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Zmény enzymatické aktivity a metody jejiho stanoveni béhem procesu

vermikompostovani v systému pribézného krmeni

Abstrakt

Certifikovand metodika popisuje provozni vermikompostovani v systému prabézného
krmeni zizal a na n¢j navazujici analytické hodnoceni vermikompostovaného materialu a
kone¢ného produktu — vermikompostu. K vermikompostovani byl vybran biologicky
rozlozitelny komundlni odpad, sladovnicky kal, matolina a lihovarské vypalky s pfipadnymi
piidavky dalSich rostlinnych zbytki. Vzorky byly odebrany po rocnim a v ptipad¢ lihovarskych
vypalkli po dvouletém vermikompostovani. Vedle bézné stanovovanych fyzikalnich a
chemickych veli¢in jsou v metodice popsany i veli¢iny biologické. Duraz je kladen na vybér a
stanoveni enzymatické aktivity, coz je parametr hodnotici zralost vermikompostu. V metodice
jsou podrobné popsany pracovni postupy stanoveni aktivit 12 enzymu. Pro pravidelny vétsi
pocet analyz se z ekonomického hlediska osvédcilo stanoveni enzymatické aktivity pomoci
multifunkéniho modularniho readeru. Bylo zjiSténo, ze délka vermikompostovani neovlivnila
vyrazné suSinu, hodnotu pH a mérnou vodivost, ale dotkla se poctu zizal, biomasy zizal a
enzymatické aktivity.

Klicova slova: Enzymaticka aktivita; vermikompostovani; pribézné krmeni; fyzikalné-chemické a
biologické parametry

Changes in enzymatic activity and methods of its determination during the

process of vermicomposting in the system of continuous feeding

Abstract

The certified methodology describes operational vermicomposting in the system of
continuous feeding of earthworms and the subsequent analytical evaluation of the
vermicompost material and the final product - vermicompost. Biodegradable municipal waste,
malting slurry, grape marc, and distillery residues with possible addition of other plant residues
were used for vermicomposting. Samples were taken up after one year and, in the case of
distillery residues, after two years of vermicomposting. In addition to the commonly used
physical and chemical parameters, biological properties are described in the methodology.
Emphasis is placed on the selection and determination of enzymatic activity, which is a
parameter evaluating maturity of vermicompost. The methodology describes in detail the
working procedures for determining the activities of 12 enzymes. For a regular large number
of samples, the determination of enzymatic activity using a multifunctional modular reader has
proved to be economically viable. It was found that the length of the vermicomposting did not
significantly affect the dry matter, pH and electrical conductivity, but it affected the number of
earthworms, earthworm biomass and enzymatic activities.

Key words: Enzymatic activity; vermicomposting; continuous feeding; physicochemical and biological
parameters
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I. CiL METODIKY

Cilem metodiky je popsat zmény enzymatické aktivity vhodné vybranych enzymu
podilejicich se na abiotickych d€jich béhem procesu vermikompostovani riiznych biologicky
rozlozitelnych materidlti v systému pribézného krmeni. Metodika obsahuje principy, postupy
stanoveni a hodnoceni konkrétnich dat z procesu provozniho vermikompostovani s navaznosti
na posuzovani stability a zralosti vermikompostu zrtznych biologicky rozlozitelnych

materiald.

1. VLASTNI POPIS METODIKY
1. Uvod do problematiky

1.1 Vermikompostovani a bioodpady

Biologicky rozlozitelny odpadse v soucasnosti zpracovava zejména klasickymi
metodami biodegradace a to kompostovanim a anaerobnim rozkladem (Pliva et al., 2016).
Méné rozsifenym zpiisobem zpracovani bioodpadi je vermikompostovani.

Vermikompostovani je mezofilni aerobni fermentace, kterda probiha za plisobeni
epigeickych druht zizal Zijicich ve svrchni vrstvé (Mc Lean a Parkinson, 1998). Jako potrava
zizalam slouzi organicky material (nejlépe predfermentovany) s pomérem C:N pfiblizné
25:1-30:1 (Edwards et al., 2011). Zpracuji vétSinou jakykoli organicky material (Gaddie
a Douglas, 1975), jako jsou Cistirenské kaly, zivoc¢isné odpady, zbytky zemédélskych plodin
a zbytky z domacnosti, ze zahrad, n¢které praimyslové odpady, zejména odpady z pivovaru,
lihovarnictvi, ze zpracovani cukrové titiny apod. (Atiyeh et al., 2000; Sinha et al., 2010).
Nevhodné materidly pro vermikompostovani jsou napftiklad ty, které maji vysoky obsah soli.
Nehodi se ani Cerstvé listi Ci trava (v silnéjSich vrstvach), ty pfi rozkladu uvoliuji velké
mnozstvi tepla. Nezadouci je také maso, mlécné vyrobky a citrusy (Sinha et al., 2008).

Predkladand metodika se zabyva stanovenim enzymatické aktivity ve vermikompostech
z lihovarskych vypalkli, biologicky rozlozitelného komunéalniho odpadu (BRKO),
zeméedélského bioodpadu s kalem ze sladovny ¢1 matoliny. Lihovarské vypalky jsou kaSovitou
hmotou, ktera zbyva ve vatraku destila¢niho pfistroje po oddestilovani alkoholu z ovocného
kvasu (Obroucka et al., 2010). BRKO je odpad z domacnosti, Gifadd a dalSich instituci, véetné
oddélené sbiranych slozek téchto odpadd, jak je uvedeno ve vyhldSce ministerstva zivotniho
prostredi ¢. 93/2016 Sb. o Katalogu odpadti zdkona ¢. 185/2001 Sb., o odpadech a o zméné
nekterych dalSich zdkoni, ve znéni zdkona €. 320/2002 Sb. Kal ze sladoven vznika pfi procesu

namacky jeCmene a zbyva na dné nadrze. Matolina vznika jako zbytek po rozdrceni, odvodnéni
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Nejcastéji obsahuje z 60 % stonky, slupky a duzinu a ze 40 % semena (Flavel et al., 2005).

1.2 Enzymy
Enzymy jsou nejpocetnéjsi skupinou biokatalyzatort, specifickych bilkovin vznikajicich
uvnitt zivych bunék, které katalyzuji prabéh biologickych reakei. V roce 1961 Enzymova
komise mezinarodni unie biochemie a molekularni biologie (IUBMB) zavedla systémové =
racionalni ndzvoslovi a klasifikaci enzymt; podle mezinarodni nomenklatury bylo vytvoteno i
Ceské néazvoslovi enzyml. IUBMB zavedla rozdéleni enzymi pomoci EC (Enzyme
Commission) ¢isel do Sesti tfid podle typu reakei, které katalyzuji:
EC 1 — oxidoreduktazy: katalyzuji redoxni d¢je (dehydrogenazy, oxidazy, oxygenazy,
hydroxyléazy, cytochromy),
EC 2 — transferazy: ptenaseji funkéni skupiny (aminotransferazy, transglykosylazy,
transmethylazy, hexokinazy),
EC 3 — hydrolazy: katalyzuji hydrolytické §té€peni (protedzy, lipazy, esterazy,
glykosidazy),
EC 4 — lyazy: stépi C-C a C-N vazby bez vstupu vody (aldolazy),
EC 5 — 1zomerazy: katalyzuji isomerizacni reakce (cis-trans isomerazy, epimerazy,
mutazy, racemazy),

EC 6 — ligazy (synthetazy): spojuji dvé molekuly kovalentni vazbou za spotifeby ATP.

Enzymy znacime ¢tyimistnymi ¢iselnymi kody. Nazev enzymu se sklada ze zkratky ,,EC*
a Ctyt Cisel (Vodrazka, 1996). Naptiklad kysela fosfataza ma systematicke ¢islo 3.1.3.2. Nazev
enzymu dle zkratky EC je tvofen: EC 3 — hydrolazy; EC 3.1 — plisobici na esterové vazby;
EC 3.1.3 — fosfomonoesterhydrolazy; EC 3.1.3.2 — kysela fosfatdza (Brenda, 2017).

1.2.1 Hodnocené enzymy
Na zdkladé¢ vyhodnoceni védeckych poznatkli byly vybradny nésledujici enzymy
provazejici metabolické déje pti rozkladu organické hmoty. Vybrané enzymy spadaji do tiid

oxidoreduktaz a hydrolaz.

Enzym katalyzujici redukci dusi¢nanového iontu na iont dusitanovy. Nitrat reduktaza je

tvofena predevSim v rostlindch a skldda se z flavinoproteinu, molybdenového komplexu
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a hemu. Aktivita nitrat reduktazy je velmi ovliviiovdna intenzitou slune¢niho svétla, obsahem
kysliku a teplotou okoli. Pti vyssi intenzité svétla, vy$Sim obsahu kysliku a nizsi teploté je

aktivita nitrat reduktazy vyssi (Hageman a Hucklesby, 1971).

