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Inhibice procesu anaerobni fermentace vlivem vybranych
chemickych prvki

Souhrn

Anaerobni fermentace je proces, ktery je vyuzivan k pfeméné biologicky degradovatelné¢ho
substratu na energeticky bohaty bioplyn. Proces tvorby bioplynu je limitovan mnoha faktory,
mezi které patii napiiklad teplota, hodnota pH, koncentrace nizSich mastnych kyselin,
pritomnost inhibi¢nich latek ¢i zastoupeni zivin a stopovych prvkii. Cilem diplomové prace
bylo ovéfit a kvantifikovat inhibi¢ni vliv nedostatku vybranych chemickych prvka na priitbéh
anaerobni fermentace v bioplynovych stanicich zpracovavajicich pro vyrobu bioplynu pouze
velmi omezeny okruh substratl. Pozornost byla vénovana piedevsim molybdenu, manganu,
kobaltu a selenu. Zakladni hypotézou prace byl predpoklad, Ze nizky obsah, ptipadné uplna
absence vybranych prvki, jez zaujimaji funkci mikrozivin pro mikroorganismy zodpovédné
za proces anaerobni fermentace, povede k podstatnému zpomaleni procesu a taktéz bude mit
vliv na produkci bioplynu. Byly provedeny jednordzové kinetické testy produkce bioplynu
v podminkdéch s pfidavkem riiznych kombinaci feSenych prvka. Mnozstvi davkovanych prvki
bylo zvoleno tak, aby se vysledna koncentrace prvki pohybovala piiblizné 1,5 mg/kg suSiny
selenu, 2 mg/kg suSiny molybdenu, 50 mg/kg suSiny manganu a 3 mg/kg suSiny v ptipadé¢
kobaltu. Vramci testi bylo vyuzito inokulum pochazejici z v praxi provozované¢ho
anaerobniho reaktoru, u které¢ho existuje predpoklad nedostatku téchto zivin. Vysledky pak
byly porovnany s testem provedenym s inokulem ziskanym v biologickém reaktoru stabilné
fungujici bioplynové stanice (BPS). Z kumulativni produkce bioplynu stanovené v ramci
téchto testll a ze zastoupeni metanu v bioplynu bylo zjisténo, ze pro stabilni pritbéh anaerobni
fermentace je nejvhodnéjSim feSenim davkovani prvka v riznych kombinacich. Individualni
suplementace prvku neméla vyznam. Jako nejvhodnéjsi byla zvolena kombinace molybdenu,
manganu a kobaltu. Za téchto podminek bylo dosazeno nejvyssi produkce bioplynu a v ném
zastoupeném metanu. V nejlépe hodnocené varianté bylo dosazeno dokonce o 11 % vyssi
hodnoty produkce bioplynu nez ve variant€¢ s inokulem odebranym v reaktoru stabilné
fungujici BPS. Obsah metanu v bioplynu se pohyboval v rozmezi 80-90 %, ¢imz se také

dostal na vyss§i hodnoty nez v pfipad€ inokula ze stabiln¢ fungujici BPS.

Klicova slova: vyroba bioplynu, bioplynové stanice, inhibice, mikroziviny, jednordzové

kinetické testy



The Inhibition of the Anaerobic Digestion Process by the
Lack of Selected Elements

Summary

Anaerobic fermentation is a process used for conversion of biologically degradable substrate into
energy-rich biogas. The process of production of the biogas is limited by many factors, including for
example temperature, pH value, concentration of volatile fatty acids, presence of inhibitory substances
or nutrients and trace elements. The purpose of the diploma thesis was to verify and quantify the
inhibitory effect of deficiency of selected chemical elements onto the course of anaerobic fermentation
in biogas stations processing only limited number of substrates for biogas production. The chemical
elements taken into consideration were primarily Molybdenum, Manganese, Cobalt and Selenium. The
main hypothesis was an assumption that either a low concentration or a definite absence of selected
chemical elements (functioning as micronutrients for organisms responsible for the process of
anaerobic fermentation) would lead to a significant deceleration of the process of anaerobic
fermentation and effect the production of biogas. Batch tests of biogas production in various
conditions with the addition of different combination of said chemical elements were performed. The
doses of the elements in the analyses were chosen to ensure the final concentration of elements to be
approximately 1,5 mg/kg dry matter of Selenium, 2 mg/kg dry matter of Molybdenum, 50 mg/kg dry
matter of Manganese and 3 mg/kg dry matter of Cobalt. An inoculum from a functioning anaerobic
reactor with presumed lack of said nutrients was used within the analyses. These results were
compared with results of analyses with an inoculum from a biological reactor of a stable biogas
station. It was determined from a cumulative biogas production within the range of these analyses and
from a presence of methane in biogas, that to ensure a stable process of anaerobic fermentation it is
most effective to use doses of chemical elements in various combinations. An individual
supplementation of the element was of no significance. The combination of Molybdenum, Manganese
and Cobalt was determined to be the most sufficient; the highest production of biogas and methane in
the gas was achieved under these conditions. In the most successful variant, it was achieved up to
11 % more biogas production than in the variant with an inoculum from a biological reactor of a stable
biogas station. The volume of methane in the biogas was in a range of 80—90 %, which was also more

than in the variant with an inoculum from a biological reactor of a stable biogas station.

Keywords: biogas production, biogas station, inhibition, micronutrients, single batch tests



I UVOGuouinirncnscnnsssessssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 8
2 Gl PrACE cuuuerecnrrcinricssnnicssnnicssnsicssssesssssessssssssssesssssssssssssssssosssssssssssssssssossssssssssssssnsssses 9
I 51170 2D 11 ] ] R 10
3.1  Anaerobni fermentace .........ceieveinvecsuecsseinsesssensssessssncssessssssssecsssnsssssssanens 10
3.1.1 Substrat pro vyrobu bioplynu .........c.ccccveviiirieniiieiieiiieece e, 10
3.1.2  Proces tvorby BIOPIYNU ....ccvviieiiiieiiieeeeeeeee e 11
3.1.3  Vlastnosti a slozeni bioplynu..........ccceecvieeiiieeiiieeieeee e 13
3.1.4  VyuZitl DIOPLYNU c..eeiiiiiiieecee e e 15

3.2 Parametry oVIiVIIUJICI PIroOCeS ..cccvveeerseeicssanecssanesssanesssssesssssssssssssssssosnsssssssssses 15
32,1 TEPIOLA oottt e eneas 16
322  PH et 16
3.2.3  Zatizeni organickymi [&tkami...........ccccovevvviieiiiieniiieeie e 17

R I S 0} 11 1<) o G50 | TP 17
3.2.5  NiZSi MaStNEé KYSCINY ...evvieriiieiiiieiiie ettt e e 17
3.2.6  Michani objemu 1eaktort........cccceeevviiiiiieiiiieeieeeee e 17
3.2.7  Ptitomnost inhibi¢nich slou€enin.............cceoeeeiiiiiiinciienieiieeeee e, 17
3.2.8  ZiVINY @ SLOPOVE PIVKY oo 18

3.3 Vyznam a funkce vybranych chemickych prvKil.....ccccoeceerveicsuecssercsnncsnnens 18
3.3.1 SCIETL ... st 19
332 MOLyDAEN ... e e 20
3.3.3  ZELEZOu o 20
334 WOITAM ... e 20
335 NIKL e 20
3.3.6  KODAIL ..ot 21
337 ZANCK oottt ne s 21
3.3.8 M et 21
3309 BATTUITE oottt ettt ettt ettt e 21
3.3.10  HOTCIK @ MaNGAN ....ooeeciiiieiiieeiie ettt e e 22

3.4 Pozadavky na Ziviny v procesu anaerobni fermentace.........ccecceevercrueesunnens 22
3.5 Inhibi¢ni vliv nedostatku PrvKil......ccccicneiesecsssnssssessssssssssssssssssssssssssssasons 24
3.5.1  Zafizeni zpracovavajici energetické plodiny ..........cccceevveriienieniieneenen. 25
3.5.2  Zafizeni zpracovavajici organickou frakci komunalniho odpadu............. 25
3.5.3  Zaftizeni zpracovavajici exkrementy a odpady z jatek............ccceevreennen. 26

3.0 DOStUPNA FESENI cuvrerueiirurisserssninsseicsanssssnsssiesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassns 27

4 MEtOAIKA ..ccneeerreerninineisneninecsunnssnensecssnecssessssesssessssesssessssesssassssesssassssssssassssesssssssassss 28
4.1  Zdroj INOKUIA.....uecueeneenireininniennenseessnensnsssnensessssessssssssesssessssessssssssssssasnns 28

4.2  Rozdéleni eXPerimentu ......ccccceesseresssercsssnncssssssssasesssassssasssssassssssssssssssssnsssssnns 28



4.3  Priprava materidlu pred nasazenim teStU..........cceeeesseessercsnessencsanessssssnnesans 29

4.4 NaSAZENT LESTU cccuueeereeieeiseinitiisiisseiistisssecstesssisssessssesssessssssssssssssssssssssssssassns 30
4.4.1 PrVIT SEIIE ..t e 30
442 DIURE SEIIC ..ouuiiuiiiiiiiieiecee et 30

4.5  Analyticka StANOVeNi....cccieerreiecssenesssancsssnnssssnnsssasesssasesssasssssassssssssssssssssssssssans 32
45.1 Stanoveni suSiny a organickeé SUSINY ..........ccccevevierieniiienienieeie e 32
4.5.2  Stanoveni nizSich mastnych kyselin ..........cccoceeviiiiiiiniiniieieieeie 33
453 Stanoveni amoniakalniho dusiku (N-amon) .........cccceeeeveevcieeniieeeieeee. 33
4.54  Stanoveni PHe.....ccoooiiiiiiiii e 33
4.5.5 Stanoveni koncentrace prvkll.........cceeeeveeeiieeeiiiecieecee e 33
4.5.6  Stanoveni obsahu metanu v bioplynu.........ccceevvieeviieeiiiecieece e, 34

4.6 Stanoveni produkce bioplyNU.......cceiceveiciseicssnncssnnicssnncssssnesssnessssncssssncsanns 34

4.7  ZPracoVANT dAt ...eeccvveeeerrenesssencsssancsssanesssnssssanssssasssssassssssssssssssssssssssssssssnsssssans 35

ST VA ] [ N 36

T8 B o 0% 1) Y] 5 (TN 36
5.1.1  Produkce DIOPpLYNU ......cccvieeiiiiiieiieeiiee et 36
5.1.2  Obsah metanu v BIOPLYNU .....coeeviiiiiieiiieiieie e 36

5.2 Druha S@rie....uueiineiiieiisiiininsneisninsnenssicsseississsessssssssssssssssssssssessssssssssssssnes 37
5.2.1  Produkce DIOPLYNU ......occvieiiiieiieiieeiiee et 37
5.2.2  Obsah metanu v bIOPIYNU .....coecviiiiiiieeiiecieece e e 41

0 DISKUZE c..uueeeneeenreininneeniecstecsnisneensnecsssecssessssesssessssesssessssssssassssessssssssssssassssessassssassss 43
T ZLAVEY auuueneenecrecvisressaecssissnsssessssssssssessssssasssesssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssessssssess 47

LI ) R S) 111 o T 48



1 Uvod

Anaerobni fermentace je jednou ze slibnych technologii pro zpracovani Sirokého spektra
organickych odpadid. Umoziiuje vyrobu bioplynu, jako potencidlniho zdroje obnovitelné
energie a zaroven je cestou, jak udrzitelné hospodafit s odpady (Choong et al. 2016).

Existuje fada parametrt, které tento slozity proces ovliviuji (Krishna 2013). Mikroorganismy
zodpoveédné za priibéh procesu jsou citlivé na podminky prostiedi (Baweja 2017). Jednim
z predpokladl pro spravnou funkci systému a stabilni pribéh celého procesu je ptfitomnost
zivin a stopovych prvki (Myszograj et al. 2018). Absence vybranych chemickych prvkt mize
mit zna¢ny vliv na pribéh celého procesu. Tento problém je feSen zejména v souvislosti se
zafizenimi, které jako vstupni surovinu vyuZivaji pouze jeden typ substratu. Casto se
s problémem setkavame v souvislosti se zemédélskymi bioplynovymi stanicemi, kde je jako
hlavni substrdt vyuzivana predevSim kukuficna sildz, cirok, travni silaz apod.
(Evranos & Demirel 2015). Nizka koncentrace zivin, ¢i jejich uplna absence zptlisobuje
vyznamné problémy v pribéhu celého procesu a mize proces inhibovat. Vysledkem byva
niz§i produkce bioplynu a niz8§i zastoupeni metanu v bioplynu (Narra et al. 2016).
Suplementace chemickych prvki, jez hraji diilezitou roli Zivin pro mikroorganismy je v téchto
ptipadech nezbytna (Xu et al. 2018). V tomto sméru je nezbytné realizovat dalsi studie za
ucelem dostateného pochopeni role jednotlivych prvkii vcelém procesu anaerobni

fermentace a zplisobu jejich doplnéni do systému (Fermoso et al. 2015).



