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ANOTACE

Teoreticka Cast bakalaiské prace se zabyva popisem zdroju a zpiisoby vyuziti biopaliv
se zaméfenim na kapalna biopaliva prvni a druhé generace. Experimentélni ¢ast bakalarské
préace je zamétend na vyzkum provedeni a vyhodnoceni hydrolyzni a kvasné pfemény piedem
zvolenych druh@i odpadni biomasy. Jednalo se zejména o plata od vaji¢ek a uschly rostlinny

material Chrastice rakosovité (Phalaris arundinacea).
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TITLE

Production of liquid biofuels in the Czech Republic and EU countries

ANNOTATION

The theoretical part of this bachelor thesis deals with the overview of sources and
methods of the first and second generation liquid biofuels production. The experimental part of
the bacherol thesis is focused on the research of hydrolysis and fermentation of pre-selected

waste biomass species from eggs cartoons and dried plant Phalaris arundinacea.
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Uvod

Zijeme v dobg, ve které jsme zavisli na ziskavani energie z neobnovitelnych zdroja, jako
je uhli, ropa, zemni plyn, ... a dal$i. Coz m¢ vedlo k zajmu o danou problematiku. Dal§im
divodem je fakt, Ze studuji obor Ochrana Zivotniho prostfedi na Univerzit¢ v Pardubicich.

Z t&chto aspektl jsem si za téma bakalaiské prace zvolil ,,Problematika ziskavéani biopaliv v CR

a zemich EU“.

Cilem této prace je popsat zdroje, zptisoby, a hlavné problematiku ziskavani biopaliv prvni
a druhé generace zdostupnych zdroji biomasy. V experimentalni C¢asti overit
a vyhodnotit ziskané poznatky z teoretické Casti s vyuzitim laboratofe. Zejména hydrolyzni
a kvasny proces pfemény vybranych druhi odpadni biomasy pro ziskani vzorkii kapalnych

biopaliv.

V prvni Casti jsem popsal zdroje a zplsoby vyuziti biopaliv se zaméfenim na kapalna

biopaliva prvni a druhé generace z dostupnych zdroju biopaliv.

V druhé &asti jsem se zabyval vyzkumem v laboratofi na Ustavu environmentilniho
a chemického inzenyrstvi v Doubravicich spole¢né s panem doc. Ing. Tomasem Weidlichem,
Ph.D. Vyzkum spoéival ve vyhodnocovani ziskanych znalosti z teoretické ¢asti a provedeni
hydrolyzni a kvasné pfemény ndmi zvolenych druhii odpadni biomasy (pt. plata od vajicek,

uschly rostlinny material).

Pii vypracovavani této bakalaiské prace jsem pouzil jako zdroj odbornou literaturu,

novinové ¢lanky a internet.
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1 Teoreticka Cast

1. 1. Definice biomasy

,Biomasa je definovina jako substance biologického piivodu (péstovani rostlin v piidé
nebo ve vode, chov Zivocichu, produkce organického puvodu, organické odpady). Biomasa
je bud’ zamérne ziskavana jako vysledek vyrobni cinnosti, nebo se jedna o vyuziti odpadit
ze zemédelské, potravinarské a lesni vyroby, z komundlniho hospodarstvi, z udrzby krajiny

a péce o ni. ““ [1]
Bohuzel vyuziti biomasy je limitovano témito zplsoby:

e Konkurence dal$im zpiisobiim vyuziti biomasy
e Nutnost rozsifovat produkéni plochy
e ZvySovani investice do vyroby biomasy

o Legislativa [1]

OvsSem vyuZiti biomasy ma nesporné vyhody:

e Mensi negativni dopady na Zivotni prostiedi
e Obnovitelny charakter

e Lokalni neomezenost

e Vyuziti spalitelnych odpadi

e Vytvareni krajinného charakteru a péce o krajinu [1]
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1. 2. Biopaliva

Trendem dnesni doby je snaha vyuzivat paliva z neobnovitelnych zdroju, ale bohuzel
malokdo se zajima o to, co se bude dit, az se tyto zdroje vycerpaji. Jedinci, kteti uvazuji nad
timto problémem, maji snahu zakro€it a vytvofit palivo, které bude vytvofené z biomasy
a odpadniho materialu. K tomuto ucelu se v dneSni dob¢ vyuzivaji nejriznéjsi druhy
péstovanych plodin. Za zminku stoji fepka olejna, dale kukufice seta, cukrova fepa

a titina a mnohé dals$i. Z odpadniho materialu napiiklad dievni §té€pky, papir,... apod. [1, 2]

1. 3. Zpisoby vyuziti biomasy k energetickym ucelim

V Ceské republice Gesti zemé&délci hospodaii na vice jak 4250 tisic hektarech
zeméd¢€lské pidy. Sem fadime ornou pidu, déle tzv. trvaly travni porost (TTP), chmelnice,
ovocné sady, vinice a zahrady. Tyto zemédélské pady poskytuji biomasu, ktera se kromé

potravinaiského vyuziti pfipadné da vyuzit i energeticky. [2]
1. 3. 1 VyuZziti biomasy v bioplynovych stanicich

V Ceské republice se nachazi velké mnozstvi bioplynovych stanic a stale pfibyvaji.
Podle informaci Ceské bioplynové asociace je k31. 12. 2015 v CR 507 provozoven
bioplynovych stanic. Jsou to moderni a ekologicka zatizeni, které zpracovavaji Sirokou skalu
materidlt ¢1 odpadli organického pivodu s vysokou vlhkosti a nevhodné pro spalovani.

K tomuto tcelu se vyuziva procesu zvaného anaerobni digesce. [5, 12]

Jedna se o slozity biologicky proces za ucasti mnoha rtiznych typii bakterii, pfi kterém
vznika bioplyn. Tvorba bioplynu z organické suSiny obsazené v odpadu je proces bez
ptitomnosti kysliku a mizeme ho zjednodusen¢ charakterizovat ¢tyimi zakladnimi fazemi:

[3, 13]

1. Hydrolyza — Velka ¢ast biomasy je tvofena vysokomolekularnimi latkami (bilkovinami,
Skrobem, celuldzou,..), dale tuky a oleji. Vyuzivaji se tedy hydrolytické bakterie, které
svymi enzymy roz$tépi organické latky v obsazené v biomase na cukry, mastné
kyseliny, aminokyseliny,...apod. Tento proces zac¢ind v dobé&, kdy je prostiedi obsaZzen

vzdusny kyslik a dostate¢na vlhkost — nad 50 % hmotnostniho podilu. [1, 3]
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2.

|wo

|+

Acidogeneze — V této fazi za pomoci pusobeni acidogennich bakterii vznikaji mastné
kyseliny, jako kyselina octovéd (ethanova — CH3-COOH), propionova (propanova —
CH3;CH,COOH), maselna (butanova — CH3;CH,CH,-COOH), a také nékteré alkoholy.
Soucasné vznikd 1 oxid uhli¢ity (CO2) a vodik (H2). Také zde dochazi k vytvoteni
anaerobniho prostfedi. Toto prostfedi zajisti ¢etné kmeny fakultativnich anaerobnich

mikroorganismd. [1, 3]
Acetogeneze — Je n¢kdy oznacovana jako mezifaze. Acetogenni specializované kmeny
bakterii pfemé&nuji vyssi organické kyseliny na kyselinu ethanovou (CH3-COOH), vodik

(H2) a oxid uhligity (COy). [1]

Methanogeneze — Posledni fazi je oznaCovana methanogeneze. Jedna se o proces

pfemény kyseliny octové (ethanova — CH3-COOH) pusobenim methanogennich
acetotrofnich bakterii na methan (CHas). Dal§im procesem je tvorba methanu z jiz diive
vzniklého vodiku (H2) a oxidu uhlic¢itého (CO2) pomoci hydrogennich bakterii.
Prostedi v této fazi uz musi byt striktné anaerobni, nebot’ kyslik (O2) je pro zminéné

bakterie velmi skodlivy. [3]

Methan (CHa) 40-75 %

Oxid uhli¢ity (COz) | 25-55 %

Vodni para (H20) 0-10 %

Dusik (N2) 0-5 %
Kyslik (O2) 0-2 %
Vodik (Hz) 0-1%
Amoniak (NHs) 0-1%
Sulfan (H.S) 0-1%

Tabulka 1: Slozeni bioplynu [3]

Mimo vyse uvedeného bioplynu (Tabulka 1) vznika i tzv. digestat. Jedna se o zbytek

po procesu anaerobni fermentace pii vyrobé bioplynu v bioplynovych stanicich, ktery je mozny
aplikovat na zeméd¢€lskou pidu se zamérem hnojeni, tj. dodani Zivin pud¢. Obsahuje rychle
uvolnitelny dusik (N) az 1 % ve hmot€, nizsi obsah uhliku (C) a 2 — 13 % je rozlozitelna susina.
P#i primémém obsahu 0,5 % celkového dusiku v hnojivu se doda, pii davee 1 t (1 m®) digestatu,

5 kg dusiku na hektar. Dusik (N) je pro rostliny podstatny, protoze podporuje jejich bujny rast.
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Z dalsich zivin, které digestat obsahuje, stoji za zminku draslik (K), ktery rostliny vyuZzivaji pro
podporu kofenového systému a dozravani pletiv, hoi¢ik (Mg), ktery dalezitym prvkem pfi

fotosyntéze a pak fosfor (P), ktery je nutny pro spravny rust a vyvoj kvéta. [14]
1. 3. 2 VyuZiti biomasy pro vyrobu tvarovanych paliv

Fytomasa se nejcastéji vyuziva jako palivové dievo, anebo také ve formach malych
slisovanych Casti tzv. briket a pelet. Lisované dfevni pelety jsou modernim a ekologickym
vyuzitim dfevnich pilin a hoblin, které vznikly jako vedlejsi produkt pfi zpracovani dreva.
Brikety jsou téz ekologickym palivem, které se vyrabi z dfevnich odpadu (piliny, hobliny),
ze zeméedélskych odpadil (slama, pleva) a z lisované raseliny. Jediny rozdil mezi témito
ekologickymi palivy je v rozmérech a gramazi. Pro vyrobu tohoto ekologického paliva se
vyuziva specidlnich zafizeni, které rozmélni fytomasu na drobné castice a poté je slisuji

dohromady. Nasledn¢ se z této smési vyrab&ji, bud’ malé pelety ¢i vétsi brikety. [7, 20]
1. 3. 3 Zplynovani biomasy

Jedna se o proces termochemické konverze uhlikatého materidlu, v pevném
¢1 kapalném skupenstvi, na vyhfevny generatorovy plyn za piisobenim zplynovacich médii
a vysoké teploty. Ke zplynovani byva pouzit volny ¢i vazany kyslik (O2), nebo vodik (H2).
Produktem je plyn obsahujici vyhievné slozky (Hz, CO, CH4 a dals$i organické slouceniny —
CxHy), doprovodné slozky (CO2, H20 a N2) a znecist'ujici slozky (dehet, prach, slouceniny
siry, chloru, alkalie a dalsi). [6]

Tuto technologii vyuzivaji uz rok a pial v Energetickém centru v Kozoming,
cca 20 kilometr severné od Prahy. Tento areal byl vybudovan na misté ptivodniho vepftina.
Technologie je unikatni, bezemisni a funguje na principu zplynovani dfevnich stépek. Generuje
se zde pres 1000 MWh elektrické energie za mésic, coZ by pokrylo spotiebu zhruba 3000
domécnosti. V tomto energetickém centru dosahuji ucinnosti pfemény zdroju na elektrickou
energii ve vysi 36 %. Tento zdroj vytvari 5 generatorti plynd, 3 kogenera¢ni jednotky o max.
vykonu 706 kWh a vedeni tepla i syntézniho plynu. Ve zplynovacim reaktoru pracuji
s teplotami 1100-1200 °C. Zplyiuje se zde drevni Stépka kategorie O2 (lesni klest, vétve,
pafezy, ofezy, piliny, kira). Kazdy den dokazi zpracovat 50-55 tun materialu. [4, 20]
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1. 3. 4 Pyrolyza biomasy

Pyrolyza je fyzikaln¢ — chemicky proces probihajici za nepfistupu kysliku (O2),
pii kterém je surovina termicky rozloZena na nizkomolekularni latky a tuhy zbytek. Zadanym
produktem jsou ve vétSin€ piipadl kapalné podily. Proto je dilezité nastavit podminky procesu
tak, aby bylo zabranéno rozkladu materidlu az na molekuly plynu, a aby nedochézelo ani

k polymeriza¢nim reakcim, které by vedly ke vzniku dalSich vysokomolekularnich latek. [8]
Mezi d¢je, které probihaji pfi pyrolyze fadime:

e do 150 °C — odpafieni veskeré vody a k desorpci adsorbovanych latek (CO2, CH4, C2Hs,)

e 300-500 °C —uvolnovani dehtovych par, odchazi vodni para (H20) a oxid uhli¢ity (CO2)
vznikajici pfi odstépovanim hydroxylovych a karboxylovych skupin

e nad 500 °C — kon¢i vznik dehtovych par, v reaktoru ziistava pevny zbytek (polokoks)

e nad 600 °C — odchazeji z reaktoru pouze jen plynné produkty a polokoks se pfeménuje

na koks [8]

