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

sludge on land

Pouzivani kalu na pudé - vliv na zivotni prostredi, ekonomiku a socialni vlivy
Konzultacni zprava o moznostech a dopadech

Alternativa 1 : nic ned élat, nechat p tvodni sm érnici

Alternativa 2 :

Alternativa 3

Alternativa 4
Alternativa 5

zaradit p Fisn&jSi zaru ¢éené standardy , zvlast é pro t ézke
kovy, n ékteré organickeé latky a patogeny a vice

pFisnéjSich opat feni pro aplikaci, vzorkovani a

monitoring kal G (bliZzi se Working document on sludge, 3rd draft)

. zaradit p Fisn éjSi standardy pro vSechny latky a hlaseni o

aplikaci kal G k nékterym plodinam,

. uplny zakaz aplikace kal 0 na padu
. zruSeni sm érnice




Prehled stat G, které maji ur €ené limity pro patogeny
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,<Analyza nebezpe ¢&i a kriticky kontrolni bod (HACCP)* - Codex Alimentar  ius 1997

Zajisténi kvality (QA) — formalizovani postupu tak, aby bylo zaru¢eno, Ze ¢innosti jsou
pokazdé provadény spravné.

QA bylo poprvé aplikovano na recyklaci kalt nejvétSim

zpracovatelem kalt ve Spojeném kralovstvi v r. 1989. Vysledkem byla 100% shoda
s legislativou a pfiru¢kou spravné praxe.

Napriklad:

v Némecku plan spolupracujicich na QA zahrnuje 35 000 farmaru a vyuziti

250 000 t kal;

ve Francii v r. 2002 zahdjili odbornici €innost narodniho planu SYPREA,

ktery pocita s Upravou kalu;

ve Svédsku existuje nezavisly systém QA;

v Norsku je legislativni pozadavek QA pfi Upravé kall; ve Spojenych statech nabizi
National Biosolids Partnership audit EMS t  Feti osobou

The application of HACCP procedures in the water in  dustry:



Indikatorove organismy

« Salmonella sp - Salmonella Senftenberg  (775W, H2S
negativni).

e Escherichia coli
e Clostridium perfringens
 Enterokoky -Enterococcus faecalis

e Listerie




by se mély pouzivat pfi hodnoceni Cistirenskych kall, bioodpadu a
bioodpadu zpracovanych aerobnim nebo anaerobnim procesem.

X Bakterie Clostridium perfringens je jednim z kandidatu,
ktery by mohl splfiovat parametry pro indikatorovy organismus.

X Clostridium perfringens se pouziva v nékterych zemich jako indikator
pFitomnosti fekalnich materialu a ucinnosti hygienizace.
Spory Klostridii prezivaji v zivotnim prostfedi dlouhou dobu a
jsou mnohem vice rezistentni k a¢inkim chemickych a fyzikalnich
faktorl nez vegetativni buriky, jsou indikatory starSiho nebo
periodického znedisténi.




l Oveérovani metod stanoveni bakterie Clostridum l

perfringens

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
bio-wastes — Part 2: Macromethod Most Probable Number)

by inoculation into selective liquid medium

CZ 4 Stanoveni Clostridium perfringens (SOP 8/2005)




Jednotna struktura postupu.

Analyzy na realnych vzorcich se provadély vzdy v péti opakovanich
z jednoho vzorku a bylo analyzovano 6 vzorku v 5ti opakovanich pro
stanoveni klostridii tfemi metodami.

