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ABSTRAKT

Tato diplomova préace je za&iena na o¥eni pracovnich postipii biodegradaci glycero-
lu ve fermentoru za anaerobnich podminek a zprasazaneticich okrulii zaizeni biore-
aktoru. Teoretick&ast se ¥nuje anaerobnim rozkladnym pro@es konkrétr jejich me-
chanismu, pibéhu a mikroorganisiim, které je zfisobuji. Dale pokré&uje popisem fakto-
ra, které ovliviuji anaerobni rozklad a roddnim bioreaktar s podrobnym popisem fer-
mentoru pouzitého ve vSech pokusech diplomové piraiaktickacast obsahujétyii po-
kusy, pomoci nichz bylo zji&o nejvhodgjSi zapojeni réticich okrulii fermentoru a zbi-
lancovana produkce plin(CO, a CH,) vznikajicich @i anaerobnim rozkladu organickych

latek.

Kli¢ova slova: fermentor, bioreaktor, anaerobni rozkigyterol, oxid uhkity, methan.

ABSTRACT

This diploma work is concentrated on verificatidroperating sequences during biodegra-
dation of glycerol in fermenter under the anaeralbtonditions and putting into service the
measuring circles of bioreactor equipment. The ritgzal part is focused on anaerobical
decomposition processes, namely to their mechargsarse and micro-organisms which
are responsible for them. It continues by the deton of factors which affect the anaero-
bical biodegradation and the partition of bioreextwith the detailed description of fer-
menter which was used to all diploma work experiteemhe practical part contains four
experiments thanks to them was discovered the dmsiection of fermenter measuring
circles and balanced the production of gases, (&t CH) which are generated by the

anaerobical decomposition of organic matters.

Keywords: fermenter, bioreactor, anaerobical deamsitipn, glycerol, carbon dioxide,

methan.
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UvoD

KvaSeni (fermentace) bylo h@jwvyuzivano jiz ped reékolika tisiciletimi zejména v potra-
vinarstvi. Kde se uplatnilo nejtve @i zajis’ovani \&tSi trvanlivosti potravin, pozgi se

pak d@&kalo kvaseni velkého rozgéhi a popularity, kdyZz se &y kvasit alkoholy.

Holandsky biolog Antony van Leeuwenhoek jako pmais¥té v roce 1680 nalezl pomoci
mikroskopu mikroorganismy ve vzorcich kvasicihoapi#rancouzsky chemik Louis Pas-
teur koncem 19. stoleti zase zjistil, Ze kvasinklydm fermentacerpmeénuji cukr na alko-
hol a CQ.

Prvni pamyslové vyuziti pak anaerobni fermentace zaznaragalié koncem 19. stoleti,
kdy byl ve Francii zkonstruovan prvni septik, colamenalo podstatnou 2mu ve zpraco-
vani a likvidaci odpadnich vod. V roce 1927 byliteynény prvni studie o vlivu teploty na
methanizaci a od té doby se proces anaerobnihtathzkrganickych latek statgdmétem

teoretického i praktického studia mnohmled.

V dnesdni dob se fermentaceghing vyuziva (i stabilizacicistirenskych kal, ¢isteni zeng-
deélskych, pamyslovych a mistskych odpail Vyuzivani mikroorganisinza &elemcisteni
vody je klasickym fikladem aplikace biotechnologie v och¢ativotniho prosedi. Jedt
donedavna tim vSak bylo mySlendepazié aerobnicisteni. V poslednich letech vyvoj
anaerobnih@isténi a anaerobnich prodestbec zaznamenal obrovsky vyvoj a nabyl stej-

né urovr dulezitosti jako technologie aerobni.

ReSerSe diplomové pracechaa srovnanim aerobnich a anaerobnich rozkladnsades,
pokraiuje podrobnym popisem anaerobni biodegradace, pd&lgopisem glycerolu (orga-
nické latky), ktery byl pedmétem fermentace a koénpopisem iiznych typi bioreaktot

véetre toho, ktery byl pouZzit pro vesSkeré pokusy prakdi¢ésti diplomové prace.
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1 ANAEROBNi PROCESY

1.1 Porovnani aerobnich a anaerobnich procés

Hlavni prednosti anaerobni (AN) technologigeg@ aerobni (AE) je transformace a zuslech-
tovani odpadnich organickych latek do energetickiyab&ho bioplynu. Tento poznatek
vychazi z porovnani bilance energie a uhlikii gerobnich a anaerobnich procesech.
Z bilance energie vyplyva, Zgimerobnich procesech jeilgizné 60 % energie spigbo-
vano na syntézu noveé biomasy a 40 % se ztracimme frealkeniho tepla. R anaerobnich
procesech je té# 90 % energie jvodre obsazené v substratu zachovano ve vzniklém
bioplynu, 5 az 7 % je sp@bovano naust nové biomasy a 3 az 5 % se ztraci ve form
reakéniho tepla. Z bilance uhliku vyplyva, z& perobnich procesech je asi 50 % uhliku ze
substratu femenéno na biomasu a 50 % na €®¥i anaerobnich proceseckephazi 95 %
uhliku do bioplynu (ChH CG,) a 5 % do biomasy [1].

Hodnota energetického ziskuti @naerobnich procesech je pro mikroorganistilgligné
desetkrat niZSi neZtipaerobnich procesech. Tomu odpovida i vyznamidSi produkce

biomasy na jednotku sgebovaného substratu u anaerobnich pifof&s

Z technologického hlediskagrdstavuji anaerobni procesy energeticky malodnéroneto-

dy anaerobni stabilizace kigh anaerobnihdisténi odpadnich vod. Odstram jednotkove-

ho mnoZstvi zn@sténi anaerobnim Zsobem je vzdy ekonomicky vyhoglgi nez aerob-
nim zpisobem (zde je nutna energeticky i@ aerace). Nevyhodou anaerobni degradace
je pongrngé dlouha doba aklimatizace mikroorganizik vyuzivani polutantu @kolik me-
siai), pomaly ptibéh transformace a hromé&d organickych produkt které mohou byt
¢asto rozloZeny pouze aer@b[B]. DalSim problémem u anaerobnich praces rnekdy

ponerné vysoka hodnota organickych latek na odtoku pretobnim odtokm [1].

Vyznamnou vyhodou anaerobnich pracés, Ze rkteré tzv. aerobnnedegradovatelné
sloweniny mohou byt mikrobiologicky vyuzivany a degraéioy za anaerobnich podmi-

nek jako nagiklad fenoly, pesticidy, polychlorované bifenylyGB) a dalsi [3].

1.2 Popis anaerobnich rozkladnych proces

Anaerobni rozklad organickych latek vyZzaduje kooodianou metabolickou sdmnost

n¢kolika mikrobialnich skupin. Produkt jedné skupmikroorganisni se stava substratem
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skupiny druhé, a proto nedostaia aktivita jen jedné skupiny tthe zpisobit poruSeni
dynamické rovnovahy v celém systému a snizémindsti procesu. Jednotlivé mikrobialni

interakce byly popsany a vy&ieny Bryantem [4], Zeikusem [5] a McInerneyem [6].
Anaerobni rozklad Ize ro#tit na:

* Uplny anaerobni biologicky rozklad - jedna se gaiuozkladu, kdy je zkoumana
latka vyuzita anaerobnimi mikroorganismuicpmz vznika CH, CO,, mineralni

latky a nova biomasa

» primarni anaerobni biologicky rozklad - jedna s&upei rozkladu, kdy zkoumana
latka zngnila strukturu vliventinnosti anaerobnich mikroorganigpaniz by doslo

k Uplné mineralizaci.

1.2.1 Mechanismus anaerobniho rozkladu

Hlavnim mechanismem odsti@/ani substratu (zdesteni) pi biologickémcisteni odpad-
nich vod a zpracovani odpagsou z biochemického hlediska oxtda-redulkéni reakce.
Pro anaerobni oblast jsou charakteristické hodremtgxnich potenciélpod -50 mV. Roz-
hodujicim faktorem pro rozliSerddhto reakci je korimy akceptor elektrana s tim souvi-
sejici hladiny oxidéné-redulénich potencial (ORP) [1].

Anaerobni mikroorganismy vyuzivaji k ziskavani gmeipro fist jiné ,,akceptory elektro-
na“ nez atomarni kyslik, jako je tomu u aerobnichcesh. Biodegradace mnoha latek je na
koncentraci kysliku nezavisla a probiha lépe zamatmich podminek. V takovychipa-
dech jsou vyuzivany jako akceptory elektirmrganické molekuly, du&hany, sirany, C®
pripadré Fe* ionty a dalsi latky - mluvime o anaerobni respir@bdobré vdak jako v
piipadt kysliku i tyto elektronové akceptory mohou byt mgkedi rychle v¢erpany a je
tedy nutné je znovu dodat z &8ku, aby se fedeSlo zastaveni biodegradach proces.
Vysledkem redukce popsanych akcefitetektrori jsou latky typu N, N,O, sulfidy, Ze-

leznaté ionty nebo methan [7].

VyuZzivaji-li mikroorganismy pro zisk energie 2mu energetické uroendostupnych elek-
troni substratu P prenosu na &ktery z meziproduki buni¢ného metabolismu nebo na

ionty H', mluvime o anaerobni fermentaci [2].

Koneznymi produkty anaerobnich proégsou vznikla biomasa, plyny (GHCO,, Ha, Ny,

H.,S) a nerozloZitelny zbytek organické hmoty, ktery jhlediska hygienického a senzoric-
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kého stabilizovan [8].

1.2.2 Prabéh anaerobniho rozkladu

Samotny anaerobni proceé3lyr. 1) probiha veityirech zakladnich fazich: hydrolyzni faze,

acidogenni faze, acetogenni faze a methanogeren[§fz

biopolymery

metanol redukované organicke
| Jkyselina produkty
mravenci mastné kyseliny 3
metylaminy alkoholy
kyselina maselina

kyselina propionova

4

=] =1
i NOs', S04 I L

MH.", H2S

kyselina
octova

[

H2

A 5 =i
\ / 6
\iOQ
e
Y
CH,

Obr. 1. Schéma anaerobniho rozkladu organickych la-
tek. 1 — hydrolyza, 2 — acidogeneze, 3 — acetogedez

— oxidace redukovanych organ. produykb — aceto-
genni respirace, 6 — methanogeneze z k. octové, 7 —
methanogeneze z jednouhlikatych subgtrét— oxida-

ce k. octové, 9 — oxidace vodiku [1].

1.2.2.1 Hydrolyza

V prvnim stadiu rozkladu - hydrolyze - jsou rozldag makromolekularni rozpuste i
nerozpu&iné organické latky (polysacharidy, lipidy, protéima nizkomolekularni latky
rozpustné ve vadpomoci extracelularnich hydrolytickych enzynprodukovanych hlawn
ferment&nimi bakteriemi. Vznikajici nizkomolekularni latisou na rozdil od vysokomo-

lekul&rnich schopny transportu dovrbnky [1].
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1.2.2.2 Acidogeneze

Produkty hydrolyzy, nizkomolekularni latky, jsounity buiky béhem druhé faze - acido-
geneze - dale rozkladany na jednodussi organidkg (&yseliny, alkoholy, C@ a H,).
Fermentacidchto latek se tvid fada konénych redukovanych produktkteré jsou zavislé

na charakteru g@tesniho substratu a na podminkach piedi [1].

1.2.2.3 Acetogeneze

V dalSim stadiu rozkladu probih&a oxidace prodykedchozi faze na HCGO, a kyselinu
octovou, ktera je tv@na také acetogenni respiraci OH, homoacetogennimi mikroor-

ganismy.

1.2.2.4 Methanogeneze

V poslednim stadiu rozkladu - methanogenezi - doickd&vorke methanu a oxidu uliité-
ho z dostupnych methanogennich substrébz jsou gkteré jednouhlikaté latky (metha-

nol, kyselina mravefi, methylaminy, CO, Cg), vodik a viceuhlikata kyselina octova [2].

1.2.3 Mikroorganismy anaerobniho rozkladu

1.2.3.1 Hydrolytické a fermentédni mikroorganismy

Hydrolytické a fermentai (acidogenni) mikroorganismy jsou nejrychlejitmgi a nejo-
dolrgjSi viici zménam podminek. Tato skupina bakterii je odfuma za prvni dva kroky
anaerobniho rozkladu, hydrolyzu a acidogenezi. ikoj@ enzymy, které jsou uvavany
do média a hydrolyzuji komplexni organické latkkgacelulézu, hemicelulézu, pektin
nebo polysacharidy na malé molekuly, schopné tamspmlovnit buiky. Fermentaciéch-

to latek tvai radu redukovanych koteych produkt, jako jsou kyselina maselna, propio-

nova a octova, ethanol, kyselina i@ apod. [2].

