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Abstract:

This work compares acid, alkaline and enzymatic hydrolysis of potato
starch with simultaneous application of various pressures (OMPa, 0,3MPa
and 1MPa). Acid hydrolysis was made by sulphuric acid of intensity 3, 6, 9
and 12 %, alkaline hydrolysis was made by sodium hydroxide of intensity 3,
6, 9 and 12 % and four enzymatic preparations for starch hydrolysis were
used for enzymatic hydrolysis. Hydrolysis effect was measured via GE and
added by alcohol yield. There was positive influence of increased pressure
0,3MPa and 1Mpa on hydrolysis process visible in this experiment.

KEYWORDS: Hydrolysis; Potato; Starch; Bioetanol; Enzymes

Souhrn:

Prace se zabyva srovnanim pusobeni kyselé, zasadité a enzymatické
hydrolyzy na bramborovy Skrob pfi souCasném pusobeni riznych tlaki
(0 MPa, 0,3 MPa a 1MPa). Kysela hydrolyza byla provadéna kyselinou
sirovou o koncentracich 3, 6, 9 a 12 %, zasadita hydrolyza hydroxidem
sodnym o koncentracich 3, 6, 9 a 12% a k enzymatické hydrolyze byly
pouzity Ctyfi enzymatické pfipravky k hydrolyze Skrobu. Efekt hydrolyzy byl
pomérovan pomoci GE a doplnén byl vytéZznosti alkoholu. V pokusu je patrny
pozitivni vliv zvySeného tlaku 0,3MPa a 1MPa na prubéh hydrolyzy.

KLICOVA SLOVA: Hydrolyza; Brambory; Skrob; Bioetanol; Enzymy

Seznam zkratek
BS = a-amylaza z Bacillus subtilis

AO = a-amylaza z Aspergillus oryzae

ASD = a-amylaza z Bacillus licheniformis

SLAD = sladové mléko

SEA = starch enzyme activity ; mg Skrobu, které za sekundu hydrolyzuje

1 gram enzymu; S(mg)/t(s)/E(Q)

GE = glucose equivalent; celkové mnozstvi redukujicich cukri obsazenych
ve Skrobovém hydrolyzatu; g/kg
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1. UVOD

Cely svét se vposlednich 15 letech shledava s pesimistickymi
predpovédmi védcu a badateli ohledné ztencCujicich se zasob
neobnovitelnych energetickych surovin, jako je ropa, zemni plyn, uhli a uran.
Existuji samozfejmé i pfedpovédi optimistické, které poukazuji na nova, jesté
neobjevena loziska, ktera vSak nebudou natolik bohata na kvalitni suroviny,
jako tomu bylo doposud, kdy méla loZiska vysokou energetickou navratnost.
| na zakladé téchto informaci se ve vSech vyspélych statech svéta védci
zabyvaji mySlenkami na zpracovani obnovitelnych zdroji energie. Jednim
z faktord ovliviiujicich zavedeni laboratornich technik do praxe je
samoziejmé i nakladnost a to jak naklady na péstovani a sklizefi zemédélské
plodiny, tak i naklady na techniku a technologii vyroby biopaliv.

Celosvétova produkce bioetanolu byla v roce 2006 asi 50 milion tun
a z toho bylo asi 33 milion tun (asi 66%) pouzito jako pohonné hmoty
pro zazehové motory. Zatim nejvétsi spotifeba je v Brazilii, t¢éméfF 20 miliard
litrd za rok pohonnych hmot typu E-85 a Gasohol. Vyroba bioetanolu v EU
Cinila vroce 2006 asi 1,24 milionu tun. Sledovanim produkce se zabyva
organizace EBFA (European Bioethanol Fuel Association) se sidlem
v Bruselu (Kizlink, 2008a). V pfiloze je pro zajimavost uveden graf struktury
spotfeby primarnich energetickych zdroji v regionu stfedni Evropy v roce
2006 (Obrazek 1).

Vyroba a vyuziti kapalnych biopaliv v EU vychazi z Evropské smérnice
&. 2003/30/ES. Dil&i cilova hodnota stanovena v této smérnici pro Ceskou
republiku, tj. 5,75% biopaliv v pohonnych hmotach v roce 2010, je v nasi
legislativé transponovana predevsim do zakona &. 86/2002 Sb., o ochrané
ovzdusi. Dal$i rozvoj vyroby a vyuZiti piedevsim bioetanolu v CR je ale zatim
nejisty (Konsel, 2010).

Muzeme se ale setkat i s kritikou pouzivani biopaliv. Mezi argumenty
patfi napfiklad likvidace destnych pralest a ostatnich dulezitych oblasti, které
se podileji na spravném fungovani klimatu planety a regulaci jak ozonové
vrstvy, tak mnozstvi sklenikovych plynl, a s tim spojena produkce oxidu
uhli¢itého a oxidd dusiku v mnozstvich vétSich, nez je tomu pfi sou€asném
pouzivani ropnych produktl a zemniho plynu.

Dale je to vyroba biopaliv na ukor potravin pro lidstvo (pfedev§im chudych
obyvatel tfetich zemi svéta) a ztrata biodiverzity v dusledku pouzivani
mineralnich hnojiv a pesticidd. Na druhou stranu ale péstovani plodin na orné
pudé pozitivné ovliviuje jeji vlastnosti, tim se mysli pfedevsim ochrana proti
erozi pudy, dale je to vyuziti pldy pfi potlaCeni nadprodukce potravin a tim
udrzeni jeji urodnosti, popfipadé i zvySeni pudni urodnosti pfi pouziti
zlepSujicich plodin.



Dulezité jsou také vedlejSi produkty, které vznikaji pfi vyrobé biopaliv, jako
jsou Sroty a pokrutiny z fepky olejné, které se vyuzivaji jako bilkovinné
krmivo pro hospodarska zvifata a stejné tak i vypalky, které se pouZivaji
ke krmeni skotu, ke hnojeni popfipadé jsou. SoucCasné je péstovani
energetickych plodin také jednou z moznych variant dalSiho pfijmu farmaru,
zvySovani zaméstnanosti predevsim ve venkovskych oblastech, ma vliv
na rozvoj novych technologii, snizovani dovozu ropy a tim zlepSovani
energetické bezpecnosti statu a samoziejmeé i zvySeni HDP.

V souCasné dobé je nékolik uc€innych metod, které jsou vhodné
pro ziskavani energetickych surovin z fytomasy. Patfi mezi né mechanicka
dezintegrace fytomasy, silna termotlakova extruze, hydrolyza, metanolyza,
ozonolyza, etanolyza, exploze oxidem uhliitym nebo Epavkem, tepelné Soky
nebo vystaveni fytomasy silnému  elektromagnetickému  vinéni
(Marousek, 2009).

V klimatickych podminkach stfedni Evropy se mezi hlavni obnovitelné
surovinové zdroje pro vyrobu palivového bioetanolu pocitaji obiloviny,
kukufice, cukrovka a brambory a mimo tyto hlavni suroviny je pouZzivan
i Cirok, Cekanka a topinambur. Zpracovavano je i ovoce, ale jen v pfipadech
velkych sklizni nebo znehodnoceni surovin napfiklad pfi dopravni havarii.
Latky obsazené v téchto surovinach jsou Skrob, sacharosa a dalSi sacharidy
a daji se dobfe zpracovat na bioetanol. Ve svété je bioetanol pouzivan
vyhradné jako motorové palivo, a to vétSinou ve formé nizkopodilové slozky
benzinové smési. Spaliny bioetanolu neobsahuji popel a siru a maji oproti
benzinu nizSi podil oxidu uhli¢ittho a oxidd dusiku. Vychozi surovinou
pro vyrobu bioetanolu jsou Skrobnaté Ci cukernaté zemédélské plodiny, které
se lihovarnickymi postupy zpracovavaji na finalni produkt. Ten je pak
ve smési s benzinem distribuovan do spotfebni sité. Tento systém vyuZziti
bioetanolu funguje v mnoha zemich svéta, kde je podporovan statem
(dotacemi €i darfiovymi ulevami) jako soucast politiky vyuzZivani domacich
zdroju (Kunteova, 1998).

Za bioetanol je povazovan etanol produkovany z biomasy. Bioetanol
patfi mezi pohonné hmoty a je nejvice rozSifen v Brazili a USA. Zajem
o0 bioetanol, jako nahradu za benzin, se zacal projevovat v Brazili a USA
od 80. let 20. stoleti a v souCasnosti je pouzivan v dopravé diky viadnim
dotacim, které se na né&j vztahuji. Jsou tfi dulezité cesty vyroby etanolu:
ze Skrobu nebo cukru obili, dale se provadi enzymaticka hydrolyza celulézy
nebo chemicka hydrolyza celulézy (kysela nebo zasadita). V souasné dobé
je cena produkce u téchto tfi metod srovnatelna. Nicméné komerc¢ni vyroba
je zalozena jen na zpracovani Skrobu a cukrut obili (Anonym1).

Pfidavky etanolu a bioetanolu do pohonnych hmot sniZuji motoroveé
emise znecistujicich latek, které jsou Skodlivé pro Zivotni prostfedi a to proto,
Ze maji vySsi oktanové €islo (111) nez benzin (80-100).



Dale pridavek bioetanolu v pohonnych hmotach zvétSuje tlak par, €imz
zvySuje optimalni vzplanuti a u¢innost palivové smési. Vyhody u benzinl
S niz§im obsahem bioetanolu (do 15%, jako u E-15) jsou zejména v lepSim
startovani motoru v chladu az mrazu, zabezpecuji lepSi spalovani pohonnych
hmot ve valcich vlivem vysokého obsahu energeticky vazaného kysliku a
emise oxidu siry jsou zde témér zanedbatelné (Kizlink, 2008b).

Nevyhodou je hlavné zvySena spotfeba pohonnych hmot a problémy
pfi jizdé v horkém letnim pocasi, kdy vy$Si odpafivost bioetanolu mize mit
za nasledek i vznik bublinek v palivovém systému a také moznost pfitahovani
vody bioetanolem do pohonnych hmot, které se muze projevit zvySenim
korozivosti kovovych €asti motoru. Pfi vy$Sim podilu bioetanolu uz muaze
dochazet k separaci vrstev pohonnych hmot a to hlavné vlivem vody. Proto je
nutné pfidavat i kosolventy, které jsou i toxické a do Ceské republiky se musi
v soucasné dobé dovazet. Pouziti bioetanolu do pohonnych hmot v mnoZzstvi
do 5 objemovych procent se negativné témeér neprojevuje a do 10% je riziko
opotfebeni motoru tak nizké, Ze ani neni potfeba upravy motoru
(Kizlink, 2008b).

Palivo Ethanol E95 je s Gsp&chem pouzivano pfedevsim ve Svédsku
v ramci nahrazovani fosilnich paliv alternativnimi palivy z obnovitelnych
zdroju. Napfikald ve Stockholmu jiz vice nez 18 let prepravuji cestujici
v hromadné dopravé autobusy Scania na etanolovy pohon (Trnavsky, 2008).

Vtéto praci jsou zkoumany UCinky raznych druhd hydrolyz
na nizkotlakové extrudované i neextrudované Skrobnaté fytomase, konkrétné
na bramboroveé zapare.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1 Brambor hliznaty (Solanum tuberosum L.), ptivod, chemické
sloZeni, vybrané ekonomické ukazatele péstovani primyslovych
brambor

2.1.1 Pivod bramboru hliznatého (Solanum tuberosum L.)

Brambory jsou vedle kukufice a tabaku jedna z nejdulezitéjSich plodin
dovezenych do Evropy z Ameriky, kde byly péstovany jiz ve 2. stoleti n. I.
V literatufe jsou uvadéna 2 centra, ze kterych se péstovani brambor Sifilo:
prvni bylo v horskych udolich peruanskych a boliviskych And, druhé se
nachazelo ve stfedni Chille. Dne$ni kulturni brambory (Solanum tuberosum
L.) se do Evropy dostaly koncem 16. stoleti. HospodaFsky vyznam ziskaly
brambory prvné v lirsku, kde se v 17. stoleti staly zakladni potravinou.
Na uzemi Cech se brambory dostaly v letech 1628-1630 a dokonce
17. stoleti se péstovali jen jako okrasna rostlina. Jejich péstovani se rozsifilo

po poznani, Ze jsou lepSim Zivinnym zdrojem pro rostouci poCet obyvatel nez
obiloviny. PfedevSim se tak stalo po roce 1772, kdy byla v Evropé velka
neuroda obili a francouzsky osvicenec Antoine-Augustin Parmentier dokazal,
Ze brambory jsou nejen vyzivné, ale i chutné. Vzestup produkce brambor
znamenal konec hladu, moru a jinych epidemii obvyklych pfi neurodach
obilnin. Nejvétsi rozmach v péstovani byl zaznamenan v prvni poloviné
19. stoleti, zejména zvysSenim poptavky po priimyslovych
bramborach (Pelikan, Sakova, 2001).

