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Uvodni slovo séfredaktora

VSechny étenare ¢asopisu i autory prispévkd srde¢né zvu na
Tyden védy, vyzkumu a inovaci pro praxi, ktery se kona ve dnech
15. az 19. 4. 2013 v Koutech nad Desnou v Jesenikach a jehoz je
WASTE FORUM medialnim partnerem a ma osoba programovym
garantem.

Tyden... je zastresujici nazev pro triuvirat konferenci, mezi
které patri v prvé radé symposium ODPADOVE FORUM 2013
a dale chemicko-technologicka konference APROCHEM 2013
(15. — 17. 4. 2013) a konference OZE 2013 (17. — 19. 4. 2013).

PrestozZe oficiadlni termin pro prihlasky ucasti jiz uplynul, stale
je mozné pfispévky prihlasovat, a to az do naplnéni kapacity.
Predbézny program symposia ODPADOVE FORUM 2013 bude
vyvésen na internetu v druhé poloviné unora a bude postupné aktualizovan, jak budou prichazet
dalsi prispévky. Termin pro zaslani textu do sborniku je 15. bfezna. (Vice na strané 40.)

Autof¥i ¢lanki ve WASTE FORUM (tomto i minulych ¢islech) mohou na symposium prihlasit
prispévek na stejné téma a naopak prednasejici ze symposia sméji (samozrejmé po prislusné
upravé) nabidnout sviij prispévek do tohoto ¢asopisu.

Prihlasovaci formulare a vibec informace ke vSem tfem akcim Ize najit na internetovém
portalu TRETIRUKA.CZ v sekci Konference nebo pfimo na adrese www.tretiruka.cz/konference.
Vzhledem ke spole¢nému organizatorovi se Ize pri prihlaseni se na jednu z téchto konferenci
v pripadé zajmu zucastnit vsech tfi akci.

V neposledni rFadé je namisté zminit, Ze byla vyhlasena vyznamna sleva z konferenc¢niho
poplatku pro studenty.

Ondrej Prochazka

Pro autory

Ceské ekologické manazerské centrum (CEMC) na vydavani éasopisu WASTE FORUM nedostava
zadnou podporu z verejnych zdroju. Proto je €asopis vydavan pouze v elektronické podobé a ¢&isla jsou
zvefejnovana na volné pfistupnych internetovych strankach www.WasteForum.cz.

Do redakce se prispévky zasilaji v kompletné zalomené podobé i se zabudovanymi obrazky
a tabulkami, tak zvané ,printer-ready”. Pokyny k obsahovému c&lenéni a grafické Upravé pfispévku
spolu s pfimo pouzitelnou Sablonou grafické Upravy ve WORDu jsou uvedeny na www-strankach
Casopisu v sekci Pro autory. Ve snaze dale rozSifovat okruh moznych recenzentu zadame autory, aby
soucCasné s prispévkem napsali tfi tipy na mozné recenzenty, samoziejmeé z jinych pracovist nez je autor
¢i spoluautory. Je vzdy dobré mit rezervu.

Publika¢ni jazyk je CeStina, slovenstina a anglic¢tina, pfiemz ve snaze, aby se Casopis WASTE
FORUM dostal do mezinarodnich databazi védeckych €asopisl, coz je nezbytny pfedpoklad, aby mohl
ziskat ¢asem i impakt-faktor, je upfednostfiovana angli¢tina. V tomto pfipadé vsak je nezbytnou soucasti
¢lanku na konci nazev, kontakty a abstrakt v ¢eském Ci slovenském jazyce, pfi€emz rozsah souhrnu
neni shora nijak omezen. U ¢lankd v ¢eském ¢i slovenském jazyce je samoziejmou soucasti nazev,
kontakty a souhrn v anglickém jazyce.

Uverejnéni pfispévkl v ¢asopisu WASTE FORUM je v zasadé bezplatné. Nicméné abychom
prijmové pokryli alespori nezbytné externi naklady spojené s vydavanim c&asopisu (poplatky za
webhosting, softwarova podpora atd.), vybirame symbolicky poplatek za uvefejnéni podékovani
grantové agenture Ci konstatovani, Zze ¢lanek vznikl v ramci fe$eni urcitého projektu. Tento poplatek ¢ini
200 K¢ za kazdou stranku u pfispévku v anglickém jazyce, u ostatnich je 500 K¢& za stranku.

Uzavérka dalsiho ¢isla ¢asopisu WASTE FORUM je 8. dubna 2013, dalsich pak 8. ¢ervence
a 8. fijna.
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Bark as potential source of chemical substances for

industry: analysis of content of selected phenolic
compounds
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Rozvojova 263, 165 02, Prague 6 — Lysolaje

e-mail: marsik@ueb.cas.cz, kotyzaj@vscht.cz, rezek@ueb.cas.cz,
vanek@ueb.cas.cz

Summary

The bark of coniferous trees constitutes a considerable amounts of residue biomass generated during
wood processing. The bark biomass is then partly used as a fuel (pellets), burned in furnace or recycled
as mulching material. Despite its usage as an energy source, the bark also represents significant source
of various chemical substances, which can be utilized by chemical, pharmaceutical or food industry and
could add value to current utilization of this by-product. In our study, we monitored concentration of
phenolic acids, selected flavonoids and maltol in water and methanolic extracts from young bark of two
economically important coniferous trees harvested in Czech Republic: larch (Larix decidua) and scots
pine (Pinus silvestris). The analysis of the extracts prepared by simple and inexpensive method
confirmed the presence of several chemical compounds of industrial importance.

Keywords: bark, extraction, phenolic compounds, maltol, larch, scots pine

Introduction

By-products of wood processing such as bark or sawdust are usually utilized as a source of energy by
combustion', production of biofuel pellets® and raw material for mulch products®. Tree bark, which
constitutes about 8 — 20 % of dry weight of stem wood in dependence on tree species®, could be also
resource of number of chemicals potentially utilizable as pharmaceuticals, food additives and precursors
for synthesis in chemical and cosmetic industry. In the recent time, the bark of economically important
trees is intensively investigated for their utilization for these purposes.* ® There are many publications
focused on composition and biological activities of the extracts.® Number of them is devoted to anti-
oxidative properties caused by high amount of phenolic compounds in bark, which are easyly extracted
with simple and cost-saving methods.®”® Several products (pine bark extract Pycnogenol, Welness
Larch Extract etc.) based on the bark extract of industrially exploited trees have been patented.®

Scots pine and larch are important wood species from the economic point of view in the Czech
Republic. Representatives of the both genera contain a wide scale of metabolites which have a potential
of further applications in medicine, food and chemical industry such as antioxidatives (predominantly
phenolics), fragrant and flavoring compounds and immunostimulants (arabinogalactans). '*'"

In our work, we focused on analysis of chemical compounds contained in by-products of wood
manufacturing. Maceration extract of milled young bark of scots pine and larch was evaluated for content
of extractable small phenolic molecules (phenolic acids, flavonoids) and maltol. Two common polar
solvents, water and methanol were used for the extraction.

Experimental part

Barks of 20 individual trees (10 larch trees and 10 scots pine trees) were explored in the study. Plant
material (bark) was collected in several regions of central, southern and western Bohemia to involve
biological and climatic variability of harvested trees.
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Picture 1: Grinded bark of Pinus silvestris (A) and Larix decidua (B) samples prepared for
extraction
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A: scots pine bark B: larch bark

Fresh bark (about a half kilogram) was taken from upper part of the trunk and branches of harvested
trees, finely grinded using laboratory mill (see picture 1) and extracted (20 g) with deionized water or
methanol (200 mL) by maceration for 24 hours on shaker. Filtered extracts were purified prior a HPLC
analysis: water extract was acidified and subsequently extracted two times with aliquot of diethylether,
organic fraction was evaporated and redissolved in mobile phase for analysis; methanolic extract was
evaporated under vacuum, dissolved in deionized water, acidified and further purified like previous.

Purified samples were analyzed using HPLC with DAD detection with gradient elution
(water:acetonitrile solvent system). Separation was performed on column Luna PFP, 250x4.6 mm, 5 um
(Phenomenex, USA) temperated at 33 °C. Flow of the mobile phase was 1 mL/min.

Compounds were routinely identified by comparison of their UV absorption spectra and retention
times with commercial standards. 5-fluorosalicyl acid was used as an internal standard. ldentity of
analyzed compounds was confirmed using LC/MS/MS Q-Trap system at the same chromatographic
conditions and GC/MS" (maltol). Standards of all measured compounds were obtained from Sigma-
Aldrich (Czech Republic) in analytical purity.

Content of moisture in bark material was computed as difference between weight of fresh and
lyophilized grinded bark.

ANOVA with post-hoc Tukey test (p=0.05) was used for statistical evaluation of differences in yields of
compounds in water and methanolic extract.

Results and Discussion

To avoid excessive economic costs during bark processing in real conditions only low cost solvents
(water, methanol) were tested in our experiment. For the same reason, the unnecessary steps in
treatment of the crude material (sorting, drying) were omitted. Nevertheless, for the manipulation with
biomass and for the extraction process the content of moisture in fresh material is important. Water ratio
in fresh samples is shown in table 1.

Table 1: Percentage of moisture in young tree bark from branches and upper part of trunk of
larch and scots pine

. average
species [%] STD

Pinus silvestris 25.3 7.7

Larix decidua 194 2.6

STD — standard deviation
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The content of extractable phenolic acids and other selected compounds is shown in tables 2 and 3.
The larch bark was found to be a better source of the all measured compounds in comparison with the
scots pine. All 13 monitored chemical compounds were identified in the larch bark samples in
measurable concentration, whereas pine bark contained only some of them in several times lower
concentrations then larch samples.

Table 2: Content of phenolic acids, flavonoids and maltol in extracts of young bark of larch (Larix
decidua) expressed as mg/kg of fresh weight

water MeOH
compound average average
fmgkgl | ST | [mgmgr | STP
phenolic acids
3,4-dihydroxybenzoic a. 65 5 49 8
4-hydroxybenzoic a. 81 32 76 27
anisic a. tr. - 1 0.4
caffeic a. 4 0.3 4 0.3
cinnamic a. tr. - tr. -
ferulic a. 90 8 101 12
gallic a. 11 8 18 17
syringic a. 13 1 12 3
vanillic a. 50 8 52 4
other compounds

catechin 1083 597 866 605
kaempferol tr. - tr. -
quercetin tr. - tr. -
maltol 1427 68 1447 250

tr. — compound found only in traces
STD — standard deviation

Concentrations of most of monitored compounds did not strongly differ in water and methanolic
extracts and statistical analysis did not confirm any significant differences (except
3,4-dihydroxybenzoic acid in larch samples). Nevertheless, the average concentrations of majority of
substances were slightly higher in methanolic extracts.

Maltol was the most abundant chemical compound among monitored substances.' It occurred only
in both larch extracts, where the amount of maltol reached almost 1.5 g per kg of fresh weight of grinded
bark (table 2). After evaporation of purified extract (diethylether solution), the white needle-shape
crystals of pure maltol used to be obtained. Due to the economical importance of maltol, several large
scale extraction methods from plant material have been patented. Maltol is economically important
compound widely used in medicinal, cosmetic and food industry. It is known food additive (E 636) with
caramel odor commercially used previously as a flavor enhancer. It is also precursor for synthesis of
other chemicals (e.g. food additive E 637 ethyl maltol).
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Table 3: Content of phenolic acids, flavonoids and maltol in extracts of young bark of scots pine
(Pinus silvestris) expressed as mg/kg of fresh weight

water MeOH
compound average average
fmgkgl  S™° | [mgmgr  STP
phenolic acids
3,4-dihydroxybenzoic a. 4 1 4 1
4-hydroxybenzoic a. 17 13 11 5
anisic a. 0 0 tr. -
caffeic a. 0 0 0 0
cinnamic a. 0 0 0 0
ferulic a. 6 2 6 2
gallic a. tr. - tr. -
syringic a. 1 0.4 1 0.7
vanillic a. 26 2 26 2
other compounds

catechin 0 0 0 0
kaempferol 0 0 tr. -
quercetin 0 0 tr. -
maltol 0 0 0 0

tr. — compound found only in traces
STD — standard deviation

Biologically active flavanol catechin is naturally found in cocoa and tea.' Catechin was also found in
larch bark samples in high concentrations reaching values of 1 g/kg fresh biomass. However, the content
of catechin varied strongly among particular tree samples in our experiment (relative deviation about
70 %), which makes its extraction from this kind of material not very reliable and promising. Generally,
the amount of anti-oxidative phenolic compounds is strongly dependent on material processing, thus the
catechin yield could be affected by the modification of extraction method.™

Ferulic acid was the prevalent phenolic acid in larch bark. Concentration of this compound varied
between 0.08 and 0.1 g/kg fresh weight. It is used as a main component of matrice in MALDI
spectroscopic analysis and precursor for synthesis of other phenolic compounds.

4-hydroxybenzoic acid is used as antioxidant and also as crucial precursor for preparation of
parabenes, widely used in cosmetic and pharmaceutical industry as a fungicides and bactericides. It was
present in concentrations about 0.08 g/kg in the larch samples, its concentration in pine bark extracts
was significantly lower, so profitability of its commercial extraction is questionable.

Further more abundant phenolic acids as vanillic and 3,4-dihydroxybenzoic acid possess
antioxidative properties, but usually they are used as precursors for further chemical syntheses.

Other compounds investigated in this work were present only in low concentrations or in traces, thus
their exploitation from extracts prepared by the tested methods is not efficient.

Conclusions

Content of extractable phenolic acids, flavonoids and maltol was analyzed in water and methanolic
bark extracts of two economically important tree species — scots pine and larch. Extract of fresh samples
collected in several localities of Czech Republic were prepared by simple maceration to simulate the
processing with minimized input costs.
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Larch bark was found to be better source of all measured extractives. It contains higher number of
detected compounds, some of them in rather high concentrations (maltol, catechin), whereas
concentrations of all found compounds (with exception of quercetin) in pine bark extracts were several
times lower. There were no significant differences between water and methanolic extract; hence water
seems to be more profitable for large scale processing due to its low input cost.