Lakaza se tadi mezi ligninolytické enzymy, produkované houbami bilé hniloby
(Basidiomycota). Podili se na oxidativni degradaci ligninu. Plsobi na o- a p-quinoly,
na aminofenoly a Casto také na fenylendiaminy. Lak4dza mé schopnost oxidace benzenovych

jader s jejich néaslednym rozstépenim (Bamforth a Singleton, 2005).

Mn-peroxiddza je enzym hub bilé hniloby (Basidiomycota) podilejici se na oxidativni
degradaci ligninu. Enzym oxiduje navdzany Mn?* iont na Min>" za p¥itomnosti peroxidu vodiku.
Mn*" je uvoltiovan za pfitomnosti chelatoru (vétsinou oxalatu a malatu), ktery jej stabilizuje.
Komplexovany iont Mn*" se miize dostavat difuzi do lignifikované bun&éné stény, kde oxiduje

fenolické slozky ligninu a dalsi organické latky.

Lipazy hydrolyzuji acylglyceroly, obsahujici fetézce mastnych kyselin s poctem
uhlik > 10, na mastné kyseliny a glycerol (Hordakova a Némec, 2003). Jelikoz jsou lipazy
aktivni i v prostfedi s nizkym obsahem vody, nejsou problémy s rozpousténim hydrofobnich

substratd (Linek, 2002).

Kyseld fosfatdiza spadd pod fosfomonoesterazy, které obecné katalyzuji hydrolyzu
monoestert a anhydridii kyseliny fosfore¢né (Hordkova a Némec, 2003), tim dochazi
k mineralizaci organického fosforu (Enowashu a kol., 2009). Kyselé fosfatdzy jsou casto
pfitomny v kofenovych exudatech (latky vylucované koteny rostlin), naopak alkalické

fosfatdzy jsou vyludovany ptidnimi mikroorganismy (Sarapatka a Cap, 2013).



V pfirodé¢ se vyskytuji rizné typy sulfatdz: arylsulfatazy, alkylsulfatazy, aj.
Nejvice prozkoumand je arylsulfataza, kterd vznika prevazné cinnosti hub a bakterii,
ackoli rostliny a zvitrata produkuji tento enzym také. Sulfatazy jsou zapojeny do biochemické
mineralizace organické siry (Tabatabai a Bremner, 1971). Arylsulfataza katalyzuje hydrolyzu
arylsulfatového aniontu prerusenim vazby O-S. Pfedpokladd se, ze arylsulfataza ptispiva

k mineralizaci organické siry na S-SO4>* (Tabatabai a Bremner, 1970).

Chitinazy jsou esencidlni skupinou enzymi zodpovédnych za degradaci chitinu.
Hydrolyzuji glukosidické vazby chitinu, pfi ¢emz se uvoliiuji mensi organické slouceniny,
obsahujici dusik. Chitin je jednou ze zakladnich forem, ve kterych se dostava organicky dusik
do pidy. Dominantnimi producenty chitindzy jsou houby, bakterie, kvasinky, korysi a m&kkysi.
Chitin je hlavni slozkou bunécné stény hub. Aktivita chitindzy mize byt potlacovana stejné
jako u fosfatazy jejimi produkty a to zejména glukézou a N — acetylglukosaminem

(Gooday, 1994).

Enzym celuldza katalyzuje hydrolyzu celulozy na D-glukézu, je tvofen nejméné tremi
enzymy: endo-B-1,4-glukandaza (EC 3.2.1.4), exo-B-1,4-glukandza (EC 3.2.1.91) a
B-glukosidaza (EC 3.2.1.21), (Hordkova a Némec, 2003). V praxi tvoii B-glukosidazy velmi
heterogenni skupinu enzymut hydrolyzujici gluk6ézové oligosacharidy (Bockova a Kleiiha,
1972). Nejcastéji jsou produkovany houbami, napt. rodu Actinomyces ¢i Clostridium

(Horakova a Némec, 2003).

Hydrolyzuje B — D- glukosidické vazby v celluloze a cellotetradze, uvoliuje cellobidzu
nebo glukozu z celuldzového fetézce. Podili se spolu s endoglukanazou a B — glukosidazou
na dekompozici strukturnich polymerti. Je produkovana vieckovytrusnymi houbami

(Ascomycota) ptedevsim druhem Trichoderma reesei (Mertz et al., 2007).

Uredza je enzym produkovany bakteriemi (ptedevsim druhem Helicobacter pylori), ktery

katalyzuje hydrolyzu mocoviny na oxid uhli¢ity a amoniak. Aktivita ureazy vyznamné koreluje
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s obsahem organického uhliku a jejim phsobenim dochdzi k alkalizaci okolniho prostiedi

(Dick, 1984).

Aminopeptidazy patii mezi exopeptidazy, jedna se o enzymy Sté€pici proteiny béhem
traveni (Wickstrom et al., 2011). Leucin aminopeptidaza uvolituje koncovy N z aminokyselin,

peptidt, amidi ¢i arylamidt predevsim z leucinu ¢i prolinu.

Aminopeptidazy patii mezi exopeptidazy, jedna se o enzymy Stépici proteiny béhem
traveni (Wickstrom et al., 2011). Alanin aminopeptidaza uvolituje koncovy N z aminokyselin,

peptidl, amidi ¢i arylamidd, pfedevs§im z alaninu nebo prolinu.

2. Metodika
2.1 Vermikompostovani v systému pribéZného krmeni

Pii zakladdni vermikompostu byla prvni umisténa vrstva bioodpadu, poté ndsada se
zizalami (Eisenia andrei) a na ni opét vrstva bioodpadu. Kazdy mésic byla pfidavana nova
vrstva bioodpadu o mocnosti 15-20 cm (Han¢ a Pliva, 2013).

Vermikompostovaci pokusy popisované v metodice probihaly ve venkovnich
podminkach v systému pasovych nebo plosnych hromad, v riznych podnicich, podle toho, jaky
odpad zde vznikal. Jednalo se o 4 lokality (Obr. 1), a to konkrétné¢ Uhersky Brod, kde byl
vyuzit odpad z domécnosti a zahrad (BRKO), Veleliby u Nymburka, kde se vermikompostoval
zemédéElsky bioodpad s kalem ze sladovny (cca 20 % objemovych), dale Mikulcice, kde byl
vermikompostovan odpad po zpracovani révy vinné (matolina), a nakonec CeSov, kde se
vermikompostoval odpad z vyroby palenky (lihovarské vypalky). Vermikompostovani BRKO,
zeméde€lského bioodpadu s kalem ze sladovny a matoliny probihalo po dobu jednoho roku.

Lihovarské vypalky byly spolu se sldmou a senem vermikompostovany po dobu dvou let.

10



@ Uhersky Brod
@ veleliby u Nymburka
@ Mikultice

Obr. 1: Mapa zndzornujici polohu jednotlivych lokalit

Po roce, u lihovarskych vypalkil po dvou letech, se z vermikompostl odebraly vzorky,
vzdy ve ¢tyfech opakovanich z kazdé ¢asové vrstvy. Ro¢ni vermikompostovani bylo rozdéleno
na pét usekd, dvouleté na Ctyfi (Obr. 2). Odebiraly se pfiblizné jednokilogramové vzorky a to
do perforovanych polyethylenovych sackl, ptepravovany byly v termoboxech. V laboratofi
byly vzorky zvazeny, byly oddéleny, spocitany a zvazeny zizaly a kazdy vzorek byl rozdélen
zhruba na tf1 ¢asti. Prvni ¢ast byla urcena ke stanoveni suSiny, druha se uloZila do chladnicky
pii 4°C pro nasledné stanoveni pH/H20 (1:5 w/v) a mérné vodivosti EC (1:5 w/v) za pouZiti
WTW pH 340 i a WTW cond 730 dle normy CSN EN 15933. Tieti dil vermikompostu byl
zmrazen pii -20°C v chladicim boxu a postupné lyofilizovan pro stanoveni enzymatické

aktivity.

V:0-30 cm

-

1V: 30-60 cm

150 cm

' 1IL: 60-90 cm

1I: 90-120 cm

1: 120-150 cm

e vzorky

Obr. 2: Schéma odbéru vzorki
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2.1.1 Popis jednotlivych vermikompostii

Pé4sova hromada BRKO v lokalit¢ Uhersky Brod byla zalozena v kvétnu 2015 o ptdorysu
5,6 x 25,5 m. Prvni vrstva byla proloZena nasadou se zizalami, dalsi vrstvy vytvarel pouze
BRKO. Obrazek 3 zobrazuje vermikompostovani BRKO a naslednd uprava hotového

vermikompostu hvézdicovym sitem pro tpravu vlhkych materialli je zobrazena na Obr. 4 a 5.

