení
bezpečné inaktivace p říslušných patogen ů zafixovat pouze postupem validace.

Stupeň inaktivace t ěchto patogen ů je validová použitím reprezentativních 
zkušebních organism ů v experimentálním pokusu.



Mikrobi jsou 
byst řejší,

moud řejší a 
výkonn ější
než dokto ři, 

chemici,

Děkuji za pozornost

chemici,
inžený ři

a ostatní. 

Perlman, Dev. Ind. Microbiol. 21, XV, 1980