1. 3. 5 Karbonizace biomasy

Karbonizace biomasy je jednou z nejstarSich zuslechtovacich metod pii vyrobé
drevéného uhli. Kdysi byl vyuzivany tepelny rozklad biomasy bez piistupu kysliku (O2), oviem
byl zna¢né nehospodarny a ekologicky nevyhodny. Ve 21. stoleti se vyuziva procesu sucha
destilace, ktera se provadi v karbonizacnich pecich za vzniku oxidu uhelnatého (CO),
toxickych a karcinogennich latek, napt. formaldehyd (methanal CH.0), acetaldehyd (ethanal
CH3-CHO), .... ajiné. Vyroba 1 tuny dievéného uhli spotiebuje zhruba 10 tun dieva. [9]

1. 3. 6 Organicka fermentace biomasy na mokré cesté
Pti organické fermentaci biomasy obsahujici cukr a §krob v mokrém prostfedi a po
nasledné destilaci produktu kvaseni je ziskavan vysokoprocentni ethanol (CH3-CH20OH), ktery

ma nasledné vyuziti jakoZto ekologické palivo pro spalovaci motory. Z1 kg cukru,

pochazejiciho z rostlin, 1ze teoreticky ziskat az 0,65 litrd Cistého ethanolu. [9]
1. 3. 7 Esterifikace surovych bio-oleji

Jednd se o chemickou pfeménu rostlinnych olejii na estery, které se mohou vyuZzit
v dieselovych motorech, proto se jim téz fika bionafta. Rostlinné oleje pochéazeji z fepky olejné,

nebo ze slunecnice ro¢ni, které se lisuji za tlakovych a extrakénich postuptli. DalSim produktem,
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co vznik4, je na protein bohaty kola¢ (zbytek). Ten je vhodny vyuzit jako Zivocisné krmivo.
Pti esterifikacni reakci se rostlinné glyceridy Vv pfitomnosti methanolu (CH3OH), ¢i ethanolu
(CH3-CH20H) a vhodného katalyzatoru pfeménuji na methyl nebo ethyl estery. Vedlej$im
produktem je glycerol. Nejslibngjsim esterem pro vyrobu bionafty je MERO (methylester
fepkového oleje). Estery rostlinnych oleji se mohou uzivat ve smési s béznou motorovou

naftou. [26]

Pouzivani bionafty je oproti pouzivani konvekéni motorové nafty spojeno s mensimi
emisemi Skodlivych latek. Tim padem je omezen vyskyt respiracnich problémii a snizuje
se riziko vzniku rakoviny. V fepkovém oleji dokonce neni obsazeno ani velmi malé mnozstvi
siry (S), takze pti spalovani nevznika oxid sificity (SO2), cozZ je ptivodce nekterych respiraénich
problémi, a hlavné pfispiva ke vzniku kyselého desté. Jediny problém, ktery se vyskytuje
je zapach, ktery je podobny zapachu oleje pii smaZeni, pokud je tedy pouzivano MERO
(methylester fepkového oleje). [26]

Proces vyroby MERO je velmi dobie propracovan a komeréni vyuziti ma ve Francii,
v Némecku, Italii i v Ceské republice. Posledni vysledky vyzkumného programu Evropské
komise Thermi Programme ukézaly, Ze u motord pracujicich se smésnymi palivy,
se nevyskytly zadné problémy. V dnesni dobé jsou hlavnimi prekazkami uplatnéni
na trhu: vysoké vyrobni naklady, omezené mnozstvi surovin (které umoznuji staty Evropské

unie vypéstovat) a nedostatek vile stati zavést na biopaliva danové ulevy. [10, 26]
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1. 4. Vyhody a nevyhody vyuziti biopaliv

Kazdé¢ palivo ma své vyhody a nevyhody. Nejcastéj§imi vyhodami jsou biologicka
odbouratelnost, ekologické palivo, dostupnost a obnovitelnost (energie z ,,vlastnich® zdroji),

vysoka mazaci schopnost, netoxicita,...a dalsi. [18]

Biologicky odbouratelnd paliva, jsou takova paliva, kterd jsou cCasové rychleji
degradovana oproti bézné¢ uzivajicim palivim (napf. za dobu 28 dnu dojde k degradaci
95 % bio-nafty oproti 40 % ropné nafty). Dostupnost a obnovitelnost plodin na vyrobu biopaliv
je ziejma. Staty EU v&etné Ceské republiky jsou schopné kazdy rok vypéstovat energeticky
vyznamné rostliny — cukrovou fepu, fepku olejnou, kukufici. Dale se sem fadi i vyuziti
exkrementl a podestylky od chovu skotu, prasat, dribeze a koni. Velmi podstatnou vyhodou
je 1 netoxicita, ovSem je nutné délat analyzy vzorkd biopaliv, protoze biopaliva mohou

obsahovat rizné piimeési tézkych kovu, siry, PAU ¢i halogent. [18, 19]

Z nevyhod jsou nejpatrnéj$i ekonomicky ndrocna vyroba, tvorba korozi a organickych
nanost ve spalovacich motorech, nizsi vykon, u nékterych paliv vyssi viskozita. Nekteré
procesy pripravy biopaliv jsou jak energeticky, tak i ekonomicky velmi neptiznivé. U nékterych
pfemén je nutné vytvofit specidlni podminky — vysoky tlak, teplota. Jako jednim z ptikladl

je pravé pyrolyza, kde je nutné dosahnout velmi vysoké teploty nad 600 °C. [18, 19]
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1. 5. Vyroba biopaliv prvni generace

Do prvni generace biopaliv patii bioethanol (CH3-CH2OH) a bionafta. Zminéna paliva
se ziskavaji pfimo z biomasy, ktera je Casto ziskavana z péstovanych plodit. Biethanol
(CH3-CH20H) se vyrabi prevazné fermentaci C6 cukrii — zejména glukozy, kdy se pouzivaji

Klasické, ¢i geneticky modifikované kmeny kvasinek (napi. Saccharomyces cerevisiae). [21]

K produkci bioethanolu se nejcastéji pouzivaji cukrova titina a kukufice, méné
pouzivané zahrnuji pSenici, jeCmen, bramborové slupky a cukrovou fepu. Proces vyroby
bioethanolu z cukrové titiny je pomérné jednoduchy. Do vody je vhozena cukrova titina, ktera
se drti. D¢la se to za ucelem oddéleni sachardzy, kterd se musi nasledné vycistit a posléze
se muze pouzit k vyrobé surového cukru nebo ethanolu. OvSem za to kukufice je zase pro
zménu hlavnim zdrojem uhlovodiki, které se téz mohou pouzit na vyrobu ethanolu
(CH3-CH20OH). K tomu je zapotiebi pouziti enzymi, které jsou schopné $tépit skrob a tim
oddélit cukry, které mohou byt pfeménény na ethanol (CH3-CH>OH). Jako nejpouzivangjsi

enzym se pouziva o-amylaza, a to sice diky nizké cené. [11, 21]

Pramyslové produkované biopalivo, jakym je bionafta se vyrobnim procesem od vyroby
ethanolu (CHs-CH>OH) velmi lisi. Povazuje se spis§ za chemicky proces. Proces vyroby spo¢iva
v extrakei oleji a jejich pfeménou na bionaftu. Dosahuje se toho tak, Ze se rozbiji vazby
spojujici dlouhé fetézce mastnych kyselin na glycerol a jeho nahrazenim methanolem v procesu
transesterifikace. V USA se ¢asto vyuziva palmovy, s6jovy olej a oleje z nejedlych rostlin jako

ey ee

zminény olej Davivce ¢erného. [11, 22]
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1. 6. Vyroba biopaliv druhé generace

Surovinou druhé generace biopaliv je nepotravinaiskd biomasa. Jedna se zejména
o lesni biomasu vcetné t€Zebnich zbytkl, zeméd¢€lsky odpad (seno, sldma, kukufi¢ni, fepkové
a jiné rostlinné zbytky), energetické rostliny (¢irok, kiidlatka, $tovik,..apod.) ¢i biologicky

odpad z doméacnosti. [22]

Cilem je zisk podstatné levnéj§i biomasy, protoZze vSechny potravinové plodiny
(kukufice, cukrova titina, rostlinné oleje) jsou drazsi. Proto se pravé vyplati pouzivat

lignocelul6zovou biomasu ve vyrobé paliv. Z druhé strany pohledu je zminénd biomasa

vwr

procesy piemény biomasy za ziskem zadanych biopaliv druhé generace se provadi dvéma
zpusoby, obecné oznacovanymi jako ,,termo* nebo ,,bio* pristup. Zjednodusené schéma vyroby

biopaliv druhé generace je znazornéno na obrazku ¢islo 1. [22]

‘BIO’ AXIS ‘THERMO’ AXIS

Biochar

Biooil

E

s|s/A|oipAH

Glucose

Fermentation W

Obrazek 1: Zjednodusené schéma vyroby biopaliv 2. generace [22]

Catalytic
converslon

Z biopaliv, kterd jsou takto vyrobena sem patii bioethanol, motorovd nafta jako
synteticky produkt Fisher-Tropschovy syntézy ze syntézniho plynu produkovaného
zplynovanim biomasy, synteticka letecka biopaliva,..atd. [21]
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1.6.1. Vyroba bioethanolu

Pti vyrobé¢ bioethanolu se pouziva glukoza, nebo skrob a celuldza. Z rostlin se nejcastéji
vyuziva cukrova fepa, cukrova titina nebo obili, ale i brambory. Cukr mizeme piimo kvasit
na alkohol, ovSem skrob a celul6zu musime nejprve hydrolyzovat. K tomu se nejcastéji vyuziva
enzymatickd hydrolyza. Bohuzel tento proces je u celulozy obtizny a ¢asové narocny,
a to 1 diky vyuziti nékterych mikroorganismu. Pro lepsi zpracovani celul6zy mikroorganismy
je nutné ji upravit chemickou hydrolyzou s cilem ji z ¢asti depolymerizovat. K tomu se vyuziva
pusobeni ziedéné kyseliny sirové (H2SOs4) a nasledné zahtati horkou parou na teploty
160 — 190 °C za zvySeného tlaku. Pfi teplotaich 190 — 210 °C dochazi k reakci kyseliny
S polysacharidy (hydrolyze) a tim vznikaji zkvasitelné roztoky mono- a oligosacharidi.
Ty uZz miZzeme pomoci fermentace kvasinkami pfevést na ethanol. Produktem fermentace
je rmut s obsahem ethanolu okolo 12 %. Nasledn¢ probiha destilace, po niz ma surovy alkohol
koncentraci skoro 90 %. Ten je ovSem nutné zbavit vody prichodem molekularnich sit,
kdy vysledkem je ethanol (CHs-CH2OH) s vysokym obsahem c¢istoty. Nevyhodou je ¢asova

a energeticka naroc¢nost. [3, 15]

1. 6. 2. Vyroba syntetické motorové nafty pomoci Fischer-Tropschovy syntézy

V dne$ni dobé se syntetickd motorova paliva vyrab&ji ze syntézniho plynu, ktery
produktem zemniho plynu (CH4), nebo zplynovanim biomasy. Rozsifeni surovinové zakladny
Fischer-Tropschovy syntézy o zemni plyn souvisi se stale zvySujici se svétovou spotiebou
energie a se sniZujicimi se svétovymi zasobami ropy. Technologicky postup vyroby tohoto
syntetického paliva se oznacuje jako GTL (Gas to Liquids). V soucasné dobé se pouze
do nékterych nadstandardnich paliv ptidava slozka GTL, kterd zvySuje jejich kvalitu. Vyroba
syntetickych motorovych paliv realizovana Fischer-Tropschovou syntézou na bazi biomasy
nese oznaceni BTL (Biomass to Liquids). Fischer-Tropschova syntéza je dal§i variantou
chemického i energetického vyuziti biomasy, ktera se povazuje za velmi perspektivni
a v poslednich letech je pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Vyroba syntézniho plynu, zékladni

suroviny pro Fischer-Tropschovu syntézu, je nej¢astéji realizovana zplynovanim biomasy. [16]
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Chemické procesy v ramci Fischer-Tropschova

Fischer-Tropschova syntéza byla dfive dlouho povazovana za polymeriza¢ni reakci, ktera
se sklada z nasledujicich krokt (Obrazek 2):

Adsorpce reaktantu (CO) na povrchu katalyzatoru.
Retézova iniciace pomoci CO disociace nasledovana hydrogenaci.
Nartst fetézcti pomoci dalsich CO molekul nasledovanych hydrogenaci.

Retézova terminace.

a > W N oE

Desorpce produktu z povrchu katalyzatoru. [25]

Low T FTS

Slurry (Co) or
Tubular (Fe) Wanxes (>C)

Reactor
Air, Oxygen, Hydrocracking
Steam

|

Coal,

MNatural
Gas, or
Biomass

Clean syngas
H, and CO

Gas Cleanup Diesel

Gasifier
and Conditioning

*Particulate Removal
“Wet Scrubbing
«Catalytic Tar Conversion
=Sulfur Scrubbing

“WGS, etc.