Obr. 3: Vermikompostovani biologicky rozlozZitelného komundlniho odpadu v podobé

pdasovych hromad

Obr. 4; 5: Hvezdicové sito a nasledna uprava hotového vermikompostu

12



Zemédelsky bioodpad skalem ze sladovny se ve Velelibech u Nymburka
vermikompostoval od kvétna 2015 formou pasové hromady o rozméru 6 x 10 m (Obr. 6; 7).
Kal ze sladovny byl aplikovan ve smési: cca 20 % objemovych kal, Stépka, slama, jablka,

trava a makovina, do nejspodnéjsi prvni vrstvy byl pfimisen substrat se zizalami (Tab. 1).

Obr. 6, 7: Kal ze sladovny (vievo) a vermikompostovaci pasova hromada s kalem ze sladovny,

slamou, Stépkou, jablky, travou a makovinou (vpravo)

Matolina z vinafstvi Habanské sklepy (Velké Bilovice) byla vermikompostovana
na pudorysu 2,5 x 50 m v lokalit¢ Mikul€ice (Obr. §; 9). Vermikompost byl zalozen v kvétnu
2015. Zakladajici vrstva se odliSovala od nasledujicich nebot’ se jednalo o nasadu z konského

hnoje se Zizalami (Tab. 1).

Obr. 8; 9: Detail vermikompostovani matoliny (vlevo) a pasovd hromada vermikompostu

s matolinou (vpravo)
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Lihovarské vypalky se sldmou a senem se vermikompostovaly od dubna 2014 do kvétna

2016 na plose 6 x 8 m na rovném travnatém povrchu v lokalité Cesov (Obr. 10; 11).

Obr. 10; 11: Vermikompostovaci hromada (vlevo) a odbér vzorkii z pasové hromady

vermikompostu z lihovarskych vypalkii, slamy a sena (vpravo)

Z pribéhu  vermikompostovani byly sledovany vybrané parametry (Tab. 1).
Béhem vermikompostovani se doporucuje obsah vody cca 80 %; pH by mélo byt neutralni
az slab¢ alkalické; mérna vodivost by neméla byt vysoka, nebot” Zizalam neprospiva vysoky
obsah soli; pocet a biomasa zizal by se mély pohybovat dle toho, zda je v dané vrstvé pfitomna
potrava pro Zizaly (nerozlozend organicka hmota) ¢i ne (Edwards et al., 2011).

Pocet i biomasa zizal u vSech vermikomposti klesaly s hloubkou vrstev, coz znaci
spravny priubéh vermikompostovani. Su$ina byla u ¢asti vermikompostti v nejsvrchnéjsi vrstve
niz8i nez u ostatnich vrstev. U vermikompostu z BRKO byla vys$si nez u vrstvy IV, u
vermikompostu ze zeméd¢€lského bioodpadu s kalem ze sladovny byla vyssi ve vrstvé V nez ve
vrstvé [ a u vermikompostu z matoliny byla dokonce v horni vrstvé suSina nejvyssi. To mize
byt zplisobeno zalitim ¢i desti neddvno pied odebiranim vzorkl. Kromé prvni vrstvy suSina u
vermikompostu ze zemédélského bioodpadu s kalem ze sladovny a s matolinou napfiic profilem
klesala, coz bylo zpiisobeno prisakem vody. Hodnoty pH se pohybovaly ve slabé alkalické
oblasti u v§ech vermikompostl. U vermikompostu s lihovarskymi vypalky neptesdhly hodnoty
pohybuje kolem hodnoty 4,5. Mérna vodivost (EC) se u jednotlivych vermikomposti znacné

lisila i v rdmci vrstev, je zde také patrny znacny statisticky vyznamny rozdil (Tab. 1).
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Tab. 1: Vybrané parametry jednotlivych vermikompostii

vV ik ¢ Vrstva | Stafi vrstev | Hloubka vrstev |  Pocet Zizal Biomasa Zizal SuSina pH/H:0 EC
ermikompos [mésice] [em] [ks/kg] [g/kg] [Yo.] [nS/em]
v <3 0-30 125+81,92 | 1494+893 | 40,16+2.19a | 870+0,13b | 1824+139.43a
v 3.6 30 - 60 5,42+ 7,86 0,70£092 | 3495+ 1,64¢c | 875+007b | 2041 +367.99a
BRKO T 6-9 60 - 90 2504397 | 0204042 | 4657+1.09b | 749+0.11a | 3640+318,01b
(Uhersky Brod)
11 9-12 90 - 120 833+1354 | 082+132 | 4376+0.69b | 811£0,09¢c | 2076+319,54a
I >12 120 - 150 0 0 4044+ 054a | 745+0,10a | 2317+197.88a
v <3 0-20 67087215 | 672+238 | 4230+488a | 8.82+0.15b | 1098+120,18a
- - + =+ + + +

Zemedelsky bioodpad |V 3.6 20 - 40 417 4,19 1284053 | 46,13+4.80a | 8,80=0.10b | 1368 = 132,60 ab
s kalem ze sladovny | III 6-9 40 - 60 0 0 45.00+3,02a | 8,57+0,10bc | 1131+254,00a
(Veleliby u Nymburka) [, 9-12 60 - 80 0 0 4351+376a | 8.18+008a | 1539+25672b
I >12 80 - 100 0 0 41,40+234a | 828+020ac | 1483+ 8833 ab

v <3 0-20 208,54 +50,51 | 32,65+7.53 | 41,06+088b | 7.73+0,15b 812+ 17.68 a

v 3.6 20 - 40 1839+923 | 3224180 [3920+085ab| 8,08+0,13a 805 + 10,00 a

Matolina I 6-9 40 - 60 0 0 38,07+137a | 7.98=0,10ab | 729+ 31,98 ab

(Mikulcice)

11 9-12 60 - 80 0 0 3532+1,12d | 8,08+0.10a | 643+34,03b

I >12 80 - 100 0 0 2668+ 1,06c | 8,68+010c | 1433+131,75¢
v <6 0-20 592+ 191 2,54+ 0,84 | 1535+2,42b | 7.41+007b | 1162+644,45a

Lihovarské vypalky | 11 6-12 20 - 40 5,80 +2,18 265+1,01 | 2578+152a | 7.72+004c 976 + 38,84 a

(Cesov) I 12-18 40 - 60 1,57 1,72 0,53+0,73 | 25,80+ 1,52a | 7,64+0,10¢ 683 51,23 a

I > 24 60 -80 137+0,58 044+023 | 2832+065a | 7.92+0,09a | 760+2293a

Legenda: EC — mérna vodivost. pH; EC w/v 1:5. Hodnoty predstavuji primér + smérodatna odchylka. Mezi vrstvami v ramci lokality oznacenymi rozdilnymi
pismeny byly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily (ANOVA; Tukey's HSD test; p<0,05; n=4)




2.2 Stanoveni enzymatické aktivity

Metodické postupy pro jednotlivé enzymy se lisi podle toho, zda byla pro méteni
enzymatické aktivity vybrdna metoda fluorescencni ¢i spektrofotometrickd. Enzymy byly
stanovovany ve spolupraci s Mikrobiologickym ustavem Akademie véd CR v Praze
na mikrotitraénich desti¢kach s pouzitim kombinovaného pfistroje Tecan Infinite® M200

a na Ceské zemédélské univerzité v Praze pomoci spektrometru UV/VIS Lambda 25.

2.2.1 Fluorescencni stanoveni enzymatické aktivity

Pro stanoveni enzymi se pfipravila suspenze zhomogenizovanim 0,2 + 0,002 g
zlyofilizovaného vzorku vermikompostu a 20 ml octanového pufru s hodnotou pH 5 o
koncentraci ¢ = 50 mmol . I!, po dobu pfiblizné 30 s pomoci pfistroje Ultra-Turrax. Do
ptisluSnych jamek v mikrotitra¢ni desticce bylo napipetovano 200 pl zhomogenizované
suspenze a poté se pridal pfisluSny substrat (Tab. 2) dle tabulky 3 ¢i tabulky 4. Mikrotitraéni
desticky se nasledné vlozily na dobu 5 minut do inkubatoru, vyhtatého na teplotu 40 °C, poté
byla pomoci piistroje Tecan Infinite® M200 méfena fluorescence daného substratu
(Obr. 12; 13). Nasledné se opét desticky vlozily na 2 h do inkubatoru a znovu se zméfila
fluorescence. Z rozdilu po¢atecni a kone¢né hodnoty se vypocitala enzymaticka aktivita, bézné
je udavana v mikromolech ptislusného substratu za hodinu a na jeden gram vzorku (Baldrian,

2009; Stursova a Baldrian, 2011).