The most abundant compound was maltol (1.4 g/kg), which is widely used flavoring substance in food
and cosmetic industry (E 636). Biologically active compound catechin was also found in rather high
concentrations (about 1 g/kg), however, its content strongly varied among individual samples. Besides of
mentioned compounds, only four phenolic acids reached concentrations higher than 50 mg per kg of
fresh weight. All other analyzed compounds were not found in significant amounts.
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Kura jako potencialni zdroj pramyslové vyuzitelnych latek: analyza obsahu
vybranych fenolickych sloucenin

Petr MARSIK, Jan KOTYZA, Jan REZEK, Tomas VANEK

Laboratof rostlinnych biotechnologii, Ustav experimentaini botaniky AV CR, Rozvojovéd 263,
165 02 Praha 6 — Lysolaje

e-mail: marsik@ueb.cas.cz, kotyzaj@vscht.cz, rezek@ueb.cas.cz, vanek@ueb.cas.cz

Souhrn

Kura jehlicnatych stromd tvofi znaénou cast odpadni biomasy vznikajici pri zpracovani dfevni hmoty.
Tato biomasa je castecné vyuZita jako palivo (ve formé pelet) ¢i pfimo jako zdroj energie ve spalovnach,
nebo je recyklovana pfi vyrobé mulcovacich materialti. Nehledé na jeji vyuZiti jako energetického zdroje,
predstavuje klra vyznamny potencialni zdroj riznych chemickych latek vyuZitelnych v chemickém,
farmaceutickém a potravinarském pramyslu, coZz by mohlo zvysit pridanou hodnotu tohoto vedlejsiho
produktu. V ramci této studie jsme sledovali koncentraci fenolickych kyselin, vybranych flavonoidi
a maltolu ve vodném a methanolovém extraktu mladé kiry dvou ekonomicky vyznamnych druht
jehlignani téZenych v Ceské republice: modfinu opadavého (Larix decidua) a borovice lesni (Pinus
silvestris). Analyzami obou extraktu pripravenych jednoduchym a finanéné nenaroénym postupem byla
potvrzena pritomnost primyslové vyuZitelnych latek v tomto materialu.

Kli¢ova slova: kira, extrakce, fenolické slou¢eniny, maltol, modFin, borovice
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Suhrn

Podstatnu ¢ast’ biologicky rozloZitelnych komunalnych odpadov (BRKQ) tvoria ovocné a zeleninové
odpady (OZO) a prave tieto druhy odpadov sa najviac podielaju na tvorbe problematickych skladkovych
plynov. Ich likvidacia skladkovanim je nielen nebezpelna, ale aj neucelna, nakolko v sebe obsahuju
pomerne vysoké mnoZstvo organickych latok, ktoré by bolo mozné efektivne vyuZit napr. anaerobnym
spracovanim. Ovocné a zeleninové odpady su charakterizované vysokou stratou Zihanim alebo
organickou susinou (OS) a vysokym obsahom lahko a rychlo biologicky rozloZitelnych zlucenin (najmé
sacharidov). To z nich robi idealny substrat pre bioplynové stanice. Na druhej strane, pomer organického
uhlika k dusiku v tychto materialoch (C:N), ¢o je kltucovy parameter vplyvajuci na stabilitu rozkladného
procesu, je v porovnani so vseobecne uznavanou optimalnou hodnotou 20 — 40 pomerne vysoky (cca
60). Taky vysoky pomer mbZe pri anaerébnom rozklade spdsobit’ akumulaciu nizsich mastnych kyselin
(NMK) a naslednu inhibiciu resp. kolaps anaerdbneho procesu. V tejto praci sa skumal vplyv teploty na
anaerdbny rozklad ovocnych a zeleninovych odpadov pocas 145 dni experimentu. Tento vplyv sa
sledoval v dvoch semikontinualnych zmieSavacich reaktoroch s objemom 1,8 | pri dvoch réznych
teplotach, v mezofilnej (37 <C) a termofilnej (55 <C) oblasti. VysSie hodnoty najdblezitejsich sledovanych
parametrov (organické zataZenie — Bv, Specificka produkcia b/oplynu — Qspec) boli dosiahnute
v termofilnom reaktore (4,0 vs. 3,0 kgos m* d’, 670 vs. 592 Igp kgos' d’), 6im sa dokazal pozitivny vplyv
vyssej teploty na anaerobne spracovanie ovocnych a zeleninovych odpadov. Priemerny obsah metanu
v produkovanom bioplyne u oboch studovanych systémov bol priblizne rovnaky a pohyboval sa na
urovni okolo 55 % hmot.

Krucové slova: bioplyn, mezofilny a termofilny proces, ovocné a zeleninové odpady

Uvod

Ovocné a zeleninové odpady (OZO) z domacnosti, obchodnych centier, trhovisk a inych zdrojov su
vyznamnou zlozkou biologicky rozlozitefnych komunalnych odpadov. Podielaju sa velkou mierou na
tvorbe bioplynu na komunalnych skladkach'. Standardne sa tieto druhy odpadov likviduju spafovanim,
resp. sa materialovo zhodnocuju aerébnym spracovanim — kompostovanim. Efektivnou alternativou ich
spracovania je ich zhodnotenie anaerébnou fermentaciou®, vysledkom &oho je bioplyn vhodny na
nasledné energetické vyuzitie®. Druhym cennym produktom anaerébneho spracovania ovocnych
a zeleninovych odpadov je fermentaény zvysok _ktory po mensSej Uprave moéze byt pouZity ako
vynikajice hnojivo pre polnohospodarske pody®. Uspesna apllka0|a anaerobnej fermentacie na tieto
druhy biologicky rozlozitelnych odpadov znaCne zavisi od vyvoja a pouzitia vysokozatazovanych
anaerdébnych reaktorov®’. Ovocné a zeleninové odpady su charakterizované vysokym obsahom vihkosti
(nad 80 %), vysokou stratou zihanim (SZ > 95 %) a lahkou biologickou rozloZitelnostou®. Pred viastnym
anaerébnym spracovanim je potrebna ich preduprava, najma znizenie velkosti ¢astic mletim, teplotné
predspracovanie’ a asto aj zriedenie®. Gunaseelan®® vo svojich rozsiahlych pracach, v ktorych sa
venoval metanovym vytazkom zroéznych druhov biomasy (odpadovej icielene pestovanej) dospel
k zaveru, Ze Specifické metanové vytazky z ovocnych a zeleninovych odpadov su velmi podobné tym
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z anaerébneho spracovania biologicky rozlozitelnych komunalnych odpadov. Anaerébna fermentacia
zeleninovych a ovocnych odpadov je vSak spojena s istymi problémami a obmedzeniami.

Organicka suSina v tychto substratoch obsahuje priemerne 75 % cukrov a hemiceluléz, 9 % celulézy
a5 % ligninu®. Ako je zname, zvy$enie rychlosti a hibky hydrolyzy, najma u partikularnych
(heterogénnych) substratov, je mozné dosiahnut zvySenim teploty anaerébnej fermentacie. Napriklad
rychlost’ hydrolyzy celuldzy je v termofilnej oblasti 5 — 6krat vyssia ako v mezofilnegj''. VSeobecne sa
uznava, ze rychlost’ ur€ujucim krokom, t.j. najpomal$im krokom v anaerébnom rozklade partikularnych
organickych materialov, je hydrolyza'®.

V pripade organickych substratov s nizkym obsahom pomaly hydrolyzujucich latok (napr. celuléza),
akymi ovocné a zeleninové odpady su, je vSak rychlost urdujicim stupfiom povaésine metanogenéza'™.
To znamenda, Ze Castym ddvodom inhibicie, ¢ dokonca kolapsu anaerébnej fermentacie OZO, je
nedostatoéna metabolickd rychlost acetogénnych a metanogénnych baktérii pri  rozklade
naakumulovanych nizSich mastnych kyselin, ¢im dochadza k prudkému poklesu pH a poklesu produkcie
bioplynu. Plati to najma pre mezofilné metanové baktérie.

Termofilné metanogénne baktérie rastu priblizne 2 — 3krat rychlejsie'®, o umoziiuje dosiahnut vyssie
organické zatazenie. Vplyvu teploty na anaer6bne spracovanie OZO sa venovali vo svojej praci aj
Bouallagui®. Porovnavali prevadzkové parametre (pH, produkciu bioplynu, jeho zloZenie a stupef
degradacie organickej susiny) v troch teplotnych rezimoch, v psychrofilnej (20 °C), mezofilnej (35 °C)
a termofilnej (55 °C) oblasti, pri¢om obsah celkovej suSiny vo vstupujucom substrate bol 4, 6, 8 a 10 %.
Hydraulicka zdrzna doba sa menila v rozsahu 10 — 20 dni. Produkcia bioplynu v termofilnom reaktore pri
zdrznej dobe 20 dni bola vyssia priemerne 0 41 % v porovnani s mezofilnym a priemerne o 144 % so
psychrofilngym. Rovnako bol v termofilnom reaktore zaznamenany aj najvyS$Si stupeni odstranenia
organickej susSiny (87 %), v mezofilnom (76 %) a psychrofiinom (66 %). Pri zdrznej dobe 10 dni,
mezofilny a psychrofilny systém pracovali iba prvy tyzden, zatial ¢o termofilny systém pracoval dlhodobo
stabilne.

Na zaklade predchadzajucich Uvah a spomenutych prac sa da predpokladat, ze aplikacia
mezofilného rezimu v anaerdbbnom spracovani OZO méze viest k postupnému kolapsu rozkladného
procesu kvéli akumulacii niz§ich mastnych kyselin. Dévodom je nizky obsah dusika v tychto druhoch
odpadov, €o vedie k nedostatocnej (amoniakalnej) tlmivej kapacite systému. RieSenim méze byt
pridavok organického substratu s vysokym obsahom dusika (kofermentacia), ¢im sa optimalizuje pomer
C:N a zvySuje tlmiva kapacita systému' (Garcia-Pena, 2011). Druhou moznostou ako sa vyhnat
problémom anaerébneho rozkladu OZO v mezofiingych podmienkach bez pouzitia externého
vysokodusikatého substratu je pridavok bazickych &inidiel (NaOH, NaHCQO;), avSak aj po ich aplikacii
bolo zaznamenané maximalne organické zatazenie priblizne 3 kgos m™ d” . Hlavnym cielom tejto
prezentovanej prace bolo porovnanie anaerdébneho rozkladu ovocnych a zeleninovych odpadov ako
sucasti BRKO, v mezofilnych a termofilnych podmienkach

Experimentalna cast’

Ovocné a zeleninové odpady z domacnosti pouzité v tejto praci pozostavali zo zeleninovych
a ovocnych Supiek resp. odstavenej drene z odStavovaca. Pred samotnym anaerébnym spracovanim
boli pomixované a zanalyzované (CS, OS, CHSK a elementarna analyza, tabulka 1). Na z&klade
obsahu organickej suSiny a hodnoty aktualneho organického zatazenia boli tieto pomixované odpady
navazené a naporcované do mikroténovych vrecusok a nasledne ulozené v mraznicke pri teplote -18 °C.
Pred kazdym nadavkovanim do reaktora bol pripraveny substrat rozmrazeny a ohriaty na laboratérnu
teplotu (cca 20 — 25 °C). Samotna semikontinualna mezofilna a termofilna anaerébna fermentacia
ovocnych a zeleninovych odpadov sa uskutoc¢nila v 1,81 zmieSavacich reaktoroch s efektivnym objemom
(objem kalu) 1,5 I. Prave na tento objem, Cize na objem kalovej zmesi bolo vztahované organické
zatazenie. MieSanie reaktorov bolo nepretrzité-kontinualne, av8ak pri minimalnych moznych otackach
(do 60 min). Ako inokulum, mezofiné aj termofilné, bol pouZity anaerébne stabilizovany Kal
z anaerébneho spracovania zmesi surového Cistiarenského kalu a jedalenského odpadu (zvysky jedal)
(tabulka 2). Davkovanie substratov do reaktorov bolo raz denne. Produkcia bioplynu (vztiahnuta na
Standardné podmienky, t.j. 25 °C a 101 325 Pa, vihky bioplyn) a hodnota pH v kalovej zmesi boli
zaznamenavané, resp. merané kazdodenne, hodnoty ostatnych parametrov — CS, OS, CHSK, NMK
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a NH4-N raz do tyzdna. ZloZenie bioplynu sa uréovalo mobilnym plynovym analyzatorom GA 2000 Plus
firmy Geotechnical Instruments, UK.

Tabulka 1: Zakladné charakteristické parametre OZO

Substrat CHSKopec [0 gcs™] CS [%] OS [%] C:N

0ZO0 1,16 15,4 14,8 60

Tabul'ka 2: Charakteristika pouZitého mezofilného (M) a termofilného (T) inokula '’

pH CS[gl" | OS[gl" | CHSK[mg!l™ | NMKI[mgI'] | NHs1an[mgI']

Mezo — inokulum 7,84 20,1 12,3 610 256 1210

Termo — inokulum 8,00 17 10,3 547 234 1091

Obsah uhlika a dusika v pouzitych ovocnych a zeleninovych odpadoch bol merany na elementarnom
analyzatore vario MACRO cube (firmy ELEMENTAR, Germany), ktory ako nosny plyn pouzival hélium.

Vysledky a diskusia

Casovy priebeh pH v oboch systémoch, v mezofilnom aj termofilnom, bol az do priblizne 103. diia
pomerne vyrovnany, ¢o mohlo indikovat stabilitu rozkladného procesu (obrdazok 1). Na konci tohto
obdobia bola v oboch reaktorovych systémoch hodnota organického zatazenia 3 kgos m™ d'. Hodnoty
pH v mezofilnom aj termofilnom reaktore sa pohybovali v intervale 7 — 7,4, €o su optimalne hodnoty pre
¢innosti metanovych baktérii.
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Obrazok 1: Priebeh pH poc¢as mezofilného a termofilného anaerobneho spracovania OZO

Postupnu adaptaciu anaerdbnej mikrobialnej biomasy na rastice organické zatazenie v tomto
obdobi v oboch Studovanych systémoch potvrdila aj Specificka produkcia bioplynu, ktora pozvolne
stipala z pogiatoénych priemernych hodnét 220 Igp kgos™ d™' az na 444 Igp kgos' d”', &o predstavovalo
narast priblizne o 100 % v mezofilnom systéme, v termofilnom reaktore bol narast este vyssi, z 280 na
677 lgp kgos' d', priemerny narast o 140 % . Z porovnania oboch systémov vyplyva lepsia ginnost
termofilnej fermentacie, ktora sa prejavila vy§Sou priemernou produkciou bioplynu — 0 27 % (obrazok 2).
Zaujimavé informacie poskytuje priebeh celkovej susiny a straty Zihanim v kalovej zmesi (obrazok 3).
Od zagiatku az do 103. diia fermentéacie (B, = 0,5 — 3,0 kgos m™® d™") bol priebeh koncentracie celkovej
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susSiny v mezofilnom aj termofilnom reaktore takmer identicky a v podstate nemenny. Zaciato¢na
koncentracia CS v mezofilnom systéme 18,9 g I'' sa menila iba nepatrne a v celom bilancovanom obdobi
(do 103. dria) bola priemerna hodnota CS 17,8 g I
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Obrazok 2: Priebeh specifickej produkcie bioplynu po¢as mezofilného a termofilného
anaerobneho spracovania OZO

—e— CS-Termo —m— SZ-Termo —a— CS-Mezo —e— SZ-Mezo —%— Bv-Termo —e— Bv-Mezo
20 45
80 4
7 —— \.\./;\'\’ >
- T ———
60 —- 3
X / -
N 50 25 9
€
o g
% a0 2
// )
30 15
/ T *—a—a
>‘=‘§‘:F‘:*“ —— ——4 ——t— —* T ——
—— —f—— 9% = v
10 0,5
o . . . . . . . o
o 20 40 60 80 100 120 140 160
Cas, deft