Prevazujici druhy v mikrobialnim osidleni anaerobniebktofi paki do ¢eledt Strepto-
coccaceagaEnterobacteriaceaa do rod BacteroidesClostridium Butyrivibrio, Eubac-

terium, Bifidobacteriuma Lactobacillus[9].

Koneiné produkty metabolismédhto bakterii jsou zavislé na charakterdgieiniho sub-
stratu a podminkéach prastli. Ri nizkém tlaku vodiku jsou produkty kyselina octpkia a

CO,, pri vy8Sim se tvii organické kyseliny, kyselina niéa, ethanol apod. [10].
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1.2.3.2 Acetogenni mikroorganismy produkujici vodik

Acetogenni mikroorganismy produkujici vodik (syfifocacetogeny) jsou sitnhzavislé na
jeho g@itomnosti v prosedi, protoZze je proékone&nym produktem. VySSi koncentrace
vodiku v systému posouva rovnovahu jejich bioch&mieakce opanym snérem a inhi-
buje jejich fist. Usast této skupiny bakteriitipanaerobnim rozkladu je nezbytnd, protoze
katabolizuje kyselinu propionovou a ostatni orgké@ikyseliny vySSi nez octovou, alkoholy
a rekteré aromatické sl@eniny (nap. kyselinu benzoovou a jeji derivaty bakterieyin-
trophus buswel)ina kyselinu octovou, C{a H. Zatim bylo izolovano pouzeskolik dru-

ha (nag. Syntrophobacter vollinjia neni mnoho znamo o jejich z&kladnich @afdh

pozadavcich [1].

1.2.3.3 Homoacetogenni mikroorganismy

DalSi trofickou skupinou anaerobniho ekosystému jsomoacetogenni mikroorganismy.
Zatim je relativé malo znamo o furti dilezitosti metabolismu homoacetogebhem
methanizace nebo metabolické interakce mezi honmgeey a methanogeny. Mohaist
na viceuhlikatych i jednouhlikatych substratechispa@huji metabolismem s vysokou ter-
modynamickou &innosti, protoZze net¥dvodik. Naopak &které druhy g rastu na oxidu
uhlicitém vodik spatbovavaji a podileji se tak vedle methandges celkovém udrzovani

nizkého parcialniho tlaku vodiku v systému [2].

Intermediarni metabolismus homoacetag@ndetaild popsan pouze Glostridium ther-
moacetium které je obech povazovano za neschopniéstr na jednouhlikatych sléani-

nach samotnych [11].

1.2.3.4 Desulfurifikaéni a denitrifikacni mikroorganismy

Tyto dw skupiny bakterii maji v anaerobnim mikrobialninstéynu velky vyznam, i kdyz
hodnoceni jejich aktivity je vzhledem k methanogeén®zporuplné a zria¢ zavisi na
danych podminkéach. @bskupiny jsou schopnyust na viceuhlikatych substratech a
s vyuzitim siraf nebo dusinan jako akceptar elektrori tvorit kyselinu octovou, vodik,
sulfan a amoniak, tedy podporovat methanogenezbbowo methanogennim subsftraZa
urcitych podminek vSak mohou tyto substraty i $globvavat za pouziti stejnych akcejitor
elektrori a byt konkurenty methanogennim bakteriimi. \BSSich koncentracich NOa

SO, mize dochazet i k inhibici methanogeneze, protoZegetieka vytZznost jejich re-
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akci je mnohem vySSi nez u methandga@hanaerobnich reaktorech sedasigji vyskytuji

organismy rodiesulfovibrig Desulfotomaculuna Desulfobulbug12].

1.2.3.5 Methanogenni mikroorganismy

Tato skupina bakterii je zapojena v posledni faaieaobniho rozkladu organickych latek a
kou skupinou anaerobniho ekosystému, ma vysocefisgécpozadavky na substrat i Zi-
votni podminky a vzhledem ke svym vlastnosteriasto stava rozhodujicim faktorem pro
pribéh celého procesu. Proto se studiu methanogennidierbasnuje velka pozornost.
Mezi nejlépe prostudované druhy methanogennichauoikanisni pati Methanosarcina

barkeri aMethanobacterium thermoautotrophicygj.

Mezi enzymatické systémy obvyklé i u ostatnich bakimaji methanogenni bakterig-n
které specifické koenzymy a enzymy, které jsou eppjs jejich jedingnou schopnosti
tvorit methan Qbr. 2. VSechny methanogeny maji spolg metabolicky rys - pouzivaji
jako kone€ny elektronovy akceptor methylovou skupinu. Redukesthylové skupiny na
methan je energeticky vyhodné reakce a slouzi gak@d elektrofi z anaerobnich oxida
nich reakci vodiku, kyseliny mravnmethanolu, kyseliny octové a methylafiiMetha-
nogeny, vyjma &kolika malo gipadi, dale pouzivaji jako elektronového akceptoru oxid

uhli¢ity, ktery jako vazany jednouhlikaty zbytek redulai na methylovou Urovid1].
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Obr. 2. Cyklus redukce oxidu utittho na methan. MFR — methano-
furan, HHMPT — tetrahydromethanopterin, Gt$-CoM — methylkoen-
zym M, H-S-CoM — koenzym M,6— “5-deazaflavin®, R0 - “nikl-
tetrapyrrol“, B — esencialni koenzym neznamé stmktRPG efekt —

spojeni methylreduktazy s aktivaci J@).

1.2.4 Faktory ovliviiujici anaerobni rozklad

Pro optimalni pibéh anaerobniho rozkladu je nutné zajistit odpovéigiiodminky pro
aktivitu mikroorganism. Jedna se zejména o teplotu, pH et sloZzeni substratu &ip

tomnost toxickych a inhibujicich latek.

1.2.4.1 Vliv teploty

Teplota je jednim z nejvyznagBich faktoti ovliviiujicich mikrobialni aktivitu a trst.
S rostouci teplotou se zrychluji vSechnyidieakini procesy a naopak. Do procesu anae-
robniho rozkladu se prot@sto zapojuje z&eni slouzici k zafvani systému na zvolenou

vhodnou teplotu.

Teplota podstathovliviiuje interakce mezi jednotlivymi druhy anaerobnickroorganis-
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mu. Odezva mikroorganisinna znénu teploty je u vSech drahkvalitativré prakticky
stejnd, avSak kvantitatigrmizZe byt Uplé odliSna. To znamena, Ze &nou teploty se &

ni zastoupeni jednotlivych dratmikroorganisni, coZz ma za nasledek poruseni rovnovahy
procesu a rive vést az k uplné havérii procesu. Prototjedté vést procesipvhodné
teplo€, kterou lze udrzovat konstantni, na% teplo& sice odpovidajici maximalni mozné

rychlosti procesu, ale nelze vykbtkolisani jeji hodnoty [13].

Podle teploty Ize roziit anaerobni procesy na: kryofilni (teplota < 6),°@sychrofilni
(teplota 7 - 27 °C), mezofilni (teplota 24 - 40 ’®jle pracuje fevazna ¥tSina anaerob-

nich bioreaktal pro stabilizaci kal i pro ¢isténi odpadnich vod a termofilni (45 - 60 °C).

1.2.4.2 Vliv pH

Pro mikroorganismy anaerobniho rozkladu jsou nemBaktrémni hodnoty pH nizsi nez 4
respektive vySsi nez 10. Obeédae fici, Ze optimalni hodnoty pH se pohybuji v rozmezi
6,5 az 7,5. Hodnoty pH lze zvySitigavkem hydroxidu vapenatého nebo sodného respek-

tive snizit gidavkem kyseliny chlorovodikové nebo siroveé.

Béhem anaerobniho rozkladu dochazi obvykle k pdkiepH prostedi v disledku tvorby
a hromadni nizSich mastnych kyselirelhem gedmethanizéni faze, coz proces zpomalu-
je. Tento problém Ize wgSit gidavkem vapna.ilPanaerobnich procesech jelta pH mo-
nitorovat, protoze ip nahlych tSich zm¢nach pH (o 1 jednotkdi vice) miZze dojit

k nezadouci inhibici mikrobiélni aktivity mikroorgesmi odstraujicich kontaminaci.

1.2.4.3 Vliv slozZeni prostedi

U anaerobniho rozkladu je vhodné, aby substrathuysd vyvazeny pogr organického
uhliku k mnoZstvi dusiku a fosforu (pénC:N:P by n&l byt optimalré 100:1:0,2).

Vedle dusiku a fosforu je Zadouditpmnostirady mikronutrieni - Na, K, Ca, Mg, Fe, S,
Ni, Co, Mo, Se, W, dlezita je také fitomnostrady ristovych faktoi.

1.2.4.4 Vliv pritomnosti toxickych a inhibujicich latek

Za toxické nebo inhilini pokladame latky, které nigpnivé ovliviwuji biologicky proces.
Prakticky vSechny latky pottaji biologickou aktivitu, jsou-li fitomny v dostaténé vel-
kych koncentracich. Latky nebo prvky, které jsoucgsti biologickych bugk a jejich en-
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zymi nebo mohou byt naémpremenény, pasobi v nizkych koncentracich stiméng a ve

vysokych inhibéné. Takovymi latkami jsou n&pprvky uva@né jako mikronutrienty [1].

Nepriznivé pasobi vySsi koncentracézkych kovi (Cu, Pb, Cr, Zn aj.) a jejich soli, sulfidy,
sifi¢itany, kyanidy aj. Dale je nez&doudiitpmnost oxidant (molekularni kyslik, HO,,
atd.). Z organickych latekigobi Skodli¢ fenoly, pesticidy, saponaty, tenzidy, rozpeust
dla a dalSi specifické latky [2]. Na striktanaerobni mikroorganismyigobi toxicky hlav-

n¢ kyslik.
Koncentrace latky, ipkteré se projevuje inhibini efekt, zavisi nsad fakton:

* Na zpisobu davkovani - jednorazova davka je neb&xg{p& pro stabilitu procesu

nez kontinualni davkovani.

« Na pitomnosti detoxikantu -dkteré kationty (N§ K*, C&*, Mg?*, NH,") pri vza-
jemnych kombinacich vykazuji toxick@&gobeni, které se podle vzdjemného pom

ru buf’ s¢ita, nebo rusi.

* Na fyziologickém stavu mikroorganism doba zdrZeni biomasy v bioreaktoru mé
rozhodujici vyznam pro Usph @i biodegradaci&ko rozlozitelnych organickych

latek a pro sniZeni inhidmiho vlivu rekterych toxickych latek [2].

1.3 Glycerol

Ke splreni cili diplomové prace je vhodné organicka latka se zmapiibéhem anaerob-
ni biologické degradace. Jako substrat byl vybrgmegol pro jeho dobrou biologickou

rozlozitelnost.

Glycerol neboli glycerin, systematickym nazvem o, 2,3-triol, je hygroskopicka bez-
barvéa viskozni kapalina bez zapachu, sladké ctagpustna ve vad Je dileZitou biogen-
ni organickou sloteninou, nebt je ve forng svych estar sowasti tuki. Glycerol se pou-
Ziva v kosmetickych vyrobcich, zejména jakéspada v hydratanich krémech a mydlech
pro svou schopnost vazat vodu, jaktspda do zubnich pasti pyrob¢ plastickych hmot
zejména jako zikéovadlo, Zvykéek, past, barviv a vybusnin. Ve farmacii se vyuziva
svou schopnost vazat vodu jako projimadipKy), jako sodast rekterych |k, jako gi-
sada infuzi k |&g¢ chronického zvyseni nitrolebniho tlaku (edému nu)zke sniZovani

vnitro-ocniho tlaku. V potravingkém ptimyslu se pouziva jaka‘isada pro Upravu napoj
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a mer kvalitnich vin, jako sladidlo nédpv Slehgkach v bomhikach, jako zrak¢ovadlo

Zelé a jinych cukrovinek atp. Jako gést potravin ma ozgani E 422.