Tab. 2: Substradty pro méieni fluorescenénich enzymii

Koncentrace
Stanoveni Substrat [mmol . I'']
Kalibrace MUF MUF = methylumbelliferol 1,00
B-D-glukosiddza | MUFG = 4-methylumbelliferyl-B-D-glucopyranoside 2,75
Kysel4 fosfataza MUPFP = 4-methylumbelliferyl-phosphate 2,75
Arylsulfataza MUES = 4-methylumbelliferylsulphate potassium salt 2,50
Lipéza MUFY = 4-methylumbelliferyl-caprylate 2,50
Chitindza MUFN = 4-methylumbelliferyl-N-acetylglucosaminide 1,00
Cellobiohydroldza | MUFC = 4-methylumbelliferyl-N-cellobiopyranoside 2,50
Kalibrace AMC AMC = 7-aminomethyl-4-coumarin 1,00
Alanin
aminopeptidaza AMCA = L-alanine-7-amido-4-methylcoumarin 2,50
Leucin
aminopeptidaza AMCL = L-leucin-7-amido-4-methylcoumarin 2,50

Rozpoustedlo: dimethylsulfoxid (DMSO)
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Tab. 3: Schéma zaplnéni mikrotitracni destiCky pro stanoveni fi-D-glukosidazy, kyselé fosfatazy, arylsulfatazy a lipazy

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze
40 ul MUFG 40 ul MUFG 40 ul MUFG 40 ul MUFG 40 ul MUFG 40 ul MUFG
20 ul DMSO 20 ul DMSO 20 pl DMSO 20 pl DMSO 20 pl DMSO 20 pl DMSO

200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze 10 pl MUF | 10 pl MUF | 10 pl MUF | 10 pl MUF
40 pl MUFP 40 pl MUFP 40 pul MUFP 40 pul MUFP 40 pul MUFP 40 pl MUFP 1:100 1:100 1:100 1:100
20 ul DMSO 20 ul DMSO 20 ul DMSO 20 ul DMSO 20 ul DMSO 20 pl DMSO

200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze 20 pl MUF | 20 pl MUF | 20 pl MUF | 20 pl MUF
40 pl MUFS 40 pl MUFS 40 pl MUFS 40 pl MUES 40 pl MUES 40 ul MUFS 1:100 1:100 1:100 1:100

200 pl suspenze | 200 pul suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze 50 ul MUF | 50 pl MUF | 50 ul MUF | 50 ul MUF
40 ul MUFY 40 ul MUFY 40 pl MUFY 40 pl MUFY 40 pl MUFY 40 pl MUFY 1:100 1:100 1:100 1:100

200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze 20 pl MUF | 20 pl MUF | 20 pl MUF | 20 pl MUF
40 ul MUFG 40 ul MUFG 40 pl MUFG 40 ul MUFG 40 ul MUFG 40 pl MUFG 1:10 1:10 1:10 1:10
20 pl DMSO 20 pl DMSO 20 pl DMSO 20 pl DMSO 20 pl DMSO 20 pl DMSO

200 pl suspenze | 200 ul suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze 50 ul MUF | 50 pl MUF | 50 ul MUF | 50 ul MUF
40 pl MUFP 40 pl MUFP 40 ul MUFP 40 pul MUFP 40 pul MUFP 40 ul MUFP 1:10 1:10 1:10 1:10
20 pl DMSO 20 pul DMSO 20 pl DMSO 20 ul DMSO 20 ul DMSO 20 ul DMSO

200 pl suspenze | 200 ul suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze 10 ul MUF | 10 pl MUF | 10 pl MUF | 10 pl MUF
40 pl MUFS 40 pl MUFS 40 pl MUFS 40 pl MUFS 40 pl MUFS 40 ul MUFS 1 1 1 1

200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze | 200 pl suspenze 20 pl MUF | 20 pl MUF | 20 pl MUF | 20 ul MUF

40 pl MUFY

40 pl MUFY

40 ul MUFY

40 pl MUFY

40 pl MUFY

40 pl MUFY

1

1

1

1

_H_ vzorek 1 _H_ vzorek 2 _H_ vzorek 3 D vzorek 4
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Obr. 12; 13: Méfeni na pristroji Tecan Infinite® M200 (vievo) a napipetovand mikrotitracni

desticka (vpravo)

Aktivity B-D-glukosidazy a lipazy vykazovaly u vermikomposti s BRKO a
zem&délskym bioodpadem skalem ze sladovny napfi¢ celym casovym profilem
vermikomposti  pfiblizné stejné zmény, odrazejici reakéni podminky ro¢niho
vermikompostovani (Graf 1 a 4). U vermikompostu se zeméd¢lskym bioodpadem s kalem ze
sladovny se aktivita kysel¢é fosfatdzy béhem vermikompostovani vyrazné nemeénila, ve vzorcich
z BRKO byla nejvyssi aktivita kyselé fosfatdzy naméfena ve vzorcich z vrstvy nejstarsi.
U vermikompostu s matolinou byl u kyselé fosfatdzy nalezen velky rozdil mezi nejmladsi
vrstvou a vrstvou starou 3 mésice. S pokrocilym stafim vrstev se hodnoty kyselé fosfatazy u
vermikompostu s matolinou vyrazné neodliSovaly (Graf 2). U aktivity arylsulfatdzy je trend
napfi¢ profilem vermikomposti s BRKO a se zeméd¢lskym bioodpadem s kalem ze sladovny
podobny, s tim rozdilem, Ze propad v aktivité byl u vermikompostu s BRKO jiz u vrstvy Il a
u vermikompostu se zeméd€lskym bioodpadem s kalem ze sladovny az ve vrstvé III (Graf 3).
U aktivity lipazy stanovované ze vzorkli vermikompostu s matolinou se hodnoty s rostoucim
¢asem, po pocatecnim poklesu, vyrovnaly. Hodnoty enzymatické aktivity ve vermikompostu

s matolinou mohl ovlivnit vysoky podil nerozlozenych zrnicek.
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Graf 1-4: Enzymaticka aktivita pro vermikomposty s BRKO, kalem ze sladovny a matolinou
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B-D-glukosidazy, kyselé fosfatdzy a lipazy v nejmladsi vrstvé vermikompostu. Ve dva roky

starych vrstvach je patrny vyrazny pokles aktivity B-D-glukosidazy a kyselé fosfatazy témét na

tietinu, u lipazy na polovinu. U arylsulfatazy vysledky prokazatelné¢ nepodlozily, Ze by

s postupujicim ¢asem vermikompostovani dochazelo ke zméndm (Tab. 5).

Tab. 5: Enzymaticka aktivita pro vermikompost s lihovarskymi vypalky

Vrstva B-D-glukosidaza | Kysela fosfataza | Arylsulfataza Lipaza
[umol. g'!' h!] [umol. g!' h!] [umol. g h'!] [umol. g h!]
v 2053,3+101,5 | 2197,6 +292,9 34,1+ 6,4 9117,6 = 600,2
111 16482 +292.4 | 13255+ 112,4 30,0+ 8.4 8196,8 + 354,1
11 1467,8 + 269,5 1083.,4 + 166,3 18,0+ 5,1 4223,3 + 388,6
I 7123+ 1724 7799 £116,9 39,3+ 15,0 4901,1 +42.3

Jednotky jednotlivych enzymi jsou vzdy v pmol substratu (MUF) . g'!' . h'!, viz grafy
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Ze ziskanych hodnot enzymatickych aktivit chitindzy, cellobiohydrolazy a
aminopeptidaz namétenych u sledovanych vermikompostl je ziejmé, ze nejvyssich hodnot
vykazoval vermikompost s BRKO, kde byly zjistény nékolikanasobné vyssi hodnoty nez u
vermikomposta se sladovnickym kalem a s matolinou. V ptipadé BRKO mohly byt vysoké
1 houbové mikroorganismy, produkujici pfedevsim chitinazu ¢i cellobiohydrolazu. Jak je patrné
z grafl pro jednotlivé enzymy (Graf 5-8), tak v pfipadé vermikompostu z BRKO vykazovala
vyse enzymatické aktivity napfi¢ celym Casovym profilem vermikompostl ve vSech ptipadech
obdobné zmény, odraz podminek pro Stépeni glukosidickych vazeb vstupniho materidlu. Co se
ty¢e vermikompostu obsahujiciho zemédélsky bioodpad s kalem ze sladovny, tak zde byly
v pfipadé chitindzy hodnoty velmi nizké, nejvySsi hodnota aktivity chitindzy
(73,1 pmol MUFN.g'l.h'!) byla naméfena v étvrté vrstvé (stafi 3 mésice). Nejvyssi aktivita
u vermikompostu se zemédelskym bioodpadem a s kalem ze sladovny u cellobiohydrolazy
byla naméfena ve tieti vrstvé (171,9 pmol MUFC.g!.h'!). Pro vermikompost s matolinou byly
namétfeny u aminopeptidaz velice nizké hodnoty, u alanin aminopeptidazy byla v n€kolika
vrstvach aktivita dokonce nulova. Vyssi hodnoty pro vermikompost z matoliny byly naméteny
u aktivity cellobiohydroldzy, kde byla nejvyssi hodnota 240,8 pmol MUFC.g'.h,
U vermikompostu z matoliny byla enzymaticka aktivita ovlivnéna velkym podilem

nerozloZenych zrnicek ze vstupniho materialu.