2.1.2 Chemické slozeni bramborové hlizy

Literatura o chemickém slozeni a obsahu latek v bramborové hlize je
velmi bohata a proto je velmi obtizné ziskat spravny obraz o celkovém
jednotlivych slozek neni staly, ale méni se pfedevsim v zavislosti na odrudé,
hnojeni, péstebni agrotechnice, pidné klimatickych pomérech, stupni zralosti
pfi sklizni, podminkach skladovani a na dalSich kombinacich faktor(
(Pelikan, Sakova, 2001).

11



V nasledujici tabulce (Tabulka 1) jsou uvedeny zakladni latky
bramborové hlizy podle Kronera a Volksena, cit. Adlerem, 1971.

Tabulka 1: Slozeni bramboroveé hlizy.

Nazev zakladni latky Primérny obsah v %
Voda 76,3
Susina 23,7
Skrob 17,5
N-latky 2,0
Cukry celkem 0,5
Vlaknina 0,7
Tuk 0,1
Mineralni latky 11

zdroj: Pelikan, Sakova, 2001

Kromé latek uvedenych v tabulce obsahuji bramborové hlizy takeé
vitaminy, organické kyseliny, glykoalkaloidy, pigmenty a fenoly.

VySe obsahu Skrobu je nejvice svazana s vlivem odrlidy (je odhadovan
na 66%). Povétrnostni vlivy roéniku se vyznamné podileji jak na tvorbé
susiny, tak jesté vétsi podil maji na tvorbé Skrobu v hlizach, nebot ta je uzce
spjata s fotosyntézou, ktera intenzivné probiha pfi dostateCném slunecnim
zareni a teploté (Prugar a kol., 2008).

2.1.3 Primyslové brambory

Primyslové brambory jsou do jisté miry odliSnym produktem
v porovnani s bramborami uréenymi Kk pfimému konzumu. Mimoradné
vyznamny jakostni znak je obsah suSiny a Skrobu, v posledni dobé i obsah
dusikatych latek. Jako dopliujici znak je to i kvalita Skrobu, vyjadfena
predevsim velikosti Skrobovych zrn. Konecny efekt produkce susiny i Skrobu
je ovlivnén celym pruabéhem péstovani a jeho podminkami
(Minx a kol., 1994).

Pramyslovymi bramborami se podle CSN 46 2200-5 (Brambory -
¢ast 5 Primyslové brambory) rozumi brambory uréené k prumyslovému
zpracovani ve Skrobarnach, v lihovarech a v susarnach.
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K minimalnim pozadavkim patfi dobry zdravotni stav hliz (bez napadeni
hnilobami a posSkozeni mrazem). Hlizy maji byt Cisté, s dobfe vyvinutou
slupkou, bez nadmérné povrchové vlhkosti a bez ciziho zapachu. PFicny
pramér hliz prdmyslovych brambor by mél dosahovat nejméné velikosti
30mm. NejdulezitéjSim parametrem je z hlediska uzitkového sméru obsah
Skrobu. Ten by mél u prdmyslovych brambor dosahovat podle vy$e uvedené
normy nejméné 15%, nicméné Skrobarenské provozy jiz v sou€asné dobé
poZaduji obsah $krobu alespori 18% (Zizka, 2006).

Zavaznym problémem z hlediska obsahu Skrobu je délka vegetacni
doby. S kratSi vegetaCni dobou Skrobnatost klesa, to znamena, Ze rané
a polorané odrudy s pozadovanou Skrobnatosti nad 15% a odpovidajicimi
hospodarskymi vlastnostmi se ziskavaji jen ojedinéle (Minx a kol., 1994).

Pocasi je tvofeno kombinaci trvani sluneéniho zareni, intenzitou svétla,
zasobeni vodou, mnozstvim a rozdélenim srazek a teplotou. Obecné plati,
Ze vysokého obsahu Skrobu lze docilit v oblastech a v letech s dlouhym
a na slunce bohatym létem a podzimem. V oblastech s vlhkym, studenym
pocasim a na slunce chudych, zUstava obsah Skrobu nizky. Kazdé zkraceni
ristu (nemoci listl, brzké mraziky) obsah S$krobu snizuje. Z hlediska
produkce Skrobu, zejména u pozdnich odrld, by povétrnostni podminky meély
zabezpecovat délku vegetacni doby nad 155 dnl, s primérnou teplotou
ve vegetacnim obdobi nad 13°C a 220mm srazek v obdobi Cerven-zafi
(Minx a kol., 1994).

Z agrotechnickych opatfeni ma nejvétsi vliv organizace zalozZeni
porostu. V pfipadé sponu 750mm x 300mm (44 444 rostlin na 1 ha a méné)
je dosahovano prukazné vysSich hodnot obsahu su$iny nez pfi hustém
sponu 750 mm x 250 mm (53 333 rostlin na 1 ha a vice) (Zizka, 2006).

Pfi péstovani pramyslovych brambor Ize vyuzit zejména pudy
pisCitohlinité az hlinité, se svazitosti do 8°, biologicky €inné. Hlinité pudy,
pfedevsim v susSich polohach, podporuji zvySenou tvorbu Skrobu v hlizach,
oproti pudam pisCitym. U prumyslovych brambor péstovanych ve velmi
tézkych a vlhkych pidach byl obsah Skrobu niz8i. Malé provzdudnéni pldy
omezuje tvorbu skrobu (Minx a kol., 1994).

U prumyslovych brambor ma prvorady vyznam hektarovy vynos Skrobu.
Podstatnéjsi zvySovani vynosu hliz je ve vétSiné pripadl doprovazeno
snizenim Skrobnatosti. Na vytéZznost a kvalitu Skrobu ma naopak pfiznivy vliv
fosfor a vapnik a také podzimni zaoravka organickych hnojiv s fosfore¢nymi
a draselnymi hnojivy (Minx a kol., 1994).
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2.1.4 Vyvoj produkénich ploch, priiamérny vynos, Skrobnatost, vynos $krobu a
cena brambor na vyrobu skrobu v letech 2002-2009

Brambory patfi vedle obilovin, ozimé fepky a dalSich trznich plodin
(mak, kmin, hrach, hof€ice, travy na semeno apod.) u zemédélskych
podnikl, které se jejich péstovanim zabyvaiji, k hlavnim a tradi¢nim trznim
plodinam. Na vysledku vyroby brambor obvykle zavisi nejen uspésnost
rostlinné vyroby, ale i zemédélského podniku jako celku. Vyméra brambor se
u specializovanych podnikd pohybuje kolem 10% orné pudy a z Obrazku 1
vyplyva, Ze hlavni oblasti jejich péstovani zustdava i nadale oblast
Ceskomoravské vrchoviny (34,4%), druhou nejvétsi plochu vykazuje
StfedoCesky kraj (23,0%), coz svédCi o postupném presunu péstitelskych
ploch do ranobramborafskych oblasti (Cizek, 2009).

Obrazek 1: Osazena plocha brambor v CR vroce 2008 dle krajd
v hektarech (dle CSU, celkem 29 788ha).
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zdroj: Gizek, 2009

Ekonomiku péstovani brambor je nezbytné hodnotit v delSim ¢asovém
obdobi, protoze kazdy rok je situace jina, at uz s ohledem na prabéh
povétrnosti, na situaci na trhu s bramborami a vyrobky z brambor v CR
a v EU, na bilanci dovozu a vyvozu brambor a vyrobkl z brambor a podobné.
Stejné tak delSi Casova fada je dulezita k posouzeni trendl vyvoje nakladd,
trznich vykon(, rentability vyroby apod. (Cizek, 2009).

Brambory jsou v praxi hodnoceny jako celek (tzn. veSkera produkce
v zemédélském podniku), protoze je velmi obtizné presné kalkulovat trzni
vykony a naklady na konzumni, sadbové &i prumyslové brambory. Navic
dnes zadny producent brambor nevyrabi pouze brambory jednoho
uzitkového sméru (konzumni, sadbové, k vyrobé Skrobu), ale hleda uplatnéni
své produkce na trhu a tak mnohdy prodava brambory jako surovinu
pro producenty vyrobka z brambor a koneckoncu i odpadni (krmné)
brambory maji svou hodnotu (Cizek, 2009).
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V roce 2008 bylo v CR podle udajii CSU sklizeno celkem 37 816 ha
brambor, z toho v trznim zemédélském sektoru 29 788 ha a v ramci
samozasobeni domacnosti 8 028 ha. Celkova produkce brambor dosahla
945,2 tisic tun. V trznim zemédélském sektoru bylo sklizeno 769,6 tisic tun
a v sektoru domacnosti 175,6 tisic t brambor. Proti sklizni v roce 2007 se
jednalo o meziro¢ni pokles o 5,3 %, konkrétné o 52,5 tisic tun. Celkovou
niz8i sklizen brambor ovlivnilo pfedevsim sniZeni osazenych ploch brambor,
proti minulému roku o 2 428 ha, tj. pokles o 6,1 %. Primérny hektarovy
vynos byl vroce 2008 25,00 t/ha, v roce 2007 to bylo 24,79 t/ha
(Zizka, 2009).

Sklizert brambor pro vyrobu bramborového Skrobu byla v roce 2008
z hlediska vynost brambor a dosazené Skrobnatosti spiSe prGimérna. Vyrobci
Skrobu naplnili narodni vyrobni kvotu jen na necelych 90 %. PFiCinou
nenaplnéni vyrobni kvéty bylo v nékterych regionech sucho v pribéhu
vegetace brambor, ale také nizSi osazena plocha bramborami oproti
prfedchozim rokim. Pramérny vynos Skrobu z 1 ha se nepatrné zvysil
adosahl 7,5 t/ha. Uvedeny vynos je jednim z nejvy8Sich za nékolik
poslednich let. Na vyrobu 30 105 t bramborového Skrobu bylo zpracovano
136 177 tun brambor o primérné $krobnatosti 19,18 % (Zizka, 2009).

Graf 1: Vyvoj produkcnich ploch brambor na vyrobu Skrobu

v letech 2003 - 2009.
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zdroj: Zizka, 2009
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Graf 2: Primérny vynos brambor na vyrobu Skrobu 2003 - 2009.

Priimérny vynos brambor na vyrobu

Skrobuv t/ha

40
2
= 30 N ~
- \/\——/
S 20
IS
c 10
£
8 0
.;‘i 2002/03 | 2003/04 | 2004/05 | 2005/06 | 2006/07 | 2007/08 | 2008/09
W Primérny vynost/ha| 35 22,3 28,65 21,7 23 33 33

zdroj: Zizka, 2009

Graf 3: Primérna Skrobnatost primyslovych brambor v letech 2002-2009.
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Graf 4: Primérny vynos Skrobu pramyslovych brambor v letech 2002-2009.
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Graf 5: Primérna cena prumyslovych brambor v letech 2002 - 2009.
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2.2 Skrob a jeho sloZeni

Skrob je latka, ktera patfi do skupiny polysacharidd a je tvofen
z nékolika tisic az desetitisic molekul glukdzy. Z biochemického hlediska je
vysokomolekularnim polymerem D-glukdézy, v némz jsou monomerni
jednotky spojeny a(1 — 4) glykosidickymi vazbami (linearni fetézce)
a vétveni je zajisténo a(1 — 6) glykosidickymi vazbami. Dvéma hlavnimi
slozkami Skrobu jsou bohaté vétveny amylopektin a amyloza, jejiz molekuly
jsou uspofadané do linearni Sroubovice (Kodicek, 2004). Podle poméru
téchto dvou slozek jsou odvozeny odliSné chemické, fyzikalné chemické
a koloidné chemické vlastnosti.
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2.2.1 Amyléza

Amyléza ma rovny fetézec tvoreny molekulami glukézy, které jsou
pospojované 1, 4 a-glykosidickymi vazbami a maji tvar Sroubovice. Ve vodé
je rozpustna a reaguje s jédem, kdy vznikd modré zabarveni (Ganajova,
2000).

Obrézek 2: Cast molekuly amylozy.