Qlefins

CFB or FFB (Fe)
e (C3—Cy)

Reactor

Oligomerization
High T FTS Isomerization

Hydrogenation

Gasoline

Obrazek 2: Obecny diagram procesu Fischer-Tropschovy syntézy [25]

Na katalyzator sorbovany oxid uhelnaty (CO) je hydrogenovan s vodikem (H2) na alkylové
radikaly. Ty lze dale hydrogenovat na methan (CHs), nebo mohou pisobit jako programator
rustu uhlovodikového fetézce. Ukonceni tvorby fetézce mize nastat kdykoliv béhem procesu
rastu fetézce, ¢imz se tedy mize ziskat uréity podil a-olefini nebo n-parafinti, jakmile jednou

produkt desorbuje. [25]

Reakce probihajici v procesu F-T syntézy:
1. CO + 2H2 — --CH3-- + H20 AHr (227 °C) = -165kJ/mol

Druhou reakci je pfeména vodni pary (H20) a oxidu uhelnatého (CO) za pomoci zeleznatych

(Fe) katalyzatoru, na smé&s plynd, ktera je sloZzena z molekul oxidu uhli¢itého (COz) a vodiku
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(H2). Pokud zkombinujeme reakci 1 s reakci 2, ziskame spojovaci reakci pro Fe katalyzované

Fischer-Tropschonovy syntézni reakce (reakce 3). [25]

2. CO + H20 — Hz + CO. (Water-Gas Shift = WGS)
3. 2CO + H2 — --CH2-- + COz2 (not overall FTS = spojovaci reakce)

Specifické produkty Ficher-Tropschovy syntézy jsou syntetizovany z nasledujicich reakci [25]:

4. CO + 3H2 — CH4 + H2O (Methanacni reakce)

5. nCO + (2n+1) H2 — CnHzn+2 + NH20 (Parafina¢ni reakce)

6. nCO + 2nH; — CnHzn + nH20 (Olefinacni reakce)

7. nCO + 2nH2 — CnHzn +10H" + (n-1)H20 (Alkoholova reakce)

Dalsi srovnatelnou reakci, kterd mize byt dalezitd v procesech Fischer-Tropschovych syntéz

je Boudouardova reakce [25]:

8. 2CO — C(s) + CO2 Premisténi uhliku na povrch katalyzatoru zplisobi deaktivaci
katalyzatoru. [25]

1. 6. 3. Ziskavani leteckych paliv hydrogenaci rostlinnych olejia (HIJR, HEFA)

Pti hydrogenaci rostlinného oleje dochéazi nejdiive k nasyceni dvojnych vazeb
uhlovodikovych fetézcti mastnych kyselin vazanych v molekulach triglyceridd, a poté vlastni

Stépeni nasycenych triglyceridl. Toto §tépeni se provadi dvéma zplisoby (Obrazek 3) [29]:

Hydrodeoxygenace — proces, pii kterém dochazi k rozpadu triglyceridi za tvorby propanu
(CH3-CH2-CHz), 6 molekul vody (H20) a 3 molekul n-oktadekanti (C1gHsg). Ti maji stejny

pocet uhlikovych atomil, jako mastné kyseliny vdzané v ptivodnich molekulach triglyceridu.

Nevyhodou je, ze vyZaduje az 4 krat vétsi mnozstvi vodiku (H2) nez hydrodekarboxylace. [29]

Hydrodekarboxylace — pfi tomto procesu vznika propan (CHs-CH2-CHs3), 3 molekuly oxidu

uhlic¢itého (CO2) a 3 molekuly n-heptadekanu (Ci7Hzs). Vytézek uhlovodiki je asi 0 5 % nizsi
nez u hydrodeoxygenace. Mlize za to ztrata uhliku v podobé oxidu uhli¢itého (CO2). [29]
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Obrazek 3: Zjednodusené reakcni schéma hydrogenace rostlinného oleje [29]
Jako vychozi surovina téchto procest se vyuZzivaji surové i odpadni rostlinné oleje
a zivocisné tuky. Finalnim produktiim hydrogenace oleji se v anglické literatute fiké zkratkou

HVO (hydrotreated vegetable oil) nebo téz HEFA (hydrotreated esters and fatty acids). [29]

Diky vysoké kvalité téchto motorovych paliv typu HVO se vyuzivaji jako letecka
turbinova paliva, ktera se oznacuji biojet, biokerosene, HRJ (hydroprocessed renewable jet).
Jedno z vyznamnych paliv se jmenuje NExB-TL renewable aviation fuel, které vyrabi
spole¢nost Neste Oil. Tyto paliva maji nizkoteplotni vlastnosti, zejména nizky bod krystalizace,
coz je jeden z klicovych parametrt, ktery se u leteckych paliv sleduje. Néktera z téchto paliv
jsou jiz oficidlné schvalend a vyuzivana jako komponenty standartniho leteckého paliva typu
JET Al. Biopaliva typu HVO vyuZzivana v letectvi jsou tedy v soucasné dobé¢ jedina biopaliva,
diky kterym se muze docilit sniZeni emisi sklenikovych plynti v letecké dopravé. Pfi srovnani
S ropnou motorovou naftou se u ¢ist¢tho HVO jedna o sniZeni emisi ¢astic o 25-46 %, sniZeni
emisi uhlovodik a oxidu uhelnatého (CO) o 50-80 % a snizeni oxidi dusiku (NOx) se pohybuje
V rozmezi 6-16 %. [29]

1. 6. 4. Biovodik jako produkt katalytické konverze syntézniho plynu

Vodik (H2) patii mezi ekologické nosice velkého mnozstvi energie. Bohuzel je velmi
nestabilni a pfi styku se vzduchem je vybusny. Jako alternativni palivo pro pohon motorovych
vozidel je pfredmétem vyzkumu. Vodik se ziskdva rozkladem vody pomoci elektrolyzou.
Principem je, ze v uzavieném cyklu se vodik (H2) ziskava z vody (H20) a jeho opétovnym

spalovanim vznika voda (H20). Skodliviny, které b&zn& vznikaji pii spalovani fosilnich paliv
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vibec nevznikaji, nebo vznikaji jako sekundarni produkt v disledku vlivt. Oxid uhli¢ity (CO2)
zde nevznika vibec, protoze v molekule vodiku se nenachazi zadny ulozeny uhlik (C).
Vznik nepatrného mnozstvi oxidt dusiku (NOXx) je zptisoben obsahem dusiku (N2) ve vzduchu.
Stopova mnozstvi oxidu uhelnatého (CO), pevnych ¢astic, ¢i oxidu sifi¢itého (SO.)
ve spalindch vznikaji v disledku spalovani zbytkti motorovych oleji. USA a EU pocitaji,
ze k vyraznéjsimu rozvoji vodikovych technologii mtize dojit po roce 2020, coz je zptisobeno
nekolikanasobné drazsi cenou vodikovych palivovych ¢lankti. OvSem jiz nyni nékteré svétové
automobilové zavody (napt. Toyota a Honda) vyvinuly modely aut pro pohon na bazi

vodikovych palivovych ¢lankd. [27]
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1. 7. VyuZziti celulézy z odpadniho papiru
Celuloza

Jedna se o vysokomolekularni homopolysacharid, coz znamena, Ze je to polysacharid
tvofeny stejnymi sacharidickymi podjednotkami, a sice zpolymerizovanou B-D-glukézou
(Obrazek 4), u které jsou jednotlivé molekuly glukézy mezi sebou propojeny
B-(1,4)-glykosidickymi vazbami. V obr. 4 je uvedeno misto ataku pii biochemické

depolymeraci enzymy. U linearniho fetézce celuldzy prevlada krystalicky charakter. Obsahuje
také tzv. amorfni useky, které jsou s krystalickou formou ptitomny v poméru 1:3. Celuldéza ma
bézné ve svém fetézci 800 — 17 000 glukézovych jednotek. Jednotlivé fetézce celuldzy jsou
Kk sob¢ vazany prostfednictvim vodikovych vazeb a tvoii tzv. fibrily, fibrilarni svazky, a ty tvoii

stény rostlinnych bunék. [30, 32, 33]

Obrazek 4: Struktura celulozy [42]

1. 7. 1. Pfeduprava lignocelul6zového materialu

Jedna se o proces piedbézné upravy substratu zejména fyzikalni nebo chemickou cestou,
moznost je vyuzit i kombinaci obou metod. U¢innost metody ptedupravy lignocelulézovych
materiall je zavisla na né€kolika kritériich — musi se snizit velikost ¢astic biomasy, odstranit
lignin a snizit krystalinitu celulézy (Obrazek 5). V ptredupravovych procesech se vyuziva

ptidatnych latek a energie, Casto se také jedna o jejich kombinaci. [34, 35]
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Obrazek 5: Vliv predupravy na lignocelulézovy material [34]

Preduprava biomasy musi spliiovat nésledujici pozadavky:

e Zvysit tvorbu cukrli nebo schopnosti tvofit cukry v procesu hydrolyzy
e Zabranit rozkladu sacharid, které¢ by se mohly dale vyuzivat

¢ Ekonomicka efektivnost spojena s cenou biomasy i energetikou procesu
Metody ptedupravy lze rozdélit do téchto kategorii: fyzikalni, fyzikalné-chemické, chemické

a biologické. Nejcastéji byvaji vyuzity kombinace téchto metod. [34, 35]

Fyzikalni predupravy

Mleti

Hlavnim vyznamem mechanickych pfediprav je sniZeni velikosti ¢astic a krystalinitu,
kvili zvétSeni specifického povrchu a sniZeni stupné polymerace lignocelul6zové biomasy.
Nejcasteji se provadi kombinace mleti, sekani a drceni. Energie, ktera je potiebna pro tento
proces piedupravy zavisi na pozadované velikosti ¢astic. Pti Gpravé na velmi drobné Céstice
(prasek) je nakladnost procesu znaéné nevyhodnd a ani nedochazi k odstraiiovani ligninu.

Pouze k jeho depolymeraci §tépenim nekondenzovanych vazeb arylethert. [34, 36, 37, 38]
Ozdieni

Na zlepSeni enzymatické hydrolyzy lignocelulézovych materidlti se pouziva zareni
(napf. y-zéfeni, elektronovy paprsek, ¢i mikrovlnné zareni). Vlivem ozafeni dochazi
k degradaci kiehkych vlaken celuldzy, tak i nizkomolekularnich oligosacharidti. Dochazi zde
disociaci glykosidickych vazeb fetézci celulozy — pouze v pfitomnosti ligninu. Dusledkem
velmi intenzivniho zafeni muze dochazet Kk rozkladim oligosacharidii a cyklické struktury
glukozy. Bohuzel se i zde se potykame s problémem ekonomicky nakladného primyslového

provozu. [39]
Pieduprava teplem

Béhem procesu fyzikdlni pfedapravy pomoci tepla dochazi k zahfivani
lignocelulézového materialu na teplotu 150 — 180 °C. Casti lignocelulozové biomasy, zejména
hemicelul6za a lignin se zacinaji rozpoustét. Tepelnym plsobenim na hemicelulézu

je hydrolyzovana a vznikaji kyseliny, které katalyzuji dal$i hydrolyzu hemicelulozy.
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Pti teplotach nad 160 °C dochdzi k hydrolyzovani ligninu a vznikaji fenolické slouceniny, které

pusobi inhibi¢né na bakterie a kvasinky, proto je nutné tyto reaktivni slouc¢eniny odstranit. [32]

Fyzikalné-chemické metody

Amoniakadlni exploze (AFEX)

V této metod¢ se vyuziva kapalny amoniak (NH3) pii teplotach 60 — 100 °C a vysokém
tlaku, ktery pusobi rizné dlouhou dobu. Principem metody je po nasyceni biomasy nejprve
snizeni tlaku, ¢imz amoniak (NH3) pfechazi do plynného skupenstvi, a tak zptisobuje bobtnani
a fyzikalni naruSeni vlaken biomasy a také Castecnou dekrystalizaci celulozy. Vysledkem
metody AFEX je pouze piedupraveny materidl bez kapalného podilu, coz snizuje naklady
na proces. Krystalinika celulozy se snizi a dojde krozruSeni vazeb mezi ligninem
a polysacharidy. Také je nutné odstranit acetatové skupiny. Stravitelnost biomasy pro enzymy
se zvySuje a enzymatickd hydrolyza vede k vy$§im vynosim cukri. Vyhodou je, Ze se
v pribéhu metody AFEX netvofi zadné inhibitory biologickych procest, i kdyz nékteré
extrakty bunécnych stén rostlin mohou ziistat na povrchu. Pfi optimdlnich podminkach Ize

dosahnout az 90 %-ni konverze celuldzy a hemicelulozy na zkvasitelné cukry. [37]
Exploze oxidu uhliéitého (CO>)

Zde se vyuziva oxidu uhli¢itého (CO.), jakozto superkritické tekutiny. Diky témto
podminkam Ize dosahnout U¢inného odstranéni ligninu, ¢imZz vzroste stravitelnost substratu.
Delignifikace mize byt zvysena pfidavkem ethanolu (CH3-CH20H) do smési. Molekuly oxidu
uhli¢itého (CO») jsou srovnatelné s velikosti vody (H20), nebo amoniakem (NHz) a mohou tedy
pronikat stejné malymi pory lignocelulozy, coz je usnadnéno puisobenim vysokého tlaku.
Po velmi rychlém poklesu tlaku dochédzi K rychlému odpatfeni kapalné faze vedoucimu
k naruseni struktury celuldzy a hemiceluldzy. To ma za nasledek zvétSeni plochy substratu pro
enzymy. Pfi nizkych teplotich nedochézi touto metodou k rozpadu monosacharidd, a piesto

jsou vytézky cukrii nizsi nez u metody AFEX. [37]

Exploze vodni parou (H>0)

Tato metoda pojednava o hydrotermalni ptredupravé lignocelul6zového materialu
vystavené¢ho nasycené pare pod vysokym tlakem pii teplotdch 160 — 260 °C a pak dojde
k nahlému poklesu tlaku na tlak atmosféricky. Metoda je kombinaci mechanické sily
s chemickymi UCinky, protoZe dochazi k autohydrolyze acetylovych skupin ptfitomnych

