JIHOCESKA UNIVERZITA
V CESKYCH BUDEJOVICICH
ZEMEDELSKA FAKULTA

Studijni obor: VSeobecné zemédélstvi
Katedra: Aplikovanych rostlinnych biotechnologii

DIPLOMOVA PRACE
Hydrolyza kukufi€né silaze

Vedouci diplomové prace: Autor:
Prof. Ing. Stanislav Kuzel, CSc. Vaclav Mika

2010



3

Prohlasuji, Ze jsem diplomovou préci na téma ,,Hydrolyza kukuti¢né sildze’
vypracoval samostatné¢ a na zakladé vlastnich zjiSténi a materidli uvedenych v
seznamu literatury.

ProhlaSuji, Ze v souladu s § 47b) zdkona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni
souhlasim se zvefejnénim své diplomové priace a to v nezkricené podobé
elektronickou cestou ve vefejné¢ piistupné casti databaze STAG provozované

Jiho¢eskou univerzitou v Ceskych Bud&jovicich na jejich internetovych strankéch.

V Ceskych Budg&jovicich 25. 4. 2010



Na tomto misté¢ bych rdd pod€koval vedoucimu prace Prof. Ing. Stanislavu
Kuzelovi, CSc. za odborné vedeni a vstficny piistup k feSeni problémil a komplikaci.
V neposledni tad¢ bych také rdd podc€koval konzultantovi priace Ing. Josefu
Marouskovi, Ph. D. za odborné vedeni, dohled, cenné rady a pomoc pii praci

v laboratofi.



Abstract

Aim work is compare yield GE at acid, alkalic and enzymatic hydrolysis cellulose
phytomass at different acidity (H,SOy, 3, 6, 9 and 12%), fundamentals (NaOH, 3, 6,
9 and 12%) and while using different enzymatic preparations (6 preparations to
hydrolysis celluloses and hemicelluloses). Further is assessed positive influence

compressive extrusion (0,3MPa and 1MPa).

KEYWORDS: Hydrolysis; cellulose; maize; enzymes

Souhrn

Cilem price je porovnat vytéZznost GE pfi kyselé, zasadité a enzymatické hydrolyze
celulézové fytomasy pfi ruznych koncentracich kyseliny (H,SOs4, 3, 6, 9 a 12%),
zasady (NaOH, 3, 6, 9 a 12%) a pii pouZiti riznych enzymatickych preparatl (6
preparati k hydrolyze celuléz a hemiceluléz ptfidavanych v mnozstvi 50 nebo 100

jednotek). Déle je hodnocen pozitivni vliv tlakové extruze (0,3MPa a 1MPa).

KLICOVA SLOVA: Hydrolyza; celulza; kukufice; enzymy

Seznam zKkratek:

GE = glucose equivalent; celkové mnozstvi redukujicich cukrii obsaZenych
ve Skrobovém hydrolyzatu; g/kg
CEA= celulose enzyme activity (mg celulézy, které za sekundu hydrolyzuje 1 gram

enzymu, S(mg)/t(s)/E(g)
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1.UVOD

Hospodéisky rozvoj naseho statu byl po léta zakladdn na t€Zbé a spalovani
uhli, jehoZ zasoby v pfepoCtu na jednoho obyvatele patfily k nejvétSim na svété.
V dobé nejvétsiho rozvoje tézby to bylo vice nez deset tun uhli na kazdého z nés
rocn€ a jen postupné se uhli nahrazuje kapalnymi a plynnymi palivy. Opét se vSak
jedna o paliva fosilni, jejichZ spalovdnim se uvoliiuje oxid uhli¢ity a zpiisobuje, Ze se
podstatnou mérou zesiluje sklenikovy jev. Zmény klimatu jsou tak do zna¢né miry
zplisobeny energetikou a dopravou, obecné spotfebou fosilnich zdroji (Petiikova
a kol. 2006).

Zisadnimi opatfenimi jsou sniZovdni spotieby energie a nahrazovéni
neobnovitelnych zdrojl zdroji obnovitelnymi (Pettikova a kol. 2006).

Se stéle rostoucim trendem alternativnich zdroju energie roste mj. i poptdvka
po biopalivech. Jejich vyroba probihd v nékolika na sebe navazujicich procesech.
V prvni fazi se musi provést mechanické upravy suroviny (mleti, drceni apod.),
aby byla dosazena lepsi ucinnost nésledné hydrolyzy, kterd se provadi z davodu
rozloZeni slozitych cukrii na jednoduché, jeZ jsou dale zpracovatelné pii fermentaci.
Po ni nésleduje separace paliva, pii niz se odd€li vyuzitelny produkt od odpadu
(Kokrhelova, Jirout, 2003).

Samotnd produkce biopaliv na bdzi alkoholu vyrdbénych procesem
fermentace je jiZ technologicky celkem dobfe propracovana. Pied vlastni vyrobou je
vsak tfeba cyklus zahdjit hydrolyzou. Existuji tfi zdkladni zpasoby, jak fytomasu
hydrolyzovat. Jednd se o kyselou, zdsaditou a enzymatickou hydrolyzu. Tyto
zpusoby hydrolyzy je mozné jesté¢ modifikovat, a nebo spole¢né kombinovat. Také je
neustdle provadén vyzkum, jak hydrolyzu zefektivnit.

Samotnd hydrolyza je nenahraditelnym startem pfi produkci biopaliv na bazi
alkoholu. Po vlastni hydrolyze je jiZz moZzné vyuZit rGznych smért dalSiho
zpracovani, nicmén¢ tento ‘start’ je podle soucasného poznani velmi dileZzity a jeho
efektivni provedeni a ndsledné ziskani co nejvétSiho mnozstvi kvalitniho hydrolyzatu
je rozhodujici pro efektivitu nasledné produkce konkrétniho biopaliva.

Jak uz bylo feceno, po hydrolyze pfichdzi na fadu fermentace, jejimz
produktem je v dneSni dob¢ nejcastéji bioetanol, ale na obzoru se objevuji i takzvana
biopaliva druhé generace, mezi kterd patii napiiklad biobutanol, ktery ma v mnoha

ohledech lepsi vlastnosti neZ bioetanol.



Nejcastéj$Simi plodinami pro vyrobu bioetanolu jsou cukrové fepa, brambory,
kukufice a obiloviny. MoZné suroviny pro vyrobu tohoto paliva jsou i méné
vyznamné obiloviny, jako jsou tfeba Cirok a ¢ekanka. Pro produkci je mozné vyuzit
1 znehodnocené ovoce nebo odpad ze zeméd¢€lsko-lesnické Cinnosti jako je naptiklad

sldma nebo drevni Stépka.

2. LITERARNI PREHLED

2.1 Kuku¥rice

Kukufice (Zea mays L.) patii do celedi lipnicovitych (Poaceae) a skupiny
kukuficovité (Maydeae) (Divis 2000).

Je plodinou pivodné z tropickych oblasti, péstuje se vSak v rozmanitych
klimatickych podminkach. Tato skute¢nost byla umoZnéna rozvojem Slechténi, jehoZz
vysledkem je fakt, 7e se dnes pouZivd vyhradné hybridni osivo (Sroller, Faméra
1997).

Kukufice je jedna znejvice péstovanych plodin na svété. Vroce 2003
organizace FAO oznamila, Ze 163 zemi produkovalo celkové 640 miliond tun zrna.
Deset zemi bylo odpovédnych za 80 % svétového celkového objemu vyroby a jedna
zem¢, Spojené staty produkovala ponékud vice nez 40 % tohoto mnozstvi
(Vondraskova 2005).

Na tizemi Ceské republiky se kukufice péstuje od poéatku stoleti. Kukufi¢né
zrno je dulezitym komponentem pro krmné smeési. V posledni dob¢ vzriistal vyznam
kukufice i u nds pro piimou lidskou vyZivu. Ddle je kukufice duleZitou surovinou
pro $krobdrensky a kvasny pramysl a vyznam ma i v oblasti 1é&iv (Sroller, Faméra

1997).

2.1.1 Korenovy systém

Kukufice mé svazCity kofenovy systém, jehoZ kofeny pronikaji podle
stanoviStnich podminek pomérné hluboko do pidy (1,5 — 3m) a zajistuji dobré
zasobovani rostliny vodou ze zna¢né hloubky. Pfevdzna ¢ast jemnych kofinkl je
vSak rozloZena v orni¢ni pudni vrstvé do hloubky 20 cm, kolem stébla v okruhu

jednoho metru a vice (Hruska 1962).



Zpusob zakotenovani kukufice ovliviiuje nejen odrida, ale zna¢né také vodni
a tepelné poméry pudni. Rané nizké odridy nezakotenuji tak do hloubky a $itky jako
vysokovzriistné pozdni (Hruska 1962).

Podzemni orgdny totiz ovliviiuji chovdni a rlst celé rostliny, zejména
z hlediska odolnosti proti suchu a nizkym i vysokym teplotdim. Dale ptisobi na cely
vyvoj rostliny i zralost generativnich organii. Vyznamnd je produkce auxini,
giberelini, cytokinind, vitamint a jinych latek, které pisobi prostfednictvim kofent a
vzdjemnym pusobenim mezi nadzemni a podzemni ¢4sti na cely metabolismus a rast,
jeho zrychleni i zpomaleni. Nemens$i vyznam md i pohyb asimildti a vitamint

z nadzemnich ¢4sti do podzemnich a jejich ptipadny ndvrat zpét (Petr a kol. 1980).

2.1.2 Stéblo

Stéblo kukufice je plné (vyplné€no dieni) a je souCasné zdsobnim organem-
Stéblo kukufice je rozdélené kolénky (nody) na ¢lanky (internédia). Clanky stébla
nejsou stejn¢ dlouhé. Nejkrat$i jsou bazdlni Clinky. VySka stébla se v naSich

podminkach v zdvislosti na hybridu pohybuje od 1,2 do 3,0 metrti (Divi$ 2000).

2.1.3 Listy

Listy jsou nejvyznamné&jsi morfologickou strukturou rostlin. Jsou adaptovany
pro zabezpeceni celého komplexu procesti souhrnné oznacovanych jako fotosyntéza.
V celé 1iSi rostlinnych organismt ptfedstavuji listy rostlin organy velmi specifické:
tenké ploché utvary jiz napohled naznacCuji vyvojové prizpusobeni k maximalni
absorpci slune¢niho zafeni a k maximalnimu zkraceni transportnich drah pfi vyméné

plyni mezi vnitinim prostorem listu a okolni atmosférou (Prochdzka 1998).

