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Abstrakt  

V současné době je patrný nárůst pouţívání biopaliv v dopravě. Biosloţky 

přidávané do paliv ovlivňují fyzikálně-chemické vlastnosti motorových paliv a jejich 

chování v případě úniku do ţivotního prostředí. Z těchto důvodů je důleţité důkladně 

popsat tyto změny pomocí vhodných analytických metod. 

V této práci byla optimalizována metoda nástřiku headspace GC/MS. 

Optimalizováno bylo pouţití lineru v injektoru VARIAN 1077, doba inkubace 

vzorku, teplotní gradient a objem nástřiku. Zkoumáním vlivu přídavku biosloţek do 

motorových paliv na jejich rozpustnost ve vodě bylo prokázáno zvýšení jejich 

rozpustnosti. U motorové nafty se rozpustnost zvýšila o 4-20 % v závislosti na 

mnoţství přidaného methyl esteru řepkového oleje. U benzínu došlo k nárůstu o  

23-289 % v závislosti na mnoţství přidaného ethanolu a methylterc-butyleteru. Testy 

migrace biopaliv prokázaly ve většině případů vyšší mobilitu paliv s přídavkem 

biosloţek. U viskóznější motorové nafty se tento jev projevil po delší době neţ u 

benzínu. Vliv biosloţek na přirozenou biodegradaci biopaliv nebyl prokázán. 

Z porovnání výsledků mezi rozdílnými typy půd vyplývá, ţe k rychlejší biodegradaci 

dochází u půd s větším mnoţství organického uhlíku, coţ koresponduje s výsledky 

analýz fosfolipidových mastných kyselin, které prokázaly zvýšené mnoţství 

mikrobiální biomasy u těchto půd. 
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Abstract  

Recently the use of biofuels has increased following new trends in traffic. 

Biocompounds used for such purposes have significant effect on physico-chemical 

characteristics of the fuels and consequently they affect the fate of the fuels in the 

environment. For these reasons the changes of fuel charecteristics atracted a high 

regard. There is also a need for a development of analytical methods useful for 

biofuel studies. 

This work is focused on the optimalization of the headspace injection method for  

GC/MS with special regard on the use of a liner in the injector VARIAN 1077, time 

of sample incubation, temperature gradient and sample volume. Using the optimized 

analytical method a higher solubility of fuels in water after the addition of 

biocompounds was measured. In case of diesel fuel the solubility increased about  

4 - 20 % depending on the amount of methyl ester of rape oil used. 23 - 289 % 

increase to solubility was observed with petrol and similarly to the diesel fuel the 

solubility increase depended on the amount of ethanol and MTBE added to the fuel. 

Higher mobility of biofuels compared to normal untreated fuels was also observed 

in this work. In case of viscose diesel fuel the effect on fuel mobility was delayed in 

time compared to petrol. No effect of biocompounds on the natural biodegradation of 

biofuels in soil was detected. Biofuel degradation studies with different soils showed 

that the fuels were degraded faster in the soils with higher content of organic carbon. 

According to the results of PLFA analysis, the higher organic carbon content in soil 

corresponded to higher microbial biomass potentially responsible for the fuel 

biodegradation. 

 

 

 

 

Keywords 

Biofuels, headspace, biofuel solubility, biodegradation, biofuel mobility 
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Seznam zkratek 

FAME   bionafta 

HC    nespálené uhlovodíky 

PC    pevné částice 

TBHQ   terc-buthyl-hydrochinonu 

ETBE   ethyl-terc-butyleteru 

MTBE   methyl-terc-butyleter 

BTEX   benzen, toluen, ethyl benzen, xyleny 

TBA    terc-butylalkohol 

PLFA   fosfolipidické mastné kyseliny 

NEL    nepolární extrahovatelné látky 

MEŘO   methyl estery řepkového oleje 

En-oil   standardní olej 

MoNa   motorová nafta 
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1. Úvod 

V posledních letech můţeme pozorovat nárůst pouţívání biopaliv v dopravě. 

Hlavním důvodem zavádění biopaliv je jejich ekologický potenciál, který by mohl 

přispět ke sníţení skleníkových plynů vytvářených dopravou. Jako biosloţky se 

v současnosti nejvíce pouţívají methylestery řepkového oleje (MEŘO) k aditivaci 

motorové nafty, methylterc-butyleter (MTBE), ethylterc-butyleter (ETBE) a ethanol 

k aditivaci benzínu. Jednotlivé biosloţky unikají do ţivotního prostředí společně 

s motorovými palivy zejména z okolí čerpacích stanic, rafinérií a  dopravních nehod.  

Díky podpoře pouţívání biopaliv od Evropské unie i od jednotlivých členských 

států se stala biopaliva nedílnou součástí dopravy i ţivotního prostředí. Biopaliva 

mohou v ţivotním prostředí vstupovat do několika různých matric např. sediment, 

půda, povrchová i podzemní voda. Vzhledem k tomu, ţe přídavek biosloţky mění 

fyzikálně-chemické vlastnosti motorových paliv i způsob jejich chování v případě 

úniku do ţivotního prostředí, je nutné tyto změny důkladně popsat tak, aby mohli být 

komplexně vyhodnoceny rizika spojená s pouţíváním biopaliv. Aby mohly být tyto 

změny popsány, je důleţité optimalizovat analytické metody pro stanovení 

jednotlivých sloţek biopaliv v různých matricích. 

Tato práce se zabývá optimalizováním vhodné metody stanovení biopaliv. Další 

částí této práce je popsání vlivu přidávaných bioloţek do pohonných hmot na jejich 

rozpustnost ve vodě, migraci v prostředí a na biodegradabilitu v různých typech půd.  
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2. Teoretická část 

2.1 Definice a druhy biopaliv 

Biopaliva jsou alternativní pohonné látky vyrobené transformací biomasy, a to 

jak biomasy cíleně produkované k energetickým účelům, tak biomasy odpadní, které 

mohou nahradit stávající motorová paliva bez nutnosti zásadních změn v konstrukci 

motorů a stávající infrastruktury. Přehled biopaliv a příslušného výrobního procesu i 

výchozí suroviny je uveden v Tab. 1 [1]. 

 Tab 1: Nejvýznamnější biopaliva pro dopravní sektor, výchozí suroviny a proces výroby [1] 

 Biopalivo Obnovitelná surovina Výrobní proces 

B
io

p
al

iv
a 

1
. 
g
en

er
ac

e 

Rostlinný olej Olejnaté rostliny Lisování, extrakce 

Methylestery rostlinných 

olejů 
Rostlinný olej 

Trans-esterifikace  

( + lisování, 

extrakce) 

Methylestery 

upotřebených 

rostlinných olejů 

Odpadní fritovací oleje, 

ţivočišné tuky 
Trans-esterifikace 

Bioethanol Cukrová řepa, kukuřice 
Hydrolýza + 

fermentace 

Bio-ETBE Bioethanol 
Chemická syntéza 

(esterifikace) 

 

Bezkyslíkatá bionafta 
Rostlinný olej, ţivočišný 

tuk, odpadní oleje 
Hydrodeoxygenace 

B
io

p
al

iv
a 

2
. 
g
en

. 

Syntetická biopaliva Lignocelulózová biomasa 

Zplyňování + 

Fischer-Tropschova 

syntéza 

Syntetická paliva Lignocelulózová biomasa 
Pyrolýza, 

hydrorafinace 

Biovodík Lignocelulózová biomasa 

Zplyňování, 

alternativně 

biochemický proces 

Bioethanol Lignocelulózová biomasa 
Pokročilá hydrolýza, 

fermentace 

 

V současné době se biopaliva nejvíce pouţívají ve formě bionafty a bioethanolu. 

Tyto paliva je moţno pouţívat bez úprav současných pohonů a lze je distribuovat 

pomocí stávající infrastruktury. K pouţívání biopaliv vede několik důvodů, z nichţ 

ty hlavní jsou: [2] 

 sniţování emisí skleníkových plynů vyplývající z Kjótského protokolu 

 rostoucí spotřeba energií v dopravě 
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 nestabilní ceny ropy na světových trzích 

 sniţující se zásoby ropy 

 zvyšující se emise skleníkových plynů vlivem vzrůstající dopravy 

 obecně zvýšená ochrana ţivotního prostředí 

 rozvoj zemědělství 

2.1.1  Bionafta  

2.1.1.1  Definice a složení  

Termín bionafta se obecně vţil pro označení metylesterů nenasycených mastných 

kyselin rostlinného původu (FAME).  Pro výrobu FAME se nejvíce pouţívá řepkový 

olej (80 %), dále je moţno pouţít olej slunečnicový, palmový a sójový [3]. 

Zastoupení mastných kyselin v triglyceridech nejčastěji pouţívaných rostlinných 

olejů a vliv výchozí suroviny, resp. pouţitého rostlinného oleje na základní fyzikální 

vlastnosti produktu jsou uvedeny v Tab. 2 a 3. Tab. 3 také uvádí základní parametry 

konvenční motorové nafty [2]. 

Tab 2:  Zastoupení mastných kyselin v triglyceridech vybraných rostlinných olejů [2] 

Mastná kyselina 
Řepkový olej 

nízkoerukový 

Slunečnicový 

olej 
Sojový olej 

Palmový 

olej 

Palmitová C16:0 3,5 % hm. 6,8 % hm. 11,8 % hm. 44,3 % hm. 

Stearová C18:0 0,9 % hm. 3,3 % hm. 3,2 % hm. 4,6 % hm. 

Olejová C18:1 64,4 % hm. 16,9 % hm. 23,3 % hm. 38,7 % hm. 

Linolová C18:2 22,3 % hm. 73,7 % hm. 55,4 % hm. 10,5 % hm. 

Linoleová C18:3 8,2 % hm. 0  6,3 % hm. 0 

 

; Tab 3: základní vlastnosti vybraných rostlinných olejů a motorové nafty[2] 

Vlastnost Jednotka MEŘO* MESO MEPO MESlO Motorová nafta 

Hustota, 15 ºC kg.m-1 881 889   874 885 830 

Viskozita, 40 ºC mm2.s-1 4,3 4,1 4,4 4,1 3,0 

Výhřevnost MJ.kg-1 37,3 37,3 37,1 37,2 42,5 

Cetanové číslo  52-59 51-54 63-69 51-59 > 51 

Obsah kyslíku % hm. 10,9 11 11,3 11,9 < 0,6 

*MEŘO – metylester řepkového oleje, MESO – metylester sojového oleje, MEPO – metylester palmového oleje,  

  MESlO – metylester slunečnicového oleje 
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Podstatou výroby FAME je trans-esterifikace. Podstatou této reakce je přeměna 

rostlinných olejů pomocí methanolu na methylestery mastných kyselin. Methylestery 

mastných kyselin jsou vhodným palivem pro vznětové motory, jejich viskozita, 

hustota a cetanové číslo jsou podobné jako u klasické minerální motorové nafty. [4] 

 

2.1.1.2 Fyzikálně-chemické vlastnosti  

Kvalita FAME je stanovena normou ČSN EN 14 214 a je ovlivněna zejména 

sloţením výchozí suroviny, tedy zastoupením jednotlivých mastných kyselin 

v triglyceridech, hlavní sloţce rostlinných olejů. Značný vliv má však také vlastní 

výrobní proces trans-esterifikace a kvalita separace meziproduktů a vedlejších 

reakčních produktů. Viskozita, hustota a cetanové číslo FAME jsou podobné jako u 

klasické minerální motorové nafty. Vysoké cetanové číslo dokládá dobré vzněcování. 

FAME má vyšší viskozitu a hustotu v porovnání s naftou. Nevýhodou menšího 

energetického obsahu vztaţeného na jednotku objemu je větší spotřeba FAME v 

porovnání s klasickou naftou. FAME má dále vyšší bod vzplanutí, který je důleţitý z 

hlediska bezpečného zacházení s palivem. Dalším důleţitým parametrem je oxidační 

stabilita, která souvisí s mírou nenasycení esterů. Tento parametr vypovídá o 

dlouhodobé skladovatelnosti bionafty a je niţší neţ u motorové nafty. Vzhledem 

k niţší oxidační stabilitě je nutné stabilizovat bionaftu přídavkem stabilizátorů. 

Nejběţněji se pouţívá 2,6-di-terc-butyl-4-methylfenol, který funguje na principu 

lapače volných radikálů [5, 6]. 

 

2.1.1.3 Uplatnění jako paliva 

Jen při splnění všech parametrů stanovených normou ČSN EN 14 214, můţe být 

FAME pouţito jako sloţka motorových paliv pro vznětové motory. FAME lze pouţít 

třemi způsoby: a) jako aditivum do motorové nafty, b) jako sloţku směsné nafty, 

 c) jako čistou bionaftu. 

a) V tomto případě se do motorové nafty přidává FAME v maximálním mnoţství 

5% objemových, aniţ by bylo nutno tento přídavek jakkoliv uvádět. 

b) Směsné motorové nafty jsou směsi motorové nafty a bionafty, jejichţ jakostní 

poţadavky jsou dány normou ČSN 65 6508. Palivo označené jako směsná 
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motorová nafta můţe dle této normy obsahovat 30 aţ 36 % hm. FAME 

v motorové naftě. Kvůli vyššímu podílu FAME se směsné motorové nafty 

v porovnání s konveční motorovou naftou vyznačují niţší výhřevností, vyšší 

hustotou a viskozitou [7]. 

c) Samotné FAME lze pouţívat jen u speciálně uzpůsobených vznětových 

motorů. V současné době se pouţívá hlavně u zemědělských strojů.    

2.1.1.4  Vliv na výkon motoru a emise 

Bionafta má několik negativních vlastností na chod motoru: 

 korozivní působení na neţelezné kovy a negativní působení na součástky 

z pryţe 

 zvýšená tvorba úsad v motoru  

 znehodnocování motorových olejů jejich zřeďováním (vliv zbytkového 

methanolu) 

 obtíţné studené starty vlivem úzké destilační křivky FAME  

 špatné čerpání paliva za nízkých teplot 

Vyšší viskozita v porovnání s klasickou motorovou naftou způsobuje zhoršení 

čerpání paliva a jeho rozprášení do spalovacího prostoru. Kratší průtah vznícení 

paliva vede ke sníţení emisí nespálených uhlovodíků. Přítomnost kyslíku vázaného 

v molekule esteru můţe přispívat k torbě NOx [1]. 

Podle legislativních předpisů jsou u vozidlových motorů sledovány výfukové 

emise oxidu uhelnatého (CO), nespálených uhlovodíků (HC), oxidů dusíku (NOx) a 

pevných částic (PC). Obecně lze konstatovat, ţe přítomnost FAME v motorové naftě 

vede ke sníţení emisí CO, HC a pevných částic a naopak k nárůstu emisí NOx, viz 

Tab. 4. Dále lze konstatovat, ţe produkce kancerogenních částic je téměř nulová, 

výrazně se sníţí kouřivost motoru a také má bionafta schopnost uvolňovat 

karbonizační zbytek (uhlíkatý zbytek po odpaření a tepelném rozkladu oleje) a tím 

čistit motor a palivový systém, coţ předchází riziku zadření motoru a zanášení 

palivových filtrů [4]. 
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Tab 4: Vliv přídavku FAME do motorové nafty na měrné emise škodlivin [4] 

Palivo* Měrné emise (g.kWh-1)** Relativní změna (%)** 

 CO HC NOx PC CO HC NOx PC 

Motorová nafta 0,692 0,12 4,610 0,174 100 100 100 100 

5 % MEŘO 0,674 0,117 4,686 0,170 97,40 97,50 101,64 97,70 

10 % MEŘO 0,660 0,113 4,784 0,168 95,40 94,16 103,77 96,55 

5 % MESO 0,680 0,116 4,698 0,171 98,26 96,66 101,90 98,27 

10 % MESO 0,670 0,113 4,789 0,170 96,82 94,16 103,88 97,70 

            *MEŘO – methylester řepkového oleje, MESO – methylester sojového oleje  

           **CO – oxid uhelnatý, HC – nespálené uhlovodíky, NOx – oxidy dusíku, PC – pevné částice 

 

2.1.1.5 Biologická rozložitelnost  

Čisté FAME je degradováno ve sladké vodě stejně dobře jako v půdě, 90-98 % je 

mineralizováno za 21-28 dní za aerobních i anaerobních podmínek [8]. Podle 

Pasqualin a kol. [9] je 98 % čistého FAME degradováno za 28 dní oproti 50 % u 

nafty a 56 % u benzínu. V rozporu s uvedenými výsledky je další experiment [10], 

při kterém nebyl FAME významně degradován, a to v důsledku obsahu  

terc-butyl-hydrochinonu (TBHQ), jelikoţ tato látka má antibakteriální vlastnosti  

[11, 12]. Podle [13, 14, 15] je FAME obecně lépe odbouráván mikroorganismy neţli 

nafta a současně vyšší podíl FAME má pozitivní vliv na rychlost biodegradace.  

Kontaminací tvořenou naftou s různými podíly FAME si poradí rychleji 

bakteriální kmen Pseudomonas aeruginosa, neţli bakteriální konsorcium izolované 

z kontaminované lokality. Se vzrůstajícím podílem FAME je biodegradace v obou 

případech rychlejší, ovšem rychlost biodegradace nafty s nulovým a stoprocentním 

podílem FAME je v případě konsorcia pouze 1,6 krát vyšší, zatímco v případě 

testované kultury 9,3 krát. Z toho plyne, ţe bakteriální konsorcium je nejspíše díky 

kometabolismu schopné degradovat palivo s menším či větším podílem FAME 

oproti izolované bakteriální kultuře zhruba stejně rychle [16]. Některé publikace  

[17, 18, 19] uvádějí, ţe by bylo moţné v některých případech pouţít FAME jako 

prostředek pro zvýšení rychlosti bioremediace na místech kontaminovaných ropnými 

látkami. Ovšem z výsledků uvedených v [16] vyplývá, ţe významnější rozdíl 

v rychlosti biodegradace nastává teprve u směsí s podílem FAME kolem 20 % 

objemu a přídavky FAME v mnoţství 2 či 5 objemových procent rychlost 
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biodegradace na reálné lokalitě příliš neurychlí. Jiný zdroj [20] dokonce uvádí, ţe 

biodegradace nafty s obsahem 10 objemových % FAME byla niţší neţ čisté 

motorové nafty. 

