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Abstrakt

V soucasné dobé je patrny nartst pouzivani biopaliv v doprave. Bioslozky
ptidavané do paliv ovlivituji fyzikalné-chemické vlastnosti motorovych paliv a jejich
chovani v ptfipad¢€ uniku do zivotniho prostiedi. Z téchto divodi je dulezité ditkkladné
popsat tyto zmeény pomoci vhodnych analytickych metod.

V této praci byla optimalizovina metoda nastiiku headspace GC/MS.
Optimalizovano bylo pouziti lineru v injektoru VARIAN 1077, doba inkubace
vzorku, teplotni gradient a objem nastfiku. Zkouméanim vlivu ptfidavku bioslozek do
motorovych paliv na jejich rozpustnost ve vod¢ bylo prokazano zvyseni jejich
rozpustnosti. U motorové nafty se rozpustnost zvysila o 4-20 % vV zavislosti na
mnozstvi pfidaného methyl esteru fepkového oleje. U benzinu doslo k nartistu o
23-289 % v zavislosti na mnozstvi pfidané¢ho ethanolu a methylterc-butyleteru. Testy
migrace biopaliv prokdzaly ve vétSing piipadi vyssi mobilitu paliv s piidavkem
bioslozek. U visk6zngj$i motorové nafty se tento jev projevil po delsi dobé nez u
benzinu. Vliv bioslozek na pfirozenou biodegradaci biopaliv nebyl prokazan.
Z porovnani vysledkli mezi rozdilnymi typy pud vyplyva, ze k rychlejsi biodegradaci
dochéazi u pid s vétsim mnozstvi organického uhliku, coz koresponduje s vysledky
analyz fosfolipidovych mastnych kyselin, které prokazaly zvySené mnozstvi

mikrobidlni biomasy u téchto pud.

Klicova slova
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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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1. Uvod

V poslednich letech miizeme pozorovat nartst pouzivani biopaliv v doprave.
Hlavnim divodem zavadéni biopaliv je jejich ekologicky potencial, ktery by mohl
ptispét ke snizeni sklenikovych plynii vytvafenych dopravou. Jako bioslozky se
v soudasnosti nejvice pouzivaji methylestery fepkového oleje (MERO) k aditivaci
motorové nafty, methylterc-butyleter (MTBE), ethylterc-butyleter (ETBE) a ethanol
k aditivaci benzinu. Jednotlivé bioslozky unikaji do Zivotniho prostfedi spole¢né
S motorovymi palivy zejména z okoli ¢erpacich stanic, rafinérii a dopravnich nehod.

Diky podpoie pouzivani biopaliv od Evropské unie 1 od jednotlivych clenskych
statli se stala biopaliva nedilnou souc¢ésti dopravy i zivotniho prostiedi. Biopaliva
mohou V zivotnim prostfedi vstupovat do n€kolika riznych matric napt. sediment,
puda, povrchova i podzemni voda. Vzhledem k tomu, Ze ptidavek bioslozky méni
fyzikalné-chemické vlastnosti motorovych paliv i zpisob jejich chovéni v ptipadé
uniku do Zivotniho prostedi, je nutné tyto zmény ditkladné popsat tak, aby mohli byt
komplexné vyhodnoceny rizika spojend s pouzivanim biopaliv. Aby mohly byt tyto
zmény popsany, je dilezité optimalizovat analytické metody pro stanoveni
jednotlivych slozek biopaliv v riznych matricich.

Tato prace se zabyva optimalizovanim vhodné metody stanoveni biopaliv. Dalsi
Casti této prace je popsani vlivu ptidavanych biolozek do pohonnych hmot na jejich

rozpustnost ve vodé, migraci v prostiedi a na biodegradabilitu v riznych typech pad.



2. Teoreticka ¢ast
2.1 Definice a druhy biopaliv

Biopaliva jsou alternativni pohonné latky vyrobené transformaci biomasy, a to
jak biomasy cilen¢ produkované k energetickym tucéeltim, tak biomasy odpadni, které
mohou nahradit stavajici motorova paliva bez nutnosti zasadnich zmén v konstrukci
motora a stavajici infrastruktury. Piehled biopaliv a pfislusného vyrobniho procesu i

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

Tab 1: Nejvyznamnéjsi biopaliva pro dopravni sektor, vychozi suroviny a proces vyroby [1]