2.1.4 Kvétenstvi a kvét

Kukufice patfi mezi rostliny jednopohlavné a jednodomé. Samci ty€inkovité
kvéty tvoii klasky v latdch. Samici pestikové kvéty vytvaii palice. Je to klas s hrubou

hlavni osou, na které jsou zrna v fadiach. Pocet fad je obvykle od 8 do 18 (Divi§

2000).
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2.1.5 Kuku¥ri¢éna silaz

Kukufi¢nd silaZz patii k nejlevnéjSim objemnym konzervovanym krmivim
a soucasné krmiviim s nejvyssi koncentraci energie. SildZni kukufice se v porovnani
s jinymi krmnymi plodinami vyznacuje aZ o 50 % niz§imi ndklady na produkci
energie, vysokou potencidlni produkeci a plné mechanizovanou sklizni. SloZeni suSiny
sildzni kukufice je dobrym predpokladem k udspéSné konzervaci (Dolezal a kol.

2008).

2.2 Suroviny k vyrobé alkoholi

K vyrobé alkoholli lze pouZzit vSechny suroviny, které obsahuji piimo
zkvasitelné cukry, a nebo polysacharidy, které lze prevést enzymatickou, kyselou
nebo alkalickou hydrolyzou na zkvasitelné cukry (Pelikdn, Sdkova, 2001).
Z polysacharidi m4 pro kvasné procesy nejvétsi vyznam Skrob a celuléza, z produktii
jejich hydrolyzy pak i dextriny (Krumphanzl a kol. 1988). Suroviny lze rozdélit
na cukernaté, Skrobnaté a lignocelulézové. Mezi suroviny cukernaté patii ovoce,
cukrovka, melasa a dextroner. Melasa je vedlejSim produktem pifi zpracovani
cukrovky a dextroner je mate¢ny louh po krystalizaci glukézy pii jeji vyrobé
ze $krobu. Skrobnaté suroviny jsou brambory a obiloviny (Pelikdn, Sdkovd, 2001).
Lignocelul6zové suroviny jsou tvoreny sulfitovymi vyluhy a hydrolyzity dreva,
které vznikaji pisobenim chemickych sloucenin, poifipadé tlaku na rostlinny material

(ligninova, lignocelul6zova a hemicelul6zova rostlinna pletiva).

2.2.1 Lignocelulézovy material

Na lignocelul6zové materidly je mozno pohliZzet jako na kompozitni
materidly.
Pro pochopeni procesii probihajicich pii vyrob¢ biopaliv je tfeba vénovat pozornost
jejich sloZeni. Struktura lignocelulézovych materidlii je sloZena zejména
z celul6zovych vldken, tzv. fibril, coZ jsou ve vod¢ nerozpustné polysacharidy,
které tvofi nosnou c¢ast celé rostliny. Fibrily jsou po celé délce obticeny
rozvétvenymi fetézci hemiceluléz a zbytek rostliny vypliiuje lignin, ktery zde ptisobi

jako ,,lepidlo* (pojivo), drzici vS§echno pohromadé.
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Obrazek 1.: Stavba lignocelul6zového substratu

Hemicelulozy

Usek vypIn&ny ligninem

Celulézova viakna (fibrily)

Zdroj: Kokrhelov4 a Jirout (2003)

2.2.1.1 Celuloza

oA Vv s

Celuléza je vSeobecné povaZovédna za nejrozSitenéjSi substrdat (Krumphanzl

s s

a kol. 1988). Vytvaii krystalické formy a jeji riizné€ prostorové orientované fetézce se
skladaji primérné z tisice molekul glukézy. Zdkladni cukernou slozkou celulézy je

D-glukéza (Kokrhelova, Jirout 2003).
Obrézek 2.: Stavba celul6zy

CH,OH CIHDH

K K e

CH,OH

Zdroj: Kokrhelova a Jirout (2003)

Metody jejiho vyuziti zaviseji na znalostech metod ekonomické konverze
na piistupné formy uhliku a energie. Za zdroje jsou povazovany kromé& primdrnich,

obnovitelnych 1 pevné méstské odpady, zeméd¢lské odpady z rostlinné, ZivociSné
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a lesni vyroby. Hlavnim problémem, ktery je tfeba zvladnout pro ekonomické
ziskavani glukosy z celulézy je pomald rychlost hydrolyzy. Pro zvySeni vytézku
extracelularnich celul6z je tfeba optimalizovat produkci enzymi ve fermentorech
volbou optimdlnich vnégjSich podminek. Lignin ptredstavuje pro celulasy bariéru a je
potieba vyjasnit dlohu bakterii a niz8ich hub pfii jeho biodegradaci. Byl téZ zkouman
vliv peroxidu vodiku a Zeleznatych iontl na depolymeraci hemicelul6z (Krumphanzl

a kol. 1988).

2.2.1.2 Hemicelul6zy

vvvvvv

amorfni a obsahuji rozvétvené fetézce. Jsou podplirnou, resp. prostorovou armaturou
celého systému a soucasné i pojicim ,,cementem‘ (Kokrhelova a Jirout 2003). Sklada
se z pétiuhlikatych sacharidi jako je xyléza ¢i arabindza spojenych s glukézou
(Hisano a kol. 2009).

Podléhaji vSak rychleji enzymatické hydrolyze nez celul6za (Kokrhelova
a Jirout 2003).

Tvoii obvykle 11 aZz 37% hmotnosti suSiny lignocelul6zy (Taherzadeh

a Karimi 2007).

2.2.1.3 Lignin

Lignin je aromaticky prostorovy heteropolymer fenolického typu se
strukturou naprosto odliSnou od celulé6zy a hemicelulézy. Diky tomu je jeho
struktura biologicky velmi obtiZzné rozlozitelnd a lignin je velmi odolny i proti
biomethanizaénim rozkladdm. OvSem pokud se ndm podaii rozlozit celulézu
a hemicelul6zu, lignin uzZ nemé co drzet pohromad¢ a sdm se rozpadne (Kokrhelova
a Jirout 2003).

Spojeni ligninu ¢ celul6zou a hemicelulézou mé zaporny dopad na produkci
bioetanolu  z lignocelulézovych materidli, protoZe znesnadiiuje uvolfovani
polysacharidii béhem ptedipravy materidlu a také absorbuje enzymy uZivané pro
zcukteni (Hisano a kol. 2009).

Proto byla v nékolika rostlinnych druzich studovana funkce genii podilejici se

na biosyntéze ligninu. Z dostupnych informaci o genech a diky rozvoji rostlinné
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technologie je nyni mozné modifikovat ¢i redukovat obsah ligninu v plodindch

uréenych pro produkci biopaliv (Hisano a kol. 2009).

2.3 Pi‘ediprava substratu

Nejjednodussi zpiisob fyzikdlni predipravy je mechanické rozmeélnovani.
Celul6za se z vnitini struktury materidlu ziskdva nejprve jeho lamanim, drcenim
a mletim, pifipadné jejich kombinaci. Velikost ¢4stic zdvisi na druhu zpracovani
a pohybuje se od 10-30 mm pfi ldmani az po 0,2-2 mm u mleti. Tato operace je
energeticky narocnd a méla by vzdy predchdzet hydrolyze Spojenim fyzikélnich
a chemickych postupl byly vyvinuty fyzikdlné-chemické postupy. Nejpouzivangjsi
z téchto zplsobl predipravy lignocelul6zovych materidli je v soucasné dobé
zpracovani materidlu pomoci exploze vodni parou. Probihd za vysokych teplot
a tlakl, kdy se biomasa a predehidtd para ptivede na teplotu 160-260°C (tomu
odpovid4 tlak 0,69-4,83 MPa), nésleduje setrvini na teploté a poté prudké sniZeni
tlaku az na tlak atmosféricky. Maze probihat za vysokych teplot a kratké dobé
setrvani na teplot¢ (270°C, 1 min), nebo pii nizkych teplotdch a dlouhé vydrzi
(190°C, 10 min). Neddvné studie vSak naznacuji, Ze je vhodné&j$i druhd varianta, tedy

Vs v

nizka teplota a delsi ¢as vydrze (Kokrhelova a Jirout 2003).

2.4 Hydrolyza

Biomasa rostlinného piivodu ma kompozitni strukturu, tvofenou zejména
celulozovymi vldkny a fetézci hemicelulézy, spojené ligninem. Celul6za
a hemicelulézy jsou slozité sacharidy, které jsou tlakovou hydrolyzou rozkladany
na jednoduché cukry za soucasného vzniku dalSich latek. Ziskané cukry Ize nasledné
fermentovat a destilaci ziskat bioetanol (nebo biobutanol) nebo z nich anaerobnim
procesem vyrobit bioplyn. Vedle toho je mozné ze suspenze po hydrolyze ziskat
latky, vyuzitelné v chemickém prumyslu (fural, lignin, organické kyseliny) (Anonym
2009).

V dnesni dobé je nejvyuzivangjsi hydrolyza kysela a enzymaticka.

K lehce hydrolyzovatelnym polysacharidim patfi hemicelulézy, glukany

a xylany, k obtiZné Stépitelnym pak celuléza (Krumphanzl a kol. 1988).
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Hydrolyza celul6z na glukézu je zvaZzovana ze tif hledisek:

- ptivod a vlastnosti suroviny

- mechanickd pfeduprava surovin

- vlastni konverze (Krumphanzl a kol. 1988)

2.4.1 Kysela hydrolyza

Principem kyselé hydrolyzy je vystaveni substratu kyseliné pfti specifické

teploté¢ a po urCitou dobu. K hydrolyze je nejcastéji pouZivana kyselina sirova,

ale uzivaji je 1 jiné kyseliny, napiiklad kyselina chlorovodikova (Taherzadeh

a Karimi 2007).

Kyseld hydrolyza mlzZe byt rozdélena do dvou skupin, a to na hydrolyzu

pomoci koncentrované kyseliny a hydrolyzu pomoci zfedéné kyseliny (Taherzadeh

a Karimi 2007).

Tabulka 1.:Porovnani hydrolyzy pomoci koncentrované a fedéné kyseliny:

Metoda hydrolyzy

Vyhody

Nevyhody

Pomoci koncentrované
kyseliny

Provadéni pfi niZsi teploté,
vysoky vynos cukru

Vysoka spotieba kyseliny,
koroze pfistrojového
vybaveni, del$i reakéni Cas
(2 az 6 h), vysoka spotieba
energie pro obnovu
kyseliny

Pomoci fedéné kyseliny

Nizka spotieba kyseliny,
kratsi doba pasobeni

Provadéni za vysokych
teplot, koroze
pristrojového vybaveni,
nizky vynos cukru, tvorba
nezddoucich vedlejSich
produktii

Zdroj.: Taherzadeh a Karimi (2007)

2.4.1.1 Hydrolyza pomoci koncentrované kyseliny

Hydrolyza lignocelulézy prostfednictvim koncentrované Kkyseliny sirové

nebo chlorovodikové je pomérné stary proces. Oproti hydrolyze pomoci fedéné

vvvvv

bioetanolu. Navic jsou tyto procesy provadény za nizSich teplot (napiiklad 40°C),
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coz je oproti hydrolyze pomoci zfedénych kyselin jasnd vyhoda. Na druhou stranu je
koncentrace kyseliny pfi této metodé velmi vysokd (napiiklad 30 - 70%), a roztok
a vypary koncentrované kyseliny pisobi zna¢né korozivng. Proto proces vyzaduje
drahé slitiny nebo keramické Casti zafizeni. Vysoka investicni ndklady a ndklady
na udrzbu velmi zredukovali zdjem o komer¢ni vyuZiti této metody (Taherzadeh
a Karimi 2007).