Glycerol WtSinou neni vyradn Celow, ale odpada jako vedlejSi produki pelérad pro-

cedi zpracovani tuk a olef, z nichZ nejvyznamijSimi jsou:
» saponifikace triglyceridl (vyroba mydel)
* hydrolyza triglycerid (vyroba mastnych kyselin)

» transesterifikace (vyroba biodieslu a esterastnych kyselin) [14].

Mriviw s

tradicni oblasti vyroby) je mozno povazovat nasledujifoéry: nahrada petrochemickych
produkti a monomet pro plasty (vyroba didl epichlorhydrinu, vodiku atd.) a paligké
vyuziti (ethery jako aditiva do motorové nafty, $iizalkoholy do autobenzin cyklické
acetaly glycerolu jako aditiva do paliv, esterygdédomponenty maziv, nemrznouci &si).
Nowv¢ se rozvijejicim oborem, ve kterémibe najit glycerol vyznamné uplatri, jsou bio-
logicky odbouratelné polymery. Nagirma Agricultural Research Service’s Environmen-
tal Quality Laboratory v Betsville (USA) vyvinuladdogicky odbouratelny polyester, ktery
je udajrg jedly a hodi se pro vyrobu obalovych matéridlimu, folii a gelovych natro-

vych hmot [14].
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2 BIOREAKTORY

Na rozdil od chemickych reaktortkvi hlavni specifika bioreaktdrs mikroorganismy
v obtizné postihnutelnosti vztahu mezi mechanickgnfyzikalre-chemickymi vzruchy a
biologickou odezvou systému. Mira obtiznosti matiického modelovani a navrhu kon-
strukce bioreaktoru se zvySuje se zvySovanigtyptazi v systému. &které nejkompliko-
vargjSi reakni systémy s multislozkovou populaci mikroorganismelze obecth modelo-
vat klasickymi postupy, musimeimich aplikovat zakladni principy chemické termedy
namiky, chemické kinetiky a hydrodynamiky ishpédnutim k poznatkm mikrobiologie a
biochemie nap [15]. Bioreaktory jsou jednim z rozhodujicich wdiotechnologickych

systént, kde fgedstavuiji z&Ezeni, které ma umoznit:

» chemickou reakci nebo soubor reakci katalyzovargrtymy nebo hikami pro-

dukujici enzymy

» kultivaci mikroorganism, rostlinnych nebo zZivdSnych bugk nebo jejich¢asti za
Ucelem vyroby produkt jejich metabolismu nebo vlastni kgné hmoty pi poza-
dované konverzi, selektiit vytézku, reakni rychlosti a p optimalni spatebs

energie [16].

Soul#Zné s rozvojem vyzkumu anaerobniligténi zengdélskych, pamyslovych a nist-
skych odpadl dochazi i ke konstrukci novych driulneaktoti. Nekteré typy bioreaktdr se

vSakcasto liSi pouze ditymi detaily v jejich konstrukci.

VétSinou Ize vSechna nova konsténkireSeni reaktdr charakterizovat jako nové variace
naiesSeni hlavniho motivu — maximalni doba zdrzeni eotaeho kalu v systému a tedy
jeho maximalni koncentrovani. ProtoZefpbha velikost biologického reaktoru zavisi ne-
piimo anerné na mnozstvi aktivni biomasy udrzitelném uisiystému. DalSi vyvoj bude

patrré smefovat do extrémni specializace, kdy t#ma kazdou vodu jsou vyvijeny speci-

alni typy reaktai k univerzalnosti a flexibilit novych anaerobnich systéri].
Vykonnost bioreaktar zavisi gredevsim na:
e mnozstvi aktivni biomasy, kterdstava v reaktoru ifpvysokych zatizenich
» kontaktu biomasy siyadénym substratem

» rychlosti biologické konverze.
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Prvni d kritéria jsou pimo zavisla na konstrukci reaktoru. Rychlost biot&g konverze
zavisi gedevsim na koncentraci biomasy a na dalSichénéelik podminkach. Mezi neje
lezitejSi faze provozu anaerobniho bioreaktoruigaho zapracovani. Nasm zavisi doba,

za kterou je dosazeno ustaleného stavu provozabditst i (Cinnost provozu [2].

2.1 Rozdéleni bioreaktorua

Bioreaktory Ize rozélit podle rékolika hledisek. Podle velikosti se bioreaktog}iacha ma-
|é (objem 0,1 — 10 I), které jsou pouzivany zejmpgraavyzkum, dale sedre velké (objem
10 — 50 I) a velké imyslové bioreaktory o objemu desitek niekrychlovych. Mezi nej-

dulezitéjSi rozckleni pati druh biochemického procesu probihajiciho v bikiea - ae-

robni a anaerobni [17].

Podle zjisobu provozu rozliSujeme bioreaktory na: vsadkdetaoh), kontinualni a fed-

batch reaktory.

2.1.1 Vsadkovy bioreaktor (batch)

Vsadkovy fermentor fi@dstavuje negzrejSi uspdadani bioreaktdr. Do reaktoru se vilozi
ferment&ni médium a inokulum afpzvolenych reaknich podminkach zde roste biomasa,
piipadré dochazi k produkci Zzadanych metahpliPo dosazeni &enych parameir nebo
spotebovani substratu se procdgsmsi, reaktor se vyprazdni &igravi pro novou vsadku
[16].

2.1.2 Kontinualni bioreaktor
Pri kontinualni fermentaci do reaktoru repZit privadime substraty a Ziviny a z reaktoru
negretrzit odvadime vystupni kapalinu s biomasou, ndggbolvané substraty a Ziviny,

piipadré metabolické produkty [16].

2.1.3 Bioreaktor s rizenym nastikem (fed-batch)

Fed-batch je technika vedeni mikrobialniho procésly, jedna nebo vice sloZzek Zivin je
davkovano do fermentorwhem kultivace a produktistava v reaktoru az do konce poku-

su. Nekdy mohou byt Ziviny do reaktoru n&&bvany geruSovas [16].
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2.2 Fermentor pouZzity pro diplomovou praci

Pro pokusy byl pouzit sdre velky laboratorni fermentor LF2@pr. 3) o celkovém ob-

jemu @iblizné 20 | drive pouzivany v JZD SluSovice.

L

Obr. 3. Fotografie fermentoru pouZzitého v diplompvéci.

Fermentor po nedavné modernizaci [17] vyuziva pikraystém integrované automatiza-
ce umoaujici vzdaleny gistup k ovladani, automatickému provozu arshdat prodied-

nictvim informanich technologii. Softwarovouast integrované automatizace zajig
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aplikace Control Web [18], ktera zpracovava daposila je na server projektu LABI (la-

boratde integrované automatizace) [19], jenZ zaijé pristup fFes internetQbr. 4).
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Obr. 4. Ukazka obrazovky ziskané programem Comifeb na obrazovku pitace p'es

internetové rozhrani.

Fermentor umakuje sledovat teplotu, atly michani jeho obsahu, vodivost, pH, ORP,
obsah rozpushého kysliku, turbiditu (zakal),fetlak, vySku hladiny suspenze,ufwk
vzduchu a produkci CHa CQ.

Fermentor je schopen regulovat teplotu, intenzitchdni a aerace (provzdiodani), pH a

tlak, coz jsou vetiiny majici klicovy vyznam prainnost mikroorganistin Z fermentoru je
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mozné odebirat vzorky jak kapalné tak i plynné faze

VétSina dilezitych sowasti fermentoru pro procesy anaerobniho rozkladm@orgna na
obrazku Qbr. 5).

Obr. 5. Schéma fermentoru pouzitého v diplomovéip2d - chlazeni pitokem, 21 - son-
da pro nereni relativniho tlaku, 22 - sonda pregieni vySky hladiny, 2a/2b/2c/2d - ventily
pro davkovani peristaltickynaerpadly, 3d - okev topnymdesem, 19 - motor na michani,
7 - sonda pro r¥eni vodivosti, 8 - sonda progieni pH, 9 - sonda pro déreni obsahu
rozpuseéného kysliku, 10 - sonda pragkani ORP, 11 - sonda progieni turbidity, 12 -
lokalni vyhodnocovaci jednotka SC1000, 13 - vemtilodker plynné faze, 14 - sonda pro
mereni produkce C@ 15 - sonda pro #ieni produkce Ci 17 - ventil pro odér kapalné
faze [20].

Z divodu snizeni vlhkosti, kterd negatévpisobi na sondy CHa CQ byly k fermentoru

pripojeny dv kolony s hrubym silikagelem, které jsou pravidgelymeénovany.

2.2.1 Okruhy méreni plynné faze

V laboratornim fermentoru LF20 pouzitém v diplomagwréci Ize organické latky rozkladat

jak aerobg, tak i anaerobh F¥i anaerobni fermentaci organického substratu milgao
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nismy gemenuji uhlik obsazeny v substratu na £bl CQ. Dilezita je zejména tvorba
methanu, jenZz se da vyuZzit jako palivo. Tato preguglyni byla métena pomoci sond
GASCARD I vyrakEénych divizi Edinburgh Sensors, firmy Edinburgh tostents Ltd.

(Obr. 6). Sondy pracuji na principu inffarveného z&ni, které je vysilano LED zdroji
emitujicimi Sirokopasmové gni. To je vedeno plynem ve vzorkovaci Kooe a prochazi
dvéma filtry az do detektoru, ktery funguje na zaklatreni mnozstvi infréervené ener-
gie absorbované plynem g tedy molekularni hustotu respektiveépomolekul v trajek-

torii paprsku.

Obr. 6. Fotografie sond pro é&reni plynné faze.

2.2.2 Srovnani s fermentory dostupnymi na trhu

Fermentor LF20 pouzity ke vSem pokus je srovnavan s na trhiéde dostupnymi fer-
mentory o piblizn¢ stejném pracovnim objemu BioFlo firmy New Brunskvigcientific
(Tab. 3. Jedna se o jednoho z nejvyznajaith vyrobdé laboratornich fermentdma sw-

W

te.
Bioreaktory BioFlo 110, 310 a 415 maji vestaou kaskadovitou jednotku automaticky
upravujici pH a obsah rozpagého kysliku (pH upravujetfmlavkem kyseliny nebo hydro-

xidu a mnozstvi rozpudtého kysliku arovni michani) a moznosikpupit rotametr pro
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manualni kontrolu toku plynu.

VSechny laboratorni fermentory BioFlo firmy New Bewick Scientific maji ovladami-
chani plyri umoziujici michani 4 plya (CO,, N, O, a vzduch) s moznosti rogsni na 4
ovlada&e - kazdy pro jeden plyn a moznost bezplatné akted ovladaciho programu

z webovych stranek.

Tab. 1. Vybava laboratornich fermenidBioFlo 110, 310, 415 a fermentoru LF20.

BioFlo 110 BioFlo 310 BioFlo 415 LF20

Kultury AE i AN mik- | bakterie, kva- | AEi AN mik- | AE i AN mik-
robiélni, kva- | sinky, houby, | robialni, bakte- | robialni, bakte-

sinky, rostliny, | rostliny, hmyz, | rie, kvasinky, | rie

hmyz, savci savci houby
Objem [I] 1,3/3/75/14 25/5/75/14 7/14/195| 20
Sondy pH, rozpu&ny | pH, rozpu&ny | pH, rozpu&ny | pH, rozpustny

0O,, hladina, 0O,, hladina, 0O,, 2x hladina, | O,, hladina,
teplota teplota teplota teplota, ORP,
vodivost, zakal,

turbidita, pro-

dukce CH a
CO;
VoliteIné son- | Zadné pH, rozpudty | pH, rozpu&tny | libovolné (ome-
dy O,, 2x hladina, | O, 2x hladina, | zené potem
ORP ORP otvor)
Cerpadla 4 peristalticka 3 peristalticka #+3 peristalticka H Az 4 peristal-

moznost exter- | moznost exter- | ticka

nich nich

Pozn.: Viadku kultura je rostlinami, hmyzem, savci mySlemily rostlin, hmyzu a sav-

ci, pod. tkaioveé kultury/sgpy.

Fermentor pouZzity v této diplomové praci ma opfetmentotim BioFlo hlavi tu vyho-

du, Ze obsahujidici software s napojenim na internet, coz znamemn@tbéh pokusu lze
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ovliviiovat z jakéhokoli p&itace s @ipojenim na internet. Dale m&téi mnozstvi sond a
zejména sondy pro &eni plynné faze, konkrétrnprodukci CH a CQ. Mezi nevyhody
pak pati nemoznost sterilizace vodni parouikwelektronice pouZzitych sond a problémy

s utsnnim fermentoru.