Pro vSechny vySe ovérované metody bylo provedeno ovéreni s 8 pfidavky
znamych po¢td KTJ (<10 KTJ, 19 KTJ, 38 KTJ, 102KTJ, 10,KTJ, 10% KTJ,
10°KTJ a 108KTJ) v deviti opakovanich.
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Differential Clostridial Agar
(DCA) acc. to WEENK

pH MESURE

10ml
DILUTION 1 1 I . 90ml of Phosphat
Agm_. /\gﬂl—’ /\gnL. /\g]l_' /\Q buﬂ@rﬁl ev:rjlpbotllee
1 11 111000 110000  1/100000  1/1000000
Tllml ?flml Iml iml Il ml

NCUATIN - mo o co co co co MFC agar
| | l | g | e | e
{Iﬁml {D‘-EA/\llml KD"EA/\llmI KDCAlSml IDCAlSml {DCA15mI
o0 OO oo o o0 OO

INCUBATION
IN ANAEROBIC (4£1)h(37£1)T

INCUBATOR ] _ _ _ Presumpie colonies

Black colonies

Subculture typical colonies (>5)

BIOCHEMICAL CONFIRMATION AP! test




kaseinovy pepton 509

masovy pepton 509
masovy extrakt 8,09
kvasnicny extrakt 1,09
Skrob 1,09
D(+) glukoza 1,09
cystein chlorid 0,59
Resazurin 0,002 g
agar-agar 20,0 g
voda 1 000 ml

rozpustit v demineralizované vodé a autoklavovat pfi 121C po dobu 15 min.
Zchladit na 48T a t ésné pfed pouzitim asepticky pridat 5 ml/l média
Cerstvé pfipraveného roztoku citratu zelezitoamonného



Clostridium: Filtration method

DAY 1 25 g wet weight of sample= \ / E To 2509 of total weight of QRS

250 ml container

© Mix thoroughtly 2 minutes

pH MESURE
Transfer the content in an homogenizer bag
Homogeniser ba
FILTRATION Eﬁ ) ’ o
Dilution A
QRS
1ml im ,iml,Aml L 1ml o, 1ml 1ml

DILUTE _r_n»H & Ln’H C’—r‘TLH & _r_n’H & _r_n'H ¢ —r‘TLH 0 H Q _r_n» Filtrate 1ml of sample

With 10-20ml QRS

SAMPLE
T- 100 10t 102 103 104 10 106 107 108 T- T+
iml iml iml 1ml 1ml iml iml iml 1iml mifl 1mif] 1ml
m[L mﬂ mﬂ mﬂ mﬂ mﬂ mﬂ mﬂ mﬂ m[L m[L mﬂ Cellulose nitrate

&£ 2 {. (‘; (‘. {‘ {. (‘. (f {.{.{. filter 0.45pm

o o o o @/@ o O O © o 0
T- : Sterile QRS Transfer membranes
S0mm TSC 12 plates T+ : Spiked suspension on plates
FILTRATION
INCUBATION (43£1)C (24 £4)h
DAY 2
Presumptive colonies
UV READING =
NUMERATION Black or grey to yellow
fluorescent colonies
SUB-CULTURE Subculture typical colonies (>2) on agar plates
INCUBATION 43+x1)T

(24 + 4)h

DAY 3
BIOCHEMICAL CONFIRMATION

Confirm typical colonies using NH ,OH — pink colonies

mCP
Yellow brown colonies




citrat zelezitoamonny 19 Agar 15¢
Destilovana voda 100 mL

k 500 mL tété pudy se prida 200 mg D-cycloserinu a
50 mg 4-methylumbelliferyl fostatu sodné sol

Membrane Clostridium perfringens agar (mCP agar)

Agar 15¢g Bromocresolova Cerven 0.04 g
L-cystein hydrochlorid 19 Chlorid zelezity 6H,0 0.09 g
Indoxyl-_-D-glucosid 0.06 g siran hofe¢naty 7H,0 0.1g
sacharéza 50 Tryptoza 309

Kvasniény extrakt 20 g




Clostridium: MPN method (prEN 15214-3)