V hemiceluloze. Voda (H20) se pii vysokych teplotach chova jako slaba kyselina. Mechanické
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ucinky zpasobi odd€leni vldken vlivem explozivni dekomprese. V kombinaci s ¢aste¢nou
hydrolyzou hemiceluldzy je lignin uvolnén ze struktury a do urcité miry odstranén z materialu.
Mezi hlavni faktory, které maji vliv na u¢innost této hydrotermalni metody jsou velikost Castic

materialu, teplota a doba puisobeni vysokého tlaku. [36, 37]
Parni exploze s piidavkem oxidu uhlicitého (CO2) nebo kyselinou sirovou (H2SO4)

Pridavkem kyseliny sirové (H2SOs), nebo oxidu uhli¢itého (CO2) se da snizit doba
pusobeni vysokého tlaku a také teplota parni exploze. ZlepSuje hydrolyzu, protoze vede
kK Gplnému odstranéni (zkapalnéni) hemiceluldzy a snizuje tvorbu inhibi¢nich latek. MnoZstvi
ptidavku kyseliny sirové (H2SOs) nebo oxidu uhlic¢itého (CO2) se pohybuje v rozmezi
0,3 -3 % w/w. [34, 36]

Pieduprava horkou vodou (H-0)

Dalsi zmetod hydrotermalnich pfediprav, ktera vyuziva rychlou dekompresi
a nepouziva zadny katalyzator, ani chemikalie. Tlak se reguluje tak, aby zlstala voda
Vv kapalném stavu pii 160 — 240 °C, ale vyvolavala zmény ve struktufe lignocelulozy. Vysoky
tlak plisobi pouze par minut, poté nasleduje dekomprese na atmosféricky tlak. Cilem je tedy
rozpustit hemiceluldzu a tim zpftistupnit celul6zu enzymtim a zabranit tvorb¢ inhibic¢nich latek.
Metoda je to pomérné u¢inna, hlavné na odstranéni hemicelulézy, ale uplné delignifikace
pusobenim horkou vodou (H20) prosté nelze dosahnout. Vlivem ekonomického hlediska

je velmi zadanou metodou. [36, 37]

Chemické predupravy

Ozonolyza

Ozon (03) je silny antioxidant, ktery je vysoce G¢inny pfi procesu odstranovani ligninu
z lignocelul6zovych materidlli. Proces se provadi pii pokojové teploté za normalniho tlaku. Zde
nedochazi ke vzniku inhibi¢nich latek, které by omezovaly nésledné procesy hydrolyzy.

Metoda je velmi neekonomicka, protoze ozon se pripravuje pii elektrickém vyboji. [37]
Peroxid vodiku (H-0>)

Biodegradaéni proces ligninu mize byt katalyzovan enzymem peroxidazou
Vv ptitomnosti peroxidu vodiku (H202). Dochéazi k rozpusténi 50 % ligninu a veskeré
hemicelulézy. Pouziva se 2%-ni H2O. pfi teplote¢ 30 °C po dobu 8 hodin. V procesu

zcukernaténi se ziska 95 % glukdzy z celuldzy za 24 hodin pii 45 °C. [34]
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Preduprava organickymi rozpoustédly

Casto se v této metod& uplatiiuji organické nebo vodni smési rozpoustédel jako je
methanol (CHsOH), ethanol (CH3z-CH2OH), ethylenglykol a tetrahydrofurfurylalkohol.
Ty rozpoustéji lignin a umoziuji lepsi prunik k celuldze. Dalsi vyhodou je zisk relativné €istého
ligninu jako vedlejsiho produktu. Organicka rozpoustédla je mozno i kombinovat s Kyselinami
(napt. sirovou, chlorovodikovou,..), které plsobi katalyticky a S$tépi vazby v fetézci
hemicelulézy. Pfitom dochédzi k zanedbatelnym ztrdtdm celuldzy, které jsou pouhd 2 %.
Organické rozpoustédla se odstraiiuji odpatovanim. Je nutné je odseparovat, protoze pusobi
inhibi¢né¢ na enzymy. Z ekonomického hlediska se nejcastéji uziva ethanol (CH3-CH20H)

a methanol (CH3OH), protoze maji nizké body varu. [34, 37]

Alkalicka preduprava

Alkalickou ptedipravou je moznost zvysit dostupnost celulézy pro enzymy a ucinné
rozpustit lignin. Metoda se provadi za pokojové teploty v rozmezi nékolika sekund aZz dni.
Dochazi k degradaci cukri, ale ne az v takové mife, jako pii kyselé predupravé. nebo pti
hydrotermalnich procesech. Nejcastéji se vyuzivaji tyto zdsady: NaOH, KOH, Ca(OH),.
Hydroxid sodny (NaOH) zptsobuje bobtnani vlaken, zvySeni vnitiniho povrchu celulozy
a snizuje stupenl polymerace a krystalinitu, coz vyvolavé naruSeni struktury ligninu. ZvySuje
stravitelnost tvrdého dieva ze 14 % na 55 % a snizeni ligninu z 55 % az na 20 %. Za to hydroxid
vapenaty (Ca(OH)2) odstranuje lignin, coz zvySuje krystalinitu a tim zlepsi pfistup enzymu
k celuloze. Dochazi i k odstranéni acetylové skupiny. Tato metoda predipravy pisobenim
hydroxidu vapenatého (Ca(OH)2) se provadi pii teplotach 85 — 150 °C po dobu 3 — 13 hodin.
Ve srovnani s NaOH, ¢i KOH je pfeduprava Ca(OH)2 znacn€ ekonomicka, jelikoz miize byt

znovu ziskan a pouzit. [37]
Kysela preduprava

Tento typ metody predipravy pomoci kyselin je hlavné zamétfen na rozpusténi celulozy,
a tim ke zlepSeni pfistupu k celuldze. Daji se vyuzivat zfedéné i koncentrované kyseliny.
Ty se ovSem vyuzivaji mén¢, protoze dochazi ke vzniku inhibic¢nich latek, jako je furfural,
hydroxymethylfurfural a aromatické slouceniny uvolnéné z ligninu. Kromé toho koncentrované
kyseliny ptisobi korozivné na reaktory, ve kterych je preduprava provadéna. Ziedéné kyseliny
jsou pro prumyslové aplikace vyhodnéjsi a Ize je pouzit pro Siroké spektrum lignocelulézovych
materiali. Provadi se pti vysoké teploté 180 °C po kratkou dobu, nebo pfti nizsi teploté 120 °C,
po delsi dobu (30 - 90 min). Vznikly xylan, po rozpusSténi hemiceluldzy, je pfevadeén
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na zkvasitelné cukry. Bohuzel vlivem vysoké teploty pfi této metodé dochazi k degradaci cukr
na furfural, hydroxymethylfurfural a aromatické slouceniny =z ligninu, stejné jako
u koncentrovanych kyselin. Nejcastéji se vyuziva kyselina sirova (H2SOa), kyselina
chlorovodikova (HCI), kyselina fosfore¢na (H3POs) a kyselina dusi¢nd (HNO3). Bylo také
zjisténo, ze kombinace kyseliny a zdsady ma nejvyssi ucinky na predupravu a dostupnost

celulozy pro enzymy. [36, 37]

1. 7. 2. Metody hydrolyzy lignocelulozového materialu

Polymery uhlovodikového typu musi byt prevedeny na jednotlivé cukry pomoci procesu
hydrolyzy, aby mohly byt vyuzity mikroorganismy. Casto se vyuziva kyselé a enzymatické
hydrolyzy (ta neni pfedmétem moji prace). [31]

Kysela hydrolyza zitedénymi kyselinami

Kyselad hydrolyza se provadi jako dvoustupiiovy proces s pouzitim ziedéné kyseliny
sirové (H2S04), nebo dal$ich mineralnich kyselin. Jedna se o nejstar$i metodu technologie
uzivanou pro konverzi celulézy na ethanol (CH3-CH2OH). V prvni fazi dochazi k hydrolyze
hemicelul6ézy vlivem nizsich teplot (100 — 160 °C), aby se doséhlo vzniku péti-uhlikatych
cukernych jednotek. V druhé fazi probiha samotna hydrolyza celulézy za pisobeni vyssich
teplot (200 — 400 °C) a pfeménuje Se na Sesti-uhlikaté cukerné slozky — glukézy (CeH120).
Obsah glukézy v hydrolyzatu je pouze 50 %. Hydrolyzaty z obou procest je také nutné
zneutralizovat hydroxidem sodnym (NaOH) a poté fermentovat na alkohol. [31, 33, 40, 41]

Kysela hydrolyza koncentrovanymi kyselinami

K této hydrolyze se nej€astéji vyuzivaji kyselina chlorovodikova (HCI) a kyselina sirova
(H2S04). Pouzivaji se protoze, hydrolyzuji hemiceluléozu a celulézu za mirné teploty,
a diky tomu je degradace cukrii minimalni. Vytéznost ethanolu (CH3-CH2OH) po fermentaci
je pomérné vysoka, coz je rozhodujicim ekonomickym hlediskem. BohuZzel koncentrované
kyseliny jsou drahé, takZe je nutné a Zddouct, aby se zpétné vratily do provozu. Hlavni vyhodou
je Siroké spektrum biomasy, které Ize vyuzit jako vstupni surovinu pro pfeménu na cukry

a nasledn¢ na ethanol (CH3-CH20H). [31, 40]
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Cil experimentalni ¢asti prace

Hlavnim cilem bylo ovéfit ucinnost hydrolyzy (odpadni) biomasy s pouzitim malo
tékavé zredéné mineralni kyseliny pii teplotach, kdy dochazi k jejimu zakoncentrovani
odparovanim vodni pary. Hodnoceni bylo provadéno na zaklad¢ gravimetrického stanoveni
zbytku nerozpustné biomasy. Po uvodnich experimentech, které ptinesly zékladni informace
o stupni pfemény celul6zové biomasy na ve vodé rozpustné produkty, byl v naslednych
experimentech sledovan vliv doby hydrolyzy a teploty na nartist organickych latek v kapalném
podilu reak¢ni smési, ktery byl posuzovan dle hodnot souhrnného parametru CHSK¢r. DalSim
cilem bylo ovéfit moznost ziskavat pfi neutralizaci reakéni smési piislusné draselné soli pro
hydrolyzu pouzité mineralni kyseliny, které by potencidlné¢ mohly byt pouzity jako mineralni

hnojivo.
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2 Experimentalni ¢ast

2. 1. Pouzité chemikalie, pomiicky a zaFizeni

2. 1. 1. Seznam pouzitych chemikalii

Fosforecnan sodny, Cisty

NazPOg4+ 12H,0

Chemicka latka (Cistota %) Vzorec Vyrobce
D-Glukosa Monohydrat p.a. CsH1206 PENTA s. r. 0., Praha, CR
Chlorid vapenaty dihydrat p.a. LACHEMA —
CaClz2+ 2H.0 . 5
(99 %) Neratovice, s.r.o0., CR
LACHEMA —
Oxid hotecnaty, lehky MgO _ .
Neratovice, s.r.o., CR
Majetek laboratofi
Tartrat amonny C4H106(NHa4)2 ,
UECHI, UPa
LACHEMA —
Chlorid sodny, ¢isty (100 %) NaCl ' y
Neratovice, s.r.o., CR
Dihydrogenfosfore¢nan draselny LACHEMA —
KH2PO4 ' y
(99-101 %) Neratovice, s.r.o., CR
Dihydrogenfosfore¢nan sodny LACHEMA —
NaH2PO4 ] 5
(99-101 %) Neratovice, s.r.o., CR
LACHEMA —

Neratovice, s.r.o., CR

Kyselina sirova (16 %)

16 %-ni H2SO4

PENTA s. r. 0., Praha, CR

p.a. (98 %)

Majetek laboratofii
Silikonovy olej ,
UECHI, UPa
Podnik pro vyrobu vajec
Papirovina (plato od vajicek) (CsH1005)n _
v Kosic¢kach, s.r.o.
Travina Chrastice rakosovita Majetek laboratofi
) ) (CeH1005)n ,
(Phalaris arundinacea) UECHI, UPa
Voda H20 -
Uhli¢itan draselny (bezvody) LACH-NER — Neratovice,
K2COs3

S.I.0., CR
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Siran hote¢naty heptahydrat p.a.
(99 %)

MgSQO4 « 7H20

LACH-NER —

Neratovice, s.r.o., CR

Amoniak (vodny O 25%)

NH,OH

LACH-NER —

Neratovice, s.r.o., CR

Butyl-acetat

CHsCOO(CH,)sCHs

Kyselina fosfore¢na (85 %)

85 %-ni H3PO4

LACHEMA —

Neratovice, s.r.o., CR

Majetek laboratoti
Krystalova violet’ C24H2sN3Cl
KBBYV, UPa
Chlorid sodny (0,9 %) NeCl Majetek laboratoti
a
(fyziologicky roztok) KBBV, UPa
Majetek laboratoti
Methylénova modi C16H18CINsS
KBBYV, UPa
Ptipraveno
Lugoltv roztok O I2 + KI + H20 Vv laboratotich KBBV,
UPa
Majetek laboratoti
Karbolfuchsin -
KBBV, UPa

Tabulka 2: Seznam pouzitych chemikalii
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2. 1. 2. Seznam pouZzitych pomiicek a zaFrizeni

Soucésti majetku laboratofe Ustavu environmentalniho a chemického inzenyrstvi, UPa.