I ptes vySe popsané nevyhody je tato metoda zajimavd a je vyuZivdna
v procesu nazvaném ,.Biosulfurol” jedné nizozemské vyzkumné skupiny. V tomto
procesu je biomasa impregnovdna s70% kyselinou sirovou a nésledné
hydrolyzovana ptfidinim vody. Kyselina je pak obnovena ¢astecné aniontovymi
membridnami, cdste¢né ve form& H,S pii anaerobnim C¢iSténi odpadnich vod

(Taherzadeh a Karimi 2007).

2.4.1.2 Hydrolyza pomoci iedéné kyseliny

Hydrolyza pomoci fedéné kyseliny je pravdépodobné nejpouzivanéjsi zplisob
chemické hydrolyzy. Tato metoda muize byt pouzita bud jako predstupen
pro enzymatickou hydrolyzu, nebo miZe byt pouzita piimo k hydrolyze
lignocelul6zového substratu na zkvasitelné cukry (Taherzadeh a Karimi 2007).

Prevdzna cast hemicelul6z (vice nez 80%) by mohla byt pfi této metodé
hydrolyzovana pii teplot¢ pod 200°C. Maximalni vynos glukézy nastal ale az
pti teplotich vyssich nez 220°C. To je zpisobeno vétsi odolnosti celulézy vuci
hydrolyze (Taherzadeh a Karimi 2007).

Hlavnimi nedostatky této metody je degradace sacharidi bc&hem
hydrolitickych reakci a vznik nezadoucich vedlejSich produktii. To sniZuje nejen
vynos zkvasitelnych cukrl, ale nékteré z vedlejSich produktd inhibuji tvorbu
bioetanolu béhem fermentacniho procesu. Aby nedochdzelo k degradaci sacharidii
a tvorb¢ inhibitorti, je tato metoda provadéna ve dvou stupnich. Nejdiive jsou

Vv

nastaveny nizsi teploty (120- 170°C) a dojde k pifevody hemicelul6zy na monomery

N2

cukru. Nésleduje druhy stupen, kdy se teplota zvysi a dojde k hydrolyze celulézy
(Taherzadeh a Karimi 2007).
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2.4.2 Zasadita hydrolyza

Efekt alkalické hydrolyzy zdvisi na obsahu ligninu v materidlu. Jednd se

vvvvv

vysledky u tvrdého dieva (listnaté stromy), avSak u mékkého dieva (jehli¢nany)
s obsahem ligninu niZ8im neZ 26 % nebyl rozklad pozorovén. V piipadé odstranéni
ligninu pomoci alkalickych rozpoustédel se k hydrolyze uzivd smés organickych
rozpou$tédel (metanol, etanol, aceton apod.) a anorganickych kyselin jako
katalyzatoru. Proces probihd pii vysokych teplotich (asi 185°C) a rozpoustédla se
musi po ukonceni procesu odstranit, aby mohly byt produkty dale zpracovéany
(Kokrhelova a Jirout 2003).

K hydrolyze 1ze krom¢ organickych rozpoustédel pouZit i hydroxid sodny
nebo draselny. Tento zplsob hydrolyzy se samostatné v praxi pfili§ neuplatiuje,
protoZe je financn€é ndro¢ny a poskytuje jen nizky vynos zkvasitelnych cukri.

Cast&jsi vyuzZiti této metody je v kombinaci, nejéastéji s enzymatickou hydrolyzou.

2.4.3 Enzymaticka hydrolyza

Enzymatickd hydrolyza se sklddd ze tfi krok(: adsorpce enzymu celuldzy
na povrchu celulézy, biologicky rozklad celulézy na fermentovatelné cukry
a desorpce celuldzy. Jeji ucinnost zdvisi pfedev§im na koncentraci substrétu, typu
a koncentraci enzymu zaloZenych na celuldze a dal§ich podminkach, pii kterych
reakce probihd (teplota, pH). ZvySenim davky celuldzy se muze zvysit rychlost,
ale zvysi se i cena. Ale vyhodou je, Ze se muze celuldza ziskand z kalové vody opét
pouZit pro dal$i rozklad.

Pti adsorpci celuldzy na povrch celulézy vSak dochdzi ke zpomalovani
zcukfeni, a proto je potfeba tomuto nezddoucimu jevu zabrénit. Jednou z metod, jak
toho docilit je pfidat do roztoku tenzidy, které zméni vlastnosti povrchu celulézy
a minimalizuji nevratné vazani celuldzy na celulézu. Dalsi je tzv. SSF metoda. Je to
proces zaloZeny na soucasn¢ probihajicim zcukieni a fermentaci vzniklych cukri.
D¢&j probihd pii teploté¢ 38°C, coz je kompromis mezi teplotou vhodnou
pro hydrolyzu (45-50°C) a teplotou fermentace (30 °C) a ma nésledujici vyhody:

- niz8i pozadavky na enzymy

- vy$$i produkce cukra
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- niz§i pozadavky na sterilni podminky, protoZe glukéza je
odstranéna ihned
- kratsi Cas

- vSe lze provadét v jednom reaktoru

K nevyhodam patfi:
- rozdilné teploty hydrolyzy a fermentace
- zpomaleni enzymu etanolem
- schopnost pieziti mikrorganismti produkujicich enzymy v
etanolu

(Kokrhelova a Jirout 2003)

2.4.3.1 Enzymy

Enzymy jsou vlastni katalyzatory biochemickych reakci. Jejich molekuly jsou
obrovské bilkovinné viasené struktury. Jednotlivé enzymy se od sebe li$i jednak
mnoZstvim a sledem aminokyselin v proteinovych molekuldch, jednak druhem
a stupném zfaseni neboli sekundérni a tercidrni strukturou (Kostit 1965).

Enzymy jsou obvykle vysoce specifické, to znamend, Ze urcity enzym
katalyzuje pouze urcitou reakci nebo jeji typ (Kostit 1965).

Pokud se tykd nazvoslovi, neni u enzymi nesnadné, pokud mdme reakci,
kterou katalyzuji nebo typ substratu, ktery napadaji. Jejich ndzev kon¢i pfiponou —
dza. Naptiklad enzymy katalyzujici hydrolyzu substritu se souhrné nazyvaji
hydroldzy. Ur€ity potfddek zavedla roku 1961 komise pro enzymy pii Mezindrodni
biochemické wunii [UB (International Union of Biochemistry) spolecné
s Nazvoslovnou komisi pro biologickou chemii pfi [UPAC (International Union
of Pure and Applicated Chemistry- tj. Mezindrodni unie pro Cistou a uZitou chemii),
kde dostal kazdy, dnes uz definovany enzym svoje ¢islo. Jedna se o Ctyfciferny kod,
kde prvni Cislice znaci piislusnost enzymu do jedné ze Sesti hlavnich tiid, druha
do zafazeni do podskupiny, tfeti do podpodskupiny, ¢imz je definovan typ
katalyzované reakce, a konecné Ctvrta Cislice je pofadi v podpodskuping. Novy

enzym se pak postupné takto ,,zaSkatulkuje* (Kostit 1965).
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Enzymové tridy:

EC.1. Oxidoreduktasy

Tvoii tfidu enzymi katalyzujicich intermolekuldrni oxida¢né- redukéni
reakce. Jsou jednou z nejpocetnéjsich tiid enzymi. Oxidoredukéni déje realizuji bud’
pfenosem atomii vodiku nebo elektronti, pifipadné vestavénim atomu kysliku

do substratu (Havlova 1999).

EC.2. Transferasy
Neboli Kinasy. Jsou to enzymy ptenasejici skupiny atomli mezi molekulami

(Havlova 1999).

EC.3. Hydrolasy

Za tcasti molekul vody katalyzuji §tépeni riznych vazeb (Spicka 2004),
které vznikly kondensaci, napiiklad peptidové, glykosidové, esterové (Vodrdzka
2002).

Jednd se o velmi pocetnou skupinu enzymi, vesmés povahy jednoduchych

bilkovin (Vodrazka 2000).

EC.A4. Lyasy

Enzymy, které $tépi vazby C-C, C-O, C-N jinym zplisobem neZ hydrolyzou
nebo oxidaci (Spika 2004). Zajidt'uji eliminaci skupin za vzniku dvojnych vazeb
(Havlova 1999). Od ostatnich tfid enzymu se lyasy odliSuji tim, Ze v jednom sméru

piisobi na jeden substrét, ale ve sméru opaéném na substraty dva (Spicka 2004).

EC.5. Isomerasy

Plsobi stechiometrické zmény uvnitf molekul, intramolekuldrni oxidacné-
redukéni reakce a ptfenosy skupin (Havlovd 1999). Pokud pii reakci dochdzi
k pfenosu celé skupiny na jiny atom, pouZivd se i termin mutasa (Spicka 2004).

Jedna se o nejmén¢ pocetnou skupinu enzymii (Havlovd 1999).
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EC.6. Ligasy
Katalyzuji slouceni dvou latek, tedy vznik novych vazeb C-C, C-O, C-N.
Pii tom se energie potiebnd pro vznik téchto vazeb ziskavd souCasnym Stépenim

energeticky bohaté latky, nejcast&ji ATP (hydrolyzy ATP) (Spicka 2004).

2.4.3.2 Enzymova aktivita

Dtlezitym vysledkem jedndni komise bylo zavedeni enzymovych jednotek.
Zékladni jednotka je U a je definovdna jako mnoZstvi enzymu, které katalyzuje
pfeménu jednoho mikromolu substrdtu za minutu, za piesn¢ uréenych podminek,
napiiklad teploty (pokud mozno 25°C), optimdlniho pH, optimdlni koncentrace
substritu a podobné (Kostit 1965).

Po zavedeni jednotek SI byla pak vroce 1972 definovdna nova jednotka
pro katalytickou aktivitu- katal. V roce 1981 zavedl IUPAC pro katalytickou aktivitu
vyjadfenou v katalech ndzev rychlost pfemény substratu (Vodrazka 2002).