Obrazok 3: Priebeh celkovej susiny a straty Zihanim kalovej zmesi po¢as mezofilného
a termofilného anaerobneho spracovania BRKO

V termofilnom systéme bol priebeh koncentracie CS esSte vyrovnanejsi, zaciato€na hodnota bola
17,59 I, priemerna za sledované obdobie 16,9 g I'. Va&sie rozdiely si zrejmé z priebehu straty
zihanim v danom ¢asovom obdobi. Zatial €o v mezofilnom rektore bol narast tohto parametra priblizne
017,5 % (60,9 — 71,5 %), v termofilnom to bolo priemerne iba 0 11,4 % (61,5 — 68,5 %). Tento rozdiel
vysvetluje vySSiu Specifickl produkciu bioplynu v termofilnom systéme v porovnani s mezofilnym
v danom ¢asovom obdobi (do 103. dna). Termofilnd mikrobialna biomasa degradovala organické latky
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obsiahnuté vo vstupujucom substrate (ovocné a zeleninové odpady) s vy$Sou ucinnostou ako mezofilna
biomasa, vysledkom €oho bola aj vyssia produkcia bioplynu.
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Obrazok 4: Priebeh CHSK kalovej vody po¢as mezofilného a termofilného anaerobneho
spracovania OZO
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Obrazok 5: Priebeh NMK v kalovej vode po¢as mezofilného a termofilného anaerobneho
spracovania BRKO

Priebeh hodnét CHSK a koncentracii NMK v kalovej vode v oboch reaktoroch (obrazok 4 a 5) mal
mierne vzrastajucu tendenciu. Narast CHSK a NMK v mezofilnom reaktore bol v uvazovanom ¢asovom
obdobi (do 103. diia) priblizne 24 % (1347 — 1673 mg I'"), resp. 32 % (489 — 649 mg I"). V termofilnom
reaktore CHSK a NMK v kalovej vode vzrastli priemerne 0 29 % (1815 — 2338 mg I'"), resp. o0 36 % (504
— 686 mg |'). Poslednym sledovanym parametrom bol amoniakalny dusik. Ovocné a zeleninové odpady
suU substraty s nizkym obsahom dusika (C:N cca 60). Preto aj mnozstvo amoniakalneho dusika, ktoré sa
uvolni pri ich anaerébnom rozklade je nizke.
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To je na jednej strane vyhodné, lebo sa tym minimalizuje alebo dokonca eliminuje riziko nebezpecne;j
amoniakovej inhibicie, na druhej strane je amoniak kfu€ovy pre dobre fungujuci timivy kapacitny systém,
ktory reguluje pH a vyrazne ovplyviiuje stabilitu anaerébnych procesov. Na obrazku 6 je koncentraény
priebeh celkového amoniakalneho dusika-TAN a dusika volného amoniaku-FAN (v tejto praci je
oznacenie oboch foriem amoniakalneho dusika korenSpondujuce s anglickym oznacenim, t.j. TAN-total
ammonia nitrogen, FAN-free ammonia nitrogen).

V mezofilnom reaktore bol pokles TAN v sledovanom obdobi (do 103. dna) priblizne 66 %,
v termofilnom reaktore to bolo vySe 45 %. Tento pokles je len logickym dosledkom nizkeho obsahu
dusika vo vstupujucom substrate. PoCas daného obdobia priSlo k postupnému spotrebovaniu
a vyplaveniu amoniakalneho dusika, ktory bol do systému dodany spolu s kalom na inokulaciu. Zaroven
tento takmer 1,5 nasobne vy$si ubytok TAN v mezofilnom systéme v porovnani s termofilnym, si mozno
vysvetlit pravdepodobne rychlejSou a ,hlbSou“ hydrolyzou v termofilnom reaktore, ktorej désledkom je
rychlejSia produkcia amoniakalneho dusika a teda jeho pomalSie odstrafovanie zo systému.

Dolezitd je taktiez informacia o koncentracii volného amoniaku, ktory posobi inhibi¢ne hlavne na
metanové baktérie. Vieobecne sa viak uznava jeho toxicky vplyv aZ nad koncentraciou 200 mg I'". Ako
je vSak vidiet z obrazku 6, v uvazovanom obdobi (okrem zacdiato¢nych cca 18 dni v termofilnom
reaktore) bola jeho koncentrécia v bezpeénych trovniach, t.j. hiboko pod kritickych 200 mg I
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Obrazok:6 Priebeh celkoveho a vol'ného amoniaku v kalovej vode poc¢as mezofilnéeho
a termofilného anaerobneho spracovania OZO

Prelomovy okamih v anaerdbnej fermentacii ovocnych a zeleninovych odpadov nastal po 104. dni,
kedy bolo v oboch reaktoroch zvysené organické zataZenie z 3,0 na 3,5 kgos m™® d”. V mezofilnom
reaktore prakticky po 1. dni od zvySenia zatazenia dosSlo k zniZzeniu pH z hodnoty 7,07 na 6,77, po dvoch
drioch pH pokleslo este nizSie, na 6,88, avSak v nasledujucich drioch jeho hodnota postupne vzrastala
a ustélila sa na priblizne neutralnej Grovni t.j. 7,0 (obrazok 1).

Tato stabilizacia a vyrovnanie pH vSak trvala iba kratko (106 — 115. deri), pretoZze v obdobi medzi
116. a 121. driom pH prudko pokleslo az hodnotu 5,35, ¢o bol jasny signal pretazenia anaerébneho
reaktora v mezofilnych podmienkach. Tento pokles bol spésobeny akumulaciou NMK (obrazok 5), ¢o sa
prejavilo aj prudkym zvysenim hodnét rozpustenej CHSK, az na cca 15 000 mg I (obrédzok 4). Rovnako
v tomto obdobi (116. — 121. den) doslo aj k poklesu Specifickej produkcie bioplynu, z pévodnych 400 na
57 lsp kgos™ d™' (obrdzok 2). Odstranenie problému, t.j. inhibicie metanovych baktérii bolo mozné riesit
v podstate dvoma cestami. Prvy sp6sob by spocival v preruSeni davkovania Cerstvého subtratu, ¢im by
sa naakumulované nizSie mastné kyseliny postupne degradovali silne inhibovanymi metanovymi
baktériami, aj ked znizenou rychlostou. Av8ak pokles pH do kyslej oblasti vytvoril optimalne podmienky
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pre hydrolytické a acidifikacné baktérie, ¢im sa zrychlila rychlost hydrolyzy a acidifikacie este
nerozlozenej organickej susiny. Preto i napriek prerusenému davkovaniu OZO do mezofilného reaktora
(od 122. drfia) sa koncentracie NMK aj hodnoty CHSK nielenze neznizili, ale doSlo dokonca k ich
zvySeniu. Logicky, hodnoty pH sa udrzovali v kyslych oblastiach.

Preto na odstranenie inhibicie spésobenej akumulaciou NMK, bol aplikovany druhy sp6sob, a to
pridavok bazického ¢Einidla (5 g NaHCO;) priamo do reaktora (od 126. dra) pri zachovani nulového
organického zatazenia. Po 5driovej aplikacii NaHCO; (126. — 130. deri) doslo k zvy$eniu pH (z 5,28 na
7,5), k poklesu NMK a teda aj CHSK. Po dosiahnuti neutralnych hodnét pH, bol do mezofilného reaktora
opat davkovany substrat (od 131. dfia), avSak uz pri znizenom organickom zatazeni vzhlfadom na
obdobie pred 122. dfiom — 3 kgos m™ d”'. Pri tomto zatazeni, avdak uz bez pridavku NaHCO;, sa
hodnoty pH resp. Specifickej produkcie bioplynu opat zvysili a stabilizovali a dosiahli priemerné hodnoty
(po&as poslednych 13 dni fermentacie) 7,46, resp. 600 lgp kgos™ d™.

Stabilizacia anaerébneho rozkladu OZO v mezofilnom reaktore sa prejavila aj poklesom hodnét
CHSK a NMK, ktoré sa znizili z inhibiénych 16 000 mg I, resp. 10 000 mg I na priblizne poloviéné
hodnoty po opatovnom davkovani substratu a znizeni organického zatazenia. Koncentracia celkového
amoniakalneho dusika sa pocas obdobia bez davkovania substratu zvysila z pévodnej koncentracie pred
inhibiciou — 432 mg I na 1055 mg I'. Toto zvy3enie je mozné vysvetlit pokradujicou a navy$e
zrychlenou hydrolyzou substratu. Koncentracia volného amoniaku, ktory by mohol mat’ inhibi¢né Gcinky,
bola vdaka nizkemu pH hlboko pod kritickou koncentraciou 200 mg I'. Po opatovnom davkovani
substratu doslo k opatovnému vymyvaniu a spotrebe amoniakalneho dusika zo systému, ¢im sa jeho
koncentrécia zadala postupne znizovat (z 1055 na 897 mg I"'). Upine ina situacia bola v termofilnom
reaktore, kde sa hodnoty meranych parametrov vyznamne nezmenili ani po zvy$eni organického
zatazenia z 3 na 3,5 kgos m™> d' (104. — 123. den).

Priemerné hodnoty parametrov v termofilnom reaktore pocas organivckého zatazenia 3,5 kgos m= d
boli nasledovné: pH— 7,15, Qgpec — 620 lgp kgos™' d”', CS — 18,4 g I, SZ - 65,3 %, CHSK — 2340 mg I,
NMK — 686 mg I, TAN — 663 mg I" a FAN — 54 mg I". Po zvySeni B, na 4,0 kgos m® d” (124. —
145. deri) sa hodnoty CHSK, NMK a TAN sice mierne zvySsili, avSak po kratkej dobe, po cca 10 droch od
zmeny zatazenia nabral ich trend klesajuci charakter. Pravdepodobne to bolo sp6sobené aklimatizaciou
metanovych baktérii na zvySené organické zatazenie, ktorému sa dokazali podfa vSetkého Uspesne
prispdsobit. Hodnoty pH a Specifickej produkcie bioplynu sa vyrazne nezmenili, ¢o je dalSi dbkaz
stabilného anaerébneho rozkladu ovocnych a zeleninovych odpadov v termofilnych podmienkach i pri
organickom zatazeni 4,0 kgos m™® d”'. Pokial ide o zloZzenie bioplynu, t.j. obsahu kltéovej zlozky —
metanu, nebol zaznamenany vyrazny rozdiel v jeho hodnotach v oboch Studovanych systémoch
a pohyboval sa priblizne na urovni 55 % hmot.

Porovnanie vybranych parametrov z anaer6bneho spracovania ovocnych a zeleninovych odpadov
analyzovanych v tejto praci s inymi pracami su prezentované v tabulke 3.

Tabul'ka 3: Porovnanie vybranych parametrov z anaerobneho spracovania OZO

CSvstup [%] t [OC] HZD [d] Qspec [IBP kgos-1 d-1] ZdrOj
20 386
4 35 20 695
55 954
20 625
6 35 20 706 8
55 997
35 638
8 55 20 841
35 183
10 55 20 734
37 42 592 , ,
15,4 55 37 670 Tato praca
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Ako je vidiet z tabulky 3, najvysSia Specificka produkcia z anaerébneho spracovania OZO bola
dosiahnuta v praci Bouallaguiho®, a to 997 lgp kgos' d”' pri zdrznej dobe 20 dni, teplote 55 °C a obsahu
celkovej susiny vo vstupujicom substrate 6 %. V tejto praci to bolo 670 lgp kgos™ d”, pri zdrznej dobe
37 dni a obsahu 15,4 % obsahu CS vo vstupujucom substrate. V oboch pripadoch to bolo dosiahnuté
v termofilnom prevedeni rozkladného procesu. VySSiu S$pecificki produkciu bioplynu v Studii
Bouallaguiho® oproti tejto praci si s najvaésou pravdepodobnostou mozno vysvetlit lepsim C:N pomerom
v OZO (cca 25 oproti 60) ateda lepSou timivou kapacitou systému, o sa prejavi lepSou stabilitou
a ucinnostou celého anaerdbneho procesu.

Zaver

= Ovocné a zeleninové odpady ako hlavna €ast biologicky rozlozitelnych komunalnych odpadov boli
anaerdbne spracovavané v mezofilnych a termofilnych podmienkach.

= Pouzité OZO s priemernym obsahom celkovej suSiny 15,4 % a stratou zZihanim 96,3 % boli do
obidvoch reaktorov davkované v neriedenom stave.

= Klucovy parameter C:N bol v pouzitych OZO stanoveny elementarnou analyzou s hodnotou cca 60,
¢o je pre stabilny chod anaerdébnych rozkladov vysoké Cislo. Potvrdila to aj prevadzka mezofilného
reaktora pri spracovani OZO. Dévodom nestabilného chodu tohto reaktora bola nedostato¢na acido
— bazicka timiva kapacita systému v dosledku nizkeho obsahu dusika vo vstupujucom substrate.

= Pri zvySeni organického zatazenia z 3,0 na 3,5 kgos m?2 d' nastala v mezofilnom reaktore silna
inhibicia sp6sobena akumulaciou nizSich mastnych kyselin. Vysledkom bolo prudké znizenie pH
(z priblizne neutralnej hodnoty na 5,25) a produkcie bioplynu.

= Tato inhibicia metanovych baktérii bola UspeSne odstranena prerusenim davkovania substratu,
naslednym pridanim NaHCO; a zniZzenim organického zataZenia spatne na 3,0 kgos m™® d™'. Prave
toto B, bolo stanovené ako maximalne zatazenie pre anaerébne mezofilné spracovanie OZO.

= Vtermofilnom reaktore po 145 dnoch fermentacie bolo dosiahnuté organické zatazenie na drovni
4,0kgos m® d”, pricom hodnoty meranych parametrov poukazovali na stabilitu anaerébneho
rozkladu.

= Priemerna Specifickd produkcia v mezofilnom reaktore po dosiahnuti maximalneho organického
zatazenia a stabilizacii rozkladného procesu bola 592 Igp kgos’1 d”, v termofilnom reaktore to bolo
670 |Bp kgog1 d>1.

» Na zaklade 145dnovej anaer6bnej fermentacie zmesi ovocnych a zeleninovych odpadov mozno teda
konstatovat, ze termofilny spésob spracovania tychto odpadov je v porovnani s mezofilnym uc¢innejsi
a vhodnejSi. Mozno to tvrdit na zaklade porovnania Specifickej produkcie bioplynu, dosiahnutého
organického zatazenia a stability rozkladného procesu.