2 Cil prace

Cilem diplomové prace je ovéfit a kvantifikovat inhibi¢ni vliv nedostatku ur¢itych prvkl na
pritbéh procesu anaerobni fermentace ve fermentorech bioplynovych stanic zpracovavajicich
pro vyrobu bioplynu pouze velmi uzky okruh substrati. Hlavni pozornost bude v tomto sméru

vénovana selenu, molybdenu, manganu a kobaltu.

Zakladni hypotézou prace je piedpoklad, Ze extrémné nizky obsah, resp. Gplnd absence,
vybranych prvkli majicich roli mikrozivin pro mikroorganismy zodpovédné za proces
anaerobni fermentace bude vést k podstatnému zpomaleni procesu a k vyznamnému snizeni
produkce bioplynu. Zaroven se predpoklada, ze doplnéni chybéjicich Zivin povede ke zlepSeni

pribéhu anaerobni fermentace, a tim i ke zlepSeni vlastnosti produkovaného bioplynu.



3 Literarni reSersSe

3.1 Anaerobni fermentace

Pro ochranu a tvorbu zivotniho prostfedi predstavuje bioplyn a bioplynové systémy
energetické zdroje s vysoce pozitivnimi piinosy. Ackoliv zatim neni bioplyn na trhu s
energiemi schopen plné konkurovat fosilnim paliviim, ma fadu moznosti pro budouci vyuziti.
Bioplynové systémy ve vSech moznych provedenich a uspotfddanich fadime mezi plné
obnovitelné energetick¢é zdroje, jez transformuji a spoluvyuzivaji solarni energii
(Straka et al. 2006).

V této souvislosti bude bioplyn ziskany pii zpracovani odpadi, rostlinnych a Zivocisnych
zbytkli a energetickych plodin hrat v budoucnu zasadni roli. Je universidlnim zdrojem
obnovitelné energie. Miize byt vyuzit jako ndhrada jiz zminénych fosilnich paliv pfi vyrobé
elektiiny a tepla. Taktéz jej Ize vyuzit jako palivo pro vozidla, ktera pro sviij pohon vyuzivaji
plynnd paliva. Bioplyn bohaty na metan (biometan), miize nahradit také zemni plyn pii
vyrobé chemickych latek a materialti (Weiland 2010). Na rozdil od jinych forem obnovitelné
energie neni vyroba bioplynu geograficky omezena, coz z né€j déla jednu z nejatraktivnéjSich
variant pro tvorbu obnovitelné energie (Balat & Balat 2009). Anaerobni proces byl
praktikovan po staleti, nicméné je stale pfedmétem vyzkumu (Zhang et al. 2016).

Dle Zirkler et al. (2014) se vyroba bioplynu na zacatku 21. stoleti rychle rozrostla. Jako
priklad 1ze uvést nariist poctu bioplynovych stanic v Némecku. V roce 2002 fungovalo okolo
1600 bioplynovych stanic, v roce 2011 podet vzrostl na 7000 zafizeni. V Ceské republice bylo
vroce 2014 evidovano néco pies 500 bioplynovych stanic. Podil bioplynu na celkové
produkci elektrické energie z obnovitelnych zdroji je 22,1 %. Bioplynové stanice miizeme
rozdélit podle druhu zpracovavaného materidlu na zemédélské, Cistirenské a ostatni.
Pievaznou &ast bioplynovych stanic v Ceské republice tvoii zemédélské, které vyuzivaji jako

vstupni substrat cilen¢ péstovanou biomasu (Gersl et al. 2014).

3.1.1 Substrat pro vyrobu bioplynu

Biomasa je obecny pojem pro material vhodny pro vyuziti k energetickym tucelim. Za
biomasu je v uz§im pojeti povazovana organickd hmota rostlinného ptivodu, vznikajici na bazi
fotosyntetické konverze sluneéni energie. Nutno podotknout, ze se v literatufe mizeme setkat
s mnozstvim definic, které si asto protifeci. V $ir§im pojeti si pod pojmem biomasa mizeme

predstavit substanci biologického puvodu, ktera zahrnuje rostlinnou biomasu (fytomasu)
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pestovanou na pade, hydroponicky nebo ve vodé, ale také biomasu zivoc¢isného ptivodu nebo
vedlej$i organické produkty a organické odpady (Kara et al. 2007). Biomasa je ¢tvrtym
nejvétsim zdrojem energie na svété. Piedstavuje hned po uhli, rop€ a zemnim plynu asi 14 %
svétové produkce primarni energie. Obnovitelna biomasa je povazovana za dilezity zdroj
energie po celém svéte (Saxena et al. 2007). Pti vyrobé bioplynu se obvykle vyuZziva produkti
vzniklych pii naklddani s odpady. Zejména se vyuzivaji kaly z ¢isténi odpadnich vod,
zemedélsky odpad a odpady prumyslové (Balat & Balat 2009). Mezi dalsi zdroje biomasy
muzeme fadit meziprodukty a zbytkové odpady z lesniho hospodaistvi ¢i energetické plodiny.
Zdroje biomasy, které lze vyuzit k vyrobé energie pokryvaji Sirokou Skdalu materidlt
(Saxena et al. 2007).

Anaerobni fermentory byly piivodné navrzeny pro zpracovani kali z odpadnich vod a
zivo¢isného odpadu (hndj). Cistirensky kal a hniij nejsou biodegradovatelné substraty
s nejvetsim potencidlem pro vyrobu bioplynu. Ve velkém mnozstvi lze vyuzit produkty
zemédélstvi, zbytky plodin, taktéz odpady z potravinafského pramyslu, Zivocisné odpady,
odpadni vody a organickou hmotu komunalniho tuhého odpadu. Dale rtizné vedlejsi produkty
organického ptivodu, jako jsou odpad z jatek, tuky a mastnoty z restauraci, organicky domaci
odpad a cilené péstované energetické plodiny (Mudhoo 2012). Wellinger et al. (2013)
kategorizuje substrat do tii skupin. Prvni skupinu charakterizuje jako substrat zemédélského
ptivodu jako je hntj, krmny odpad, skliziiovy odpad a energetické plodiny. Druhou skupinu
tvofi odpad zdomadacnosti a obci jako oddélené sbirany bioodpad (v kontejnerech s
organickym odpadem) nebo potravinovy odpad. Do tfeti skupiny zatazuje vedlejsi produkty
pramyslu jako je glycerin, vedlejsi produkty zpracovani potravin nebo odpad z odlucovact
tuka.

Ptestoze energie z biomasy je nadkladnéj$i nez energie ziskand z fosilnich paliv, trendy v
omezovani oxidu uhli¢itého, emise regulované emisnimi piedpisy, dan¢ z uhliku a dotace na
energii  zbiomasy, by zajistili  konkurenceschopnost  vynaloZzenych  ndklada

(Chynoweth et al. 2011).

3.1.2 Proces tvorby bioplynu

Jiz samotny nazev bio-plyn napovidd, ze vznikd v biologickém procesu. V tomto procesu
dochazi k tvorb& smésice plynii z organické hmoty v anaerobnim prostiedi. V pfirod¢ je tento
proces velice rozsifen a probiha spontanné napiiklad v raseliniStich, na dné jezer, ¢i v bachoru
prezvykavcu. Organicka hmota je pfeménéna na bioplyn, jen mald ¢ast na novou biomasu

nebo teplo (Kratochvilova et al. 2009).
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Bioplyn je produkovan anaerobnimi mikroorganismy, které degraduji organicky material ve
ctyfech krocich: hydrolyza, acidogeneze, acetogeneze (vznik kyseliny octové) a
metanogeneze (vznik metanu) (Wellinger et al. 2013). To je patrné zobrazku ¢. 1
(Gavala et al. 2003). Jednotlivé stupné degradace jsou provadény riznymi skupinami
mikroorganismu, které jsou na sobé vzdjemné zavislé a maji riizné pozadavky na zivotni
prostiedi (Weiland 2010). Jde o koordinovanou metabolickou soucinnost téchto mikrobidlnich
skupin (Straka et al. 2006).

V prvni fazi skupina anaerobnich mikroorganismii, pfedevSim celuldznich bakterii, pisobi na
polymery. Vétsi molekuly polymert se enzymatickou hydrolyzou rozkladaji na monomery
mensi velikosti. Dalsi extracelularni enzymy mikroorganismu, jako je celuldza, protedza,
amylaza a lipaza externé¢ enzymuji organicky materidl. Polysacharidy se hydrolyzuji na
monosacharidy, proteiny na peptidy nebo aminokyseliny a tuky se hydrolyzuji na glycerol a
mastné kyseliny. Rychlost hydrolyzy je pon¢kud pomalejsi, nez nésledna tvorba kyselin
(Khoiyangbam 2011).

Vytvotené meziprodukty jsou pak v acidogenezi dale rozkladany kyselinotvornymi
bakteriemi. Vysledkem je tvorba nizSich mastnych kyselin spolu s amoniakalnim dusikem
(N-amon), oxidem uhli¢itym a sirovodikem (Baweja 2018).

Nasleduje acetogeneze, tedy tvorba kyseliny octové, vodiku a oxidu uhli¢itého z produktt
predchozich fazi acetogennimi bakteriemi (Straka et al. 2006). Tento proces je zavisly
piedevsim na tlaku, teploté a podminkach fermentoru (Paul & Roy 2018).

Posledni fazi anaerobniho rozkladu organické hmoty je metanogeneze. Metanogeny
pfeménuji kyselinu octovou a rizné jednouhlikaté substrity na metan a oxid uhli¢ity
(Baweja 2018). Metanogenni faze probiha pfiblizné pétkrat pomaleji nez ptredchozi faze
(Kara et al. 2007).

Uvedené faze procesu jsou nasledné, pii kontinudlnim provozu vSak probihaji soucasné.
Pokud je anaerobni proces rozdélen technologicky do dvou stupiiii, v prvnim stupni obvykle
probiha hydrolytickd nebo hydrolytickd a acidogenni faze. Acetogenezi nelze uplné
prostorové oddélit od metanogenni faze, vzhledem k syntrofickému vztahu autogennich

bakterii produkujicich vodik a metanogennich hydrogenotrofnich bakterii (Straka et al. 2006).
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Obrazek €. 1. Schématické predstaveni anaerobniho rozkladu (Gavala et al. 2003).

3.1.3 Vlastnosti a sloZeni bioplynu

Vv

(zejména H>S). Dle Balat & Balat (2009) se bioplyn obecné skladd z metanu (55 az 65 %),
oxidu uhli¢itého (35 az 45 %), dusiku (0 az 3 %), vodiku (0 az 1 %) a sulfanu. SloZeni

bioplynu je uvedeno v tabulce €. 1. Metan je nejjednodussi alkan, bezbarvy, netoxicky a bez

zapachu (Travnicek & Kotek 2015).
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Tabulka €. 1. Slozeni bioplynu (Balat & Balat 2009).

Metan (CHa) 55-65
Oxid uhli¢ity (CO2) 35-45
Sulfan (H2S) 0-1
Dusik 0-3
Vodik 0-1
Kyslik 0-2
Amoniak 0-1

Slozeni bioplynu zavisi na typu suroviny podrobené procesu rozkladu a podminkéach procesu
(Zieminski & Frac 2012). Mudhoo (2012) taktéz upozoriiuje na fakt, ze kompozice substratu
je hlavnim faktorem pfi uréovani vytézku metanu a rychlosti produkce metanu z anaerobniho
rozkladu. Cim vice biologicky odbouratelného substratu, tim vys§i je vytézek plynu ze
systému.