Graf 5-6: Enzymaticka aktivita pro vermikomposty s BRKO, kalem ze sladovny a matolinou
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Graf 7-8: Enzymaticka aktivita pro vermikomposty s BRKO, kalem ze sladovny a matolinou
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Nejvyssi hodnoty aktivity chitindzy, cellobiohydrolazy, alanin a leucin aminopeptidazy

byly u vermikompostu s lihovarskymi vypalky naméteny v nejsvrchnéjsi, tedy nejmladsi vrstveé

vermikompostu. Tato vrstva byla velmi biologicky aktivni, bylo v ni nejvétsi mnozstvi zizal.

Aktivity chitinazy a cellobiohydrolazy se stafim vrstev poklesly, u aminopeptidaz tak znatelny

pokles nenastal, ale u vSech Ctyfech enzymi se hodnoty enzymovych aktivit z jednotlivych

vzorkll dané vrstvy vyrazné pfibliZily, z toho Ize usuzovat na postupnou homogenizaci

vermikompostu (Tab. 6).

Tab. 6: Enzymaticka aktivita pro vermikompost s lihovarskymi vypalky

Alanin Leucin
Vrstva Chitinaza Cellobiohydroldza | aminopeptiddza | aminopeptidaza
[umol. g! h!] [umol. g h!] [umol. g! h!] [umol. g!' h!]
1\ 3613,7 + 574,7 1200,6 + 264,3 258,24+ 1250 333,5+ 1552
I 3138,1 +330,1 1219,2 £233,6 171,6 + 40,6 131,24+ 5,7
11 2535,7 £ 166,4 1176,1 £ 60,5 218,1 + 15,1 160,3+ 11,7
1 1849,5 £41,3 885,8 £36,6 157,7+ 18,6 154,7 + 10,5

Jednotky jednotlivych enzymi jsou vzdy v umol substratu (MUF/AMC) . g "' h'!, viz grafy.
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2.2.2 Spektrofotometrické stanoveni enzymatické aktivity

Pro stanoveni enzymi se pfipravila suspenze zhomogenizovanim 0,2 + 0,002 g
zlyofilizovaného vzorku vermikompostu a 20 ml octanového pufru s hodnotou pH 5 o
koncentraci ¢ = 50 mmol . 1"}, po dobu piiblizné 30 s pomoci piistroje Ultra-Turrax.

Vzorky bylo nutné prefiltrovat a odsolit (kolonky PD-10) (Obr. 14; 15). Aktivitu lakazy
(Tab. 7) 1 Mn-peroxidazy (Tab. 8 a9) je nutné méfit ihned po aplikaci substratu. VétSina vzorka
reaguje velmi rychle. Aktivita lakazy se méfi spektrofotometricky pii vinové délce 420 nm,
aktivita Mn-peroxidazy pfi vinové délce 590 nm. Oba enzymy se méfi jako zména absorbance,
po dobu 3 min kazdych 30 s (7 x 30 s) pro mén¢ reaktivni vzorek a po dobu 12 min kazdé
2 min (7 x 2 min) pro vice reaktivni vzorek pomoci piistroje Tecan Infinite® M200. V ptipadé
Mn-peroxidazy je spolu s ni méfena také peroxiddza a oxidaza pro vypocet celkové aktivity

Mn-peroxidazy (Baldrian, 2009; Stursova a Baldrian, 2011).

Obr. 14, 15: Filtrace (vlevo) a nasledné odsoleni vzorkii (vpravo)
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Tab. 7: Schéma zaplnéni mikrotitracni desticky pro stanoveni lakazy

1 2 3 4
50 pl suspenze 50ul suspenze 50 pl suspenze | 50 pl suspenze
150 ul Cp 150 ul Cp 150 ul Cp 150 ul Cp
50 ul ABTS 50 pl ABTS 50 ul ABTS 50 ul ABTS
50 pl suspenze 50 ul suspenze 50 ul suspenze | 50 ul suspenze
150 pl Cp 150 pl Cp 150 ul Cp 150 ul Cp
50 ul ABTS 50 ul ABTS 50 ul ABTS 50 ul ABTS
50 pl suspenze 50 pl suspenze 50 pl suspenze | 50 pl suspenze
150 ul Cp 150 ul Cp 150 ul Cp 150 ul Cp
50 ul ABTS 50 pl ABTS 50 ul ABTS 50 ul ABTS
50 pl suspenze 50 pl suspenze 50 pl suspenze | 50 pl suspenze
150 ul Cp 150ul Cp 150ul Cp 150ul Cp
50 ul ABTS 50 pl ABTS 50 ul ABTS 50 ul ABTS

I:l vzorek 1 D vzorek 2 I:l vzorek 3 D vzorek 4

Cp: Citratovo — fosfatovy pufr pH 5
ABTS: 0,08 % 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)

Tab. 8: Standardni roztoky pro Mn-peroxidazu (AMn), peroxidazu (AP) a oxidazu (A0x)

Chemikalie AMn AP AOx

Sukcinat-laktatovy pufr 525ml | 5,25 ml | 5,25 ml

DMAB 0,7ml | 0,7ml | 0,7ml

MBTH 0,35ml | 0,35ml | 0,35 ml

MnSO4 0,35 ml

Peroxid 0,35ml | 0,35 ml

EDTA 0,35 ml | 0,35 ml
H>0O demineralizovana 0,35 ml

Sukcinat-laktatovy pufr (¢ =100 mmol . I'!, pH 4,5)

DMAB: para-Dimethylaminobenzaldehyd (¢ = 25 mmol . I''; rozpoustédlo fosfatovy pufr
o koncentraci ¢ = 100 mmol . I'!, pH 6,5)

MBTH: 3-Methyl-2-benzothiazolinon hydrazon hydrochlorid (¢ = 1 mmol . I'!)

MnSOs4: Siran manganaty (c =2 mmol . I'")

Peroxid: 12,5 ul peroxidu 30% + 21,25 ml demineralizované vody

EDTA: Ethylendiamintetraoctové kyselina (¢ =2 mmol . I'!)
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Tab. 9: Schéma zaplnéni mikrotitracni desticky pro stanoveni Mn-peroxidazy

1

2

3

4

5

6

50 pl suspenze
200 pl substratu AMn

50 pl suspenze
200 pl substratu AP

50 pl suspenze
200 pl substratu AOx

50 pl suspenze
200 pl substratu AMn

50 pl suspenze
200 pl substratu AP

50 pl suspenze
200 pl substratu AOx

50 pl suspenze
200 pl substratu AMn

50 pl suspenze
200 pl substratu AP

50 pl suspenze
200 pl substratu AOx

50 pl suspenze
200 pl substratu AMn

50 pl suspenze
200 pl substratu AP

50 pl suspenze
200 pl substratu AOx

50 pl suspenze
200 pl substratu AMn

50 pl suspenze
200 pl substratu AP

50 pl suspenze
200 pl substratu AOx

50 pl suspenze
200 pl substratu AMn

50 pl suspenze
200 pl substratu AP

50 pl suspenze
200 pl substratu AOx

50 pl suspenze
200 pl substratu AMn

50 pl suspenze
200 pl substratu AP

50 pl suspenze
200 pl substratu AOx

50 pl suspenze
200 pl substratu AMn

50 pl suspenze
200 pl substratu AP

50 pl suspenze
200 pl substratu AOx

50 pl suspenze
200 pl substratu AMn

50 pl suspenze
200 pl substratu AP

50 pl suspenze
200 pl substratu AOx

50 pl suspenze
200 pl substratu AMn

50 pl suspenze
200 pl substratu AP

50 pl suspenze
200 pl substratu AOx

50 pl suspenze
200 pl substratu AMn

50 pl suspenze
200 pl substratu AP

50 pl suspenze
200 pl substratu AOx

50 pl suspenze
200 pl substratu AMn

50 pl suspenze
200 pl substratu AP

50 pl suspenze
200 pl substratu AOx

50 pl suspenze
200 pl substratu AMn

50 pl suspenze
200 pl substratu AP

50 pl suspenze
200 pl substratu AOx

50 pl suspenze
200 pl substratu AMn

50 pl suspenze
200 pl substratu AP

50 pl suspenze
200 pl substratu AOx

50 pl suspenze
200 pl substratu AMn

50 pl suspenze
200 pl substratu AP

50 pl suspenze
200 pl substratu AOx

50 pl suspenze
200 pl substratu AMn

50 pl suspenze
200 pl substratu AP

50 pl suspenze
200 pl substratu AOx

_H_ vzorek 1 _H_ vzorek 2 _H_ vzorek 3 D vzorek 4

Analyzované vzorky z jednotlivych vrstev vermikompostii nevykazovaly pfitomnost lakdzy ¢i Mn — peroxidazy. Dané enzymy jsou

produkovany prevazné ligninolytickymi houbami. Ze stanoventi je patrné, Ze tyto druhy hub v analyzovanych vermikompostech nebyly pfitomny.