Enzym mé aktivitu jednoho katalu, jestlize pfeméni jeden mol substritu
za jednu sekundu. Rozmér katalu je tedy mol.s'. Katal je jednotka velmi velkd, proto
se vétSinou uplatiiuji jeji zlomky. V nékterych piipadech je uZitecné uvadét
takzvanou specifickou aktivitu, coZ je aktivita vztazend na mnozstvi bilkovin. Pokud
mame &isty enzym, lze aktivitu vztahnout i na mol enzymu (moldrni aktivita). Casto
je vsak k dispozici pouze enzymovy prepardt, v takovém piipad¢ se aktivita vztahuje
napiiklad na ml enzymového preparatu (Spicka 2004).

Fyzikdln¢- chemické vlastnosti celulézovych materidld, urCujici jeji
vyuzitelnost pro enzymovou degradaci jsou: tvar vldkna, velikost a difuzibilita
reagujicich molekul ve vztahu k velikosti a povrchovym vlastnostem hrubych kapilar
a prostory mezi mikrofibrilami, stupen krystalizace a polymerace celul6zy, rozméry
jejich jednotek a povaha latek spojenych s celulézou. Minerdlni latky ovliviuji
enzymové odbourani celul6zy nékolika zptisoby: podporuji tvorbu vitamint (biotin),
inhibuji rtst a vyvoj celulolytickych mikroorganismi, ovliviwuji piistup enzymu
k celuléze kapilarni strukturou bunék a specificky inhibuji rychlost a rozsah

enzymové hydrolyzy (Krumphanzl a kol. 1988).

20



2.4.3.3 Faktory ovliviiujici rychlost enzymové reakce

Podobné jako chemickd kinetika se také enzymova kinetika zabyva studiem
faktort, které ovlivituji rychlost chemické reakce (Spicka 2004).
Mezi hlavni faktory patfi: koncentrace substrdtu a enzymu, teplota, pH

a aktivatory a inhibitory (Spicka 2004).

Koncentrace substratu

Zakladni pfedstava mechanismu piisobeni enzymt vychdzi z toho, Ze enzym
tvofi se substrity takzvany enzymosubstratovy komplex, ktery se ndsledné rozpada
na produkty a ptivodni enzym (Spitka 2004).

Sledovanim rychlosti enzymové reakce pii rGzné koncentraci substratu
za jinak stejnych podminek (napiiklad pH, teplota), zjistime Ze reak¢ni rychlost je
funkci koncentrace substritu. Jejim zvySovanim rychlost reakce nejprve ostfe roste,
pak se jeji rGst zpomaluje, az pfi urcité koncentraci dosdhne maximdlni hodnoty,
kterd se uz dalsim zvySovanim koncentrace substratu neméni. Grafem této funkce je
kiivka, v podstaté jedna vétev rovnoosé hyperboly. Maximdlni reakéni rychlost je
zéavisla kromé koncentrace substratu také na koncentraci enzymu. Pfi nejvyssi reakci
je povrch enzymu upln€ nasycen substratem, ktery je na jeho urcitych zachytnych
mistech adsorbovédn. Pfi nizSich koncentracich enzymu reaguje substrit mén¢
(i za vysoké koncentrace substritu), protoZe je niZ$i ,,koncentrace* zdchytnych mist.
Za nizké koncentrace substritu nejsou vSechna mista enzymu obsazena,

proto nemuZe byt rychlost katalyzované reakce maximélni (Kostit 1965).

Obrazek 3.: Vliv koncentrace substratu
na rychlost enz. reakce

S- vliv koncentrace substratu
v- reak¢ni rychlost

Zdroj: Kostit (1965)
21



Teplota

ZvySovéanim teploty roste rychlost enzymové reakce, ale téz rychlost rozkladu
enzymu. DosaZzenim urcité teploty se dosdhne nejvyssi rychlosti reakce, dalSim
zvySovanim teploty rychlost reakce klesd (Spicka 2004). Vysledkem téchto dvou
protichtidnych dé&ja je vznik zdvislosti s maximem, které se nazyva optimalni teplota
enzymu (Vodrazka 2002).

Poloha maxima je ddna termostabilitou enzymu, ale soucasné je téZ ovlivnéna
zpusobem méfeni (dobou, po kterou nechdme pfti jednotlivych teplotich enzymovou
reakci probihat). Cim kratsi jsou tyto doby, tim méné se proces tepelné inaktivace

Vv,

uplatni a namétené hodnoty budou vyssi (Vodrazka 2002).

Obrazek 4.: Teplotni optimum enzymu

5H
A |
3N
2n

1H

10203680 _"“50-at

t- teplota v °C
v- reak¢ni rychlost

Zdroj: Kostit (1965)

pH

Na rychlost enzymové reakce méd znacny vliv pH prostiedi. Je to ddno
chemickym charakterem proteini. Zmény koncentrace vodikovych iontl
a hydroxylovych aniontli ovliviiuji konformaci proteinovych molekul a tedy
i aktivniho mista enzymu. Tomuto pH se ¥ik4 optimalni pH (Spicka 2004).

Jedna se o charakteristickou konstantu enzymu, neni vSak absolutni, protoze
do jisté miry zdvisi i na koncentraci daného substritu. Kolisd vSak v pouze

nepatrnych mezich (Kostit 1965).
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Obrazek 5.: Optimalni pH enzymu

R - pocateé¢ni rychlost reakce; pH - hodnota pH prostfedi na pocatku
reakce; A - optimdalni pH; B - oblast stability enzymu; C - oblast
reverzibilni inaktivace; D - oblast okamzité inaktivace

Zdroj: Valasek

AKktivatory a inhibitory

Jako jiné katalyzdtory, tak také enzymy mohou byt snadno ,,otrdveny*
riznymi jedy nebo zdsahy tak, Ze ztriceji svou ucinnost. Mluvime o inhibici
nebo také inaktivaci (Kostit 1965). Je zajimavé, Ze mnohdy inhibitor jednoho
enzymu muZe byt aktivitorem enzymu druhého (Kostit 1965).

Podle mechanismu piisobeni inhibitorit mizeme rozlisit nékolik typi inhibici:

Kompetitivni
Inhibitor je strukturné podobny substridtu a stejné¢ jako substrdat se véze
v aktivnim misté enzymu. Na rozdil od substritu ale neni pfeménén na povrch. Tento

substritu podobny inhibitor mizZe byt z vazby vytlaten substritem (Spicka 2004).

Nekompetitivni
Pfi této inhibici nemtze byt inhibitor vytésnén. Klasickym piikladem je
vazba inhibitoru mimo aktivni misto enzymu. Funkce enzymu je zménou konfirmace

nevratné blokovana (gpiéka 2004).
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Akompetitivni
Inhibitor se vdZze na enzymosubstratovy komplex, nikoli na volny enzym

(Spicka 2004).

Rada enzymi vyZaduje pro svou funkci piitomnost iontd kovi. Ty se Géastni
vazby substrdtu do aktivniho mista enzymu. Bez jejich piitomnosti jsou enzymy
neaktivni nebo maji vyrazné sniZenou aktivitu. Takové latky se oznacuji jako
aktivétory (Spicka 2004).

Je zajimavé, Ze mnohdy inhibitor jednoho enzymu mitiZze byt aktivitorem

enzymu druhého (Kostit 1965).

2.5 Produkty kvaseni

2.5.1 Bioetanol

Etanol neboli etylalkohol je jednomocny nasyceny alkohol, ziskdvany
kvaSenim, v Cistém stavu predstavuje Cirou, lehce pohyblivou kapalinu, ptijemné
viné a palivé chuti, kterd se s vodou smichd v kazdém poméru, pficemz dochazi
ke smrS$tovani objemu. Absolutni alkohol md mérnou hmotnost 0,79425 kg.dm—3, vie
pii 78,3°C, mrzne pii -112,3°C. Ve smési s vodou vykazuje bod varu vyssi,
odpovidajici presné sloZeni kapaliny (Pelikdn, Sdakova, 2001).

Etanol je dobrym rozpoustédlem pro ¢etné, ve vod¢ nerozpustné latky, jako
jsou napiiklad pryskyfice, oleje, mastné kyseliny atd. Pfi netplné oxidaci se méni
na acetaldehyd, pfi uplné na kyselinu octovou. Pro vySs$i i nizs$i Zivocichy je
koncentrovany etanol prudkym jedem, etanol vstiiknut do krve plisobi okamZitou
smrt (srde¢ni kolaps). Ziedény alkohol je pfi mirném pouzivani pro lidsky
organismus neskodny, organismus osvézZuje a je zdrojem energie (Pelikdn, Sdkova,
2001) .

Z historie neni znamo ve které zemi byl ziskan Cisty etanol poprvé (Pelikén,
Sakovd, 2001), ale alkoholické kvaSeni 1 jiné biochemické pochody byly znadmy jiz
v Serém davnovéku (Kostit 1965).

Tak vznikla naptiklad ve starém Egypté bdje o bohu Osirisovi, ktery naucil

zasvécence péstovat vinnou révu a piipravovat vina. Pfi alkoholickém kvaSeni
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vznikalo velké mnozZstvi plynu, unikajiciho v bublindch. Zdalo se proto, Ze kvasnd
kapalina vtela. JelikoZ vfit je latinsky fervere, bylo kvaSeni podle Plinia nazyvano
fermentatio, na rozdil od hniti, které nazval putrefactio (Ko$tit 1965). Destildtu
ze zkvaSenych surovin se pfisuzovala zdzraCnd moc a ziskéni ,,vody Zivota* patfilo
vedle nalezeni ,.kamene mudrciu® k velkému uméni. Cisty etanol se fadil k velkym
cennym sloucenindm, jak o tom svéd¢i jeho pojmenovani ,rostlinné Zivé stiibro*
(Pelikan, Sdkova, 2001).

I kdyZ vyrobky z lihu byly zndmy od nepaméti, nevédélo se az do poloviny
17. stoleti zjakych latek lih vznikd a tim méné, jak jeho tvorba probiha.
Po pocetnych pokusech se podafilo objasnit tvorbu alkoholu az pocatkem 19. stoleti
francouzskému badateli Gay-Lussacovi, ktery vyjadfil lihové kvaSeni zndmou

rovnici:

C6H1206 -2 C2H50H +2 CO2 + E
(Pelikan, Sdkova, 2001)

Gay- Lussac si ovSem tehdy miln¢ pfedstavoval, Ze jde o ptusobeni kysliku
na roztok cukru (Kostit 1965).