Kaéra et al. (2007) uvadi dvé klicové vlastnosti bioplynu. Prvni z nich je vyhievnost. Hodnota
vyhievnosti bioplynu je urCena obsahem metanu. Ostatni minoritni plyny v bioplynu maji
prakticky zanedbatelny energeticky vyznam. Druhou vlastnosti je hranice zapalnosti. Hranice
zépalnosti metanu ve smési se vzduchem je 5-15 % objemovych. Tato koncentrace metanu jiz
tvofi vybuSnou smés. Zapalna teplota bioplynu, respektivé metanu se pohybuje v oblasti
650-750 °C. Bioplyn je tézs8i nez vzduch a je pro Zivocichy i ¢lovéka jedovaty.

Straka et al. (2006) uvadi, ze chemicka skladba minoritnich komponentti bioplynu je velice
pestra. Piimési dalSich minoritnich plyni mohou signalizovat pfitomnost nékterych
chemickych prvkil v materialu nebo poruchy pribéhu anaerobni fermentace. Napiiklad
vysoky obsah oxidu uhli¢itého znamend, Ze nebyly vytvofeny optimalni podminky pro
anaerobni fermentaci. Vyss§i obsah kysliku poukazuje na zavzdusnovani pracovniho prostoru,
coz je nezadouci stav z hlediska bezpecnosti. Pokud je v bioplynu pfitomen vodik, neméni se
jeho energetické vlastnosti. Poukazuje to vSak na fakt, ze byla naruSena rovnovdha mezi
acidogenni a metanogenni fazi (nejCastéji zpisobeno nadmérnym zatizenim reaktoru). Pfi

vys$§im obsahu sulfanu dochdzi k potizim pii kone¢ném vyuziti bioplynu (Kara et al. 2007).
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3.1.4 Vyuziti bioplynu

Bioplyn ma fadu moznosti pro konecné vyuziti. Tradi¢né byl bioplyn uzivan jako palivo pro
kotle k wvyrobé¢ tepla, nebo kogeneraci tepla a elektrické energie v zafizenich pro
kombinovanou vyrobu tepla i elektfiny (CHP- combined heat and power). V elektrarnach na
vyrobu tepla a elektfiny je elektrickd energie vyrdbéna spalovanim paliva (zemni plyn,
bioplyn). Nasledné se vyuziva jednotka rekuperace tepla k zachycovani tepla ze spalovaciho
systému. Toto teplo mize byt pifeménéno na uziteCnou tepelnou energii, obvykle ve forme
pary a horké vody. Systémy pro kombinovanou vyrobu tepla a elektfiny jsou standardné
vybaveny Ctyftaktnim nebo vznétovym motorem. Bioplyn muize byt také pouzit v kotli k
vyrob¢ pary. Slouzi k pohonu motorii nebo turbin (Wellinger et al. 2013).

Aby mohl byt bioplyn pouzit jako ndhrada za zemni plyn, musi byt zbaven nezédoucich
slozek, kterymi jsou predevsim sulfan, oxid uhli¢ity a voda. V redlném provozu jsou ovéieny
a pouzivany metody zaloZené zejména na absorpénim a na adsorpénim principu. Dalsi
perspektivni metodou se jevi membranova separace (Cermakova 2009). Pokud je bioplyn
zpracovan na biometan s piiblizné 98% obsahem metanu v zafizeni na Gpravu bioplynu, ma
biometan stejné vlastnosti jako zemni plyn (Wellinger 2013).

Jako dal§i z moznosti pro vyuziti bioplynu se jevi aplikace kombinovanych technologii
chlazeni, vytapéni a vyroby energie znama jako trigeneracni systém. Tento systém je pohanén
bioplynem jako obnovitelnym zdrojem energie za produkce tepla, chladu a elektrické energie

(Leonzio 2018).

3.2 Parametry ovliviiujici proces

Aspekty ovliviiujici proces vyroby bioplynu jsou neustidle piedmétem zkouméni. Tvorba
bioplynu, ktery ma byt pouzit pro vyrobu obnovitelné energie, spoCiva ve stabilnim a
konzistentnim provoznim vykonu fermentoru, pifi co nejvy$§i mozné vykonnosti
(Zhang et al. 2016). Abychom mohli provadét efektivni fizeni a kontrolu procesu, je zapotiebi
hlidat urcité parametry fermenta¢niho procesu (Kratochvilova et al. 2009).

Mikrobidlni spolecenstvi v procesu anaerobni fermentace je sloZzeno z nékolika skupin
mikroorganismu, které Ziji synergicky ¢i antagonisticky. To vede k riznym reakcim na zmény
prostiedi, v némz se nachdzi. Kdyz je Cinnost jedné skupiny mikroorganisml potlacena,
ovlivni to rtst skupiny mikroorganisml na ni navazujici. Mikrobialni populace se méni, coz

muze snizit ucinnost procesu, piipadné jej i1 zastavit (Kiran et al. 2016). Vzhledem ke

slozitosti procesii anaerobni fermentace byly analyzovany a popsdny mnohé faktory
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ovlivityjici vykon anaerobniho fermentoru.

Ty Ize rozdélit do tii hlavnich tfid:

e charakteristiky vstupni suroviny
e konstrukce reaktoru

e provozni podminky (Krishna 2013).

Mezi provozni podminky ovlivitujici proces muzeme zaradit: nutnost dosazeni anaerobnich
podminek, teplotu, michdni, pH, zatiZzeni organickymi latkami, obsah niz§ich mastnych
kyselin, dostupnost mikro a stopovych zivin, pomér uhlikatych a dusikatych latek a

pritomnost toxickych latek (Bajpai 2017).

3.2.1 Teplota

Dle Dobre et al. (2014) je za jeden z hlavnich faktori ovliviiyjicich proces anaerobni
fermentace povazovana teplota. V zavislosti na teploté¢ reakéniho média jsou urcité skupiny
mikroorganismt stimulovdny, jiné inhibovany, coz vyvolava rizné stupné¢ biologické
rozlozitelnosti organickych latek a ovliviiuje mnoZzstvi a kvalitu vyrobeného bioplynu.
Rychlost tvorby bioplynu se s rostouci teplotou zvysuje, ale mnozstvi produkovaného metanu
se snizuje. Bylo zjisténo, ze teplota mezi 30 © C a 35 ° C je nejefektivnéjsi pro stabilni a
kontinudlni vyrobu metanu. Neni-li tento rozsah udrzovén, vyrobeny bioplyn bude obsahovat
vy$§i procento oxidu uhli¢itého a dalSich plynii (Baweja et al. 2018). Bakterie podilejici se na
rozkladu Ize na zaklad¢ jejich tepelného optima rozdélit do tii skupin, a to na psychrofilni
(5-15°C), mezofilni (35-40°C) a termofilni (50-65°C) (Kratochvilova et al. 2009). S teplotou
uzce souvisi 1 vliv tlaku, ten v§ak nebyl pfedmétem rozséhlych vyzkumii. Byla ov§em ovéfena

vysoka tolerantnost metanogent viici tlakovym podminkam (Straka et al. 2006).

3.2.2 pH

Dalsi faktor, jenz musi byt konstantné sledovéan a pfipadné i regulovan je hodnota pH. Rozsah
piijatelného pH je teoreticky vrozmezi od 5,5 do 8,5. Pro vétSinu metanogenti je vsSak
optimalni rozmezi pH mezi 6,7 a 7,4 (Balat & Balat 2009). Hodnota pH zévisi na charakteru
chemickych latek vyskytujicich se ve fermentoru, na neutraliza¢ni kapacit¢ smési a na
prabéhu biochemickych procest. Pti poklesu pH se produkce plynu zpomaluje a mtze dojit k

akumulaci kyselin (Baweja et al. 2018).

16



3.2.3 Zatizeni organickymi latkami

Zatizeni  fermentoru organickymi latkami je jednim z dilezitych  parametra
(Baweja et al. 2018). Nizsi zatiZzeni snizuje produkci bioplynu a je také nevyhodné z hlediska
ekonomiky provozu. Naopak pii nadmérném zatizeni hrozi riziko hromadéni nizSich
mastnych kyselin v systému, coz Cini prostfedi ve fermentoru toxickym a vede k selhani
fermentoru (Paul & Roy 2018). Dé&je se tak v dasledku zvySené tvorby mastnych kyselin,
které nasledné snizuji hodnotu pH (Kwietniewska & Tys 2014).

3.2.4 Pomér C:N

Pro efektivni fungovani systému je nutné zachovat spravny pomér uhlikatych a dusikatych
latek v substratu. Obecné bylo zjiSténo, ze béhem anaerobni fermentace vyuzivaji
mikroorganismy uhlik 25-30krat rychleji nez dusik. Abychom splnili tento pozadavek,
potfebuji mikroorganismy pomér uhliku a dusiku 20-30:1 (Balat & Balat 2009). Vysoky
pomér C:N ma za nasledek nizS§i produkci bioplynu a to diky rychlé spotiebé dusiku
metanogeny. Na druhou stranu niz8§i pomér C:N zptsobuje akumulaci amoniaku, ktery je pro
metanogeny toxicky. Optimalniho poméru lze dosdhnout michdnim materidlti s vysokym a

nizkym pomérem C:N (Baweja et al. 2018).

A4

3.2.5 Nizsi mastné kyseliny

Niz§i mastné kyseliny jsou diilezitymi meziprodukty anaerobni fermentace. Radime mezi né
organické kyseliny o poc¢tu atomt uhliku 1-6 (C;-Cs). Tvorba niz§ich mastnych kyselin
(NMK) probiha v acidogenezi a acetogenezi. Jejich zvySena tvorba tzce souvisi s hodnotou

pH, ktera v disledku hromadéni kyselin klesa pod optimalni hranici (Paul & Roy 2018).

3.2.6 Michani objemu reaktoru

Michani je dilezitou funk¢éni charakteristikou anaerobnich fermentorti. Nedostatecné
promichéni vede k nésledujicim problémlim- nerovnomérné rozlozeni substratii, enzymu a
mikroorganismil, neuplnd stabilizace substratu a snizeni produkce metanu (Bajpai 2017).
Ptili§ intenzivni michani mikroorganismy stresuje, na druhou stranu jeho absence vede

k pénéni (Adekunle & Okolie 2015).

3.2.7 Pritomnost inhibi¢nich slou¢enin

Metanogenni mikroorganismy v anaerobnich systémech jsou vétSinou citlivé na pfitomnost

toxickych sloucenin, coz znamenda zasadni omezeni procesu. Tyto inhibi¢ni latky mohou byt
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pfi¢inou naruSeni nebo selhani anaerobniho fermentoru (Bajpai 2017). Obvykle zahrnuji
amoniak, slou¢eniny siry, ionty lehkych kovi, ionty tézkych kovi a nékteré organické latky
(Chen et al. 2008). Podrobnym piehledem inhibi¢nich vlivii prvki se ve své studii zabyva
Chen (2014). Toxikanty déli na organické (chlorfenoly, halogenované alifatické latky a

mastné kyseliny s dlouhym fetézcem) a anorganické latky (amoniak, sulfidy a tézké kovy).

3.2.8 Ziviny a stopové prvky

Mikroorganismy vyzaduji pro svijj rust a stabilitu fadu prvka, resp. zivin. V piipad¢ absence
zivin je nutné zvazit jejich doplnéni pro spravnou funkci systému. Dusik, fosfor, vapnik, sira,
hoi¢ik, draslik a stopové prvky jako je nikl, Zelezo, zinek, kobalt, méd’” a mangan jsou
dalezitymi zivinami. Pfidani téchto zivin vede v pfipad¢ jejich nedostatku v ptivodnim
substratu ke zlepSeni vykonu fermentoru a vysledkem je wvysSi produkce metanu
(Baweja 2018). Detailnimu vyznamu a funkci jednotlivych prvkll v procesu anaerobni

fermentace je v€novana kapitola 3.3.