[ CH2OH CH20H
D O
4 OH 0l CH 1 -
B OH OH n
zdroj: Ganajova, 2000
Obrazek 3: Usporadani molekuly amylézy.
P e
zdroj: Ganajova, 2000
Tabulka 2: Vynos amyldzy u nékterych plodin.
Plodina Vynos Amyléza ve Vynos amylézy
(t/ha) Skrobu (%) (t/ha)
PSenice 5-7 25 0,75-1,05
Kukufice 5-7 25 0,83-1,13
Brambory 30-40 25 1,35-1,18
Hrach 4-6 50-80 1,00-2,20

zdroj: Ganajova, 2000
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2.2.2 Amylopektin

Amylopektin je tvofeny fetézcem molekul glukdzy, které jsou
pospojované 1, 4 a-glykosidickou vazbou a primérné na kazdou desatou az
dvanactou jednotku se pfipojuje vazbou (1 — »>6) dalSi fetézec a je tak
vytvarena rozvétvena struktura (Ganajova, 2000).

Obrézek 4: Cast molekuly amylopektinu
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zdroj: Ganajova, 2000

Obrazek 4: Usporadani molekuly amylopektinu
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2.2.3 Tvorba Skrobu

Skrob vznika jako hlavni metabolicky produkt v chloroplastech list(
zelenych rostlin, poté byva degradovan na rozpustné sacharidy, z nichz je
v jinych castech rostlin, jako jsou kofeny, oddenky, plody a semena,
syntetizovan zasobni Skrob, ktery se uklada v podobé Skrobovych zrn
ve zvlastnich organelach-amyloplastech a je tak energetickou rezervou
(Kodicek, 2004).

Podle poctu inicidlnich krystalizaCnich jader se tvofi bud jen

jednoducha skrobova zrna (jedno krystaliza¢ni jadro), nebo slozena Skrobova
zrna (nékolik krystalizaCnich jader). U slozenych Skrobovych zrn pocet
elementarnich zrn, které je tvofi, znacné kolisa v rozpéti fadu jednotek
az tisicu.
U nékterych Skrobovych zrn miizeme pozorovat jednotlivé vrstvy, z nichz je
Skrobové zrno slozeno — tato vrstevnost je dana kolisajicim obsahem vody.
Podle pozice puvodniho krystalizacniho centra pak mizeme rozeznat zrna
koncentricky vrstevnata a excentricky vrstevnata. Skrobova zrna maiji asto
pro dany rostlinny druh charakteristicky tvar (Balaz, 2001).

Ma zrnitou strukturu a bila Skrobova zrna maji riznou velikost a tvar.
Pod mikroskopem je mozné rozlisit jednotlivé druhy Skrobu. Ve vodé je Skrob
témeér nerozpustny a v horké vodé se rozpousti jen jeho Cast, amyldza, ktera
tvofi u obilnin a brambor asi 24%, u dfefovych hrachu asi 84% veskerého
Skrobu v zrnech. Amylopektin je ve vodé nerozpustny. Povafenim Skrobu
ve vodé vznika skrobovy maz (Fabini, 1997).

2. 2. 4 Historie pouzivani, charakteristika a sloZeni $krobu

Skrob je vyznamna surovina, kterd& se uplatiuje zejména
v potravinafrském, chemickém, textiinim a papirenském prdmysiu.
Vyznamnymi pramyslovymi plodinami, ze kterych se Skrob ziskava, jsou
brambory, pSenice, kukufice, ryze, triticale a hrach.

Historie vyuzivani Skrobu je velmi bohata a datuje se uz od roku 3 500
pf. n. |, kdy byly nalezeny zbytky stop lepidel na papyrech pfipravenych
z pSeniéného $krobu. Také v Cin& byly objeveny pisemnosti dochované
na materialech vyrobenych pomoci Skrobu. V Evropé se Skrob pouzival
po dlouhou dobu jako zakladni surovina pro vyrobu pudrl, zasypl a Upravu
textilii. Rozvoj Skrobarenského odvétvi nastal po objevu technologie kyselé
hydrolyzy Skrobu pocatkem 19. stoleti a rovnéz po objevu vyroby technickych
dextrint (Pelikan, Sakova, 2001).

V Ceské republice prevazovala vyroba $krobu z brambor, ktery byl
velmi kvalitni. Jesté v 80. letech byl podil bramborového Skrobu na trhu
pres 80% a zbytek byl Skrob pSeni¢ny. V 90. letech vyroba pfedevSim
bramboroveho Skrobu vyrazné poklesla, zvySila se cena brambor, ekologické
problémy s odpadnimi vodami (kampariové provozy), fada Skrobaren byla
zruSena a nékteré Skrobarny presly na vyrobu Skrobu z pSenice.
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V soudasné dob& se v Ceské republice roéné vyrabi asi 17 000 tun
bramborového Skrobu a 16 000 tun Skrobu pSeni¢ného (Pelikan, Sakova,

2001).
Tabulka 3: SloZeni a charakteristika Skrobu rdznych plodin.
Kukufice | Voskova | PSenice Brambory
kukufice

Obsah skrobu (%) 86-75 62-70 17
Velikost zrn (um) 3-26 3-26 2-45 5-100
Prameér zrn (um) 15 15 12 33
Obsah amylézy (% susina) | 21 24 22

zdroj: Souckova a kol., 2004-2005

2.2.5 Vyroba bramborového skrobu

Vyroba bramborového Skrobu spociva vizolaci Skrobovych zrn
od ostatnich latek obsazenych v bramborové hlize. Provadi se vypiranim
Skrobu z otevienych bramborovych bunék vodou a jeho rafinaci, tj. ¢isténim
od nerozpustnych a rozpustnych neskrobu a koneéna faze vyroby finalniho

Vv ows

2.2.6 Kvoty bramborového $krobu pro CR

Problematika vyroby bramborového $krobu podiéhd v CR po jejim
vstupu do EU spole€né organizaci trhu (SOT). V praxi to znamena, Ze vyroba
bramborového $krobu v CR je omezena pfidélenou narodni kvétou a spravou
produké&nich kvét bramborového $krobu je v CR povéfen Statni zemédélsky
intervencni fond (SZIF), ktery na zakladé zadosti a vyrobnich prepoctl
pfidéluje jednotlivym producentiim bramborového Skrobu individualni vyrobni
kvétu. Pri pfekro€eni této vyrobni kvoty o vice nez 5% je povinnosti vyrobce
Skrobu vyvézt nadprodukci mimo EU, a to bez naroku na vyvozni subvenci.
Pro péstitele brambor na Skrob a vyrobce Skrobu z brambor je dulezity
systém plateb za dodané brambory do Skrobarny. Vyrobce Skrobu je povinen
péstiteli brambor platit za dodané brambory tzv. minimalni cenu, ktera je
zavisla na obsahu $krobu v hlizach (Zizka, 2006).

Vy$e narodni kvoty, ktera byla predélena CR pro hospodaiské roky
2009/2010, 2010/2011 a 2011/2012 ¢ini 33 660 t bramborového Skrobu.
Pro tyto roky nebyla stanovena rezerva, proto byla cela tato kvota rozdélena
mezi vyrobce Skrobu, ktefi vfadném terminu podali na SZIF Zadost
o stanoveni subkvéty bramborového Skrobu (Anonym 2).
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2.3 Typy hydrolyzy Skrobu

2.3.1 Kysela hydrolyza

Pfi kyselé hydrolyze se Skrob odbourava az na molekuly glukozy.
Nejlépe se zcukfuje Skrob Zitny a bramborovy, pak pSeni¢ny a potom Skroby
ostatni. Kysela hydrolyza se provadi pomoci mineralnich Kkyselin
(chlorovodikové a sirové) nebo soli (chloridu sodného) za mirné zvySenych
teplot 35 - 52°C, nebo pfi teplotach 100 - 150°C a pod tlakem, po dobu 2 —
10 hodin. Cilem je hydrolyza Skrobu, ktera je spojena se sniZzenym stupném
amylézy a amylopektinu Skrobovych zrn. Za horka poskytuji nizkoviskézni
vodné roztoky, také pfi vySSich koncentracich, které po ochlazeni vytvafi
pevny gel.

Na zacatku kyselé hydrolyzy pfevladaji dextriny, pak jejich mnozZstvi
klesa a pfibyva glukdzy (Pelikan, Sakova, 2001).

2.3.2 Zasadita hydrolyza

K zasadité hydrolyze Ize pouzit NaOH, KOH, LiOH nebo
tetrametylamonium-hydroxid (TMAH) v riznych smésich. V praxi se samotna
zasadita hydrolyza nepouziva a to kvdli pracnosti, vysokym finanénim
nakladim a nizké vytéznosti. Pouziva se vSak v riznych kombinacich
skyselou a enzymatickou hydrolyzou pfi rdznych koncentracich
hydrolytickych €inidel a za sou¢asného pusobeni rliznych tlaku.

2.3.3 Enzymaticka hydrolyza

Pfi enzymatickém rozkladu amylazami se Skrob Stépi na kratSi fetézce
stejné hmotnosti pfes dextriny na disacharid maltézu (Pelikan, Sakova,
2001).

Enzymatickd hydrolyza se provadi se Skrobem v hydratovaném
(zmazovatélém) stavu, na ktery plsobi a-amylazy pfi optimalni teploté a pH
(70 - 80°C, pH 6,7 — 7,5). Po inaktivaci enzymu, nasledné rafinaci provedené
odstfedénim a usuSenim v susarné se ziska mirné hydrolyzovany Skrob
nazyvany maltodextriny, ktery je s glukézovym ekvivalentem GE (celkové
mnozstvi redukujicich cukrd, obsazenych ve S$krobovém hydrolyzatu,
vyjadifené jako obsah glukézy v % suSiny) mendim nez 20 a molekularni
hmotnosti vétsi nez 10. Maltodextriny jsou za normalni teploty rozpustné
ve vodeé.
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Podle schopnosti a zpUsobu $tépeni jednotlivych glykosidickych vazeb
se mohou délit:

a-amylazy, které Stépi jen vazbu a-D-(1-4) a vznikd smés
oligosacharidl (maltosa), na rozvétveném amylopektinu isomaltéza. Pomalu
stoupa obsah redukujicich latek a rychle klesa viskozita. Proto se enzym
nazyva ,ztekucujici.

B-amylazy, které Stépi jen vazbu a-D-(1-4) a odStépuji se maltézové
jednotky od neredukujiciho fetézce. Vznikaji tzv. ,hrani¢ni dextriny®, které
v amylopektinu zastavi Stépeni na rozvétveni s a-D-(1-6) vazbou. Rychle
stoupa obsah redukujicich latek a pomalu klesa viskozita, tento enzym je
proto oznaCovan jako ,zcukfujici®.

Amyloglukosidaza hydrolyzuje vazby a-D-(1-4) a a-D-(1-6). Hydrolyza
probiha od neredukujiciho konce fetézce po jedné glukézové jednotce, ktera
je kone€nym produktem hydrolyzy.

Isomaltéza Stépi vazby a-D-(1-6) v amylopektinu, po skonceni
hydrolyzy jsou v roztoku jen linearni fetézce amylézy (Blazkova, 2007).

2.3.3.1 Priibéh hydrolyzy

Upravena Skrobova suspenze se pfeCerpa do hydrolytického reaktoru,
ktery je vyhfivan parou. Do reaktoru se pfidava enzym. Pfipraveny systém
(8krob a enzym) se zahfiva, od teploty 52°C stoupa viskozita systému
a stoupani konc&i kolem 65 - 70°C. V okamziku pferuSeni hydrolyzy se
davkuje do reaktoru kyselina (chlorovodikova nebo octova) a to tak,
aby doSlo k poklesu pH na 4,5. Smés se zahfeje na teplotu varu a hydrolyza
je ukoncena (Blazkova, 2007).

2.4 Enzymy

Pfed sto lety bylo znamo jen nékolik enzymd, katalyzujicich vétSinou
hydrolyzu kovalentnich vazeb. Tyto katalytické bilkoviny byly pojmenovany
pfidanim pfipony -aza (-asa) ke jménu hydrolyzované substance nebo
substratu: lipazy tedy hydrolyzovaly tuk (lipos), amylazy Skrob (amylon)
a proteinazy proteiny. Tato terminologie pretrvava caste¢né dodnes, ukazala
se vSak nevyhovujici po objevu enzymu katalyzujicich odliSné reakce.
V sou€asnych nazvech enzymu sice zUstava zachovana pfipona -aza, nazev
vSak pfihlizi téz k typu katalyzované reakce (Valenta, 2009).