Ptistroj / Pomucky Vyrobce
Magneticka michacka Heidolph Instruments D-91126 Schwabach MR
Termoclanek s regulaci teploty Heidolph EKT — 3001 (9-12 V), Némecko
Vahy Kern 440-35N — Balingen, Némecko
Mlynek na kavu Bosh MKM 6003 — 180 W, (220 — 260 V)
Mineraliza¢ni termostat Hach Lange LT200
Spektofotometr Hach Lange DR3900
Mikroskop Eclipse E200-LED, Nikon Instruments Europe
pH — metr Gryf 208L, Gryf HB, spol. s. r. 0.
Erlenmeyerova barika (500 ml) Majetek laboratofi UECH]I, UPa
Sestupny chladic Majetek laboratoti UECHI, UPa
Teplomér Majetek laboratoti UECHI, UPa
Zitky Majetek laboratoti UECHI, UPa
Ctythrdla nadoba Majetek laboratoti UECHI, UPa
Trojhrdla nadoba (250 ml) Majetek laboratoti UECHI, UPa
Michadlo Majetek laboratoti UECHI, UPa
Hodinové sklo Majetek laboratoti UECHI, UPa
Nuzky Majetek laboratoti UECHI, UPa
Hlinikovy hrnec Majetek laboratoti UECHI, UPa
Nasypka Majetek laboratoti UECHI, UPa
Lzice Majetek laboratoti UECHI, UPa
Nadoba (750 ml, 2000 ml) Majetek laboratoti UECHI, UPa
Zabrusova trubka pro odvod ) o
vznikajicich plyn Majetek laboratoti UECHI, UPa
Promyvacka (250 ml) Majetek laboratoti UECHI, UPa
Hadice Majetek laboratoti UECHI, UPa
Biichnerova nalevka Majetek laboratoii UECHI, UPa
Odsavaci baika Majetek laboratoti UECHI, UPa
Filtraéni papir Majetek laboratoti UECHI, UPa




D¢licka

Majetek laboratoti UECHI, UPa

pH — papirek

Majetek laboratoti UECHI, UPa

Frita

Majetek laboratoti UECHI, UPa

Kryci a podlozni sklicko

Majetek laboratoti UECHI, UPa

Kahan

Majetek laboratoti UECHI, UPa

Pipeta

Majetek laboratoi UECHI, UPa

Tabulka 3: Seznam pouzitych pomiicek a zarizeni
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2. 2. Hydrolyza recyklovaného papiru

2.2.1. Hydrolyza 10, 04 g papiroviny (plata na vejce) v 16%-ni H2SO4
- podle modifikovaného postupu z literatury [23]

Aparatura:

Obrazek 6: Aparatura pro hydrolyzu papiroviny — Foto: Pavel Matéjicek (2018)

Postup:

Byla slozena destilacni aparatura (sulfona¢ni batika ponofend v olejové lazni, opatfena
elektromagnetickym michanim, teplomérem a sestupnym chladi¢em s vytarovanou piedlohou)
a zapojen piivod vody do chladi¢e. Do nadoby slouZici jako olejové lazen byl ptidan silikonovy
olej. Na vahach bylo do pfipravené aparatury navazeno 10,04 g recyklovaného papiru
z nastiihanych kust plata od vajicek. K pfedlozenym kustim papiru bylo nadavkovano 200 ml
16%-ni H2SO4. Vzhledem Kk velkému objemu c¢tythrdlé nadoby byla nadoba nahrazena

za tithrdlou nddobu o objemu 250 ml z diivodu rychlejsi temperace.

Nasledné byla reak¢ni smés temperovana na 170 °C olejové lazni od 15 hodin, reakéni
smés za soucasné¢ho oddestilovavani vody postupné dosahla po 2 hodinach zahievu teploty
102 °C (89 °C na ptestupniku). Temperovani bylo ukonceno nasledujici den v 6:30, reakéni
smés méla teplotu 117 °C a na prestupniku byla teplota 92 °C. Celkové bylo vydestilovano
152,47 ml t€kavého podilu (voda se stopami H2SO4) 0 hmotnosti 153,71 g.
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Sulfonacni baiika byla opatrn€ vytazena z olejové lazni a suspenze v ni obsazena byla
prevedena na Biichnerovu nalevku a s pomoci vyvévy byl kapalny podil odsan. Odsatého
¢erného podilu bylo 80 ml o hmotnosti 96,74 g. Tento podil obsahoval sttedné koncentrovanou
H2SO4 s rozpusténymi sacharidy. Pevny podil na Biichnerové nalevce byl proplachnut 50 ml
destilatu, poté vynat, nechan vysus$it a zvdZen na piedvazkach. Z 10,04 g papiroviny bylo
ziskéano 5,82 g pevného podilu ¢erné barvy. Filtrat byl preveden do 600 ml kadinky spole¢né
s elektromagnetickym michadlem. Ta byla umisténa do prazdné misky na elektromagnetické

michadlo.

Posléze byl ptipraven vodny roztok rozpusténim 45 g bezvodého K2CO3 a 50 ml H20,
ktery byl opatrné, za stdlého michani, davkovan do filtratu, tak dlouho dokud roztok nepiestal
pénit (uvoliovani CO2). Také dochazelo k vylu€ovani produktu sraZeni, a to konkrétné K2SOs.
Proces neutralizace byl doprovazen zvysenim teploty smési na 40 °C. Po ukonceni neutralizace
bylo zméteno pH, pomoci pH-papirku (neutralni pH 5). Smés byla nasledné ochlazena ve vodni
lazni s ledem na 15 °C a kvantitativné zfiltrovana na Bilichnerové nalevce. Ve filtratu (117 ml,
120,75 g) byla obsazena gluko6za ziskana hydrolyzou papiroviny. Nerozpustny podil byl tvofen
K2SOs, ktery na filtratnim papitfe byl nechan susit. Po zvazeni podilu s K2SO4 na piedvazkach
byl zjistén vytézek 40,64 g. V hydrolyzatu bylo uréeno CHSKcr pomoci kyvetovych testi,

v mineralizaénim termostatu po dobu 2 hodin pti 144 °C, které ¢inilo 12,3 g/l.

2. 2. 2. Hydrolyza 20, 06 g papiroviny (plata na vejce) v 16%-ni H2SO4
- podle modifikovaného postupu z literatury [23]

Aparatura:

—

Obrazek 7: Aparatura pro hydrolyzu papiroviny — Foto: Pavel Matéjicek (2018)
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Postup:

Byla slozena destilacni aparatura (sulfonacni banka ponofena v lazni (V = 250 ml),
opatfena elektromagnetickym michanim, termoclankem s regulaci teploty, teplomérem
a sestupnym chladi¢em s vytdrovanou ptedlohou) a zapojen piivod vody do chladice.
Do néadoby slouzici jako olejova lazen byl pfidan silikonovy olej. Na vahach bylo do pfipravené
aparatury navazeno 20,06 g recyklované¢ho papiru z nastiihanych kust plata od vajicek.

K ptedloZenym kustim papiru bylo nadavkovano 200 ml 16%-ni H2SOa.

Nasledné byla reak¢éni smés temperovana na 170 °C v olejové lazni od 14:50 hodin, kdy
Vv reak¢ni smési byla namétena teplota 102 °C a na ptrestupniku byla teplota 98 °C. V case 16:30
byla teplota reakéni smési 103 °C a na prestupniku teplota 99,5 °C. Temperovani bylo poté
ukoncéeno a spusténo znovu nasledujici den v 6:30, kdy teplota reakéni smési byla zméiena
teplomérem a ¢itala hodnotu 97 °C a na prestupniku 80 °C. Teplota oleje citala

180 °C. Konec temperovani byl v 15:00.

Vydestilovaného podilu vody s obsahem kyseliny sirové (H2SOs) byl 140 ml
a hmotnost 142,6 g. Suspenze obsazena v sulfonacni bafice byla pfevedena na Biichnerovu
nalevku a s pomoci vyvévy byl kapalny podil odsan, ktery obsahoval stfedné zfedénou kyselinu
sirovou a rozpusténé sacharidy. Jeho mnozstvi ¢inilo 25 ml a 28,57 g. Pevny podil byl
proplachnut 80 ml destilatu (81,02 g) se stiedné¢ zfedénou kyselinou sirovou. Celkové mnozstvi
kapalného podilu tedy bylo 105 ml o hmotnosti 109,59 g. Poté byl jesté c¢erny pevny podil
pfeveden z Biichnerovy nalevky na hodinové sklo a vlozen do suSarny. Hmotnost pevného
podilu po vysusSeni ¢inila 8,72 g. Filtrat byl pfeveden do 500 ml kadinky s elektromagnetickym

michadlem, jez nasledné byly umistény do ledové 1azné€ na elektromagnetické michadlo.

Poté byl pfipraven roztok rozpusténim 45 g bezvodého K2CO3 a 50 ml H20, ktery byl
opatrné za stalého michani pfidavan do filtratu. Pénéni roztoku dokazovalo ptitomnost CO2
a také dochazelo k vylucovani srazeného produktu K2SQO4. Posléze bylo zméfeno pH pomoci
pH-papirku, které ¢italo hodnotu 5, coz dokazalo zneutralizovani roztoku. Po ukonceni méfeni
pH byl roztok kvantitativné zfiltrovan na Biichnerové nalevce. Ve filtratu (180 ml; 196,54 g)
byla obsazena glukdza, jez byla ziskana hydrolyzou papiroviny. Podil vysrazeného K2SO4 byl
nechan vysusit a néasledné zvazen. Jeho hmotnost byla 20,73 g. V hydrolyzatu bylo urceno

CHSKGcr pomoci kyvetovych testd, které ¢inilo 13,8 g/l.
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2. 2. 3. Hydrolyza 15, 06 g papiroviny (plata na vejce) v 16%-ni H2SO4
- podle modifikovaného postupu z literatury [23]

Aparatura:

Obrazek 8: Aparatura pro hydrolyzu papiroviny — Foto: Pavel Matéjicek (2018)
Postup:

Byla slozena destila¢ni aparatura (sulfonacni batika ponotena v lazni (V = 250 ml),
opatfena elektromagnetickym michdnim, termoclankem s regulaci teploty, teplomérem
a sestupnym chladi¢em s vytarovanou pfedlohou). Do nadoby slouzici jako olejova lazen byl
pfidan silikonovy olej. Na vahach bylo do pfipravené aparatury navaZzeno 15,06 g
recyklovaného papiru z nastfihanych kusi plata od vajicek, které byly namlety v mlynku

na kavu. K predlozené drti bylo nadavkovano 200 ml 16%-ni H>SOa.

Nasledn¢ byla reakéni smés temperovana na 170 °C v olejové lazni od 09:30 hodin.
V 15:45 byla teplota reakéni smési 112 °C a na prestupniku teplota 99 °C. Dalsi méteni
probéhlo v 17:30, kdy teplota reakéni smési Cinila 118 °C, teplota na ptestupniku 99 °C
a teplota oleje Citala 166 °C. Temperovani probihalo pfes noc a nasledujici den v 7:40 probéhlo
posledni méteni a poté ukonceni temperace: 118 °C reakéni smés, 80 °C prestupnik a 167 °C

méla teplota oleje.

Mnozstvi vydestilovaného podilu vody s obsahem kyseliny sirové (H2SOs) bylo
163 ml a hmotnost ¢itala 164,24 g. Suspenze obsazena v sulfonacni bance byla pfevedena na

frytu a s pomoci vyvévy byl kapalny podil odsan, ktery obsahoval stfedné ziedénou kyselinu

42



sirovou a rozpuSténé sacharidy. Jeho mnozstvi ¢inilo 22 ml a 24,62 g. Pevny podil byl
proplachnut 50 ml destilatu (51,11 g) se stiedné zfedénou kyselinou sirovou. Celkové mnozstvi
kapalného podilu tedy bylo 72 ml o hmotnosti 80,65 g. Poté byl jesté Cerny pevny podil
preveden z fryty na hodinové sklo a vloZen do su$arny. Hmotnost pevného podilu po vysuseni
Cinila 6,83 g. Filtrat byl pifeveden do 500 ml kadinky s elektromagnetickym michadlem,

jez nasledné byly umistény do ledové 1azné na elektromagnetické michadlo.

Poté byl piipraven roztok rozpusténim 45 g bezvodého K2COz a 50 ml H20, ktery byl
opatrné za stalého michani ptidavan do filtratu. Pénéni roztoku dokazovalo pfitomnost CO>
a také dochazelo k vylucovani srazeného produktu K2SOs. Posléze bylo zméfeno pH pomoci
pH-papirku, které Citalo hodnotu 5, coz dokazalo zneutralizovani roztoku. Po ukon¢eni métenti
pH byl roztok kvantitativné zfiltrovan na Biichnerové nalevce. Ve filtratu (93 ml; 102,73 g)
byla obsaZzena glukoza, jez byla ziskana hydrolyzou papiroviny. Podil vysrazeného K2SO4 byl
preveden na hodinové sklo a nasledné zvazen. Jehoz hmotnost ¢inila 20,83 g. V hydrolyzatu

byla také zjisténa hodnota CHSKcr pomoci kyvetovych testd, které Cinilo 14,7 g/l.