3.3 Vyznam a funkce vybranych chemickych prvkiu

Mezi zékladni stopové prvky uvedené v literatute patii nikl (Ni), kobalt (Co), molybden (Mo),
zelezo (Fe), selen (Se) a wolfram (W) pro metanogeny a zinek (Zn) a mangan (Mn) pro
hydrolytické bakterie. Nedostatek téchto zdkladnich prvkd muaze ovlivnit funkci a aktivitu
kli¢ovych enzymili mikroorganismt zainteresovanych v procesu, zménit podminky prostredi a
vést k selhani fermentoru. Mozny vliv stopovych prvkii na anaerobni fermentaci zavisi na
podminkach prostiedi, jejich obsahu v substratech, biologické dostupnosti a aktivité
mikroorganismtl (Wu et al. 2018). Kromé¢ toho by nékteré stopové prvky mohly podporovat
produkci metanu, ovlivnit vykonnost systému a miru konverze biomasy. Dosud zvefejnéné
zpravy se vsak primarné zaméiuji na vliv jediného prvku na fermentaci. Dilezitou roli vSak
hraji i rizné kombinace vybranych prvki (Zhang et al. 2016). Zkoumani mechanismu a
funkce stopovych prvkl v procesu anaerobni fermentace se dostdva do popiedi. Piedevsim je
vyzkum zaméfen na zpisob jejich vyuziti, coz je pro skutecné aplikace velice dulezité

(Ye et al. 2018). Prehled zakladnich funkci vybranych prvki je uveden v tabulce €. 2.
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Tabulka ¢. 2. Zakladni funkce vybranych prvkl (Matheri et al. 2016).

Prvek Funkce v buiikich mikroorganismi

Bor (B) kofaktor enzymu

Vapnik (Ca) toxickych ucinki jinych kovl

Chrom (Cr) metabolismus glukézy

Kobalt (Co) soucast enzym, inhibitor metabolismu

Med' (Cu) soucast enzymd, inhibitor metabolismu, sniZeni toxicity jinych kovi
Zelezo (Fe) akceptor elektronti, redoxni reakce

Horcik (Mg) enzymovy aktivator

Mangan (Mn) reakce, kofaktor enzymu

Molybden (Mo) | kofaktor enzymd, inhibitor sirnych bakterii

Nikl (Ni) syntéza koenzymu, kofaktor uredzy
Selen (Se) hydrogenaza v bakteriich produkujicich metan
Sira (S) kofaktor enzym1, soucast bilkovin, meziprodukt metabolismu
soucast enzymt, stimuldtor bunééného ristu, hydrogenaza v bakteriich
Zinek (Zn) .
produkujicich metan
3.3.1 Selen

Selen je jeden ze stopovych prvki, ktery se v procesu anaerobni fermentace ukazal jako
stézejni. Je dulezitou mikrozivinou pro mikroorganismy, uplatiiuje se pii tvorbé
selenoproteini. Pfidani selenu do procesu anaerobni fermentace vede ke zlepSeni jeho
ucinnosti a musi byt presné propocteno (Jain & Hullebusch 2015). Biologickd dostupnost a
toxicita zavisi na chemické formé, ve které se vyskytuje a na davkovani (Lenz & Lens 2009).
Selen je slozkou nékolika anaerobnich mikrobialnich enzymt a nékterych mikrobialnich
nukleovych kyselin. Obvyklym enzymem obsahujicim selen je format dehydrogenasa (FDH).
Enzymy zavislé na selenu maji tendenci byt velmi reaktivni pii neutrdlnim pH, vyskytuji se
pii nizkém redox potencialu a mohou pomdahat metabolizovat mastné Kkyseliny

(Kayhanian & Rich 1995).
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3.3.2 Molybden

Molybden je taktéz soucasti mnoha dilezitych enzymii. Nicméné, miize také inhibovat
sulfatredukujici  bakterie, coz omezuje tvorbu sulfidi pfi anaerobni fermentaci
(Wu et al. 2016). Molybden je pfitomen v enzymu FDH, ktery katalyzuje oxidaci propionatu.
Enzym molibdenu se syntetizuje pouze tehdy, kdyz je molybden pfitomen v systému. Bylo
prokdzédno, ze molybden a wolfram jsou potieba pro redukci CO, na CHs

(Myszograj et al. 2018).

3.3.3 Zelezo

Zelezo se stalo jednou z nejvyznamnéjsich piisad pro zlep$eni vykonu anaerobni fermentace,
diky svym vodivym vlastnostem a nizké cené (Romero-Giiiza et al. 2016). Zelezo hraje v
anaerobnich procesech vyznamnou roli, pfedev§im diky své extrémné velké redukéni
kapacité. Pomaha aktivovat fadu enzymi. Kromé toho mulze Zelezo vytvaret sulfidové
srazeniny a podporovat vyluCovani extraceluarnich polymeri (Kayhanian & Rich 1995).
Vyznam zeleza zévisi na jeho redoxnich vlastnostech a na jeho zapojeni do energetického
metabolismu. PouZzivé se v dopravnim systému metanogennich bakterii pro konverzi CO; na
CHa4. Také plsobi jako vazebnd slozka pii srédzeni sulfidi. M4 vyznam také pii snizovani

obsahu sirovodiku v bioplynu (Myszograj et al. 2018).

3.3.4 Wolfram

Wolfram se nachdzi, stejné¢ jako molybden a selen, v enzymech, jako je FDH. Nckteré
metanogenni mikroorganismy jej obsahuji. Enzym obsahujici wolfram je syntetizovan, kdyz

je k dispozici bud’ wolfram, nebo molybden (Myszograj et al. 2018).

3.3.5 Nikl

Mnoho anaerobnich mikroorganismu je zavislych na niklu, pokud jsou oxid uhlicity a vodik
jejich jedinym zdrojem energie. VéEtSina niklu je pfevzata bunikami ve slouceniné s nazvem F-
faktor 430 (F430). F430 byl nalezen u vSech metanogennich mikroorganismti, které byly kdy
zkoumany. Navic CODH (enzym oxidu uhelnatého dehydrogenazy) je protein obsahujici nikl
a mize pomoci redukovat siru. Metanogeny obsahuji neobvykly Ni-tetrapyrrol piisobici v
poslednim kroku tvorby metanu (Wu et al. 2016). Uloha niklu v metanogenezi souvisi s
nasledujicimi enzymy: CODH, methylreduktasou, hydrogendzami a syntézou F430. Nikl je
vyznamnou soucasti roztoku prvki, které se vyuZzivaji pro zlepSeni stability procesu anaerobni

fermentace (Myszograj et al. 2018).
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3.3.6 Kobalt

Kobalt je pfitomen ve specifickych enzymech a korinoidech (nadzev skupiny vitamint B12). Je
zapotiebi pro syntézu vitaminu Bi> (kyanobalamin) a aktivuje karboxypeptidazu. Je znamo, ze
korinoid, jako je vitamin Bi2, obsahujici kobaltovy iont, se vdZze na koenzym M (CoM)
metylazu. Je nezbytny pro enzym methyltransferasu, ktery katalyzuje pienos jedné methylové
skupiny. Obvykly enzym oxidu uhelnatého dehydrogenazy (CODH) pouziva kobalt takeé.
CODH hraje zasadni roli v acetogennim procesu. Nékteré laboratorni testy potvrdily pozitivni
vliv pfidavani kobaltu na metanogenezi (Myszograj et al. 2018). To je ve shodé
s Wu et al. (2016), kteti taktéz vyzdvihuji dilezitost kobaltu ve specifickych enzymech. Také

upozoriuji na jeho zdsadni roli pii tvorb¢ acetatu.

3.3.7 Zinek

Zinek je ptfitomen v pomérné vysokych koncentracich v téle mnoha metanogent. Mize byt
povazovan za katalyzator, ktery funguje v mnoha enzymatickych procesech (Wu et al. 2016).
Ackoli je zinek soucasti enzymd, jako je FDH, superoxid dismutdza (SODM) a hydrogenaza,

dosud se neprokazalo, ze hraje klicovou roli v procesu metanogeneze (Myszograj et al. 2018).

3.3.8 Méd

Uloha médi v metanogenezi je pfedmétem zkoumani. M&d’ byla zjisténa v buitkach mnoha
kmenii metanogennich mikroorganismii, ale nebylo zjiSténo, Ze by doslo k vyraznému
stimulaénimu éinku na vyrobu bioplynu. Uginek médi v metanogenezi byl studovan pouze
v souvislosti s doplnénim meédi, jako soucésti smési s jinymi prvky. V soucasné dobé neni

mozné s jistotou porozumét roli medi pii vyrob¢ bioplynu (Myszograj et al. 2018).

3.3.9 Barium

Ptidavek baria byl zkouman ve studii Wyman et al. (2019). Jeho pfidani modifikovalo
chemickou rovnovahu zkoumaného systému zménou rozpustnosti nékterych stopovych prvki
a tim 1 jejich biologické dostupnosti. Nejvyssi odchylka byla zjiSténa v rozpustnosti zinku,
kterd se zvySovala s nariistem mnozstvi baria. Hydrolytickd aktivita byla ovlivnéna pfi
davkach vyssich nez 200 mg/l, zatimco degradace celulézy byla inhibovéna pifi davkach
2000 mg/l. U¢inky piidani baria byly pouze na hydrolytickou aktivitu a nebyly zjistény zadné
ucinky v nasledujicich anaerobnich krocich. Znalost role baria je diilezita v tom, ze ptispiva k

pochopeni procesu a dynamiky chemické rovnovahy v anaerobnim systému.
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3.3.10 Hoi¢ik a Mangan

Mangan stabilizuje tvorbu ezymu methyltransferazy v mikroorganismech produkujicich
metan a pisobi jako akceptor elektronu pii anaerobnich respiranich procesech. Je cCasto
zaménitelny s hot¢ikem v kindzovych reakcich. Neni dosud zcela jasné, zda mé koncentrace
téchto kovil zasadnéjsi vliv na pribeh anaerobni fermentace. Stejné jako u médi byly role
manganu a hot¢iku v metanogenezi studovany pouze doplnénim ve smésich s dal§imi prvky

(Myszograj et al. 2018).

3.4 Pozadavky na Ziviny v procesu anaerobni fermentace

Koncentrace zivin potfebna v procesu anaerobni fermentace se miize vyrazné liSit v zévislosti
na provozni teploté (mezofilni nebo termofilni), druhu substritu a také typu metanogent
(Takashima et al. 2011). Tabulka ¢. 3 zobrazuje ,idedlni” zastoupeni zivin, véetné moznych

forem doplnéni, v ptipad¢ jejich nedostatku (Krishna 2013).
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Tabulka ¢. 3. Koncentrace zivin, potfebnd pro uspokojivy pribéh anaerobni fermentace

(Krishna 2013).

Makronutrienty
Dusik 5-15 50 NH3, NH4Cl, NHsHCO;
Fosfor 0,8-2,5 10 NaH,POq4
Sira 1-3 5 MgS0,4.7H20
Mikronutrienty
Zelezo 0,03 10 FeCl,.4H,0
Kobalt 0,003 0,02 CoCL.2H,O
Nikl 0,004 0,02 NiCL.6H20
Zinek 0,02 0,02 ZnCl,
Méd 0,004 0,02 CuCl,.2H,O
Mangan 0,004 0,02 MnCl,.4H,O
Molybden 0,004 0,05 NaMo04.2H,0
Selen 0,004 0,08 NaySeO;
Wolfram 0,004 0,02 NawO04.2H,O
Bor 0,004 0,02 H3BO3
Bézné kationty
Sodik X 100-200 NaCl, NaHCO3
Draslik X 200-400 KCl1
Vapnik X 100-200 CaCl.2H,O
Hoi¢ik X 75-250 MgCl,
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3.5 Inhibié¢ni vliv nedostatku prvki