Biopalivo Obnovitelna surovina Vyrobni proces
Rostlinny olej Olejnaté rostliny Lisovani, extrakce
., Trans-esterifikace
Me.t h ylestery rostlinnjch Rostlinny olej (+ lisovani,
oleju
3 extrakce)
g MetrjyIEStgry Odpadni fritovaci oleje, -
c upotiebenych AL Trans-esterifikace
. o zivoc€isné tuky
© rostlinnych olejli
— ’
; : +
< Bioethanol Cukrova fepa, kukufice fc{ydrolyza
= ermentace
(93 . 7 r
S Bio-ETBE Bioethanol Chemicka syntéza
o) (esterifikace)
ek e Rostlinny olej, zivocisny
Bezkyslikata bionafta tuk, odpadni oleje Hydrodeoxygenace
Zplynovani +
Synteticka biopaliva Lignocelulozova biomasa  Fischer-Tropschova
syntéza
C . . Pyrolyza,
c Synteticka paliva Lignocelul6zova biomasa hydrorafinace
o Zplynovani,
% Biovodik Lignocelulozova biomasa  alternativné
= biochemicky proces
®© ve17s ’
2 Bioethanol Lignocelul6zova biomasa Pokrocila hydrolyza,
o fermentace

V soucasné dobé se biopaliva nejvice pouzivaji ve formé bionafty a bioethanolu.
Tyto paliva je mozno pouzivat bez Uprav soucasnych pohont a Ize je distribuovat
pomoci stavajici infrastruktury. K pouzivani biopaliv vede n¢kolik divoda, z nichz
ty hlavni jsou: [2]

e snizovani emisi sklenikovych plynii vyplyvajici z Kjotského protokolu

e rostouci spotieba energii v dopravé



e nestabilni ceny ropy na svétovych trzich

e snizujici se zasoby ropy

e zvySujici se emise sklenikovych plynti vlivem vzristajici dopravy
e Obecné zvySena ochrana zivotniho prostiedi

e rozvoj zem&d¢lstvi

2.1.1 Bionafta

21.1.1 Definice a sloZeni

Termin bionafta se obecné vzil pro oznaceni metylesterti nenasycenych mastnych
kyselin rostlinného ptivodu (FAME). Pro vyrobu FAME se nejvice pouziva fepkovy
olej (80 %), dale je mozno pouzit olej slune¢nicovy, palmovy a séjovy [3].
Zastoupeni mastnych kyselin v triglyceridech nejcastéji pouzivanych rostlinnych
oleju a vliv vychozi suroviny, resp. pouzité¢ho rostlinného oleje na zékladni fyzikalni
vlastnosti produktu jsou uvedeny v Tab. 2 a 3. Tab. 3 také uvadi zakladni parametry

konven¢ni motorové nafty [2].

Tab 2: Zastoupeni mastnych Kkyselin v triglyceridech vybranych rostlinnych oleji [2]

) . Repkovy olej Sluneénicovy . . Palmovy
Mastna kyselina ) i . Sojovy olej .
nizkoerukovy olej olej
Palmitova C16:0 3,5% hm. 6,8 % hm. 11,8 % hm. 44,3 % hm.
Stearova C18:0 0,9 % hm. 3,3 % hm. 3,2 % hm. 4,6 % hm.
Olejova C18:1 64,4 % hm. 16,9 % hm. 23,3 % hm. 38,7 % hm.
Linolova C18:2 22,3 % hm. 73,7 % hm. 55,4 % hm. 10,5 % hm.
Linoleova C18:3 8,2 % hm. 0 6,3 % hm. 0

; Tab 3: zakladni vlastnosti vybranych rostlinnych oleji a motorové nafty[2]

Vlastnost Jednotka MERO* MESO MEPO MESIO  Motorova nafta
Hustota, 15 eC kg.m"1 881 889 874 885 830

Viskozita, 402C mm’s* 4,3 4,1 4,4 4,1 3,0

Vyhtevnost MJ.kg'1 37,3 37,3 37,1 37,2 42,5

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

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

*MERO — metylester fepkového oleje, MESO — metylester sojového oleje, MEPO — metylester palmového oleje,
MESIO — metylester slune¢nicového oleje
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Podstatou vyroby FAME je trans-esterifikace. Podstatou této reakce je pfeména
rostlinnych oleji pomoci methanolu na methylestery mastnych kyselin. Methylestery
mastnych kyselin jsou vhodnym palivem pro vznétové motory, jejich viskozita,

hustota a cetanové ¢islo jsou podobné jako u klasické mineralni motorové nafty. [4]