S objevy dalSich enzym0 se v8ak v nazvoslovi nevyhnutelné objevovaly
dvojznacCnosti a Casto nebylo jasné, o ktery enzym se jedna. K odstranéni
tohoto nedostatku pfijala Mezinarodni biochemicka unie (International Union
of Biochemistry, IUB) komplexni, ale jednoznaény systém nomenklatury
enzymdu, zalozeny na reakénim mechanismu. Kazdy enzym ma své kédové
Cislo (E, C), sestavaijici ze Ctyr Cisel oddélenych teCkami. Prvni Cislo zafazuje
reakci podle typu do prislusné tfidy, druhé a trfeti do pfislusné podtfidy,
respektive podpodtfidy. Ctvrté &islo pak oznaduje specificky enzym
(Valasek).
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2.4.1 Obecné vlastnosti enzymi

Enzymy jsou bilkovinné katalyzatory urychlujici pfi teplotach kolem
37°C chemické reakce 10" az 10%°krat ve srovnani s reakcemi
nekatalyzovanymi. V této souvislosti je nutné zdudraznit, Ze chemicky
katalyzované reakce jsou podstatné pomalejSi. Pfikladem je redukce
peroxidu vodiku katalasou, ktera je asi 10’krat rychlej§i nez stejna reakce
katalyzovana koloidni platinou pfi téze teploté, tj. pfi 37°C (Valasek).

2.4.2 Vliv podminek prostiredi na aktivitu enzymi

Podminky prostfedi Ize z technologického hlediska relativné snadno
upravovat, mohou podstatnym zplsobem ovliviiovat kinetiku enzymovych
pfipadné nékteré dalSi faktory, jako ionizujici zafeni, tlak a mezipovrchove
jevy (Valasek).

2.4.2.1 Vliv pH prostredi

Kazdy enzym vykazuje optimalni aktivitu pfi urcitych hodnotach pH
prostfedi. Tyto hodnoty se u veétSiny enzymi pohybuji v rozmezi
pH 4,5 az 8,0, pficemz maximum ucinnosti je charakterizovano ve vétsiné
pripadld uzkym rozmezim pH. Pfi extrémnich hodnotach pH jsou enzymy
inaktivovany. | zde jsou urcité vyjimky, napf. pepsin vykazuje maximalni
aktivitu pfi pH 1,8 naproti tomu arginasa pfi pH 10. Zavislost aktivity enzymu
na pH prostfedi vystihuje pro vétSinu enzymd Obrazek 5. Pfi extrémnich
hodnotach pH mlze dochazet jiz k ireverzibilni denaturaci proteinové slozky
enzymu (Valasek).

Obrazek 5: Vliv pH na aktivitu enzymu

R

R - pocatecni rychlost reakce; pH - hodnota pH prostfedi na poCatku reakce; A - optimalni pH;
B - oblast stability enzymu; C - oblast reverzibilni inaktivace; D - oblast okamzité inaktivace
zdroj: Valasek
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Z technologického hlediska Ize vlivu pH na aktivitu enzymu v nékterych
pfipadech vyuzivat k podpofe enzymové Ccinnosti nebo K jeji inhibici.
K podpofe enzymové Ccinnosti je vliv pH pouzivan pfi Zadaném
technologickém procesu fizenym enzymovymi reakcemi (cely kvasny
prumysl). Jako opacny proces je uvadéna snaha o zabranéni enzymového
hnédnuti ovoce pfi zpracovani snizenim pH pod 3,0 a to pfidavkem kyselin
(Valasek).

2.4.2.2 Vliv teploty

Se zvySovanim teploty pfi enzymové reakci roste jeji rychlost,
ale souCasné mulze vzrustat i rychlost rozkladu komplexu enzymu
a substratu, ménit se afinita enzymu k aktivatordm i inhibitorim, v prostredi
muze klesat koncentrace kysliku, ktery mize byt substratem této reakce,
a soucasné dochazi i k denaturaci enzymu teplem.

Proto pfi urCité teploté dosahne reakce maximalni rychlosti, avSak dalS§im
zvySovanim teploty jiz reakéni rychlost klesa. V praxi je proto potfeba volit
teplotni rezimy u Zadoucich enzymovych reakci tak, aby reakcni rychlost byla
co nejvétsi, a tedy rozklad enzymu co nejmenSi. U neZadoucich reakci se
voli podminky opacné (Valasek).

V enzymologii se k vyjadfeni vlivu teploty na rychlost reakce pouziva
tzv. teplotni koeficient Qqq:
_ reakcni rychlost pii teploté (t + 10)
~ reakcni rychlost pii teploté t

10

Tento koeficient je v béZnych podminkach u vétSiny enzymu roven Cislu
2, coz znamena, ze se reakCni rychlost pfi zvySeni teploty o 10°C
zdvojnasobi. Vétsina enzymovych reakci ma teplotni optimum pfi 30°C
az 40°C, nad 45°C jiz obvykle probiha ireverzibilni denaturace bilkovin.
Pri teplotach pod bodem mrazu nékteré enzymy denaturuji, vétSina z nich
vSak zUstava aktivni, a to nejen po rozmrazeni, ale i pfi zmrazeni
a skladovani pfi nizSich teplotach. Dokonce pfi poklesu teploty z 0°C
na -10°C se muze reakéni rychlost nejen snizit, ale i zvysit a to v zavislosti
na druhu enzymu a prostredi, ve kterém se vyskytuje. Pokles teploty
pod -10°C znamena vzdy snizeni reakéni rychlosti a jako nejdllezitéjsi
faktory se pfi téchto zménach uplatfiuji slozeni prostredi, rychlost a stupen
zmrazeni, koncentraCni uc€inek pfi zmrazovani, viskozita prostfedi a stav
zmrazovaného substratu. Za nejdulezitéjSi faktor zmén aktivity enzyma
pfi nizkych teplotach je povazovano zvysSovani koncentrace soli v dosud
nezmrzlé vodé. ZvySena koncentrace elektrolytl, s niz velmi €asto souvisi
zmény pH, ma na aktivitu enzymu nejvétsi vliv. Aktivita enzymd mize byt
podle druhu a konkrétnich podminek ovlivnéna v obou smérech.
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Vyznamny vliv ma i rychlost zmrazovani, ktera pusobi na velikost krystalt
vznikajiciho ledu, a tim nepfimo i na koncentraci soli v nezmrzlé ¢asti vzorku.
Ve zmrazeném vzorku je rovnéz vysoka viskozita prostfedi, coz ma
za nasledek snizZeni difuze enzymu a substratu, které v mnohych pfipadech
limituje rychlost enzymové reakce. Obecné Ize tedy fici, zZe rychlé
zmrazovani a rozmrazovani zpUsobuje mensi poskozeni enzymu nez
pomalé. Je nutné vzit v uvahu, Ze béhem zmrazovani a rozmrazovani se
poskozuji bunécné a subcelularni blany a nasledkem toho se po rozmrazeni
uvolnuji enzymy. Po rozmrazeni se tedy mohou urychlovat enzymove
reakce, a tim snizovat skladovatelnost opakované zmrazovaného materialu
(Valasek).

2.4.2.3 Vliv aktivity vody

Nékteré enzymy vykazuji urcitou ucinnost i za velmi nizké koncentrace
vody, kdy jiz nedochazi k mikrobiologickym zménam. Z hlediska enzymové
aktivity neni rozhodujici absolutni mnozstvi vody ve vzorku, ale spiSe volna
voda, respektive jeji aktivita nebo relativni vihkost vzorku. Pfi niz8i aktivité
vody ve vzorku je enzymové reakci zpfistupnéna jen mala €ast substratu
a jakmile se tento substrat vyCerpa, dalSi reakce se zastavi. DalSi podil
substratu se rozpusti az s novym zvySenim relativni vihkosti. Za nizkého
obsahu vody jsou vSak enzymy termostabilngjsi (Valasek).

2.4.2.4 Vliv elektrolytii a iontové sily

Nékteré enzymy potfebuji pro svou Cinnost pfitomnost nékterych iontd.
Naproti tomu nékteré ionty, pfedevsim tézkych kov(, jsou enzymovymi jedy,
pfiCemz tentyz prvek muze byt pro jeden enzym jedem, zatimco pro druhy
aktivatorem. Anionty pusobi nespecificky, kdezto kationty se uplatriuji velmi
specificky podle druhu enzymu. U nékterych enzymd byl zjistén
i antagonisticky U¢inek mezi kationty (u ATPazy, Ca “? a Mg “®"). Prvky
mohou aktivovat enzym rlznymi zpusoby: napf. se mohou stat soucasti
aktivniho centra, tvofit spojovaci ¢lanek mezi enzymem a substratem, ménit
rovnovaznou konstantu enzymové reakce, ménit naboj povrchu enzymu,
eliminovat inhibitor v prostfedi, nahrazovat neucinny ion z aktivniho centra
enzymu nebo posunovat rovnovahu mezi aktivnéjsi a méné aktivni
konformaci enzymu. Velkd mnozstvi elektrolytl vedou k vysoleni enzymu
i ostatnich proteini a tohoto se vyuziva pfi izolaci enzym( z biologickych
substratl (Valasek).

2.4.2.5 Ostatni vlivy (tlak, ionizujici zareni, fazové rozhrani)

Z dalSich vliva plUsobicich na aktivitu enzym ma vétsi vyznam pouze
ionizujici zareni, které bylo pouzito k pasteraci nebo sterilaci substratu. Dale
muZze dochazet k inaktivaci enzymu tlakem a inaktivaci na fazovém rozhrani.
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Stupeni inaktivace enzymu je zavisly nejen na druhu enzymu,
ale i na jinych podminkach, pfedevsim obsahu vody. Pfi obsahu 20 az 30%
vody probihd nejintenzivngjSi inaktivace enzymud ionizaénim zafenim.
Relativné maly vliv ionizujiciho zafeni na enzymy byl zjiStén pfi jejich
ozafovani ve zmrazeném stavu, pravdépodobné proto, Ze za téchto
podminek se imobilizuji volné radikaly (Valasek).

2.4.3 Kofaktory enzymii

Enzymy maji jako biologické katalyzatory vysoce selektivni ucinek.
Rada enzymu katalyzujicich pfenos skupin &i jiné reakce vyzaduje kromé
prislusného substratu dalSi organickou molekulu zvanou koenzym. Bez jeji
pfitomnosti je enzym neaktivni. Kofaktory, které je tfeba odlisit od enzymu
samotnych, jsou definovany jako nizkomolekularni neaminokyselinové
organické slou€eniny nezbytné pro aktivitu enzymu.

Mnohé z nich jsou derivaty adenosinmonofofatu (AMP) ¢i vitamind skupiny B.
Hovofime pak o koenzymech. VétSina kofaktorl je na enzymy vazana
nekovalentnimi vazbami, ty, které jsou vazany kovalentn&, se nazyvaji
prostetické skupiny. Koenzymy nejsou nutné pfi lytickych reakcich, v€etné
hydrolytickych reakci katalyzovanych enzymy (Valenta, 2009).

2.4.4 Mechanismus ucinku enzymii

ZpUsob ucinku raznych enzym( je rozdilny a zavisi na druhu
katalyzované reakce. Pfi vSech reakcich katalyzovanych enzymy se tvofi
komplexy enzym-substrat (ES), ve kterych je substrat, respektive substraty
v mimoradné reaktivni formé. Tvorbou téchto komplext se snizuje aktivacni
energie potfebna na pfeménu substratu, pficemz se vytvari komplex enzym-
produkt (EP), ktery se rozpada na enzym a produkt (resp. produkty).
Pfeména komplexu ES na komplex EP se uskute€riuje velkou rychlosti.
Zminéné pfemeény jsou pfi mnohych enzymovych reakcich vratné. Podle
poctu substratu zu€astnénych na reakci rozliSujeme:

a) jednosubstratové reakce - patfi k nim reakce katalyzované izomerazami
a hydrolazami

napf.: glukéza-6-fosfataza (D-glukéza-6-fosfat-fosfohydrolaza, E.C.
2.7.1.1) katalyzuje reakci: D-glukéza-6-fosfat + H,O — D-gluk6za +
Pi (monofosfat)

b) dvousubstratové reakce - patfi k nim reakce katalyzované
oxidoreduktazami, transferazami a lipazami

napf.: hexokinaza (ATP: D-hex6za-6-fosfotransferaza, E.C. 2.7.1.1)
katalyzuje reakci: ATP (adenosintrifosfat + D-hex6za — ADP +
(adenosindifosfat) + D-hexdza-6-fosfat (Valenta, 2009).
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2.4.5 Hydrolazy

K enzymatické hydrolyze se pouzivaji enzymy zvané hydrolazy.
Katalyzuji Stépeni chemickych vazeb (zejména C-C, C-O a C-N) za ucasti
vody. Hydrolazy jsou po chemické strance jednoduché proteiny
(bez kofaktor() a podileji se na hydrolytickém rozkladu zivin. Velmi ¢asto se
enzymy z této tfidy pfipravuji umeéle pro rizné primyslové vyuziti. Pfikladem
déli podle typu Stépenych vazeb za pfitomnosti vody. Hydrolazy, které
katalyzuji hydrolyzu esterd, amidu a peptidl, se vyznacuji zpravidla urcitou
funkCni charakteristikou nebo vlastnosti charakteristickou pro jejich pusobeni
(Valasek). Rozeznavame podle toho:

a) peptidové a karboxylové esterazy s aktivnim serinovym zbytkem;
b) peptidové a karboxylové hydrolazy s aktivnim cysteinovym zbytkem;
c) hydrolazy zavislé na urcitych kovovych iontech;

d) peptidové hydrolazy s plisobenim pfi nizkém pH (Valasek).