2.3 Cile diplomové prace

Cilem diplomové prace je poloprovozniéeni pracovnich postappii praci s fermento-
rem za anaerobnich podminek, nalezeni neddstatk&ieni jejich odstraovani. Dale pak
zprovozrni meficich okrultii zatizeni fermentoru, zejména sond préiemi plynné faze.
Diplomova prace tak navazuje na@e@chozi prace vypracované na ustavu InZzenyrstvi
ochrany zivotniho prostdi [17] a [21], které se vSaknovaly pokuém probihajicim za

aerobnich podminek.

V rdmci moznosti se pokusy diplomové prace &raké na anaerobni rozklad glycerolu
s ohledem na produkci bioplynu. Glycerol byl vybjako substrat kidi své dobré a znamé

biologické rozlozZitelnosti.
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PRAKTICKA CAST
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3 POUZITE CHEMIKALIEAP RISTROJE

3.1 Chemikalie

Pri laboratornich testech byly pouzity chemikaliefoohy PentaCeskéa republika.

1% HCI - kyselina chlorovodikova

36% HCI - kyselina chlorovodikova

NaOH p.a. - hydroxid draselny

Glycerin p.a. - propan-1,2,3-triol

Standard - standart o slozeni 80815 %; CH 4,07 %; N 95,115 %

3.2 Biomédium

Mineralni medium bylo fipraveno podle fedpisi UIOZP, které vychéazejici z norem
ASTM D 5210-91 a ISO 11734 pro testovani biorozklapsti za anaerobnich podminek.
MnoZstvi ndsledujicich roztékoylo pouzito na 1 litr mineralniho media (dogiim desti-

lovanou vodou do 1 litru):

* 40 ml fosforénanového pufru (8,5 g/l KiPOy; 21,75 g/l KHPOy; 44,7 g/l NaHPOy)
« 50 ml (NH),SOs (10 g/l)

« 1mlCaC} (27,5 g/l

« 1 ml FeCk.6H;0 (0,25 g/l)

e 1 mlMgSQ.7H,0O (22,5 g/l)

* 1 ml roztoku stopovych pnik (0,75 g/l HBOs; 3 g/l FeSQ.7H,O; 0,1 g/l Zn-
SO..7H0; 0,5 g/l MnSQ.4H,0; 0,05 g/l CuSQ5H,0; 0,1813 g/l CoS©7H,0; 0,05
g/l (NH4)6M07024.4H20)

Po doplrni destilovanou vodou po rysku bylo pH upraveno poinidavku 1% kyseliny

chlorovodikové na 7.id pouzitim bylo médium probublavano asi 20 mirugikem.
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3.3 Pristroje

Analytické vahy SATORIUS, Bmecko

Analyzator celkového organického uhliku TOC-500@Ajmadzu corp., Rakousko
Bé&zZné laboratorni sklo a vybaveni

Bublinkovy pitokomér Hewlett-Packard 1-10-100ML
Laboratorni pH metr inoLab pH/ION 735, WTW¢ikecko
Laboratorni suSarna UM200, Memmergnecko
Membranové&erpadio MP1, ChemoprojekiSSR

Michatka Elmag MM2A, LSCSSR

Odstedivka Hettich ROTANTA 460R

Plynogsna injekni stikacka HAMILTON, objem 1 00Qul, Nevada
Rtutovy teplongr o rozsahu 0-100 °C s nejmensim dilkem 0,5 °C

Voltmetr VOLTCRAFT VC 444
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4 ZAPOJENI SOND MERENI PLYNNE FAZE V POKUSECH

Pokus 1 (zapojeni A) — plynna faze vychazela z éevioru ges ventil a suSici kolony
do sond pro rreni CQ a CH,. Dale ges ventil daterpadla a z§ pod hladinu suspen-

ze ve fermentoru.

Pokus 2 (zapojeni B) - ve srovnani s prvnim pokugeoudila plynna faze stejnou ces-
tou, ale ne pod hladinu nybrz nad hladinu.

Pokus 3 (zapojeni C) - oprotigrichozim pokusn byl systém uzaen svorkou a plyn-
na faze byla po nastu na petlak 6 kPa upoudha fres retlakovy ventil a maly fito-

komeér do ovzdusi.

Pokus 4 (zapojeni D) - plyn proudil ze sorithp do malého fitokoméru a poté do

ovzdusi.
—
B F Al B 0
)
1 1
— T
T

Obr. 7. Schéma zapojeni okruhu plynné faze. Imdator, 2 - susici kolony,
A/B/C/D - zapojeni # jednotlivych pokusech, GO sonda pro r¥eni pro-
dukce oxidu uhditého, CH, - sonda pro @¥eni produkce methanu, M - mo-

tor michani, P <erpadlo, V - petlakovy ventilp - maly pritokoner.
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5 EXPERIMENT 1

5.1 Cil pokusu

Cilem pokusu bylo asteni pracovnich postuppii provozu fermentoru za anaerobnich

podminek a zprovozni méticich okrulii zaizeni fermentoru.

5.2 Postup prace

V pokusu byl pouZzit anaerobni kal o suSir21,2 g/l zistirny odpadnich vod
v Malenovicich, ktery byl ponechan 5 dni zrat vubltoru pi teplog 35 °C. Poté bylo
odebrano fiblizn¢ 1887 ml tohoto kalu k od&tdni v odstedivce po dobu 12 minuttip
4 000 otékach za minutu a tepko®0 °C. Supernatan byl slit a zalun§t anaerobni kal byl
rozmichan v biomédiu, které bylo po dobu 45 mimatopiblavano dusikem za&élem od-
straréni kysliku. Vznikla suspenze byla vpravena do fertori a taktéz probublavana

dusikem po dobuiblizné 30 minut.

Poté byly s vyuzitim fetlaku odebrany vzorky kapalné faze na stanovesingisuspenze
ve fermentoru a na stanoveni obsahu rozpé$io organického uhliku (DOC). Po kontrole

tésnosti sestavy bioreaktoru byl pokus spast

5.3 Pribéh pokusu

Prvnich 73 hodin probihal pokus bez substratu gpy. Poté byloidano 12,00 g glyce-
rolu a tim z&al vlastni pokus. Kazdy den byly s vyuzitifephaku odebirany vzorky kapal-

né faze na stanoveni obsahu DOC a na pH metrud&@mORP a pH.

VSechny Udaje ze sond byly automaticky zaznameryavdwiti-minutovych intervalech a
ukladany na internetovy server (pokus ANpilot232007 [22]). Po 167,5 hodinach byl
odebran vzorek kapalné faze na stanoveni suSipesas ve fermentoru a poté byl pokus

ukorten.
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5.3.1 Pribéh sledovanych veltin

Tab. 2. Pgatecni hodnoty sledovanych wéh 1. pokusu.

Parametr Hodnota Parametr Hodnota
Teplota 26,24 [°C] pH 6,88 [1]
Ot&ky 120 [ot/min] Retlak 0 [kPa]
Hladina 23,08 [cm] Turbidita 94,95 [FNU]
Vodivost 3998,25,[S/cm] Pfitok vzduchu 0 [I/h]

SusSina 9,161 [g/1] Maly gitok 0,23 [ml/min]
ORP -404,9 [mV] Cco 0,52 [%)]
Kyslik 0,1 [mg/l] CH, 0,66 [%0]

Pritok vzduchu byl v pibéhu pokusu nulovy, protoze se pracovalo v anaeroblasti.
Maly praitok zaznamenaval firok plyna pri jejich upousni z fermentoru po dosazeni na-

stavenéhoigtlaku. Retlak byl v naSemijipact nastaven na 5 kPa.

Teplota byla na zgtku pokusu 26,24 °C a po #ath na nastavenou hodnotu 32 + 1 °C se
v pribéhu celého pokusu &nila pouze wadu setin °C. Po ukoéani pokusu byla teplota
uvnité fermentoru zré‘ena rt'ovym teplongrem. ZjiS€na teplota byla o 1,5 °C nizsi nez u
sondy na nieni teploty, a proto byla tato sonda nakalibrovdodle hodnoty ziskané rtu-

tovym teplongrem.

Michani bylo nastaveno na 120 &k za minutu a nebylo nutné je jakkolémit. Hladina
suspenze ve fermentoru se postupepatri snizovala odérem vzorki kapalné faze na
stanoveni obsahu DOC. Vodivost byla konstantni laylpovala se mezi 3998S/cm a
4002uS/cm. Rozsah #iteni vodivosti vSak nebyl na internetu désiéci a skuténé hod-
noty z vodivostni sondy ziskané fepodniku Hach Lange se pohybovaly kolem hodnoty
4500uS/cm.
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Tab. 3. Nav*ené hodnoty pH, ORP a suSiny viipthu 1. pokusu.

Cas mfeni [h] pH [1] ORP [mV] Susina [g/l]
pH metr Hach pH meti Hach
0 nengeno| 6,88 nengfeno| -404,9 9,161
95 7,035 6,58 | ned#teno| -148,5 7,897
114 6,950 6,45 -113,6 -211,¢ N&ieNo
138 7,195 6,38 -11,6 -199,6 n&@No
168 6,936 6,45 neéteno| -55,3 6,440

Pozn.: Terminem Hach je n¢imprevodnik Hach Lange napojeny naifoi sondy fermen-

toru.

V tabulce Tab. 3 Ize vidt rozdily v hodnotach pH #&enych pH metrem a hodnotach

meienych sondou fevodnikem Hach Lange), které se neshodujfildipné 0,5. Z tohoto

davodu byla sonda na&eni pH po ukoteni pokusu nakalibrovana dle hodnotyctemé

na pH metru. Hodnoty ORP¢diené na laboratornim potenciometru se s hodnotaswze

dy (pfevodniku Hach Lange) dost rozchazeji, proto bytalama mireni ORP po ukateni

pokusu nakalibrovana podle hodnoty&ené na pH metru.

Pokles suSiny suspenze ve fermentoru z 9,161 gf,440 g/l souvisi s ukladanim anae-

robniho kalu v nefistupnych mistech fermentoru.

— ORP [mV]
— Kyslik [mg/l]

250 5
100 - 4
>
£ -50 L3
o
@ -200 -2
@)
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_500 T T T T T T 0
0 24 48 72 96 120 144 168
Cas [N]

Kyslik [mg/l]

Obr. 8. Hodnoty ORP a obsahu rozpingtho kysliku v pibehu 1. pokusu.
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Obrazek Qbr. 8) zobrazuje pibéh oxido-redukniho potencialu a obsahu rozpim&ho
kysliku bthem pokusu. Hodnoty ORP zmg kolisaji a zejména v prvniufp pokusu se
pohybuji v kladnych (pro anaerobni procedi$ vysokych) hodnotach, coz jaisledek
potizi s netsnosti fermentoru. | po jejich ¥gSeni vSak byly hodnoty ORP nekonstantni
diky probublavani dusikemiipkazdodennim odisu vzorki kapalné faze na stanoveni

DOC, coz narusilo ustadlenou rovnovahu systému.

Na obrazku Qbr. 8 lze také spait velké vykyvy obsahu rozpugteho kysliku v suspenzi
anaerobniho kalu a biomédia, které se kratcedpmepokusu snizily a pmérna hodnota
obsahu kysliku byla asi 0,5 mg/l. Tyto vykyvy sa@ely s neisnosti fermentoru a
s dennimi odéry vzorki kapalné faze na stanoveni DOC. Vyskyt kysliku gnaerobnim
pokusu nezadouci, je proto nutné jeho obsah vataf@kusech eliminovat nebo alegpo
snizit na minimum. Hodnoty ORP Uzce souvisi s obsalozpudiného kysliku, coz obra-

zek Obr. 8 potvrzuje.

7%

—pH[1] 4
Pretlak [kPa] 3 -

0 24 48 72 9 120 144 168
Cas [h]

Obr. 9. Hodnoty pH astlaku v pfibehu 1. pokusu.

Obrazek QObr. 9 znazotiuje nepravidelné kolisani pH mezi hodnotami 6,1%,.88 zfi-

sobené tvorbou organickych kyselin vznikajicithgmaerobnim rozkladu.