Anaerobni fermentace je proces, ktery zahrnuje velké mnozstvi chemickych, biochemickych a
mikrobiologickych reakci. Jako biologicky proces vyzaduje piitomnost chemickych prvka, jez
zastavaji funkci makro a mikrozivin. Chemické prvky jsou nezbytné pro optimalni rist a
vyvoj mikroorganismll. Spravny pomér zivin, stejné jako biologicka dostupnost Zivin, je
nezbytna pro spravnou funkci fermentort a stabilitu procesu. V souladu s tim bylo prokazano,
ze pridavek urcitych prvkl do vstupni suroviny tizce souvisi se zvySenim produkce bioplynu
(Ward et al. 2008). Doplnéni mikronutrientti v piipadé jejich nedostatecného zastoupeni
ptispiva ke stabilit¢ procesu a uspoie energie (Sudrez et al. 2014). Kovy jsou duilezité ve
vSech biochemickych procesech jakéhokoliv zivého organismu. Z 95 pfirozené¢ se
vyskytujicich prvka periodické tabulky mé& minimaln¢ 25 zakladni biologickou funkci.
V poslednich letech se ptitomnosti mikroprvkd v pribéhu procesu anaerobni fermentace
vénuje stale vétsi pozornost. Ukdzalo se, ze pfisun mikronutrientt je dilezity pro stabilizaci a
optimalizaci produkce bioplynu. V systémech s niz§i koncentraci mikroprvki, ¢i jejich uplnou
absenci neprobiha tvorba bioplynu uspokojivé (Menon et al. 2017). Biologicka dostupnost,
jak makro, tak mikro prvklt ma vliv na mikrobialni slozeni a ptevladajici procesy ve
fermentoru. Vyzva a do znacné miry nepoznand oblast vyzkumu v oblasti anaerobni
fermentace spociva v pochopeni roli stopovych prvki pti vyrobé bioplynu. Jedna se hlavné o
mezery ve znalostech zahrnujicich chemii kovi, fyzikélni interakce kovl a pevnych latek,
mikrobiologii a optimalizaci technologii (Fermoso et al. 2015). Obecné je nutno se timto
problémem zabyvat predevSim v zatfizenich, kde je jako vstupni surovina vyuzivan pouze
jeden druh substratu. Zde je predpoklad nerovnovahy zivin a v dasledku toho nizsi tvorba
bioplynu. Mlizeme sem zaradit systémy, kde je jako substrat vyuzivan pouze zivocisny hntj,
pouze organicka frakce komunalnich odpadi, ¢i odpady z jatek nemichané s jinymi substraty
(Xu et al. 2018). Fermoso et al. (2015) uvadi, Ze navzdory celkové stoupajicimu z4jmu o
vyrobu bioplynu z obnovitelnych zdroji, je problematice inhibice procesu nedostatkem
mikrozivin vénovdna mensi pozornost. Dostupnost stopovych kovl jako mikrozivin hraje
bezpochyby velmi vyznamnou roli ve vykonu a stalosti fermentort. V zafizenich, jez
zpracovavaji jako vyhradni substrat energetické plodiny, Zivocisné exkrementy, zbytky
plodin, organickou frakci komunalniho tuhého odpadu nebo jakykoliv jiny typ organického
odpadu fesime stejné problémy. Pozadavky fermentori na pfitomnost stopovych kovl jsou
Casto v literatufe opominany (Demirel & Scherer 2011). Vyroba bioplynu, stejné jako

ucinnost procesu anaerobni fermentace zavisi na substratech, které maji byt fermentovany.
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Nicméné je tfeba vzit v uvahu i fakt, Ze u nékterych prvkl se s problémy muizeme setkat pii

jejich nizké, ale 1 pfili§ vysoké koncentraci (Myszograj et al. 2018).

3.5.1 Zarizeni zpracovavajici energetické plodiny

Jak jiz bylo zminéno, s niz§imi koncentracemi stopovych prvki se setkavame v zatizenich, jez
zpracovavaji jako jediny substrat energetické plodiny. Zde je primérni vstupni surovinou
mono-substrat. Jako pfiklad Ize uvést mono-fermentaci za pouziti krmné fepy, cukrové fepy,
¢iroku ¢i1 sildzni kukufice. Z téchto plodin je prednostné vyuzivana silazni kukufice, z divodu
jejiho vétsiho vytézku metanu na hektar. U téchto plodin jsou koncentrace nékterych prvka
nizké ¢i nulové jiz pii vstupu. V piipadé silazni kukufice se zpravidla setkdvame predevSim
s nedostatkem niklu a kobaltu (Evranos & Demirel 2015). Pobeheim et al. (2010) zkoumali
ucinek ptidani smési stopovych prvkil v reaktorech, kde byla hlavni vstupni surovinou silazni
kukufice. Duraz byl kladen ptfedev§im na doplnéni niklu, kobaltu a molybdenu. Z vysledkt
bylo zfejmé, Zze po pfidani smési stopovych prvkl s vy$Sim obsahem niklu a kobaltu se
vytézek metanu zvysil az o 30 %. V pfipadé samotného molybdenu nebylo zvySeni
zaznamenano. Jako nejvhodnéjsi se jevil piidavek 10,6 uM/kg suSiny zpracovavaného
substratu s vytézkem metanu 407 l/kg suSiny v pfipadé niklu a 2 uM kobaltu/kg suSiny
s vytézkem 371 l/kg suSiny. Uplna eliminace niklu z roztoku prvkd vyrazné sniZila tvorbu
metanu a stabilitu fermentoru. Vyznam niklu a kobaltu byl prokdzan 1 ve studii
Pobeheim et al. (2011). Pfedmétem zkoumani byl taktéz reaktor pracujici se silazni kukufici.
Bylo zjisténo, Ze pii nizSich koncentracich niklu a kobaltu dochazi ke zvySené¢ akumulaci
organickych kyselin a poklesu pH. Zna¢ny vliv mély zvlasté koncentrace niklu pod 0,1 mg/kg
Cerstvého substratu a celkové koncentrace kobaltu pod 0,02 mg/kg. Narra et al. (2016)
studovali anaerobni fermentaci ryZzové slamy s vysokym obsahem pevnych latek. Vykonnost
byla monitorovana vice nez 6 mésici. Byla zaznamenana pftiblizné¢ o 40 % vyssi produkce
bioplynu v disledku zvyseni koncentrace niklu a kobaltu ptidavkem 15 (Ni) a 10 (Co) mg/kg

suSiny slamy.

3.5.2 Zarizeni zpracovavajici organickou frakci komunalniho odpadu

Potravinovy odpad a kuchyiisky odpad obecné obsahuji nizké koncentrace stopovych prvki,
predevsim kobaltu, niklu, selenu, molybdenu a wolframu (Facchin et al. 2013). Je-li
potravinovy odpad pouzit jako jediny substrat, je nutno doplnit mikroziviny, aby se predeslo
porucham fermentoru (Xu et al. 2018). Existuje velké mnozstvi studii, které potvrzuji

klicovou roli stopovych prvkil v procesu zpracovani odpadi z potravin. Pfidani stopovych
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prvkit méa vyrazny vliv na stabilitu procesu (Zhang et al. 2015). Menon et al. (2017) se
zabyvali zvySenim produktivity bioplynu dvoufdzové termofilni anaerobni fermentace. Jako
substrat byl pouzit potravinovy odpad. Byl zkouman vliv ptidavku 4 prvka- vapniku, hot¢iku,
kobaltu a niklu. Bylo zjiSténo, ze ptidavek téchto prvkt by mohl zvysit produkci metanu a
stabilizovat metanogenni fazi procesu anaerobniho rozkladu. Ve vétsingé ptipadi tyto prvky
nejsou pritomny v optimalnich koncentracich, a proto proces obvykle funguje v
suboptimalnich rychlostech nebo dokonce selze. Zhang et al. (2012) spojuji klesajici
vykonnost procesu s nizkou hladinou kobaltu, zeleza, niklu a molybdenu. Bylo potvrzeno, ze
doplnénim roztoku s pfitomnosti zminénych prvkll se situace vyrazn¢ zlepsila.
Facchin et al. (2013) poukazuji na diilezitost kobaltu, molybdenu, selenu, niklu a wolframu.
Z vysledki provedené studie plyne, Ze vysSSi koncentrace selenu a molybdenu zvysily
produkci metanu o 30 az 40 %. Doplnéni smési kobaltu, niklu, molybdenu a wolframu
dokonce o0 45 - 65%. Ve Svédsku byl zkouman vliv piidavani stopovych prvkil v riiznych
kombinacich pii anaerobni fermentaci organické frakce tuhych komunalnich odpadi. Ty jsou
charakteristické vysokymi obsahy bilkovin a tukti. Pro optimalni degradaci tukii a bilkovin je
tteba zajistit spravny rist acetogenii a metanogend. Spravna koncentrace niklu, Zeleza a
kobaltu je pro organismy nezbytnd. Tento pfedpoklad byl potvrzen a zaroven bylo jako

nejucinnéjsi vyhodnoceno podavani kombinace vSech tii prvki (Moestedt et al. 2016).

3.5.3 Zarizeni zpracovavajici exkrementy a odpady z jatek

Mono-fermentace ZzivociSného hnoje zplsobuje nerovnovahu zivin a nizkou produkei
bioplynu. I zde je pro zvySeni ucinnosti procesu potfeba doplnéni stopovych kovi
(Xu et al. 2018). Moestedt et al. (2016) se zabyvali pfiddnim stopovych prvka v piipadé
mono-fermentace odpadu z jatek. Ve studii bylo zjisténo, Ze absence niklu, kobaltu a Zeleza
ma znacny vliv na pribéh procesu. To potvrzuji vysledky studie Ortner et al. (2015), ktefi se
také zabyvali optimdlnimi podminkami pro zpracovani odpadl z jatek. I zde je zdiraznéna
absence stopovych prvka v daném typu substratu a nutnost jejich dodani je predpokladem

spravn¢ fungujiciho systému.
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3.6 Dostupna resSeni

Jednou z moznosti, jak doplnit potfebné mnozstvi stopovych kovii je jejich piidani do procesu
anaerobni fermentace, nejcastéji ve forme soli. Kovy mohou byt ddvkovany bud’ jednotlivé, ¢i
ve smésich (Thanh et al. 2016).

Namisto davkovani chemickych forem prvki do fermentoru je mozno vyuzit substraty bohaté
na stopové kovy (Choong et al. 2016). Michani substrati se jevi jako perspektivni moznost
(Ye et al. 2018). Naptiklad Ratanatamskul et al. (2015) se zabyva pridavanim kali z Cistiren
odpadnich vod nebo vyluht ze skladek. V téchto ptipadech je nutna ptedevSim znalost jejich
sloZeni a pfesné¢ vypoctena davka. Pfi vysSich davkach hrozi zvySend koncentrace rizikovych
latek v digestatu, resp. fugatu, ktery je dale vyuzivan jako organické hnojivo. V obou
piipadech bylo potvrzeno, Ze jejich spolecna fermentace s odpady snizkym obsahem
stopovych kovii kompenzuje nedostatek stopovych kovii. To je ve shod¢ s Liao et al. (2014),
ktefi se zabyvali michanim potravinového odpadu se sklddkovymi vyluhy.

Gonzales- Suarez et al. (2014) se ve své studii zabyvali doplnénim stopovych kovili za icelem
zvySeni vytézku metanu. Jako alternativa klasického doplnéni kovii ve formé soli byly
zvoleny piirodni mineraly s vyS$$im obsahem Zeleza, niklu, manganu a kobaltu. Tato studie
potvrdila, Ze davkovaci strategie mineralu ma stimula¢ni U¢inek na produkci metanu pii
anaerobni fermentaci kukufice. Studie nahrazeni uméle vytvotrenych soli pfirodnimi mineraly
jsou naro¢né. Je nutné odliSovat rizné chemické formy kovii a brat zietel na jejich rtiznou
biologickou dostupnost v procesu anaerobni fermentace. Na druhou stranu je to do budoucna

jedna z perspektivnich moZnosti, jak tento problém fesit bez nutnosti uzivat chemické piisady.
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4 Metodika

Pokus byl zaloZen ve Vyzkumné stanici Ceské zemédélské univerzity, Cerveny Ujezd. Priibéh
anaerobni fermentace byl charakterizovan zejména mnoZstvim vzniklého bioplynu a
zastoupenim metanu v tomto bioplynu. Za uelem sledovani kumulativni produkce bioplynu
byly pouzity jednorazové batch testy (Rosenbegr 2010). Pro meéfeni obsahu metanu

v bioplynu byl vyuzit plynovy chromatograf.

4.1 Zdroj inokula

Testovany byly vzorky z BPS Dievec a Zaboviesky. U BPS Dievec je prabéh anaerobni
fermentace bezproblémovy. Pro provoz jsou vyuzivany pfedev§im kukuficna silaz, kejda a
mrva. Pomocnou surovinou byva také travni senaz. Narozdil od BPS Zaboviesky, kde je jako
jediny substrat vyuzivana kukuficna silaz a silaz c¢iroku. V zafizenich, ktera zpracovavaji
pouze jeden ¢i velmi Uzky okruh substratu chybi potfebné ziviny (viz. kapitola 3.5). Existuje
predpoklad, Ze extrémné nizky obsah vybranych prvkl, ¢i jejich aplna absence vede ke
znacnému zpomaleni procesu a vyznamnému snizeni produkce bioplynu v biologickém
reaktoru BPS Zaboviesky. Cilem pokusu je prokazat zlepSeni priibéhu celého procesu za

pomoci piidavku vybranych prvki.