Ekotoxicitou biopaliv se zabývá velmi málo prací. V jedné z nich byla sledována 

respirace a enzymová aktivita přirozené mikroflóry v zemině kontaminované různým 

mnoţstvím nafty a FAME Z výsledků této práce vyplývá, ţe motorová nafta je pro 

půdní mikroorganismy toxická v koncentraci nad 3 % hm., zatímco FAME není 

toxický ani nad 12 % hm. [14]. 

 

2.1.2 Ethanol 

2.1.2.1 Fyzikálně-chemické vlastnosti  

Základní fyzikálně-chemické vlastnosti ethanolu, ethyl-terc-butyleteru (ETBE) a 

automobilového benzinu jsou uvedeny v Tab. 5. Jakostní poţadavky na ethanol jsou 

uvedeny v Tab. 6. Ethanol má vysoké oktanové číslo, vyšší neţ benzin, a je proto z 

tohoto pohledu vhodným alternativním palivem pro záţehové motory, jelikoţ 

zvyšuje jejich účinnost. Velkým problémem je chování ethanolu ve směsi s 

benzinem. Alkoholy vytvářejí s přítomnými uhlovodíky směs s niţším bodem varu a 

tedy s vyšším tlakem nasycených par. Aby byly splněny poţadavky na limitní tlak 

par lihobenzínových směsí, musí být v benzínovém základu zmenšen podíl těkavé 

uhlovodíkové frakce. Větší hustota alkoholů ve srovnání s benzinem nemůţe 

kompenzovat jejich výrazně menší energetický obsah na jednotku objemu, který 

odpovídá u ethanolu přibliţně 2/3 energetického obsahu benzinu. Tento jev se 

promítá do větší spotřeby jejich směsí s benzinem. Negativní vlastností je jeho 

rozpustnost ve vodě. V benzinu se při teplotě 21°C  rozpustí do 150 mg/kg vody, ve 

směsi E 10 je to však aţ 7000 mg/kg vody.  Tato směs je poté náchylná k oddělování 

vody, coţ má za následek zhoršení vlastností paliva a korozi některých kovových 

součástí motoru [21]. 
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Tab 5: Vybrané vlastnosti ethanolu a kyslíkatých složek pro aktivaci automobilového benzínu [21]. 

Vlastnosti paliva Jednotka 
Automobilový 

benzín 
Ethanol ETBE MTBE 

Relativní molekulová 

hmotnost 
g.mol

-1
 111 46 102 88 

Oktanové číslo 

(RON)* 
 86 92 105 100 

Oktanové číslo 

(MON)** 
 96 109 118 116 

Cetanové číslo  8 11 - - 

Výhřevnost MJ.l
-1

 31,0 21,2 26,7 26,0 

Výhřevnost MJ.kg
-1

 41,3 26,4 36,0 35,2 

Tlak par podle Reida kPa 75 16,5 28 57 

Hustota při 15 ºC kg.m
-3

 750 795 745 740 

Bod varu ºC 30-190 78 72 55,3 
      *RON – oktanové číslo stanovené výzkumnou metodou 

      **MON – oktanové číslo stanovené motorovou metodou 

 

Tab 6: Vybrané jakostní požadavky pro ethanol dle normy ČSN EN 15 376 (2008) [22] 

Ukazatel jakosti Jednotka 
Hodnota specifikace 

Min Max 

Vzhled  čirý bez zákalů a sedlin 

Obsah EtOH % m/m 98,7   

Obsah vody % m/m  0,3  

Obsah volných kyselin % m/m  0,007  

Odparek (netěkavý podíl) mg/100 ml  10  

Obsah vyšších alkoholů (C3-C5) % m/m  2,0  

Obsah methanolu % m/m  1,0  

Obsah anorg. chloridů mg/dm3  20  

Měď mg/kg  0,1  

Fosfor mg/dm3  0,5  

Síra mg/kg  10  
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2.1.2.2 Využití jako paliva 

ethanol můţe být vyuţit v motorových palivech třemi způsoby: a) k aditivaci 

automobilových benzinů, b) jako motorové palivo pro záţehové a c) pro vznětové 

motory. 

a) Ethanol je přidáván do automobilového benzínu jako vysokooktanová sloţka, a 

to buď v čisté formě nebo ve formě ETBE. Kvalita ethanolu pro pouţití jako 

sloţky automobilového benzínu je definována jakostním standardem ČSN EN 

15 376 [22] ETBE se vyrábí esterifikací z ethanolu a isobutenu. ETBE se 

přidává jako antidetonační přísada benzínů a postupně vytlačuje dosud 

pouţívaný toxický methyl-terc-butyleter (MTBE). Přídavek ethanolu, ETBE a 

jiných kyslíkatých sloţek do automobilových benzínů je ošetřen normou ČSN 

EN 228 [23]. Tato norma umoţňuje přidávat do benzínu max. 5 % obj. 

ethanolu a omezuje maximální obsah kyslíku na 2.7 % hm. 

b) Norma ČSN 65 6512 [24], která byla vypracována na základě dokumentu 

CWA 15 293:2005, definuje palivo označované E85, které obsahuje >70 % 

obj. ethanolu ve směsi s benzínem.  

c) Pro vyuţití v dieselových motorech je určeno palivo E95 obsahující 95 % 

ethanolu a 5 % aditivních přísad zlepšujících vlastnosti motoru. 

 

2.1.2.3 Vliv na životní prostředí 

Emise vznikající spalováním ethanolu jsou niţší neţ při spalování benzínu. Emise 

organických látek, CO a tuhých částic jsou o polovinu niţší a emise oxidů dusíku 

jsou o čtvrtinu niţší neţ při spalování benzinu. Niţší emise vykazují i směsi. Směs 

10 % ethanolu a 90 % benzínu sniţuje emise CO o 25 %. Ethanol je pouţíván místo 

toxických přísad zvyšující oktanové číslo benzínu (benzen, xyleny, toluen), je snadno 

a rychle degradován za aerobních i anaerobních podmínek [2]. Ve směsi s benzínem 

dochází u mikroorganismů nejdříve k degradaci ethanolu za spotřeby velké většiny 

kyslíky, coţ je udáváno jako důvod ke zpomalení, či zastavení aerobní degradace 

benzenu, toluenu, ethyl benzenu a xylenů (BTEX) v přítomnosti ethanolu [25]. 

S tímto jevem souvisí i fakt, ţe ethanol můţe způsobovat represi mikrobiálních genů 

kódujících katabolické děje a degradaci BTEX [26, 27]. Další pozorované změny při 
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biodegradaci směsí obsahujících ethanol a BTEX jsou prodlouţení kontaminačního 

mraku BTEX a to sice dle různých zdrojů o 16–100 % [28]. Ethanol se díky svému 

hydrofilnímu charakteru snadněji šíří prostředím, v kombinaci s vyšší rozpustností 

BTEX v ethanolu oproti vodě dochází k vyšší mobilitě těchto toxických látek 

v prostředí [29]. 

 

2.1.3     MTBE, ETBE 

2.1.3.1 Fyzikálně-chemické vlastnosti 

 MTBE a ETBE jsou přidávány do benzínu místo vysoce toxického tetra-

ethylolova jako oxidanty. Obě sloučeniny jsou dobře rozpustné ve vodě, naproti 

tomu jejich biologická odbouratelnost je nízká. Právě kvůli vysoké rozpustnosti ve 

vodě a pomalé biodegradabilitě je MTBE ideálním kyslíkatým aditivem do 

pohonných směsí [30]. Tyto étery jsou stabilní zejména díky terc-butylové vazbě 

v molekule. Vysoká polarita zároveň umoţňuje značnou mobilitu v podzemních 

vodách. Jelikoţ má silný éterický zápach a chuť k znehodnocení vody stačí 

koncentrace 10 ppm pro chuťové vnímání a 50 ppm pro čichové vnímání. I přes tuto 

skutečnost není MTBE zahrnuto ve vyhlášce o pitné vodě č. 252/2004 Sb., na rozdíl 

od USA [31, 32].
 

Obr. 1. znázorňuje pronikání MTBE dále půdou od zdroje kontaminace, oproti 

jiným sloţkám paliv [33]. 

 

Obr 1: Rozvrstvení MTBE a BTEX po kontaminaci spodní vody. MTBE je unášen tokem spodní vody, 
BTEX putují pomaleji a zároveň jsou degradovány přítomnou mikroflórou. 

 místo kontaminace,  MTBE,  BTEX 
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2.1.3.2 Metody odstraňování MTBE a ETBE z životního prostředí  

Remediace MTBE z vody a půdy je náročnější neţ u ostatních sloţek benzinu 

[34]. Degradační dráhy obou sloučenin jsou velmi podobné, rozdíl spočívá v 

iniciačním kroku. MTBE svou strukturou oproti ETBE tvoří velmi obtíţně přístupný 

substrát, tudíţ právě éterová vazba, kterou je u MTBE vázán terc-butyl ze strany 

jedné a methylová skupina ze strany druhé, způsobuje velkou odolnost vůči 

bakteriálnímu štěpení [35]. 

Aerobní degradace ETBE byla poprvé prokázána v roce 1997 pomocí mikrobiální 

kultury primárně utilizující propan [36]. O rok později byly ve Francii izolovány z 

aktivovaného kalu další bakteriální kmeny schopné štěpit ETBE, tentokrát jako 

hlavní zdroj uhlíku a energie. Tyto kmeny byly charakterizovány jako Rhodococcus 

ruber IPF 2001 a Rhodococcus zopfii IPF 2002 a později byl u nich popsán iniciační 

krok při degradaci ETBE. Mezi další mikroorganismy schopné utilizovat ETBE patří 

Gordonia terrae, Rhodococcus equi, Mycobacterium vaccae JOB5, Comamonas 

testosteroni E1 a další blíţe neurčená konsorcia (směs mikroorganismů ţijících v 

dané lokalitě) izolovaná z půdy kontaminované benzínem [37].  

MTBE lze také odstranit chemickou oxidací pomocí ozónu, fentonova činidla, 

peroxodisíranu draselného a manganistanu draselného. Oxidaci podléhají také další 

ropné kontaminanty, hodnocení jejich oxidovatelnosti je shrnuto v Tab. 7. 
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Tab 7: Hodnocení chemické oxidovatelnosti různých kontaminantů podle pěti různých zdrojů. 
Oxidovatelnost číselně hodnocena: 1 – excelentní, 2 – dobrá, 3 – špatná  

Konta-
minant 

Oxidační činidlo 

MnO4
- 

Fenton 
(H2O2/Fe2+) 

Peroxo- 
disíran 

Aktivovaný 
peroxo-
disíran 

Ozon 
Ozon/ 

H2O2 

Zdroj a b c d a b c d e a a b c1 a b c d a b e 

Ropné 
uhlovodíky2 

2 - - - 1 - - - - 1/2 1 - - 1 - - - - - - 

BTEX2  1 1 1  1 1 1 1   1 1  1 2 1  1 1 

Benzen 3 2 3  1  1  1 2 1/2  1 1  2    1 

Fenoly 2 1 1 - 1 1 1 1 1 2/3 1/2 1 1 - 1 1 1 1 1 1 

PAU 2 1 1 1 1 2 2 1 1 2 1 2 1/2 1 2 1 1 - 2 1 

MTBE 2 - - - 2 1 - - 1 3/2 1 1 - 2 1 - - - 1 1 

Tercbutyl 
alkohol 

- - - - - 1 - - 2 - - 1 - - 1- -  - 1 2 

Fe-aktivované oxidaci, vyšší pak tepelně aktivované reakci 
2 Nezahrnuje benzen, který byl hodnocen samostatně 

 

Dále lze pouţít fotochemické procesy coţ jsou fotolýza peroxidem vodíku, 

ozónem a fotokatalýza oxidem titaničitým [38]. 

 

2.1.3.3 Ekotoxicita  

Těkavost MTBE z vodného prostředí při 22 °C činí 50 % objemu za 24 hodin, 

ovšem největší problém činí MTBE v podzemních vodách, kde je teplota výrazně 

niţší a hladina není v kontaktu s atmosférou. Akumulace ani distribuce MTBE v 

tkáních testovaných organismů dosud nebyla prokázána, toxicita ovšem prokázána 

byla. Hodnota EC50  pro mikroorganismy rodu Vibrio fischerii je dle [39] 

12 mg.l
-1

.Hodnota EC50 pro bezobratlé je 57 aţ 1000 mg.l
-1

. Tomu odpovídá údaj o 

EC50 pro drobné perloočky hrotnatky Daphnia magna, která je 681 aţ 720 mg.l
-1

, 

ovšem další zdroje udávají, ţe MTBE není pro Daphnia magna v rozmezí 

koncentrací 1-1000 mg.l
-1 

toxické vůbec. Pro mikroorganismy rodu Salmonella 
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typhimurium je hodnota EC50 7,4 mg.l
-1 

a pro Selenastrum capricornutum 

(microalgae) aţ 4800 mg.l
-1 

[40].  

Toxicita ETBE nebyla zatím zkoumána stejně usilovně jako v případě MTBE. 

Jedním z prvních testů byl experiment, kdy byl ETBE podáván v koncentraci  

4 a 40 ppm 3 ţenám, 3 muţům, 10 krysím samičkám a 10 krysím samcům po dobu  

72 hodin v šestihodinových intervalech. V odebraných vzorcích moče byly 

identifikovány tyto látky: ETBE, terc-butylalkohol, 2-methylpropan-1,2-diol a  

2-hydroxyisobutyrát, ve vzorcích krve byly nalezeny pouze ETBE a TBA. Po 

ukončení experimentu byl ETBE z krve i z moči velmi rychle vyloučen u obou 

skupin [41]. Standardní testy genotoxicity neprokázaly negativní účinek, ale byly 

prokázány určité zdravotní problémy u krys a myší [37]. 

 

2.2 Legislativa použití biopaliv 

V České republice je kvalita dvou nejvýznamnějších motorových paliv, motorové 

nafty a automobilového benzínu v současnosti stanovena jakostními standardy ČSN 

EN 590 a ČSN EN 228. Obě normy udávají i maximální obsah biopaliv, jejichţ 

přídavek je kvůli jejich odlišným fyzikálním a palivářským vlastnostem limitován, 

aby byla zachována kvalita paliva, poţadovaná výrobci motorů. U motorové nafty je 

tak obsah FAME omezen na 5 % obj. a automobilové benzíny pak dle normy mohou 

obsahovat max. 5 % obj. ethanolu či 15 % obj. ETBE (a další bioloţky) při 

současném splnění podmínky maximálního obsahu kyslíku, a to 2,7 % hm. Kromě 

jakostních standardů je přídavek biopaliv do konvenčních motorových paliv ošetřen 

legislativně, a to přímo zákonem č. 180/2007 Sb. jímţ byl pozměněn zákon 

86/2002 Sb. o ochraně ovzduší. Zákon implementuje směrnici 2003/30/EC o podpoře 

pouţívání biopaliv, jejímţ přijetím se členské státy zavázaly k navýšení podílu 

biopaliv na trhu motorových paliv dle uvedených indikativních cílů  

(pro rok 2010–5,75 %, 2020–8,0 %). Zákon tak kromě jiného stanovuje minimální 

obsah biopaliv v pohonných hmotách, které byly na území České republiky uvedeny 

do oběhu pro dopravní účely za kalendářní rok [42]. 

 od 1. září 2007 ve výši 2 % obj. z celkového mnoţství motorové nafty 

přimíchaných do motorové nafty, 
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 od 1. ledna 2008 ve výši 2 % obj. z celkového mnoţství motorových benzinů 

přimíchaných do motorových benzinů, 

 od 1. ledna 2009 ve výši 3,5 % obj. z celkového mnoţství motorových benzinů 

přimíchaných do motorových benzinů, 

 od 1. ledna 2009 ve výši 4,5 % obj. z celkového mnoţství motorové nafty 

přimíchaných do motorové nafty. 

V reakci na zvyšující se legislativní poţadavky na obsah biosloţek v palivech jsou 

přehodnocovány stávající jakostní standardy. V současné době probíhá schvalovací 

proces změn norem, které specifikují poţadavky na kvalitu motorových paliv 

s ohledem na indikativní cíle podílu biopaliv v pohonných hmotách, na poţadavky 

výrobců motoru a na výsledky testování vlivu obsahu těchto sloţek na emise 

škodlivin a palivářské vlastnosti paliv. V případě motorové nafty, je ve schvalovacím 

řízení norma umoţňující navýšení maximálního obsahu bionafty na 7 % obj. 

z původních 5 % obj. V případě automobilových benzinů je navrţeno zavedení 

nového typu benzinu, který by doplnil v současnosti nejrozšířenější typ Natural 95. 

Nový typ benzinu má mít vyšší povolený obsah biosloţek aţ 10 % obj. ethanolu a 22 

% obj. éterů při dodrţení max. obsahu kyslíku 3,7 % hm.  

 

 

2.3 Metody studia biopaliv v životním prostředí 

 
2.3.1  Ropné uhlovodíky jako kontaminanty složek životního 

prostředí 
 

2.3.1.1 Půda a její vlastnosti ovlivňující kontaminaci 

V půdě se mohou vyskytovat ropné látky ve všech třech fázích (pevné, kapalné, 

plynné). Ropné látky v plynném a pevném skupenství mají jen minimální vliv na 

kontaminaci ţivotního prostředí. Největší problém činí kontaminanty v kapalném 

skupenství. Pochopit způsob šíření ropných uhlovodíků v půdě je důleţité pro včasný 

a efektivní zásah při úniku kontaminantu do prostředí. 