Ureaza a nitrat reduktaza

Pro stanoveni ure4zy byla modifikovana metoda dle Kandeler a Gerber (1988), zaloZena
na stanoveni amoniaku po inkubaci vzorkil s mo€ovinou. Stanoveni nitrat reduktazy probihalo
dle Kandeler (1996) a je zalozeno na stanoveni nitritu po inkubaci vermikompostu s nitratem
(GCinek nitrit reduktazy se inhibuje ptidavkem 2,4 — dinitrofenolu).

Pro pfipravu extrakti se navéazi 0,5 £ 0,005 g jemné rozdrcené¢ho a pfes 2 mm sito
ptesatého zlyofilizovaného vermikompostu a to vzdy Ctyfi navazky, v piipadé uredzy do
Erlemayerovych ban¢k, pro nitrat reduktdzu pak do plastovych, mrazu odolnych,
uzaviratelnych kyvet. Pro pfipravu roztoki, neni-li uvedeno jinak, se pouziji chemikalie
Cistoty p.a. a demineralizovana voda.

Navazka tfi vzorkl pro stanoveni uredzy se smoc¢i 4 ml demineralizované vody a ptida se
0,25 ml roztoku mocoviny, do ¢tvrté (kontroly) se roztok mocoviny nepfidava. Uzaviené banky
se vzorky se inkubuji po dobu 2 hodin pfi teploté 37 °C. Po inkubaci se do kontrolniho vzorku
piida 0,25 ml roztoku mocoviny a do vSech ctyfech ban¢k 5 ml roztoku KCI. Suspenze se ve
znovu uzavienych batikach 30 minut jemné krouZivym pohybem promichava a poté zfiltruje.
Koncentrace a ptiprava roztoku v tab. 10.

K navazce ¢tyt vzorkl pro stanoveni nitrat reduktazy se pfida 4,5 ml demineralizované
vody, 0,4 ml roztoku 2,4 — dinitrofenolu a 0,1 ml roztoku dusi¢nanu draselného. Obsah kyvet
se po uzavieni jemn¢ promichd, tfi se umisti do inkubétoru (25 °C) a ctvrtd se d&4 zamrazit
(-20 °C), vsechny na dobu 24 hodin. Po inkubaci a roztati kontroly se do vSech vzorkl ptida
10 ml roztoku KCl a po promichani se suspenze zfiltruje (Obr. 16). Koncentrace a pfiprava

roztoku v tab. 11.

Obr. 16: Filtrace vzorkii pro nasledné stanovovani nitrat reduktdzy
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Tab. 10: Roztoky pro stanoveni uredzy

Chemikalie Koncentrace
Modovina 0,08 mol . 1!
Hydroxid sodny 0,3mol . 1!

Smésny roztok

17 g salicylanu sodného a 120 mg dihydratu
nitroprussidu sodného v objemu 100 ml

Chlorid draselny

I mol.1!

(stald 12 hodin)

Sm¢és roztokdi vpomérul:1:

Smésny roztok : hydroxid sodny : H,O

Dichlorisokyanurat sodny dihydrat 0,1 hmot.%
Chlorid amonny - standardni roztok I 1000 pg NHs- N . ml!
Chlorid amonny - standardni roztoky 11 0; 1; 1,5; 2; 2,5 ml standardniho roztoku I

se natedi roztokem KCI do objemu 100 ml

Roztoky pro kalibra¢ni kiivku

0;1;1,5;2,0; 2,5 ug NHs- N . ml!
1 ml standardnich roztoku 11

se nafedi demineral. vodou do objemu 10 ml

Tab. 11: Roztoky pro stanoveni nitrdt reduktazy

Chemikalie Koncentrace

2.4 - Dinitrofenol 0,9 mmol . 1!

Dusi¢nan draselny 0,025 mol . 1!
Chlorid draselny 4mol . 1!

Amonny pufr, pH 8,5 0,19 mol . 1!

Barevné ¢inidlo

50 ml destilované vody, 20 ml konc. kyseliny fosfore¢né,
2 g sulfanilamidu, 0,1 g N-(1-naftyl)-ethylen diaminu
dihydrochloridu, doplnit do 200 ml demineralizovanou vodou

Standardni roztok dusitanu sodného

1000 pg NO, - N . ml”!

Roztoky pro kalibra¢ni kiivku

(ptipravuji se denng)

0;0,2;0,4;0,8;1 ugNO, -N . ml"!
ptipravi se davkovanim 0; 2; 4; 8; 10 ml standardniho roztoku
dusitanu sodného,

piidanim 50 ml roztoku KCI a doplnénim do objemu 100 ml

Pro aktivitu ureazy se absorbance stanovi pii vlnové délce 690 nm a minimalné

30 minutovém reakénim cCase, proti roztoku KCl pomoci UV/VIS spektrometru Lambda 25.

Aktivita ureazy se uddva v pg hydrolyzovaného NHs— N . g sus. . 2 h'l. JestliZe se stanoveni

neprovadi zadhy po pfiprave, lze filtrat uloZit az na 24 hodin do chladni¢ky pii 4 — 6°C. Pro

stanoveni nitrat reduktazy se absorbance stanovi pifi vlnové délce 520 nm a minimalné

15 minutovém reakénim cCase, proti prvnimu standardu, pomoci UV/VIS spektrometru

Lambda 25. Aktivita nitrat reduktazy se udava v ug NO,— N . g sus. 24 h'!. Ogetteni filtratii
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pro spetrofotometrickd stanoveni uvadi tab. 12, s roztoky pro kalibraéni kiivky se pracuje stejné

jako s filtraty (Obr. 17; 18).

Tab. 12: Uprava filtratit pro spektrofotometrické stanoveni

Enzym Filtrat Pridavek reagencii
9 ml demineralizované vody
Ureaza 1 ml 5 ml smési roztok
2 ml roztoku dichlorisokyanuratu sodné¢ho
Nitrat reduktaza Sml 3 ml amonného pufru

2 ml barevného ¢inidla

Obr. 17; 18: Upravené filtraty ureazy (vlevo) a nitrat reduktdzy (vpravo) pro

spektrofotometrické stanoveni

V ptipad¢ BRKO se vermikompostoval znaéné¢ nesourody material a presto lze
ze Ziskan)'/ch hodnot odvodit, Ze s Casem V}'Irazné, témef tiikrat klesa hodnota zna¢né stabilniho
vermikompostu z matoliny i lihovarskych vypalkti (Tab. 13), u téch se odrazila délka
vermikompostovani. U vermikompostu se zemédélskym bioodpadem s kalem ze sladovny se
hodnoty ureazy v jednotlivych casovych vrstvach vyrazné neliSily. Pfi hodnoceni vysledki se
musi brat v tvahu, ze jich bylo dosazeno vermikompostovanim biologicky rozlozitelného
materialu, ktery byl v daném c¢ase k dispozici, vliv mély klimatické podminky, ale i lidsky
faktor. Ptesto lze pokles aktivity ureazy povazovat za dobrou kontrolu probihajiciho rozkladu.

Zmé&fené hodnoty aktivity nitrat reduktazy ve vzorcich BRKO z lokality Uhersky Brod,
ve vzorcich zemédélského bioodpadu s kalem ze sladovny z lokality Veleliby u Nymburka 1
vermikompostu z matoliny z Mikul¢ic ukazuji na podobnou pfitomnost nitrat reduktazy

v

v jednotlivych c¢asovych tsecich ro¢niho vermikompostovani (Graf 10), s nejnizsimi
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hodnotami v nejstarsi vrstveé, z toho lze usuzovat, Ze i stanoveni nitrat reduktazy mtize byt
vhodnym ukazatelem rozkladného procesu, i kdyz hodnoty nitrat reduktdzy ve svrchni vrstvé
vyrazné ovliviiuje klima. Dvojnasobné vy$si hodnoty nitrat reduktdzy v nejstar$i vrstvé u
vermikompostu z matoliny odrazi zpiisob zakladky, zde byl pfidan substrat z hnoje spolu se
Zizalami. Ve vermikompostu z lihovarskych vypalkt spolu se slamou a senem z lokality Ce$ov
1ze mluvit o fadovée nizsi hodnot¢ nitrat reduktazy v nejstarsi vrstvé (Tab. 13), ale zde se musi
uvazit dvoulety cyklus a odliSnost 24 mésict staré vermikompostové vrstvy, ktera byla vlh¢i,

méla témer o jednotku nizsi pH, nizsi vodivost a byla “ziva®, z pohledu piitomnosti zizal.