Zoznam symbolov

Symbol Vyznam Jednotka
B, Objemové organické zatazenie kgos m3d
CHSK Chemicka spotreba kyslika mg I’
CS Celkové susina gl
FAN Dusik volného amoniaku mg I’
HZD Hydraulicka zdrzna doba d
NMK Niz8ie mastné kyseliny mg I’
Mezo Mezofilny
oS Organicka susina gl
0z0 Ovocné a zeleninové odpady
Sz Strata Zihanim %
Qspec Specificka produkcia bioplynu lsp Kgos
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t Teplota °C
TAN Celkovy amoniakalny dusik mg I’
Termo Termofilny
Dolné indexy
spec Specificky
BP Bioplyn
(O] Organicka susina
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Abstract

A substantial part of biodegradable municipal wastes are fruit and vegetable wastes. These types of
wastes are most involved in the formation of landfill gas problem. Their disposal in landfill is not only
dangerous but also ineffective, because in themselves contain relatively high amounts of organic matter
that could be effectively used, for example in anaerobic processes for biogas production. Fruit and
vegetable wastes are characterized by high portion of organic matter (volatile solids) and by high content
quickly and easily biodegradable compounds (especially carbohydrates). This makes them an ideal
Substrate for biogas plants. On the other hand, the ratio of organic carbon and nitrogen in these
materials (C: N) is relatively high (60). This ratio is the key parameter influencing the stability of the
anaerobic degradation and its optimum value is in the range 20 — 40. Such a high ratio C:N can cause
accumulation of volatile fatty acids and subsequent inhibition and collapse of the anaerobic process
respectively. In this work the effect of temperature on the anaerobic digestion of fruit and vegetable
wastes was studied. This effect was investigated in the period of 145 days in the two stirred
semicontinuous reactors with volume of 1.8 L at the mesophilic (37 C) and thermophilic (55 <)
conditions. Higher values of the most important monitored parameters (organic loading rate and specific
biogas production) were achieved in the thermophilic reactor (4.0 vs. 3.0 kg m® d’ of volatile solids or
670 vs. 592 L of biogas per kg of volatile solids). In this work the positive effect of higher temperature on
the anaerobic digestion of fruit and vegetable waste was proved.

Key words: biogas, fruit and vegetable wastes, mesophilic process, thermophilic process
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Souhrn

Unik mineréinich forem dusiku z ornych pid je hlavnim zdrojem zneéisténi nitrdty v loZiscich
podzemni pitné vody v lokalité Bfezova nad Svitavou. Predchozi vyzkumy prokazaly pfimou souvislost
mezi pouZivanim dusikatych mineralnich hnojiv, tnikem mineralniho dusiku (Nmi») a kvalitou podzemni
vody. Tato studie je zaméfena na posouzeni pouZiti kompostt, jako alternativniho organického hnojiva,
za ucelem sniZeni uniku Ny, pfi zachovani ¢i zvyseni produkce rostlinné biomasy.

V nadobovém laboratornim pokusu bylo prokazano, Ze pridavek kompostu ma priakazny viiv na
sniZeni uniku Npmin @ zvySeni produkce rostlinné biomasy.

Kli¢ova slova: dusik, kompost, vyplavovani dusiku, produkce biomasy

Uvod

Jimaci Uzemi vodniho zdroje Bfezova nad Svitavou je zdrojem pitné vody pro brnénskou oblast
a okoli. Jedna se o velmi kvalitni podzemni vodu, v niz v8ak, bohuzel, dochazi k mirnému, ale stalému
narastu koncentrace nitratd, a to i pres radikalni omezeni aplikace priimyslovych hnojiv v druhé poloviné
90. let"?.

Galloway et al. (2003)° ve své praci uvadi, ze dvé tretiny ,celosvétového dusikového znegisténi* ma
pavod nikoliv v podobé spalovani fosilnich paliv, ale vzemédélské ¢innosti. A to zejména v pfipadé
nespravného vyuzivani minerélnich dusikatych hnojiv. Nadmérné vyuzivani dusikatych hnojiv
v poslednich 50 letech sice zpocatku pfineslo zvySeni vynosl zemédélské produkce, ale pozdéji se
ukazalo, Zze dusikata hnojiva zplsobuji degradaci pldy, znecisténi podzemnich vod a Zivotniho
prostredi®.

NeZ se da, obrazné fe€eno, prvni atom N v podobé dusi¢nanu do pohybu, dochazi k pozvolnému
nasyceni akumulaéni kapacity daného ekosystému. Nasleduje snizeni odolnosti vegetace vU i
negativnim vlivim (choroby, $kddci, sucho, mraz, ...). V prosakujici pidni vodé se zacinaji nahodile
objevovat prvni zvy§ena mnozstvi dusi¢nant. Pokud dusikata zatéz trva, zvySené hladiny dusi¢nanl se
stavaji trvale pfitomnymi za sou€asné zvySené aktivity denitrifikace. Dusikata zatéz vrcholi kolapsem
stavajiciho ekosystému’'?.

Tamm (1991)° uvadi, Zze i kdyby byla dusikatd zat&Z ze dne na den rovna nule, setrva&nost
biologickych procest bude fidit snizovani mnozstvi uvolnéného dusi¢nanového dusiku zhruba v tom
C¢asovém horizontu, béhem kterého dochazelo k akumulaci dusiku v ekosystému.

Vysledky predeslych vyzkumu sledovani Uniku mineralnich forem dusiku v lokalitach OPVZ Bfezova
nad Svitavou potvrzuji (graf 1), ze z ornych pad se vdaném Uzemi vyplavuje pfiblizné tfikrat vice
dusiénand nez z puad luénich a lesnich. Sledované Uzemi ma vysoky podil orné pady, v povodi
Radiméfského potoka jsou to pfiblizné &tyfi pétiny'.
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Graf 1: Kumulativni zachyt mineralniho N v iontoméni¢ovych pouzdrech vioZenych do pud
raznych typu ekosystemi (do 20 cm a 50 cm) v IoI’(QaIitéch OPVZ Il. stupné za pétileté obdobi
sledovan
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Ulehlova (1989)%, Aber et al. (1989), Galloway a Cowling (2002)%, Sutton (2011)°, Erisman (2011)°,
Elbl et al. (2012)"" a dalsi upozorfiuji na riziko, které piedstavuje saturace padniho prostiedi dusikatymi
latkami. Presnéji stav, kdy je dostupnost amonného a dusi¢nanového dusiku vétsi, nez je celkova
kombinovana rostlinna a mikrobialni nutriéni poptavka. Pokud vezmeme v Gvahu minimalni afinitu
pudniho sorpéniho komplexu k zaporné nabitym &asticim, tak pfi saturaci pudniho prostfedi vznika
predpoklad pro znaény unik nitratt napfiklad do podzemnich vod.

Tato studie ma za cil posoudit vliv pfidavku kompostu, jez jsou zdrojem pomalu plsobicich forem
organického dusiku (Norg), organického uhliku (Corg) @ mikrobidlni mikrofléry, na unik mineralnich forem
dusiku a produkci rostlinné biomasy u zemédélské pudy dotéené aplikaci mineralnich dusikatych hnojiv.

Experimentalni ¢ast

Zajmova oblast

Zajmova oblast — OPVZ Il. stupné Brfezova nad Svitavou lezi v Pardubickém kraji v okrese Svitavy.
VS8echny lokality nalezi do zranitelnych oblasti (dle tzv. Nitratové smérnice, provadéci predpis NV
¢. 103/2003 Sb, v platném znéni).

Uzemi je pedologicky velmi rozmanité, je tvofeno mozaikou vice nez 30 rlznych BPEJ, z nichz
vétSina nepokryva vice nez 2 % plochy Uzemi. Na vybrané lokalité jsou zastoupeny pudni typy: HPJ 25
— hnédé pady, hnedé pady kyselé a jejich slabé oglejené formy na opukach a tvrdych slinovcich; HPJ
31 — hnédé pudy, hnédé pldy kyselé a jejich slabé oglejené formy na permokarbonskych horninach
a piskovcich.

Katastralni Uzemi Radiméf, klimaticky region MT4, mirné teply vihky, 6 — 7 °C se srazkovym Uhrnem
650 — 750 mm/rok.

Odbér a priprava vzorki

Poruseny pudni vzorek orni¢ni vrstvy byl odebran v zajmovém Uzemi Ochranného pasma vodniho
zdroje (OPVZ II. stupné) Bfezova nad Svitavou na orné pidé v lokalité Radiméf. Vybrané Gzemi je
zafazeno mezi zranitelné oblasti dle nafizeni vlady ¢. 103/2003 Sb, v platném znéni. Odbér vzorkd pldy
byl proveden 8. listopadu 2011. Vzorky kompostl byly odebrany z Centralni kompostarny Brno
(kompost Cerny drak — CD a Zeleny drak — ZD) dne 11. listopadu 2011, kompostarny v Namésti nad
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Oslavou (kompost CMC) dne 25. bifezna 2012 a kompostarné ve Slavkové u Brna (kompost Slavkov —
Sla) dne 12. dubna 2012. Odbér vzorkil ptdy byl proveden dle CSN ISO 10381-6 a vzorkd kompost
dle CSN EN 46 5735.

Odebrané vzorky pady a kompostl byly po pfevozu homogenizovany a prosety na situ o velikosti ok
2 mm. Takto upravené vzorky byly ulozeny v oznaéenych vzorkovnicich ve skfifovém termostatu pfi
teploté 4 °C + 2 °C. Pfed zalozenim pokusu byly vzorky pudy a kompostl preinkubovany pfi laboratorni
teploté po dobu 30 dnu.

Po uplynuti doby preinkubace byla pida s komposty promisena a naplnéna do nadob o objemu
125 ml. Varianty pokusu: kontrolni variantou byla zemina odebrana z orni¢ni vrstvy v Radiméfi
(Zemina), 4 varianty s pfidavkem kompostt v mnozstvi odpovidajicim 50 t/ha zapravené do 15 cm pudy
(CD 50, ZD 50, CMC 50, Sla 50) a 4 varianty se zvy$enou davkou kompostt v mnozstvi odpovidajicim
200 t/ha zapravené do 15 cm puady (CD 200, ZD 200, CMC 200, Sla 200). Pro kazdou variantu byly
zalozeny 3 opakovani (n = 3). Davky kompostu byly prepocitdny na zvolenou pokusnou nadobu.
VSechny nadoby byly osety modelovou plodinou salatem setym (Lactuca sativa L.). Schéma pokusu je
naznaceno na obrazku 1.

Nasledujicich 35 dni probihala kultivace ve fytotronu pfi konstantni teploté (22 °C) a vlhkosti
prostfedi. Na pocatku byly nadoby promyty 50 ml destilované vody a v nasledujicich dnech bylo
pridavano 20 ml destilované vody.

Obrazek 1: Schéma laboratorniho experimentu

1 70 mm | Indika&nT plodina

60 mm

IontoménlCové pouzdro

Petriho misko

/I///'//'//4

S0 _nmm
90 mm

Stanoveni uniku mineralnich forem dusiku

Pro méfeni unikajicich mineralnich forem dusiku byla pouZita a upravena metodika dle Binkley
a Matson (1983)'2. Plocha valcovita pouzdra (disky) o vnitfnim prdméru 50 mm a vySce 10 mm,
zhotovena z novoduru a uzaviena z obou stran polyamidovou sitovinou UHELON byla napinéna
smésnymi iontoménici — lon Exchange Resin = IER (katex:anex = 1:1, katex — PUROLITE C100E, anex
— PUROLITE A520E). Naplnéné novodurové prstence jsou dale oznacovany jako IER disky podle
Novosadova, Zahora a Ruiz-Sinoga (2011)'. lontoménice byly tfikrat opakované kondiciovany v 10%
roztoku NaCl a mnohonasobné vymyvany v destilované vodé. Disky byly umistény pod pokusné nadoby
takovym zplsobem, aby vSechna voda unikajici z pokusné nadoby musela protéci pres disk, a tim byla
zaru€ena vyména iontd mezi vodou a iontoménici. Po ukonéeni pokusu byly disky vysu$eny na vzduchu
a byla zjisténa jejich hmotnost. Obsah disku byl nasypan do pfedem pfipravenych polyetylenovych
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lahvi¢ek. Podle hmotnosti ionext bylo ke smési pfidano 8 — 10 ml destilované vody. Nasledné se obsah
lahviéek doplnil na obsah 100 ml 10% roztokem NaCl. Pfidany roztok NaCl zplsobil vytésnéni
nasorbovanych amonnych a nitratovych iontd z nitra ionext. Uzaviené lahvicky se nechaly tfepat, a po
uplynuti doby 45 minut byly tyto vzorky pfipraveny k analyze. Roztok 10% NaCl byl pouzit k resorpci
zachycenych iontdl NH;" a NO3;. Amonné ionty byly v extrakénim roztoku stanoveny destilaéné titracni
metodou v alkalickém prostiedi s MgO dle Peoples et al. (1989)". Pomoci indikatoru s HsBO; byl
amonny dusik jiman a naslednou titraci HCI bylo zjisténo mnozstvi NH,*. NOj™ ionty jsou stanoveny
stejnym zplsobem po redukci Devardovou slitinou. Pro lepSi interpretaci vysledkl byly namérené
hodnoty Uniku mineralnich forem dusiku pfepocitany na srovnatelné objemové mnozstvi zeminy
v mg/dm?® zeminy.

Stanoveni produkce nadzemni a podzemni biomasy

Z kazdé pokusné nadoby byl odebran vzorek nadzemni a podzemni biomasy indikaéni pIoding/
Lactuca sativa L. Byla stanovena susina rostlinné biomasy podle Valenta, Urban a Pulkrabek (2008)"°.
Parametr suSiny pro ucCely predkladané prace predstavuje hodnotu produkce nadzemni a podzemni
rostlinné biomasy.

Statistické vyhodnoceni dat

Ziskané hodnoty byly statisticky vyhodnoceny za vyuziti metody jedno-faktorové analyzy variance
(ANOVA), dale byl proveden vypocet LSD (Least Significant Difference) na 5% hladiné vyznamnosti
(p<0,05) s Post-Hoc Tuckey's HSD testem.

Vysledky a diskuse

Cilem vyzkumu bylo zjisténi vlivu pfidavku rdznych druhi kompostl na vyplavovani mineralniho
dusiku (Nmin) zomé pldy. Podle Simka (2003)" je Nmn vp0dé tvofen amonnym (N-NH,")
a dusi¢nanovym dusikem (N-NOj), proto jsou v praci rovnéz uvedeny uniky jednotlivych forem
mineralniho dusiku (tabulka 1). Hodnoty zachytu jsou doplnény o produkci nadzemni a podzemni
rostlinné biomasy.

Zachyt mineralnich forem dusiku

Méfeni zachytu N-NH4*, N-NO3" a Nni, probihalo po dobu 35 dnl za vyuziti IER diskd, které byly
umistény pod vytokovymi otvory experimentalnich nadob. V grafu 2 jsou znazornény zjisténé zachyty
Nmin, ktery je zde vyjadfen jako soucet vazeného priméru zachytu amonného a nitratového dusiku
jednotlivych variant experimentu. Vazeny prameér byl zjistén ze tfi opakovani v kazdé varianté.