Ropné látky se v půdě šíří především svisle v závislosti na sloţení a propustnosti 

hornin v jednotlivých vrstvách. Ropné látky zachycené na zrnech půdy se jiţ dále 
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v hornině nepohybují a nejsou vyluhovány ani vodou, protoţe hornina nasáklá 

ropnými látkami má výrazně sníţenou propustnost pro vodu. [2]. 

Zrnitost půdy je dána zastoupením jednotlivých velikostně rozdílných minerálních 

částic. Pro půdy má největší význam jejich obsah v tzv. jemnozemi, tj. v sumě 

minerálních částic o průměru menším neţ 2 mm. U vzorků jemnozemě se také 

provádí většina půdních rozborů. Kritéria pro hodnocení zrnitostního rozboru včetně 

způsobu laboratorního stanovení pak udává Tab. 8 [43]. 

 Tab 8: Kritéria hodnocení zrnitostního rozboru, převzato z [43] 

Velikost zrn Název frakce Způsob stanovení 

<0,001 mm Jíl Přímo 

0,001 – 0,1 mm Jemný a střední prach Dopočtem 

<0,01 mm Jílnaté částice Přímo 

0,01 - 0,05 mm Hrubý prach Přímo + dopočtem 

0,05 - 0,25 mm Jemný (práškový) písek Dopočtem 

0,25 - 2,0 mm Střední písek (písčité částice) Přímo 

 

Částice větší neţ 2 mm nazýváme skelet a rozdělujeme ho na hrubý písek  

(2-4 mm), štěrk (4-30 mm), kameny (>30 mm) a balvany (>300 mm). Pro hodnocení 

zrnitosti půdy se pouţívá několik stupnic. U nás se jiţ řadu let pouţívá třídění frakcí 

dle Nováka, které je uvedeno v Tab. 9 [44]. Při určení zrnitostní charakteristiky 

podle Nováka je pak rozhodujícím kritériem obsah první zrnitostní kategorie, tj. 

částic s velikostí pod 0,01 mm. Zařazením půdy do těchto kritérií určíme její 

základní zrnitostní charakter. 

        Tab 9: Novákova klasifikace zrnitosti půdy a půdního druhu, převzato z [44] 

Procento jílnatých částic,  

menších než 0,01 mm 
Označení půdního druhu 

 0 – 10 Písčitá p 
lehké 

10 – 20 Hlinitopísčitá hp 

20 – 30 Písčitohlinitá ph 
střední 

30 – 45 Hlinitá h 

45 - 60 Jílovitohlinitá jh 

těţké 60 – 75 Jílovitá jv 

> 75 Jíl j 

 

Písčité půdy obsahují v jemnozemi nízký podíl jemných (jílovitých) částic, čímţ 

je ovlivněn také jejich charakter. Lehké půdy mají niţší sorpci, hůře zadrţují vodu, 
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dobře ji však infiltrují, jsou záhřevné a díky vysokému provzdušnění dochází 

k intenzivní mineralizaci organické hmoty, které mají přirozeně menší obsah. 

Naopak půdy zrnitostně těţké, s vysokým zastoupením jílovitých částic, mají 

vysokou sorpční schopnost, v závislosti na vlhkosti mění svůj objem (za vlhka 

bobtnají, za sucha se pak smršťují), špatně vsakují sráţkovou vodu, a tím jsou za 

vlhka špatně obhospodařovatelné [44]. 

Půdní organickou hmotu tvoří soubor všech neţivých organických látek 

nacházejících se v půdě nebo na jejím povrchu v různém stupni rozkladu. Organický 

uhlík v půdě je zastoupen především v humusu. Jsou tam různé humusové látky a 

právě poměr těchto látek, určuje sorpční schopnosti organické hmoty. Humusové 

látky se podle rozsahu pH, ve kterém jsou rozpustné, dělí do tří skupin: huminové 

kyseliny (rozpustné v alkalickém prostředí), fulvokyseliny (rozpustné při všech 

hodnotách pH) a humín, který je nerozpustný, je pevně vázaný na minerální frakci a 

v hydroxidech není extrahovatelný. Z těchto skupin jsou nejdůleţitější humínové 

kyseliny, které podporují v půdě aktivitu mikroorganismů a zároveň zlepšují celkové 

vlastnosti půdy [66]. Humus se stanovuje v půdě pomocí oxidace uhlíku organických 

látek. Takto získané mnoţství organického uhlíku se musí vynásobit Welteho 

koeficientem 1,724, neboť humus obsahuje 58 % uhlíku [45]. 

Jedním z hlavních způsobů interakcí mezi půdou a chemickými látkami je sorpce. 

Rozsah sopce závisí na vlastnostech půdy a látky, coţ zahrnuje velikost, tvar, 

strukturu a prostorové uspořádání molekuly, její chemické vlastnosti, rozpustnost. 

Počáteční fáze sorpce je rychlá a často i polovina z celkového mnoţství chemické 

látky rozpuštěné ve vodě je adsorbována půdou během velmi krátké doby. Tato část 

je následně přístupná pro rychlou desorpci Část organických polutantů v půdě se 

můţe za nějaký čas změnit na nedostupnou formu. Čím déle je kontaminant 

v kontaktu s půdou, tím více je ho sorbováno. Tento proces se nazývá aging neboli 

stárnutí [46]. 

 

2.3.1.2 Charakterizace mikrobiálních společenstev v půdě 

Diverzita společenstev v půdě má význam pro posuzování vlivu kontaminantů na 

ekosystémy. V kontaminovaných ekosystémech je diverzita obvykle niţší. Diverzita 

se hodnotí z pohledu funkčního, genetického a strukturního. 
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Funkční diverzita mikrobiologických společenstev udává schopnost daného 

společenstva, přizpůsobit metabolismus, relativní sloţení a velikost společenstva 

podle působení různých stresorů. Z toho vyplývá, ţe udává ekologickou stabilitu 

prostředí [47].  

Genetická diverzita je prokazována s pomocí molekulárně genetických metod, 

jako jsou: polymerázové řetězové reakce, teplotní gradientová gelová elektroforéza, 

denaturující gradientová gelová elektroforéza a koncová restrikční analýza 

mnohotvárnosti délky fragmentů. Tyto metody umoţňují přímé detekování 

bakteriálních společenstev v půdě a to aţ na úroveň rodů [48]. 

Strukturální diverzita mikroorganismů se určuje pomocí analýzy fosfolipických 

mastných kyselin (PLFA). Specifické PLFA jsou součástí fosfolipidů v buněčné 

stěně ţivých mikroorganismů, díky čemuţ mohou být rozlišovány [49]. Mastné 

kyseliny poskytují informace jednak o všeobecné struktuře aktivních mikrobiálních 

společenstev a jednak také o biomase určitých skupin mikroorganismů. Touto 

metodou mohou být identifikovány např. aktinomycety, houby, gram pozitivní i 

gram negativní bakterie [50].  

Některé mastné kyseliny jsou naopak velmi specifické pro určitou skupinu 

organismů, pro určitý rod nebo dokonce druh. Doposud je známa celá řada různě 

specifických biomarkerů a jejich počet neustále stoupá v souvislosti s pokračujícím 

mikrobiologickým výzkumem. Například větvené a cyklické mastné kyseliny se 

vyskytují převáţně v bakteriích a výskyt těchto mastných kyselin bývá spojován s 

bakteriální aktivitou [51]. Nenasycené cyklické mastné kyseliny by mohli být 

potenciálními biomarkery bakterií rodu Clostridium včetně mezofilních, termofilních 

a psychrofilních bakterií [52]. 

 

2.3.1.3 Znečištění vod 

Znečištění vodních ploch ropnými látkami, není tak závaţné jako u půdy, 

vzhledem k jejich velmi nízké rozpustnosti ve vodě. Přítomnost ropných látek ve 

vodách se pozná především podle olejovitých skvrn na hladině. Tyto skvrny se tvoří 

jiţ při koncentraci 0,2 mg∙l
-1

. Olejovité Filtry na hladině vod brání přístupu kyslíku 

do vody coţ má negativní vliv na faunu a floru ve vodě [53]. 
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 2.3.2  Analytické stanovení ropných uhlovodíků 

Vzhledem k velké šíři látek, které se dostanou do ţivotního prostředí při úniku 

motorových paliv a biopaliv je v současné době pouţíváno velké mnoţství 

analytických metod a postupů na jejich identifikaci. Největší problémy způsobují 

ropné látky, za jejichţ míru přítomnosti bývají obvykla povaţovány nepolární 

extrahovatelné (NEL), jsou definovány jako uhlovodíky a jejich směsi, zejména 

benzin, benzen a jeho deriváty, motorová nafta, petrolej, topný a dehtový olej. 

Dalším závaţným kontaminantem jsou látky typu BTEX [54]. 

NEL mohou pocházet z ropných produktů, z uhlí, z produkce rostlin, ţivočichů, 

mikroorganizmů. NEL se mohou dostat do povrchových vod, do půdy a následně i 

do podzemních vod z pohonných hmot, maziv, přepravovaných materiálů a z 

povrchové úpravy vozovek [55]. NEL lze charakterizovat jako látky stanovitelné po 

extrakci z půdy, sedimentu, kalu a vody nepolárním rozpouštědlem. Samotné 

stanovení NEL lze rozdělit do třech kroků. 

 extrakce vzorku 

 úprava extraktu: zbavení vzorku polárních látek a vody 

 stanovení pomocí analytických metod 

 

Rozdělení analytických metod ke stanovení NEL. [53, 56, 57]. 

a) UV-spektrometrie: Tato metoda není vhodná pro nízké koncentrace znečištění 

vzhledem k její nízké citlivosti. 

b) Vysokoteplotní plynová chromatografie: Je to metoda, která pouţívá teplotu 

pece od 350 do 430 
o
C. Nejčastěji je spojena s detektorem planenově-

ionizačním, moţné je i vyuţití hmotnostního detektoru. 

c) Infračervená spektroskopie s Fourierovou transformací: V současnosti je to 

nejpouţívanější metoda. Nevýhodou je dlouhá doba od odebrání vzorku po 

samotné stanovení, coţ ztěţuje rychlý zásah při úniku ropných látek do 

ţivotního prostředí. 

d) Plynová chromatografie s planenově-ionizačním detektorem. Touto metodou 

lze získat nejvíce informací o kontaminantu (původ NEL, identifikace 

jednotlivých sloţek). 

e) Gravimetrické metody: v současnosti jiţ nepouţívané. 
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BTEX se přidávají do benzínu pro jejich schopnost zvyšovat oktanové číslo a tím 

zvýšit jeho kvalitu. Do ţivotního prostředí se nejčastěji dostávají společně 

s benzínem. Všechny tyto látky jsou vysoce těkavé. Při úniku těchto látek 

obsaţených v benzínu do spodních vod většinou nedochází k jejich migraci dále neţ 

100 metrů od místa havárie, na rozdíl od jiţ dříve zmíněného MTBE, které díky své 

stabilitě a rozpustnosti ve vodě migruje dále od místa havárie.[33] 

BTEX se stanovují plynovou chromatografii s detektorem elektronového záchytu, 

plamenově ionizačním detektorem nebo hmotnostním detektorem. 

 

2.3.3 Odstranění ropných uhlovodíků z životního prostředí 

Tyto látky lze odstraňovat pomocí biodegradací, fytoremediací, metody air 

spariging a různých mechanických postupů. Pro fytoremediaci se pouţívají 

především freatofytické stromy (topol, vrby), traviny (ţito, kostřava, čirok), fabaceae 

(jetel, vojtěška) a uvolňovače fenolytických látek (moruše, jabloně) [58]. Biologické 

odbourávání ropných látek v aerobním prostředí ve svrchních vrstvách vody probíhá 

asi 10 krát rychleji neţ rozklad v sedimentech [53]. 

Biodegradace probíhají převáţně v aerobním prostředí. Vyšší a sloţitější 

uhlovodíky (větvené, cyklické, aromatické, apod.) podléhají rozkladu pomaleji a za 

činnosti více skupin bakterií [59]. 

Směsná kultura Pseudomonas putinada s P. fluorescence se pouţívá pro sníţení 

BTEX v kontaminované vodě. Rychlost biodegradace BTEX se zvýší s 

jejich rostoucí koncentrací. Pro benzen byla zjištěna maximální biodegradační 

rychlost 265 mg/l/h. Pro toluen byla zjištěna rychlost 100 mg/l/h [60]. 

Air sparging je sanační metoda, sniţující koncentrace těkavých látek v půdě nebo 

rozpuštěných v podzemní vodě. Pouţívá se pro remediace podzemní vody 

kontaminované BTEX a pro další ropné látky. Při pouţití této metody je saturovaná 

zóna obohacována o přetlakový vzduch. Vzduch je do prostředí dodáván injektáţí 

vzduchu pod tlakem do podzemní vody, tím se zvětší plocha rozhraní voda-vzduch a 

těkavé sloţky z vody snadněji přecházejí do vzduchu, který je v nesaturované zóně 

odsáván. Takto vháněný vzduch zároveň podporuje bakteriální degradaci vlivem 

dodání kyslíku mikroorganismům Sekundárním efektem metody air sparging je 
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podpora bakteriálních procesů dodáním kyslíku do prostředí. Air sparging vykazuje 

lepší výsledky v půdě s větší pórovitostí, jelikoţ se v ní lépe šíří vzduch. [61, 62, 63]. 

 

Obrázek číslo 2: blokové schéma air sparging. 

1 – únik ropných látek, 2 – vtlačení vzduchu, 3 – zbytková kontaminace, 4 – rozpuštěný kontaminant,  

5 –vzduchové kanály, 6 – nepropustné vrstvy, 7 – nenasycená zóna, 8 – hladina podzemní vody,  

9 – nasycená zóna, 10 –silně kontaminovaná zóna, 11 – nepropustná vrstva 
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3. Cíle práce 

Cílem této práce bylo optimalizovat rychlou, automatizovanou metodu nástřiku 

headspace GC/MS a pomocí této metody popsat změny ve fyzikálně-chemických 

vlastnostech motorových paliv v závislosti na přídavku biosloţky do paliva pomocí 

vhodných analytických metod. 

 vliv přidávání aditiv na rozpustnost palivových směsí 

 popsání vlivu přidávaných aditiv na migraci pohonných hmot v horninovém 

prostředí 

 optimalizovat metodu nástřiku headspace GC/MS pro stanovení pohonných 

hmot se všemi jejich aditivy 

 popsat vliv přidávaných aditiv na biodegradabilitu pohonných hmot v různých 

typech půd 
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4. Materiál a metody 

4.1 Použité chemikálie 

Standardy 

 Methyl nonadecanoate ≥ 99,5%, Fluka, D 

 standardy methylesterů mastných kyselin (i14:0, i15:0, a15:0, 15:0, i16:0, 

16:1ω7, 16:1ω9, 16:1 ω5, 10Me-16:0, i17:0, a17:0, cy17:0, 17:0, 10Me-17:0, 

18:1ω7, 18:1ω9, 10Me-18:0, cy19:0), Matreya LLC, USA. 

 standard minerálního oleje DIN EN 14039, Fluka, D 

 standard alkanů C8-C20, Sigma-Aldrich, ČR  

 standard alkanů C21-C40, Sigma-Aldrich, ČR 

 

 Rozpouštědla 

 hexan pestapur, Chromservis, ČR 

 chloroform pestapur, Chromservis, ČR 

 methanol pro HPLC, Chromservis, ČR 

 toluen pestapur, Chromservis, ČR 

 deionizovaná filtrovaná voda 

 

Další chemikálie 

 CH3COOH p.a., Penta, ČR 

 KOH p.a., LachNer, ČR 

 N2 99,99%, Linde, ČR 

 Helium 5.5, linde ČR 

 Na2SO4 bezvodý p.a., lachner ČR 

 Florisil, 60-100 mesh, Sigma-Aldrich, USA 

 KH2PO4 p. a., Lachner, ČR 

 NaH2PO4 p.a., Lachner, ČR 

 

Testované zeminy 

 dodány společností Dekonta a.s. ČR 
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4.2 Přístrojové vybavení 

 plynový chromatograf 450-GC, Varian, USA 

 hmotnostní detektor 240-MS, Varian, USA 

 autosampler CombiPAL, CTC, USA 

 centrifuga ERA20, Hettich, D 

 analytické váhy AE 240, Mettler, CH 

 ultrazvuk K12 Kraintek, Slovensko 

 GC kolona DB-5, DB-624, Agilent, USA 

 

4.3 Optimalizace metody nástřiku headspace GC/MS 

Optimalizace této metody spočívala v nalezení vhodné doby a teploty inkubace 

vzorku, vhodného objemu, vhodného teplotního gradientu a optimalizování způsobu 

pouţití lineru v injektoru VARIAN 1077. Kritéria pro optimální podmínky byla 

stanovena takto: 

 co nejkratší čas analýzy 

 dostatečná separace látek BTEX 

 současné stanovení MTBE a těţších uhlovodíků 

 aby došlo k diskriminaci v nástřiku pro C40-C10 menší neţ 20 % 

Všechny parametry byly testovány na půdě typu modální kambizen, která je 

v České republice nejvíce rozšířena, tato půda byla dodána společností Dekonta a.s.  

4.3.1 Optimalizace použití lineru v injektoru VARIAN 1077 

Byly zkoušeny různé způsoby pouţití lineru 

 Pouţití netvarovaného samotného lineru (prostá trubka) 

 Pouţití lineru s fritou uprostřed 

 Pouţití lineru naplněného uprostřed 10 mm deaktivované skelné vaty 
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4.3.2 Optimalizace teplotního gradientu 

Začátek teplotního gradientu byl zkoušen v rozmezí teplot 30–80 
o
C. Zkoušené 

teploty se vţdy navyšovaly o 10 
o
C. Různé nastavení teplotního gradientu bylo 

zkoušeno v rozmezí teplot 30-170 
o
C. Bylo zkoušeno nastavení (strmost) teplotního 

gradientu v rozmezí zvyšování teploty rychlostí od 5 do 30 
o
C/min (5, 10, 15, 20, 25, 

30
 o
C/min). 