Na obrazku Qbr. 9 je také zaznamenano kolisanéteku okolo hodnoty 3kPa. Troji zvy-
Seni petlaku na 6 kPa a jeho nasledny pokles prezentojguplavani dusikemipodbiru

vzorkl kapalné faze na stanoveni obsahu DOC. Kolistatiagiu bylo vyeSeno 6. den
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(120,5. hodina gibéznéhoc¢asu pokusu). Byl odhalen Unik plynu u ventilu vimtiplynné
faze z fermentoru, po jehozéateni pretlak vzrostl na minimah6é kPa (vice nebyl scho-

pen istroj zaznamenat).

Tab. 4. Koncentrace rozpdgeho organického uhliku vigehu 1. pokusu.

Cas méfeni [h] DOC [mg/l]

0 141,3
71 151,7
73 518,2
95 4476
114 309,8
138 222,7
168 131,0

Pfi anaerobnim rozkladu vznikaji plynné produkty ¢COCH,), jejichZz mnoZstvi souvisi

s koncentraci rozpugtého organického uhlikaréab. 4. Prvnich 73 hodin, po které probi-
hal pokus bez substratu jako slepy, bylanmrna hodnota obsahu DOC 146,5 mg/l. Poté
bylo piidano 12,00 g glycerolu obsahujiciho 39,126 % whldoZ se rovnaifdlavku 4,695

g uhliku. Diky tomu nil teoreticky obsah DOC skok®wznist na hodnotu 738,6 mg/l,
vystoupal vSak pouze na 518,2 mg/l, cozisledek brzkého odu vzorku na stanoveni
obsahu DOC (glycerol jeSnebyl zcela rovno#ing rozptylen v celém objemu bioreakto-
ru). Dale koncentrace DOCGiekavar tentt linearreé klesala, v dsledku spatbovavani
jediného zdroje organického uhliku mikroorganisa®,na hodnotu 131 mg/l (coZ odpovi-
da 100 % rozkladu glycerolu). Tento pokles b§l tyt doprovazen vzestupem produkce

sledovanych plyin

Hodnoty koncentrace GGa CH, v pribéhu pokusu kolisaly v rozmezi 0,2 - 0,7 %. Takto
se vSak chovaly i po ukéani pokusu, kdy byla produkce piynulova. Indikované hodno-
ty koncentraci tedy neodpovidaly skirtgm hodnotam v plynné fazi. Obdobny problém se

vyskytl i u malého pitokomeru.
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5.4 Vyhodnoceni pokusu

Pokusem byly osteny pracovni postupy adiici okruhy fermentoruifp anaerobnich pod-
minkach. V péib¢hu pokusu bylo zji€ho, Ze hodnoty ORP, pH a teploty ziskané ze sond
neodpovidaly hodnotdm narenym na laboratornim potenciometru, pH metru retbpek
rtutovém teplondru, proto byly po uko¥eni pokusu na tyto hodnoty nakalibrovany. Po
ukorgeni pokusu bylo taktéz zjito, Ze hodnoty vyprodukovaného mnozstvi,GOCH,
nelze pouzit k vyhodnoceni, protoze sondy plynree fdkazovaly stale stejné vystupni

nagti (x 126 mV), coz bylo zgsobeno chybnym zapojenim sond.

Provedeny pokus byl U&gny ve zprovozéni respektive nakalibrovani veskeryckimich
zaizeni. Odhalil také, Ze séigakékoli manipulaci s fermentorem music¢éwat jeho &s-
nost, ktera ma zasadni vliv na tlak, ORP, obsapugtného kysliku a dalSi veiny. Dale
bylo zjiS&no, Ze je do budoucna nutné zvySit rozsah pEteni etlaku a vodivosti, pro-

toZe jejich hodnoty byly vySSi, nez bylo mozné&gim

Do neuspcha pokusu Ize zZadit Eilis vysoky obsah rozpudiého kysliku a z vySe uvede-

nych divodia nevyhodnoceni bilance produkce £OCH,.
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6 EXPERIMENT 2

6.1 Cil pokusu

Cilem pokusu bylo poktavani ve zprovazovani ngticich okrulii zaizeni fermentoru a
snizeni obsahu rozpédtho kysliku v suspenzi anaerobniho kalu a bioméeliato byl
upraven konec giticiho okruhu — stefhjako v prvnim pokusu vychazela plynna faze z
fermentoru pes ventil a suSici kolony do sond préieni CQ a CH,, déle pes getlakovy

ventil doc¢erpadla, ale v tomto pokusu nad hladinu suspenzermentoru.

6.2 Pribéh pokusu

Pro stanoveni slepého pokusu byly vyuzity hodnofyterichoziho pokusu (ANuza-
vA24.1.2008 [22]), na ktery tento pokus bezpredts navazoval. Z tohotd/odu byl fFi-
davek substratu 12,00 g glycerolu proveden jiz @ovhutach od spudti pokusu.

Udaje ze sond byly automaticky zaznamenavany nejpminutovych intervalech, pogd
v patnacti-minutovych intervalech a ukladany neernétovy server (pokus Glycerol 2
[22]). Po 116,5 hodinach byl pokus uken.

6.2.1 Pribéh sledovanych veltin

Teplota byla nastavena na 34 + 1 °C, natka pokuswinila 33,08 °C a v jeho fibéhu se
pohybovala mezi 33 °C a 35 °C. Tento interval tejae povazovat za optimalni pro mik-

roorganismy podilejici se na anaerobnim rozkladu.

Michani bylo steja jako v minulém pokusu nastaveno na 12Q@ektéza minutu a nebylo
nutné je jakkoli minit. Hladina suspenze ve fermentoru se st@gko v gedchozim poku-
su snizovala odivtem vzorki kapalné faze na stanoveni obsahu DOC. Z hodng832Zin

klesla o cca 0,5 cm.

Vodivost se v pibéhu pokusu diky pdavkim hydroxidu sodného zvySovala z 3558,85
uS/cm az nafifblizn¢ 4150uS/cm. Zde se stejrjako v minulém pokusu projevil nedosta-
tecny rozsah pro ®gieni vodivosti z internetu, protoze hodnoty z vodivid sondy (fe-

vodniku Hach Lange) vystoupaly az rigopzné 4500uS/cm.

Pokles susSiny suspenze ve fermentoru z 3,979 g8,186 g/l souvisi s ukladanim anae-
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robniho kalu v nefistupnych mistech fermentoru.

-350 1

- 038
S -450 =
—ORP [mv]| & 106 g
X
— Kyslk [mg/]] & 04T
O -550- <
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-650 0
0 24 48 72 96 120
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Obr. 10. Hodnoty ORP a obsahu rozpugtho kysliku v pibehu 2. pokusu.

Obrazek QObr. 10 zobrazuje relativlinearni piibéh oxido-redukniho potencialu okolo
velice nizké hodnoty -615 mV. Nt ORP v 69. a 116. hodirprabéZnéhocasu trvani
pokusu odpovida probublavani dusikefingalbéru vzorku kapalné faze na stanoveni DOC.
V 72,5. hodig trvani pokusu doSlo k poruSe softwaru a na intexyeserver byly opako-
varg ukladany stejné hodnoty vSech zkoumanychireliPo restartu pidtace v 96. hodig

byl ORP vy3sSi nezipzhrouceni systému a na obrazidb(¢. 10 je tudiz vidt skokovy
narst, ktery vSak ve skutaosti byl pozvolny. Na rozdil odiedchoziho pokusu se ORP
poddil udrzet po celou dobu trvani pokusu v zapornyt¢hddZz pro mikroorganismy anae-

robniho rozkladu fiznivych hodnotach.

| pfes potiZze s g@srenim fermentoru se obsah rozpungtho kysliku v suspenzi anaerobni-
ho kalu a biomédia pohyboval mezi 0,13 mg/l a Oyigdl (Obr. 10, cozZ Ize povaZovat za
aspEch, protoze tyto hodnoty jsou v porovnani s maximeminulém pokusu 4,68 mg/l a

primérnou hodnotou iiblizné 0,5 mg/l nesrovnatetriepsi.
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Obr. 11. Hodnoty pH aretlaku v ptibehu 2. pokusu.

Obrazek QObr. 11) znazoiiuje pongrné linearni pfibeh pH z&inajici na hodnet 6,62 a
korgici na hodnat 6,81. Oproti pedchozimu pokusu byly k fermentortigmjeny d¥ pe-
ristaltickacerpadla pro davkovani kyseliny chlorovodikové résipe hydroxidu sodného,
coz umoznilo pH udrzovat na pozadované hogliiot 0,5. Propad pH ve 22. hodipri-
béZnéhocasu trvani pokusu souvisi s tvorbou organickyctekysvznikajicich pi anae-
robnim rozkladu. K tomuto propadu doSlo, protoZelptd korigovano gedénymi roztoky
kyseliny respektive zasady (koncentrogjgnroztok by pH vyrovnal mnohem rychleji, ale

na druhou stranuggobi koroziveé a miZe dojit k ,gekmitu” regulované vetiny).

Na obrazku Qbr. 11) je také zaznamenan riédi® povzbudivy piibéh pretlaku Ehem po-
kusu. Bezprogedre po odpojeni probublavani dusikem kleidtiak téngi na 0 a pouzeip
jeho ogtovném gipojeni @i odkéru vzorki kapalné faze na stanoveni DOt ftak vzrostl
na minimalg 6 kPa. Zdroj uniku tlaku se odhalit neptitta Od 72,5. hodiny trvani poku-
su do 96. hodiny se ve fermentoru postupromadil plyn, aniz by byl tento n#st (z vySe
uvedenych dvodi) zaznamenan. Na obrazkOlr. 11) je proto v 96. hodi praibéZného

¢asu trvani pokusu vid skokovy néiist pretlaku, ktery vSak ve skuteosti byl pozvolny.
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Tab. 5. Koncentrace rozpd&eho organického uhliku viehu 2. pokusu.

Cas méfeni [h] DOC [mg/l]
0 324,6
0,7 782,2
69 546,6
116 13,0

Vzhledem k tomu, Ze pokus bezptesirt navazoval naiedchozi, mil obsah rozpushé-
ho organického uhlikuT@b. 5 na pd@&atku pomgrné vysokou hodnotu 324,6 mg/l.
V dusledku gidavku 12,00 g glycerolu, coz se rovnddpvku 4,695 g uhliku, skok&v
vzrostl obsah DOC na 782,2 mg/l. Déle koncentra®O€xekavar klesala pes hodnotu
546,6 mg/l po 72 hodinachiiehu pokusu az na 13,0 mg/l na konci pokusu. Tenkbego
je vSak az moc razantni (odpovidal by 100 % rozklglycerolu) a pravtpbodobré spiSe
nez reali¢ odpovida chybnému &teni ¢i spiSe odbru vzorku. Pokles obsahu DOC byl
doprovazen vzestupem produkce sledovanychiaplyphledem k potizim s rinosti fer-

mentoru vSak nebylo moZné produkci £8CH, vyhodnotit.

6.3 Vyhodnoceni pokusu

Pokusem byly znovu @veny pracovni postupy adtici okruhy fermentoruipanaerobnich
podminkéach. V pibéhu pokusu bylo zjigho, Ze hodnoty ORP ziskané ze sondit oye-
odpovidaly hodnotam nattenym grevodnikem Hach Lange, proto byly po ukeni poku-

su na tyto hodnoty nakalibrovany. Na rozdil dddzhoziho pokusu se vSak ORP pgdda
udrzet po celou dobu v zapornych hodnotach. Obsgtuséného kysliku v suspenzi anae-
robniho kalu a biomédia se diky uptkazapojeni okruhu plynné faze pohyboval pod 0,15
mg/l. Pitibéh pH byl linearwjSi diky gipojeni dvou peristaltickycberpadel pro davkovani
kyseliny chlorovodikové respektive hydroxidu sodmékteré pH udrzovaly v blizkosti
pozadované zadané hodnoty 7.tKyotiZzim s netsnosti fermentoru se nepdila zbilan-
covat produkci plyfi CO, a CH,.
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7 EXPERIMENT 3

7.1 Cil pokusu

Cilem pokusu bylo WgSeni petrvavajicich potizi s n&tnosti fermentoru a dalSi snizeni
obsahu rozpu&bhého kysliku v suspenzi anaerobniho kalu a biomé&dgt byl upraven
metici okruh - systém byl uz&en svorkou a plynna faze byla po isiu na petlak 6 kPa
upouséna gres Fetlakovy ventil a maly gitokomegr do ovzduSi. Tato zéma také usnadnila

bilancovani produkce vznikajicich piyil€O, a CH,.