Tabulka 1: Unika mineralnich forem dusiku u jednotlivych variant (amonny dusik — NH,*,
dusi¢nanovy dusik — NOs; a celkovy mineralni dusik — Np,)

Faktor | NHa' \ NO; \ Numin o NH;3 c N03'3 c Nmin3
mg/dm® | mg/dm*® [ mg/dm” | mg/dm” | mg/dm” | mg/dm
Zemina | 1,81 14,40 | 16,21 0,29 2,95 2,91
ZD50 | 1,48 4,46 5,94 0,04 0,62 0,65
CD50 | 1,32 3,30 4,63 0,07 0,70 0,65
Sla50 | 0,57 2,97 3,55 0,05 0,43 0,47
CMC50| 0,45 3,83 4,28 0,09 1,14 1,23
ZD200 | 0,25 2,16 2,40 0,04 0,48 0,50
CD200 | 0,23 1,28 1,52 0,02 0,13 0,15

CMC
200 0,33 2,07 2,40 0,04 0,15 0,11

Sla200| 0,57 2,97 3,55 0,05 0,43 0,47

0...smérodatna odchylka
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Graf 2: Porovnani hodnot (= z kazde varianty, n = 3) zachytu mineralniho dusiku mezi
rozdilnymi variantami experimentu.
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Z hodnot uvedenych v grafu 2 vyplyva, ze nejvy$Siho zachytu N, bylo dosazeno u varianty pouze
se zeminou (Zemina = 16,20 mg/dm?®), nejniz&i hodnoty zachytu Nmin bon dosazeno u varianty
kompostu Cerny drak se zvy$enou davkou 200 t/ha (CD 200 = 1,52 mg/dm®). Z grafu 2 je patrny
pozitivni vliv pfidavku kompostu na Unik Npyin, kdy vilivem pFidavku organickych latek obsazenych
v kompostech doSlo k statisticky prokazatelnému snizeni Uniku Npyin. Vliv zvySené davky (z 50 t/ha na
200 t/ha) pfidavku jednotlivych druhtd kompostu neni statisticky prikazny.

Snizeni Uniku mineralniho dusiku u variant s pfidavkem kompostl Ize vysvétlit pFidavkem
dostupného organického uhliku (Cerg) vapllkovanem kompostu. Vysledky vyzkumu Barretta a Burka
(2000)", Wolfa a Snydera (2003)18 Suttona (2011)° a Elbla (2012)" potvrzuji viiv Corg na mikrobidlni
aktivitu. Lze tedy predpokladat Ze v pritomnosti dostupneho COrg zvySuji mikroorganismy svoji cmnost
a tim i zapracovani N, do své bun&éné stavby, coz ve své praci potvrzuji Nevens a Reheul (2009).
Dochazi tak ke zvySovani kapacity pldniho prostfedi pro dusikaté slouceniny, a to nejenom pro
mineralni formy dusiku. Vytvareni zasob organickych dusikatych latek je pro pudu absolutné nezbytné.
Davod je jednoduchy, popisuje ho napfiklad Sutton (2011)° a Elbl (2012)", ktefi uvadéji, ze organické
formy N jsou minimalné pohyblivé a mohou tak zlstavat v padnim prostfedi i pfi zvySenych davkach
zavlahy (nedochazi k vyplavovani). Nasledné pak v pfihodnych podminkach muaze dojit k depolymeraci
téchto organickych (makromolekularnich) sloucenin a posléze k mineralizaci na jednotlivé mineralni
formy dusiku.

Produkce nadzemni a podzemni biomasy

Produkce nadzemni (shoot) a podzemni (root) biomasy byla zvolena jako hlavni indikator vlivu
pridavku rdznych druh( kompostid na pudni Grodnost. Hodnoty produkce nadzemni a podzemni
biomasy jsou uvedeny v grafu 3, kde jsou vyjadfeny v g susiny.
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Graf 3: Porovnani primérnych hodnot produkce nadzemni a podzemni biomasy mezi
rozdilnymi variantami pokusu
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zeminou (0,067 g), naopak varianty hnojené riznymi druhy kompostl vykazaly €asto i vice nez
dvojnasobnou produkci rostlinné biomasy, nejvyssich hodnot produkce biomasy byly pro variantu davky
kompostu 50 t/ha zaznamenany u kompostu ZD 50 (0,157 g) a pro variantu davky kompostu 200 t/ha
u kompostu CMC 200 (0,173 g). U produkce nadzemni biomasy byly zaznamenany statisticky
vyznamné rozdily u vSech variant s kompostem oproti kontrolni varianté pouze se zeminou, produkce
podzemni biomasy je statisticky prikazna pouze ve varianté ZD 50. Mezi rGznymi davkami kompostu
opét nejsou statisticky vyznamné rozdily.

Podle Rychnovské et al. (1987)%° byl uréen hmotnostni pomér produkce podzemni a nadzemni
biomasy R/S, tzv. pomér ,root and shoot, ktery se bézné pouziva pro studium travinnych ekosystémdu.
Vzhledem ke konstantnim podminkam v laboratornim fytotronu jsme jej pouZili i pro zvolenou indikaéni
plodinu Lactuca sativa L., jako ukazatel distribuce Zivin u jednotlivych variant. Vypoctené hodnoty jsou
uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Hmotnostni pomér nadzemnich a podzemnich éasti rostlin R/S

zemina | ZD50 | D50 | Sla 50 CF',"(')C 7D 200 | €D 200 %'g'g Sla 200
0.3447 | 0.3070 | 0.1767 | 0.1924 | 0.1769 | 0.1183 | 0.1986 | 0,1323 | 0.1765
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PFi porovnani jednotlivych variant nejvy§Siho poméru R/S dosahly varianty kontrolni se zeminou
a ZD 50, coz je mozné interpretovat snizenou dostupnosti Nmin. Podle Richtera a Hluska (2006)?' obsah
Nmin V pudé rozhoduje o intenzité rlstu rostlin a rozhodujici mérou se uplatiiuje N z pldni zasoby. Lze
se ovéem také domnivat, ze rostlina u téchto variant ,investovala“ (distribuovala) ziviny rovnhomérné
mezi nadzemni a podzemni biomasu (toto zdlvodnéni se nabizi spiSe pro variantu ZD 50, kde byla
nameérena nejvyssi celkova produkce rostlinné biomasy).

Nizky pomér R/S (u variant s komposty v davkach 200 t/ha) Ize vysvétlit zvySenou davkou C,,
(obsazeny v kompostu) v kombinaci s dusikem jiz obsazenym v zeminé. Podle Elbla et al. (2012)’
zvySend davka Coq iniciuje mikrobialni aktivitu, ktera m& za nasledek kumulaci vét§iho mnozstvi Zivin
dostupnych v rhizosfére, které tak rostlina mize vyuzit bez vétsi nutnosti rozvoje kofenového systému.

Zaver

Ze ziskanych hodnot Uniku N, prokazatelné vyplyva, ze pridavek kompostu vyrazné snizuje
vyplavovani Ny, z ptdy (snizeni o 68,1 % u ZD 50 — 90,6 % u CD 200 oproti kontrolni varianté se
zeminou). Statisticky prdkazného sniZzeni bylo dosazeno témér u vSech variant s kompostem oproti
kontrolni varianté se zeminou ve sledovanych parametrech Nni,, N-NO3, N-NH," (u Uniku amonného
dusiku nebyly statisticky prikazné rozdily pouze u variant ZD 50 a CD 50). Vliv zvySené davky
kompostu (200 t/ha) na snizeni Uniku Np,i» se nepodafilo potvrdit, ackoli vazené priiméry uniku N, byly
nizsi pro varianty se zvySenou davkou kompostu.

Vliv pfidavku kompostu na produkci rostlinné biomasy je zfejmy zejména u nadzemni ¢asti rostliny,
kdy bylo dosazeno vyrazného zvySeni produkce nadzemni biomasy u v8ech variant s kompostem oproti
kontrolni varianté se zeminou. Vliv zvySené davky kompostu (200 t/ha) na produkci nadzemni biomasy
neni i prfes narust vazenych priméra statisticky prikazny. V produkci podzemni biomasy nebyly
prikazné rozdily, nelze ani fFici, ze pfidavkem kompostu doSlo ke zvySeni produkce u podzemni
biomasy (u varianty ZD 200 doSlo k poklesu produkce podzemni biomasy oproti kontrole se zeminou).

Vysledky laboratorniho pokusu budou nasledné ovéfeny v terénnich podminkach v lyzimetrickych
nadobach a na maloploSnych pokusnych polich. V pfipadé, Ze dojde k potvrzeni laboratornich vysledka,
bude tfeba zvazit vyrazné omezeni pouzivani mineralnich hnojiv na plochach OPVZ na ukor
organickych hnojiv, mezi které se komposty fadi.

Seznam symbold a zkratek

Corg — Organicky uhlik

CMC - kompost CMC z kompostarny v Namésti nad Oslavou
CD — kompost Cerny drak z Centralni kompostarny Brno
IER — lon Exchange Resin (smésné iontoménice)

Nmin — celkovy mineralni dusik

Norg — Organicky dusik

N-NH;* — amonny dusik

N-NOj" — dusi¢nanovy (nitratovy) dusik

OPVZ — ochranné pasmo vodniho zdroje

Sla — kompost z kompostarny ve Slavkové u Brna

ZD — kompost Zeleny drak z Centralni kompostarny Brno
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Influence of added compost on leakage of mineral nitrogen and biomass

production

Lukas PLOSEK, Jakub ELBL Antonin KINTL Jaroslav ZAHORA Jaroslav HYNST
Department of Agrochemistry, Soil Science, Microbiology and Plant Nutrition, Faculty of
agronomy, Mendel University in Brno, Zemédélska 1/1665, 613 00 Brno

e-mail: lukas.plosek@mendelu.cz

Summary

The leakage of mineral forms of nitrogen from arable land is the main source of nitrate
contamination of underground drinking water deposits in the locality Bfezova nad Svitavou. Previous
research studies have shown a direct link between the use of mineral nitrogen fertilizers, leakage of
mineral nitrogen (Nni»,) and the quality of underground water. This study is aimed at assessing using of
composts, as alternative organic fertilizers to reduce leakage N, while maintaining or increasing the
production of plant biomass.

In laboratory pot experiment was shown that the addition of compost has a significant effect on the
reduction of leakage N, and on increasing of plant biomass production.

Keywords: nitrogen, compost, nitrogen leaching, biomass production
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Vyuziti odpadnich materiald pro pfripravu brusnych
nastroju na bazi anorganickych polymert
Ivana Perna, Tomas Hanzlicek

Ustav struktury a mechaniky hornin AV CR, v. v. i., Oddéleni struktury a viastnosti
materiall, V Holesovickach 41, 182 09 Praha 8, e-mail: perna@irsm.cas.cz

Souhrn

V soucasné dobé se stale zvysuje tlak na sniZovani vyrobnich nakladd ve vsech primyslovych
zavodech, a to i ve vyrobé brusnych nastroju. Tento prispévek popisuje vyzkum a vyvoj brusnych
nastroju na bazi anorganickych polymeri s vyuZitim vysokopecni strusky. PouZita technologie a mozZnost
vyuziti odpadnich materialG sniZuje vyrobni naklady a z tohoto duvodu by mohla byt cena brusnych
nastroju na bazi anorganickych polymer( niZsi. Vyrobené brousici segmenty byly testovany v provoznich
podminkach a vysledky prokazaly, Ze brusné nastroje pfipravené z jilovo-struskové matrice
s korundovym brusnym zrnem jsou zasadné srovnatelné s materialy s keramickou vazbou.

Kli¢ova slova: vyuZiti odpadl, geopolymery, brusné nastroje

Uvod

BrousSeni je technologie, ktera provazi lidstvo jiz od doby kamenné. Pouziva se k opracovani kamene,
skla, keramiky, kovil, plastd a mnoha dal$ich materialti®. Nejprve se vyuzivala k broueni volna brusna
zrna, pozdéji i rlzné typy prirodnich brouskl, napf. jemnozrnné piskovce nebo pemza. Dnes jsou
nejcastéji vyuzivany umélé brusné nastroje (ru€ni brousky, brusné kotouce, atd.). Stavajici matrici pro
uchyceni brusnych zrn je predev§im keramickd vazba a pro specifické Gc€ely i rdzné druhy hmot
z organickych polymerd (pryskyfice fenol/formaldehydové, epoxidové, akrylat-uretanové a jiné)'.

Materialy pojené keramickou vazbou maji vynikajici mechanické vlastnosti, jsou velmi pevné
a odolné, také vykazuji vysokou pevnost pfi brouseni. Hlavni nevyhoda keramické vazby spociva v tom,
Ze vyrobek vyZaduje vypal na teploty pfesahujici 1200 °C. Vypalem se dosahuje vytvoreni vazby mezi
brusnymi zrny a keramickou matrici. Pfi zvySujicich se cenach za energie je vypal vyznamnou polozkou
v nakladech vyrobniho procesu.

Pouziti materialt s polymerni organickou vazbou je limitovano teplotou vznikajici pfi brouseni, protoze
pfi vysSich teplotach dochazi ke ztraté pevnosti materialu. Oproti tomu je vyroba epoxidovych brusnych
nastroju relativné rychla, protoze nevyzaduje vypal. VSechny typy matric uzaviraji brusna zrna
korundova, karbidu kiemiku a pfipadné diamantova v riznych frakcich'=.

PFi hledani moznosti Uspor vyrobnich nakladd pfi zachovani uzitnych vlastnosti vyrobkd byl v rdmci
projektu Ministerstva pramyslu a obchodu CR (FR-TI2/390, Program TIP) vypsan grant na nova,
nekeramicka pojiva s nazvem “Vyzkum a vyvoj novych brusnych nastroju fixovanych hybridnim pojivem
na bazi anorganickych polymerud*.

Hlavnim Ukolem bylo vyuzit pfedchozi zkuSenosti v oblasti syntéz anorganickych polymert
(geopolymert) a najit odpovidajici matrici pro rizné typy brusnych segmenta.