 

4.3.3 Optimalizace doby a teploty inkubace vzorku 

Vzorky půdy kontaminované motorovou naftou a benzínem s příslušnými aditivy 

byly nadávkovány do headspace vialek a poté ponechány v peci při  

30–80 
o
C (30, 40, 50, 60, 70, 80 

o
C) vţdy po dobu 2, 3, 4, 5, 6, 7 min. Hledaly se 

podmínky teploty a inkubace vzorků, při kterých bude dostatečná separace všech 

látek, především pak BTEX, v co nekratším čase analýzy. 

4.3.4 Optimalizace objemu nástřiku 

Vzorky půdy kontaminované motorovou naftou a benzínem s příslušnými aditivy 

byly nadávkovány do headspace vialek. Z vialek byl poté postupně volen objem 

nástřiku 100, 200, 500, 1000 l. 
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4.4 Stanovení rozpustnosti paliv 

Vţdy 2 ml paliv s příslušnými aditivy bylo nadávkováno do 200 ml sterilizované 

vody a poté byla směs ponechána 24 hodin na třepačce. Sloţení jednotlivých vzorků 

uvádí Tab. 10. Poté byla v děličce oddělena vodná část. Z vodné části byl odebrán 1 

ml kapaliny do 12 ml headspace vialky, která byla následně analyzována metodou 

headspace plynové chromatografie. Kaţdý vzorek byl stanoven ve třech paralelách.  

Tab 10: Složení vzorků při testech rozpustnosti paliv ve vodě 

Varianta  Palivo Biosložka v palivu MTBE v palivu Obsah O2 v % hm 

R-N1 MoNa 0 0  

R-N2 MoNa MEŘO 2% obj (*1) 0  

R-N3 MoNa MEŘO 5% obj (*2) 0  

R-N4 MoNa MEŘO 7% obj. (*3) 0  

R-N5 MoNa MEŘO 10% obj. 0  

R-B1 Benzín 0 15% obj. (*2) 2,4 – 2,6 

R-B2 Benzín EtOH 2% obj (*1) 10,5% obj. 2,6 -2,7 (*2) 

R-B3 Benzín EtOH 5% obj. (*2) 4% obj. 2,5 – 2,7 (*2) 

R-B4 Benzín EtOH 7% obj. (*3) 5,5 % obj. 3,5 - 3,7 (*3) 

R-B5 Benzín EtOH 10% obj. 0 3,6 – 3,8 (*3) 

R-B6 Benzín EtOH 15% obj. 10% obj. 5,2 – 5,5 

R-B7 Benzín EtOH 20% obj. 15% obj. 6,6 – 7,0 
*1 – pod dolní mezí dle současných platných předpisů 

*2 – maximum dle současných platných předpisů 

*3 - maximum dle plánovaných předpisů 

MoNa – motorová nafta, MEŘO – methyl ester řepkového oleje, EtOH - ethanol 

 

4.5 Testy migrace paliv podložím 

4.5.1 Uspořádání testu 

Pro kolonové testy migrace palivových směsí horninovým prostředím byly 

pouţity dva rozdílné půdní materiály. Prvním z nich byla kambizem modální 

vyvinutá na břidlici, tento půdní typ je na území České republiky nejvíce rozšířen. U 

tohoto vzorku zeminy byly odlišeny celkem tři půdní horizonty (A, B, C), neboť pro 

popis pohybu kontaminantu přirozeným půdním prostředím je třeba zachovat 

původní profilaci půdních horizontů. Druhým testovaným půdním druhem byla 

vybrána písčitá zemina. 

Polypropylenové trubky o délce 50 cm byly nejprve na spodním konci opatřeny 

zátkou s provrtaným odtokovým otvorem, a poté do nich byla nadávkována zemina. 
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V případě první fáze testů s kambizemí, bylo pouţito vţdy nejprve 1 kg materiálu 

z horizontu C (spodní část, zemina pocházející z hloubky výkopu 80 aţ 100 cm), 

poté 2,5 kg zeminy z horizontu Bv (výkop této zeminy byl proveden v hloubce 40-80 

cm) a nakonec 4 kg materiálu z horizontu Ad (drnový výkop do hloubky 40 cm). Ve 

všech pokusných kolonách měla spodní vrstva horizontu C mocnost 6-7 cm, střední 

vrstva horizontu Bv mocnost 14-15 cm a vrchní vrstva tvořená půdou horizontu Ad 

pak 27-30 cm. Ve druhé fázi testů, s písčitou zeminou, bylo do kaţdé kolony 

nadávkováno postupně celkem 7 kg zeminy, jejíţ celková mocnost byla cca 50 cm. 

Jak při testech s kambizemí, tak při testech s písčitou zeminou, byly v kaţdé sérii 

vţdy zaloţeny 3 varianty kontaminace (3 různé palivové směsi), kaţdá ve čtyřech 

paralelách, tedy celkem 12 trubek. Tyto sérií byly pro kaţdý půdní druh zaloţeny 

čtyři: benzín 5 dní, benzín 10 dní, nafta 5 dní a nafta 10 dní. Paliva bylo vţdy 

dávkováno 50 ml. Souhrn všech variant uvádí Tab. 11. 

Tab 11: Přehled variant kolonových testů migrace palivových směsí horninovým prostředím: pro 
kambizem i pro písčitou půdu bylo založeno vždy celkem 48 variant (trubek) 

Označení kolony Palivo (kontaminace v % obj.) Doba migrace Počet 

paralel 

N1-10 nafta 10 dní 4 

N2-10 nafta + 4,7 % MEŘO 10 dní 4 

N3-10 nafta + 7 % MEŘO 10 dní 4 

 N1-5   nafta   5 dní 4 

 N2-5   nafta + 4,7 % MEŘO   5 dní 4 

 N3-5   nafta + 7 % MEŘO   5 dní 4 

B1-10 benzín + 15 % MTBE 10 dní 4 

B2-10 benzín + 11 % MTBE + 2 % EtOH 10 dní 4 

B3-10 benzín + 4 % MTBE + 5 % EtOH 10 dní 4 

 B1-5   benzín + 15 % MTBE   5 dní 4 

 B2-5   benzín + 11 % MTBE + 2 % EtOH   5 dní 4 

 B3-5   benzín + 4 % MTBE + 5 % EtOH   5 dní 4 

 

Po uplynutí příslušné periody pěti či deseti dnů byly všechny kolony hluboko 

zamraţeny pomocí suchého ledu a poté rozřezány na díly označené odshora A, B, C, 

D a E. V případě testů s kambizemí bylo uspořádání pro rozřezání trubek na díly 

následující: Díly A a B měly mocnost 13 cm a byly tvořeny drnovým horizontem 

(A), díly C a D o mocnosti 8 cm byly tvořeny kambickým horizontem (B) a spodní 

díl E měl mocnost 7 cm a byl tvořen půdotvorným substrátem (C). Při testech 
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s písčitou zeminou bylo modelové prostředí homogenní v celém objemu trubky, 

proto byly provedeny pravidelné řezy v deseticentimetrové vzdálenosti od sebe. 

Vzorky byly takto připraveny firmou Dekonta, a.s. 

Z kaţdého dílu nařezané plastové kolony byla odebrána reprezentativní část 

vzorku zeminy, která byla následně homogenizována. Poté byl odebrán 1 g půdy u 

vzorků kontaminovaných naftou a 0,5 g půdy u vzorků kontaminovaných benzínem 

do 12 ml headspace vialky pro analýzu těkavých sloţek a další 1 g zeminy pro 

stanovení MEŘO. Stanovení metodou headspace plynové chromatografie probíhalo 

za stejných podmínek jako u testů rozpustnosti paliv. Ethanol byl analyzován za 

stejných podmínek na koloně DB-624. 

 

4.5.2 Charakterizace testovaných půd 

Rozbory půdních vzorků provedla akreditovaná laboratoř Výzkumného ústavu 

meliorací a ochrany půdy, výsledky stanovení udávají Tab. 12, 13, 14. 

Tab 12: fyzikální hodnocení vzorku půdy použitého na kolonové testy simulace šíření 
kontaminantu horninovým prostředím: kambizem – drnový horizont A 

Půdní charakteristika Jednotky 
Stanovená 

hodnota 

Slovní 

hodnocení 

Výměnná půdní reakce pH/KCl  3,96 Silně kyselá 

Kationtová výměnná kapacita – KVK mmol+/100g 5,2 Nízká 

Obsah výměnných bází – S mmol+/100g 5,89 x 

Stupeň sorpčního nasycení – V % 53,0 Slabě nasycená 

Oxidovatelný uhlík – COX % 0,94 x 

Obsah humusu % 1,62 Nízký 

Kvalita humusu - Q4/6 - 2,9  

Zrna <0,001 mm (fyzikální jíl) % 8,3 

Písčitohlinitá 

(středně těžká) 

Zrna <0,002 mm (jíl) % 10 

Zrna <0,01 mm (jílnaté částice) % 29,6 

Zrna 0,01 - 0,05 mm (hrubý prach) % 35,8 

Zrna 0,05 - 0,25 mm (jemný písek)  17,7 

Zrna 0,25 - 2,0 mm (střední písek) % 17 
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Tab 13: Fyzikální hodnocení vzorku půdy použitého na kolonové testy simulace šíření 

kontaminantu horninovým prostředím: kambizem - kambický horizont B 

Půdní charakteristika Jednotky 
Stanovená 

hodnota 

Slovní 

hodnocení 

Výměnná půdní reakce pH/KCl  4,1 Silně kyselá 

Kationtová výměnná kapacita – KVK mmol+/100g 10,4 Nízká 

Obsah výměnných bází – S mmol+/100g 9,5 x 

Stupeň sorpčního nasycení – V % 91,0 Zcela nasycená 

Oxidovatelný uhlík – COX % < 0,21 x 

Obsah humusu % x Velmi nízký 

Kvalita humusu - Q4/6  x x 

Zrna <0,001 mm (fyzikální jíl) % 7,4 

Písčitohlinitá 

(středně těžká) 

Zrna <0,002 mm (jíl) % 9,3 

Zrna <0,01 mm (jílnaté částice) % 26,9 

Zrna 0,01 - 0,05 mm (hrubý prach) % 34,8 

Zrna 0,05 - 0,25 mm (jemný písek) % 21,8 

Zrna 0,25 - 2,0 mm (střední písek) % 16,6 

 

Tab 14: Fyzikální hodnocení vzorku půdy použitého na kolonové testy simulace šíření 
kontaminantu horninovým prostředím: kambizem - půdotvorný substrát C  

Půdní charakteristika Jednotky 
Stanovená 

hodnota 

Slovní 

hodnocení 

Výměnná půdní reakce pH/KCl  3,9 Silně kyselá 

Kationtová výměnná kapacita – KVK mmol+/100g 18,3 Střední 

Obsah výměnných bází – S mmol+/100g 17,4 x 

Stupeň sorpčního nasycení – V % 95,0 Zcela nasycená 

Oxidovatelný uhlík – COX % < 0,21 x 

Obsah humusu % x Velmi nízký 

Kvalita humusu - Q4/6  x x 

Zrna <0,001 mm (fyzikální jíl) % 9 

Písčitohlinitá 

(středně těžká) 

Zrna <0,002 mm (jíl) % 11,8 

Zrna <0,01 mm (jílnaté částice) % 26,7 

Zrna 0,01 - 0,05 mm (hrubý prach) % 29,1 

Zrna 0,05 - 0,25 mm (jemný písek) % 18,6 

Zrna 0,25 - 2,0 mm (střední písek) % 25,6 
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4.6 Stanovení MEŘO 

Nejprve byl z půdy kontaminované naftou s přídavkem MEŘA odebrán 1 g 

zeminy, který byl smísen z 10 ml hexanu. Po vyjmutí z ultrazvuku a po usazení 

zeminy byl odebrán 1 ml vzorku. Stanovení na plynovém chromatografu bylo 

provedeno za stejných podmínek jako u stanovení ropných uhlovodíků dle normy. 

 

4.7 Testy biodegradability palivových směsí 

4.7.1 Charakteristika testovaných půd 

V laboratořích společnosti Dekonta a.s. byly zaloţeny celkem tři série testů 

biodegradace, ve kterých byla testována přirozená atenuace zkoumaných palivových 

směsí ve třech typech zeminy. Pro tento test byly vybrány tři rozdílné typy půd, lišící 

se jak svou strukturou, tak s tím souvisejícím mikrobiálním osídlením. Vybrané 

půdní vzorky byly před zaloţením testů prosety přes síto s velikostí ok 2 mm. Vzorek 

s označením A je hnědá jílovitá zemina, vzorek B je ţlutá písčitá půda, obojí 

z lokality Praha, Stodůlky a vzorek C je tmavý potoční sediment, odebraný v jiţních 

Čechách nedaleko obce Kocelovice. Rozbory porušených půdních vzorků provedla 

akreditovaná laboratoř Výzkumného ústavu meliorací a ochrany půdy. Výsledky 

rozborů jsou uvedeny v Tab. 15, 16, 17. 
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Tab 15:Charakteristika vzorku půdy A, použitého pro biodegradační testy 

Půdní charakteristika Jednotky 
Stanovená 

hodnota 

Slovní 

hodnocení 

Výměnná půdní reakce pH/KCl   7,3 alkalická 

Kationtová výměnná kapacita - KVK mmol/100g 14,8 střední 

Obsah výměnných bází - S mmol/100g 14,8 x 

Stupeň sorpčního nasycení - V % 100,0 

úplně 

nasycená 

Oxidovatelný uhlík - COX % 1,1 x 

Obsah humusu % 2,0 nízký/střední 

Přístupný Ca mg/kg 3393,0 vysoký 

Přístupný Mg mg/kg 172,0 dobrý 

Přístupný K mg/kg 153,0 vyhovující 

Zrna <0,001 mm (fyzikální jíl) % 21,0 

hlinitá       

(středně 

těžká) 

Zrna <0,002 mm (jíl) % 26,5 

Zrna <0,01 mm (jílnaté částice) % 39,4 

Zrna 0,01 - 0,05 mm (hrubý prach) % 25,5 

Zrna 0,05 - 0,25 mm (jemný písek) % 21,2 

Zrna 0,25 - 2,0 mm (střední písek) % 13,8 

 

Tab 16: Charakteristika vzorku půdy B, použitého pro biodegradační testy 

Půdní charakteristika Jednotky 
Stanovená 

hodnota 

Slovní 

hodnocení 

Výměnná půdní reakce pH/KCl   7,6 alkalická 

Kationtová výměnná kapacita - KVK mmol/100g 5,1 velmi nízká 

Obsah výměnných bází - S mmol/100g 5,1 x 

Stupeň sorpčního nasycení - V % 100,0 

úplně 

nasycená 

Oxidovatelný uhlík - COX % < 0,12 x 

Obsah humusu % 

pod mezí 

detekce x 

Přístupný Ca mg/kg 1652,0 vyhovující 

Přístupný Mg mg/kg 92,0 nízký 

Přístupný K mg/kg 46,0 nízký 

Zrna <0,001 mm (fyzikální jíl) % 14,4 

písčitohlinitá 

(středně 

těžká) 

Zrna <0,002 mm (jíl) % 18,9 

Zrna <0,01 mm (jílnaté částice) % 26,0 

Zrna 0,01 - 0,05 mm (hrubý prach) % 12,1 

Zrna 0,05 - 0,25 mm (jemný písek) % 34,4 

Zrna 0,25 - 2,0 mm (střední písek) % 27,5 
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Tab 17: Charakteristika vzorku sedimentu (C), použitého pro biodegradační testy 

Půdní charakteristika Jednotky 
Stanovená 

hodnota 

Slovní 

hodnocení 

Výměnná půdní reakce pH/KCl   6,3 slabě kyselá 

Kationtová výměnná kapacita - KVK mmol+/100g 10,7 nízká 

Obsah výměnných bází - S mmol+/100g 7,7 x 

Stupeň sorpčního nasycení - V % 72,0 

slabě 

nasycená 

Oxidovatelný uhlík - COX % 1,5 x 

Obsah humusu % 2,5 střední 

Přístupný Ca mg/kg 1131,0 vyhovující 

Přístupný Mg mg/kg 273,0 vysoký 

Přístupný K mg/kg 53,0 nízký 

Přístupný P mg/kg 22,8 nízký 

Zrna <0,001 mm (fyzikální jíl) % 5,2 

hlinitopísčitá 

(lehká) 

Zrna <0,002 mm (jíl) % 8,3 

Zrna <0,01 mm (jílnaté částice) % 15,0 

Zrna 0,01 - 0,05 mm (hrubý prach) % 10,0 

Zrna 0,05 - 0,25 mm (jemný písek) % 14,7 

Zrna 0,25 - 2,0 mm (střední písek) % 60,3 

 

4.7.2 Uspořádání testů 

Půdy byly rozděleny do skleněných nádob, a kontaminovány naftovými a 

benzínovými směsmi jak je uvedeno v Tab. 18. Biodegradační testy byly vedeny 

jako model přirozené atenuace testovaných kontaminantů, takţe nebylo aplikováno 

ţádné hnojivo, ani bakteriální kultury. Do kaţdé nádoby bylo nadávkováno 2 kg 

příslušné zeminy a 20,2 g testovaného paliva. Nádoby byly překryty alobalovým 

krytem a uchovávány při teplotě okolí (technická hala Dekonta a.s.), pravidelně 

vlhčeny, promíchávány a vzorkovány. 
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Tab 18: Testy biodegradace – složení vzorků 

Vzorek Zemina Palivo Biosložka v palivu MTBE v palivu 

A1 A MoNa 10 000 ppm 0 0 

A2 A MoNa 10 000 ppm  MEŘO 5% obj. 0 

A3 A Benzín 10 000 ppm 0 15% obj. 

A4 A Benzín 10 000 ppm EtOH 5% obj.  4% obj. 

A5 A 0 0 0 

B1 B MoNa 10 000 ppm 0 0 

B2 B MoNa 10 000 ppm  MEŘO 5% obj. 0 

B3 B Benzín 10 000 ppm 0 15% obj. 

B4 B Benzín 10 000 ppm EtOH 5% obj.  4% obj. 