7.2 Postup prace

Postup prace byl stejny jako v prvnim pokusu. Jadinzmenami byla suSina pouZzitého

anaerobniho kalginici 34,26 g/l a jeho odebrany objem k @ddini tudiz byl 1170 ml.

7.3 Pribéh pokusu

Prvnich 44 hodin probihal pokus bez substratu gpy. Poté byloiidano 12,00 g glyce-
rolu a tim zaal vlastni pokus. Udaje ze sond byly zaznamenavgwstnacti-minutovych

intervalech a ukladany na internetovy server (po&lgerol 3B [22]). Po 163 hodinach
byl pokus ukogen.

7.3.1 Pribéh sledovanych veltin

Michani bylo steji jako v gedchozich pokusech nastaveno na 12@e&tZza minutu a

nebylo nutné je jakkoli ¥mit.

Hladina suspenze ve fermentoru se posiupR0,28 cm sniZzovala oditem vzorki kapal-

né faze na stanoveni obsahu DOC na &oyeh 18,07 cm, coZini oproti minulym poku-
sam znany pokles. Ten byl zjsoben tim, Ze sefipodbéru vzorki nekolikrat ucpal ventil
pro odigr kapalné faze shluky anaerobniho kaltdst obsahu fermentoru musela byt proto
odsana vywwvou. Vodivost se v fibéhu pokusu tért linearre zvySovala z 1816,26S/cm

na 2059,03S/cm.

SuSina suspenze ve fermentoru &tghu pokusu klesla z 4,621 g/l na koéngch 2,990
g/l. Tento pokles byl zisoben ukladanim kalu v niégtupnych mistech fermentoru, tvor-
bou WtSich shluk anaerobniho kalu a opakovanym odsatim mensSiho stuiokalu

pii odbéru vzorki kapalné faze na stanoveni DOC.
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Obr. 12. Hodnoty teploty v fibchu 3. pokusu.

Pred z&atkem pokusu doSlo nedopattim ke znieni topnéhodesa. V ptibéhu pokusu
tudiz nemohl byt obsah fermentoru #ahn na poZzadovanou teplotu 35 + 1 °C, kterd je
vhodna pro mikroorganismy podilejici se na anadrobmzkladu. Teplota na Zatku po-
kusu byla 20,59 °C,dhem pokusu se pakdmila v zavislosti na teplétv mistnosti, ve
které byl fermentor umigh od 12,7 °C do 22,3 °@©br. 19. Takto nizka teplota podstétn

negativrg ovlivnila cely provedeny pokus.
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Obr. 13. Hodnoty ORP a obsahu rozpugtho kysliku v pibehu 3. pokusu.
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Obrazek QObr. 13 zobrazuje nelinearni fioch ORP, jenz kolisal v rozmezi -140,55 mV
(na z&atku) az -265,03 mV (na konci pokusu). OpakovarklggORP p ustaleni systé-
mu a jeho ndist byl zpgisoben probublavanim dusikerfi pdbéru vzorki kapalné faze na
stanoveni DOC. Stejnjako v gredchozim pokusu se vS8ak ORP pidadrZzet po celou
dobu trvani pokusu v zapornych a tudiz pro mikraargmy anaerobniho rozkladiizni-

vych hodnotéach.

| pfes ogtovné potize s @snenim fermentoru obsah rozpesého kysliku v suspenzi
anaerobniho kalu a biomédia mekrasil 0,13 mg/l Obr. 13. Jedna se tedy o hodnotu

srovnatelnou s minulym pokusem.
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Obr. 14. Hodnoty pH aretlaku v ptibehu 3. pokusu.

Pri ptipraw fermentoru na tento pokus prasknul nastavec pviadéni kyseliny chloro-
vodikové a hydroxidu sodnéhoéliem pokusu tedy nebylo mozné ovilbvat hodnotu pH
a udrzovat ho peristaltickymierpadly kolem pozadované hodnoty 7 jako tomu bylo
v predchozim pokusu. Obraze®lfr. 14 znazoniuje skoro linearni gibéh pH v prvnich
56 hodinach trvani pokusu kolem hodnoty 7, posiéidekleslo v péibchu 16 hodin na
5,31, odkud ogtovné pomalu rostlo az do konce pokusu na hodnotu ZBfinény vyraz-
ny a rychly pokles pH pra¥godobr souvisi se sptgbovanim dodaného fosféreanove-

ho pufru mikroorganismy.

Na obrazku Qbr. 14 je také zaznamenan vyvofgblaku v pfibéhu pokusu. Prvnich 44

hodin probihal pokusips vikend a nebyl tudiZz hledan zdroj Unikatfaku. Po natlakovani
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fermentoru dusikem ki odbéru vzorku kapalné faze na stanoveni DOC byl odhatek
plynu u ventilu vystupu plynné faze z fermentora,jghoz usreni pretlak vzrostl na mi-
nimalre 6 kPa. Petlak na této hodnétvydrzel az do dalSiho oditu vzorku v 75. hodi&
prabéZnéhocasu trvani pokusu. Od 82. hodinkeplak postup# klesl na 0 a ani po natla-
kovani dusikem kii dalSimu odkru vzorku v 98. hodi& se nedokazal udrzet. Nehost

se vSak i pes veSkerou snahu nalézt nepgdda

Tab. 6. Koncentrace rozpdggho organického uhliku vigsehu 3. pokusu.

Cas mefeni [h] DOC [mg/l]
0 464,2
44 48,2
45 462,8
75 429,2
98 441.4
163 452,6

Jak Ize vidt v tabulce Tab. §, nanétené hodnoty koncentrace DOC getpmto pokusu
nepohybovaly filiS logicky a to pravépodobr v disledku (z vySe uvedenychivbdi)
piiliS nizké teploty a pH nevhodnych pro anaeroboces. Bhem prvnich 44 hodin probi-
hal pokus bez substratu jako slepyfaspo zaznamenal obsah DOGelare velky pokles
0 416 mg/l. Da vSak také polemizovat, jestli nebykgeni prvni hodnoty chybné, nicmen
tuto teorii nelze z§tn¢ kvalifikovare potvrdit ani vyvratit. Nasledovaléekavany nérst
obsahu DOC pofjdavku substratu na 462,8 mg/l. Teoreticky vS&kmarist az na hodno-
tu 635,1 mg/l, této hodnoty nebylo dosaZendlikaedostatenému rozpugni piidaného
glycerolu ged odirem vzorku na stanoveni DOC. Dale obsah DOC zaznalnhegicky
pomaly pokles v isledku spdebovavani jediného zdroje organického uhliku mikyae
nismy na 429,2 mg/l. Potéaha koncentrace DOC nadale klesat, namisto toho a&ako
konce pokusu pomalu nestala na kongych 452,6 mg/l. Dle na&enych hodnot bylo
rozloZzeno pouze 2,5 % glycerolu, coz rozhoareodpovida realita potvrzuje teorii o
chybném niieni obsahu DOC v tomto pokusu. Chyb&eni byla pravéipodobr zpiso-

bena nutnym opakovanym odsatim mensiho mnoZstuikkali ucpanému ventilu na od-
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bér kapalné faze a také zamrazenim vaank stanoveni DOC bezquchozi filtrace. Diky
zamrazeni nebyla tato chyba&imni odhalena a napravena, protoze vzorky byly starée
ny az po ukoteni pokusu. Diky uniku plynz fermentoru a minimalni tvo¢bCO, a CH,

v disledku nevhodnych procesnich podmineét oygbylo mozné plynnou produkci zbilan-

covat.

7.4 Vyhodnoceni pokusu

Pred z&atkem pokusu doslo nedopatim ke znieni topnéhodesa a prasknuti nastavce
pro davkovani kyseliny chlorovodikové a hydroxisusého. V pibéhu pokusu tudiz ne-
mohl byt obsah fermentoru zZ@@n na poZzadovanou teplotu 35 °C a nebylo mozngud
vat pH kolem pozadované hodnoty 7. Tyto skntesti tak od z&atku podstaté negativié
ovliviiovaly cely pokus, zejména se pak podepsaly podegini pibéh ORP a pH. Obsah
rozpuséného kysliku v suspenzi anaerobniho kalu a biomsalidiky dalSi Upra&vzapojeni

okruhu plynné faze pohyboval pod 0,13 mg/l.

Provedeny pokus potvrdil skdteost, Ze je nutné dodrZzovat optimalni podminky arae-
robni rozklad. Neprobiha-li proces tak, jak byl mrobihat, mikroorganismy nedokazou
béhem jednoho tydne rozlozit dodany substrat a proeyiyni je tak nizka, Ze ji nelze

zbilancovat.
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8 EXPERIMENT 4

8.1 Cil pokusu

Cilem pokusu bylo MgSeni opakujicich se potizi sd#setosti fermentoru a kli podezeni
na unik plyri z pretlakového ventilu znemaaijici jejich spravné vyhodnoceni byl i tento-
krat mefici okruh upraven - plynna faze proudila ze sorwmieni produkce C@a CH,

piimo do malého itokoméru a poté do ovzdusi.

8.2 Postup prace

Postup prace byl stejny jako ygplchozim pokusu. Jedinymi 2mami byla suSina pouzité-
ho anaerobniho kaktinici 27,85 g/l a jeho odebrany objem k ddaini tudiz byl 1436 ml.

8.3 Pribéh pokusu

Prvnich 68,5 hodin probihal pokus bez substrata gé&py. Poté byloijano 12,00 g gly-
cerolu a tim z&al vlastni pokus. Udaje ze sond byly zaznamenavétigeti-minutovych
(pti odpouséni plyni v 30 sekundovych a pogd 3 sekundovych) intervalech a ukladany
na internetovy server (pokus Glycerol 5 AN11.4.2(®8)). Po 164,5 hodinach byl pokus

ukorten.

8.3.1 Pribéh sledovanych veliin

Teplota byla nastavena pouze na 29 + 1 °C, prqmaxEpodobré spravnd) teplota zis-
kana ze sondy ukazovala o 6 °C vice nez byla #@obrazujici se na internetu. Po 68
hodinach pitbéhu pokusu byl opraven vadny kontakt teplotni soadyodnoty ze sondy i
internetu se zZaly shodovat, proto byla teplotégmastavena na 34 + 1 °C. Od nastavenych

hodnot se teplotathem pokusu odchylila jeniadu setin °C a byla tudiz optimalni.

Michani bylo steji jako ve vSechigdchozich pokusech nastaveno na 12@e&tza mi-
nutu a nebylo nutné je jakkoli nit. Hladina suspenze ve fermentoru sétagmizovala
odkérem vzorki na stanoveni obsahu DOC. Z hodnoty 21,95 cm kies20 cm.

Vodivost byla konstantni a pohybovala se mezi 418&km a 415uS/cm. Zde se stejn
jako v predchozich pokusech projevil nedostaterozsah pro gieni vodivosti z internetu,
protoZze hodnoty z vodivostni sondyfépodniku Hach Lange) byly vysSi. Pokles suSiny

suspenze ve fermentoru z 4,565 g/l na 4,069 ghNisbs ukladanim anaerobniho kalu
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Vv negistupnych mistech fermentoru.

Obrazek QObr. 15 zobrazuje téwt linearni pokles ORP z hodnoty -329,39 mV na -604,6
mV. | pies opakovany nast v 68,5., 92. a 120. hodirpribéZnéhocasu trvani pokusu,
odpovidajici probublavani dusikemti pdbéru vzorki, se ORP oft poddil udrZet

v zapornych hodnotach.

Na obradzku Qbr. 15 lze také vidt konstantni pibéh obsahu rozpu&tého kysliku
v suspenzi anaerobniho kalu a biomédia na héddaing/l. Skuténé hodnoty ze son-
dy (prevodniku Hach Lange) se pohybovaly maximaoe 0,08 mg/l. Jedna se o nejnizsi

hodnotu ze vSech provedenych pakudera je pro anaerobni procesy dosfizi.
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Obr. 15. Hodnoty ORP a obsahu rozpugtho kysliku v pibehu 4. pokusu.
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Obr. 16. Hodnoty pH aretlaku v pribehu 4. pokusu.
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Obrazek Qbr. 16 znazotiuje pongrn¢ linearni ptibéh pH mezi hodnotami 6,46 a 7,04.
Propad pH v 89. trvani pokusu pré&pddobré souvisi se sptgbovanim dodaného fosfo-

recnanového pufru mikroorganismy.