Zacatkem 20. stoleti se zemédélské lihovary podilely na celkové produkci
lihu asi z 90% a zbyvajicich 10% pfipadalo na vyrobu lihu z melasy. Za 2. svétové
véalky byla zavedena vyroba lihu ze sulfitovych louhti (odpad pfi vyrobé buniciny)
a pozd¢ji se zacal vyrdbét etanol také chemickou cestou z etylenu.V poslednich
letech v souvislosti s energetickou krizi dochdzi v celém svété k prudkému rozvoji
lihovarnického pramyslu, pfiCemz je vyroba zameéfena na energeticky etanol,
ktery slouzi bud’ sdim, nebo ve smésich s benzinem, jako pohonna latka pro spalovaci

motory (Pelikdn, Sakova, 2001).

2.5.1.1 Mechanismus etanolového kvaseni

Etanol mohou ve vétSim nebo menSim mnoZstvi produkovat nejriznéjsi
mikroorganismy, v praxi se vSak uplatiiuji prevazné€ kvasinky, a to z technologickych
i ekonomickych divodi. Kvasinky zaru€uji pfi optimdlnim vedeni kvasnych
pochodii maximélni vytéZnost, etanol je velmi Cisty a standardni jakosti a svym

charakterem odpovidd zpracované suroviné. Mezi duleZité Cinitele ovliviujici
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¢innost kvasinek a tim i prubéh kvaSeni patii teplota, pH, koncentrace substratu
a inhibi¢nich latek. Optimdlni teplota se pohybuje od 27 do 29°C, pro mnoZeni
od 30 do 34°C. Smrtici teplota je kolem 55°C. Koncentrace alkoholu jeji vliv
zesiluje. Vhodné pH je od 4,6 do 5,6, v alkalickém prostiedi kvasinky hynou, v pfili$
kyselém degeneruji. Koncentrace substrdtu by se méla pohybovat okolo 16-18%
cukru, pfi vysSi koncentraci se prodluZuje doba kvaseni a zvySuje se mnoZstvi
neprokvaseného cukru. Z inhibi¢nich latek je tfeba uvést stopy t€Zzkych kovl
(As, Pb, Zn), kyselina méaselnd (uZ pfi koncentraci 0,0005%), kyselina propiénova
(0,001%) a kyselina octova (0,15%). Negativné pisobi i samotny alkohol,
pii koncentraci 4-5% obj. alkoholu se kvasinky pfestdvaji mnoZit, pfi koncentraci
nad 17% obj. kvaSeni ustdva (Pelikdn, Sdkova, 2001).

Béhem procesu kvaSeni vznikaji ¢etné prechodné a vedlejsi produkty, z nichz
vétSina je jiz zndmd v Cisté formé&. ZkvaSovani cukru tedy neni jednoduchy,
jednostupniovy proces, ale komplex po sob¢ ndsledujicich chemickych reakei, z nichz
kazdd je katalyzovdna vhodnym enzymem. V podstaté probihd lihové kvaSeni
v deviti stupnich: Hex6za se méni na hexosomonofosfat, ten dile na hexosodifosfat,
postupné pak na 3-fosfoglycerinaldehyd, kyselinu 3-fosfoglycerinovou, kyselinu 2-
fosfoglycerinovou, kyselinu fosfopyrohroznovou, acetaldehyd, a ten na konecny
produkt etanol a oxid uhlicity. Nejvétsi vyznam z vedlejSich produkti ma glycerol,
jiz z toho diivodu, Ze zménou reakce na alkalickou Ize jeho mnoZstvi zvysit na 21-
37% zpracovaného cukru. Pouzivd se k vyrobé vybuSnin. Z vySSich jednosytnych
alkoholti, jako hlavni soucdst pfiboudliny, jsou nejdileZzitéjsi isoamylalkohol,
propylalkohol a butylalkohol. Pfiboudlina je Zlutohnédé tekutina, nepiijemného, ke
kasli drdzdiciho, zdpachu, v surovém lihu ji byva obsazeno 0,1-0,5%. Z dalSich
produktii jsou zastoupeny acetaldehyd, kyselina jantarovd, kyselina mravenci,
kyselina mlé¢nd a kyselina octovd. Kromé glycerolu a kyseliny jantarové jde vesmés
o latky tékavé, které pii destilaci pfechdzeji do destildtu a ovliviuji jeho sloZeni a

kvalitu (Pelikdn, Sdkova, 2001).

2.5.1.2 Cena bioetanolu

Velké prebytky mléénych vyrobkli, cukru, masa a obilovin pamatuji
pfedevSim obyvatelé byvalé EU 15. I u nds mdme zkuSenosti se sniZovanim

zeméd¢€lské produkce. Prazdnd fraze charakterizujici prebytky potravin byly
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disledkem zemédélské politiky EU pied 20 lety. Vyusténim byla zména natizeni EU
pro zem&délsky trh v roce 1992. Poté bylo vyddno rozhodnuti, Ze ¢ast orné pudy
(10%) zlstala neobdéldna po urcité vegetacni obdobi, aby se potlacila nadprodukce.
Ale tato ptda stdle vyZaduje kultivaci, aby se udrZela jeji trodnost. Kultivace také
chrani zdsoby humusu a zabraiuje erozi minerdld. Jako ndhradu obdrZeli farmari
prémii za vymeéru v rozsahu od 250 do 300 EUR za hektar v zavislosti na vynosech
v oblasti. Tyto penize pouZili na pokryti ndkladii na zatravnéni a ddrzbu pudy.
Alternativou pro farmafe je vyroba energie. Jakékoliv oblasti ponechané ladem jsou
pouzivany pro pestovani energetickych plodin. Kazdé nové odvétvi, jestlize vytvaii
pifjem pro zaméstnavatele a zaméstnance, md kladny vliv na ekonomiku zemé.
Utinky jsou o to v&tsi, jestlize obsahuje novou ¢innost, kterd nemé negativni dopady
na jakékoliv stdvajici prumyslové odvétvi a kterd nahrazuje ptfedeSlé dovozy
s doméci pfidanou hodnotou. Pfitom se predpokladd jeho misto v celkové ekonomice
vytvaifenim pracovnich mist, pozadovanim meziproduktl z ostatnich primyslovych
odvétvi a vytvafenim poZadavku na investicni majetek, spotfebni zboZi a sluzby.
Pfispiva tudiz pfimo a nepfimo ke zvySovani narodni pfidané hodnoty a vytvaii
pomoci riznych dani (z pifijmu, z obchodovdni, DPH atd.) a fiskdlnich poplatki
dopliikovy ptijem pro statni pokladnu a pro socidlni pojisténi. Soucasné€ s tim piindsi
tento primysl vefejné uspory v riaznych oblastech: pojisténi v nezaméstnanosti
a ndklady na regulaci trhu pro rtizné prebytky na zemédélském komoditnim trhu
(Jevic 2009).

Pro kaZdou primyslovou biosyntetickou vyrobu mé vyse nakladl na suroviny
zékladni, i kdyZ vzdy rGznym zplsobem rozhodujici vyznam. O vyuZitelnosti
surovin k vyrob¢ biopaliv rozhoduji do znacné miry tyto ekonomické faktory: cena,
ndklady na zpracovéani, dostupnost, ndklady na dopravu. DalSimi hledisky
pro posouzeni vhodnosti surovin jsou napiiklad nutnost Upravy suroviny pred
fermentaci, ndroky na energie a potieba zafizeni. SdruZovani fermentacnich kapacit
do velkoobjemovych investic pak ¢ini ekonomické rozvahy odlisné od zpracovani
surovin v menSich provozech. V kazdém piipadé musi byt ndklady na suroviny
kompenzovany optimalnim objemem vyroby a kvalitou produktu (Krumphanzl a kol.
1988).

Surovina a technologie jsou pfi vyrobé bioetanolu tésné propojeny. Pfitom
suroviny se mohou vyrazné liSit svoji cenou, od odpadii se zdpornou hodnotou

po relativn€ drahy bramborovy Skrob (Cionov4 a Kittel 2004).
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Tradi¢né je vyroba bioetanolu spojena s vyuZitim sacharidovych sloZek
obsazenych v zemédé€lskych plodindch. Touto cestou se ubiraly doposud vSechny
realizované programy vyroby bioetanolu - Prodlcool program v Brazilii v 70. letech
na bazi cukrové titiny, vyroba gasoholu v USA od 80. let s vyuzitim kukufice,
nebo v CR nyni na bézi obili. 70 - 80% nakladi na vyrobu bioetanolu piedstavuje
cena suroviny. Vysoky obrat na ha je jeden z divodl zdjmu zemédé€lct o bioetanol.
Prakticky lze bioetanol vyrdbét z jakékoliv biomasy, zejména celuldzy, vcetné
odpadl (zbytkl z t€Zby dfeva, starého papiru, komundlnich odpadl). Perspektivni
jsou postupy zaloZené na enzymatické hydrolyze polysacharidt. Je do urCité miry
paradoxni, Ze srozvojem aintegraci produkce bioetanolu pravé tyto moderni
technologie, nikoliv rafinerie, se mohou stit nejvétSim konkurentem zemédélcii
a tradi¢nich lihovaril, které pro rozvoj vyroby bioetanolu lobuji.(Cionové a Kittel
2004).

Tabulka 2.: Porovnani cen bioetanolu produkovaného z riiznych plodin

Plodina Cena bioetanolu (US$/m3)

Lignocelul6za (enzymaticka

, 180
hydrolyza)
Cukrova titina 260
Cukrova fepa 300 - 400
Kukufice 300 - 420
Lignoceluloza (kysela 450
hydrolyza)
Synteticky etanol 540
PsSenice 770
Brambory 990

Zdroj: Cionova a Kittel (2004)

2.5.2 Biobutanol

Biopaliva se stala nedilnou soucasti kaZdodenniho Zivota moderni
spoleCnosti. Bioethanol a methylestery mastnych kyselin tvofi béZnou soucast
produk¢nich benzinli a motorovych naft, sice v omezeném mnoZstvi, ale tlak
na intenzivnéjSi ndhradu fosilnich paliv bio-komponentami neustdle sili.
I pfes znacné problémy spojené s vysokymi vyrobnimi ndklady, technickymi
a logistickymi problémy a negativnhim vlivem na cenu potravin v piipad¢ biopaliv

tzv. 1. generace vyvoj sméfuje k biopaliviim tzv. 2. generace, jejichZ surovinovou
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zékladnu tvofi zeméd¢lskd nepotravindiskd produkce a odpadni biomasa. Mezi
biopaliva 2. generace je fazen i1 biobutanol (PospiSil a kol. 2008).

Ptednosti biobutanolu je to, Ze na rozdil od bioethanolu miZe byt ptfiddvian
do motorovych benzinli ve vys§i koncentraci, az 10 obj. %, a lze jej pouZivat
bez nutnosti modifikace motoru. Md az o 30 % vyssi energeticky obsah v porovnéani
s bioethanolem. Provozni testy, které realizovaly firmy DuPont a BP, prokazaly,
Ze smésné palivo s 16 % obj. biobutanolu ma z hlediska dlouhodobého provozu
motorovych vozidel stejné vlastnosti jako palivo s 10 % bioethanolu a v fadé
parametrd toto v USA dnes jiz béZzné smeésné palivo dokonce predci (Pospisil a kol.
2008).