B5 B 0 0 0 

C1 C MoNa 10 000 ppm 0 0 

C2 C MoNa 10 000 ppm  MEŘO 5% obj. 0 

C3 C Benzín 10 000 ppm 0 15% obj. 

C4 C Benzín 10 000 ppm EtOH 5% obj.  4% obj. 

C5 C 0 0 0 

 

4.7.3 Příprava vzorku 

Ropné uhlovodíky byly stanoveny dle normy ČSN EN 14039: Charakterizace 

odpadů: Stanovení obsahu uhlovodíků C10 aţ C40 plynovou chromatografií [64].  

Nejdříve bylo odebráno 5 g zeminy, která se smísila s 5 ml hexanu a 10 ml 

acetonu. Tato směs byla 1 hod ultrazvukována při laboratorní teplotě. Poté byla 

odebrána kapalná fáze, která byla následně protřepána s 20 ml vody. Vodní část byla 

odebrána a k organické fázi bylo opět přidáno 20 ml vody k protřepání. Následně 

byla organická část promyta přes kolonku obsahující 1 g síranu sodného a 1 g 

florisilu. Kolonka poté ještě byla propláchnuta 4 ml hexanu. Z takto získaného 

vzorku byl odebrán 1 ml vzorku na analýzu.  

 

4.7.4 Stanovení ropných uhlovodíku GC/MS 

Pro samotnou analýzu byl pouţit plynový chromatograf Varian 450-GC (USA) 

s hmotnostním detektorem Varian 240-MS (USA). Látky byly separovány na 

kapilární koloně značky DB-5MS o délce 60 m a průměru 0,25 mm. Byl dávkován  
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1 μl vzorku pomocí autosampleru Combi Pal. Nosným plynem bylo helium o 

průtoku 1,2 ml/min. Teplota nástřiku byla na 240 °C a dělič byl v době nástřiku 

zavřený; po 1 minutě byl otevřen na splitovací poměr 1:50. Teplotní program začal 

při 60 
o
C, po 1 minutě byl aplikován teplotní gradient 20 °C/min, který trval 12 

minut. Poté byla teplota drţena po dobu 47 minut na 300 °C. Za těchto podmínek 

docházelo k dostatečné separaci všech alkanů a k minimální diskriminaci v nástřiku 

(19 % C40-C10). Detekce byla zajištěna pomocí hmotnostního detektoru na principu 

iontové pasti. Detektor byl zapnut po 3,4 min a skenoval v rozsahu hmot 50-500 m/z. 

 

4.7.5 Vyhodnocení výsledků 

Pro samotné vyhodnocení bylo pouţito několika typů standardů. Dle normy 

ČSN EN 14039 se mnoţství uhlovodíků při analýze plynovou chromatografií 

stanovuje jako plocha všech píků leţících na chromatogramu mezi dekanem a 

tetraoktanem. Avšak vzhledem k tomu, ţe zmíněná paliva se liší značně svým 

sloţením a elučním chováním při analýze, bylo rozhodnuto výsledky tohoto 

experimentu vyhodnotit pomocí dalších dvou typů standardů. Dle zmíněné normy 

pomocí standardního oleje (dále jen EN-oil), vzorky obsahující benzín byly 

integrovány jen mezi alkany C10-C15 a motorovou naftu mezi alkany C10-C30.  

 

4.8 Stanovení mikrobiální biomasy pomocí fosfolipidických 

markerových mastných kyselin (metodou PLFA) 
 

4.8.1 Příprava vzorku 

Vzorky pro půdní biodegradaci byly pravidelně odebírány pro stanovení PLFA.  

U zeminy A a B byly odběry prováděny v 1. 21. 42. 72. 126. 174. 202. 225. 245. a 

287 den. U zeminy C byly odběry provedeny v 1. 49. 77. 100. 120. 162. 224. 294. 

Den. 

Extrakce lipidů: 

Do vypálené zkumavky byl odváţen přibliţně 1 g vzorku a bylo přidáno 0,5 ml 

fosfátového pufru (50 mM, pH=7,4), 1,25 ml methanolu a 0,625 ml chloroformu. 
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Vzorky byly 1 min třepány vortexem a poté byly extrahovány ve tmě 1 hod při 

pokojové teplotě. Po extrakci byly vzorky centrifugovány na centrifuze 5 min při 

3500 otáčkách za minutu (rpm), při pokojové teplotě. Ze vzorků byly získány dvě 

fáze: 1. fáze (spodní) chloroformová, která obsahuje lipidy a 2. fáze (horní) skládající 

se z vody a methanolu, která obsahuje ve vodě rozpustné substance. Supernatant 

(spodní chloroformová fáze) byl odebrán do čisté zkumavky, uzavřen víčkem 

s teflonovou vloţkou a uchováván ve tmě. Ke spodní části bylo opět přidáno 1,25 ml 

methanolu a 0,625 ml chloroformu, poté následovalo protřepání vzorků 1 min, 

extrakce 1 hod za stejných podmínek, centrifugace vzorků (5 min, 3500 rpm) při 

pokojové teplotě při pokojové teplotě. Vzniklý supernatant byl spojen s předchozím. 

Reextrakce byla provedena ještě jednou. Poté bylo k supernatantu přidáno 1,88 ml 

fosfátového pufru (50 mM, pH=7,4) a 1,88 ml chloroformu. Směs byla třepána 1 min 

a ponechána v ledničce přes noc. Poté byla směs centrifugována (5 min, 3500 rpm 

při pokojové teplotě) a pasterovanou pipetou přenesena spodní chloroformová část 

do čisté vzorkovnice (8 ml). K vodné části bylo přidáno 1,88 ml chloroformu, opět 

následovalo třepání (1 min), centrifugace (5 min, 3500 rpm při pokojové teplotě) a 

spodní chloroformová část byla spojena s předchozí. Zbylý pevný materiál byl 

usušen v sušárně při teplotě 50 °C, pro získání suché naváţky. 

Frakcionace lipidů: 

Vzorky z předchozích extrakcí byly odpařeny proudem dusíku a naředěny 100 µl 

chloroformu. Kolona Lichlorut Si 60 (Merk, 200 mg) byla před nanášením vzorků 

promyta 1,5 ml chloroformu. Vzorky byly naneseny na kolonu, vzorkovnice 

vypláchnuty 100 µl chloroformu a roztok byl nanesen na kolonu. Vymytí 

vzorkovnice chloroformem bylo provedeno ještě jednou. Poté byly vymývány 

neutrální lipidy 2 ml choroformu (tato frakce nebyla odchytávána k analýze), 6 ml 

acetonu (tato frakce nebyla odchytávána k analýze) a 2 ml methanolu (tato frakce 

byla jímána do 8 ml vypálené vzorkovnice). 

Mírná alkalická methanolýza (transesterifikace): 

Mastné kyseliny, vázány ve fosfolipidech byly uvolněny a převedeny na 

methylestery. Vzorky byly odpařeny proudem dusíku do sucha a následně rozpuštěny 

v 50 µl vnitřního standardu methyl nonadecanoatu (rozpuštěn v hexanu) o 

koncentraci 200 ppm. Vzorky byly opět odpařeny dusíkem. Poté byl ke kaţdému 
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vzorku přidán 0,5 ml toluenu a 0,5 ml methanolu, následně bylo vše vortexováno  

1 min. Poté byl přidán 1 ml čerstvě připraveného 0,2 M KOH v bezvodém methanolu 

a vzorky byly inkubovány 15 min při 37 °C. Po inkubaci v lázni bylo přidáno 1,6 ml 

hexanu, 0,4 ml chloroformu, 0,3 ml 1M kyseliny octové a 2 ml čerstvé redestilované 

vody. Vše bylo třepáno 1 min a centrifugováno (10 min, 2500 rpm při pokojové 

teplotě). Horní fáze byla přenesena do vzorkovnice a spodní fáze byla znovu promyta 

1,6 ml hexanu a 0,4 ml chloroformu. Opět následovalo třepání 1 min a centrifagce 

(10 min, 2500 rpm při pokojové teplotě). Horní fáze byla odebrána a spojena 

s předchozí. Promytí spodní fáze bylo zopakováno podle posledního kroku. Poslední 

horní fáze byla spojena s předchozími. Před měřením na plynovém chromatografu 

byly vzorky odpařeny proudem dusíku do sucha a naředěny 1 ml hexanu, směs byla 

třepána 30 s a poté byl 1 ml vzorku přenesen do 2 ml vzorkovnice a připraven 

k analýze. 

 

4.8.2 Stanovení fosfolipidických markerových mastných kyselin 

GC/MS 

K analýze methylesterů z mastných kyselin fosfolipidů byl pouţit plynový 

chromatograf Varian 450-GC s hmotnostním detektorem Varian 240-MS. Látky byly 

separovány na kapilární koloně DB-5MS o délce 60 m, průměru 0,25 mm a 

stacionární fázi 0,25 µm. Byl dávkován 1 µl vzorku pomocí autosampleru Combi 

Pal. Nosným plynem bylo He o průtoku 1,2 mlmin
−1

. Teplotní program začal 

isotermálně při teplotě 60 °C a trval 1 min při zavřeném děliči. Potom byl dělič 

otevřen (1:50) a teplota stoupala lineárně do 120 °C rychlostí 25 °Cmin
−1

 a poté do 

240 °C rychlostí 2,5 °Cmin
−1

, tato teplota byla udrţována 10 min. Detekce byla 

spuštěna 8 min po startu. Teplota injektoru byla nastavena na 240 °C. Byla 

pouţívána EI ionizace (70 eV). Hmotnostní spektra byla zaznamenávána v rozsahu 

50-400 m/z. Methylované mastné kyseliny byly identifikovány na základě porovnání 

retenčních časů se standardy a kvantifikovány za pomoci ploch píků. Koncentrace 

fosfolipidických markerových mastných kyselin byly stanovovány pomocí 

kalibračních křivek, které byly sestrojeny v koncentračním rozsahu  

0,1-10 µgl
-1

. Regresní koeficient se pohyboval v rozmezí 0,9997-0,9999. 
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4.8.3 Vyhodnocení výsledků fosfolipidických mastných kyselin 

Chromatografický záznam byl vyhodnocen pomocí sady standardů mastných 

kyselin, které jsou charakteristické pro jednotlivé skupiny mikroorganismů v půdní 

biomase. Kyselina 18:2w6,9 odpovídala skupině houby. Bakteriím odpovídali 

kyseliny i14:0, i15:0, a15:0, 15.0, i16:0, 16:1w9, 16:1w7, 16:1w5, 10Me-16:0. i17:0, 

a17:0,  cy17:0, 17:0, 10Me-17:0, 18:1w7, 10Me-18:0, cy19:0. Pro aktinomycety jsou 

charakteristické kyseliny 10Me-16:0, 10Me-17:0, 10Me-18:0. Na přítomnost gram 

pozitivních bakterií poukazují kyseliny i14:0, i15:0, a15:0, i16:0, i17:0, a17:0. Gram 

negativní bakterie charakterizují kyseliny 16:1w7, 16:1w5, cy17:0, 18:1w7, cy19:0. 

Celková mikrobiální biomasa je dána sumou všech nalezených mastných kyselin 

[65]. 
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5. Výsledky a diskuze 

5.1 Optimalizace metody nástřiku headspace plynové 

chromatografie  

Tato metoda byla optimalizována, neboť představuje výrazně rychlejší alternativu 

stanovení, která můţe mít potenciál v určitých situacích nahradit stanovení ropných 

uhlovodíku v současnosti prováděné dle normy ČSN EN 14 039. Hlavní výhodou 

této metody je zmíněná rychlost analýzy, tedy fakt ţe před samotnou analýzou není 

zapotřebí ţádných úprav vzorků.  

U optimalizace pouţití lineru se ukázala po testování různých variant jako 

nejvhodnější varianta s naplněním lineru 10 mm deaktivované skelné vaty. Jako 

nejvhodnější doba a teplota inkubace vzorků se ukázala kombinace teploty 40
 o

C a  

5 min, neboť u této teploty docházelo k dostatečné separaci látek BTEX. Při vyšších 

teplotách bylo nutné zvýšit i teplotu nástřiku na úroveň teploty inkubace, coţ vedlo 

k nedostatečné separaci látek BTEX. Při 40
 o

C a 5 min doby inkubace taktéţ došlo k  

ustanovení rovnováhy mezi pevnou a plynou fází.  

Za optimální průběh teplotního gradientu byly zvoleny tyto podmínky:  

Teplotní gradient od 40 do 170
 o

C s teplotou zvyšující se rychlostí 10 
o
C/min. K 

ověření účinnosti této metody došlo pomocí srovnání výsledků s analýzou vzorků dle 

normy ČSN EN 14 039. Účinnost metody nástřiku headspace testované na půdě 

modální kambizem v pěti koncentracích dosahovala 86 ± 13 % oproti normě u půd 

kontaminovaných motorovou naftou a 92 ± 10 % u půd kontaminovaných benzínem. 

Tyto výsledky lze hodnotit jako dostačující. Objem nástřiku byl hodnocen jako 

poslední při nastavení jiţ dříve optimalizovaných parametrů. Objem nástřiku neměl 

vliv na analýzu vzorku, kdy nedocházelo k přesycení injektoru, neboť odezva při 

dávkování 100, 200, 500, 1000 l byla lineární. Dále dochází jen k 18% diskriminaci 

C40 ku C10 

Za optimalizace všech stanovovaných podmínek dochází k uspokojivé separaci a 

identifikaci všech látek u stanovovaných vzorků, jak je dobře vidět na  

Obr 3. 

 Analýza biopaliv od odebrání kontaminovaného vzorku po konečný výsledek je 

45 min, oproti přibliţně 4 h při analýze vzorku dle normy ČSN EN 14 039.  
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Tyto charakteristiky metody spolu s nově vyvinutými přenosnými plynovými 

chromatografy dávají moţnost k rychlému a efektivnímu zásahu při úniky ropných 

látek do všech sloţek ţivotního prostředí, nebo při stanovení velkého mnoţství 

vzorků. V budoucnu se očekává vyuţití této metody u specializovaných sloţek 

Hasičského záchranného sboru. 

 

 

Obr 3: Chromatogramy motorové nafty (nahoře) a benzínu (dole); retenční časy jsou 1,512 min pro 
MTBE, 1,853 min pro benzen, 2.378 pro toluen a 3,462, 3,593, 4,157 pro xyleny. od 5 minuty jsou 
píky typické pro vyšší uhlovodíky 

 

Touto metodou byly analyzovány testy rozpustnosti paliv ve vodě a testy 

zkoumající vliv biosloţek na migraci paliv horninovým prostředím. Celkové 

nastavení metody nástřiku headspace pro měření paliv a jejich biosloţek je 

následující: 

Ke stanovení paliv byl vyuţíván plynový chromatogram  Varian 450-GC (USA) 

s hmotnostním detektorem Varian 240-MS (USA), pracujícím na principu iontové 
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pasti. Látky jsou separovány na kapilární koloně značky DB-5MS o délce 30 m a 

průměru 0,25 mm. Byl dávkován 1 ml vzorku pomocí autosampleru Combi Pal. 

Nosným plynem bylo He o průtoku 1,0 mlmin
−1

. Vzorek byl inkubován 5 min v peci 

při teplotě 40 
 o

C, po nástřiku vzorku byl teplotní program zvyšován rychlostí 10
 

o
C/min aţ do 170

 o
C. Detekce byla spuštěna 0,5 min po startu a celková doba analýzy 

byla 25 minut. Pouţívána byla ionizace dopadem elektronu (EI ionizace) 70eV a byl 

měřen celkový iontový proud (TIC) v rozsahu hmot 45-300.  

5.2 Testy rozpustnosti paliv 

Výsledky rozpustnosti motorových paliv v závislosti na obsahu biosloţky uvádí 

Tab 19. 

Tab 19: Výsledky stanovení rozpustností paliv ve vodě v jednotkách l/l, průměr ze tří paralel 

Varianta  Palivo Biosložka v palivu 
MTBE v 

palivu 

Rozpustnost 

(l/l) 

Rozpust

nost (%) 

R-N1 MoNa     -     - 2,17 ± 0,06 100 ± 3 

R-N2 MoNa MEŘO 2% obj      - 2,27 ± 0,15 104 ± 7 

R-N3 MoNa MEŘO 5% obj      - 2,33 ± 0,06 107 ± 3 

R-N4 MoNa MEŘO 7% obj.      - 2,35 ± 0,07 108 ± 3 

R-N5 MoNa MEŘO 10% obj.     - 2,60 ± 0,17 120 ± 8 

R-B1 Benzin     - 15% obj. 9,33 ± 0,29 100 ± 3 

R-B2 Benzin EtOH 2% obj  10,5% obj. 11,57 ± 0,40  123 ± 4 

R-B3 Benzin EtOH 5% obj.  4% obj. 13,03 ± 0,32  139 ± 3 

R-B4 Benzin EtOH 7% obj.  5,5 % obj. 16,07 ± 0,38  172 ± 4 

R-B5 Benzin EtOH 10% obj.     - 12,73 ± 0,15  136 ± 2 

R-B6 Benzin EtOH 15% obj. 10% obj. 28,50 ± 0,46  305 ± 5 

R-B7 Benzin EtOH 20% obj. 15% obj. 36,37 ± 0,38  389 ± 4 

 

Z výsledků uvedených v Tab 19, vyplývá, ţe přídavek biosloţek do motorových 

paliv zvyšuje rozpustnost těchto paliv ve vodě.  

Ve vzorcích motorové nafty se rozpustnost směsí zvyšuje o 4 – 20 % v závislosti 

na obsahu MEŘO. 

V případě benzínových vzorků ovlivňuje rozpustnost palivové směsi nejen 

přídavek ethanolu, ale také antidetonátoru MTBE. Přídavek obou sloţek rozpustnost 

výsledné směsi zvyšuje. Jejich účinky se sčítají a větší zásluhu na zvětšující se 

hodnotě rozpustnosti má, pravděpodobně právě biosloţka ethanol. Zajímavý je 
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výsledek vzorku B4, jelikoţ jeho sloţení odpovídá maximálnímu obsahu kyslíku dle 

současných právních předpisů. V tomto vzorku se rozpustnost zvýšila o 70 %.  