Reakéni  mechanismus je zalozen na pfenosu radikalu
z hydrolyzovaného substratu na vodu. Lytické enzymy tedy pusobi
na specifické chemické vazby, napf. pepsin a trypsin na peptidové vazby.
Mohou pUsobit na mnoho raznych peptidovych substrati, ¢imz se zmensSuje
poCet potfebnych travicich enzymu. Proteinazy mohou katalyzovat téz
hydrolyzu esterll, coz ma jen omezeny fyziologicky vyznam. Pouziti estert
jako syntetickych substratd vSak vyznamné pfispélo pravé ke studiu
plUsobeni proteinaz.

Nékteré lytické enzymy jsou velmi specifické. Chymotrypsin hydrolyzuje
peptidové vazby, vnichz pfisluSi karboxylova skupina aromatickym
aminokyselinam  (fenylalanin, tyrosin, tryptofan). Karboxypeptidazy
odbouravaji aminokyseliny z karboxylového, zatimco aminopeptidazy
z aminového konce polypeptidového fetézce (Valenta, 2009).

2.4.5.1 Déleni hydrolaz podle jejich funk¢ni charakteristiky

Hydrolazy, které katalyzuji hydrolyzu esterd, amidi a peptidl, se
vyznacuji zpravidla ur€itou funk&ni charakteristikou nebo vlastnosti
charakteristickou pro jejich pusobeni. Rozeznavame podle toho:

a) peptidové a karboxylové esterazy s aktivnim seriovym zbytkem,

b) peptidové a karboxylové hydrolazy s aktivnim cysteinovym zbytkem,
c) hydrolazy zavislé na urcitych kovovych iontech,
)

d) peptidové hydrolazy s plisobenim pfi nizkém pH (Valenta, 2009).
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2.4.6 Komerc¢né dostupné enzymatické preparaty

Primyslové vyrabéné enzymatické preparaty se vyznamné uplatfuji
v potravinarstvi, pfi zpracovani textilu a kuzi, pfi vyrobé detergentd a krmiv
a v posledni dobé i v energetickém primyslu. Enzymatické pfipravky Casto
nahrazuji tradicni chemické nebo pfidatné (aditivni) latky a pfispivaji
k isporam vody a energie v rGznych vyrobnich procesech. Ziskavaji se
nejcastéji jako enzymy produkované mikroorganismy, Ize je izolovat také
z rostlin a organu zivocichll. Jsou dodavany ve formé pevné latky, roztoku
nebo prasku, pfipadné lyofilizovaného prasku (Valenta, 2009).

2.5 Bioetanol

Za Dbioetanol je povazovan etanol produkovany z biomasy
mikroorganismy. Bioetanol patfi mezi pohonné hmoty a je nejvice rozSifen
v Brazili a USA. Zgjem o bioetanol, jako nahradu za benzin, se zacal
projevovat v Brazilii a USA od 80. let 20. stoleti a v souCasnosti je pouzivan
v dopravé diky vladnim dotacim, které se na néj vztahuji. Jsou tfi dllezité
cesty vyroby etanolu: ze Skrobu nebo cukrd obili, dale se provadi
enzymaticka hydrolyza celulézy nebo chemicka hydrolyza celulézy (kysela
nebo zasaditd). V souCasné dobé je cena produkce u téchto tfi metod
srovnatelna. Nicméné komercni vyroba je zaloZena jen na zpracovani Skrobu
a cukrt obili.

2.5.1 Vyroba bioetanolu v Ceské republice

Zemédélsky sektor prostfednictvim svych zastupcl jiz nékolik let usiluje
o urychlené spusténi bioetanolového programu, ktery by ucelnym zpusobem
zajistil smysluplné vyuziti ¢asti produkce obili. Jiz ze sklizné v roce 2008 se
hledal odbyt produkce zrnin, ktera toho roku byla v Ceské republice vétsi nez
2 miliony tun. B&hem poslednich ti let bylo v CR proinvestovano nékolik
miliard korun do novych kapacit na vyrobu bioetanolu, takze jiz nyni pIné kryji
jeho soudasnou potiebu v Ceské republice ve vysi 1,2 milion hektolitr.

Skutecnost je ale takova, Ze vyroba bioetanolu z obili v lofiském roce byla jen
asi 600 tisic hektolitrd a bylo na ni spotfebovano pouze 180 tisic tun obili.
Asituace se v podobném méfitku mize opakovat i vroce 2010
(Konsel, 2010).

Zfejmé& nejvétSi prekazkou efektivniho pfimichavani bioetanolu
do benzinu je jeho cena, ktera je urovana nejen trhem s motorovymi palivy,
ale také rozpoctovymi pravidly statu. Ta jsou ale zavisla na politické vuli
vladnouci reprezentace. Povinnost pfimichavani biopaliv na uzemi CR je
dosud v oblasti zavadéni biopaliv ze strany statu jedinym aktem a chybi
jakakoliv dalsi ekonomicka podpora. Pfimichavani biopaliv bez ekonomické
podpory ale zplUsobuje producentim motorovych paliv finan¢ni Gjmu, nebot
zvysuje jejich vyrobni naklady a zhorSuje konkurenceschopnost.
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Za této situace cCeSti vyrobci motorovych paliv hledaji levnéjSi zdroj
bioetanolu, coz je pfedevSim dovazeny lih z Brazilie a Pakistanu. V téchto
statech jsou podminky pro jeho vyrobu i distribuci vyhodnéjsi, a to zejména
diky mnohaletym vladnim intervencim a pfedevSim nesrovnatelnym
podminkam environmentalnim a socialnim. Potfeba biolihu v CR je tedy
z vétSiny pokryta dovozy a domaci kapacity vybudované v dobré snaze
zabezpecit rozvoj tohoto odvétvi jsou bud nevyuzity, nebo dale utlumovany.
Jistym znevyhodnénim domacich producentd bioetanolu je i povinnost
denaturovat vyrobeny lih. Tento poZadavek stanoveny zakonem v CR je
v ramci Evropské unie zcela ojedinély, uplatriuje jej jeSté pouze Irsko a
Belgie. VSechny ostatni Clenské zemé zavedly pouzivani nedenaturovaného
lihu do smési pohonnych hmot, ¢imz se ¢astecné chrani proti nadmérnym
dovozim ze zemi, jako je Brazilie a Pakistan. Dovozni cla ze tfetich zemi
na uzemi Evropské unie jsou pro nedenaturovany bioetanol vyssi o 9€/hl.
Dopad pro C€eské producenty pfi povinném dovozu denaturovaného lihu je
v dusledku niz§iho celniho zatizeni asi 2,50 K&/I. Tuzemsti vyrobci musi jesté
vynakladat vicenaklady na denaturaci 0,30-0,40 K&/I. V disledku téchto
skuteCnosti jsou CeSti vyrobci ve své produkci drazsi téméF o 3 K¢/
produkovaného lihu v porovnani s dovazenym bioetanolem (Konsel, 2010).

Ostatni Clenské zemé Evropské unie zavadéji prakticka opatfeni
ochrany vlastnich vnitfnich trha pro stabilizaci a uplatnéni produkce nové se
rozvijejiciho bioetanolového sektoru na svych uzemich. Jde napfiklad o slevy
spotfebni dané, investi¢ni programy, kodexy udrzitelnosti pro biopaliva
pfi dovozech a obchodnich kontraktech a specifické pozadavky na kvalitu.
Systém aktivnich podpor pro vyuzivani biopaliv v dopravé je zaveden
i ve v8ech okolnich statech. Vesmés se pfitom zajistuji preferenéni vyhody
pro domaci vyrobce biopaliv a jejich produkéni finanéni stabilizaci jako
faktoru skute€¢né a ucelné podpory vlastni zemédélské prvovyroby. Napfiklad
v Polsku je ochrana domaciho trhu stanovena zakonnou povinnosti,
Ze nejméné 75% biokomponent v tekutych palivech musi mit surovinovy
puvod v nékterém ze statll EU. Obdobnym zplsobem postupuje i Madarsko
a Rakousko, kde dosud existuje dobrovolna dohoda mezi OMV a rakouskymi
vyrobci lihu o preferovani domaci produkce a pfipravuje se v nejblizSi dobé
pfijeti novych opatfeni proti dovozu bioetanolu z tfetich zemi (Konsel, 2010).

Je zde také prakticky neexistujici podpora produkce bioetanolu
na rozdil od stavajicich podpor u ostatnich obnovitelnych zdroja energii
(vodni elektrarny, solarni zafizeni, zafizeni na vyrobu a energetické vyuziti
bioplynu). Pfipadné podpory by méli zajistit stimula¢ni a dlouhodobé stabilni
podminky pro podnikatelské rozhodovani. Navic je v dopravé uplatnén
program statni podpory pro alternativni vyuzZivani zemniho plynu, jakozto
neobnovitelného  fosilniho  paliva.  Konkurenceschopnost domacich
producentl bioetanolu je snizovana neumérnym finanénim zatizenim
pozadovanym v Evropské unii systémem kontrol vyroby a zvlasté prepravy

bioetanolu (Konsel, 2010).
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PFi shrnuti vS8ech negativné pusobicich faktorll pro domaci producenty
bioetanolu nelze ocekavat stabilizaci ani rozvoj bioetanolového pramyslu
v Ceské republice. Program uziti biopaliv sice bude plnén, ale na jeho plnéni
a efektech se budou podilet pfedevSim zahrani¢ni producenti. Je tedy nutné
pIné vyuzit potencial a strukturu agrarniho sektoru Evropské unie i Ceské
republiky pro vyrobu bioetanolu a tim snizit dovozy ze tfetich zemi a zaroven
snizit neamérné financni zatizeni domacich producent na uroven ostatnich
stat Evropské unie (Konsel, 2010).

2.5.2 Vliv bioetanolu na motory

Bioetanol ma mnohem vysSi vyparné skupenské teplo (855MJ/kg) nez
benzin (293kJ/kg) (Anonym 1). Vysledkem je, Ze palivova smés s etanolem
vstupujici do valcd motoru ma mnohem nizsi teplotu a hustotu. Etanol
a bioetanol maji vy8sSi oktanové Cislo (111) nez benzin (80-100), a proto
jejich pfisada do pohonnych hmot sniZzuje motorové emise znecistujicich
latek, které jsou Skodlivé pro Zivotni prostfedi. Dale pfidavek bioetanolu
v pohonnych hmotach zvétSuje tlak par, ¢imz zvySuje optimalni vzplanuti
a ucinnost palivové smési (Kizlink, 2008b).

Vyhody u benzinu s niz§im obsahem bioetanolu (do 15%, jako u E-15)
jsou zejména v lepSim startovani motoru v chladu az mrazu, pfi vysSSim
obsahu (az do 85%, jako E-15) to uz neni pravidlem a jsou na to rGzné
nazory. Pfisada bioetanolu zabezpecluje lepSi spalovani pohonnych hmot
ve valcich vlivem vysokého obsahu energeticky vazaného Kkysliku.
Emise oxidl siry jsou zde témér zanedbatelné a také se snizuje zavislost na
dovozu ropy z politicky nestabilnich oblasti (Kizlink, 2008b).