Z hlediska praktickych dopadi lze za velmi pozitivni oznacit to,
Ze biobutanol v porovndni s bioethanolem prakticky nepohlcuje vodu, resp.
v pfitomnosti vody v palivu nepfechdzi do vodni vrstvy. Benziny obsahujici
biobutanol by tak mohlo byt redlné ptepravovat stivajicimi liniovymi potrubnimi
systémy. Biobutanol je rovnéZ méné agresivni k vétSiné konstrukénich materidld,
vCetn¢ plastl, neZ bioethanol. Vysledky testii bobtnani riiznych elastomert ukazuji,
Ze benzin obsahujici 20 % obj. ethanolu se chova obdobn¢ jako c¢isté¢ uhlovodikové
palivo (PospiSil a kol 2008).

Pripravuje se druhd generace technologickych jednotek na vyrobu
biobutanolu. Tyto jednotky budou pracovat s novym biotechnologickym procesem
o vysSim stupni konverze na biobutanol bez vedlejsi produkce acetonu a ethanolu
pomoci biokatalyzatoru. V USA se piedpoklddd jejich uvedeni do provozu v roce
2010. Jako surovina se pro tyto procesy uvazuji krom¢ dosud pouzivanych kukufice,
cukrovky a cukrové titiny také pSenice, maniok, sorghum a v delSim Casovém
horizontu i dfevni odpad a rychle rostouci celul6zové zdroje. Podle analyzy Well — to
— Wheel je biobutanol ze vSech hledisek vyhodnéjsi nez bioetanol, vcetn¢ lepSi

energetické bilance i bilance CO, (Prazdk 2006).
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3. CiL PRACE

Cilem priace bylo porovnani vytéZznosti GE (redukujicich cukrti) a alkoholu
pii kyselé, zasadité a enzymatické hydrolyze a pii efektu tlakové extruze 0 MPa, 0,3

MPa a 1 MPa.

4. MATERIAL A METODIKA

Jako vzorek fytomasy byla pouZita kukufi¢nd sildZ. Priace byla zaméfena
na lignocelulézovou ¢ast silazZe.

Hydrolyzy probihali podle niZe uvedenych metodik. Pro vytvofeni tlaku
0,3MPa byl pouZzit sterilizdtor Chirana HS 62A uZitim silnosténné tlakové nddoby,

ktera byla opatfena tlakomérem. Pro pokusy pfti tlaku 1MPa byl vyuZzit externi zdroj.

4.1 Kysela hydrolyza (Metodika dle Marouska)

1) 50g suSiny fytomasy se mac¢i v 1 litru vody. Pfidd se poZadovana
koncentrace H,SO4 (3, 6, 9, 12%)

2) vpiipadé provadéné extruze je smés vco nejkratSsi dobé vyhiita
do pozadovaného tlaku, kde je drzena po dobu 30 minut

3) prudkd dekomprese

4.2 Zasadita hydrolyza (Metodika dle Marouska)

1) 50g suSiny fytomasy se maci v 1 litru vody. Pfidd se pozadovana
koncentrace NaOH (3, 6, 9, 12%)

2) vpiipadé provadéné extruze je smes vco nejkratSsi dobé vyhfita
do pozadovaného tlaku, kde je drzena po dobu 30 minut

3) prudkd dekomprese
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4.3 Enzymaticka hydrolyza (Metodika dle Marouska)

1) 50g suSiny fytomasy se mac¢i v 1 litru vody.

2) vpiipadé provadéné extruze je smés vco nejkratSi dobé vyhrita
do poZadovaného tlaku, kde je drzena po dobu 30 minut

3) prudkd dekomprese

4) provede se zoptimalizovani pH a teploty pro vybrany enzym

5) aplikuje se 50, nebo 100 jednotek CEA dle zvoleného enzymového
prepardtu

6) 6 hodin stalého michani, kontroly pH a teploty

4.4 CEA (Metodika dle Marouska)

Enzymy rozklddajici celulézu jsou ddvkovany v celulose enzyme activity
(mg celulézy, které za sekundu hydrolyzuje 1 gram enzymu, S(mg)/t(s)/E(g), déle
jen CEA):

1) Do 200ml Erlenovych banék navézit po 1,000g CMC (E466, sodna sul
karboxymethylcelulézy)

2) Pridat po 0,1g testovaného enzymu (0,1g = 2 kapky), (v piipad¢ slepych
vzorkl tento krok vynechat)

3) Vstiiknout 10g destilované H,O tak, aby smyla pfipadné zachycené zbytky
po sténdch a promisila enzym s CMC

4) Dle charakteristiky enzymu upravit pufrem pH (Sykora, 1976)

5) temperovat v optimalni teploté¢ dle charakteristiky enzymu po 30 minut

6) Pridat 15ml destilované H,O a 10ml méd’natého roztoku (na 1000 ml
méd’natého roztoku: 388g krystalického = 143 g bezvodého Na,CO; ve 350ml
destilované H,O + 50g C¢HgO; ve 100ml destilované H,O + 25g krystalického
CuSOy. Destilovanou H,O doplnit do 1000ml a vyckat na rozpusténi (za studena
24h)).

7) 10 minut varu, nasledné rychlé ochlazeni

8) pridat Sml 30% roztoku KJ (na 200 ml 30% roztoku KJ: 60 g KJ + kapka
10 % NaOH (na 100ml 10% NaOH: 10 g NaOH + destilovanou H,O doplnit
do 200ml) destilovanou H,O doplnit do 200ml) a Sml 25% H,SO4 (na 1000 ml 25%
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H,SO4: 250 ml 96% H,SO4 + 750ml destilované H,0). Pfi pouZiti bezvodého
Na,CO; v médnatém roztoku staci ptidat jen 2,5 ml 25% H,SO.)

9) K titracim pfipravit zasobu 0,05 M Na,S,0s3 . 5 H,O (déle jen sirnatan),
(na 2000ml sirnatanu: 25 g Na,S,03. 5 H,O + 2000ml destilované H,0).

10) Titrem ,,X* (kde X>0,02g<0,03g) KIO; + 1,5 g KJ v 50 ml 0,1 M HCI
(na 1000 ml 0,1 M HCI: 8,8 ml HCI + 991,2 ml destilované H,O), se na titratoru
(pro DL 50 metodou J-titr) stanovi koeficient pfesnosti 0,05 M sirnatanu (dale jen
»Y")

11) Rozdil mezi primérnou hodnotou spotieby sirnatanu a slepym vzorkem
se ndsobi koeficientem ,Y* a konstantou 1,745. Tato hodnota je jednotkou
celuldzovo — enzymatické aktivity (CEA) a uvadi, kolik mg GE je za optimélnich

podminek schopen dany enzym (m = 0,1g) rozstépit z 1g celulézy za 30 minut.

4.5 Obsah GE (Metodika dle Marouska)

Metoda je zaloZena na principu, kdy redukujici latky za varu v alkalickém
prostfedi redukuji médnatou sil na Cu,0. Nezreagovany prebytek Cu-soli se stanovi
jodometricky (2Cux+ + 47 — 2 CuJ + J,). Uvolnény jo6d se titruje sirnatanem

Jo + 25,055 — 21 + S406%).

1) Do 200ml Erlenmayerovych bané€k se navazi po 1g hydrolyzatu

2) Vstiikne se 24g destilované H,O a 10ml méd’natého roztoku (na 1000ml
médnatého roztoku: 388g krystalického = 143 g bezvodého Na,CO; ve 350ml
destilované H,O + 50g C¢HgO; ve 100ml destilované H,O + 25g krystalického
CuSOy. Destilovand H,O se doplni do 1000ml a vycka se na rozpusténi (za studena
24h)).

3) 10minut varu, ndsledné se rychle ochladi.

4) prida se Sml 30% roztoku KJ (na 200 ml 30% roztoku KJ: 60 g KJ + kapka
10 % NaOH (na 100ml 10% NaOH: 10 g NaOH + destilovanou H,O doplnit
do 200ml) destilovanou H,O doplnit do 200ml) a Sml 25% H,SO4 (na 1000 ml 25%
H,SO4: 250 ml 96% H,SO4 + 750ml destilované H,0). Pfi pouZiti bezvodého
Na,CO; v médnatém roztoku staci ptidat jen 2,5 ml 25% H,SOy).

5) K titracim se pfipravi zdsoba 0,05 M Na,S,03. 5 H,O (déle jen sirnatan),
(na 2000ml sirnatanu: 25 g Na,S,03. 5 H,O + 2000ml destilované H,0).
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6) titrem ,,.X* (kde X>0,02g<0,03g) KIO3; + 1,5 g KJ v50 ml 0,1 M HCI
(na 1000 ml 0,1 M HCI: 8,8 ml HCI + 991,2 ml destilované H20O), se na titratoru
(pro DL 50 metodou J-titr) stanovi koeficient pfesnosti 0,05 M sirnatanu (déle jen

»Y ).

7) Rozdil mezi primérnou hodnotou spotieby sirnatanu a slepym vzorkem se
ndsobi koeficientem ,,Y* a konstantou 1,745, ¢imZ se ziskaji mg GE.g'1 suSiny

materialu.

4.6 Obsah zkvasitelnych latek

Objem zkvasitelnych latek I1ze stanovit testem alkoholové vytéZnosti.
1) Stanoveni suSiny fytohydrolyzatu
2) Do 3 banék se odvazi po 100g fytohydrolyzéitu
a) varianta A se nechd piivodni
b) varianta B se fedi vodou 1:1
¢) varianta C se fedi vodou 1:5
3) 1 balicek drozdi (40g) se rozdrobi a rozmichd se s 90ml vody na fidkou
kaSicku. Do kazdé z variant se ptida 1/3 objemu kaSicky.
4) Pti 29 az 30°C po 72 hodin
5) Po zkvaseni se opatrné neutralizuje roztokem 0,1M NaOH na fenolftalein
do slabé riZova.
6) Destiluje se do 200, ¢i 250ml odmérky dany objem (t.j. zhruba 190
¢i 240ml).
7) Vytemperuje se na 20°C a doplni se destilovanou vodou po znacku.
8) Alkoholometrem se zjisti obsah alkoholu. Za vysledek se bere ta varianta,

jejiz fedéni je optimdlni, tj. vytéZek alkoholu je po piepoctu nejvetsi.