Tyto závěru odpovídají výsledkům prací [66,67] kde bylo zjištěno zvýšení 

rozpustnosti benzínu ve vodě po přidání ethanolu a MTBE, především pak sloţek 

BTEX. Zvýšení rozpustnosti bylo popsáno i u přídavku 15 % MEŘO do motorové 

nafty a to sice o 25.3 %.  

Zvýšená rozpustnost paliv ve vodě můţe mít negativní dopad na ţivotní prostředí, 

jelikoţ při úniku paliv do prostředí se dostane více těchto látek do povrchových i 

podzemních vod.  

 

5.3 Testy migrace paliv podložím 

V Tab. 20-47 jsou uvedeny výsledky testů migrace paliv horninovým prostředím, 

které byly stanoveny metodou nástřiku headspace. Ve vzorcích obsahujících naftu 

byla stanovována nafta, C10-C40 a MEŘO a ve vzorcích obsahujících benzín byl 

stanovován parametr BTEX, benzín, C10-C15, ethanol a MTBE. V případě stanovení 

ethanolu a MTBE byl výsledek analýz u všech vzorků pod mezí detekce, 

pravděpodobně vlivem značné těkavosti těchto sloţek. 

Tab 20: Výsledky stanovení obsahu nafty ve variantě kambizem, 5 dní, v jednotkách ppm; A – E: 
části půdního profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MEŘO, N3 = nafta + 7 % MEŘO 

NAFTA (ppm)    N1    N2    N3 

A 2 145,3 ± 38,0 1 899,0 ± 108,4 1 817,3 ± 184,3 

B 70,8 ± 33,3 41,4 ±   13,4 45,4 ±   14,9 

C 26,2 ± 13,3 38,8 ±   19,8 13,3 ±     8,0 

D 24,4 ±   6,1 41,9 ±   36,8 84,8 ±   42,4 

E 15,6 ±   6,3 31,1 ±   21,4 48,8 ±   48,3 

 

Tab 21: Výsledky stanovení obsahu C10-C40 ve variantě kambizem, 5 dní, v jednotkách ppm; A – E: 
části půdního profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MEŘO, N3 = nafta + 7 % MEŘO 

C10-C40 (ppm)    N1      N2     N3 

A 1 845,4 ± 48,8 1 677,6 ± 99,9 1 595,7 ± 242,4 

B 33,3 ±   9,4 28,4 ±   9,4 33,5 ±     7,5 

C 11,2 ±   4,0 25,0 ± 12,1 8,2 ±     4,5 

D 14,4 ±   5,8 42,3 ± 36,3 80,7 ±   43,1 

E 12,1 ± 30,4 30,4 ± 25,0 34,2 ±   40,2 
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Tab 22: Výsledky stanovení obsahu MEŘO ve variantě kambizem, 5 dní, v jednotkách ppm; A – E: 
části půdního profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MEŘO, N3 = nafta + 7 % MEŘO 

MEŘO (ppm) N2       N3       

A 68,0 ± 8,8 104,5 ± 9,4 

B 59,1 ± 4,2 90,2 ± 4,0 

C 7,5 ± 1,3 9,2 ± 2,7 

D 1,6 ± 0,5 2,7 ± 0,7 

E 1,9 ± 0,4 1,6 ± 1,2 

 
 
Tab 23: Výsledky stanovení obsahu MEŘO ve variantě kambizem, 10 dní, v jednotkách ppm; A – E: 
části půdního profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MEŘO, N3 = nafta + 7 % MEŘO 

MEŘO (ppm) N2       N3        

A 32,7 ± 6,1 34,7 ± 5,8 

B 37,7 ± 3,9 41,5 ± 2,2 

C 5,7 ± 1,7 6,6 ± 0,8 

D 1,7 ± 0,7 2,2 ± 0,2 

E 1,5 ± 0,9 1,5 ± 1,4 

 
Tab 24: Výsledky stanovení obsahu nafty ve variantě kambizem, 10 dní, v jednotkách ppm; A – E: 
části půdního profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MEŘO, N3 = nafta + 7 % MEŘO 

NAFTA (ppm)    N1    N2    N3 

A 1 741,5 ± 82,4 1 872,3 ±   66,9  1 529,1 ±   51,7 

B 1 659,3 ± 81,6 1 505,1 ± 199,3 1 493,1 ± 107,1 

C 14,3 ±   1,5 15,5 ±     9,1 34,8 ±   29,0 

D 11,6 ±   4,7 7,8 ±     1,9 27,7 ±   22,8 

E 70,1 ± 40,2 45,0 ±     7,1 48,5 ±   24,5 

 

Tab 25: Výsledky stanovení obsahu C10-C40 ve variantě kambizem, 10 dní, v jednotkách ppm; A – E: 
části půdního profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MEŘO, N3 = nafta + 7 % MEŘO 

C10-C40 (ppm)    N1      N2      N3 

A 1 596,7 ±   84,8 1 844,2 ± 109,5 1 525,0 ± 112,2  

B 1 614,3 ± 122,6 1 472,4 ± 194,1 1 487,5 ±   77,4 

C 9,8 ±     3,3 7,9 ±     7,4 28,9 ±   26,7 

D 8,6 ±     4,7 3,0 ±     0,4 34,3 ±   26,4 

E 68,8 ±   32,3 38,6 ±   29,7 40,7 ±   26,9 
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Tab 26: Výsledky stanovení obsahu BTEX ve variantě kambizem, 5 dní, v jednotkách ppm; A – E: 
části půdního profilu (odshora), B1 = benzín + 15 % MTBE, B2 = benzín + 11 % MTBE + 2 % EtOH, 
B3 = benzín + 4 % MTBE + 5 % EtOH 

BTEX (ppm)   B1      B2       B3 

A 1 811,1 ± 192,9 1 549,9 ± 230,1 1 106,6 ± 80,6 

B 104,9 ±   19,3 67,1 ±   35,7 16,5 ± 12,3 

C 45,9 ±   41,0 26,9 ±   11,4 24,2 ± 25,1 

D 16,8 ±   13,9 9,3 ±     3,7 6,1 ± 2,8 

E 3,7 ±     1,3 19,3 ±   13,0 8,1 ± 9,5 

 
Tab 27: Výsledky stanovení obsahu benzínu ve variantě kambizem, 5 dní, v jednotkách ppm; A – E: 
části půdního profilu (odshora), B1 = benzín + 15 % MTBE, B2 = benzín + 11 % MTBE + 2 % EtOH, 
B3 = benzín + 4 % MTBE + 5 % EtOH 

Benzín (ppm)   B1     B2    B3 

A 2 078,3 ± 368,6 1 852,5 ± 261,8  1 416,1 ± 299,8  

B 44,1 ±   11,7 22,4±   13,3 6,1 ±     3,7 

C 15,1 ±     9,0 10,2 ±     3,3 5,4 ±     5,7 

D 10,4 ±     7,6 8,2 ±     3,1 5,9 ±     4,2 

E 5,1 ±     2,6 8,6 ±     6,1 7,6 ±     9,6 

 

Tab 28: Výsledky stanovení obsahu BTEX a benzínu celkem ve variantě kambizem, 5 dní, 
v jednotkách ppm; A - E = části půdního profilu (odshora), B1 = benzín + 15 % MTBE,  
B2 = benzín + 11 % MTBE + 2 % EtOH, B3 = benzín + 4 % MTBE + 5 % EtOH 

BTX+benzín (ppm) B1   B2   B3 

A 3 889,4 ± 526,4 3 402,4 ± 407,2 2 522,7 ± 380,1 

B 131,1 ±   16,4 89,5 ±   48,8 22,5 ±   15,6 

C 61,0 ±   49,3 37,1 ±   14,3 29,6 ±   26,1 

D 27,3 ±   21,5 17,4 ±     6,6 12,0 ±     7,0 

E 8,8 ±     3,8 27,9 ±   15,4 6,1 ±     1,4 

 
Tab 29: Výsledky stanovení obsahu C10-C15 ve variantě kambizem, 5 dní, v jednotkách ppm; A – E: 
části půdního profilu (odshora), B1 = benzín + 15 % MTBE, B2 = benzín + 11 % MTBE + 2 % EtOH, 
B3 = benzín + 4 % MTBE + 5 % EtOH 

C10-C15 (ppm)  B1  B2  B3 

A 3 276,3 ± 317,9 2 796,3 ± 238,5 2 162,4 ± 196,8  

B 118,4 ±   19,4 83,2 ±   49,8 22,3 ±   16,2 

C 55,4 ±   52,9 31,3 ±   14,2 26,1 ±   23,6 

D 23,5 ±   12,9 15,1 ±     7,2 10,3 ±     6,3 

E 8,6 ±     2,9 25,9 ±   19,7 5,4 ±     2,2 
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Tab 30: Výsledky stanovení obsahu BTEX ve variantě kambizem, 10 dní, v jednotkách ppm; A – E: 
části půdního profilu (odshora); B1 = benzín + 15 % MTBE, B2 = benzín + 11 % MTBE + 2 % EtOH, 
B3 = benzín + 4 % MTBE + 5 % EtOH 

BTEX (ppm)  B1      B2      B3 

A 440,9 ± 150,4 536,4 ± 90,3 558,6 ± 69,9 

B 516,2 ±   50,8 456,3 ± 91,2 572,2 ± 50,0 

C 329,8 ±   58,6 95,5 ± 25,1 85,0 ± 19,1 

D 9,8 ±     3,3 9,8 ±   4,4 9,1 ±   3,9 

E 12,6 ±     5,9 13,4 ±   5,2 7,3 ±   5,6 

 
Tab 31: Výsledky stanovení obsahu benzínu ve variantě kambizem, 10 dní, v jednotkách ppm; A – E: 
části půdního profilu (odshora); B1 = benzín + 15 % MTBE, B2 = benzín + 11 % MTBE + 2 % EtOH, 
B3 = benzín + 4 % MTBE + 5 % EtOH 

Benzín (ppm)  B1   B2   B3 

A 738,2 ±   88,8 876,3 ± 119,5 872,5 ± 103,9 

B 667,6 ± 147,9 754,8 ± 130,5 780,5 ± 102,4 

C 498,4 ±   27,6 414,3 ± 150,6 104,0 ±   43,7 

D 15,8 ±   11,1 16,9 ±     5,6 10,2 ±     5,6 

E 15,8 ±     4,5 19,0 ±   14,7 16,9 ±     8,8 

 

Tab 32: Výsledky stanovení obsahu BTEX a benzínu celkem ve variantě kambizem, 10 dní, 
v jednotkách ppm; A – E: části půdního profilu (odshora), B1 = benzín + 15 % MTBE,  
B2 = benzín + 11 % MTBE + 2 % EtOH, B3 = benzín + 4 % MTBE + 5 % EtOH 

BTX+benzín (ppm) B1 B2     B3 

A 1 179,1 ± 186,2 1 412,7 ± 209,7 1 431,0 ± 105,8 

B 1 183,8 ± 171,2 1 211,1 ± 219,7 1 352,6 ±   64,8 

C 828,2 ±   48,6 607,7 ± 286,6 180,2 ±   46,4 

D 25,5 ±   12,9 26,7 ±     5,3 18,5 ±     2,6 

E 28,3 ±     5,4 32,4 ±   14,3 24,2 ±   13,5 

 

Tab 33:  Výsledky stanovení obsahu C10-C15 ve variantě kambizem, 10 dní, v jednotkách ppm;  
A – E: části půdního profilu (odshora), B1 = benzín + 15 % MTBE, B2 = benzín + 11 %  
MTBE + 2 % EtOH, B3 = benzín + 4 % MTBE + 5 % EtOH 

C10-C15 (ppm) B1  B2     B3 

A 1 018,5 ± 120,3 1273,2 ± 198,1 1290,5 ± 117,4 

B 1 002,3 ± 135,0 1058,1 ± 159,2 1219,0 ± 96,3 

C 750,0 ±   54,2 531,3 ± 271,6 164,0 ± 42,9 

D 25,0 ±   15,6 25,7 ±     7,9 16,5 ±   3,5 

E 26,0 ±   5,5 30,4 ±   12,1 23,4 ± 15,7 
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Tab 34: Výsledky stanovení obsahu nafty a ve variantě písčitá zemina, 5 dní v jednotkách ppm;  
A – E: části půdního profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MEŘO, N3 = nafta + 7 % MEŘO 

NAFTA (ppm)  N1  N2    N3 

A 2 022,4 ± 150,1 2 002,2 ±   57,7  1 885,3 ± 162,6  

B 2 060,6 ± 135,1  2 026,8 ± 130,1 1 946,3 ± 188,6 

C 67,6 ±   48,4 286,9 ± 131,1 205,8 ± 101,9 

D 38,3 ±   19,1 73,7 ±   19,4 61,6 ±   38,5 

E 44,2 ±   14,4 130,1 ±   77,0 61,2 ±   16,4 

 
Tab 35: Výsledky stanovení obsahu C10-C40 ve variantě písčitá zemina, 5 dní v jednotkách ppm; 
A - E: části půdního profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MEŘO, N3 = nafta + 7 % MEŘO 

C10-C40 (ppm) N1 N2    N3 

A 1 797,5 ± 144,8     1 767,0 ±   80,0 1 709,0 ± 136,4 

B 1 824,6 ± 117,5 1 819,4 ±   77,1 1 788,0 ± 196,2 

C 43,3 ±   12,9 311,8 ± 158,3 283,1 ±   35,1 

D 39,3 ±   21,2 72,0 ±   19,4 60,8 ±   36,8 

E 43,7 ±   14,2 177,3 ±   57,1 61,5 ±   11,7 

 
Tab 36: Výsledky stanovení obsahu MEŘO ve variantě písčitá zemina, 5 dní v jednotkách ppm; A - E: 
části půdního profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MEŘO, N3 = nafta + 7 % MEŘO 

MEŘO (ppm) N2       N3       

A 60,8 ± 7,5 90,0 ± 3,7 

B 56,0 ± 4,4 79,3 ± 5,0 

C 6,2 ± 1,1 6,8 ± 0,8 

D 2,1 ± 0,3 2,6 ± 0,2 

E 1,7 ± 0,5 1,3 ± 0,8 

 
Tab 37: Výsledky stanovení obsahu MEŘO ve variantě písčitá zemina, 10 dní v jednotkách ppm; 
 A – E: části půdního profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MEŘO, N3 = nafta + 7 % MEŘO 

MEŘO (ppm) N2        N3        

A 46,5 ± 5,2 57,1 ± 3,7 

B 47,3 ± 3,6 58,2 ± 6,3 

C 7,0 ± 1,6 7,0 ± 1,5 

D 2,6 ± 0,4 2,4 ± 1,0 

E 1,3 ± 1,0 1,2 ± 0,3 

 
Tab 38: Výsledky stanovení obsahu nafty ve variantě písčitá zemina, 10 dní v jednotkách ppm; A - E: 
části půdního profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MEŘO, N3 = nafta + 7 % MEŘO 

NAFTA (ppm)    N1     N2    N3 

A 1 749,0 ± 31,9 1 711,5 ± 30,8  1 678,0 ± 68,3  

B 1 855,2 ± 60,5 1 713,9 ± 87,5 1 592,9 ± 97,8 

C 137,1 ± 23,4 23,0 ± 15,5 96,1 ± 17,6 

D 20,6 ± 11,8 16,4 ± 12,9 19,3 ± 11,4 

E 22,5 ±   5,3   12,5 ±   7,0 25,4 ±   6,1 
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Tab 39: Výsledky stanovení obsahu C10-C40 ve variantě písčitá zemina, 10 dní v jednotkách ppm; 
A - E: části půdního profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MEŘO, N3 = nafta + 7 % MEŘO 

C10-C40 (ppm) N1      N2    N3 

A 1 554,3 ± 118,3 1 552,2 ±   5,0 1 521,2 ± 57,0 

B 1 665,6 ±   22,0 1 545,4 ± 49,8 1 503,7 ± 99,7 

C 153,1 ±   29,6 24,3 ± 16,3 103,6 ± 23,4 

D 21,6 ±   13,2 17,0 ± 14,6 20,7 ± 13,5 

E 23,5 ±   18,2 13,0 ±   7,7 19,0 ± 10,2 

 

Tab 40: Výsledky stanovení obsahu BTEX ve variantě písčitá zemina, 5 dní v jednotkách ppm; A – E: 
části půdního profilu (odshora), B1 = benzín + 15 % MTBE, B2 = benzín + 11 % MTBE + 2 % EtOH, 
B3 = benzín + 4 % MTBE + 5 % EtOH 

BTX (ppm)    B1    B2   B3 

A 479,0 ± 214,0 1075,7 ± 329,7 978,1 ± 203,3  

B 110,7 ±   89,6 175,0 ± 115,8 330,1 ± 150,0 

C 100,9 ±   49,8 52,0 ±   44,1 41,2 ±   18,5 

D 3,2 ±     1,8 19,5 ±   15,9 7,3 ±     3,1 

E 5,4 ±     3,9 5,6 ±     2,8 4,2 ±     1,9 

 

Tab 41: Výsledky stanovení obsahu benzínu ve variantě písčitá zemina, 5 dní v jednotkách ppm; 
A - E: části půdního profilu (odshora), B1 = benzín + 15 % MTBE, B2 = benzín + 11 % MTBE + 2 % 
EtOH, B3 = benzín + 4 % MTBE + 5 % EtOH 

Benzín (ppm)    B1    B2  B3 

A 2 678,7 ± 228,6 2 779,5 ± 317,4 2 466,6 ± 467,7 

B 164,2 ± 105,7 176,6 ± 101,7 849,9 ± 380,4 

C 41,7 ±   14,2 50,6 ±   40,2 23,8 ±     1,7 

D 9,0 ±     6,7 5,6 ±     3,6 10,5 ±     9,8 

E 8,3 ±     5,9 4,4 ±     2,5 6,1 ±     3,4 

 