Graf 9-10: Aktivita uredzy a nitrdt reduktazy pro vermikomposty s BRKO, kalem ze sladovny

a matolinou

9.  Ureaza 10. Nitrat reduktaza
360 _ 50
T 300 |® =
40
~ w0 |8 5
< 240 -
0 ° ® & 30
Z 180 PY * =
< [ '~ 20
% 120 (Z) ~
® 60 ] s w10 |0 T ¥ L e
= | = ’ | ]
0 0
0 3 6 9 12 0 3 6 9 12
stari [mésic] stari [mésic]
Legenda: === BRKO; == sladonicky kal; matolina

Tab. 13: Aktivita ureazy a nitrdt reduktazy pro vermikompost s lihovarskymi vypalky

Vrstva Ureaza Nitrat reduktaza
[ug NH, -N.g.2 h''] [ug NO>-N.g''.24 h'!]
v 101,8 + 39,4 11,9 £ 10,1
I 187,1 + 28,6 4,039
II 118,8 +£28,1 7,1+7,6
I 65,7+17,8 0,6+0,2

1. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Predkladand metodika popisuje provozni vermikompostovani a na né navazujici
analytické hodnoceni ziskaného produktu — vermikompostu. Diiraz je kladen na vybér a
stanoveni enzymatické aktivity, parametru, z n¢hoZ lze usuzovat zralost vermikompostu. Na

zéklad¢ ziskanych dat je pro orientaci uzivatele do metodiky vlozena tabulka 14. V tabulce jsou
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uvedeny limitni hodnoty enzymatické aktivity, které by nemél zraly vermikompost z daného
materidlu ptekrocit. Podle charakteru vstupnich surovin si pak uzivatel mize pro hodnoceni
vlastniho vermikompostu vybrat ur¢itou skupinu enzymd, analytickou metodu jejich stanoveni
a porovnat vysledky.

Modifikace analytickych metod, jejich vyuziti v provozni praxi a nasledné zhodnoceni
enzymatickych aktivit vermikomposti z biologicky rozlozitelnych odpadi je v rdmci Gzemi

Ceské republiky nové a ptivodni.

Tab. 14: Limitni hodnoty enzymatické aktivity jednotlivych zralych vermikompostii

Enzym 1. 2. 3. 4.
[limll)olghldlblggg{aﬁ <900 <2000 <2100 <1800
ﬁiﬁﬁé‘l’gzﬁllﬁ]‘ <1100 <1800 <1100 <1500
[Mmollgdigiéég{h,]] <10700 | <11900 | <10 100 <8600
[ngﬁggézﬁ o <1200 <90 <200 <3500

Alain aminopeptdica | o0 | <30 | <a0 | <o
Lewein aminopepidion | o0 | <0 | a0 | <o
e Ngfﬁ?.z . <100 <70 <100 <150

Legenda : 1. vermikomposty s BRKO; 2. vermikomposty se zemédélskym bioodpadem a kalem

ze sladovny; 3. vermikomposty s matolinou; 4. vermikomposty s lihovarskymi vypalky

Lakaza a Mn-peroxidaza jsou ligninolytické enzymy. Aktivita vySe zminénych enzymu
zde nebyla stanovena, z ¢ehoz se d4 usuzovat, Ze nami zkoumané vermikomposty neobsahovaly
ligninolytické houby. V ptipadé vermikompostovani vyplozeného substratu ligninolytickych

hub by tyto enzymy mohly byt pfitomny. Neni ov§em nutné jejich hladinu nijak omezovat.
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V. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

1. Metodika je wurcena zemédélcim a dalSim zpracovatelim vénujicim se
vermikompostovani bioodpadt, podava jim piehled jaké vlastnosti sledovat a na rozsdhlém
poctu stanoveni ukazuje v jakych intervalech se jednotlivé velic¢iny po probéhlé dobé
vermikompostovani nachazeji.

2. Metodika je urCena specializovanym zemédélskym a environmentalnim laboratoiim,
které se zabyvaji stanovenim kvality organickych hnojiv.

3. Metodika muaze byt vyuzita pro piipadnou tvorbu legislativy v oblasti

vermikompostovani.

V. EKONOMICKE ASPEKTY

Zvolené metody byly ocenény podle aktudlnich cen chemikalii, ptistrojového vybaveni a
pracnosti. Kalkulace byla provedena v K¢ na 1 vzorek pfti tiech opakovanich (Tab. 15) a
zaplnéni celé mikrotitracni desticky viz podkapitola 2.2.1 a pfi Ctyfech opakovanich (Tab. 16)
a zaplnéni celé mikrotitra¢ni desticky viz podkapitola 2.2.2 na multifunkénim modularnim
readeru Tecan Infinite® M200. Tabulka ¢&. 17 zobrazuje cenovou analyzu pfi méfeni 1 vzorku
ve Ctyfech opakovanich na UV/VIS spektrometru Lambda 25. Detailni kalkulace pro méteni
zaplnéné mikrotitracni desticky pii Etyfech vzorkach ve tiech opakovanich a ¢tyfech enzymech
je znazornéna v tabulce 18, cenova kalkulace popisuje konkrétni zaplnéni mikrotitracni

desticky uvedené v tabulce 3.

Tab. 15: Cena analyz (Tecan Infinite® M200) Tab. 16: Cena analyz (Tecan Infinite® M200)
Enzym Cena [K¢] Enzym Cena [K¢]
B-D-glukosidaza 15,29 Lakaza 9,68
Kysel4 fosfataza 14,53 Mn-peroxidaza 26,35
Arylsulfataza 14,68
Lipaza 15,07

Tab. 17 : Cena analyz (UV/VIS

Chitindza 22,34 spektrofotometr Lambda 25)
Cellobiohydrolaza 27,68 Enzym Cena [K¢]
Alanin aminopeptidaza 36,99 Ureaza 321,3
Leucin aminopeptidaza 47,61 Nitrat reduktaza 356,3
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Tab. 18: Piiklad kalkulace nakladii pro méieni zaplnéné mikrotitracni desticky pii Ctyiech

vzorcich ve tiech opakovanich a Ctyfech enzymech na pristroji Tecan Infinite® M200

Materiél,, operace, Cena za jevdnortkové Spoticba Néklady V[Ké]
prace mnozstvi (na polozku)
CH3;COOH 0,7 0,288 ml 0,2016
CH3COONa 1 8,896 g 8,896
MUF 15,26 0,000104 g 0,00158704
MUFG 5400 0,0004464 ¢ 2,41056
MUFP 4 040 0,0003379 g 1,3651968
MUFS 6 200 0,0003533 g 2,190336
MUFY 10410 0,0003629 g 3,777789
DMSO 1 1,168 ml 1,168
Spicky 0,2 28 ks 5,6
Microplate 22,1 1 ks 22,1
Inkubace 1,27 2h 2,54
M¢teni 12,79 0,083 h 1,06
Prace 190 lh 190
Celkem: 241,31,- K¢

Vsechny vypoCty hodnot v tab. 15 a 16 jsou provedeny pti zaplnéni celé mikrotitracni

desticky, nebot’ se tim naklady zna¢né snizi. Stejné tak je mozné na jedné mikrotitracni destic¢ce

soucasné méfit vice vzorkil a vice enzymi, tim se usnadfiuje a zrychluje cely proces stanoveni

enzymatické aktivity u jednotlivych vzorkd. VSechny ceny analyz jsou taktéZ pocitany pro tfi

az Ctyfi opakovani na vzorek, z praktického hlediska a statistického vyhodnoceni neni vhodné

stanovovat jednotlivé parametry bez opakovani.

V pftipadé¢ inkubace je pocitano s Zivotnosti laboratorniho inkubatoru 5 let (cena pfistroje:

56 000,- K¢ (Sarapatka a Cép, 2013)). V piipadé méfeni je poéitano s Zivotnosti piistroje
Tecan Infinite® M200 5 let (cena piistroje: 560 000,-K¢&; doba méfeni: 5 min = 0,083 h) nebo
s zivotnosti 5 let UV/VIS spektrometru Lambda 25 (cena pftistroje: 220 000,-K¢).

Na zéklad¢ vySe zpracované kalkulace a pfi pfedpokladu pravidelného vétsiho poctu

analyz autofi doporucuji vybavit pracovisté¢ multifunkénim modularnim readerem.

32



VI. SEZNAM POUZITE SOUVISEJIiCi LITERATURY
Atiyeh, R.M., Subler, S., Edwards, C.A., Bachman, G., Metzger, J.D., Shuster, W. 2000. Effect

of vermicomposts and composts on plant growth in horticultural container media and
soil. Pedobiologia. 44 (5). 579-590.

Baldrian, P., 2009. Microbial enzyme-catalyzed processes in soils and their analysis. Plant Soil
Environ, 55 (9), 370-378.

Bamforth, S.M., Singleton, 1. 2005. Bioremediation of polycyclic aromatic hydrocarbons:
current knowledge and future directions. Journal of Chemical Technology and
Biotechnology, 80 (7), 723-736.

Bockova, J., Klenha, J. 1972. Celuldzy — jejich biochemie a technologie. Vyzkumny ustav
potravinaiského primyslu — stiedisko technickych informaci, Praha.

Brenda, 2017. Enzyme database. The comprehensive Enzyme Information System, on-line
dostupné z: http://www.brenda-enzymes.info/.

CSN EN 15933. 2013. Kaly, upraveny bioodpad a ptidy — Stanoveni pH.

Dick, W.A. 1984. Influence of long-term tillage and crop rotation combinations on soil enzyme
activities. Soil Sci Soc Am J, 48. 569-574.