4.2 Rozdéleni experimentu

Pokus byl realizovan ve dvou sériich. Experiment trval v ptipad¢ obou sérii 40 dnii. Prvni
série slouzila k ovéteni aktivity inokula. Aktivita byla ovéfena se substraty, které jsou pro
mikroorganismy zodpovédné za pribch anaerobni fermentace snadno dostupnym zdrojem
zivin. Jako substrat byla zvolena kyselina octova, kyselina propionova a glukéza. V druhé
sérii bylo ucelem ovéiit efekt vlastniho ptidavku prvkl, konkrétné molybdenu, manganu,
selenu a kobaltu. Testovany byly varianty bez pfidavku prvki a nasledné s piidanim

samotného selenu, kombinace manganu a molybdenu a kombinace manganu, molybdenu a

kobaltu.
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4.3 Priprava materialu pred nasazenim testu

Vzorky byly ponechany v klidu po dobu 10 dni pfi teploté 40 °C za ucelem prob&hnuti
anaerobniho rozkladu zbytkového substratu obsazeného v inokulu a za ucelem separace a
odstranéni bioplynu obsazeného v téchto vzorcich. Inokulum bylo pfed nasazenim testu
rozmixovano za ucelem homogenizace materidlu. Pro rozmixovani inokula byl pouzit mixér
ROBOT COUPE MP 350 V. V. Doba mixovani ¢inila 5 minut, pficemz inokulum bylo
rozmixovano na velikost ¢astic piiblizné€ 3- 4 mm.

Pred nasazenim kazdé série testli byly provedeny zdkladni analyzy- stanoveni suSiny,
organické suSiny, nizSich mastnych kyselin (NMK), amoniakalniho dusiku (N-amon), pH a

pocatecni koncentrace vybranych chemickych prvki.

Tabulka €. 4. Zakladni parametry inokula.

suSina| org.susina |[suma NMK| N-amon

BPS (%) | (% ze susiny)| (mg/l) (/) pH

Zabovresky | ¢ 77.6 301 3.64 8.73
(1. série)

Zabovresky | ¢ 5 77,6 301 3,64 8,73
(2. série)

Drevec | ¢ 55 74,1 220 1,98 7.72
(1. série)
Dievec

2. serie) | 758 78 65 2,61 8,16

Tabulka €. 5 predstavuje pocatecni koncentrace vybranych chemickych prvki v inokulu. Pro
srovnani jsou uvedeny koncentrace prvki z BPS Dievec a Cervené Janovice, kde je pribéh

anaerobni fermentace bezproblémovy.

Tabulka ¢. 5. Koncentrace prvka v inokulu v mg/kg susSiny.

BPS Be | Co | Cu Fe As | Mn | Mo | Ni | Pb | Zn Se
Zabovf*esky 0 03] 27 (2000 1,7 210 2,7 |34 |15 |220| 0,1
Drevec 0,06 | 1,3 | 35 | 1444 | 0,7 | 234 | 1,1 | 6,2 | 2,4 | 226 | 0,6
C. Janovice 0,04 | 1,9 | 82 | 4200 | 0,5 275 | 1,3 |551]09 280 | 0,9
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4.4 Nasazeni testu

4.4.1 Prvni série

Test probihal v 6- ti variantdch s péti opakovanimi. Jako substrat byly vyuzity kyselina
octova, kyselina propionova a glukoza. Substrat byl davkovan v mnozstvi odpovidajicim
pocatecnimu zatizeni 0,2 g CHSK na 1 g organické suSiny inokula spolu s inokulem do
testovacich lahvicek o objemu 120 ml, které byly nésledné doplnény na objem 80 ml
demineralizovanou vodou. Primér mnozstvi z kazdé varianty je uveden v tabulce ¢. 6. U
variant s kyselinou octovou byla provedena uprava pH, aby bylo shodné s pH ve varianté
s glukozou. Bylo ptfidano 1-2 ml roztoku hydroxidu sodného (100 g /1). Pfidani NaOH neni
zahrnuto v celkové hmotnosti. Nasledn¢ byly lahvicky opatieny septem a vickem, hermeticky

uzavieny a kultivovany v termoboxu pii teploté 40 °C.

Tabulka ¢. 6. ZaloZeni pokusu.

. smérodatna .. | smérodatna smérodatna
varianta inokulum odchylka substrat odchylka celkem odchylka
(® (@ (® (@ (® (@)
Jaboviesky+ kys. octovd | 30,0405 | 0,0294 | 03510 | 00025 | 804604 | 03692
Il):fg’if);eji‘f kys. 30,0200 | 00229 | 02452 | 00032 |80,0939 | 0,1221
Zaboviesky+ glukiza 30,0308 | 00215 | 0,4504 | 00010 | 80,9492 | 0,5407
Drevect kys. octovi 200436 | 00340 | 04442 | 00027 |8L1213| 05517
Dievect kys. propionovi | 29,0508 | 00363 | 04412 | 00010 | 804042 | 02657
Drevect glukéza 200709 | 00164 | 04420 | 00009 | 80,5499 | 02617

4.4.2 Druha série

Test probihal v 15- ti variantach se tfemi opakovanimi. Postup zalozeni druhé série testu byl
totozny s prvni sérii. Jako substrat byly vyuzity kyselina octova a gluk6za. Z testu byla
vyfazena varianta s kyselinou propionovou. Pro ptfidani prvki byl ve 250 ml bafice pfipraven
roztok, ktery obsahoval 0,3005 g slouceniny obsahujici Se; 0,0225 g slouceniny obsahujici
Mo; 0,6225 g slouceniny obsahujici Mn a 0,0675 g slouceniny obsahujici Co. Uvedena davka
prvkl se vaze k hmotnosti celé chemické slouceniny. Obsah samotného prvku je dén jeho
hmotnostnim zlomkem v dané sloucenin€. Davka jednotlivych prvkl byla volena tak, aby pro
tyto prvky doslo k navySeni jejich koncentrace na hodnoty uvedené v tabulce ¢. 7. Tyto

hodnoty byly dle zkusSenosti provozovateli BPS identifikovany jako vhodné z hlediska
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optimalni funkce systému (Rosenberg 2019). Chemické formy ptidanych prvka jsou uvedeny
vtabulce ¢. 7. I v této sérii bylo upraveno pH, pfidavek roztoku NaOH je uveden

v tabulce €. 9. Mnozstvi ptfidaného NaOH neni zahrnuto v celkové hmotnosti.

Tabulka ¢. 7. Chemické formy a pozadovana koncentrace piidanych prvk.

Koncentrace
Prvek Chemicka forma
(mg/kg susiny)
Selen Na>SeOs 1,5
Mangan MnSO4*H20 50
Molybden (NH4)6Mo07024*4(H0) 2
Kobalt CoCly 3
Tabulka €. 8. Zalozeni pokusu s pridanim prvkd.
inokulum smérodatna Vzorek smérodatna celkem smérodatna
varianta () odchylka (@ odchylka (@ odchylka
@ @ (€9]
Inokulum Drevec 30,0196 0,0117 0,0000 0,0000 80,6584 0,3044
Drevectkys.octova 30,0277 0,0195 0,3451 0,0012 80,2904 0,0958
Drevec+glukéza 30,0295 0,0204 0,4507 0,0007 80,1913 0,1339
Inokulum Zabovn‘“esky 30,0210 0,0063 0,0000 0,0000 80,2346 0,1574
Zabovf'esky+kys. octova 30,0320 0,0315 0,3498 0,0022 80,3694 0,0766
Zabovf'esky+gluk()za 30,0436 0,0055 0,4510 0,0005 80,2608 0,1444
Zabovf'esky+Se 30,0264 0,0263 0,0000 0,0000 80,4284 0,3009
7. +Se+kys. octova 30,0174 0,0223 0,3523 0,0008 80,3855 0,1904
7. +Se+ glukéza 30,0336 0,0148 0,4506 0,0003 80,2947 0,1131
Z. +Mo+Mn 30,0308 0,0085 0,0000 0,0000 80,3489 0,1570
2+M0+Mn+kys. octova 30,0164 0,0106 0,3493 0,0008 80,3282 0,0959
Z+M0+Mn+gluk()za 30,0287 0,0333 0,4504 0,0005 80,4011 0,0457
Z+Mo+Mn+Co 30,0129 0,0077 0,0000 0,0000 80,2493 0,1249
Z+Mo+Mn+Cotkys. 30,0467 | 0,0171 0.3489 0.0013 | 802871 | 0.1240
octova
Z+M0+Mn+C0+gluk()za 30,0340 0,0215 0,4504 0,0009 80,3855 0,0142
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Tabulka ¢&. 9. Uprava pH.

Varianta NaOH 100 g/1 (ml)
Drevec+kys. octova 1,63
Zaboviesky+kys. octova 1,73
Zabovi‘esky. +Se+kys. octova 1,62
Zaboviesky+Mo+Mn-+Kkys. octova 1,64
Zaboviesky+Mo+Mn+Co-+kys. octova 1,65

4.5 Analyticka stanoveni

4.5.1 Stanoveni suSiny a organické susiny

Do misky z hlinikové folie, pfedem zvézené na analytickych vahach (mi) se pfida cca 30 g
inokula. Nasledné je zvadzena miska 1 se vzorkem (m2). Miska se vzorkem se umisti do
susSarny a vysusSi do konstantni hmotnosti pii 105 °C. Nésledné je umisténa do exsikatoru.

Vysu$ena miska se znovu zvazi (ms) (Svehla 2012).

Celkova suSina je vypoctena podle vztahu:

% suSiny= (m3-m;) / (mp-m;) x 100 (%) (1).

Pro stanoveni organické suSiny ve vzorku se miska 1 se vzorkem zihd do konstantni hmotnosti
v peci pii teploté 550 °C. Po vyzihani a vychladnuti v exsikatoru se miska opét prevazi (ma).

Organicka suSina je vypoctena podle vztahu:

% organické susiny= (m3;-my) / (m3-m;) x 100 (%) (2).
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4.5.2 Stanoveni nizSich mastnych kyselin

Pro stanoveni koncentrace NMK byl pouzit kapalinovy chromatograf s plamenov¢ ioniza¢nim
detektorem TRACE 1310, Termofisher. Zékladni parametry pfistroje: nazev kolony- DB-
FFAP, vyrobce Agilent technologies, délka kolony 30 m, primér kolony 0,25 mm, tloustka
filmu naneseného v koloné 0,25 pm, teplota detektoru 165 °C. Konkrétné byly stanoveny

kyseliny - octova, propionova, maselnd, izomaselna, izovalerova, valerova a kapronova.

4.5.3 Stanoveni amoniakalniho dusiku (N-amon)

Koncentrace amoniakédlniho dusiku byla stanovena indofenolovou metodou pomoci
spektrofotometrickych postupi. M¢éfeni bylo provedeno na spektrofotometru HACH
DR/4000, pii vlnové délce a= 655 nm, v jednocentimetrovych kyvetach. Principem metody je
reakce amoniaku, chlornanu a salicylanu v alkalickém prostfedi za vzniku slouceniny
indofenolového typu. V alkalickém prostiedi dochazi k disociaci této slouceniny na modré
indofenolové barvivo vhodné pro spektrofotometrickd stanoveni. Reakce je katalyzovéna
nitroprusidem sodnym, a jelikoz jeho roztok je zbarven zluté, tak vysledné zbarveni
prométovanych roztokt je zelené. Pro zabranéni rusivého vlivu kationt hoi¢iku a vapniku je
vyuzivan ptidavek citronanu sodného (Horédkova 2000).

Vzorky byly pfedem odstfedény na odstiedivce SIGMA 2-16P. Doba odstfedéni ¢inila 10

minut pii 13 500 otackéach za minutu.

4.5.4 Stanoveni pH

Pro stanoveni hodnoty pH byl pouzit pH metr WTW 3110, elektroda SenTix 21. Elektroda po
ponoieni do vzorku méfi automaticky. Elektrodu je nutno mezi jednotlivymi meétfenimi

oplachnout destilovanou vodou.