Nevyhodou je hlavné zvySena spotfeba pohonnych hmot a problémy
pfi jizdé v horkém letnim pocasi, kdy vySSi odpafivost bioetanolu mize mit
za nasledek i vznik bublinek v palivovém systému a také moznost pfitahovani
vody bioetanolem do pohonnych hmot, které se muze projevit zvySenim
korozivosti kovovych ¢asti motoru. To je ale problémem spiSe u starSich
motorl s karburatorem nez motorem se vstfikovanim nebo dvoutaktnim
motorum. Pfi vy$Sim podilu bioetanolu uz mize dochazet k separaci vrstev
pohonnych hmot a to hlavné vlivem vody. Proto je nutné pridavat
i kosolventy, coz jsou obvykle rozvétvené vyssSi alkoholy (butanoly), nebo
organické metylestery, |épe ale cyklické étery /dioxan, tetrahydrofuran), které
jsou i toxické a do Ceské republiky se musi v soudasné dobé& dovazet
(Kizlink, 2008b).

Pouziti bioetanolu do pohonnych hmot v mnozstvi do 5 objemovych
procent se negativné téméf neprojevuje a do 10% je riziko opotfebeni motoru
tak nizké, Ze ani neni potfeba upravy motoru. VysSi korozivnost smési
pohonnych hmot je mozné potladit pfidavanim antikorodantd, jinak se
projevuje az po projeti 30 az 50 tisic kilometru.
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Pfi vy$Sim obsahu bioetanolu (E-85) se uz uprava motoru vyZaduje a nova
vozidla jsou na to jiz konstruovana a obvykle ur€ena na trhy v zemich, kde
jsou tyto pohonné hmoty bézné dostupné na Cerpacich stanicich v Brazilii,
Mexiku a dalSich zemich. Zde je nutné zvySit kompresni pomér az na 15 a
nékdy také nutné pouzit i jiné alkoholuvzdorné tésnéni pro palivovy systém.
Pro starSi motory je ale tfeba nadale pouzivat pfisadu jako nahradu za
vyfazené tetraetylolovo (pro mazivost a ochranu sedel ventili). Uprava
motorl na bioetanolovy provoz je pomérné jednoducha, levna a neklade
zvlastni naroky ani na uzivatele. Viz pak muze jezdit jak na benzin, tak na
smés benzinu s etanolem. P¥i dalSich testech projely vozy béhem jednoho
roku asi 1000km na pohonné hmoty s obsahem 5 - 20 objemovych procent
s dobrymi vysledky v kvalité jizdy a slozeni emisi (Kizlink, 2008b).

Problémem se ovSem zda byt vliv pohonné smési s vy§Sim obsahem
bioetanolu (E-85) na material motoru. Alkoholy se vzduSnym kyslikem
za tepla z&asti oxiduji na aldehydy a ty zase z€asti na karboxylové kyseliny,
z metanolu vznika kyselina mravenci a z etanolu kyselina octova a obé tyto
kyseliny pUsobi korozivné na material ve spalovacim a vyfukovém prostoru.

Zatim nebylo pfesné vyhodnoceno, jaky vliv budou mit po ujeti 50, 100 a vice
kilometrl, ale jejich plUsobeni je mozné zmirnit pfisadou inhibitor( jako
antikorodant( do pohonnych hmot (Kizlink, 2008b).

2.5.3 Dotacni politika

Od roku 2010 je pfima podpora péstovani energetické biomasy
ukonc&ena. Jednalo se o jedinou pfimou podporu v celé Evropé,
tzv. ,Uhlikovy kredit“ (nebo téz ,C - Kredit“). Poskytovana podpora byla ve
vySi 45€/halrok a poskytovala se na plochy oseté energetickymi plodinami
do maximalni garantované plochy 2 miliony ha v ramci celé EU
(eAGRI, 2009-2010).
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2.6 Zhodnoceni ekonomiky vyroby bioetanolu z brambor

2.6.1 Kalkulace nakladi na vyrobu bioetanolu

Tabulka 4: Kalkulace nakladi na vyrobu bioetanolu provedena
na zakladé dat Ministerstva zemédélstvi Ceské republiky pro lihovar s roéni

kapacitou produkce bioetanolu 600 tis. hl.

Brambory PSenice

Trzni cena suroviny (CZK/t) * 1250 2950
Vyuzitelné sacharidy (%) 18,8 60
Vyuzitelny sacharid Skrob Skrob
Teoreticka vytéznost etanolu (hl/t sacharidu) 715,4 715,4
CR-Potteba suroviny na 1 hl (kg) 880 280
Svét-Potifeba suroviny na 1 hl (kg) 850 260
Cena suroviny (CR) na 1 hl (CZK/hl) 1100,0 826,0
Cena suroviny (Svét) na 1 hl (CZK/hl) 1062,5 767,0
DalSi pomocné latky (CZK/hl) 100 100
Cena surovinovych vstup-CR (CZK/hl) 1200,0 926,0
Cena surovinovych vstupu-Svét (CZK/hl) 1162,5 867,0
Energetické naklady (CZK/hl) 316,3 286,3
El. energie na vyrobu 1 hle (kWh/hl) 47,5 47,5
Trzni cena elektrické energie (CZK/kWh) 2,5 2,5
Mnozstvi pary na vyrobu 1 hle (t/hl) 0,575 0,475
Trzni cena pary (CZK/t) 300 300
Ostatni energetické naklady 25 25
Naklady na personal (CZK/hl) 41,3 41,3
Finanéni naklady (splatka uvéru) (CZK/hl) 3917 391,7
Z toho odpisy** (CZK/hl) 342 342
Celkové naklady na vyrobu bioetanolu (CZK/hl) 1949,2 1645,2

zdroj: Sebor, Pospisil, Zakovec, 2006
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Poznamky:

*) aby primyslové brambory byly konkurence schopné s obilovinami, musela by se jejich
trzni cena pohybovat kolem 950 K&/t

**) ro€ni odpisy strojniho zafizeni (odpisova doba 5 let) a stavebnich &asti ((odpisova
doba 20 let), predpokladany pomér kapitalovych prostfedk(i mezi technologickymi
zafizenimi a stavebnimi ¢astmi je odhadovan na 70:30

Hlavnim vedlejSim produktem doprovazejicim vyrobu bioetanolu jsou
lihovarské vypalky, fada modernich technologii se snazi jejich mnoZstvi
redukovat a vypalky nebo jejich urCitou frakci recyklovat jako nahradu
procesni vody.

Z Tabulky 4 Kalkulaci nakladl na vyrobu je patrné, Ze trzni cena
brambor je 0 58% niz8i, nez trzni cena pSenice.

Podil materialovych nakladu z celkovych nakladi je u brambor 64%
au pSenice 56,3%. Tento rozdil je dan predevS§im vySSim mnozstvim
vyuzitelného sacharidu u pSenice, ktery je o 70% vétSi v porovnani
s bramborami.

Rozdil v ndkladech na energii je u brambor o 10% vysSi. Pracovni
naklady tvofi pfi zpracovani brambor asi 2% z celkovych nakladl
a pfi zpracovani pSenice 2,5% z celkovych nakladd. Finanéni naklady tvofi
u brambor 20% z celkovych nakladld a u pSenice tvofi 24% z celkovych
nakladu.

2.6.2 Vynosy a rentabilita
VySe vynosu je ovliviiovana realizaéni cenou produktu.

Tabulka 5: Porovnani nakladl, vynosu a miry rentability u brambor
a psSenice.

Ukazatel Brambory PSenice
Celkové naklady na vyrobu bioetanolu (CZK/hl) 1949,2 1645,2
Zisk (5 %) 82,3 82,3
Vysledna cena bioetanolu™* (CZK/hl) 2031,5 1727,5
Mira rentability % 4,2 5

Z Tabulky 5 Ize vycCist, Ze vyroba bioetanolu je z obou plodin ziskova
a toi pfes to, ze od letosniho roku je pfima podpora péstovani energetické
biomasy ukon¢ena. VysSi mira rentability je pfi vyrobé bioetanolu z pSenice a

vrve

sacharidu u pSenice a to 0 70% vétSim v porovnani s bramborami.
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Pro vétsi rentabilitu brambor hraje roli hlavné trzni cena suroviny, ktera je o
58% nizSi v porovnani s pSenici. Tato skuteCnost je vSak zavisla na vyvoiji
cen surovin na trhu s komoditami, které mohou v priibéhu roku znaéné
kolisat.

Pro zajimavost je uvedena Tabulka 6, ktera ukazuje zavislost efektivity
lihovaru na jeho vyrobni kapacité.

Tabulka 6: Efektivita lihovaru v zavislosti na jeho vyrobni kapacité.

Klasifikace vyroby bioetanolu Kapacita lihovaru (hl/den)
Mez rentability >1 500

Efektivni >3 500

Optimalni >10 000

zdroj: Sebor, Pospisil, Zakovec, 2006

3. CIL PRACE
Cilem prace je porovnani vytéznosti GE a alkoholu z brambor pfi uZziti

kyselé, zasadité a enzymatické hydrolyzy za sou¢asného pusobeni riznych
tlaka OMPa, 0,3MPa a 1MPa.
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4. METODIKA A POUZITE MATERIALY

V praktické ¢asti byl porovnavan vliv raznych stupnd extruze
na Skrobnaty material v kombinaci s rlznymi metodami hydrolyzy. Méfitkem
pro srovnani hloubky hydrolyzy byl obsah GE a vytéZek alkoholu. Hydrolyzy
probihali podle metodik 4.3, 4.4, 4.5 a pro vytvofeni tlaku 0,3MPa byl pouZit
sterilizator Chirana HS 62A uzitim silnosténné tlakové nadoby, ktera byla
opatiena tlakomérem. Pro prace pfi tlaku 1MPa byl vyuZit externi zdroj.

4.1 Bramborova zapara

Zkoumanym materialem byla 5% bramborova zapara ziskana
mechanickym rozmélnénim brambor a zpfistupnénim zrn  Skrobu
beztlakovym zpusobem.

1) brambory se rozmélni na ¢astice odpovidajici velikosti 0,4 - 2,0 mm

2) dilo se vyhfiva na 65 °C a nasledné se na ném provadi hydrolyza dle nize
uvedenych metodik

4.2 Sladové mléko (Hrebeckova)

Nejlépe se pracuje se zadnim jeCmenem, neni-li Kk dispozici,
tak s krmnym jeCmenem, ktery byl dobfe hnojen dusikem.

1) jeCmen se da do hlub$i nadoby a zalije znaénym pFebytkem 20
az 25°C teplé vody. Promicha se a kazdou hodinu se voda vyméni. Tento
proces se musi opakovat nejméné tfikrat. Po tfetim maceni se jeCmen zalije
studenou vodou o teploté 10 az 15°C a maci se tak dlouho, az je maceni
ukonceno, coz se projevi takto:

a) zrno se musi nechat ohnout pfes nehet, aniz by se zlomilo
b) zmackne-li se zrno mezi palcem a ukazovackem, nesmi pichat

c) pfi silngjSim stisknuti u ucha musi byt slySet slabé prasknuti, jak
se oddélila plucha od zrna

d) stfed rozfiznutého zrna ma byt bily a Skrtne-li se fezem
po dievé, zanecha bilou ¢aru (,zrno pise“). Dobfe namoceny je€men ma
obsahovat 45 az 50% vody.

2) Namoceny je€men se da do 5 az 8cm silné vrstvy a kazdé 2 az 3
hodiny se po nasledujici 3 dny prfesypava, aby se co nejvice provzdusnil.
Optimalni teplota je 16 az 20°C, nejpozdéji za 3 dny by mél jeEmen klicit
(na konci zrna se objevi maly bily bod, pfisti kofinek, sladci Fikaji tomuto
je€menu ,pukovka®).

Zrno se stale vétra prehazovanim ve 3 hodinovych intervalech (na noc se
dava do 1cm silné vrstvy, aby nepfeschlo). Pozdéji se vétra pfehazovanim
jen jedenkrat denné. Teplota by méla byt maximalné 18°C.
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3) Kdyz z kazdého zrna vyrazi 3 az 4 pokroucené kofinky, coZz byva
obvykle v nasledujicich 4 dnech, zaCne jeCmen vonét po oloupanych
okurkach. Rika se mu ,mladik“. Nyni by se méla teplota pohybovat kolem
15°C a ,mladik® se dvakrat denné vétra pfehozenim. Po 4 az 5 dnech ma
uz mladik pod pluchou ,pirko® velikosti 1/3 az 1/2 zrna.

4) Po 7 az 8 dnech zmizi okurkova viné, slad se nazyva ,zeleny“. Pirko
(zarodek listu) se necha vyrlst na 3/4 az celou délku zrna, kofinky
nalaz 1,5 délky zrna, nyni se slad nazyva ,dlouhy“. Je dobfe, kdyz slad
,vrabCi“ (kofinky se spletou dohromady a celek zplstnati).