Metoda pfipravy anorganickych polymeru byla poprvé popsana prof. Gluchovskym na Ukrajiné v roce
1959*. Od roku 1979, po rozpracovani teorie anorganické polymerace, jsou tyto hmoty znamy diky prof.
J. Davidovitsovi jako geopolymery®. Geopolymery vznikaji hydrataci tepelné& aktivovanych jilovych
(pfevazné dvojvrstvych) surovin alkalickymi roztoky (Na*, K* nebo Ca®') za normalni teploty a tlaku.
Podminky této reakce byly popsany mnoha autory® = ''. Bylo zji§téno, Ze hydratace hlinikového iontu je
mozné pouze tehdy, je-li pfirozen& hexa-koordinovany iont AI** v jilech tepelnou expozici transformovan
na penta, resp. tetra-koordinovany'?. Pouze v tomto ,aktivovaném®, meta-stabilnim stavu se mudze
hlinikovy iont hydratovat a propojovat se s tetraedry kfemiku za vzniku -Si-O-Al”-O- vazeb pfi
souc€asném vyvazeni negativniho naboje hlinikového iontu pozitivnim nabojem alkalického kovu (kovu
alkalickych zemin)®. Vazby mezi tetraedry vytvareji 3D prostorovou sit — polymerace vytvofi b&hem 10 —
12 hodin pevny a odolny material.
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Vlastnosti vysledného geopolymeru jsou ovlivnény zejména pouzitym jilovym materialem, parametry
jeho tepelné aktivace, typem alkalického aktivatoru (Na* nebo K*), mnozstvim a druhem plniva, pfipadné
pérovitosti vzniklého materialu®'"'®. Geopolymery maji vyborné fyzikélni a chemické vlastnosti — vysoka
pevnost, hutna mikrostruktura, nizka vyluhovatelnost a vysoka odolnost vuci agresivnimu prostiedi. Tyto
schopnost uzavirat do sebe velké mnozstvi agregatt (napf. pisek, kalcit, slida, drceny kamen aj.).
Posledni jmenovana vlastnost byla vyuzita pfi pfipravé brusnych nastroju, kdy uzaviranym agregatem
bylo brusné zrno (hnédy nebo bily korund) v riznych frakcich. Bylo vytvofeno nékolik typt brusnych
nastroji s ohledem na typ brouSseného materialu a na technologii brouseni. Tyto varianty jsou popsany
v tomto pfispévku.

Experimentalni ¢ast

Materialy

Pro pfipravu matrice byl zvolen pramyslové vyrabény material ,Mefisto L05* (CLUZ, Nové Straseci),
ktery zajisti standardni zdroj tepelné aktivovaného jilového materialu. Jedna se o priimyslové vyrabény
produkt na bazi metakaolinu. Dale byla pouzita vysokopecni struska z kladenské haldy, u které bylo
prokazano, ze se jedna o stejnorody a chemicky staly material. Struska byla namleta na velikost ¢astic
0—1mm.

Pro dpravu vyslednych pevnosti byl vybran ptirodni lupek (Zbtch u Plzn&, CR) ve frakcich 0 — 2 mm.
Tento material je plvodem jilovec (vysokym tlakem zpevnény jilovy materidl), ktery nabyl charakter
lupku tim, ze po odtézeni z nadlozi uhelné panve byl ukladan spole¢né s proplastky a zbytky téZzeného
uhli na skladky (vySe dosahovala az 40 m nad terén), kde tlakem doslo k samovzniceni zbytka uhli
a jilovec byl pomalu transformovan na pfirodni lupek. Rentgenova difrakéni analyza tohoto pfirodniho
lupku potvrdila jako majoritni fazi kfemen (SiO,) a minoritni obsahy cristobalitu (SiO,) a mullitu
(8Al,05.2Si0,). Ve stopach lIze nalézt muskovit (KAIy(AISi3010)(OH)2), hematit (Fe,Os) a dickit
(Al2SioOs5(0OH),). Chemické slozeni véech pouzitych materialt je uvedeno v tabulce 1.

Brusnym zrmem byl komeréné dodavany hnédy nebo bily korund (firma Koltex, s. r. 0., Mnichovo
Hradisté) ve frakcich F36 (0,355 — 0,850 mm) a F 500 (0,005 — 0,025 mm).

Tabulka 1: Chemické sloZeni zvolenych surovin v hm. % (ZZ — ztrata zihdanim)

Material/Oxid SiO, A|203 CaOo MgO F9203 K.O 803 ZZ
Mefisto L0O5 50,28 |41,99 | 0,14 <0,02 |1,03 0,59 0,21 3,65
Struska 22,38 | 8,09 37,44 | 3,51 2,31 1,26 7,46 14,70
Lupek 5469 |28,63 | 0,59 0,62 7,07 3,72 0,73 1,60

Priprava vzorku

Jilovy material Mefisto LO5 byl aktivovan roztokem alkalickych kiemicitani. Smés byla michana po
dobu 10 minut a poté byla pfidana vysokopecni struska v poméru 1 : 1,8 (jil : struska). Po 10 minutach
michani bylo k této jilovo-struskové matrici pfidano brusné zrno a smés byla homogenizovana dalSich
5 minut. Mnozstvi brusného zrna se liSilo podle jednotlivych typl brusnych segmentd. Vznikly material
byl nalit do forem, jejichz povrch byl zakryt tak, aby se zabranilo vysychani smési.

Obohaceni smési lupkem meélo za nasledek snizeni pevnosti povrchu ziskané matrice. Lupek byl
smichan s jilovym materidlem (Mefisto L05) pfed aplikaci alkalického roztoku. Dal$i postup pfipravy byl
identicky jako u smési, které lupek neobsahovaly.

Pouzité metody

Rentgenova fluorescencni analyza (XRF)

Chemické analyzy byly naméfeny pomoci rentgen-fluorescenéniho analyzatoru Spectro 1Q (Kleve,
Némecko), ktery umozriuje analyzu hlavnich a stopovych prvk pevnych material(. Tento pfistroj ma tercik
vyrobeny z palladia, dhel ter€iku je 90° od centralniho paprsku a ohnisko ma velikost 1 mm x 1 mm. Méreni
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probiha v inertni heliové atmosfére. Ziskana data byla vyhodnocena pomoci pocitacového programu XLabPro.
Tento program umoziiuje automatické prepocitani prvkového zastoupeni ve vzorku na oxidickou formu.

Rentgenova difrakéni analyza (XRD)

Mineralogické slozeni bylo zkoumano pomoci rentgenové difrakéni analyzy (XRD) na pfistroji Philips
Source Data digitalnim zaznamem naméfenych intenzit (krok 0.050° v Uhlech od 3.000 do 65.000,
s vyuzitim Cu-lampy). Naméfena difrakéni spektra byla zpracovana pomoci programu X‘Pert High Score.
Bylo provedeno vyhlazeni spekter, odecteni pozadi a zjistény intenzity jednotlivych pik(. Pomoci
databaze byl zjistén vyskyt jednotlivych typl krystalickych fazi.

Rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM)
Pro analyzu vzorkd byl pouzit elektronovy rastrovaci mikroskop Quanta 450 a Everhartd-Thornleylv
detektor. Mé&Feni probihalo za vysokého vakua (4.10* Pa).

Vysledky a diskuse

Pro pfipravu brusnych segmentl bylo nutné, aby brusna zrna korundu byla homogenné zapouzdrena,
dale aby hmota byla stabilni a pevna, nikoliv vSak kfehkd, a na druhé strané, aby odpovidajicim zplsobem
uvolnovala zrna brusiva ve chvili, kdy ztraceji ostré hrany. Z tohoto divodu byla vénovana velka pozornost
jilovo-struskové matrici, jejiz vlastnosti zasadné ovliviuji vysledné parametry brusnych nastroju.

Zakladni polymerni hmota vznikla kombinaci jilové slozky a strusky byla velmi pevna, tvrda a ve vodé
nerozpustna. Pro pfipravu byly pouzity dvé zasadné se liSici latky — jedna je jilova slozka a druha je
odpadni latkou vznikajici pfi vyrobé zeleza (vysokopecni struska) s vyraznym podilem gehlenitu. Ten je
obecné definovan vzorcem (Ca,Al(Si»O-), ale vzdy obsahuje jisty podil Fe a Mg, a ¢ast kiemiku byva
nahrazena hlinikem. Ztohoto dlvodu bylo tfeba zjistit stav solidifikatu, tj. vznik novych fazi za
predpokladu, ze gehlenit vstoupi, alespon ¢aste¢né, do reakce s alkalizovanou jilovou slozkou.

Rentgenova analyza strusky potvrdila (obrdazek 1, horni graf), ze rozhodujici slozkou vysokopecni
strusky je gehlenit (CanAl(SiO;). Struska dale obsahuje v minoritnim zastoupeni merwinit
(CazMg(SiO,)2), basanit (CaS0,.0,5 H,0), syngenit (K.Ca(SO;, )..H-0) a wolastonit (CaSiO;).

Obrazek 1: Rentgenoveé analyzy strusky a jilovo-struskové matrice

Struska ¢ G - gehlenit
10000 — W - wolastonit
Ba - basanit

S - syngenit
M - merwinit

5000 —|

Jilovo-struskova matrice 8 :ff:(:.e::

20000 — Ar - arkanit
C - kalcit
Ad - andradit

10000 —|

Position [*2Theta] (Copper (Cu))

PFi porovnani analyzy strusky a jilovo-struskové matrice (obrdazek 1, spodni graf) bylo zjiSténo, ze
puavodni mineralogické sloZzeni vysokopecni strusky se zasadné méni. Struska pfimo vstupuje do reakce
s alkalizovanym podilem tepelné upraveného jilu. Obsah gehlenitu je vyrazné snizen, objevuje se nova
faze arkanit (K.SO4) a vyrazné vystupuje podil kiemene (SiO,), dale je pfitomen v malé mife kalcit
(CaCOs3) a andradit (CazFex(SiO,)3).
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Tato jilovo-struskova matrice byla pouzita k pfipravé brusnych segmenti pro brousSeni a lesténi
kamene a pro brouseni kova.

Poloprovozni brouseni kamene

Brouseni kamene probihd na provoznim stroji (obrazek 2A), kde jsou Ctyfi brusné segmenty
umistény do brousici hlavy (obrazek 2B). BrouSeni probihd za mokra rychle rotujici hlavou, kdy voda je
privadéna otvorem uprostfed brousici hlavy. Rychlost se pohybuje od 400 do 500 ota¢ek za minutu
v zavislosti na tvrdosti brouseného materialu (&im tvrdSi material, tim rychlejSi otacky). Pfi pouziti
segmentl s vétsi velikosti brusnych zrn dochazi k hrubému obruSovani kamene. V pfipadé malych frakci
je mozné toto zafizeni vyuzit k finalnimu jemnému brouseni nebo lesténi kamene.

Z jilovo-struskové matrice byly vytvofeny brusné segmenty s obsahem 36 hm. % hnédého korundu
F36. Pocatec¢ni testy ukazaly, ze toto slozeni je pfrili§ tvrdé a nedochazi k uvolfiovani otupenych
brusnych zrn. Proto byla pevnost jilovo-struskové matrice snizena pfidanim 5 hm. % pfirodniho lupku.
Obsah hnédého korundu zlstal stejny (36 hm.%). BrouSeni takto pfipravenymi brusnymi segmenty bylo
efektivnéjsi a dochazelo k uvolfiovani brusnych zrn.

Obrazek 2: Brousici zarizeni a detail brousici hlavy

ey |

| B2

Po konzultacich s kameniky jsme vyuZili jejich mnohaleté zkuSenosti, a proto byly na zakladé téchto
konzultaci pfipraveny zvlastni geopolymerni kompozity. U téchto kompozitd je ¢ast korundového zrna
nahrazena hrubozrnnym kamenem (Zula nebo vapenec). Brusny segment je tak sloZzen z matrice a
brusného zrna, pfiCemz brusny, pfipadné lestici efekt je umocnén slozkou hrubé mletych kaminku.
Obrazek 3 ukazuje brusné segmenty po brouseni (A — smés s hnédym korundem, B — smés s hnédym
korundem obohacena o hrubozrnny vapenec). Na fotografiich jsou jasné viditelna brusna zrna a jejich
rovnomérné umisténi v geopolymerni jilovo-struskové matrici.

Patronem tohoto éisla je 8. roénik ¢esko-slovenského symposia Vysledky vyzkumu a vyvoje pro odpadové hospodaistvi ODPADOVE FORUM 2013
(17. - 19. 4. 2013, Kouty nad Desnou)
WASTE FORUM 2013, ¢islo 1, strana 32



Ivana PERNA, Tomas HANZLICEK: Vyuziti odpadnich materidlii pro pfipravu brusnych ndstrojii na bazi
anorganickych polymert

Obrazek 3: Brusné segmenty po brouseni

Brouseni kovu na soustruhu

Testovani probihalo na univerzalnim hrotovém soustruhu na bézné Zelezné trubce o priméru 12 cm.
Zelezna trubka nebyla pred pouzitim o$etfena a vykazovala znaéné zrezivély povrch. Brusné segmenty
o rozmérech 2,5 x 1 x 10 cm byly upnuté do suportu pfistroje. Otacky soustruhu byly 224 ot/min. Ubytek
brusného segmentu byl u vSech vzorkl konstantni (2,1 mm). Povrch brousené plochy i brusny element
byly chlazeny vodou.

Pro tento zpUsob brouseni byly pfipraveny segmenty z jilovo-struskové matrice s pfidavkem hnédého
nebo bilého korundu (frakce F36 a F500).

Obrazek 4 dokumentuje brusné stopy zplsobené brusnymi segmenty s hnédym korundem
(26 hm. %) neni dostate¢ny pro brousici efekt. Pfi porovnani brusnych stop materialt s obsahem zrn
35 hm. % a 42 hm. % bylo zjisténo, Ze obsah brusného zrna 42 hm. % je zbyte€né vysoky a prakticky
stejného efektu bylo dosazeno pfi plnéni 35 hm. %.

Obrazek 4: Test brouseni na soustruhu

B
L
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Dal8i fazi zkoumani brusnych ploSek probihalo na elektronovém mikroskopu ve vysokém vakuu
(4.10* Pa). Pro tyto Ggely byly vyfiznuty z trubky kotoucky o sile 2,5 cm a z nich pak byly pfipraveny
vzorky o velikosti 2,5 x 2,5 x 1,2 cm. Pro srovnani je uvedena analyza originalniho nebrouseného
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povrchu. Na obrdazku 5 je povrch Zelezné trubky ve stavu pred brouSenim pofizeny elektronovym
mikroskopem, kde je viditelny pfedev§im vysoce naruSeny a zkorodovany povrch.

Obrazek 5: Detail povrchu Zelezné trubky pred brousenim (zvétseno 200 x)

Nasledujici obrdazek 6 ukazuje povrch zelezné trubky po brouseni segmentem s obsahem 35 hm. %
hnédého korundu F36. Na snimcich z mikroskopu byly zachyceny i vysky vrypu, resp. uc¢inek brusného
zrna na zelezném neupraveném povrchu. VySky vrypl se pohybuji od 27,4 um do 32 um.

Obrazek 6: Povrch Zelezné trubky brousené hnédym korundem F36 (zvétseno 500 x)

3 k¥ 2

— 00 Jm —
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Pro porovnani je zde uveden i obrazek 7, ktery dokumentuje Uc¢inek brusného segmentu vytvofeného
z jilovo-struskové matrice s pfidavkem 24 hm. % jemného bilého korundu (frakce F500). Stopy po
brouseni jsou velmi rovnhomérné a bily korund zanechava velmi jemny vryp na materialu. Vysky vrypl

jsou od 8,4 um do 8,6 um.
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Obrazek 7: Povrch Zelezné trubky brousené bilym korundem F500 (zvétseno 500 x)

100 pm =—

010611

Z obrazku 5, 6 a 7 vyplyva, ze pro pocatecni brouseni je vhodné pouzit brusné segmenty s hrubSim
zrnem a pro superfiniSovani frakce jemné. Experimentalni testy potvrdily brousici vlastnosti pfipravenych
materialu.