Tab 42: Výsledky stanovení obsahu BTEX a benzínu celkem ve variantě písčitá zemina, 5 dní 
v jednotkách ppm; A – E: části půdního profilu (odshora), B1 = benzín + 15 % MTBE,  
B2 = benzín + 11 % MTBE + 2 % EtOH, B3 = benzín + 4 % MTBE + 5 % EtOH 

BTX + benzín (ppm) B1 B2 B3 

A 3 157,7 ± 128,9 3 855,2 ± 554,3 3 444,7 ± 303,7  

B 274,9 ±   98,3 351,5 ± 132,2 1 180,0 ± 481,4 

C 142,6 ±   56,1 102,6 ±   49,2 59,3 ±   18,2 

D 12,2 ±     8,3 25,1 ±   15,0 17,8 ±     9,2 

E 13,7 ±     7,6 10,0 ±     5,2 10,4 ±     4,3 
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Tab 43: Výsledky stanovení obsahu  C10-C15 ve variantě písčitá zemina, 5 dní v jednotkách ppm; 
A - E: části půdního profilu (odshora), B1 = benzín + 15 % MTBE, B2 = benzín + 11 %  
MTBE + 2 % EtOH, B3 = benzín + 4 % MTBE + 5 % EtOH 

C10-C15 (ppm)  B1  B2  B3 

A 2 789,4 ± 297,4 2 820,9 ± 220,8 2 690,7 ± 601,5  

B 155,3 ±   45,9 236,3 ±   64,6 1 044,0 ± 577,6 

C 49,7 ±   26,4 32,9 ±     8,4 32,4 ±     4,3 

D 9,4 ±     8,1 7,5 ±     3,6 6,6 ±     3,1 

E 8,9 ±     7,9 5,8 ±     3,4 5,1 ±     4,9 

 
Tab 44: Výsledky stanovení obsahu BTEX ve variantě písčitá zemina, 10 dní v jednotkách ppm;  
A – E: části půdního profilu (odshora), B1 = benzín + 15 % MTBE, B2 = benzín + 11 % MTBE + 2 % 
EtOH, B3 = benzín + 4 %  MTBE + 5 % EtOH 

BTEX (ppm) B1 B2 B3 

A 761,9 ± 461,5 1 329,7 ± 479,5 1 370,9 ±   93,8  

B 104,4 ± 118,5 157,7 ± 120,6 602,5 ± 373,6 

C 193,4 ±   55,8 104,6 ±   33,9 80,2 ±     6,9 

D 3,9 ±     0,6 2,9 ±     0,3 2,2 ±     0,5 

E 3,8 ±     1,7 4,1 ±     1,5 5,5 ±     0,9 

 

Tab 45: Výsledky stanovení obsahu benzínu ve variantě písčitá zemina, 10 dní v jednotkách ppm; 
A - E: části půdního profilu (odshora), B1 = benzín + 15 % MTBE, B2 = benzín + 11 % 
 MTBE + 2 % EtOH, B3 = benzín + 4 %  MTBE + 5 % EtOH 

Benzín (ppm)  B1   B2  B3 

A 2 997,1 ± 411,0 2 893,6 ± 141,9 3 080,9 ± 181,0 

B 92,3 ± 131,3 92,9 ±   99,9 2 175,6 ± 346,9 

C 109,4 ±   42,1 73,7 ±   22,3 57,1 ±     7,1 

D 2,6 ±     2,4 1,6 ±   13,6 1,2 ±     0,3 

E 2,0 ±     1,4 2,0 ±     1,1 4,7 ±     4,6 

 

Tab 46: Výsledky stanovení obsahu BTEX a benzínu celkem ve variantě písčitá zemina, 10 dní 
v jednotkách ppm; A – E: části půdního profilu (odshora), B1 = benzín + 15 % MTBE, B2 = benzín + 
11 % MTBE + 2 % EtOH, B3 = benzín + 4 % MTBE + 5 % EtOH 

BTEX + benzín (ppm)  B1  B2  B3 

A 3 759,0 ± 843,0 4 223,3 ± 356,4 4 451,8 ± 106,1  

B 171,9 ± 171,9 279,8 ± 188,9 2 778,1 ± 228,7 

C 302,8 ±   96,5 178,3 ±   51,2 137,3 ±   12,4 

D 6,5 ±     2,9 4,5 ±     0,6 3,4 ±     0,8 

E 6,4 ±     6,1 6,1 ±     2,1 10,2 ±     4,7 
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Tab 47: Výsledky stanovení obsahu C10-C15 ve variantě písčitá zemina, 10 dní v jednotkách ppm; 
A - E: části půdního profilu (odshora), B1 = benzín + 15 % MTBE, B2 = benzín + 11 % MTBE + 2 % 
EtOH, B3 = benzín + 4 % MTBE + 5 % EtOH 

C10-C15 (ppm) B1    B2  B3 

A 3 135,3 ± 320,6 3 113,6 ±   68,8 3 144,7 ± 154,0 

B 134,7 ± 138,3 55,5 ± 128,7 3 095,8 ± 265,8 

C 115,5 ±   43,0 61,4 ±   19,2 60,1 ±     9,8 

D 1,5 ±     0,3 1,9 ±     0,8 1,9 ±     0,8 

E 3,8 ±     2,1 2,5 ±     1,4 1,3 ±     0,2 

 

Ve většině případů lze pozorovat vyšší mobilitu paliv v případech, kdy byla 

přidána biosloţka. Tyto výsledky jsou v různých uspořádáních, kdy se pouţívala 

viskóznější nafta a tekutější benzín a na druhé straně půdy s významně odlišným 

mnoţstvím organického uhlíku, patrné v různých časech expozice. Obvykle se 

v případě nafty a půdy s předpokládanou vyšší retencí organických látek tyto rozdíly 

projevily po delším čase (viz Tab 20 a 21, oproti 24 a 25) a na druhé straně v případě 

benzínu spíše po kratší době expozice (např. srovnání Tab. 26-29 a  

30-33). Navíc je z výsledků patrné, ţe pro vyhodnocení vlivů je vhodné pouţívat 

specifičtější procesování výsledků, tedy braní do úvahy specifičtější zástupce alkanů, 

kdy například při integraci chromatografických píků C10-C40 dle příslušné normy, 

dochází ke značné ztrátě informace a rozdíly nejsou tak patrné. V obou těchto 

případech při testování vlivu polárních bioloţek, se v podstatě potvrdily původní 

domněnky, ţe sníţená hydrofobita směsi po přídavku MEŘO, MTBE, nebo ethanolu, 

se stává mobilnější v půdním prostředí. 

Ve studii [67] bylo zjištěno, ţe přídavek MEŘO do nafty zvyšuje hustotu této 

směsi z 0.842 Kg/dm
3
 při 10 % MEŘO v naftě aţ po 0.924 Kg/dm

3
 při sloţení směsi 

90 % MEŘO a 10 % nafty. Z toho by se dalo usuzovat, ţe migrace v horninovém 

prostředí by se měla zpomalovat s nárůstem mnoţství MEŘO v palivu, ovšem naše 

výsledku ukazují na pravý opak. Tento rozpor můţe být vysvětlen tím, ţe na mobilitu 

paliv v horninovém prostředí má větší vliv jejich polarita neţ hustota. Sníţení 

viskozity benzínu po přídavku ethanolu bylo prokázáno v práci [68]. Viskozita se 

sníţila po přídavku 2,5 % do benzínu o 9.2 % a při přídavku 5 % o 21,3 %.  

Podobné výsledky jsme získali i v případě písčité půdy a nafty, kdy opět efekt 

přídavku MEŘO byl patrný spíše po delší expozici, a to pouze při analýze látek 

reprezentujících naftové uhlovodíky. Z výsledků analýz vzorků s benzínem vyplývá, 
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ţe zejména na úbytku uhlovodíků (těkavějších BTEX po 5 dnech a benzínových 

alifatických uhlovodíků po delší době), se pravděpodobně podílelo jejich těkání a 

přídavek polárního ethanolu ve vlhké půdě sníţil toto těkání. 

Z výsledků analýz MEŘO vyplývá, ţe vzorky nafty s větším podílem této 

biosloţky vykazovaly mírně vyšší mobilitu, neţli vzorky s niţším obsahem MEŘO 

(viz např. Tab 22 a 23, nebo 36 a 37), coţ je v souladu s výše uvedeným zjištěním. 

Zajímavé je však také zjištění, ţe v desetidenních testech bylo v pokusných kolonách 

detekováno celkově menší mnoţství MEŘO neţli v kolonách pětidenních, a to sice 

aţ o 50 % (viz Tab 22 a 23). Zde je moţné uvaţovat o vlivu přirozené atenuace, coţ 

potvrzuje také fakt, ţe ve vzorcích s písčitou zeminou, která obsahovala méně 

autochtonní mikroflóry, došlo pouze k cca třicetiprocentnímu poklesu koncentrací 

MEŘO (viz Tab 36 a 37). 

 

5.4 Stanovení biodegradace palivových směsí z půdy 

Stanovení ropných uhlovodíků bylo provedeno plynovou chromatografii dle ČSN 

EN 14 039. Chromatografické záznamy byly vyhodnoceny podle několika standardů, 

standardní olej (EN-oil), benzín 95 (benzín), motorová nafta (MoNa) a n-alkany  

C10-C40 (u vzorků obsahující benzín frakce C10-C15 a u vzorků obsahující motorovou 

naftu frakce C10-C30). 

Výsledky degradace ropných látek ve vzorcích půd A, B a C, hodnocené výše 

zmíněnými postupy byly provedeny vţdy ve třech paralelách. Relativní směrodatná 

odchylka nepřesáhla u ţádného stanovení 15 %. Výsledky jsou uvedeny v Tab. 48-50 

a percentuálně znázorněny pomocí Grafů 1-9.  

Tab 48: Laboratorní testy biodegradace; koncentrace NEL ve vzorcích zeminy A, B a C, obsahujících 

naftu (1) a naftu s 5 % obj. MEŘO (2), vyhodnocené dle standardu „EN oil“ v jednotkách ppm 

Den A1 A2  B1 B2 C1 C2 

1 7 061 4 755 4 992 4 253 2 481 3 029 

124 2 337 2 124 3 698 3 544 1 262 1 914 

286 1 891 1 060 1 259 1 639 - - 

308 - - - - 489 614 
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Grafy 1-3:  Laboratorní testy přirozené atenuace, pokles koncentrace NEL ve vzorcích zeminy A (Graf a), B 
(Graf b) a C (Graf c), vyhodnocené dle standardu „EN oil“ v jednotkách % počáteční koncentrace 

 

Tab 49: Laboratorní testy biodegradace, koncentrace NEL ve vzorcích zeminy A, B a C, obsahujících 
naftu (1) a naftu s  5 % obj. MEŘO (2), vyhodnocené dle standardu „MoNa“ v jednotkách ppm 

Den A1 A2  B1 B2 C1 C2 

1 7 350 4 943 5 383 4 356 2 772 3 265 

124 2 862 2 513 4 486 4 271 1 400 2 124 

286 2 090 1 170 1 391 1 815 - - 

308 - - - - 521 698 

 

 

Grafy 4-6: Laboratorní testy přirozené atenuace, pokles koncentrace NEL ve vzorcích zeminy A (Graf a), B 
(Graf b) a C (Graf c), vyhodnocené dle standardu „MoNa“ v jednotkách % počáteční koncentrace 
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Tab 50: Laboratorní testy biodegradace, koncentrace NEL ve vzorcích zeminy A, B a C, obsahujících 
naftu (1) a naftu s 5 % obj. MEŘO (2), vyhodnocené dle standardu „C10-C30“ v jednotkách ppm 

Den A1 A2  B1 B2 C1 C2 

1 3 605 2 349 2 616 2 137 158 193 

124 1 287 1 146 2 093 1 997 59 90 

286 89 50 59 77 - - 

308 - - - - 50 76 

 

   

Grafy 7-9: Laboratorní testy přirozené atenuace, pokles koncentrace NEL ve vzorcích zeminy A (Graf a), B 
(Graf b) a C (Graf c), vyhodnocené dle standardu „C10-C30“ v jednotkách % počáteční koncentrace 

 

Z výsledků srovnání rychlosti přirozené atenuace motorové nafty a nafty s 5 % 

obj. MEŘO (Tab 48-50 a Grafy 1-9) vyplývá, ţe ve všech vzorcích obsahujících 

MEŘO nedocházelo ke statisticky významnému rozdílu v biodegradaci ropných látek 

oproti vzorkům obsahující čistou motorovou naftu. Některé zdroje uvádějí, ţe 

přítomnost MEŘO ve směsi zpomaluje rychlost degradace nafty [11], ale jiné zdroje, 

naopak uvádějí, ţe MEŘO rychlost degradace nafty zvyšuje [69]. Některé studie 

uvádějí moţnost, ţe by se čistá bionafta mohla pouţít jako prostředek bioremediace 

na místech kontaminovaných ropnými pohonnými palivy [70, 71].  Moţný důvod 

pomalejší degradace ropných látek ve směsích obsahujících MEŘO je vysvětlován 

více způsoby, buďto přednostní utilizací tohoto substrátu mikroorganismy, nebo 

obsahem TBHQ v bioloţce MEŘO. Rekalcitrantní sloučenina TBHQ je do MEŘO 

přidávána, aby se zabránilo biologické degradaci tohoto snadno odbouratelného 

esteru v průběhu skladování. Dalším vysvětlením je vliv MEŘO na biodostupnost 

ropných uhlovodíků. Oproti motorové naftě je MEŘO více polární a můţe 
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zmobilizovat a tím i zvýšit dostupnost uhlovodíků pro mikroorganismy, coţ se při 

vysoké koncentraci můţe projevit toxickými efekty na přítomnou mikroflóru 

degradující ropné uhlovodíky (tento jev byl pozorován při testech migrace paliv 

horninovým prostředím). 

V půdě A a sedimentu C, které obsahovaly větší podíly organické sloţky, došlo 

k rychlejšímu sníţení koncentrace ropných uhlovodíků, neţli u písčité půdy (zemina 

B).  

Výsledky degradace nafty jsou zajímavé také z analytického hlediska, kdy 

zpracování dat pomocí standardů motorové nafty („MoNa“) a oleje dle normy 

ČSN EN 14039 („EN Oil“) v podstatě poskytuje stejné výsledky, zatímco 

interpretace výsledků pomocí n-alkanů („C10-C30“) celkové výsledky kontaminace 

ve většině případů podhodnocuje (negativní chyba) viz Grafy 10-15. Z jiného 

hlediska jsou však i tato data relevantní, neboť ukazují, ţe jsou preferenčně 

rozkládány n-alkany, protoţe tyto látky jsou pravděpodobně nejméně rekalcitrantní a 

pomocí bakteriálních enzymů mohou být oxidativně převedeny na mastné kyseliny 

[72]. Rovněţ mohl určitý induktivní efekt mít i za následek přídavek methyl esteru 

řepkového oleje, jehoţ kompletní rozklad byl potvrzen jiţ při prvním odběru. 

   
Grafy 10-12: Laboratorní testy přirozené atenuace, vzorky kontaminované naftou, srovnání vyhodnocení 
poklesu koncentrace NEL ve vzorcích zeminy A (Graf a), B (Graf b) a C (Graf c), dle standardů „EN Oil“, 
„Nafta“ a „C10-C30“ v jednotkách % počáteční koncentrace 
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Grafy 13-15 Laboratorní testy přirozené atenuace, vzorky kontaminované naftou s 5 % obj. MEŘO, 
srovnání vyhodnocení poklesu koncentrace NEL ve vzorcích zeminy A (Graf a), B (Graf b) a C (Graf c), dle 
standardů „EN Oil“, „Nafta“ a „C10-C30“ v jednotkách % počáteční koncentrace 

 

V Tab. 51-55 dále následují výsledky analýz vzorků s benzínovými směsmi. 

Tab 51: Laboratorní testy biodegradace, pokles koncentrace NEL ve vzorcích zeminy A, B a C, 
kontaminované benzínem s 15 % obj. MTBE (3) a benzínem s 5 % obj. ethanolu a 4 % obj. MTBE 
(4), vyhodnocené dle standardu „EnOil“ v jednotkách ppm 

Den A3 A4  B3 B4 C3 C4 

1 10442 8118 8279 5463 4752 4053 

124 0 0 0 0 9 15 

286 31 43 4 3 - - 

308 - - - - 0 0 

Tab 52: Laboratorní testy biodegradace, pokles koncentrace NEL ve vzorcích zeminy A, B a C, 
kontaminované benzínem s 15 % obj. MTBE (3) a benzínem s 5 % obj. ethanolu a 4 % obj. MTBE 
(4), vyhodnocené dle standardu „Benzín“ v jednotkách ppm 

Den A1 A2  B1 B2 C1 C2 

1 3075 2407 2451 1682 2985 2349 

124 0 0 0 0 3 4 

286 9 13 1 2 - - 

308 - - - - 0 0 

Tab 53: Laboratorní testy biodegradace, pokles koncentrace NEL ve vzorcích zeminy A, B a C, 
kontaminované benzínem s 15 % obj. MTBE (3) a benzínem s 5 % obj. ethanolu a 4 % obj. MTBE 
(4), vyhodnocené dle standardu „C10-C15“ v jednotkách ppm 

Den A1 A2  B1 B2 C1 C2 

1 2837 2201 2308 1485 211 189 

124 0 0 0 0 0 0 

286 1 1 0 0 - - 

308 - - - - 0 0 
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Tab 54: Výsledky analýz BTEX ve vzorcích zeminy A, B a C, kontaminované benzínem s 15 % obj. 
MTBE (3) a benzínem s 5 % obj. ethanolu a 4 % obj. MTBE (4) v jednotkách ppm 

Den A3 A4 B3 B4 C3 C4 

1 2,34 2,13 2,24 2,33 3,47 3,89 

124 0 0 0 0 - - 

176 - - - - 0 0 

Tab 55: Výsledky analýz MTBE ve vzorcích zeminy A, B a C, kontaminované benzínem s 15 % obj. 
MTBE (3) a benzínem s 5 % obj. ethanolu a 4 % obj. MTBE (4) v jednotkách ppm 

Den A3 A4 B3 B4 C3 C4 

1 151,8 29 142,8 44,8 118,3 31,6 

124 0 0 0 0 - - 

176 - - - - 0 0 

 

Koncentrace ethanolu byla stanovena pod detekčním limitem ve všech vzorcích 

jiţ při prvním odběru v den zaloţení vzorků, pravděpodobně vlivem vytěkání.  