2. 2. 4. Hydrolyza 10, 04 g papiroviny (plata na vejce) v 16%-ni H3PO4
- podle modifikovaného postupu z literatury [23]

Aparatura: viz aparatura (obrazek 6, 7, 8)

Postup:

Byla sloZena destila¢ni aparatura (sulfonacni batika ponofend v lazni (V = 250 ml),
opatiend elektromagnetickym michanim, termoclankem s regulaci teploty, teplomérem
a sestupnym chladi¢em s vytarovanou predlohou). Do nadoby slouzici jako olejova lazen byl
pfidan silikonovy olej. Na vahach bylo do pfipravené aparatury navazeno 10,04 g
recyklovaného papiru z nastiithanych kust plata od vajicek, které byly namlety v mlynku na
kavu. K predloZzené drti bylo nadavkovano 200 ml 16 %-ni HsPO4. Tu bylo nutné si pfipravit
z 85%-ni H3PO4 v poméru 9 : 1 (180 ml H20 a 20 ml 85%-ni H3PO4)

Nasledné byla reakéni smés temperovana na 170 °C v olejové lazni od 09:45. V Case
10:15 byla teplota reakéni smési 105 °C a na ptestupniku teplota 98 °C. Dalsi méfeni prob&hlo
v 15:30, kdy teplota reakéni smési Ccinila 99 °C, teplota na piestupniku
93 °C a teplota oleje ¢itala 169 °C. Poté bylo méteni jesté v 17:10, kdy teplota reakéni smési
¢inila 96,5 °C, teplota na piestupniku 85,5 °C a teplota oleje ¢itala 169 °C Temperovani
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probihalo pfes noc a nasledujici den v 6:30 probéhlo posledni méfeni a poté ukonceni

temperace: 95 °C reak¢ni smes, 70 °C prestupnik a 167 °C méla teplota oleje.

Mnozstvi vydestilovaného podilu vody s obsahem kyseliny fosfore¢né (HsPQO4) bylo
155 ml a hmotnost ¢itala 160,32 g. Suspenze obsazend v sulfona¢ni bance byla pfevedena
na frytu a s pomoci vyvévy byl kapalny podil odsan, ktery obsahoval stiedné zfedénou kyselinu
fosfore¢nou a rozpusténé sacharidy. Jeho mnozstvi ¢inilo 25 ml a 28,62 g. Pevny podil byl
proplachnut 50 ml (51,62 g) destilatu se stiedné zfedénou kyselinou fosforecnou. Celkové
mnozstvi kapalného podilu tedy bylo 75 ml o hmotnosti 80,24 g. Poté byl jesté cerny pevny
podil proplachnut 500 ml vody (aby doslo k odstranéni piebytki kyseliny fosfore¢né (HzPOs),
pieveden z fryty na hodinové sklo a vlozen do susarny. Hmotnost pevného podilu po vysuseni

¢inila 6,08 g.

Filtrat byl pfeveden do 500 ml kadinky s elektromagnetickym michadlem. Poté byl
pfipraven roztok rozpusténim 35,7 g bezvodého K>COz a 50 ml H20, ktery byl opatrné za
stalého michani pfiddvan do filtratu. Pénéni roztoku dokazovalo pfitomnost CO>
a také dochézelo k vylucovani srazeného produktu KH2POj4. Posléze bylo zméteno pH pomoci
pH-papirku, které ¢italo hodnotu 3. V tomto ptipadé bylo pH pouze upraveno, kvtili nadmérné
kyselosti filtratu. Po ukonceni méfeni pH byl roztok kvantitativné zfiltrovan na Biichnerové
nalevce. Ve filtratu (140 ml; 153,10 g) byla obsazena glukoza, jeZ byla ziskana hydrolyzou
papiroviny. Podil vysrazeného KH>PO4 byl ptfeveden na hodinové sklo a nasledné zvazen.
Jehoz hmotnost ¢inila 6,07 g. V hydrolyzatu byla také zjisténa hodnota CHSKcr pomoci
kyvetovych test, které €inilo 4,85 g/l. Dale v ném bylo urceno pH, jehoZ hodnota byla 6,84.

Déle byl v hydrolyzatt dokazan struvit (MgNHsPO4 ¢ 6H20). Do 500 ml H20 bylo
pfidano 87,64 g MgSOs podle teorie a kadinka stimto roztokem byla pfiddna na
elektromagnetické michadlo a za stalého michani bylo ptidano celkem 140 ml hydrolyzatu po
kapkach. Nasledn¢ bylo do roztoku pfidano nékolik kapek amoniaku (NH3) a pH bylo upraveno
na hodnotu 8,26. Roztok s vysrazenym struvitem (MgNH4PO4 ¢ 6H20). byl odsan pomoci
vyveévy s frytou a dan susit do susarny. Hydrolyzat (665 ml; 690,68 g; pH = 8,26) byl dale
pfedan na analyzu. V hydrolyzatu byla také zjiSténa hodnota CHSKcr pomoci kyvetovych testt,
které Cinilo 5,62 g/l.
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2. 2. 5. Hydrolyza 10, 06 g papiroviny (plata na vejce) v 16%-ni H2SO4
- podle modifikovaného postupu z literatury [23]

Aparatura: viz aparatura (obrazek 6, 7, 8)

Postup:

Byla slozena destila¢ni aparatura (sulfonacni batika ponofena v lazni (V = 250 ml),
opatfena elektromagnetickym michdnim, termoclankem s regulaci teploty, teplomérem
a sestupnym chladiCem s vytarovanou ptedlohou) a zapojen piivod vody do chladice.
Do nadoby slouzici jako olejova lazen byl pfidan silikonovy olej. Na vahach bylo do ptipravené
aparatury navazeno 10,06 g recyklovaného papiru z nastithanych kust plata od vajicek.

K ptedlozenym kustim papiru bylo nadavkovano 200 ml 16%-ni H2SOa.

Jeste pred zacatkem temperovani bylo odebrano malé mnozstvi vzorku k uréeni hodnoty
CHSKGcr pomoci kyvetovych testd, jehoz hodnota ¢itala 1,50 g/l. Nasledné byla reakéni smés
podrobena temperaci od 13:25 do 14:00. Teplota reak¢éni smési postupné naristala z hodnoty
101 °C az na 105 °C a teplota na pfestupniku taktéz stoupala z hodnoty 71 °C do hodnoty
98 °C. Po prvnim temperovani bylo znovu odebrano malé mnoZstvi k uré¢eni hodnoty CHSKcr.
Hodnota Cinila 6,44 g/1, coz dokazalo zvySovani podilu rozlozeni organické hmoty. Po tydnu
bylo znovu provedeno odebrani vzorku pro CHSKcr se ziskanou hodnotou 11,1 g/l. Posléze
byla provedena druha temperace od 13:40 do 14:30. Teplota v reakéni smési vzrustala
Z hodnoty 100 °C na teplotu 104 °C a teplota na ptestupniku se téZ zvySovala z teploty 71 °C
na teplotu 98 °C. Po druhé temperaci bylo provedeno dalsi stanoveni CHSKc¢r S namétenou

hodnotou 13,1 g/l.

Vydestilovaného podilu vody s obsahem kyseliny sirové (H2SOs) bylo 4,5 mi
o hmotnosti 6,78 g. Suspenze obsazend v sulfonacni bafice byla pfevedena na Biichnerovu
nalevku a s pomoci vyvévy byl kapalny podil odsén, ktery obsahoval sttedné¢ ziedénou kyselinu
sirovou a rozpusténé sacharidy. Jeho mnozstvi ¢inilo 161 ml a 182,23 g. Poté byl ¢erny pevny
podil pfeveden z Biichnerovy nélevky na hodinové sklo a vloZzen do suSarny. Hmotnost
pevného podilu po vysuseni Cinila 6,04 g. Filtrat byl pfeveden do 500 ml kadinky
s elektromagnetickym michadlem, jeZz nasledn€¢ byly umistétny do ledové lazné

na elektromagnetické michadlo. U filtratu bylo taktéZz ur¢eno CHSKcr, které €inilo 25,7 g/l.

Poté byl pfipraven roztok rozpusténim 45 g bezvodého K>COz a 50 ml H20, ktery byl

opatrn€ za stalého michani pfidavan do filtratu. Pénéni roztoku dokazovalo ptfitomnost CO2
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a také dochazelo k vylucovani srazeného produktu K>SOs. Posléze bylo zméteno pH pomoci
pH-papirku, které ¢italo hodnotu 5, coz dokazalo zneutralizovani roztoku. Po ukonéeni méfeni
pH byl roztok kvantitativné zfiltrovan na Biichnerové néalevce. Ve filtratu (211 ml; 227,80 g)
byla obsazena glukéza, jez byla ziskana hydrolyzou papiroviny. Podil vysrazeného K>SO4
byl nechén vysusit a nasledn¢ zvazen. Jeho hmotnost byla 25,86 g. V hydrolyzatu bylo ur¢eno

CHSKGcr pomoci kyvetovych testi, které ¢inilo 12,9 g/1.

2. 2. 6. Hydrolyza 10, 04 g papiroviny (plata na vejce) v 16%-ni H2SO4
- podle modifikovaného postupu z literatury [23]

Aparatura: viz aparatura (obrazek 6, 7, 8)

Postup:

Byla sloZena destila¢ni aparatura (sulfonaéni batika ponofena v lazni (V = 250 ml),
opatiend elektromagnetickym michédnim, termoclankem s regulaci teploty, teplomérem
a sestupnym chladi¢em s vytdrovanou piedlohou) a zapojen piivod vody do chladice.
Do nadoby slouzici jako olejova lazen byl pridan silikonovy olej. Na vahéach bylo do pfipravené
aparatury navazeno 10,04 g recyklovaného papiru z nastiihanych kust plata od vajicek.

K ptedloZzenym kustim papiru bylo nadavkovano 200 ml 16%-ni H2SOsa.

Jeste pred zacatkem temperovani bylo odebrano malé mnozstvi vzorku k urceni hodnoty
CHSKGcr pomoci kyvetovych testl, jehoz hodnota ¢itala 1,82 g/l. Nasledné byla reakéni smés
podrobena temperaci od 13:50 do 14:30. Teplota reakéni smési postupné narustala z hodnoty
102 °C az na 103 °C a teplota na ptestupniku taktéz stoupala z hodnoty 90 °C do hodnoty
100 °C. Po prvnim temperovani bylo znovu odebrano malé¢ mnozstvi k ur¢eni hodnoty CHSKcr.
Hodnota ¢inila 8,21 g/l. Po sedmi dnech byla provedena druha temperace od 06:20 do 12:50.
Teplota v reakéni smési byla 102 °C a teplota na piestupniku se téz zvySovala az teplotu 98 °C.

Po druh¢ temperaci bylo provedeno dalsi stanoveni CHSKc¢r S namétenou hodnotou 12,73 g/1.

46



2. 3. Hydrolyza traviny

2.3. 1. Hydrolyza 10,08 g traviny v 16%-ni H2SO4
- podle modifikovaného postupu z literatury [23]

Aparatura:

Obrazek 10: Sulfonacni banka naplnéna suchou travinou — Foto: Pavel Matéjicek (2018)
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Postup:

Byla slozena destila¢ni aparatura (sulfona¢ni banka ponofena v lazni (V = 250 ml),
opatfena elektromagnetickym michanim, termoclankem s regulaci teploty, teplomérem
a sestupnym chladi¢em s vytdrovanou ptedlohou) a zapojen piivod vody do chladice.
Do néadoby slouzici jako olejova lazen byl pfidan silikonovy olej. Na vahach bylo do pfipravené
aparatury navazeno 10,08 g traviny Chrastice rakosovité (Phalaris arundinacea).

K ptedloZzenym kouskiim nafezané traviny bylo nadavkovano 200 ml 16%-ni H2SOg.

Posléze byla reakéni smés temperovana od 14:50. Proces temperovani byl ukoncen
té¢hoz dne v 17:30. Vlivem nedbalosti zkontrolovani aparatury doslo k ¢aste¢nému vyteceni
16%-ni H2SO4 do olejové 1azni, kterd nasledné zpolymerovala a ztuhla. Na proces temperace
to ovSem nemélo nikterak zavazny dusledek. Podil vydestilované vody se stopami kyseliny

sirové ¢inil 128 ml s hmotnosti 128,09 g.

Suspenze obsazena v sulfonacni bafice byla pfevedena na Biichnerovu nélevku
a s pomoci vyveévy byl kapalny podil odséan, ktery obsahoval stiedné ziedénou kyselinu sirovou
(H2SOg4) a rozpusténé sacharidy. Jeho mnozstvi ¢inilo 32 ml a 39,91 g. Pevny podil byl
proplachnut 50 ml destilatu (51,11 g) se stfedné zfedénou kyselinou sirovou H2SO4. Celkové
mnozstvi kapalného podilu tedy bylo 82 ml o hmotnosti 88,02 g. Poté byl jesté cerny pevny
podil pfeveden z Biichnerovy nalevky na hodinové sklo a vlozen do su$arny. Hmotnost
pevného podilu po vysuseni Cinila 5,98 g. Filtrat byl pfeveden do 500 ml kadinky
s elektromagnetickym michadlem, jez nasledné¢ byly umistétny do ledové lazné

na elektromagnetické michadlo.

Poté byl pfipraven roztok rozpusténim 45 g bezvodého K>COz a 50 ml H20, ktery byl
opatrné za stalého michani pfidavan do filtratu. Pénéni roztoku dokazovalo pfitomnost CO2
a také dochazelo k vylucovani srazeného produktu K2SOs. Posléze bylo zméteno pH pomoci
pH-papirku, které ¢italo hodnotu 5, coz dokazalo zneutralizovani roztoku. Po ukonceni méfeni
pH byl roztok kvantitativné zfiltrovin na Bilichnerové nalevce. Ve filtratu (76 ml;
86,9 g) byla obsazena glukoza, jez byla ziskdna hydrolyzou papiroviny. Podil vysraZzeného
K2SO4 byl nechan vysusit a nasledné zvazen. Jeho hmotnost byla 31,28 g. V hydrolyzatu bylo
urceno CHSKcr pomoci kyvetovych testt, které ¢inilo 3,99 g/1.
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2. 3. 2. Hydrolyza 15,02 g traviny v 16%-ni H2SO4
- podle modifikovaného postupu z literatury [23]

Aparatura:

e ~ ‘ -
P = ¥,

Obrazek 11: Aparatura pro hydrolyzu traviny — Foto: Pavel Matéjicek (2018)

Postup:

Byla slozena destila¢ni aparatura (sulfonacni barika ponofena v lazni (V = 250 ml),
opatfena elektromagnetickym michdnim, termoclankem s regulaci teploty, teplomérem
a sestupnym chladi¢em s vytarovanou piedlohou). Do nadoby slouzici jako olejova lazen byl
pfidan silikonovy olej. Na vahéach bylo do pfipravené aparatury navazeno 15,02 g uschlych
a nastiihanych kouska traviny Chrastice rakosovité (Phalaris arundinacea), které byly namlety

v mlynku na kavu. K piedlozené drti bylo nadavkovano 200 ml 16 %-ni H2SOa.