Na obrazku Qbr. 16 je také zaznamenano vyrazné kolisdetlpku Ehem pokusu. Troji
zvySeni petlaku nad 4 kPa prezentuje probublavani dusikemdberu vzorki (92., 120. a
164,5. hodina gibéZznéhocasu trvani pokusu). Nulovyigtlak mezi 19. a 68. hodinou tr-
vani pokusu byl zjsoben Unikem plynu z fermentoru diky dsetosti u ventilu odéyu ka-
palné faze. Tento Unik nebyl kompenzovan produiaplipnu, protoze pokus v tuto dobu
byl ve fazi slepého pokusu (minimalni produkce bmop). Skokové naisty respektive
poklesy petlaku v obdobi 68. a 70,5. hodiny odpovidaji ptwuani dusikemipodbiru
vzorku respektive gsnovani ventilu odbru kapalné faze. Vyrazné kolisaniepiaku od
72,5. hodiny az do konce pokusu souvisi s kumulimmdiyni ve fermentoru a jejich opa-
kovanym dalko¥ fizenym rinim upou&nim za @delem zbilancovani produkce G@
CH,.

Tab. 7. Koncentrace rozpdggho organického uhliku vigsehu 4. pokusu.

Cas mefeni [h] DOC [mg/l]
0 92,9
68,5 86,4
70 648,8
164,5 323,5

V tabulce Tab. 7 je vidkt, Ze obsah DOCdhem prvnich 68,5 hodin trvani pokusu, kdy
tento probihal bez substratu jako slepy, kleslSorég/l. Po pidavku 12,00 g glycerolu
obsah DOC adekvatrskokow vzrostl na 648,8 mg/l. Vigledku spatbovavani jediného
zdroje organického uhliku mikroorganismy pak obB&C na konci pokusu klesl na hod-
notu 323,5 mg/l (coz odpovida 57,8 % rozkladu gigke. Tento pitbéh koncentrace
DOC ze vSech provedenych pokusejlépe odpovidal fipdpokladm, coz je dsledek
spravnych odéra vzorka i méreni a zredukovani gtu odkEra nactyii (na za&atku pokusu,

pied a po fidavku substratu a na konci pokusu).
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8.4 Bilance produkce vznikajicich plyni CO, a CH,

0,003 -0,0006
0,002 -0,0004
@ 0,001 -0,0002 @
(@) (@)
E o E
<t
§ 0,001 00002 &
-0,002 0,0004
-0,003 0,0006

Obr. 17. Bilance produkce vznikajicich ply@0, a CH..

Pomoci programu MS Excel® byla provedena bilancelpkce vznikajicich plyin CO, a
CHg,. V prabéhu pokusu bylo z fermentoru up&$d 944 ml plynu obsahujiciho 1,0 mg
uhliku ve forn¢ CO, a 7,7 mg uhliku ve fortnCH,. K témto hodnotam je nutné&ipocist
obsah plynu obsazeného v nagldermentoru o objemu 8,4 |. Mnozstvi plynu v nagob
bylo ziskano vynasobenim mnozstvi £OCH, v odpus&ném plynu objemem plynné faze

v nadol bioreaktoru. Celkové vygtené mnozstvi vyprodukovaného uhliku ve f&1@0,

bylo 9,5 mg a uhliku ve fortnCH; 71,9 mg. Ze stanoveni obsahu DOC vsak vyplyva, ze
bylo mikroorganismy rozlozeno 2732,5 mg uhliku. @fsky rozdil mezi mnozstvim uhli-
ku zmefenym v bioplynu a ubytkem stanovenym pomoci DOCprgvdEpodobré zpiso-

ben Unikem plyf v disledku netsnosti fermentoru a nepromichavanim plynné faze.

8.5 Vyhodnoceni pokusu

v s

s

monstruje popis nejdezit¢jSich veltin anaerobniho rozkladu. Teplota byla vilmthu
celého pokusu 34 °C aémila se pouze vadu setin °C. ORPéhem pokusu lineagnklesal
a opt se pod#l udrzet v zapornych hodnotach. Obsah rozmédto kysliku v suspenzi

e

mg/l. Do budoucna nutné zvysit rozsah pré&eni obsahu rozpudtého kysliku, protoze
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jeho hodnoty byly nizsi, nez bylo mozné&in Prabéh pH byl ze vSech poktasejlineér-
ngjSi.

Na rozdil od ostatnich pokiuvylo mozné zbilancovat produkci vznikajicich ply@80O, a
CH,, nicmér ta neodpovidala mnozstvi rozloZzeného uhliku. NejviySim reSenim ve-
doucim ke spravnému zbilancovani plynné produkate lpravdpodobr umiseni mefi-
cich ¢asti sond imo do nadoby fermentoru se zajisgm michanim plynné faze. Druhou
moznosti je sestavit &ici okruh plynné faze jako tomu bylo v druhém pakusvSak se

zajisenim plynotsnosti (nové plyn@snécerpadlo).

Relativni aspch pokusu byl zfisoben omezenim zasaklo fermentoru (odisy vzorka
kapalné faze) a vhodnym ugpdanim aparatury prodfeni plynné faze. Z hlediska zpra-
covani dat byla iinosem dlouha perioda archivace, ktera byla opekatikracovana na

interval rekolika sekund pouze v délodkEru plynné faze.
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9 OSTATNi PROVEDENA M ERENI

9.1 Ovéreni sond pro néireni CO, a CH,

Pt ovérovani linearni odezvy maléhotpokoméru v neficim rozsahu byl pomoci bublin-
kového ptitokoneru celkem ¢tyrikrat nastaven rozdilny prok dusiku z tlakové lahve
v rozmezi od 0 ml/min do 20 ml/min. Dusikova tlakdahev s fednastavenym ptokem
byla napojenaifimo na sondy a bylo &eno vystupni nafi. Linearni zavislost odezvy
malého piitokoméru v oblasti néficiho rozsahu se potvrdila a bylo také zj&t, Ze pi

nulové hodnat pritoku je na svorkach maléhotpokomeru urité nagti (Obr. 18.

Napéti [V]

0,2 T T T
3 7 11 15 19

Priatok dusiku [ml/min]

Obr. 18. Zavislost nafpi na pritoku dusiku.

Pt ovérovani nezavislosti vystupniho riipze sond pro gfeni koncentrace Ca CH, na
pratoku byl pomoci bublinkového fitokonmeru nastaven dvakrat ok dusiku z tlakové
lahve a dvakrat fitok standardu z tlakové lahve v rozmezi 200 — 11@0@nin. Tlakove
lahve byly postupfis grednastavenym ptokem napojeny na sondy, na nichz byl&emo
vystupni napti a posléze fgpaitano na proud. Z tabulkyr@b. § vyplyva, Ze pi rozdilu
pratoku dusiku 357 ml/min jsou rozdily ve vystupninp&téana sondach pro &eni kon-
centrace C@a CH, 1 mV respektive 0 mV.iProzdilu piitoku standardu 350 ml/min jsou
rozdily ve vystupnim naii na sondach pouze 2 mV. Na&f®@né data tak potvrzuji nezavis-
lost vystupniho nafti ze sond na ftoku ve vyrobcem garantované oblasti (0,2 — 3 [Jmin

Z divodu zajis¢ni stalého pitoku bylo zvoleno prvni zapojenidgticiho okruhu.
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Tab. 8. Narv*ené hodnoty pitokiz a vystupnich najpi.
Pratok Napéti na Napéti na Pratok Napéti na Napéti na
dusiku sondé CO, | son® CH, | standardu | sond CO, | sondé CH4
[ml/min] [mV] [mV] [ml/min] [mV] [mV]
538 369 398 536 412 616
895 368 398 886 414 618

9.2 Kontrola zapojeni sond pro neéfeni CO, a CH,

Po ukorteni prvniho pokusu bylo zji&to, Ze hodnoty koncentrace €@ CH,, které
v pribéhu pokusu kolisaly v rozmezi 0,2 - 0,7 % se taktovaly i po jeho ukoteni, kdy
byla produkce plyt nulova. Dale bylo zji$ho, Ze sondy pro &ieni koncentrace CQOa
CH, ukazovaly stale stejné vystupni sap: 126 mV, coz bylo zisobeno chybnym zapo-
jenim sond. Obdobny problém se vyskytl i u maléhidgkomeru. Po spravném zapojeni
(viz. PRILOHA | a PRILOHA 1I) bylo proto nutné zjistit pepastové vztahy pro Datalab,

aby sondy i pitokoner ukazovaly spravné hodnoty.

9.2.1 Zjisténi parametri rovnic prepa‘tovych vztahi pro Datalab

Pri kalibraci malého prtokomeéru byl pomoci bublinkového ptokomeru celkem osmkrét
nastaven rozdilny ptok dusiku z tlakové lahve v rozmezi od 0 ml/min2@oml/min. Du-
sikova tlakova lahev s@dnastavenym ptokem byla napojena na malytjpokomer a byly
zapisovany hodnoty fitoku dusiku v Datalabu. Pomoci n&enych dat byla sestrojena
kalibratni kiivka (Obr. 19 a linearni regresi byla ziskana rovnice, jejitapeetry byly

zapsany do Datalabu.

Postup pi kalibraci sond pro greni koncentrace Ca CH, byl podobny. Pomoci bublin-
kového piitokoneru byl ctyiikrat nastaven rozdilny prok standardu z tlakoveé lahve, ktera
byla napojenaifimo na sondy a byly zapisovany hodnoty vystupnigodu v Datalabu.
Pomoci narérenych dat byly sestrojeny Kkalildrd kiivky (Obr. 20 a linearni regresi byly

ziskany rovnice, jejichZz parametry byly zapsanyddalabu.
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Obr. 19. Zavislost pitoku dusiku bublinkovym gtokongrem na hodnotach gtoku

dusiku v Datalabu.

09 45
08" # y = 0,003408x - 0,472687 -4
0,71 / - 35

_ 06" / 3

S 05 / - 25

S 04- y = 0,002962x - 0,421066 2 T

© 03] 15 ©
02- 1
01 - 05

0 ‘ 0
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Vystupni signal [x]

Obr. 20. Zavislost koncentrace €& CH,; na hodnotach v Datalabu.

Pri kalibraci sondy na gfeni ORP byl do fermentoru pomdaarpadla vhé&en kyslik, diky
kteremu ORP viistal. Byly zaznamenavany jeho hodnoty ggné pevodnikem Hach a
hodnoty zobrazené na internetu. Pomoci ziskanyttbyla sestrojena kalibéai kiivka

(Obr. 21) a linearni regresi byla ziskana rovnice, jejitapeetry byly zapsany do Datalabu.
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Obr. 21. Zavislost ORP naiffeneho pevodnikem Hach na hodnotach zobrazenych na

internetu.

Postup p kalibraci sondy na &feni obsahu rozpugiého kysliku byl stejny, jeho kalib-

racni kiivka je zobrazena na obrazkolfr. 22.
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Obr. 22. Zavislost obsahu rozpasého kysliku nagfteného pevodnikem Hach na

hodnotéch zobrazenych na internetu.

Pti kalibraci sondy na #teni pH byla do fermentoru vhozena g&ei hydroxidu sodného,

diky cemuz pH rostlo. Byly zaznamenavany jeho hodnotydtieng gevodnikem Hach a
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hodnoty zobrazené na internetu. Pomoci ziskanytlbyla sestrojena kalib&ai kiivka

(Obr. 23 a lineérni regresi byla ziskdna rovnice, jejitapeetry byly zapsany do Datalabu.

pH (piFevodnik Hach) [1]
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Obr. 23. Zavislost pH zpvodniku Hach na hodnotach zobrazenych internetem.

Na obrazku Qbr. 24 je zobrazena tabulka pro zadavani paraimgtepaitovych vztali

jednotlivych sledovanych vein do Datalabu.