Z výsledků analýz vzorků kontaminovaných benzínovými směsmi (Tab. 51-55) 

vyplývá, ţe pouţitá paliva nejsou jiţ detekovatelná v době prvního kontrolního 

odběru. Tato skutečnost však souvisí spíše s těkavostí dotyčných směsí, neţli s jejich 

biologickou rozloţitelností.  

Z výsledků analýz ropných uhlovodíků ve vzorcích kontaminovaných 

benzínovými směsmi však vyplývá zajímavá skutečnost. Výsledky interpretované za 

pouţití benzínu a n-alkanů coby standardů jsou v podstatě shodné, zatímco při 

pouţití standardního oleje dle normy ČSN EN 14039 dochází k podstatnému 

nadhodnocení výsledků. 

5.5 Stanovení mikrobiální biomasy pomocí PLFA 

Stanovení fosfolipidických mastných kyselin se pouţívá k charakterizaci 

mikrobiální biomasy ţivých buněk a k popisu vlivu polutantů na mikrobiální 

společenstva v půdě. Vzhledem k tomu, ţe fosfolipidy nejsou zásobní látky, je jejich 

mnoţství v mikrobiální biomase přibliţně konstantní. Po smrti buňky se fosfolipidy 

rychle odbourávají, coţ umoţňuje velice přesné stanovení biomasy ţivých buněk 

Tato metoda je daleko přesnější neţ výsevové testy, neboť jen  

5-10 % mikroorganismů je kultivovatelných [73] 
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 U půd testovaných na biodegradaci bylo provedeno stanovení PLFA vţdy ve 

třech paralelách, směrodatná odchylka nepřekročila hodnotu 22% u ţádného 

stanovení. U zeminy A a B byly odběry prováděny v 1. 21. 42. 72. 126. 174. 202. 

225. 245. a 287 den. U zeminy C byly odběry provedeny v 1. 49. 77. 100. 120. 162. 

224. 294. den. V daných půdách byly stanoveny mikroskopické houby, bakterie, 

aktinomycety, gram pozitivní i negativní bakterii a celková mikrobiální biomasa. 

Výsledky PLFA jsou uvedeny v grafech 16-48. 

 

 
Graf 16: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací všech specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace celkové bakteriální mikroflóry; vzorky 
půdy A kontaminované naftou (A1) a naftou s 5 % obj. MEŘO (A2), ve srovnání s nekontaminovaným 
kontrolním vzorkem (A5) 

 

 
Graf 17: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací všech specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace celkové bakteriální mikroflóry; vzorky 
půdy B kontaminované naftou (B1) a naftou s 5 % obj. MEŘO (B2), ve srovnání s nekontaminovaným 
kontrolním vzorkem (B5) 

 

 
Graf 18: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací všech specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace celkové bakteriální mikroflóry; vzorky 
půdy C kontaminované naftou (C1) a naftou s 5 % obj. MEŘO (C2), ve srovnání s nekontaminovaným 
kontrolním vzorkem (C5) 
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Graf 19:  Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace skupiny mikroskopických hub; vzorky 
půdy A kontaminované naftou (A1) a naftou s 5 % obj. MEŘO (A2), ve srovnání s nekontaminovaným 
kontrolním vzorkem (A5) 

 

 
Graf 20: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace skupiny mikroskopických hub; vzorky 
půdy B kontaminované naftou (B1) a naftou s 5 % obj. MEŘO (B2), ve srovnání s nekontaminovaným 
kontrolním vzorkem (B5) 

 

 
Graf 21: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace skupiny mikroskopických hub; vzorky 
půdy C kontaminované naftou (C1) a naftou s 5 % obj. MEŘO (C2), ve srovnání s nekontaminovaným 
kontrolním vzorkem (C5) 

 

 

 
Graf 22: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace skupiny všech bakterií; vzorky půdy A 
kontaminované naftou (A1) a naftou s 5 % obj. MEŘO (A2), ve srovnání s nekontaminovaným kontrolním 
vzorkem (A5) 

 

0

50

100

150

200

0 50 100 150 200 250 300

c 
(n

g/
g)

Čas  (dny)

A1

A2

A5

0

50

100

0 50 100 150 200 250 300

c 
(n

g/
g)

Čas  (dny)

B1

B2

B5

0

100

200

300

400

0 50 100 150 200 250 300

c 
(n

g/
g)

Čas  (dny)

C1

C2

C5

0

1000

2000

3000

0 50 100 150 200 250 300

c 
(n

g/
g)

Čas  (dny)

A1

A2

A5



 
 

63 

 
Graf 23: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace skupiny všech bakterií; vzorky půdy B 
kontaminované naftou (B1) a naftou s 5 % obj. MEŘO (B2), ve srovnání s nekontaminovaným kontrolním 
vzorkem (B5) 

 

 
Graf 24: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace skupiny všech bakterií; vzorky půdy C 
kontaminované naftou (C1) a naftou s 5 % obj. MEŘO (C2), ve srovnání s nekontaminovaným kontrolním 
vzorkem (C5) 

 

 
Graf 25: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace aktinomycet; vzorky půdy A 
kontaminované naftou (A1) a naftou s 5 % obj. MEŘO (A2), ve srovnání s nekontaminovaným kontrolním 
vzorkem (A5) 

 

 
Graf 26: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace aktinomycet; vzorky půdy B 
kontaminované naftou (B1) a naftou s 5 % obj. MEŘO (B2), ve srovnání s nekontaminovaným kontrolním 
vzorkem (B5) 
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Graf 27: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace aktinomycet; vzorky půdy C 
kontaminované naftou (C1) a naftou s 5 % obj. MEŘO (C2), ve srovnání s nekontaminovaným kontrolním 
vzorkem (C5) 

 

 
Graf 28: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace skupiny gram pozitivních bakterií; vzorky 
půdy A kontaminované naftou (A1) a naftou s 5 % obj. MEŘO (A2), ve srovnání s nekontaminovaným 
kontrolním vzorkem (A5) 

 

 
Graf 29: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace skupiny gram pozitivních bakterií; vzorky 
půdy B kontaminované naftou (B1) a naftou s 5 % obj. MEŘO (B2), ve srovnání s nekontaminovaným 
kontrolním vzorkem (B5) 

 

 
Graf 30: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace skupiny gram pozitivních bakterií; vzorky 
půdy C kontaminované naftou (C1) a naftou s 5 % obj. MEŘO (C2), ve srovnání s nekontaminovaným 
kontrolním vzorkem (C5) 
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Graf 31: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace skupiny gram negativních bakterií; vzorky 
půdy A kontaminované naftou (A1) a naftou s 5 % obj. MEŘO (A2), ve srovnání s nekontaminovaným 
kontrolním vzorkem (A5) 

 

 
Graf 32: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace skupiny gram negativních bakterií; vzorky 
půdy B kontaminované naftou (B1) a naftou s 5 % obj. MEŘO (B2), ve srovnání s nekontaminovaným 
kontrolním vzorkem (B5) 

 

 
Graf 33: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace skupiny gram negativních bakterií; vzorky 
půdy C kontaminované naftou (C1) a naftou s 5 % obj. MEŘO (C2), ve srovnání s nekontaminovaným 
kontrolním vzorkem (C5) 

 

 
Graf 34: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace celkové bakteriální mikroflóry; vzorky 
půdy A kontaminované benzínem s 15 % obj. MTBE (A3) a benzínem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (A4), 
ve srovnání s nekontaminovaným kontrolním vzorkem (A5) 
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Graf 35: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace celkové bakteriální mikroflóry; vzorky 
půdy B kontaminované benzínem s 15 % obj. MTBE (B3) a benzínem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (B4), 
ve srovnání s nekontaminovaným kontrolním vzorkem (B5) 

 

 
Graf 36: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace celkové bakteriální mikroflóry; vzorky 
půdy C kontaminované benzínem s 15 % obj. MTBE (C3) a benzínem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (C4), 
ve srovnání s nekontaminovaným kontrolním vzorkem (C5) 

 

 
Graf 37: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace skupiny všech bakterií; vzorky půdy A 
kontaminované benzínem s 15 % obj. MTBE (A3) a benzínem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (A4), ve 
srovnání s nekontaminovaným kontrolním vzorkem (A5) 

 

 
Graf 38: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace skupiny všech bakterií; vzorky půdy B 
kontaminované benzínem s 15 % obj. MTBE (B3) a benzínem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (B4), ve 
srovnání s nekontaminovaným kontrolním vzorkem (B5) 

 

0

100

200

300

400

0 50 100 150 200 250 300

c 
(n

g/
g)

Čas  (dny)

B3

B4

B5

0

500

1000

1500

2000

0 50 100 150 200 250 300

c 
(n

g/
g)

Čas  (dny)

A3

A4

A5

0

50

100

150

200

0 50 100 150 200 250 300

c 
(n

g/
g)

Čas  (dny)

B3

B4

B5



 
 

67 

 
Graf 39: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace skupiny všech bakterií; vzorky půdy C 
kontaminované benzínem s 15 % obj. MTBE (C3) a benzínem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (C4), ve 
srovnání s nekontaminovaným kontrolním vzorkem (C5) 

 

 
Graf 40: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace aktinomycet; vzorky půdy A 
kontaminované benzínem s 15 % obj. MTBE (A3) a benzínem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (A4), ve 
srovnání s nekontaminovaným kontrolním vzorkem (A5) 

 

 
Graf 41: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace aktinomycet; vzorky půdy B 
kontaminované benzínem s 15 % obj. MTBE (B3) a benzínem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (B4), ve 
srovnání s nekontaminovaným kontrolním vzorkem (B5) 

 

 
Graf 42: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace aktinomycet; vzorky půdy C 
kontaminované benzínem s 15 % obj. MTBE (C3) a benzínem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (C4), ve 
srovnání s nekontaminovaným kontrolním vzorkem (C5) 
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Graf 43: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace gram pozitivních bakterií; vzorky půdy A 
kontaminované benzínem s 15 % obj. MTBE (A3) a benzínem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (A4), ve 
srovnání s nekontaminovaným kontrolním vzorkem (A5) 

 

 
Graf 44: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace gram pozitivních bakterií; vzorky půdy B 
kontaminované benzínem s 15 % obj. MTBE (B3) a benzínem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (B4), ve 
srovnání s nekontaminovaným kontrolním vzorkem (B5) 

 

 
Graf 45: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace gram pozitivních bakterií; vzorky půdy C 
kontaminované benzínem s 15 % obj. MTBE (C3) a benzínem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (C4), ve 
srovnání s nekontaminovaným kontrolním vzorkem (C5) 

 

 
Graf 46: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace gram negativních bakterií; vzorky půdy A 
kontaminované benzínem s 15 % obj. MTBE (A3) a benzínem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (A4), ve 
srovnání s nekontaminovaným kontrolním vzorkem (A5) 
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Graf 47: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace gram negativních bakterií; vzorky půdy B 
kontaminované benzínem s 15 % obj. MTBE (B3) a benzínem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (B4), ve 
srovnání s nekontaminovaným kontrolním vzorkem (B5) 

 

 
Graf 48: Laboratorní testy přirozené atenuace, vývoj koncentrací specifických fosfolipidových mastných 
kyselin v jednotkách ng/g, kterými je charakterizována koncentrace gram negativních bakterií; vzorky půdy C 
kontaminované benzínem s 15 % obj. MTBE (C3) a benzínem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (C4), ve 
srovnání s nekontaminovaným kontrolním vzorkem (C5) 
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mikrobiálních populací zůstává zhruba konstantní oproti naftou kontaminovaným 

variantám A1 a A2, kde dochází k dynamickým změnám. U všech sledovaných 

skupin mikroorganismů byl zaznamenán nejvyšší nárůst biomasy u vzorků se směsí 

nafty s 5 % MEŘO (A2). Obecně lze říci, ţe zhruba v čase 20 dní, kdy koncentrace 

nafty jiţ částečně poklesla (sníţení toxicity vzorku), dochází k nárůstu biomasy 

mikroorganismů oproti nekontaminované půdě. Populace hub příliš neprospívala, 

ovšem přítomné G
+
 a G

-
 bakterie a aktinomycety jsou schopny dobře utilizovat naftu 

a tedy dochází k mikrobiální biodegradaci. Lokální minimum v čase 225 dní bylo 

způsobeno výkyvem vnějších podmínek (pokles okolní teploty) 

Také v půdě B je patrný rozdíl v četnosti mikrobiální populace mezi 

nekontaminovanou kontrolou B5 (ţádné změny) a vzorky kontaminovanými naftou 

(B1) a naftou s obsahem 5 % obj. MEŘO (B3). Ve vzorku s obsahem MEŘO byl 

nárůst biomasy nejvýraznější. Celkově se však oproti půdě s označením A jednalo 

pouze o malé nárůsty dotyčných populací, coţ vyplývá z počátečního celkově 

menšího oţivení vzorku půdy B. Další rozdíl oproti půdě A spočívá v pomalejším 

nástupu dynamických změn u bakteriální biomasy: nárůst je pozorovatelný aţ po 
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sedmdesátém druhém dni testu, a to sice u skupin gram negativních bakterií a sumy 

všech bakterií. Ostatní sledované skupiny v této půdě příliš neprosperovaly. 

Ve vzorcích potočního sedimentu (půda C) došlo u vzorku kontaminovaného 

naftou s 5% obj. MEŘO (C2) v případě gram negativních bakterií, bakterií a hub, 

k velkému nárůstu mikrobiální biomasy nejen vzhledem ke kontrolnímu vzorku C5, 

ale také vzhledem ke vzorku kontaminovanému pouze naftou (C1). Populace 

aktinomycet a gram pozitivních bakterií vzrostly v sedimentu přibliţně stejnou 

měrou v obou vzorcích obsahujících naftu.  

Prakticky u všech testovaných variant motorové nafty s přídavkem MEŘO 

dochází na začátku testu k nárůstu biomasy. Tento jev lze vysvětlit tím, ţe 

mikroorganismy přednostně uklizují MEŘO. Schleicher a kol. prokázal, ţe v půdě 

kontaminované směsí nafty a MEŘO v poměrech od 95:5 aţ po 80:20 dochází 

k nárůstu biomasy s narůstajícím obsahem MEŘA [74]. 

Celkové nárůsty mikrobiální biomasy v sedimentu byly řádově vyšší neţli 

v půdách A a B, coţ odpovídá počáteční míře celkového oţivení vzorku.  

U některých výsledků vzorku obsahujícího naftu s 5% MEŘO (C2), například u 

obsahu gram negativních bakterií a celkového obsahu bakterií, lze pozorovat dvě 

fáze růstu. První započala ihned po zaloţení vzorků, a druhá, výraznější, započala 

přibliţně po 100 dnech testu. V případě aktinomycet a gram pozitivních bakterií lze 

tento trend pozorovat také u vzorků s naftou bez biosloţky  

Obecně má benzín menší vliv na celkovou biomasu, bez patrného vlivu ethanolu. 

Při srovnání celkového mnoţství biomasy v testovaných typech půdy vyplývá, ţe v 

půdě C je nejvyšší nárůst biomasy, a to zejména G
-
 bakterií. 

 U půd kontaminovaných benzinovými směsmi dochází obecně k menším změnám 

v mikrobiální biomase, coţ je patrně způsobeno rychlím vytěkáním těchto směsí 

z testovaných půd, jak ukázaly testy biodegradace. Určité změny byly pozorovány 

hlavně během prvních dvaceti dnů testů. U aktinomycet a gram pozitivním bakterií 

(grafy 45 a 48) dochází během prvních dnů k poklesu u kontaminovaných půd oproti 

kontrole. Tento jev lze dát do souvislosti s ekotoxicitou těchto vzorků. Ekooxicita 

vzorků obsahující MTBE pro mikroorganismy byla prokázána v pracích [39, 40], na 

mikroorganismech Vibrio fischerii, Salmonella typhimurium a Selenastrum 

capricornutum. 
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6. Závěr 

 Byly optimalizovány podmínky metody nástřiku headspace GC/MS. Jako 

nejvhodnější podmínky byly stanoveny tyto: naplnění lineru v prostřední části 

10 mm deaktivované skelné vaty, doba inkubace vzorku 5 minut, teplota 

nástřiku 40 
o
C, teplotní gradient od 40 do 170 

o
C s teplotou zvyšující se o  

10 
o
C/min, objem nástřiku neměl vliv na výsledky analýz. Účinnost metody 

byla oproti validované metodě ČSN EN 14 039 86 ± 13 % u půd 

kontaminovaných motorovou naftou a 92 ± 10 % u půd kontaminovaných 

benzínem. 

 Byla prokázána zvýšená rozpustnost motorové nafty ve vodě o 4-20 % 

v závislosti na mnoţství přidaného methyl esteru řepkového oleje. U benzínu 

došlo k nárůstu o 23-289 % v závislosti na mnoţství přidaného ethanolu a 

methylterc-butyleteru. 

 U testů migrace biopaliv bylo prokázáno její zvýšení po přídavku biosloţek u 

všech typů testovaných půd i u půdního sedimentu. 

 Nebyl prokázán vliv přidávaných biosloţek do motorových paliv na 

biodegradace. 

 Metodou PLFA bylo prokázáno, ţe v půdách s větším obsahem organického 

uhlíku docházelo k rychlejší degradaci vlivem většího počtu mikroorganismů.
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