Nasledné byla smés temperovana na 170 °C v olejové lazni od 10:30, kdy teplota
reakéni smési méla 98 °C, na prestupniku byla hodnota 100 °C. V 17:30 prob¢hlo dal$i metfeni
— teplota oleje 166 °C, teplota reak¢ni smési 92 °C a na prestupniku byla hodnota
79 °C. Posledni méfeni bylo nasledujici den v 10:00, kdy teplota oleje dosahla hodnoty
170 °C, reakéni smés méla teplotu 93 °C a na ptestupniku byla teplota 80,5 °C. Thned poté bylo

temperovani ukonceno.
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Smés obsazena v sulfonacni baiice byla pfevedena na frytu a proplachnuta podilem
vydestilované vody se stopami kyseliny sirové (H2SO4) (165 ml; 166,38 g). Odsatého podilu
bylo 114 ml o hmotnosti 116,69 g. Cerny podil na fryté byl nasledné proplachnut vodou
a dan na hodinové¢ sklo a vlozen susit do suSarny. Hmotnost pevného podilu po vysuseni Cinila
6,68 g. Filtrat byl preveden do 500 ml kadinky s elektromagnetickym michadlem, jez nésledné

byly umistény do ledové 14zn¢€ na elektromagnetické michadlo.

Poté byl piipraven roztok rozpusténim 45 g bezvodého K>COz a 50 ml H20, ktery byl
opatrné za stalého michani pfidavan do filtratu. Pénéni roztoku dokazovalo ptitomnost CO2
a také dochazelo k vylucovani srazeného produktu K2SOs. Posléze bylo zméfeno pH pomoci
pH-papirku, které Citalo hodnotu 5, coz dokazalo zneutralizovani roztoku. Po ukon¢eni méteni
pH byl roztok kvantitativné zfiltrovan na Biichnerové nalevce. Ve filtratu (164 ml;
173,44 g) byla obsazena glukdza, jez byla ziskédna hydrolyzou papiroviny. Podil vysrazeného
K2SO4 byl nechan vysusit a nasledné zvazen. Jeho hmotnost byla 12,17 g. V hydrolyzatu bylo
ur¢eno CHSKcr pomoci kyvetovych testtl, které ¢inilo 7,93 g/1 a jeho pH ¢inilo 6,91.
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2. 4. Fermentace glukozy
- podle modifikovaného postupu z literatury [24]

Aparatura:

Obrdzek 12: Fermentacni nadoba + aparatura — Foto: Pavel Matéjicek (2018)

10X roztok soli: 5 g KH2PO4 + 0,5 g CaClz « 2H20 + 0,84 g MgO + 50 g CsH4O0s(NH4)2
+ 0,5 g NaCl + 500 ml H20 + 12,76 ml 16 %-ni H>SO4

MgSQ4 byl ptipraven reakci 0,84g MgO s 12,76 ml 16 %-ni H2SO4.

Fosfatovy pufr byl pripraven smichanim 3,8 g NasPO4 ¢ 12H>0 a 1,56 g Na;HPO4 « 2H,0
se 100 ml H20.

Postup:

Do nadoby o objemu 2000 ml bylo ptedloZzeno 39,94 g (0,2 mol) glukézy, jez byla
ziedéna 1500 ml vody. Nasledovala ptiprava 1.0 M fosfatového pufru a roztoku soli oznaceni
10X. Fosfatovy pufr a roztok soli 10X byly pridany do zivného roztoku a celkovy objem byl
upraven na 2000 ml pfidavkem odméteného mnoZzstvi vody. Jako posledni komponenta byla
navazka 32, 66 g kvasnic. Tteti den po vytvofeni roztoku, ze kterého unikaji pies promyvacku
naplnénou vodou bubliny plynu (vyvin COz) bylo do néj ptidano 40 g glukoézy, pridavek byl
doprovazen intenzivnim pénénim. Sedmy den, ¢trnacty den, jedna-dvacaty a osma-dvacaty den
byla navazka 40 g glukozy opakovana, celkem takto bylo do 2 litri fermentované smési
postupné nadavkovan 240 g glukdzy, jejimz kvaSenim by dle teorie mélo vzniknout 122,743 g

ethanolu.
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A Tticaty paty den bylo z roztoku 2000 ml odebrano 500 ml a tento objem byl
pouzit Kextrakci. Jako extrakéni Cinidlo bylo vyuzito 50 ml butyl-acetatu
[CH3COO(CH2)3CH?3)] a extrakce se provadéla 3x po dobu nejméné 5 minut. Jako extrakéni
aparatura byla vyuzita Erlenmeyerova baitkka (1000 ml), michatko, elektromagnetické
michadlo, délicka (1000 ml) a zabrusova trubka na Erlenmeyerovu banku. Po slozeni aparatury
se 500 ml kvasného roztoku pievedlo do Erlenmeyerovy barky, téz bylo pfidano
50 ml butyl-acetatu a zprovoznilo se elektromagnetické michadlo. Michani probihalo po dobu
nejméné S minut a vysledkem bylo vyextrahovani vSech alkohola vzniklych kvasnym procesem
glukdzy. Nasledné se vse prevedlo do délicky a pockalo se na oddéleni fazi. Spodni faze byla
jesté dvakrat extrahovana vzdy 50 ml butyl-acetdtu. Horni, bile zakalena faze byla nechana
odseparovat v délici nalevce, vznikajici bezbarva horni vrstva butyl-acetatového extraktu byla
nasledné piedana na GS analyzu. Po extrakci byl cely objem nezakalené spodni faze (430 ml)
preveden do jiné kvasné nadoby, do které bylo pridano 3,6 g kvasnic a 10 g glukdzy,
celkové tedy tato nadoba obsahovala 250 g glukoézy, a to podle teorie ¢ita celkoveé 127,857 g
ethanolu. Tato nadoba byla opatfena zabrusovou trubkou napojenou vyvodem hadice
do promyvacky, kvuli odvodu vznikajiciho plynu COz. Ve spolupraci s diplomantkou z katedry
biologickych a biochemickych véd (KBBV) byl odebran vzorek pro vitalni barveni, tj. k uréeni

poctu Zivych a mrtvych bunék. Tento vzorek byl 10 krat ziedén.

B. Tticaty paty den bylo do roztoku 1500 ml piidano 30 g glukdzy a Etyficaty druhy
den byla pridana navazka 10 g glukézy. Celkovy obsah glukdzy v 1,5 litru fermentované smési

byl 280 g glukdzy coz teoreticky odpovida vytézku 143,1986 g ethanolu.
Vypocty:

e Navazka MgO: N mgo= N mgso4

M mgo = 40,32 g/mol; M mgsos = 120 g/mol; m mgsos = 2,5 g

MMgs04 2,5
Mmgo = MM—gSO4 * MMgO = 120 * 40,32 = 0,84 IMeo

e Navazka 16 %-ni H2SO4 N Mgo = N H2so4 M mgo = 40,32 g/mol; M H2sos = 98 g/mol,

M mgo = 0,84 g

MMe0 0,84
Mi2504 = Wgo * My2s04 = 2032 " 98 = 2,042 guzs04
g )
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205g........ 100%-ni H2SO4

Xg......16 %--ni HoSO4

100

X = o 2,042 = 12,76 ml 16 %-ni H2SO4

e Teoreticky vvtéZek Ethanolu (nadoba 1 500 ml — 32.66g kvasnic)

N ceH1206 = 2 N c2He0 M cerizos = 180,1559 g/mol; M caneo = 46,068 g/mol;

M ceH1206 = 280 @

CeH120s6 2 CoHeO +2 COs
Mepeo = 2 % COH1206 , np 2w 0, 46,068 = 143,1986 geameo
Mesriaoe 1801559

e Teoreticky vytéZek Ethanolu (nadoba 500 ml — 3.6 g kvasnic)

N ceH1206 = 2 N c2He0 M cerizos = 180,1559 g/mol; M caneo = 46,068 g/mol;

M ceH1206 = 250

CsH1206 2 CoHeO +2 CO»
Meateo = 2% 1208 160 = 2 % ——o—— % 46,068 = 127,857 geameo
Meeriiooe 180,1559
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2. 5. Analyza hydrolyzati

K analyze hydrolyzati bylo pfipraveno zivné médium pro zjiSténi inhibicni aktivity
hydrolyzat vici kvasinkovym bunkam (Saccharomyces cerevisiae). V nddobé 1 500 ml bylo
smichano 20 g monohydratu D-glukoézy, 10 g kvasinek a 1000 ml H20. Do zivného média mélo
byt piidano i1 0,5 g/l KH2POg4, avsak dihydrogenfosfore¢nan draselny byl nahrazen K>SOa.
Z celkovych 68 ml hydrolyzatu ziskaného z pokusu, kap. ,, 2. 2. 1. Hydrolyza 10, 04 g
papiroviny v 16%-ni H2SO4“, bylo pfepocitano, ze mnozstvi KoSOs, které je nutno ptidat do
média odpovida 4,62 g. Tento vedlejsi produkt byl ziskan pii neutralizaci produktu hydrolyzy.
Tteti den bylo do takto pfipraveného roztoku ptidano 10 g glukdzy. Teoreticky vytézek
ethanolu byl 15,34 g/l roztoku. Dalsim krokem byla spoluprace s diplomantkou z katedry
biologickych a biochemickych véd, kterd ndsledné provadéla tyto ukony. Po tydnu byly
Z kultiva¢niho média odebrany vzorky k mikroskopovani. Pfed vlastnim mikroskopovanim byl

kazdy vzorek 3x zfedén fyziologickym roztokem.

Z danych vzorkt byly zhotoveny:

A) nativni preparaty, které se pouzivaji k pozorovani pohybu bunék. Buiiky byly pozorovany

ve svétlém poli pii zvétSeni 400 x.

B) vzorky byly obarveny dle Grama, kdy vzorek byl zvétSen 1000 x a bylo provadéno

pozorovani pod imerznim olejem. Zde byla zkoumana bakterialni kontaminace vzork.

C) vzorky byly obarveny methylenovou modii (tzv. vitdlni barveni). Vitilni barveni
se vyuziva k uréeni poctu mrtvych buncék ve vzorku. Kvasinkové bunky byly pozorovany

ve svétlém poli pii zvétseni 400 x. [17]
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3 Vysledky a diskuze

3. 1. Hodnoceni premény biomasy na ve vodé rozpustné produkty

V ramci spoluprace s VUT v Brné byla analyzovana slozeni hydrolyzatil z experimenti
hydrolyzy odpadni biomasy (experimenty 2. 2. 1 — 2. 2. 4) a hydrolyzy traviny (experimenty
2.3.1a2. 3. 2). Bylo prokazano minimalni mnozstvi cukru, spise se jednalo o obsah naslednych
produkti. Jednalo se zejména o 5-hydroxymethylfurfural (Obrazek 13), kyselinu octovou
(CH3-CH2COOH) a kyselinu mraven¢i (HCOOH). Toto zjisténi indikovalo, Ze je potieba

zmirnit podminky hydrolyzy, aby nedoslo ke kompletnimu rozhydrolyzovani cukri.

I\,
O

HO

O

Obrdzek 13: Vzorec 5-hydroxymethylfurfuralu [28]

V tabulce €. 4 je popsan vysledek elementarni analyzy nerozpustnych podili. Zaroveii
bylo experimentéalné zjisténo procentudlni zastoupeni prvka (C, H, N a S) ve vychozi papiroviné
a traving, které byly pouzity na experimenty. V pokusech 1, 2, 3, 5 a 6 bylo zjisténo zbytkové
mnozstvi siry (S), z vyuzité mineralni kyseliny (H2SO4) na hydrolyzu. Procentualni obsah

elementt se zvySoval vlivem rozpadu celuldzy na mensi fetézce mono— a oligosacharida.

Vysledek elementarni analyzy nerozpustnych podili v %
Vzorek
C H N S
Papirovina 42,09 = 0,03 4,80+ 0,01 0 0
1. pokus (2. 2. 1) 42,87 - 45,59 3,18 £0,20 0 5,83-6,89
2. pokus (2. 2. 2) 43,54 - 45,05 5,37 £0,08 1,44 £ 0,07 1,67 -2,85
3. pokus (2. 2. 3) 31,67 0,08 2,87 £0,04 0,39 + 0,02 9,67 £0,22
4. pokus (2. 2. 4) 43,34+ 0,52 5,40 +0,08 0,50 + 0,06 0
Travina 39,35+0,09 5,28+0,03 0,48 0,07 0
5. pokus (2. 3.1) 13,64 + 0,27 3,76 £0,36 0,38 +£0,03 16,75+ 0,15
6. pokus (2. 3. 2) 20,79 - 21,83 3,18+ 0,12 0 11,83-12,84

Tabulka 4: Vysledek elementarni analyzy nerozpustnych podilit

55



3. 2. Zjisténi zavislosti délky hydrolyzy na hodnotach CHSK

Zde se se vyhodnocovaly vysledky namétenych hodnot CHSKcr, pomoci kyvetovych
testll. Jednalo se o hodnoty z pokusu 7 a 8. Namétfené hodnoty CHSKcr byly zaneseny do grafu.
Je ziejmé, ze délka hydrolyzy je podstatnda, ale pouze pokud se jednd o casovy horizont

1 hodiny. Pak uz se hodnoty CHSK vyrazné neméni a zlstavaji konstantni.