Edwards, C.A., Arancon N.Q., Sherman R. 2011. Vermiculture Technology: Earthworms,
Organic Wastes, and Environmental Management. CRC Press. Boca Raton. 623 p.
ISBN 978-1-4398-0987-7.

Enowashu, E., Kandeler, E., Lamesdorf, N., Poll, C. 2009. Microbial biomass and enzyme
activities under reduced nitrogen deposition on a spurce forest soil. Applied Soil
Ecology, 43 (1), 11-21.

Flavel, T.C., Murphy, D.V_, Lalor, B.M., Fillery, I.R.P. 2005. Gross N mineralization rates after
application of composted grape marc to soil. Soil Biology and Biochemistry, 37 (7),
1397-1400.

Gaddie, R. E. (Sr.), Douglas D. E. 1975. Earthworms for Ecology and Profit. Scientific
Earthworm Farming. Bookworm Publishing Company. California 180 p. ISBN:
0916302059.

Gooday, G.W. 1994. Physiology and microbial degradation of chitin and chitosan. In: Ratledge
C (Eds.), Biochemstry of Microbial Degradation, Kluwer Academic Publishers,
Dordrecht, The Netherlands, 279-312. ISBN: 978-94-011-1687-9.

Hageman, R.H., Hucklesby, D.P. 1971. Nitrate reductase from higher plants. Methods in
Enzymology, 23, 491-503.

33



Han¢, A, Pliva, P. 2013. Vermikompostovani bioodpadi (certifikovana metodika).
Ceskéa zemé&délska univerzita v Praze, Praha, 35 s. ISBN 978-80-213-2422-0.

Hordkova, D., Némec, M. 2003. Laboratorni cvic¢eni z fyziologie bakterii. Masarykova
univerzita, Brno, 65 s.

Kandeler, E. 1996. Nitrate reductase aktivity. Methods in Soil Biology, Springer, Berlin,
Germany, 176-179.

Kandeler, E., Gerber, H. 1988. Short-term assay of soil urease aktivity using colorimetric
determination of ammonium. Biology and Fertility of Soils, 6 (1), 68-72.

Linek, J. 2002. Vyuziti lipaz k biokatalyze organickych reakci. Bioprospect, 12 (1-2), 8-12.

Mc Lean, M. A., Parkinson, D. 1998. Impacts of the epigeic earthworm Dendrobaena octaedra
on oribatid mite community diversity and microarthropod abundances in pine forest
floor: a mesocosm study. Applied Soil Ecology. 7 (2). 125-136.

Mertz, B., Hill, A.D., Mulakala, C., Reilly, P.J. 2007. Automated docking to explore subsite
blinding by glycoside hydrolase family 6 cellobiohydrolases and endoglucanases.
Biopolymers, 87 (4), 249-260.

Ministerstvo Zivotniho prostfedi, 23. 3. 2016, Vyhlaska ¢. 93/2016 Sb. o Katalogu odpadu,
[citovano dne: 9.12.2017], Dostupné z: <http://www.mzp.cz/www/platnalegislativa.
nsf/OBFES 3E10EC910E2C12580A7004BBDA 1/%241ile/V9%2093 2016.pdf>

Pliva, P., Altmann, V., Han¢, A., Hejatkova, K., Roy, A., Soucek, J., Valentova, L. 2016.
Kompostovani a kompostarny. ProfiPress. Praha. 152 s. ISBN: 978-80-86726-74-8.

Obroucka, K., Rusin, J., Chamradova, K. 2010. MozZnosti vyuZiti lihovarskych vypalki
k vyrobé bioplynu. Waste Forum, 2010 (1), 58-67.

Sinha, R. K., Nair, J., Bharambe, G., Patil, S., Bapat, P. 2008. Vermiculture revolution: a low-
cost and sustainable technology for management of municipal and industrial organic
wastes (solid and liquid) by earthworms with significantly low greenhouse gas
emissions. In: Daven, J. 1., Klein, R. N. (eds.). Progress in waste management research.
Nova Science Publishers. New York. p. 159 - 227. ISBN: 978-1-60456-235-4.

Sinha, R. K., Agarwal, S., Chauhan, K., Chandran, V., Soni, B. K. 2010. Vermiculture
Technology: Reviving the dreams of Sir Charles Darwin for scientific use of
earthworms in sustainable development programs. Technology and Investment. 1. 155
-172.

Sarapatka, B., Cap, L. 2013. Uplatnéna certifikovand metodika — Enzymy, jejich vyznam,
funkce a metody stanoveni aktivity v pidé. Prirodovédecka fakulta Univerzity

Palackého, Olomouc, 34 s. ISBN: 978-80-224-3361-5.

34



Stursova, M., Baldrian, P. 2011. Effects of soil properties and management on the aktivity of
soil organic matter transforming enzymes and the quantification of soil-bound and free
aktivity. Plant Soil, 338, 99-110.

Tabatabai, M.A., Bremner, J.M. 1970. Factors Affecting Soil Arylsulfatase Activity. Soil
Science Society of America Journal, 34 (3), 427-429.

Tabatabai, M.A., Bremner, J.M. 1971. Michaelis constants of soil enzymes. Soil Biology &
Biochemistry, 3 (4), 317-323.

Vodrazka, Z. 1996. Biochemie. 2. opravené¢ vydani, Academia, Praha, 511 s.
ISBN 80-200-0600-1.

Wickstrom, M., Larsson, R., Nygren, P., Gullbo, J. 2011. Aminopeptidase N (CD13) as a target
for cancer chemotherapy. Cancer Science, 102 (3), 501-508.

VII. SEZNAM PUBLIKACI, KTERE PREDCHAZELY METODICE

Céstkova, T., Han&, A. 2017. Change of the parameters of layers in a large-scale grape marc
vermicomposting system with continuous feeding, Proceedings Sardinia 2017, 1-11.
ISBN: 978-88-6265-010-6.

Castkova, T., Hang, A., Kraus, K. 2017. Obsah spalitelnych latek, N, P, K ve vermikompostech.
Racionalni pouziti hnojiv, 30.11.2017, Praha. CZU v Praze. 73-76. ISBN: 978-80-213-
2793-1.

Garcia-Sanchez, M., Tausnerova, H., Han¢, A., Tlusto§ P. 2017. Stabilization of different
starting materials through vermicomposting in a continuous-feeding system: Changes
in chemical and biological parameters. Waste Management, 62: 33-42.

Hang, A., Castkova, T., Kuzel, S., Cajthaml, T. 2017. Dynamics of a vertical-flow windrow
vermicomposting system.Waste Management & Research, 11 (35), 1121-1128.

Hanc, A., Dreslova, M. 2016. Effect of composting and vermicomposting on properties of
particle size fractions. Bioresource Technology, 217: 186-189.

Jindrova, B. 2017. Diplomova prace. Zpracovani biologicky rozlozitelnych zbytki
z potravinafského primyslu. Ceska zemédé&lska univerzita v Praze, Praha, 58s.

Smolik, J. 2017. Diplomova prace. Problematika nakladani s lihovarskymi vypalky.
Ceska zemédélska univerzita v Praze, Praha, 55s.

Subrtova, Z. 2017. Diplomové prace. Vermikompostovani matoliny v systému pribézného

krmeni. Ceska zemédé€lska univerzita v Praze, Praha, 63s.

35



Tausnerova, H. 2015. Diploma Thesis. Evaluation of different types of vermicompost by the
assessment of microbial enzymatic activities. Czech University of Life Sciences Prague,
80 p.

Zaleska, H. 2017. Diplomova prace. Zmény enzymatické aktivity béhem vermikompostovani.

Ceska zemédelska univerzita v Praze, Praha, 75s.

36



VIIL. JMENA OPONENTU A NAZVY JEJICH ORGANIZACI

Posudek odbornika v daném oboru vypracovala:

RNDr. Vladimira Bryndova — Laboratof MORAVA s.1.0.

Posudek pracovnika ptislusného odborného organu statni spravy vypracovala:

Ing. Michaela Budiidkova — Ministerstvo zemédélstvi CR

IX. DEDIKACE

Metodika je vysledkem feSeni vyzkumného projektu €. NAZV QJ1530034 s ndzvem

,Legislativni podklady pro vétsi uplatnéni kompostl, zejména vermikompostil, na zemédélskou

pudu®.

37






Nazev: Zmény enzymatické aktivity a metody jejiho stanoveni béhem procesu

Vydala:

Autori:

Oponenti:

Tisk:

Ndklad:

Pocet stran:

Rok vydani:

Vydani:

Doporucena cena:

ISBN:

vermikompostovani v systému pribézného krmeni

Certifikovana metodika

Ceska zemédélska univerzita v Praze

Ing. Tereza Castkova
Ing. Marie Bazalova
doc. Ing. Ales Hané, Ph.D.

RNDr. Vladimira Bryndova

Ing. Michaela Budiakova

Powerprint, Praha

40 vytiski

37

2018

prvni

neprodejné

978-80-213-2865-5