Zaver

Provedené experimenty potvrdily, Ze Ize vyuzit odpadni materialy k pfipravé geopolymernich matric,
kde se pouzita vysokopecni struska pfimo zapoji do reakce za vytvoreni pevného a odolného produktu.

Dobfe pfipravena a vyzrala geopolymerni matrice v kombinaci srovnomérné distribuovanymi
brusnymi zrny vytvari efektivni brusné segmenty, kdy matrice béhem brouseni uvolfiuje otupena brusna
zrna a nahrazuje je novymi. Pevnost matrice muze byt snadno upravena pfridavkem dalSich latek podle
pozadavkul jednotlivych brousicich technologii, napf. nizsi pevnost pro brouseni kamene. Druh, mnozstvi
a obsah brusnych zrn zavisi na zvolené technologii brouseni a typu brouseného materialu.

Bylo dokazano, ze brusné nastroje pfipravené z jilovo-struskové matrice v kombinaci s brusnym

zrnem jsou srovnatelné s materidly s keramickou vazbou. Cena brusnych nastroju na bazi
anorganickych polymer( by mohla byt vyrazné nizsi, protoze pevna matrice vznika bez vypalu.

Podékovani
Prispévek vznikl v rédmci Fedeni projektu Ministerstva primysiu a obchodu CR FR-TI2/390/TIP.
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Utilization of waste materials for preparation of abrasive tools on base of
inorganic polymers

Ivana Perna, Tomas Hanzlicek
Institute of Rock Structure and Mechanics of the Czech Academy of Sciences, v.v.i.

Summary

Nowadays the lowering of manufacturing costs is essential in all industrial companies and even in the
abrasive tool production. This paper describes the research and development of new abrasive tools on
base of inorganic polymers using waste blast furnace slag. Used technology and possibility of utilization
of waste materials decrease manufacturing costs and for that reason the price of abrasive tools fixed by
inorganic polymer is considerably lower. Produced abrasive segments were tested in semi-industrial
condition and the results proved that abrasive tools prepared from clay-slag matrix are comparable with
ceramic-bonded materials.

Keywords: waste material utilization, geopolymers, abrasive tools
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Souhrn

Povrchové aktivni latky produkované biologickym Cinitelem predstavuji potencialné velmi uZite¢ny
smér inovace dekontaminacni technologie oznacované jako sanacni promyvani. Vedle dnes jiz
technologicky uchopenych bakterialnich produktd (rhamnolipidy) se ukazuje, Ze obdobné vyznamné
mohou byt povrchové aktivni produkty syntetizované tzv. lipofilnimi kvasinkami. Tato prace predstavuje
usek reseni projektu, na jehoZ konci bude biologicky produkovany preparat aplikovatelny v ramci
promyvani matric kontaminovanych nepolarnimi latkami. Byla provedena studie schopnosti vybraného
souboru lipofilnich kvasinek metabolicky vyuZivat a extracelularné emulzifikovat modelovy typ nepolarni
latky. Dale byly testovany a optimalizovany jednotlivé faze procesu, které v ramci produkce biologického
surfaktantu touto cestou hraji ddleZitou roli.

Klicova slova: lipofilni kvasinky, biologicky surfaktant, sana¢ni promyvani, zdroj uhliku

Uvod

Kontaminace rdznych matric Zivotniho prostfedi nepolarnimi latkami je zavazny problém nejenom
ekologicky, ale také technicky. Davodem je tvorba fazovych rozhrani, zejména v systému kapalina-
kapalina na pozadi zna¢né heterogennich prostfedi, jakym prostfedi horninové ve vazbé na podzemni
vodu bezesporu je. Nicméné tyka se to i jinych typl odpadu, napf. vytézenych sedimentt nebo pudy,
popf. znecisténych sanacnich suti. Konkrétni odpovédi na preklenuti uvedenych problému je aplikace
povrchové aktivnich latek. NejSifeji pouzivané jsou synteticky vyrabéné surfaktanty, avSak v posledni
dobé stale vice sili diraz na minimalizaci vedlejSiho zatizeni Zivotniho prostfedi, jimz jsou v mnoha
pfipadech neimeérné velké davky téchto detergentl. Za dlivod Ize na prvnim misté oznacit negativni vliv
surfaktantd na biologické membrany, coz muze mit za nasledek poskozeni nebo i smrt mnoha
organismu.

Lipofilni kvasinky

Kvasinky jsou heterotrofni eukaryotni organismy, fadici se do fiSe hub (Fungi). Pramyslové
vyuzivany jsou zejména pro svou schopnost zkvasSovat sacharidy na etanol a oxid uhli€ity. Nékteré druhy
kvasinek jsou schopny vyuzivat jako zdroj uhliku také latky nepolarniho charakteru, jako napfiklad ropu
nebo oleje rostlinného puvodu. Dostupnost nepolarnich hydrofobnich substratl pro mikroorganismy Zzijici
ve vodném prostredi je vSak omezena, proto nékteré druhy kvasinek produkuji povrchové aktivni latky,
které jim umoznuji pfekonat fazové rozhrani mezi prostfedim a nepolarnim substratem a tento substrat

metabolizovat (oObrazek 1).
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Obrazek 1: Zjednodusené schéma procesu spojenych s vyuZitim nepolarni latky za pomoci
mikrobialnich biosurfaktanti

Znamymi producenty biologickych povrchové aktivnich latek jsou rody Candida sp., Yarrowia sp.,
Debaryomyces sp., Rhodotorula sp. a dalsi. Striktné aerobni kvasinka Yarrowia lipolytica (puvodné
anamorfni druh Candida lipolytica) ochotné odbourava ropné produkty, n-alkany a rostlinné oleje.
Candida bombicola méa dle vSech dostupnych prament obrovsky potencidl v tvorb& sophorolipidd'?.
Modelova kvasinka Saccharomyces cerevisiae, vyuzivana v potravinarském pramyslu, je také schopna
metabolizovat hydrofobni substraty za pomoci svych povrchové aktivnich latek®.

Kvasinkové surfaktanty

Surfaktanty jsou latky, které vykazuji jak hydrofilni, tak hydrofobni charakter. Mezi jejich
nejvyznamnéjsi vlastnosti patfi schopnost snizovat povrchové napéti akumulaci na fazové rozhrani dvou
navzajem nemisitelnych kapalin, dale pak stabilizace emulzi a v neposledni fadé zvySovani rozpustnosti
hydrofobnich, nerozpustnych organickych latek ve vodném prostiedi.
produkovat tyto latky za ucelem pfekonani fazového rozhrani mezi nepolarnim zdrojem uhliku a vodnym
prostfedim, ve kterém Ziji. Vyhodou biologicky produkovanych surfaktantl je jejich niz8i toxicita, vySSi
biodegradabilita, lepSi slucitelnost s prostfedim, vySSi selektivita a specificka aktivita pfi extrémnich
podminkach (teplota, pH a salinita)®. Atraktivni je také moznost produkce t&chto latek z obnovitelnych
surovin (odpadni rostlinné oleje apod.)°.

V literatufe je popsano mnoho biologickych povrchové aktivnich latek zejména bakterialniho plvodu,
nicméné tuto schopnost maji i eukaryotni organismy — vlaknité houby a lipofilni kvasinky. Nespornou
vyhodou kvasinek oproti bakteriim je jejich statut netoxickych a nepatogennich organismi (GRAS =
generally regarded as safe), coz umoziuje jejich vyuziti v mnoha odvétvich (potravinarstvi,
farmaceuticky pramysl, environmentalni technologie)®.

Biosurfaktanty se na rozdil od synteticky vyrabénych surfaktantl, tfidénych podle povahy svych
hydrofilnich skupin, tfidi podle chemického slozeni a mikrobialniho pavodu. Hydrofilni ¢ast se obecné
sklada z aminokyselin nebo peptidovych aniontd &i kationtd, mono-, di- nebo polysacharidu. Hydrofobni
¢ast je tvofena nasycenymi, nenasycenymi nebo mastnymi kyselinami. Hlavni skupiny biosurfaktantd
jsou glykolipidy, lipopeptidy a lipoproteiny, fosfolipidy a mastné kyseliny a polymerni surfaktanty.

Glykolipidy se skladaji z dlouhého fetézce mastné kyseliny a mono-, di- a tetra sacharidu (glukéza,
mandza, galaktéza, kyselina glukuronova, rhamnosa, sophorosa a sulfat galaktdézy). NejznaméjsSimi
glykolipidy jsou rhamnolipidy (Pseudomonas aeruginosa), trehalolipidy (Rhodococcus erythropolis)
a sophorolipidy (Candida bombicola, C. apicola)’®.

Lipopeptidy a lipoproteiny jsou cyklické formy surfaktant( s antibiotickymi G&inky — gramicidiny
(Bacillus brevis). Do této skupiny patfi napf. viscosin (Pseudomonas fluorescens).

Polymerni surfaktanty maji svou hydrofilni &ast slozenou z heteropolysacharidd. Nejlépe
prozkoumanymi surfaktanty této skupiny jsou emulsan (Acinetobacter sp.), liposan (tvofeny z 83 %
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sacharid + 17 % protein, Y.lipolytica), sacharid-protein-lipidové komplexy (Pseudomonas fluorescens,
P.aeruginosa, Debaryomyces polymorphus) nebo mannoprotein, tvofeny z 44 % manézou a z 17 %
proteinem a produkovany Saccharomyces cerevisiae’®.

Podminky pro produkci biosurfaktantu

Mezi faktory ovliviujici produkci biosurfaktantu patfi zdroj uhliku, dusiku a pfitomnost biogennich
prvk®. Produkci ovliviiuji ve svém disledku i environmentalni faktory ptisobici na rdst bunék a jejich
aktivitu jako je pH, teplota, michani a dostupnost kysliku. V pfipadé zdroje uhliku jsou obvykle sledovany
slou€eniny rozpustné ve vodé (glycerol, glukosa, mannitol, ethanol) a slou¢eniny ve vodé nerozpustné
jako n-alkany, olivovy olej, parafin atd. Studie, provadéné za ucelem sledovani parametrd zvySovani
produkce sophorolipidd, uvadéji vyhodnost pouziti dvou rliznych zdroju uhliku v médiu, jeden hydrofilni
a druhy hydrofobni povahy®.

Aplikace biosurfaktantu

Surfaktanty produkované biologickou cestou jsou atraktivnimi latkami s Sirokym spektrem
potencialnich aplikaci. Nejvétsi potencial maji biosurfaktanty pravdépodobné v bioremediacnich
technologiich a jako pokrocila technologie zvySeni tézby ropy. Siroké pole moznosti se otvira i v oblasti
vyroby detergentld a vyuziti emulzifikaénich moznosti v potravinarstvi, farmaceutickém a kosmetickém
pramyslu.

Experimentalni ¢ast

Za ucelem zvySeni dostupnosti nepolarniho zdroje uhliku pro své metabolické zpracovani produkuji
mikroorganismy své vlastni povrchové aktivni latky. Miru produkce téchto latek Ize do znacné miry
kvantifikovat pravé jednoduchym zpusobem, ktery umozfiuje technika ,oil spreading”, ktera spociva
v pozorovani poruSeni fazového rozhrani mezi povrchem vody a ropy v pfipadé, ze je v testovaném
vzorku biosurfaktant pfitomen'.

Pro metodu je kliCové rozprostieni ropné faze po povrchu demineralizované vody (30 ml) v Petriho
misce. Ropa (15 ul) byla davkovana pipetou do stfedu misky a nasledné bylo do stfedu nadavkovano
malé mnozstvi (5 ul) vzorku (roztoku kultivaéniho média zbaveného bunék kvasinek). Nasledné byla
kvantifikovana zéna vyjasnéni zméfenim prameéru ¢iré zony reprezentujici miru emulzifikace a ¢aste¢né i
degradace ropy (Obrazek 2). Pomoci ziskanych vysledkl pak byly porovnavany kvasinky z puvodné
pomérné obsahlého souboru a nasledné byla tato metoda vyuzita i pro sledovani vyvoje tvorby
biosurfaktantu v produk&nich kultivacich u vybranych kvasinek.

Obrazek 2: Moznosti tvorby ¢irych zon na rozhrani ropa — demineralizovana voda.

Soubor mikroorganismu

Soubor testovanych mikroorganismu predstavoval celkem devét lipofilnich kvasinek. Jednalo se o tfi
zastupce rodu Candida (C.bombicola, C.maltosa, C.utilis), dale pak Debaryomyces hansenii,
Geotrichum candidum, Lipomyces starkeyi a Yarrowia lipolytica. Tyto kvasinky vyuZivaji pfi kultivaci
v kapalném médiu rostlinny olej jako jediny — lipofilni — zdroj uhliku bez vétSich problému. Naroky
kvasinek Rhodotorula mucilaginosa a Saccharomyces cerevisiae jsou o néco vySSi, Kk jejich rozvoji
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arustu je potfeba jesté druhy zdroj uhliku v podobé glukdézy. Na zakladé predbéznych testl (Oil
spreading test) a vytézkl extrakci byla jako vhodny producent biosurfaktantu zvolena kvasinka Yarrowia
lipolytica. a vysledky prezentované v této studii se tak vztahuiji k této kvasince.

Kultivace a priprava experimentu

Kvasinky byly kultivovany v Erlenmeyerovych barikach (500 ml) v pracovnim objemu 300 ml
mineralniho média (BSM = Basal Salt Medium, slozeni viz Tabulka 1).

Tabulka 1: SloZzeni mineralniho média BSM

K:HPO, 0,17 g.I" stopové prvky: 1,00 mlL.I"
KH,PO, 0,13 g.I" MnCl,.4H,0 1,00 g.I"
(NH,);S0, 0,71 g.I" CaCl,.2H,0 0,26 g.I"
MgCl,.6H,0 0,34 g.l" FeS0,.7H.0 0,60 g.I"
pH 6,5 Na;Mo0,.2H,0 2,00 g.I"

Zdrojem uhliku byl bud slunecnicovy olej, ropa nebo letecky petrolej. Testy byly nejprve provadény
v médiu s jednim — lipofilnim — zdrojem uhliku BSM (sloZeni viz Tabulka 1) s jednim — lipofilnim —
zdrojem uhliku, pro srovnani pak aplikovana kombinace lipofilniho a hydrofiiniho zdroje uhliku, kdy byla
spolu s olejem v médiu pouzita i gluk6za (slozeni médii viz Tabulka 2).