AT 01 freplota)
Al 02

Al 03 (vodivost)
AL O (pH)

AL OS (ORFY

AL D6 (02
ALOF (FMUY

Al OB

Al 09

AT 100 ¢Hak

AL 11 ¢hladina)
AT 12 fpritoky
AL 12 {maly primok)
AL 14 (CO2y

A1 15 (CH4)

Al 16

a |0.003000 A
a[1.000000 &l
a [0133400  a|¥]
a [0000473  alw|
a 0073700 a&|¥|
a [0000833 B
a [0058280 ¥
a [1.000000 &
a [To00000  alw
a [0ooomes ]
a 0001300 av
a 0005720 a|¥]
a [0004654  al+|
a [0003408 alw
a [000Z36Z2 &
a [0003052  alw|

zobrazena hodnota = a * analogovy vstup + b

b [€5235 &«
b [00000  a&f¥|
b [100000 &«
b [04000  a|v|
b [-13050000 &+
b [00082 &l
b [00000  af¥]
b [00000 k]
b [00000  4|¥
b [0.0000 |
b [125000  a|v|
b [Z75000 &+
b BRI afv]
b [04727  a|¥]
b [0#217 &l
b [00000 v

Obr. 24. Tabulka pro zadavani parametprepatovych

vztahi do Datalabu.
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9.3 Tlakova ztrata

p =-0,015t + 0,345% - 2,652t + 7,486
4 R2 = 0,999

Pretlak p [kPa]
w

4
Cas t [h]

Obr. 25. Tlakova ztréata.

Do bioreaktoru diky nésnostem pronikal kyslik, ktery nigpnivé zvySoval ORP a obsah
rozpuséného kysliku. Zmiéné ne¢snosti mohly vznikat bdl v me¢ticim okruhu nebo ve
vlastni nadob fermentoru. Mfici okruh byl ged kazdym pokusem upravovan s cilem od-
stranit netsnosti. Za Gelem zkoumaniésnosti nadoby fermentoru byl proveden test, na
jehoz zaklad byl sestrojen graf tlakové ztrat@br. 25. Pomoci 8j Ize zjistit objem unik-

lych plyni a ze softwarového hlediska jej Ize pouZzit prormigprodukce C@a CH,.
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ZAVER

Cilem diplomové préace bylo poloprovozniéteni pracovnich postappii praci s fermen-
torem za anaerobnich podminek, nalezeni nedastatk&éieni jejich odstréaovani. Dale
pak zprovozani nmeficich okruti zaizeni fermentoru, zejména sond préiemi plynné

faze. V rdmci moznosti byly pokusy diplomové praeetieny na anaerobni rozklad gly-

cerolu s ohledem na produkci bioplynu.

Bylo zjisttno, Ze hodnoty ORP, pH a teploty ziskané ze sondpwidaly hodnotdm na-
meéifenym na laboratornim potenciometru, pH metru rebpektu’ovém teplondru, proto
byly na tyto hodnoty nakalibrovany. Déale bylo olgaw a opraveno chybné zapojeni sond
pro meieni plynné faze. #ed z&atkem druhého pokusu bylyipojeny dv¥ peristaltick&
cerpadla pro davkovani kyseliny chlorovodikové résipe hydroxidu sodného, diky nimz
se pH udrZovalo v blizkosti poZzadované zadané hgdhea 0,5 a jeho pibéh byl lineér-
néjsi.

Pred jednotlivymi pokusy byl upravovanéiici okruh plynné faze. @odem k &mto zme-
nam byla snaha o zvySeni ply&stosti okruhu r&eni plynné faze a zefektigni bilance
produkovaného bioplynu. Jako nejvhéph zapojeni se ukazalo takové, kdy plynna faze
byla kontrolovag odpou&tna z fermentoruijes susici kolonu do sond prei@ni koncent-
race CQ a CH, Bioplyn pokr&oval gimo do malého pitokomeru a poté do ovzdusi.
Toto zapojeni je vyhodné proéheni koncentrace a objemu odpa@ngto bioplynu. Pro
piesné znsieni celkové produkce bioplynu je nutné&ini plyn, ktery Zistava v nadob
bioreaktoru. Pro tentocél je pravé@podobré nejvhodrjSim reSenim umighi meéticich
¢asti sond fimo do nadoby fermentoru se zajistm michanim plynné faze. Druhou moz-
nosti je sestavit dvojici okrdhpro méreni plynné faze. U prvniho okruhu by se plyn nasa-
val nad hladinou suspenze, proudip suSici kolony do sond praifani koncentrace CO

a CH, a plynotsnymcerpadlem by byl vham zpst do nadoby fermentoruégné pod vi-
ko). Druhy okruh by tvil ventil odkeru plynné faze s navazujicim malymijmkomgrem.

Tento pomocny okruh by slouzil ke kontrolovanémouggni produkovaného bioplynu.

Po vySe zmiénych Upravach se u#vrtém pokusu veskeré zkoumané giely pohybovaly
v optimalnich hodnotach a pdtla se zbilancovat produkci vznikajicich pty@€O, a CH..
Diky provedenym pokusn bylo také zji&no, Ze je do budoucna nutné zvysit rozsah pro

meéieni getlaku a vodivosti, protozZe jejich hodnoty byly 8iyshez bylo mozné ziit.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 59

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]
[10]

[11]

DOHANYOS Michal a kolektivAnaerobnicistirenské technologidl.. vyd. Brno:
NOEL, 2000. 339 s. ISBN 80-86020-19-3.

CHUDOBA Jan, DOHANYOS Michal, WANNER i Biologickéciteni odpad-
nich vod 1. vyd. Praha: SNTL, 1991. 465 s. ISBN 80-03-0081

HORAKOVA Dana. Bioremediace[on line]. Posledni revize 12.1.2007 [cit.
2007-12-18] Dostupné z:
<http://is.muni.cz/do/1499/el/estud/prif/ps06/3082hioremediace_ FRVS_ 2006
-2.pdf>.

BRYANT M. P. The microbiology of anaerobic degradation and matgenesis
with special reference to sewadé7. Seminar on Microbiol. Energy Conversion,
E. Goltz K. G., Ed., Géttingen, Germany 1976.

ZEIKUS J. G.Microbial population in digesters51. Anaerobic Digestion, Staf-
ford D. A., Weatley B. I. and Hughes D. E. Ed., Hon, Applied Science Pub-
lishers 1980.

MCINERNEY M. J., BRYANT M. P Review of methane fermentation fundamen-
tals, 19. Fuel Gas Production From Biomass. Ed., Dohal@Vise, P. h. D., 1,
1981.

Bioekologig[on line]. Posledni revize 25.11.2004 [cit. 20@#22]. Dostupné z:
<http://www.vscht.cz/kch/kestazeni/sylaby/bioekaéopgdf>.

ZIDEK Michal. Anaerobni digesce zvolenych substraiaboratornich podmin-
kach Sbornik pispevka ze seminge Moznosti energetického vyuziti biomasy pod
zastitou Prof. Ing. Toma¥ermaka, CSc., rektora VSB-TU Ostrava. Ostrava: Vy-

soka Skola Béska — Technicka univerzita Ostrava, 2005. s. 169.
TORIEN D. F., HATTINGH W. H. J. Water Res. ,385 (1969).

ZHENDER A. J. BEcology of methane formatioWater Pollut. Microbiol. 2, s.
349 (1978).

ZEIKUS J. G.Microbial Intermediary Metabolism in Anaerobic Dgjen 23.
Anaerobic Digestion. Ed. Hughes et al., ElseviemBadical Press B. V. 1981.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 60

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

HARPER S. R., POHLAND F. QRecent developments in hydrogen management
during anaerobic biological waste water treatmeBiotechnol. Bioeng., o 28,
s. 585 (1986).

DAGUE R. R. J. Water Pollut. Contr. Fed. 402021 (1968).

KOLENA Jiti, et al. Glycerin — potencionalni surovina pro petrochemig&ah
komponenty do paliKonference Aprochem 2007. Milovy - &mé n. M., 2007.
s. 1156-1160.

PATNAIK P. R.Hybrid neural simulation of a fed-batch bioreactor a nonide-
al recombinant fermentatiorBioprocess and Biosystems Engineering. 2004, ro
24,¢. 3,s.151-161. ISSN 1615-7591.

KASTANEK FrantiSek.BioinZenyrstvi 1. vyd. Praha: Academia, 2001. 334 s.
ISBN 80-200-0768-7.

SEDLACIK Radek.Technologické a¥eni provoznich funkci daeni fermentoru
Zlin, 2006. 72 s. Diplomova prace na Technologifi@lte Univerzity Toméase

Bati ve ZIirg.

Control Web [on line]. Posledni revize 2808 [cit. 2008-5-7]. Dostupné z:
<http://www.mii.cz/cat?id=94&lang=405>.

HRUSKA FrantiSekinternet a laboratée integrované automatizacéemna me-
chanika a optika. 2006, ¢051,¢. 2, s. 43—-46. ISSN 0447-6441.

HRUSKA Frantisek, DVRACKOVA Marie, SEDLACIK Radek. Biochemické
procesy v laboratéich integrované automatizace na UTB ve Zlkutoma. 2007,
roc. 13,¢. 12, s. 43-45, ISSN 1210-9592.

SRAMEK Jii. Overeni provozu laboratorniho fermentoru pro vyukovelyi
2007.90s. Diplomova prace na Technologické fakulniverzity TomaSe Bati ve
Zling.

Vypis veejré dostupnych experimeintDES [on line]. Posledni revize 7.5.2008
[cit. 2008-5-5]. Dostupné z:
<http://www.labi.fai.utb.cz/newhtml/ListExps5.htnfl@m=5&LngVer=cz>.



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

61

SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

AE
AN
CH,
CO,
DOC
FNU
LED
ORP
PCB

USA

Aerobni.

Anaerobni.

Methan.

Oxid uhlgity.

Rozpusiny organicky uhlik.
Formazinova nefelometricka jednotka.
Elektroluminiscedni dioda.
Oxido-reduéni potencial.
Polychlorované bifenyly.

Spojené staty americkeé.
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PRILOHA P |: TABULKA ZAPOJENI SOND NA SB

ERNICI

DATALAB.
svorkovnice | Eislo svorky | modul Datalab nézev signalu el, rozsah fyz. rozsah
X3 1 ADIDOC GND |spoletnd zem analog OUT/dig. OUT
2 ADIDO GND _|spoleéné zem analog OUT/dig. OUT
3 AQIDC GND zem analog OUT/dig. OUT
4 AD/DC GND |spoleéna zem analog OUT/dig. OUT
5 ADIDO GND letna zem analog OUT/dig. OUT
& AQDO GND zem analog OUT/dig. OUT
T AOIDO GND |spoleéna zem analeg OUT/di. OUT
[ AD/DO GND [spoleénd zem analog OUT/dig. OUT
9 ACVDO GND |spoleéna zem analog OUT/dig. OUT
10 C1 signal LED 0-10v signalizace slavu
11 c2 rezerva|-10V
12 (] servo provzduinéni le-10v sarvo 0- 100%
13 c4 sarvo chladici vody |0-10V sarvo 0- 100%
14 AD C5 senvo odberu plynu [o-10v servo 0 100%
15 Cé servo odbéru kapaling |o-10v sarvo 0- 100%
16 cy rezerva|0-10V
17 5] rezerval0-10V
neprochazl DO aviadani rel - £1 davkovani zdsady
pfes DO2 oviadani re2 - £2 dévkovani kysaliny
svorkovnic DO3 oviadani re3 - 23 volna
DO4 oviadani red - Z4 volnd
DO5 ovlddani red - 25 dmychadlo
DO6 ovI&dani re6 - topne teleso
X3 18 oo7 rezenva
18 DOB rezerval
X4 1 Al [teplota ve fermentaru Jo-10v D-100TC
2 A2 rezerva (vistup z D54, IFMA) 0-10V_
3 A3 vodivost (SC1000) 0-10,2v___|0-4000 uscm
Fl Al A pH (SC1000) 10,2V |04
5 AS QORP (3C1000) [0-10.2V 0 a +1000 mV
B AB redax (SC1000) [0-10,2v  [0-20 ppm
7 AT turbidita (SC1000) [0-10.2V___[0-1000 FTU
[ AR rezerva|0-10V
E] B1 rezerva|0-10V
10 B2 tlak 0-10V 0-6 kPa
11 B3 hladina 0-10v 0-50 em
12 Al B4 Utk 0-10V 0-150 I
13 BS NH3 0-10V 0-10%
14 BB CO2 0-10V 0-205%
15 BY MH4 0-10V 0-50%
16 BE péna 0-10V 0-100
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PRILOHA P II: SCHEMA ZAPOJENI SOND NA SB ERNICI

DATALAB.

W

DatalLab IO/USB @
analog IN analog OUT digital OUT
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