4.5.5 Stanoveni koncentrace prvku

Pro stanoveni koncentrace jednotlivych prvki byla pouzita metoda emisni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES). Pfed vlastni analyzou na ICP-OES byl proveden
rozklad digestatu, resp. fugatu. Rozklad prob¢hl v mikrovinném systému ETHOS pii pouziti
vysokotlakého rotoru. Doba trvani rozkladu byla 37 minut pfi zvySujicim se vykonu 800 az
1000 W a teplota rozkladu dosahovala 160 az 210 °C v médiu obsahujicim 8 ml HNO3z a 2 ml
H>05. Poté byla v systému VAC 100 ¢astecné odpatena HNO3 a zbyly roztok byl pfeveden do

zkumavky o objemu 25 ml pomoci demineralizované vody. Takto vznikly roztok byl nasledné
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analyzovan metodou ICP-EOS, nornym plynem byl argon, pfistroj ICP-MS, Agilent 7700x,
Agilent Technologies Inc.

4.5.6 Stanoveni obsahu metanu v bioplynu

Me¢teni obsahu metanu a oxidu uhli¢itého probihalo za pouZiti vysokoucinného plynového
chromatografu Master GC (DANI Instruments a. s.). Zde je vyuzivan teplotné vodivostni
detektor (TCD), nosnym plynem je vodik a pro kalibraci je vyuzivan kalibra¢ni plyn Linde
(smés 60 % CHs a 40 % CO2). Principem metody je rozdé€leni slozek mezi dvé faze — fazi
pohyblivou (mobilni) a fazi nepohyblivou (staciondrni). Diky tomu je nasledné¢ mozné
jednotlivé slozky ze vzorku kvalitativné identifikovat a zaroven i kvantifikovat. Obrazek ¢. 2

schématicky ptfedstavuje plynovy chromatograf.

— g B IEN
- *

U

Obrazek €. 2. Schéma plynové chromatografie (http://www.linde-gas.cz).

V prvni sérii testl byl ur¢en obsah metanu vzdy u tii vzorkid z kazdé¢ varianty. Prvni dva tydny
bylo méteni provedeno dvakrat v prubéhu tydné, poté jednou za tyden. V ptipadé druhé série

testu méteni probihalo vzdy jednou tydné a to u dvou vzorka z kazdé varianty.

4.6 Stanoveni produkce bioplynu

Produkce bioplynu byla méfena pravideln€, z pocatku testu jednou denné, s blizicim se
koncem testu a klesajici produkci bioplynu se frekvence méfeni postupné snizovala. Takto

bylo umoznéno sledovani celkové produkce bioplynu a také jeho pribéh. Metfeni bylo
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provadéno na plynomérné byreté (obrazek ¢. 3). Ta byla naplnéna roztokem neabsorbujicim
slozky bioplynu — ptfedevs§im COa, ktery se ve vodé velmi snadno rozpousti a to ovliviluje

mefeni (je pouzivan roztok NaCl titrovany na methyloranz) (Rosenberg 2010).

1) testovaci nadobka

2) testovand smeés

3) plynovy prostor

4) jehla

AR 5) trojcestny ventil

6) plynomérnd byreta

7) niadobka s uzaviraci kapalinou

- 1

S

Obrazek €. 3. Schéma méteni produkce bioplynu plynomérnou byretou (Rosenberg 2010).

Cela aparatura je slozena z kultivacniho boxu se stalou teplotou 38 - 40°C. V boxu je prostor
pro kultivaci vzorku a pro provadéni méfeni. Samotné méfeni zac¢ind uvolnénim trojcestného
kohoutu tak, aby plyn mifil do byrety a byl uzavien vypustni otvor. Propichne se septum
lahvicky a ¢eka se, az plyn piejde do byrety. Poté se uchopi dé€lici nalevka ze stojanu, rucné se
vyrovna hladina v nadobce s hladinou v byreté¢ a zaznamend se namétend hodnota. Nasledné
se pomoci trojcestného ventilu vypusti plyn a pokracuje se v meéfeni dalSich vzorki
(Rosenberg 2010).

U druhé série experimentil byla zjiStovana také hodnota produkce bioplynu ze substratu (tzv.
¢ista produkce), kterd byla u vzorkl s nadavkovanym substratem zjisténa jako rozdil produkce
bioplynu v pfislusné varianté s ptidavkem daného substratu a ve varianté obsahujici pouze

inokulum bez ptidavku jakéhokoliv substratu.

4.7 Zpracovani dat

Pro zpracovani dat, tvorbu grafi, matematické a statistické operace byl vyuzit program

Microsoft Excel 2007.
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5 Vysledky

5.1 Prvni série

5.1.1 Produkce bioplynu

Na obrazku €. 4 je vyobrazeno srovnani produkce bioplynu z biomasy odebrané¢ v BPS
Dievec a Zaboviesky v zavislosti na pouZitém typu substrati. Nejvyssi produkce byla u obou
BPS zaznamenéna v ptipad¢, kdy byla jako substrat zvolena kyselina propionova. Ktivky se
v tomto piipad¢ piekryvaji. Pfi porovnani produkce bioplynu, kde byla jako substrat zvolena
glukéza, bylo zjisténo, ze v piipadé BPS Zaboviesky je produkce o 43 % niz$i nez u BPS

Drievec. Ve varianté, kde byla jako substrat zvolena kyselina octova je produkce nizsi o 38 %.
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600 -
E 500 -
=]
E\ 400 4 Zaboviesky+kys. propionové
% = = = Zaboviesky+ kys. octové
ﬁ 300 - _- === Zaboviesky+ glukoza
:; ,’ Drievect kys. octova
5 200 + ’I, Drevec+ kys. propionova
R 100 - )/’ Dievec+ glukoza

0 — : : : : |
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
¢as (h)

Obrazek ¢. 4. Kumulativni produkce bioplynu BPS Zaboviesky a Dievec.

5.1.2 Obsah metanu v bioplynu

Z obrazku &. 5 je patrné, Ze v ptipadé BPS Zaboviesky bylo zastoupeni metanu v bioplynu na
zacatku pokusu nulové, narozdil od BPS Dievec, kde byla zaznamenana tvorba metanu jiz
v prvnich dnech (obrazek ¢. 6). Varianta Zaboviesky s kyselinou octovou ve 4. tydnu stoupla
na priblizn¢ stejné hodnoty zastoupeni metanu jako BPS Dievec, viz obrazek ¢. 6. V 5. tydnu
zastoupeni metanu kleslo. V poslednim dnu experimentu se varianty s glukézou a kyselinou

propionovou u obou BPS dostaly na srovnatelné hodnoty zastoupeni metanu.
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Obrézek ¢&. 5. Zastoupeni metanu v bioplynu BPS Zaboviesky.

100
90
80

70— ~ /KN

60 / /

50 / / Kyselina octova

40 / Kyselina propionova

Zastoupeni metanu (%)

30 Glukéza
20
10
0 \ . . \ \
1 8 15 22 29 36
Cas (dny)

Obrazek €. 6. Zastoupeni metanu v bioplynu BPS Dievec.

5.2 Druha série

5.2.1 Produkce bioplynu

Obrazek €. 7 predstavuje kumulativni produkci bioplynu z biomasy odebrané v BPS Dievec
v zavislosti na pouzitém typu substratu.
Obrazky ¢. 8 a 9 predstavuji srovnani produkce bioplynu z biomasy odebrané v BPS Dievec a

Zaboviesky v zavislosti na pouZitém typu substratu s pfidanim vybranych prvki.
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Cista produkce ze substratu v piipadé inokula odebrané¢ho z BPS Dievec &inila 272 ml
v pfipadé kyseliny octové a 366 ml v ptipadé glukozy.

Cista produkce v piipadé inokula odebraného z BPS Zaboviesky ¢&inila 91 ml v piipadé
kyseliny octové a 97 ml v ptipadé¢ glukdzy.
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Obrazek ¢. 7. Kumulativni produkce bioplynu BPS Dievec.
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Obrazek ¢. 8. Kumulativni produkce bioplynu - glukoéza.
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9. Kumulativni produkce bioplynu - kyselina octova.

10, 11 a 12 zobrazuji vliv pfidani konkrétnich prvkli na mnoZzstvi produkovaného
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10. Kumulativni produkce bioplynu - ptidavek selenu.

Po ptidavku selenu ke zvolenym substratim cinila Cista produkce 81 ml v ptipad¢ glukozy a

92 ml v ptipad¢ kyseliny octové.
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Obrazek ¢. 11. Kumulativni produkce bioplynu - ptidavek molybdenu a manganu.

Pfidani kombinace molybdenu a manganu mélo pozitivni vysledek. Ve varianté s glukdzou

Cista produkce Cinila 124 ml, ve varianté s kyselinou octovou 132 ml.
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Obrazek ¢. 12. Kumulativni produkce bioplynu - ptfidavek molybdenu, manganu a kobaltu.

Po ptidani kombinace molybdenu, manganu a kobaltu byla zaznamendna nejvyssi produkce
bioplynu. Ve varianté¢ s glukézou cCinila Cista produkce 408 ml a ve varianté s kyselinou

octovou 140 ml.
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5.2.2 Obsah metanu v bioplynu

Obrazky ¢. 13 a 14 ptedstavuji zastoupeni metanu v bioplynu po pfidani vybranych prvki
v zavislosti na zvoleném typu substratu.

Zastoupeni metanu v bioplynu u variant s inokulem z BPS Dievec se v obou typech substratu
pohybovalo okolo 60 %.

V piipadé inokula z BPS Zaboviesky se po piidavku chemickych prvki ve varianté
s gluk6dzou zastoupeni metanu zvySovalo postupné, pfi¢emz nejvysSiho obsahu metanu bylo
dosazeno po pfidani kombinace vSech 3 prvkl. Ve varianté s kyselinou octovou bylo
vyrazné zlepSeni po ptidani vybranych prvki.

Po pfidani vSech 3 prvkli v kombinaci se susbtratem glukozou se zvysila Cista produkce

bioplynu o 311 ml a zastoupeni metanu na konci testu z 63 % na 81 %.

100

90
70

60 7&,@4 Drevec
50 /

/7 e 7abOVFESKY

40 // e 7aboVviesky+ Se

Zaboviesky+ Mo+ Mn

30
20 - / e /aboviesky+ Mo+ Mn+ Co
. /

1 8 15 22 29 36
Cas (dny)

Zastoupeni metanu (%)

Obrazek ¢. 13. Zastoupeni metanu v bioplynu - glukéza.
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Obrazek €. 14. Zastoupeni metanu v bioplynu - kyselina octova.
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6 Diskuze

Vysledky prvni série testd potvrdily ptedpoklad, Zze v zafizenich, jez zpracovavaji pouze
jediny druh substratu, se potykaji s problémy, jako je vyrazné nizsi produkce bioplynu. Pti
porovnani inokula odebraného v objektech BPS Zaboviesky a BPS Dievec bylo
vypozorovano, ze BPS zpracovavajici pouze sildzni kukufici trpi nedostatkem vybranych
prvkit a produkce bioplynu byla v této souvislosti o 38 — 43 % nizSi (obrazek ¢. 4)
v porovnani s BPS, u které je slozeni substratu rozmanité. To je ve shod¢ s Narra et al. (2016),
kde taktéz zaznamenali rozdil v produkci bioplynu mezi 37 — 46 %. Nebyl zjiStén vyznamny
rozdil mezi vyslednou produkci bioplynu ve varianté s kyselinou octovou a s glukézou. Ve
varianté s kyselinou propionovou bylo piekvapivé dosazeno stejnych hodnot produkce
bioplynu v piipadé inokula zBPS Dievec i Zaboviesky. Vzhledem k faktu, ¢ v BPS
Zaboviesky neprobiha anaerobni fermentace uspokojivé, neni pravdépodobné, Ze by vysledky
mohly byt totozné. Moznou pfi¢inou je zaneseneni zZivin spolu s davkovanym substratem.
V druhé sérii testu byla tato varianta vyfazena a pokracovalo se pouze s kyselinou octovou a
gluko6zou. Zastoupeni metanu v bioplynu bylo v poslednim tydnu méfeni totozné u obou BPS.
V inokulu odebraném v reaktoru BPS Zaboviesky byla naméfena vyssi suma NMK
(tabulka ¢. 4), coz muze mit spojitost s nedostatkem vybranych prvki. Na souvislost mezi
nedostatkem prvkli a hodnotou NMK upozoriiuji ve své praci Paul & Roy (2018), ktefi se
domnivaji, Ze absence prvkll miize mit negativni vliv na tvorbu a dalsi rozklad NMK a proces
muze byt vyrazné zpomalen ¢i inhibovan. Zhang et al. (2015) potvrzuji vliv vybranych prvka
na tvorbu NMK. Kayhanian & Rich (1995) také vyzdvihuji dilezitou roli selenu pii tvorbé
NMK. Jagadabhi et al. (2019) zaznamenali, Ze po suplementaci Zeleza, niklu, kobaltu a
molybdenu klesla hodnota NMK az o 18 %. Suplementace prvkil tedy nemusi nutné zvysit
produkeci bioplynu, ale mlize mit vliv na udrzeni stability procesu.