4.7 Popis enzymovych preparatiu
APN (Inosample APN)

Enzymaticky prostfedek ve stadiu vyvoje produkovany kmenem Aspergillus

oryzae. Katalyzuje rozklad celul6zy na oligo- a monosacharidy.
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Vlastnosti: Svétle zlutohnéda kapalina, rozpustny v teplé i studené vodé
Rozsah pH 5- 8, optimédlni pH 6- 7
Teplotni rozsah 40- 60°C, optimélni teplota 50- 55°C

HMC (Inosample HMC)

Enzymaticky prostfedek ve staddiu vyvoje produkovany kmenem Humicola
insolens. Katalyzuje rozklad hemiceluléz, B- glukani a celulé6zy na oligo-

a monosacharidy.

Vlastnosti: Zlutohn&d4 kapalina, rozpustny v teplé i studené vodé
Rozsah pH 5- 7, optimdlni pH 5- 6
Teplotni rozsah 40- 60°C, optimélni teplota 50- 60°C

CLC (Inosample CLC)

Enzymaticky prostfedek ve stddiu vyvoje produkovany kmenem Trichoderma
reesei. Katalyzuje rozklad celulézy, B- glukani a hemiceluléz na oligo-

a monosacharidy.

Vlastnosti: Zlutohn&d4 kapalina, rozpustny v teplé i studené vodé
Rozsah pH 4- 6, optimdlni pH 4,5- 5,5
Teplotni rozsah 50- 65°C, optimélni teplota 55- 65°C

HMP (Inosample HMP)

Enzymaticky prostfedek ve stadiu vyvoje produkovany kmenem Trichoderma

reesei. Katalyzuje rozklad hemicelul6z na oligo- a monosacharidy.

Vlastnosti: Zlutohn&d4 kapalina, rozpustny v teplé i studené vods
Rozsah pH 6,5- 9, optimdlni pH 7- 8,5
Teplotni rozsah 40- 60°C, optimélni teplota 45- 55°C

TK (Texazym bio- TK)

Kombinovany enzymaticky prostfedek uréeny pro rozklad celul6zovych
a hemicelul6zovych substratl na oligo- a monosacharidy dale zkvasitelné na bioplyn

popft. biopaliva na bézi alkoholt.
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Vlastnosti: Zlutohn&da kapalina, rozpustny v teplé i studené vodé
Rozsah pH 6,5- 8,5, optimélni pH 7- 8
Teplotni rozsah 40- 60°C, optimélni teplota 50°C

APC (Texazym APC)

Kombinovany enzymaticky prostfedek urceny pro rozklad celul6zovych
substratli na oligo- a monosacharidy ddle zkvasitelné na bioplyn popi. biopaliva

na bazi alkoholu.

Vlastnosti: Zlutohn&d4 kapalina, rozpustny v teplé i studené vodé
Rozsah pH 4,5- 8, optimélni pH 6- 7
Teplotni rozsah 40- 60°C, optimélni teplota 50°C
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

Dohanyos (2008) uvadi: ,ZmenSenim velikosti ¢éastic mechanickou
nebo jinou dezintegraci dochdzi k podstatnému zvétSeni povrchu a tim 1 k vétsi
dostupnosti enzymovému rozkladu, u nékterych metod piedupravy dochdzi
1 k hydrolyze makromolekulédrnich l14tek.*

S touto myslenkou se nerozchazi zZadny z vyse citovanych autoril, jednd se o
vSeobecné uzndvany fakt. Dezintegrace materidlu pifed samotnou hydrolyzou je

v praxi bézn¢ uzivdna a zvysuje efekt hydrolyzy.

5.1 Kysela hydrolyza

Tabulka 3: Vytéznost GE v g.kg'1 pii kyselé hydrolyze

% H.S0,
3 6 9 12
bez efektu
extruze 13,762|15,201 | 17,492 | 18,451
s efektem 0,3 MPa
extruze 78,002 (91,562 | 105,624 | 104,593
s efektem 1 MPa extruze |90,565|96,703|109,704 | 114,568

U kyselé hydrolyzy bylo dosazeno nejvyssi vytéznosti GE pfi tlaku 1 MPa a
koncentraci kyseliny sirové 12 %. Z vysledk je také zfejmé, Ze hydrolyza bez efektu
Sestkrat nizsi vytéznost GE. Pro co nejlepsi vysledky hydrolyzy je tedy potieba
efektu extruze vyuZivat.

Optimélnimi podminkami a rychlosti kyselé hydrolyzy se mimo jiné zabyv4 i
Kastanek (2001). Rika: ,,Specifi¢nost hydrolytickych technologii spo¢ivd v tom, Ze
rychlost hydrolyzy je zhruba pifimo Umérnd koncentraci katalyzdtoru v oblasti
zanedbatelného vlivu vnitini a vnéjsi difuze a v rozmezi koncentrace katalyzatoru
(kyselina sirovd) 0,1- 30%. Optimélni technologii 1ze tedy hledat volbou koncentrace
katalyzatoru a teploty, pfi¢emzZ je horni hranice teploty omezena (kolem 280°C)
kvuali degradaci sacharidi. Ukazuje se, Ze optimdlni parametry se budou ziejmé

pohybovat v oblasti nizkych koncentraci kyselin (do 0,5%), relativné vysokych teplot
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(kolem 260 °C) a vyssich tlakd (do 25 MPa), s imérn¢ nizkymi dobami prodleni

(faddovée sekundy)*.

K tomuto nazoru se prikldni 1 vySe citovani Taherzadeh a Karimi (2007),

ktefi metodu hydrolyzy pomoci kyseliny s nizkou koncentraci a za vysSich teplot

povazuji za vyhodné&jsi neZ metodu hydrolyzy pomoci koncentrované kyseliny. Kvili

problému s degradaci sacharidu navrhuji navic provadét hydrolyzu ve dvou stupnich

Vv,

(nejprve hydrolyzy hemiceluléz za nizSich teplot, poté hydrolyza celul6zy za vysSich

teplot).

Graf 1: VytéZnost GE v g. kg pti kyselé hydrolyze
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O's efektem 1 MPa extruze

Tabulka 4: Vytéznost alkoholu v % pfi kyselé hydrolyze

% H2S04
3 6 9 12
bez efektu
extruze 0 0 0 0,1
s efektem 0,3 MPa
extruze 0,9 1 1,1 1,1
s efektem 1 MPa extruze 1,7 1,8 2 2
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VytéZnost alkoholu byla opét nejvyssi pii pouziti efektu 1 MPa extruze a to
pii koncentraci 9 % kyseliny sirové. Pfi zvySeni koncentrace kyseliny na 12 % doslo

uz jen k zanedbatelnému zvySeni obsahu alkoholu.

Graf 2: VytéZnost alkoholu v % pfi kyselé hydrolyze
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5.2 Zasadita hydrolyza

Tabulka 5: Vyt&Zznost GE v g.kg™ pii zdsadité hydrolyze

% NaOH
3 6 9 12
bez efektu
extruze 9,477 | 9,243 | 10,105 | 10,142
s efektem 0,3 MPa
extruze 66,43 | 72,255 | 79,104 | 83,743
s efektem 1 MPa extruze | 77,814 | 90,806 | 95,907 | 94,588

Pti zédsadité hydrolyze bylo dosaZeno nejvétsi vytéznosti opét pii pouZiti
efektu 1 MPa extruze a koncentraci NaOH 9 %. V porovnéni s kyselou hydrolyzou je

vytéznost GE niZsi.
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Graf 3: Vyt&znost GE v g.kg™' pii zdsadité hydrolyze
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Tabulka 6: Vytéznost alkoholu v % pfi zdsadité hydrolyze

% NaOH
3 6 9 12
bez efektu
extruze 0 0 0 0,1
s efektem 0,3 MPa
extruze 0,8 0,9 0,9 1
s efektem 1 MPa extruze 1 1 1 1,1

Pokud jde o vytéZnost alkoholu opét se kladné projevil efekt 1 MPa extruze.
Nejvétsi vytéZnosti bylo dosaZeno pii extruzi 1 MPa a koncentraci NaOH 12 %. Pii
hydrolyze bez efektu extruze bylo dosaZeno relevantni vytéZnosti alkoholu az pii
koncentraci NaOH 12 %. Ve srovnani s hydrolyzou s efektem extruze je tento

vysledek zanedbatelny.
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Graf 4: VytéZnost alkoholu v % pfi zdsadité hydrolyze
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5.3 Enzymaticka hydrolyza

Tabulka 7: Vytéznost GE v g.kg'1 pii enzymatické hydrolyze (davkovani
enzymu 50 CEA)

Enzymaticky preparat
APN(50) | HMC(50) | CLC(50) | HMP(50) | TK(50) | APC(50)
bez efektu extruze 31,306 | 17,306 9,677 | 27,622 | 35,213 |15,328
s efektem 0,3 MPa
extruze 74,946 | 78,651 | 97,683 | 59,153 | 119,453 | 56,436
s efektem 1 MPa
extruze 123,588 | 95,941 | 116,076 | 86,243 | 153,158 | 98,355

Pfi davkovani enzymatickych preparitt 50 CEA dosahoval nejvyssi
vytéznosti GE prepardt TK a to jak pfi hydrolyze bez efektu extruze tak pii pouZiti
0,3 MPa ¢i 1 MPa extruze. Nejvyssiho vysledku dosahl tento preparat pii 1 MPa
extruzi. Vysokou vytéZnost GE poskytl i preparit APN nebo CLC. OvSem u
preparatu CLC je nezbytny efekt extruze. Bez extruze dosédhl tento preparét nejnizsi

vytéznost GE.
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Graf 5: Vytdznost GE vgkg' pf enzymatické hydrolyze (ddvkovéni

enzymu 50 CEA)
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Tabulka 8: VytéZnost GE v g.kg'1 pfi enzymatické hydrolyze (ddvkovani
enzymu 100 CEA)

Enzymaticky preparat

APN(100) | HMC(100) | CLC(100) | HMP(100) | TK(100) | APC(100)
bez efektu
extruze 59,045 16,98 14,265 28,743 40,587 14,321
s efektem 0,3
MPa extruze 99,536 95,753 123,513 74,454 | 138,454 | 63,457
s efektem 1 MPa
extruze 148,125 108,732 126,942 96,64 179,156 | 120,553

Pii ddvkovani enzymatickych preparati 100 CEA dosdhl nejvyssi vytéZnosti
bez efektu extruze preparat APN. Pfi pouziti 0,3 MPa nebo 1 MPa extruze dosahoval
nejlepSich vysledkti opét preparat TK. Nejvyssi vytéZznosti GE pifi enzymatické
hydrolyze dosahl preparat TK pii ddvkovani 100 CEA a efektu 1 MPa extruze.