Tabulka 2: SloZeni médii s BSM - lipofilni zdroje uhliku

Médium Glukoéza Olej Ropa Letecky petrolej
BSM 1C - 10 g.I" - -

BSM 2C 10 g.I" 10 g.I" - -

BSMR - - 10 g.I" -

BSM LP - - - 10 g.I"

Na zakladé sledovani rastovych faktord (OD a CFU), méfeni Cirych zén a naslednych ziskanych
vytéZzkl biosurfaktantu pomoci extrakce byla u kvasinky Yarrowia lipolytica zjiSténa jednoznacéna
preference rostlinného oleje. Testovana kultivaéni média byla doplnéna o dalSi varianty, jako médium
YEPG (YE = kvasniény extrakt (z angl. yeast exctract), P = pepton, G = gluk6za) s rostlinnym olejem
a jeho modifikace YEGO (O = olej) nebo YEGR (R = ropa). Slozeni téchto médii je uvedeno v tabulce 3.

Tabulka 3: SloZeni médii s kvasnicnym extraktem

Médium Kvasni¢ny extrakt Pepton Glukoéza Lipofilni zdroj C
YEPG 1g.l’ 25g.l" 10 g.I" olej 10 g.I"
YEGO 1g.l’ - 10 g.I" olej10 g.I"
YEGR 1g.l’ - 10 g.I" ropa 10 g.I”
YEGO100 1 gl - 100 g.I” olej 100 g.I”

Zajisténi podminek stimulujicich produkci biosurfaktantd je dualezitym prvkem urcujicim kazdou
kultivaci. Sledovanymi parametry byly teplota, pH a potfeba kysliku.

Z Erlenmayerovych banék s kultivaénim médiem a testovanou kulturou byl pipetou odebran 1 ml
bunééné suspenze do mikrozkumavek typu Eppendorf. Mikrozkumavky byly centrifugovany po dobu
15 minut pfi 10 000 RPM.

Méreni Ciré zény probihalo vzdy ve tfech paralelnich miskach pro kazdy roztok biosurfaktantu
ziskany z deviti taxonu ve stejné rlistové fazi, coz bylo ovéfeno mérenim optické denzity pfi 550 nm
a pocitanim kolonii (kontrolni metoda). Byla pozorovana tvorba ¢iré zény, méfen jeji pramér a byla
pofizena fotodokumentace misek v rezimu makro.
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Vysledky a diskuse

Ze souboru kvasinek byla po sérii testd metodou Oil spreading a také na zakladé vytézku prvnich
provedenych extrakci vybrana kvasinka Yarrowia lipolytica. Vytézky extrakci u ostatnich kvasinek byly
velmi nizké (stopova mnoZstvi pod 50 mg.I'") a zatim se nepodafilo vyvinout Gginn&jsi metodu extrakce
pro tyto typy biosurfaktantd.

Kultivaéni podminky (teplota, pH a potfeba kysliku) byly ovéfovany vsadkovymi experimenty.
Kvasinky jsou fakultativné anaerobni mikroorganismy, proto je tfeba zajistit maximalni vzdusnéni
produkéniho média. Z prvnich vsadkovych experimentl byla uréena teplota kultivace 20 — 25 °C. Za této
teploty jsou tvofeny biosurfaktanty a zaroven je zohlednén ekonomicky aspekt — vySSi teploty by
samozfejmé znamenaly vy$Si naklady.

U kvasinek obecné dochazi v pribéhu kultivace k okyselovani prostiedi, typicky pribéh pH je pokles
z 6,5 na hodnotu 3 béhem 72 hodin (Obrazek 3). V literatufe se pfistupy liSi, nékteré prameny uvadi
vhodnost regulace pH na hodnotu 6,5' a naopak jiné nechavaji kultivaci volny priib&h®. Bé&hem
experimentd s udrzovanim pH na hodnoté 6,5 dosSlo v naSem pfipadé opakované ke kontaminaci
kultivace, vytézky extrakci byly minimalni.

pH

ALAMMHHIIHIHIJDIDIIBDRIN

MMM

L )
BSM1C BSM2C BSM

BSMLP YEPG YEGO YEGR

A

Kultiva¢ni média

[ m0h @72h |

Obrazek 3: Pokles pH v kultivaénim médiu — Yarrowia lipolytica

Tvorba ¢irych zén v ¢ase byla sledovana spolu s vyvojem rastovych fazi. Z experimentu, které
probihaly v bioreaktoru po dobu 9 dni, vyplyva, ze pfitomnost povrchovych latek lze indikovat
jednoduchym Oil spreading testem a ze jejich obsah v produkénim médiu stoupa zejména na konci
exponencialni rlstové faze a ve fazi stacionarni (Obrazek 4). Ke zvy$ené produkci ve stacionarni fazi
ristu jsou kvasinky zfejmé donuceny z divodu limitace zdrojem uhliku, dusiku a mikroelementy. Tvorba
povrchové aktivnich latek za Ucelem ziskani co nejvice substratu pak muaze znamenat konkurenéni
vyhodu.

Patronem tohoto &isla je 8. roénik ¢esko-slovenského symposia Vysledky vyzkumu a vyvoje pro odpadové hospodarstvi ODPADOVE FORUM 2013
(17. - 19. 4. 2013, Kouty nad Desnou)
WASTE FORUM 2013, éislo 1, strana 41



Kristina TURNVALDOVA, Marek SIR, Zuzana HONZAJKOVA, Jiti MIKES, Juraj GRIGEL, Miroslav MINARIK:
Produkeni proces lipofilnich kvasinek v ramci vyvoje biologického surfaktantu

2,5 90
, /_\-:
2,0 /
- BOE
1,56 £
- S
& >
s £
2 R
N
1,0 5
- 30w
0,5
‘ —+- OD -®-O ¢&iré zény
0,0 ‘ ; = . 0
0 48 96 144 192 240
Cas (h)

Obrazek 4: Tvorba ¢irych zon a ristové faze v ¢ase — Yarrowia lipolytica

Po ukonéeni kultivace postupuje kultivaéni médium do procesu separace bunék centrifugaci. Cilem
centrifugace je odstranéni biomasy, popfipadé ziskani dalSich povrchové aktivnich latek obsazenych
v burikach kvasinek. Proto je vhodné zvolit vysokou rychlost otacek po delsi dobu (10 000 RPM po dobu
15 minut). Biomasa je oddélena a zlikvidovana, ziskany supernatant je odlit do sbérné nadoby
a vstupuje do dalSiho kroku, kterym je extrakce.

Pro ziskani Cistého produktu je nutné provést extrakci roztoku, ktery proSel Upravou na centrifuze i
ultrazvuku. Extrakce byly provadény s organickymi rozpoustédly (ethylacetat, chloroform) nebo
smésnymi rozpoustédly (ethylacetat + isopropanol, chloroform + methanol) s naslednym purifikac¢nim
krokem. Alternativou byla kysela extrakce s naslednym vymrazovanim. NejvétSich vytézkd bylo
dosazeno tfistupfiovou extrakci ethylacetatem s naslednym pétindsobnym promyvanim hexanem
a odparenim na rotacni vakuové odparce.

Na obrazku 5 jsou znazornény rozdily ve vytézcich biosurfaktantu ziskaného extrakci do
ethylacetatu podle sloZeni kultivacniho média, popf. pouzitého lipofilniho zdroje uhliku. Z porovnani
vyplyva, ze produkce biosurfaktantu je stimulovana v médiich se dvéma zdroji uhliku (BSM 2C, YEPG,
YEGO). PFi pouziti kultivaéniho média s pouze jednim — lipofilnim zdrojem uhliku (BSM 1C) bylo
dosazeno malych vytézkl. Pouzity lipofilni zdroj uhliku je také do znac¢né miry faktorem urcujicim
konecny vytézek izolovaného biosurfaktantu, z tohoto hlediska se ropa se ukazala byt nejméné vhodna
jako substrat pro tvorbu biosurfaktantu i pfi pouziti v médiu se dvéma zdroji uhliku (YEGR). Nejvyssi
vytéZzek byl podle o¢ekavani dosazen pfi pouziti nejvy$si davky obou zdroju uhliku (YEGO100).
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Obrazek 5: Porovnani vytézka biosurfaktantu podle sloZeni kultivacniho média a zdroje uhliku
— Yarrowia lipolytica

Pro ovéfeni funk&nosti centrifugace pfi ziskavani produktu byl proveden srovnavaci experiment.
Polovina objemu kultivaéni smési byla centrifugovana vySe uvedenym postupem a druha polovina byla
oSetfena ultrazvukem (15 minut) a dale byla extrahovana i s biomasou. Vytézek extrakce biosurfaktantu,
ziskaného produkci Yarrowia lipolytica, byl vySsi pfi pouziti extrakce produkéniho média s biomasou,
oSetfeného ultrazvukem (Obrdzek 6).
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Obrazek 6: Porovnani separacnich technik pro izolaci biosurfaktantu z hlediska vytézku

Patronem tohoto &isla je 8. roénik ¢esko-slovenského symposia Vysledky vyzkumu a vyvoje pro odpadové hospodarstvi ODPADOVE FORUM 2013

(17. - 19. 4. 2013, Kouty nad Desnou)
WASTE FORUM 2013, ¢islo 1, strana 43



Kristina TURNVALDOVA, Marek SIR, Zuzana HONZAJKOVA, Jiti MIKES, Juraj GRIGEL, Miroslav MINARIK:
Produkeni proces lipofilnich kvasinek v ramci vyvoje biologického surfaktantu

Ziskané produkty byly porovnany s popisem v literatufe. Biosurfaktanty mohou byt semikrystalické
nebo viskdzni latky rlznych barev od bilé po hnédou. Povrchové aktivni latka produkovana kvasinkou
Yarrowia lipolytica je bila latka semikrystalického charakteru.

Zaveér

Kvasinka Yarrowia lipolytica vykazuje dobrou produkci vlastnich povrchové aktivnich latek pfi pouziti
média s kombinaci lipofilniho a hydrofilniho zdroje uhliku (slune€nicovym olejem a glukézou) a zarover
pro né byla vyvinuta uspokojivd metoda izolace a purifikace biosurfaktantu z produkéniho média extrakci
do ethylacetatu s vytézky az 9 g.I". Tvorbu biosurfaktantu je v prab&hu kultivace mozné sledovat testem
Oil Spreading, zalozenym na tvorbé Ciré zény na rozhrani ropné faze a vody. Biosurfaktant produkovany
touto kvasinkou maze mit potencial pfi odstranovani kontaminaci nepolarnimi polutanty.
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Tyto vysledky byly realizovany za finanéni podpory prostiedkd statniho rozpoctu Ceské republiky
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Lipophilic yeast production process in the biosurfactant develozpment
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GRIGEL', Miroslav MINARIK'
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Summary

Biologically produced surface active compounds (biosurfactants) are very promising tool in innovative
soil washing. Apart from the bacterial products (rhamnolipids), biosurfactants synthesized by the
lipophilic yeast may be used in technological solutions. This study represents a part of the research
project. Its main goal is targeted on the preparation of yeast biosurfactants and their application in soil
washing (non-polar contaminants). A study of selected lipophilic yeast to metabolize and emulsify a
model type of non-polar substances in extracellular environment was carried out. Each stage of the
process had been tested and optimized to describe the production process. Consequently, all process

conditions were adjusted in order to increase the yields of the yeast biosurfactant.

Keywords: lipophilic yeast, biosurfactant, soil washing, non-polar compounds
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Tyden védy, vyzkumu a inovaci pro praxi a odpady

Ve dnech 15. az 19. 4. 2013 se v Koutech nad Desnou v Jesenikach uskutecni Tyden védy,
vyzkumu a inovaci pro praxi. Pofadatelem je Ceské ekologické manazerské centrum.

Pod timto novym zastfeSujicim nazvem se skryva trojice jiz zavedenych odbornych setkani, a to
22. chemicko-technologicka konference APROCHEM (15. — 17. 4.), 8. ro¢nik symposia Vysledky
vyzkumu a vyvoje pro odpadové hospodaistvi ODPADOVE FORUM 2013 a 4. ro¢nik konference
Vysledky vyzkumu, vyvoje a inovaci pro obnovitelné zdroje energie OZE 2013 (obé 17. — 19. 4.).
Souhrnné informace ke vSem tfem akcim lIze najit na internetovém portalu TRETIRUKA.CZ v sekci
Konference nebo pfimo na adrese www.tretiruka.cz/konference. Vzhledem ke spole¢nému
organizatorovi se lze v pfipadé zajmu zucCastnit vSech tfi konferenci pfi zaplaceni jediného
konferenéniho poplatku.

Symposium ODPADOVE FORUM 2013

Zaméteni tohoto &asopisu je nejblize symposium ODPADOVE FORUM 2013 a proto k nému
trochu vice. Kona se ve dnech 17. az 19. 4. 2013 a jeho medialnim i odbornym garantem je odborny
mésicnik ODPADOVE FORUM (www.odpadoveforum.cz) a elektronicky recenzovany ¢asopis WASTE
FORUM (www.wasteforum.cz).

Symposium je uréeno

- k prezentaci vysledkll vyzkum v oblasti nakladani s odpady, prevence vzniku odpadu, sanaci
ekologickych zatézi a dalSich souvisejicich oborech formou srozumitelnou a pfinosnou Siroké
odborné verejnosti,

- pro zastupce podnikatelské sféry a verejné spravy, aby se seznamili s vyzkumnymi tématy
a projekty, na kterych se v CR a SR pracuije,

- k seznameni predstavitell vyzkumné obce s potfebami realného ,,odpadarského zivota“
a pfipadnému navazani spoluprace.

Tématika symposia

Systémové otazky OH e Nebezpeéné odpady e Stavebni a mineralni odpady e Biodegradabilni
odpady e Sanace ekologickych zatézi e Materialové vyuziti odpadl e Energetické vyuziti odpadi e
Kapalné odpady a prliimyslové odpadni vody e Odpadni plyny a Cisténi spalin.

Symposium ODPADOVE FORUM 2013 se kona v ramci cyklu odbornych odpadafskych setkani
ODPADOVE DNY 2013. Veskeré dotazy k symposiu a pfihlasky pfispévkid mizete adresovat na adresu:
symposium@cemc.cz.

Dilezité terminy

VSechny terminy jsou spole¢né pro vSechny tfi akce:

Prihlasky prispévkl: Oficialni termin byl 31. 1. 2013, nicméné prispévky je stale mozno
prihlasovat i po tomto datu, a to aZz do predani konferenénich materidld do vyroby). Periodicky
aktualizovany seznam prispévku (zatim bez ¢asového zarazeni a pfedbéznym zarazenim do sekci) je
na adrese htip://www.tretiruka.cz/odpadoveforum2013/seznam-prihlasenych-prispevku/, kde bude
pozdéji vystaven i pfedbézny program.

PIné texty prispévku: 15. 3. 2013.

Prihlasky ucasti: 31. 3. 2013.

Pro pfihlasovani pfispévku i Ucasti pouzijte spole¢né formulare, které najdete na uvedené adrese
www.tretiruka.cz/konference. Jednaci jazyk je ¢estina a slovenstina.

Ondrej Prochazka
programovy garant symposia
tel.: (420) 274 784 448
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