Z namétenych pocatecnich koncentraci vybranych prvki (tabulka €. 5) je patrné, Ze nizsi
koncentrace byly zaznamenany i u prvki, které nebyly soucasti experimentu. Pocatecni
koncentrace Zeleza v ptipadé inokula z BPS Zaboviesky je téméf o polovinu niz§i nez
pocatedni koncentrace v inokulu BPS Cervené Janovice. Rada autort se shoduje, Ze Zelezo je
jednim z klicovych prvka procesu. Existuje pravdépodobnost, ze ptidavek zeleza by mohl
zlepsit vysledky testi. Fermoso et al. (2009) popisuje, ze zelezo mlze mit pozitivni vliv na
biologickou dostostupnost ostatnich prvkl. Trojnasobné nizSich hodnot bylo naméteno i u
pocateéni koncentrace médi v inokulu z BPS Zaboviesky oproti inokulu z BPS Cervené

Janovice. Je na zvéazeni, zda tyto hodnoty mohou mit souvislost, jelikoz

43



Myszograj et al. (2018) upozoriiuje, ze uloha médi v procesu je zatim nejistd a je potieba

dal$ich studii k potvrzeni ¢i vyvraceni jejiho pozitivniho pfinosu.

V druhé sérii testu bylo potvrzeno, Ze suplementaci vybranych prvkil lze zvySit mnozstvi
produkovaného bioplynu. V testované variant€, kdy byl suplementovan pouze samotny selen
byl zaznamendn negativni vysledek. V hodnotach cisté produkce byla v pfipadé kyseliny
octové nameétena totozna produkce bioplynu jako bez piidavku prvku a ve varianté s gluk6zou
produkce klesla o 5 %. Dlvodem, pro¢ samotny selen proces inhiboval, mohl byt jeho
pfidavek v nadmémém mnozstvi. Myszograj et al. (2018) upozoriiuje, ze hranice mezi
optimalni davkou prvku a davkou, ktera jiz proces inhibuje je nizkd. Lenz & Lens (2009) a
Jain & Van Hullebusch (2015), se také shoduji na nutnosti pfesného propocteni davky selenu,
ktera nésledné vede ke zlepSeni procesu. Wyman et al. (2019) se zabyvali davkovanim
samotného baria, pfiCemz stanovili hodnoty, pfi kterych dochazi k inhibici procesu, viz
kapitola 3.3.9. Suplementace prvkll do procesu ma vyznam jen tehdy, pokud jsou jejich
koncentrace nizké ¢i nulové. Stéle je nutné zaméfit se na fakt, ze vybrané prvky jsou bézné
fazeny mezi toxické a jejich uCinky se odviji od mnozstvi, které je davkovano. Existuje také
pravdépodobnost, Ze efekt jednotlivych prvki je zavisly na koncentraci ostatnich prvka a mira
zlepSeni po suplementaci se odviji od kombinace téchto prvki. To mohlo byt pfi¢inou, pro¢
nebylo dosazeno uspokojivych vysledkii ve variant¢ se samotnym selenem.
Myszograj et al. (2018) uvadi, Ze pfitomnost jednoho prvku miize ovlivnit speciaci jiného a
tim 1 jeho biologickou dostupnost. Evranos et al. (2015) se také zabyvali zlepSenim procesu
v piipadé¢ mono-fermentace sildzni kukufice. Studie byla zamétena na vliv niklu, kobaltu a
molybdenu. I v tomto pfipad¢ suplementace samotného niklu a samotného kobaltu neméla
vliv na mnozstvi produkovaného bioplynu, ale nebylo zaznamenano ani vyrazné zhorSeni

procesu.

Zastoupeni metanu ve varianté, kde byl pfiddn samotny selen bez pfidavku substratu se
pohyboval okolo 60 %, to je méné&, nez bylo zaznamenano ve varianté se samotnym inokulem.
Stejnou hodnotu zaznamenal Evranos et al. (2015) pfi piidavani samotného niklu. Na rozdil
od Pobeheim et al. (2010), ktefi pozorovali, Ze pfidani samotného kobaltu zvysilo mnozstvi
produkovaného metanu o 15 %. Pobeheim et al. (2011) pozorovali, Ze v reaktorech, které byly
zpocatku fermentace omezeny nedostateCcnym mnozstvim niklu, nedoSlo k vyznamnym

rozdiliim v produkci bioplynu a zastoupeni metanu po jeho individudlnim doplnéni.
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Zastoupeni metanu v bioplynu se zvysilo na hranici 90 % po ptidani kyseliny octové. Glukoza

neméla na obsah metanu pozitivni vliv a jeho zastoupeni se pohybovalo pouze okolo 40 %.

V ptipadé kombinace molybdenu a manganu se Ccista produkce zvysila v kombinaci
s piidanymi substraty. Produkce bioplynu inokula z BPS Zaboviesky byla pivodné o 73 %
niz8i nez u inokula z BPS Drievec ve varianté s gluk6zou, ptidavkem molybdenu a manganu
bylo docileno zvyseni €isté produkce o 7 %. Ve varianté s kyselinou octovou byla produkce
bioplynu inokula z BPS Zaboviesky niZsi o 66 % nez u inokula z BPS Dievec, pfidavkem
molybdenu a manganu bylo docileno zvySeni ¢isté produkce bioplynu o 15 %.

Zastoupeni metanu v bioplynu se ve vSech variantach kromé gluk6zy pohybovalo okolo 85 %.
V ptipad€ glukoézy byl narust postupny a obsahu metanu nad 70 % bylo dosazeno az
v poslednim dnu meéfeni. Evranos et al. (2015) pfi suplementaci niklu a kobaltu také
nezaznamenali vliv na obsah metanu v bioplynu. Pobeheim et al. (2011) davkovali kombinaci
niklu a kobaltu, pfi¢emz bylo zjisténo, Ze spravné zvoleny pomér téchto prvkid mé pozitivni

vliv a fermentor je schopen pracovat pii vysSim zatizeni organickymi latkami.

Jako nejvhodnéjsi se jevi varianta doplnéni smési manganu, molybdenu a kobaltu. V této
varianté byla pozorovana nejvyssi produkce bioplynu i obsah metanu. Hodnota ¢isté produkce
bioplynu ve varianté s glukézou dokonce pievysila Cistou produkci bioplynu inokula z BPS
Dievec. Produkce bioplynu inokula z BPS Zaboviesky byla pivodné o 73 % nizsi nez u
inokula z BPS Dtevec ve varianté s glukdzou, pfidavkem manganu, molybdenu a kobaltu
bylo docileno zvyseni produkce o 84 %. V této varianté bylo zaznamenano nejvétsi zlepseni,
hodnota cisté produkce bioplynu byla o 11 % vySsi nez produkce bioplynu inokula z BPS
Dievec. Ve varianté s kyselinou octovou byla produkce bioplynu inokula z BPS Zaboviesky
niz8i o 66 %, ptidavkem manganu, molybdenu a kobaltu bylo docileno zvySeni produkce

bioplynu o 17 %.

Obsah metanu v bioplynu se pohyboval v rozmezi 80 — 90 %, ¢imZ se dostal na vyssi hodnoty
nez v ptipad€ inokula z BPS Dfevec, u kterého se zastoupeni metanu pohybovalo okolo 60 %.
Tim bylo potvrzeno, ze pridavek kombinace prvkll ma znacny vliv jak na produkei bioplynu,
tak na zastoupeni metanu v bioplynu a jejich spravné dadvkovani vede k vyraznému zlepSeni
procesu. Z dosud publikovanych praci jednoznacné vyplyva, ze strategie davkovani prvkl by

méla byt zalozena na jejich spravné kombinaci a individualni davkovani prvkd nema ve
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vétsing piipadl pozitivni vliv. Autofi se shoduji, ze st€Zejnimi prvky jsou zelezo, kobalt, nikl,
mangan, molybden a selen (Yazdanpanah et al. 2018).

V ptipadé mono-fermentace silazni kukufice je vyzdvihovan vliv pfedevsim niklu, kobaltu,
manganu, molybdenu a selenu, coz potvrzuji vysledky druhé série testu. Facchin et al. (2013),
Menon et al. (2017), Moestedt et al. (2016), ¢i Zhang et al. (2012), se ve svych pracich
zabyvali pfidavkem zminénych prvkd. VSichni uvedeni autofi se shodli na pozitivnich

vysledcich v ptipad¢ davkovani smési.

Dulezitym parametrem pfi sledovani vlivu ptidavku prvki je cas. Experiment trval 40 dnd.
Zastoupeni metanu v bioplynu ve vSech variantach rostlo s pfibyvajicim poctem dni. Dosud
publikované studie ve vétSin¢ piipadt trvaly déle nez 100 dnt. Evranos et al. (2015)
zaznamenal, zZe zlepSeni bylo pfimo imérné nartstajici délce experimentu. V tomto ohledu je

nutné zvazit ptipadné prodlouZeni experimentu v ramci budouciho testovani.

Neméné, dulezitd je také forma, ve které jsou prvky do procesu piidavany. Nejcastéji je
vyuzivano chemickych slou€enin. Existuji vSak alternativy v podobé michani vstupnich
substratl se substraty bohatymi na vybrané prvky. Choong et al. (2016) a Ye et al. (2018) se
shoduji, Ze michani vstupnich substratu mize snizit mnozstvi uzivanych chemickych ptisad.
Zaroveén je nutné, aby byla znama pocate¢ni koncentrace vybranych prvkl v substratech.
Ratanatamskul et al. (2015) ¢i Liao et al. (2014) poukazuji na fakt, ze kli¢em k uspéSnému
doplnéni prvkl v podobé michani vstupnich substratu je pfesné vypoctend davka substratl a

podrobna znalost jejich sloZeni.
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7 Zavér

Sérii testit byla potvrzena zakladni hypotéza prace. Prili§ nizky obsah prvki, které zaujimaji
funkci mikrozivin pro mikroorganismy zodpovédné za stabilni pribéh anaerobni fermentace,
vedl ke zna¢nému snizeni produkce bioplynu a obsahu metanu v bioplynu.

Ptidani kombinace prvkii do procesu anaerobni fermentace umoznilo zvySit mnoZstvi
produkovaného bioplynu v nejlépe hodnocené varianté, ¢imZ bylo dosaZzeno o 11 % vyssi
hodnoty produkce bioplynu nez ve variant¢ sinokulem odebranym v reaktoru stabilné
fungujici BPS. Obsah metanu v bioplynu se pohyboval v rozmezi 80-90 %, ¢imz se také
dostal na vyssi hodnoty nez v pfipadé inokula ze stabilné fungujici BPS. Pozitivni vliv

davkovani jednotlivych prvkii samostatné nebyl potvrzen.

Z prace jednoznatné vyplyvd, Ze pfitomnost mikronutrientd je vyznamnym limitujicim
faktorem celého procesu. Z doposud provedenych studii je patrné, Zze vysoké koncentrace
vybranych chemickych prvkiti mohou proces inhibovat, avSak jejich pfili§ nizka koncentrace
plsobi stéjné problémy. Pozornost by v tomto sméru méla byt vénovana piedev§im volbé

spravnych koncentraci prvki a jejich nejefektivnéj§im kombinacim.

Jevi se jako ucelné také zvazit formu davkovani prvki do procesu. Doposud bylo ve vétSiné
piipadit uzivano chemickych sloucenin. Jako vhodna alternativa se jevi michani vstupnich
substratii. Zde by (za ptedpokladu nizkého obsahu rizikovych latek) bylo mozno vyuzit
napiiklad kaly z COV.
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