Dosazené vytézky redukujicich cukrii jsou nizké, oproti vytézkim, které jsou
uvadény v literatufe. To miiZe byt zptusobeno i tim, Ze béhem hydrolyzy nebyly jeji

produkty pribézné odcerpavany.

41



Tuto domnénku podporuje i1 Kien (1997) svym tvrzenim: ,,Hydrolyza
celulézy je podpofena kontinudlnim odstraiovanim glukézy (napiiklad kvasenim),
protoZe glukéza ptsobi inhibi¢né na celuldzu®.

Dal$im divodem, pro¢ jsou vytézky redukujicich cukrl niZsi je fakt, Ze tato
préce je zaméfena na lignocelulézovou ¢ast kukufi¢né silaZze. Do vysledka tedy nebyl

zahrnut vytéZek redukujicich cukrii ziskany hydrolyzou kukufi¢ného Skrobu.

Graf 6: Vyt&7nost GE vgkg' pii enzymatické hydrolyze (dévkovani
enzymua 100 CEA)
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Tabulka 9: VytéZnost alkoholu v % pfi enzymatické hydrolyze (davkovani
enzymu 50 CEA)

Enzymaticky preparat
APN(50) | HMC(50) | CLC(50) | HMP(50) | TK(50) | APC(50)
bez efektu extruze 0,1 0 0 0 0,1 0
s efektem 0,3 MPa extruze 0,3 0,4 1 0,5 1,2 0,4
s efektem 1 MPa extruze 1,8 1 1,4 0,7 2,1 0,9

Pti davkovani preparati 50 CEA dosahovaly nejvyssi vytéZnosti alkoholu bez
pouziti efektu extruze preparaty APN a TK. Tyto hodnotu jsou ale opét zanedbatelné
oproti vysledkim hydrolyzy s pouzitim efektu extruze. Nejvyssi vytéznost alkoholu
pii davkovani 50 CEA dosahl preparat TK a to pti 1 MPa extruzi. Pfi stejném tlaku
dosahoval dobrych vysledkt i enzymaticky prepardt APN.
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Graf 7: VytéZnost alkoholu v % pifi enzymatické hydrolyze (davkovani

enzymi 50 CEA)
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Tabulka 10: VytéZnost alkoholu v % pfi enzymatické hydrolyze (ddvkovani
enzymu 100 CEA)

Enzymaticky preparat
APN(100) | HMC(100) | CLC(100) | HMP(100) | TK(100) | APC(100)

bez efektu

extruze 0,2 0 0 0 0,2 0
s efektem 0,3

MPa extruze 0,5 0,6 1,1 0,6 1,5 0,3
s efektem 1 MPa

extruze 1,8 1 1,6 1 2,2 1,1

Pti ddvkovani enzymatickych preparitii 100 CEA dosahovaly opét nejlepSich
vysledkil pfi hydrolyze bez pouziti efektu extruze preparity APN a TK. Pti pouziti
efektu extruze doslo u preparatl uz jen k mirnému narastu vytéZnosti alkoholu oproti
davkovani 50 CEA. Nejvyssi vytéZnosti alkoholu pfi enzymatické hydrolyze bylo
dosazeno kombinaci enzymatického prepardtu TK pii ddvkovani 100 CEA a 1 MPa
efektu extruze.

Stérba (2008) tik4: ,,Problémem se §t&penim lignocelulézy pomoci enzymil

je, Ze enzymy netoleruji kyselé prostiedi, vysokou koncentraci etanolu a teplotu®.
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K tomuto tvrzeni je tieba dodat, Ze vyvoj enzymu jde neustdle kuptedu a jiz
dnes je mozné setkat se s enzymy schopnymi katalyzovat reakci pfi kyselém pH (4,5
1 mén¢) a za vysokych teplot (1 pii 75°C). Co se tykd vysoké koncentrace etanolu, je
tento problém  feSen dnes jiZ béZné pouZivanou technologii kontinudlniho

odcerpavani etanolu.

Graf 8: VytéZnost alkoholu v % pii enzymatické hydrolyze (ddvkovani
enzymu 100 CEA)
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Pokud se tyka vytéznosti alkohold, vétSinou plati, Ze ¢im vice bylo
vyprodukovano redukujicich cukrdi, tim vétsi byla nédsledné produkce alkoholu.
OvsSem v této praci se jednd jen o ukazatel dopliikovy, protoZe diky nepfesnosti
alkoholometru a nizkym naméfenym hodnotdm je jeho vypovidaci schopnost mala.
Hlavnim kritériem hodnoceni hloubky hydrolyzy je tedy vytéZnost redukujicich

cukri.
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6. ZAVER

Po zhodnoceni vysledkli Ize konstatovat, Ze u kyselé hydrolyzy bylo
dosazeno nejvyssi vytéZznosti redukujicich cukri pfi efektu 1 MPa extruze a
koncentraci kyseliny 12%, a to 114,568 g GE/kg suSiny. Této kombinaci tlaku a
koncentraci kyseliny odpovidala i nejvyssi produkce alkoholu, které Cinila ptiblizné
2%. Piiblizn¢ 2% vytéZznosti alkoholu byla naméfena za stejného tlaku pfi
koncentraci kyseliny 9%, i kdyZz vytéZnost redukujicich cukri byla niZsi
(109,704 g GE/kg suSiny). Toto je dalsi dikaz malé vypovidaci schopnosti testu
vytéZnosti alkoholt.

U zésadité hydrolyzy bylo nejvyssiho vytézku redukujicich cukri dosaZeno
op¢t pfi efektu tlakové extruze 1 MPa a pfi koncentraci NaOH 9%. VytéZzek byl
95,907 g GE/kg suSiny. OvSem vytézek alkoholu nejvySsi pii tlaku 1 MPa a
koncentraci NaOH 12%. Tento rozdil bude opét nejspiSe zpiisoben nepiesnosti
alkoholometru, moZn4 je i drobnd dil¢i chyba pti provadéni pokusu.

Co se tykd enzymatické hydrolyzy bylo pfi davkovani enzymatického
preparatu 50 CEA nejvyssiho vytézku zkvasitelnych cukrii dosaZzeno opét pfi efektu
tlakové extruze 1 MPa a za pouZziti enzymatického preparitu TK
a to 153,158 g GE/kg suSiny. Tento preparat dosdhl nejlepSich vysledki za stejného
tlaku i pfi davkovani 100 CEA a to 179,156 g GE/kg suSiny. Z nejvyssich vytézkl
GE bylo dosazeno i nejvyssich vytézkti alkohold. Pii ddvkovani enzymatického
prepardtu TK 50 CEA byl vytézek alkoholu 2,1%, pti ddvkovani 100 CEA pak 2,2%
(opét pti tlaku 1 MPa).

Z vysledkt tedy vyplyva, Ze pii hydrolyze kukuficné sildZe byla z kyselé,
zésadité a enzymatické hydrolyzy nejucinné€jsi praveé naposled jmenovana.

Z namétenych hodnot je také patrné, Ze hydrolyza bez efektu tlakové extruze
poskytuje oproti hydrolyzy s vyuZitim tohoto efektu zanedbatelné vytézky GE a tim
padem i alkoholu.

Kyseld, zasaditd i enzymatickd hydrolyza jsou neustdle zkoumény a vyvijeny.
Vyzkum a vyvoj je nejvice zaméfen na hydrolyzu enzymatickou, objevuji se nové
enzymatické preparaty schopné odoldvat nizSim pH a vySSim teplotdm, ¢imzZ jsou
schopny mnohem 1épe hydrolyzovat fytomasu. Diky t€émto novym poznatkiim je

enzymatickd hydrolyza stile vice ekonomicky zajimava.
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Prilohy



Ptiloha 1.: Postup v pouzivani biopaliv v €lenskych statech (v %) pro obdobi 2003 -

2005
Clensky stat Podil biopaliva v roce 2003 Podil biopaliva v roce 2004 Podil biopaliva v roce 2005  Narodni indikativni cil
Rakouske 0,06 0,06 0,93 2,50
Belgie 0,00 0,00 0,00 2,00
¢R 1,09 1,00 0,05 3,70
Dinske 0,00 0,00 bez udaji 0.10
Finsko 0,11 0,11 bez udaji 0.10
Francie 0,67 0,67 0,97 2,00
Némecko 1.21 1,72 3,75 2,00
Irska 0,00 0,00 0,05 0,06
Itilie 0,50 0,50 0,51 1,00
Holandsko 0,03 0,01 0,02 2,00
Palsko 0,49 0,30 0,48 0,50
Slovensko 0,14 0,15 bez udaju 2,00
Slovinske 0,00 0,06 0,35 0,63
Spanélske 0,35 0,38 0,44 2,00
Svedsko 132 2,28 2,23 3,00
Velka Britinie 0,026+ 0,04 018 0,197
EU-25 0.5 0,7 1,00 (odhad) 1,40

Zdroj: Jevic (2007)

Ptiloha 2.: Produkce bioetanolu v rozhodujicich zemich v mil. m’

Brazilie
16 15
(40 %) (38 %)

Zdroj: Jevic (2007)

Ptiloha 3.: Nové vyrobni kapacity na bioetanol

Spolec¢nost Vyrobni kapacita Surovina

Ethanol Energy, a.s. Vrdy 700 000 hl obili, kukufice
(55000 t)
Korfil, a.s. Hustopece 1 000 000 hl obili
(80000 t)
PLP, a.s. Trmice 1 000 000 hl obili
(spusténi v XI. 2007) (80000 t)
Cukrovary TTD 800 000 hl cukrovka (difizni
Agroethanol TTD (63 000 1) stava,cukerni roztoky)
Dobrovice

Zdroj: Jevic (2007)



Ptiloha 3.: Primérné plos$na produktivita a ndkladovost (bez DPH), 1 € = 27,30 K¢

ZemédéElské Jednotka

plodiny

Vynos t/ha

Repka

olejna

34

Zminy a
obiloviny

47

Cukrova
fepa

Kukuiice
na silaz
(cela rostlina)

33(50)

Cena €t

290

170

0

[7%)

29

Cena produkce

na plochu E/ha

870 (1160)

Uzitnd energie z konverze plodiny (bez ticinnosti pii vy

Spotieba suroviny

2.3 ke

630 (1190)

2.6 kg/

1560 (1650)

9,5 kg/

957 (1430)

6 kg/

litr oleje litr ethanolu litr ethanolu m? bioplynu
Biopaliva z 1 ha - 1300 (1750) litrd | 1540 (2700) litrt 5480 (5790) 5500 (8340)
oleje! ethanolu?# litri ethanolu? m? bioplynu3
P - - P
Vynos energie KWhvha 12220 8930 31770 33620
(16450) (15650) (33570) (50970)
Niklad na surovinu €/kWh 0,071 0,076 0,049 0,028

Zdroj: Jevic (2007)