259 wet weight of sample
é 180 ml sterile QRS

Shaking <3 Homogenize 2 minutes
INCUBATION

QRS - ¥4 Ringier solution

pH MESURE

a Primary suspension homogenised
3x1iml iml

o 1ml & 1ml & Iml & Iml 8 Iml o
DILUTE Sample H H H H H H H— QRS
10t 102 103 104 10° 106 107
1) 1) 0 ) ) ! I}
Transfer 1ml
of each
dilution in
INOCULATE 3 tubes
Iml mTSC
INCUBATION IN ANAEROBIC (43 +£1)C
INCUBATOR (22+1)h

DAY 2
g Positive tubes
UV READING =
A=366nm Tubes with

fluorescence

INCUBATION IN ANAEROBIC (43 £1)T
INCUBATOR (22+1)h

DAY 3

Positive tubes
uv READING =
Tubes with
A=366nm fluorescence



Parametr Cz4 - EU9 CZ4 — EUS dky 95% 95%
. — .7 » - Absolutn interval Smérnice interval
Pramer kazuiBsAysSsi vyt é2hbist i élen spolehlivos spolehlivo
N z - L4 yd 7 ti Sti

Smerodatna odchylka | CZ 43nevykazuji speiAiatelné vy:s
Rozsfena nejistota Ukagneé pro dany seubor Set 1 cz4/ 163 -38.41 0.61 -0.03 7.73
EU 9 ’ 4.06 ' ' '
Konfidengni interval:
cz4al 1.06
EUS 2.53 4.68 0.47 -0.26 0.95
Dolnimez x -238,69 -13,66
EU 9/ -81.40
-2.02 1.28 0.11 1541
Hornime:z x,, -140,50 85,98 EU8 2.39
E as Ideritity E s Idertity E 4 ) Identity
i RO g o e g // T £ ik

Mean of M1

tean of M2

Mean of M1




Metod Absolutni 95% interval 95% interval

a clen spolehlivosti SIS spolehlivosti
Cz4
EU 8
EU9 -0.97 -2.18 -0.28 1.04 0.66 1.35

nejlepsi vysledky vykazuje metoda EU 8

CZ 4 a EU 9 podhodnocuji vn ékteré €asti
sledovaneho rozsahu

CZ 4 vykazuje nejmensi podhodnoceni v oblasti
vysokych koncentraci.

EU 9 podhodnocuje soum érné v celém rozsahu
koncentraci

nejv étsi chyby je nutno o €éekavat u metody CZ 4 .

Scatter Plot with Passing & Bablok Fit
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Systém HACCP ma pro Upravu kal 0 dvé hlavni vyhody:

e neomezuje procesy, které lze pouzit pro upravu kal  u, jestlize
mohou byt identifikovany CCP, které poskytnou pozad ovanou
kvalitu produktu;

e jetosystém dob Fe srozumitelny pro potravina ¥sky pr amysl,
ktery pot Febuje zaruku, Ze pouziti upravenych kal a na plodiny
neohrozi bezpe €énost potravin.
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Poc¢ateénim stupn ém budovani systému HACCP v samotnych  €istirnach
odpadnich vod je

» provedeni analyzy nebezpe ¢i, ktera identifikuje body v
postupu upravy, které jsou kritické pro dodavani ko neénych vyrobk u
spl Aaujicich stanovené normy - kritické kontrolni body.

* v kritickych bodech by se m ély kontinualn & méfrit relevantni parametry
postupu souvisejici s inaktivaci patogen  ,
(teplota, €as, koncentrace, hodnota pH atd.)

V téchto kritickych kontrolnich bodech (CCP) Ize kontrol ni Udaje pro fFizeni
bezpe éné inaktivace p Fislusnych patogen

Stupe n inaktivace t échto patogen u je validova pouzitim reprezentativnich
zkuSebnich organism 0 v experimentalnim pokusu. ‘,g-h




Dékuji za pozornost

Mikrobi jsou
byst Fejsi,

moud FejSi a

vykonn &jSi

nez dokto fi,
chemici,
inzeny Fi
a ostatni.

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