5) Tento dlouhy slad se v mixéru rozsrotuje s vodou (1:5) na ,sladové
mléko®.

4.3 Kysela hydrolyza (Marousek)

1) 50g susSiny fytomasy se maci v 1 litru vody. Pfida se poZadovana
koncentrace H,SO4 (3, 6, 9, 12%)

2) v pfipadé provadéné extruze je smés v co nejkrats§i dobé vyhfata
do pozadovaného tlaku, kde je drzena po dobu 30 minut

3) prudka dekomprese

4.4 Zasadita hydrolyza (Marousek)

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

2) v pfipadé provadéné extruze je smés v co nejkratSi dobé vyhfata
do pozadovaného tlaku, kde je drzena po dobu 30 minut

3) prudka dekomprese

4.5 Enzymaticka hydrolyza (Marousek)
1) 509 susiny fytomasy se maci v 1 litru vody.

2) v pfipadé provadéné extruze je smés v co nejkratSi dobé vyhrata
do pozadovaného tlaku, kde je drzena po dobu 30 minut

3) prudka dekomprese
4) provede se zoptimalizovani pH a teploty pro vybrany enzym

5) aplikuje se 50, nebo 100 jednotek SEA dle zvoleného enzymového
preparatu

6) 6 hodin stalého michani, kontroly pH a teploty
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4.6 SEA (Marousek)

Enzymy rozkladajici Skrob jsou davkovany v starch enzyme activity
(mg Skrobu, které jsou za jednu sekundu zhydrolyzovany 1 gram enzymu,
S(mg)/t(s)/E(g), dale jen SEA):

1) Do zkumavek se navazi po 1,000g Skrobu ((CsH100s)n)

2) Prida se po 0,1g testovaného enzymu (0,1g = 2 kapky); (v pfipadé
slepych vzorkl se tento krok vynecha)

3) Vstfikne se 10g destilované H,0 tak, aby smyla pfipadné zachycené
zbytky na sténach zkumavky a promisila enzym se Skrobem

4) Dle charakteristiky enzymu se pH upravi pufrem (Sykora, 1976)

5) Zkumavky se temperuji pfi optimalni teploté dle charakteristiky
enzymu po 30 minut

6) Obsah zkumavek se prelije do 200ml Erlenmayerovych banék

7) Pridda se 15ml destilované H,O a 10ml médnatého roztoku
(na 1000ml médnatého roztoku: 388g krystalického = 143 g bezvodého
Na,CO3; ve 350ml destilované H,O + 50g CsHsO; ve 100ml destilované H,O
+ 259 krystalického CuSO,. Doplni se destilovanou H,O do 1000ml a vycka
se na rozpusténi (za studena 24h)).

8) 10minut varu, nasledné rychlé ochlazeni

9) pfida se 5ml 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 5ml 25% H,SO4
(na 1000 ml 25% H,S0O4: 250 ml 96% H,SO,4+ 750ml destilované H,0).

Pfi pouziti bezvodého Na,CO3; v médnatém roztoku stacCi pfidat jen 2,5 ml
25% H,S0,4

10) K titracim se pfipravi zasoba 0,05 M NayS,03 . 5 H,O (dale jen
sirnatan), (na 2000ml sirnatanu: 25 g Na,S;03. 5 H,O + 2000ml destilované
H.0).

11) 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 H,0), se
na titratoru (pro DL 50 metodou J-titr) stanovi faktor pFesnosti 0,05 M
sirnatanu (dale jen ,Y*)

12) Rozdil mezi primérnou hodnotou spotfeby sirnatanu a slepym
vzorkem se nasobi koeficientem ,Y“ a konstantou 1,745. Tato hodnota je
jednotkou Skrob—enzymatické aktivity (SEA) a uvadi, kolik mg GE je
za optimalnich podminek schopen dany enzym (m = 0,1g) rozstépit z 1g
Skrobu za 30 minut.
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4.7 Obsah GE (Marousek)

Metoda je =zaloZzena na principu, kdy redukujici latky za varu
v alkalickém prostfedi redukuji médnatou sil na Cu,O. Nezreagovany
prfebytek Cu-soli se stanovi jodometricky (2Cux+ + 43 — 2 Cud + Jj).
Uvolnény jod se titruje sirnatanem (Jz + 2S,05% — 2J" + S;,06%).

1) Do 200ml Erlenmayerovych banék se navazi po 1g hydrolyzatu

2) Vstfikne se 24g destilované H,O a 10ml médnatého roztoku
(na 1000ml médnatého roztoku: 388g krystalického = 143 g bezvodého
Na,CO3 ve 350ml destilované H,O + 50g CgHsO; ve 100ml destilované H,O
+ 259 krystalického CuSO,. Destilovana H,O se dopini do 1000ml a vycka se
na rozpusténi (za studena 24h)).

3) 10minut varu, nasledné se rychle ochladi.

4) pfida se 5ml 30% roztoku KJ (na 200 ml 30% roztoku KJ: 60 g KJ +
kapka 10 % NaOH (na 100ml 10% NaOH: 10 g NaOH + destilovanou H,0
doplnit do 200ml) destilovanou H,O doplnit do 200ml) a 5ml 25% H,SO4
(na 1000 ml 25% H,SO4: 250 ml 96% H,SO, + 750ml destilované H,0).
PFi pouziti bezvodého Na,CO3; v médnatém roztoku staci pfidat jen 2,5 mi
25% H,S0y).

5) K titracim se pfipravi zasoba 0,05 M NayS;03 . 5 H,O (déle jen
sirnatan), (na 2000ml sirnatanu: 25 g Na;S;03. 5 H,O + 2000ml destilované
H,0).

6) titrem X" (kde X=0,02g<0,03g) KIO3 + 1,5 g KJ v50 ml 0,1 M HCI
(na 1000 ml 0,14 M HCI: 8,8 ml HCI + 991,2 ml destilované H20), se
na titratoru (pro DL 50 metodou J-titr) stanovi koeficient pfesnosti 0,05 M
sirnatanu (dale jen ,Y“).

7) Rozdil mezi prumérnou hodnotou spotfeby sirnatanu a slepym
vzorkem se nasobi koeficientem ,Y“ a konstantou 1,745, ¢imz se ziskaji mg
GE / g suSiny materialu.

4.8 Objem zkvasitelnych latek
Objem zkvasitelnych latek Ize stanovit testem alkoholové vytéznosti.
1) Stanoveni susiny fytohydrolyzatu
2) Do 3 banék se odvazi po 100g fytohydrolyzatu
a) varianta A se necha puvodni
b) varianta B se fedi vodou 1:1

c) varianta C se fedi vodou 1:5
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3) 1 baliCek drozdi (40g) se rozdrobi a rozmicha se s 90ml vody
na fidkou kasSi¢ku. Do kazdé z variant se pfida 1/3 objemu kasSicky.

4) Pri 29 az 30°C po dobu 72 hodin

5) Po zkvaSeni se opatrné neutralizuje roztokem 0,1M NaOH
na fenolftalein do slabé rizova.

6) Destiluje se do 200, ¢ 250ml odmérky dany objem (tj. zhruba 190 Ci
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 optimaini,

tj. vytéZek alkoholu je po pfepoctu nejvétsi.
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5. VYSLEDKY

5.1 Kysela hydrolyza brambor

Pfi kyselé hydrolyze bylo dosazeno nejvétsiho vytézku GE (213 g
GE/kg) pfi extruzi tlakem 1 MPa ve spojeni s 12% Kkyselinou sirovou.
Srovnatelny je vytéZzek GE (133 g GE/kg) je pfi tlaku 0 MPa a koncentraci
12% H,SO4 s vytézkem (132 g GE/Kkg) pfi tlaku 0,3 MPa a koncentraci 3%
H,SO,4. PFi pouziti 3% H,SO, v kombinaci se zvySenym tlakem 1 MPa je
vytézek 180 g GE/kg, coz je pfi pouziti kyseliny o stejné koncentraci
v kombinaci s tlakem 0 MPa o 100% vétSi vytéZnost.

Graf 6: VytéZznost g GE/kg susiny.

Kysela hydrolyza
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VytéZnost % alkoholu byla pfi kyselé hydrolyze nejvyssi (5,5%) pfi tlaku
1 MPa a koncentracich 6, 9 a 12%. Tato naméfena vytéznost alkoholu byla
vubec nejvyssSi v celé praci. To znamena, ze pfi zvySeném tlaku 1 MPa
a koncentraci H,SO,0d 6% jiz nezdlezi na zvySovani koncentrace H,SO,.

Graf 7: Vytéznost % alkoholu.
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5.2 Zasadita hydrolyza brambor
Pfi zasadité hydrolyze byl vytéZzek GE (137 g GE/kg suSiny) nejvyssi

pfi pasobeni zvySeného tlaku 1 MPa a koncentraci NaOH 12%.

Graf 8: Vytéznost g GE/kg susiny.

Zasadita hydrolyza
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Pfi zasadité hydrolyze bylo dosazeno nejvyssi vytéZznosti alkoholu (2%)
pfi kombinaci tlaku 1 MPa a koncentraci NaOH 12 %. Pfi tlaku 0 MPa
v kombinacich s koncentracemi NaOH 3, 6 a 9% a pfi zvySeném tlaku 0,3
MPa a koncentracich 3 a 6% je vytéZnost alkoholu stejna, tedy 0,5%. Stejna
vytéznost 1% je pfi kombinaci tlaku 0 MPa a 12% NaOH, pfi kombinaci tlaku
0,3 MPa a koncentracich NaOH 9 a 12% a pfi kombinaci tlaku 1 MPa
a koncentracich NaOH 3 a 6%. Z toho vyplyva, Ze pouZiti zvySeného tlaku
pfi zasadité hydrolyze ma na vytézek alkoholu zanedbatelny vliv.

Graf 9: VytéZnost % alkoholu.
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5.3 Enzymaticka hydrolyza brambor

Nejvyssi vytéznost GE (167 g GE/kg) pfi enzymatické hydrolyze byla
pfi pouZiti enzymatického preparatu ASD pfi kombinaci tlaku 1 MPa a 100
SEA preparatu ASD. Pfi pouziti stejného preparatu, tlaku ale polovi¢niho
mnozstvi preparatu byla vytéznost 163 g GE/kg, coz je o 4 g GE/kg méné,
nez byla maximalni vytéznost GE. Velice malé rozdily v mnozZstvi vytéznosti
GE se prokazaly pfi pouziti preparatu AO, kde jsou rozdily ve vytéznosti
pfi pouZiti stejného tlaku a dvojnasobné davky preparatu velice malé. Tento
trend se objevil i u enzymatického preparatu SLAD pfi tlaku 0 MPa.

Tabulka 7: Vytéznost g GE/kg susiny.

SEA BS 50 100

tlak
efekt extruze 0 MPa 37 56
efekt extruze 0,3 MPa 119 137
efekt extruze 1 MPa 144 153
SEA AO 50 100

tlak
efekt extruze 0 MPa 21 26
efekt extruze 0,3 MPa 46 65
efekt extruze 1 MPa 66 87
SEA ASD 50 100

tlak
efekt extruze 0 MPa 36 40
efekt extruze 0,3 MPa 149 157
efekt extruze 1 MPa 163 167
SEA SLAD 50 100

tlak
efekt extruze 0 MPa 19 22
efekt extruze 0,3 MPa 79 102
efekt extruze 1 MPa 86 121
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Graf 10: Vytéznost g GE/kg susiny pfi tlaku 0 MPa.
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Graf 11: VytéZznost g GE/kg susiny pfi tlaku 0,3 MPa.
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Graf 12: Vytéznost g GE/kg susiny pfi tlaku 1 MPa.

Vytéznost GE pri tlaku 1 MPa

167

163
o<

144

153

Z 140
2 120

100
2 80
W60
Q40

20

0

50 SEA 100 SEA

uBS 144 153
=AO 66 87
“ASD 163 167
uSLAD 86 121

44



NejvysSi vytéznosti (5%) alkoholu bylo dosazeno pfi pouziti
enzymatického preparatu ASD pfi kombinaci zvySeného tlaku 1 MPa a davce
enzymatického preparatu 50 SEA a stejné vytéznosti bylo dosazeno
| pfi stejném tlaku (1 MPa) a davce enzymatického preparatu 100 SEA.
PFi porovnani vytéznosti preparatu ASD a BS (pusobeni tlaku 1 MPa a davka
preparatu 100 SEA) byl vytézek polovi¢ni, a to 2,5 SEA, nez byl maximalni
vytéZzek enzymatické hydrolyzy. Velice nizkych vysledkd bylo dosazeno
pfi pouziti preparatd AO a SLAD, pfi kombinaci tlaku 0 MPa a davky 50 SEA
a 100 SEA bylo u preparatu AO a SLAD shodné dosaZeno nulové vytéznosti
alkoholu.