Vzestup hodnoty CHSK v pokusu 7 dle Tab. 4

14 12,73
12
E.D 10 8,21
¥G 8
.
o 6
4
1,82
2
. ]
0 min 40 min 390 min

Cas hydrolyzy [min]

Graf 1: Vzestup hodnoty CHSK v pokusu 7 podle Tab. 4

Vzestup hodnoty CHSK v pokusu 8 dle Tab. 4

14 13,1
12

10

6,44

CHSK,, [g/1]

1,5

. ]

0 min 35 min 50 min

Cas hydrolyzy [min]

Graf 2: Vzestup hodnoty CHSK v pokusu 8 dle Tab. 4
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3. 3. Separace K2SOg4 krystalizaci po neutralizaci filtrati s K:COs3

Zde se zejména vyhodnocovaly vysledky ziskanych vytézka z pokust 1 - 7. Nejdtive
bylo nutné hydrolyzaty, které vznikly za ptusobeni 16%-ni H2SO4 (u pokusu 5 za plsobeni
16%-ni H3PO4) na odpadni papirovinu nebo travinu, zneutralizovat pomoci 45%-niho roztoku
K2COs. Pfi neutralizaci dochédzelo k pénéni roztoku, coz dokazovalo vyvin COg, a zdroven
se na dné zacal srazet pevny siran draselny K2SO4 (u pokusu ¢islo 5 vznikl pevny KH2POgy).
Celkovou sumarizaci nasad, hmotnosti pevného podilu, hmotnosti vytézkt a moly pouzité
kyseliny jsou uvedeny v tabulce (Tab. 5). Nejvétsiho vytézku bylo dokazano v pokusu
¢islo 5 — hydrolyza traviny, kdy hmotnost pevné draselné soli K2SO4 byla 41,16 g na 100 ml
filtratu. Druhého nejvétsiho vytézku se dosahlo v pokusu ¢islo 1 - pti hydrolyze papiroviny,
kdy podil vysrazenych draselnych soli ¢inil 34,74 g na 100 ml filtratu. (Graf. 3) Zasadni vliv
na vytézek draselnych soli ma teplota a délka temperace. Nejvétsich vytézkt draselnych soli se
dosahlo pfi temperaci 2 — 2,5 hod. V ostatnich piipadech byly hydrolyzaty pfiilis

rozhydrolyzované a obsah draselnych soli v nich byl niZsi.

Vytézek v g na 100 ml filtratu

»
(2]

> 41,16

\-I—J

S 40

= i 34,74 33,63

€

8 30

—

&%

. 25

° 20

< 14,88

% 15 11,52 12,25

2 10 I 7,42

o

©

0]

>N

2 0

> Pokus 1 Pokus 2 Pokus 3 Pokus 4 Pokus 5 Pokus 6 Pokus 7
K2S04 K2S04 K2504 K2S04 KH2PO4 K2S04 K2504

M VytéZek v g na 100 ml filtrdtu

Graf 3: Vytezek draselnych soli na 100 ml filtratu
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Moly pouzité Nerozpustny Separované o
Pokus Navazka ) ] o Moly draselné soli
kyseliny podil draselné soli
1. pokus (2. 2.1) M (H2S0O4) = 98,079 g/ mol K»SOu M (K2SO:) = 174,26 g/ mol
Hydrolyza papiroviny 10,04 g p=1,109 g/ ml 582¢ ) .
) i 34,74 g/100 ml filtratu 0,23321 mola
Vv 16 %-ni H>SO4 0,36182 mola
2. pokus (2. 2. 2) M (H2SO4) = 98,079 g/ mol K»SO4 M (K2SO4) = 174,26 g/ mol
Hydrolyza papiroviny 20,06 g p =1,109 g/ ml 8,72 ¢ 11.52 ¢/100 ml filtzét 0.11896 ¢
v 16 %-ni H,SO, 0.36182 moli -0c 81U M raty ’ motu
3. pokus (2. 3. 1) M (H2SO4) = 98,079 g/ mol K»SO4 M (K2SO4) = 174,26 g/ mol
Hydrolyza travin 10,08 ¢ p=1,109 g/ ml 5984¢ 33.63 o/100 ml filtré 0.17950 mol
v 16 %-ni H,S04 0,36182 moli 02 &0 mi Hitratu ’ motu
4. pokus (2. 2. 3) M (H2SO4) = 98,079 g/ mol K»SO4 M (K2S0x4) = 174,26 g/ mol
Hydrolyza papiroviny 15,06 ¢ p=1,109 g/ ml 6,839 14.88 97100 ml filtrat 0.11953mold
v 16 %-ni H,S04 0,36182 moli 00 &0 mi Hitratu ’ motu
> polus (2.2.4) M (HsPO.) = 97,994 g/mol KH2POs M (KH2POx) = 136,086 g/ mol
Hydrolyza papiroviny 10,04 g p = 1,089 g/ml 6,08 g ) .
) . 41,16 g/100 ml filtratu 0,04460 mola
Vv 16 %-ni H3POq 0,355561 molu
6. pokus (2. 3. 2) M (H2SO04) = 98,079 g/ mol K»SO4 M (K2SOx) = 174,26 g/ mol
Hydrolyza travin 15,02 g p=1,109 g/ ml 6,68 g 742 9100 ml filteat 0.06983 mol
v 16 %-ni HoSO4 0,36182 moli o g 1UY M Irat ’ motd
7. pokus (2. 2. 5) M (H2S0O4) = 98,079 g/ mol K»SOu M (K2SO4) = 174,26 g/ mol
Hydrolyza papiroviny 10,06 g p=1,109 g/ ml 6,04 g ) .
) . 12,25 g/100 ml filtratu 0,14834 mola
Vv 16 %-ni H>SO4 0,36182 molu

Tabulka 5: Sumarizace a prehled vytezki hydrolyz
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3. 4. Hydrolyzaty — Zjisténi inhibi¢ni aktivity

Tento vyzkum byl provadén v laboratofich na katedfe biologickych a biochemickych
veéd, Univerzity Pardubice spole¢né s diplomantkou z jiz zminéné katedry. Soucasti vyzkumu
bylo i potizeni fotografii v mikroskopu. (Obrazek 14, 15, 16). Prvnim c¢asti vyzkumu bylo
pozorovani kvasinkovych bun€k Vv pfipraveném nativnim preparatu. Byly pozorovéany
pohybujici se kvasinkové bunky (Saccharomyces cerevisiae) pii zvétseni 400 x ve svételném
poli. Dukazem je jejich fotografie je na obrazku ¢. 14. Dal§im krokem bylo obarveni vzorkt
dle Grama. Zjistovala se bakterialni kontaminace mikrokoky, které mohou ovlivnit
zivotaschopnost a metabolismus kvasinek. Vyzkum byl provadén tak, ze obarveny vzorek byl
1000 x zvétSen a pozorovani probihalo pod imerzi. Na obrazku €. 15 jsou patrné Cervené
obarvené gramnegativni bakterie a fialov€ obarvené grampozitivni kvasinky. Posledni ¢asti
vyzkumu bylo vitdlni barveni, kdy v 10 zornych polich byl pozorovan pomér zivych
a mrtvych kvasinkovych bun¢k ve vzorku. Vyuzivala se k tomu methylenovd modf
a vzorek byl 400 x zvétsen. Na obrazku €. 16 jsou patrné modie obarvené bunky, které jsou jiz
mrtvé, naopak zivé buniky obarveny nejsou. Diky této metodé€ byl zjistén podil mrtvych bunék
ve vzorku 6,31 %.

Ze ziskanych experimentalnich méteni lze fici, ze hydrolyzaty mohou byt pro obohaceni
Kultiva¢niho média pouzity jako zdroj draselnych soli a sirant. Kvasinky v tomto médiu

pfezivaji a jejich vitalita neni hydrolyzaty pfili§ ovlivnéna.

Obrazek 14: Pozorovani pohybu bunek S. cerevisiae — Foto: KBBV, UPa (2018)
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Obrazek 15: Barveni dle Grama — Foto: KBBV, UPa (2018)

Obrdazek 16: Vitdlni barveni — Foto: KBBV, UPa (2018)

3. 5. Fermentace glukézy — ZjiSténi inhibi¢ni aktivity

Byl odebran vzorek z nadoby, kterd obsahovala: objem nezakalené faze po extrakci
(viz. 2. 4. Fermentace glukozy), 3,6 g kvasnic a 250 g glukozy (teoreticky 126,857 g ethanolu).
Tento vzorek byl 10 krat ziedén a ve spolupraci s diplomantkou z katedry biologicky
a biochemickych véd byl analyzovan. Zjistovala se inhibi¢ni aktivita kvasinkové buiky
(Saccharomyces cerevisiae) pii zvétseni 400 x ve svételném poli. Byla zjisténa 100 % tmrtnost
kvasinkovych buné€k, coz bylo zplisobeno vyuzitim butyl-acetatu (CHz-CO-0-(CH2)3-CHz) —
pro kvasinkové bunky je pfili§ toxicky. Proto se butyl-acetat nedoporucuje jako vhodné

extrakéni ¢inidlo.
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Zavér

Bakalafska prace je zaméfena na problematiku ziskavani kapalnych biopaliv v CR
azemich EU. V teoretické ¢asti jsou popsany zptsoby vyuziti biomasy K energetickym uceliim,
vyhody a nevyhody vyuziti biopaliv a detailn€ popsany vyroby biopaliv prvni a druhé generace.
Jelikoz v experimentalni ¢asti bakalaiské prace byla vyuzita celuldza z odpadniho papiru, byly
V teoretické ¢asti popsany i pfedipravy a metody hydrolyzy lignocelul6zového materialu. Bylo
zjisténo, ze nékteré procesy vyroby biopaliv jsou ekonomicky nevyhodné, a proto se biopaliva
piili§ nevyuzivaji. Casté vyuziti nalézaji v letectvi, kde se tyto biopaliva p¥ipravuji hydrogenaci

rostlinnych oleji a oznacuji se HIR ¢i1 HEFA.

V experimentalni ¢asti byl proveden laboratorni vyzkum, ktery spocival v hydrolyze
celulézového materidlu (odpadni papiroviny, nebo uschlé traviny) se zfedénou minerdlni
kyselinou. Hodnotila se pfeména biomasy na ve vodé rozpustné produkty — zejména cukry,
coz se tykalo experimentli hydrolyzy papiroviny (2. 2. 1 — 2. 2. 4) a hydrolyzy traviny
(2.3.1a2. 3. 3). Vramci spoluprace s VUT v Brné bylo prokazano, ze hydrolyzaty obsahuji
ptedevsim produkty hydrolyzy cukra — hlavné tedy kyselinu octovou, kyselinu mravenci
a 5-hydroxymethylfurfural. Nasledné také byly pevné nerozpustné podily podrobeny
elementarni analyze. V experimentech 2. 2. 5 a 2. 2. 6 se zjiStovala zavislost délky hydrolyzy
na mnozstvi ve vodé rozpustnych organickych slou¢enin. Toto mnozstvi bylo posuzovéano
na zékladé stanoveni souhrnného parametru CHSKcr stanovovaného pomoci kyvetovych testa.
Prokazalo se, Ze délka hydrolyzy mineralni kyselinou ma podstatny vlil na hodnotu CHSKcr,
ale pouze v horizontu 1 hodiny zahfevu v 16%-ni mineralni kyseling na teplotu 98 °C, nasledné
se jiz hodnoty CHSKcr vyrazné neménily a zlstaly konstantni. Soucasti experimenti byla
i separace draselnych soli (K2SOs) krystalizaci po neutralizaci ziskanych filtrati po separaci
nerozpustného podilu biomasy, pro neutralizaci se pouzival K2COs. Nejvétsiho vytézku bylo
dosazeno pii nasadé 10,04 g, dobé ohfevu 20 hod 45 min na teplotu 95 °C, kdy vytézek Cinil
41,16 g KH2PO4/100 ml filtratu. Maximalni vytézek K>SO4 byl dosazen pti nasadé 10,04 g,
dobé ohfevu 15 hod 30 min na teplotu 117 °C a ¢inil 34,74 g K2SO4/100 ml filtratu. Ze vzorku
hydrolyzatu, vzniklého hydrolyzou 10,04 g papiroviny v 16%-ni H2SO4, dob& ohievu 15 hod
30 min, pii teploté 117 °C o pH 5, bylo odebrano 4,78 ml (4,62 g) a smichano s 10 g
kvasinkovych bun¢k, 1000 ml vody a 30 g D-glukdzy. V takto vzniklém kultivaénim médiu
pro kvasinkové bunky byla nasledné zjistovana jejich inhibi¢ni aktivita, bakterialni
kontaminace pomoci barveni dle Grama, a poté pocet mrtvych bunék pomoci barveni

methylénovou modii. Byl tedy zjistén podil mrtvych bunék ve vzorku pouze 6,31 %.
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