Tabulka 8: VytéZnost % alkoholu.

SEA BS
Hak 50 100
efekt extruze 0 MPa 0 0,5
efekt extruze 0,3 MPa 1 1
efekt extruze 1 MPa 2 2,5
SEA AO 50 100
tlak
efekt extruze 0 MPa 0 0
efekt extruze 0,3 MPa 0 0,5
efekt extruze 1 MPa 0,5 0,5
SEA ASD 50 100
tlak
efekt extruze 0 MPa 0 0
efekt extruze 0,3 MPa 4 4.5
efekt extruze 1 MPa 5 5
SEA SLAD 50 100
tlak
efekt extruze 0 MPa 0 0
efekt extruze 0,3 MPa 0,5 1
efekt extruze 1 MPa 0,5 1
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Graf 13: Vytéznost % alkoholu pfi tlaku 0 MPa.
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Graf 14: VytéZnost % alkoholu pfi tlaku 0,3 MPa.
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Graf 15: VytéZnost % alkoholu pfi tlaku 1 MPa.
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5.4 Vzajemné porovnani maximalnich vytéznosti

Jak je patrné z Grafu 16, nejvySsSi vytéznosti (213 GE/kg susiny) bylo
dosazeno pfi tlaku 1MPa a pouziti nejvyssi koncentrace kyseliny sirové, tedy
12%. VSech maximalnich mnozstvi GE bylo dosazeno pfi pouziti tlaku 1MPa
a maximalnich koncentraci pouzivanych v této praci. Zasaditou hydrolyzu
ve vytéznosti pfekonaly hned dva enzymatické preparaty a to enzymaticky
preparat ASD (167 GE/kg susSiny) a BS (153 GE/kg susiny).

Graf 16: Vzajemné porovnani maximalnich vytéznosti g GE/kg suSiny

jednotlivych hydrolyz.

Porovnani nejvyssi vytéZznosti jednotlivych druhl
hydrolyz
(vse pfi tlaku 1 MPa)

> 200 |
7 137 153 167
a 150 — 121
fe)]
v 87
% 100 — |
> 50 |
0
12% 12% | 100 SEA | 100 SEA | 100 SEA | 100 SEA
H2S04 | NaOH BS AO ASD SLAD
‘mRady1| 213 137 153 87 167 121

47



6. DISKUZE

Hydrolyzou fytomasy se zabyva fada autorl, ze kterych napfiklad
Kim a kol. (2008) uvadi, ze: ,Amylolyticka hydrolyza Skrobovych zrn se fidi
Jejich povrchem a nikoli jejich koncentraci®. Dohanyos (2008) toto potvrzuje:
~Zmensenim velikosti ¢astic mechanickou nebo jinou dezintegraci dochazi
k podstatnému zvétseni povrchu a tim i k vétsi dostupnosti enzymovéemu
rozkladu®. S timto poznatkem souhlasi i vSichni vySe citovani autofi a je to
obecné uznavany fakt v praxi, kdy se pfed samotnou hydrolyzou, at uz
kyselou, zasaditou, enzymatickou nebo kombinaci tfi predeSlych typu,
provadi dezintegrace materialu.

O’Brien a Wang (2008) porovnavaiji ve své praci zihané a nativni Skroby
a uvadi, Ze:, Zihani umozZriuje vétsi dostupnost obou enzymi do amorfni
| kKrystalické stavby a poté dochazi k vyznamnym zménam ve vlastnostech
mazovaténi pfi enzymatické hydrolyze“. Dale uvadi, ze: ,Zjevny obsah
amylozy se, jak u nativnich, tak u Zihanych Skrobd, sniZil b&éhem pouZiti
a-amylazy pro vSechny Skroby, ale zvysil se prii pouZiti glukoamylozy
u Hylonu V a VII a bramborového Skrobu*. Tato informace dava novy rozmér
laboratornim  pracim, kdy by bylo mozné bramborovy Skrob
pfed enzymatickou hydrolyzou upravit zihanim a zvySit tak obsah amylézy
a tedy i vytéznosti alkoholu.

Nékteré studie se zabyvaji vlivem odrady a hmotnosti brambor
na riznou rychlost a hloubku hydrolyzy Skrobu, ktera je vyjadfena indexem
hydrolyzy (IH). Leeman, Barstrom a Bjorck (2005) ve své studii zjistili:
,Nebyla nalezena Zadna korelace mezi primérnou hmotnosti bramborovych
hliz a IH. Navic nebyl zjistén Zadny rozdil vIH mezi bramborami
Skladovanymi 1-3 a 8-10 mésicu a ani mezi odrudami novych brambor
a zimnimi bramborami. IH se ale vyznamné snizil s teplotou pri snizovani
amylopektinu (6°C, 48 hodin) ve srovnani s pisobenim teploty 6°C po dobu
24 hodin a naslednym zvy$enim teploty na 70°C po dobu 24 hodin“. Tuto
studii do jisté miry potvrzuje i Tasic a kol. (2009): ,,SniZeni koncentrace cukru
v hydrolyzatech je zavislé na typu a koncentraci kyseliny a poméru
rostlinného materialu v roztoku kyseliny, ale nikoli na druhu brambor*.

Sominska a kol. (1998) provedla studii s pouzitim membranového
bioreaktoru pro nepretrzité enzymatické zcukfovani Skrobu pfi pouZiti
ruznych pomér enzymul glukoamylazy a pullunazy, na riznych substratech
roztoku bramborového Skrobu, pouzita byla i rizna propustnost membran,
ruzné transmembranové tlaky a reakéni doba. Vysledkem studie bylo,
Ze nejvétsi vynos Skrobu a nejvySSi reakEni rychlost byly namérfeny
pfi poméru 50 substrat.enzymu. Téemér Cista glukéza byla vyrobena
v membranovém reaktoru 3kDa, kdy reakce probihala po dobu 3-4 hodiny
a nepretrzity proces hydrolyzy a ultrafiltrace byl umoznén diky
transmembranovému tlaku 42kPa. Tento tlak je tedy vhodny pro kontinualni

hydrolyzu, ktera v predkladané praci sledovana nebyla.
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Karakatsanis a Liakopoulou-Kyriakides (1998) porovnavali ve své studii
vliv enzymatické hydrolyzy na obsah glukozy: ,Produkce glukdzy
z bramborového skrobu byla velmi nizka pfi 30°C, pouze kukuficny a ryzovy,
Skrob davaly vys$i koncentraci glukozy pfi stejné teploté. S vyjimkou
kukuricného Skrobu, u vSech ostatnich skrobl dochazelo se zvysovanim
teploty na 70°C i ke zvySovani produkce glukézy. Pii 70°C byla nejvysSi
produkce glukézy ze Skrobu bramborového a nejnizsi z kukuficného Skrobu”,
V zavéru také uvedli, ze: ,zmazovaténi Skrobu pfed hydrolyzou dava vys$si
vynosy glukdzy nez pouZiti Skrobu, ktery nebyl zmazovatély”.

Jako nejvhodnéjSi metoda pro zpracovani biomasy na bioetanol se
do budoucna jevi pouzivani enzymatickych preparatd, které jsou stale ve fazi
vyzkumu a vyvoje a pro lepSi poznani enzymové hydrolyzy je potfebné znat
i strukturu a vlastnosti enzymovych preparatll. Struktura se zkouma pomoci
paprski X - krystalografii a stale jsou vyvijeny nové preparaty, které jsou
tolerantnéjSi k extrémné vysokému nebo naopak velice nizkému pH, tlakim,
teplotdm a koncentracim inhibi¢nich latek, které vznikaji pfi hydrolyze
materiald.
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7. ZAVER

Z provedenych laboratornich pokust uvedenych v této praci vyplyva,
Ze pfi hydrolyze bylo dosaZzeno maximalné 213g GE/kg susiny, coz odpovida
asi 5,5% alkoholu. Tohoto vysledku bylo dosazeno pfi kombinaci zvySeného
tlaku 1 MPa a koncentraci 12% H,SO,.

Pfi zasadité hydrolyze bylo dosazeno maximalniho vytézku 137 g
GE/kg pfi 1 MPa a koncentraci NaOH 12%. Zasadité hydrolyzy se v praxi
prili§ nepouziva, jednim z divodu jsou vysoké naklady na technologii
a nizka vytéznost.

PFfi enzymatické hydrolyze bylo ziskano nejvétSiho mnozstvi GE diky
enzymatickému preparatu ASD, kdy byla vytéznost 167 g GE/kg
pfi kombinaci tlaku 1MPa a davce enzymu 100 SEA. Druhého nejvyssiho

mnozstvi pfi enzymatické hydrolyze bylo dosazeno preparatem BS ato 153 g
GE/kg pfi kombinaci tlaku 1 MPa a 100 SEA.

Maximalni vytéZnosti alkoholu bylo dosazeno pfi kombinaci zvySeného
tlaku 1 MPa a kyselé hydrolyze H,SO, a to pfi koncentracich 6, 9 a 12%,
kdy byl u v8ech tfech koncentraci stejny vysledek a to 5,5 % alkoholu.
K podobnym vysledkim jsme dosli i pfi enzymatické hydrolyze s preparatem
AO, pfi pouziti tlaku 0,3 MPa a mnozstvi enzymatického preparatu
100 SEA a soucasné pfi tlaku 1 MPa a mnozstvi enzymatického preparatu
AO jak 50 SEA, tak i 100 SEA (0,5% alkoholu). Ztoho vyplyva,
Ze na zkoumany material nemél od tlaku

0,3 MPa a mnozstvi enzymatického preparatu 100 SEA vliv ani zvysujici se
tlak, ani mnozstvi enzymatického preparatu. Podobna je situace i u preparatu
SLAD (vytéZnost 1% alkoholu pfi tlaku 0,3 MPa a 100 SEA enzymatického
preparatu a tlaku 1 MPa a 100 SEA enzymatického preparatu).

Test vytéznosti alkoholu drzel u testovanych vzorka stejny trend jako
obsah GE, ale jeho vypovidaci hodnota je velmi mala, stejné jako namérené
hodnoty a presnost alkoholometru. Aby ho bylo mozno k testovani hloubky
hydrolyzy doporucit, muselo by se jednat minimalné o poloprovozni
kontinualni jednotku.

Zavérem lze tedy konstatovat, Ze maximalni vytéznosti GE u vsech
druh probihajicich hydrolyz bylo dosazeno pfi zvySeném tlaku 1 MPa
a maximalni koncentraci kyseliny (12%), hydroxidu (12%) a maximalnim
mnozstvi enzymatického preparatu (100 SEA). V souCasné dobé stale
probiha vyvoj novych enzymatickych preparata, které jsou vhodnégjsi
pro hydrolyzu fytomasy a to predevSim diky jejich technologickym
vlastnostem pro pouziti v provoznich podminkach.
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Zasobovani energii je strategickym problémem trvale udrZitelného
Zivota a to zejména v souvislosti s redukci sklenikovych plynd, jejichz
mnozstvi v atmosféfe je spojovano se spotfebou fosilnich paliv, ktera se
pfi celosvétovém pohledu od roku 1970 do roku 1998 téméF zdvojnasobila.

Je nutné hledat feSeni stavajici situace a to predevSim vyuzitim
obnovitelnych zdroju energii, kde je biomasa jednim z nejvyznamnéjSich
vychodisek. PFi vytvafeni technologii pro vyuzivani biomasy je nutné
premySlet nad efektivitou a propracovanosti projektl a to jak z pohledu
energetické narocnosti spojené jak s produkci, transportem a pfipravou
zakladni suroviny, tak z pohledu samotného produktu-biopaliva.

Fytoenergetika se stava soucasti zemédélské a energetické politiky
vétdiny zemi, které nemaji vlastni zdroje fosilnich paliv, pfedevSim ropy
a zemniho plynu, na urovni samozasobeni. Do budoucna by méla byt
podporovana spolu s ostatnimi technologiemi, které vyuzivaji zdroje
obnovitelné energie a to jak v odbornych kruzich, tak v podnikatelské sfére.
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9. PRILOHY

Obrazek 1: Struktury spotfeby primarnich energetickych zdroju
v regionu stfedni Evropy v roce 2006 (Ostatni - zahrnuje elektrickou energii a
prumyslovy odpad).
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zdroj: Knapek a kol., 2010
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