2.1.1.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Kvalita FAME je stanovena normou CSN EN 14214 a je ovlivnéna zejména
slozenim vychozi suroviny, tedy zastoupenim jednotlivych mastnych kyselin
v triglyceridech, hlavni sloZce rostlinnych oleji. Zna¢ny vliv ma vSak také vlastni
vyrobni proces trans-esterifikace a kvalita separace meziproduktl a vedlejSich
reakCénich produktii. Viskozita, hustota a cetanové ¢islo FAME jsou podobné jako u
klasické mineralni motorové nafty. Vysoké cetanové ¢islo doklada dobré vznécovani.
FAME ma vyssi viskozitu a hustotu v porovnani s naftou. Nevyhodou mensiho
energetického obsahu vztazeného na jednotku objemu je vétsi spotieba FAME v
porovnani s Klasickou naftou. FAME ma dale vyssi bod vzplanuti, ktery je dulezity z
hlediska bezpecného zachdzeni s palivem. Dal$im dtlezitym parametrem je oxidacni
stabilita, kterd souvisi s mirou nenasyceni esteri. Tento parametr vypovida o
dlouhodobé¢ skladovatelnosti bionafty a je niz$i nez u motorové nafty. Vzhledem
K niz§i oxidacni stabilité¢ je nutné stabilizovat bionaftu ptidavkem stabilizatori.
Nejbéznéji se pouziva 2,6-di-terc-butyl-4-methylfenol, ktery funguje na principu
lapace volnych radikalua [5, 6].

2.1.1.3 Uplatnéni jako paliva

Jen pfi spInéni vSech parametrti stanovenych normou CSN EN 14 214, mize byt
FAME pouzito jako slozka motorovych paliv pro vznétové motory. FAME lze pouZit
tiemi zpisoby: a) jako aditivum do motorové nafty, b) jako slozku smésné nafty,

¢) jako cCistou bionaftu.

a) V tomto piipadé se do motorové nafty ptidava FAME v maximalnim mnozZstvi
5% objemovych, aniz by bylo nutno tento ptidavek jakkoliv uvadét.
b) Smésné motorové nafty jsou smési motorové nafty a bionafty, jejichz jakostni

pozadavky jsou dany normou CSN 65 6508. Palivo oznadené jako smésna
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motorova nafta mize dle této normy obsahovat 30 az 36 % hm. FAME
v motorové nafté. Kvili vyssimu podilu FAME se smésné motorové nafty
V porovnani s konvecni motorovou naftou vyznacuji niz$i vyhfevnosti, vyssi
hustotou a viskozitou [7].

c) Samotné FAME lze pouzivat jen u specialné uzptsobenych vznétovych

motort. V soucasné dobé se pouziva hlavné u zemédé€lskych stroji.
2.1.1.4  Vliv na vykon motoru a emise

Bionafta ma n¢kolik negativnich vlastnosti na chod motoru:

e Korozivni pusobeni na neZelezné kovy a negativni pusobeni na soucastky
Z pryze

e zvySena tvorba usad v motoru

e znehodnocovani motorovych oleji jejich zfedovanim (vliv zbytkového
methanolu)

e 0btizné studené starty vlivem tzké destilacni kiivky FAME

e Spatné Cerpani paliva za nizkych teplot

Vyssi viskozita v porovnani s klasickou motorovou naftou zpiisobuje zhorSeni
Cerpani paliva a jeho rozpraseni do spalovaciho prostoru. Krat§i priitah vzniceni
paliva vede ke snizeni emisi nespalenych uhlovodikt. Ptitomnost kysliku vazaného
v molekule esteru miize pfispivat k torb& NOx [1].

Podle legislativnich ptfedpisti jsou u vozidlovych motori sledovany vyfukové
emise oxidu uhelnatého (CO), nespalenych uhlovodiki (HC), oxidd dusiku (NOy) a
pevnych ¢astic (PC). Obecné Ize konstatovat, Ze ptitomnost FAME v motorové nafté
vede ke snizeni emisi CO, HC a pevnych ¢astic a naopak k nartistu emisi NOy, Viz
Tab. 4. Dale lze konstatovat, ze produkce kancerogennich castic je téméf nulova,
vyrazné se snizi koufivost motoru a také ma bionafta schopnost uvolhovat
karboniza¢ni zbytek (uhlikaty zbytek po odpateni a tepelném rozkladu oleje) a tim
Cistit motor a palivovy systém, coz piedchédzi riziku zadifeni motoru a zanaseni

palivovych filtrai [4].
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Tab 4: Vliv piidavku FAME do motorové nafty na mérné emise Skodlivin [4]

Palivo* Mérné emise (g.kWh™)** Relativni zména (%)**

co HC NO, PC co HC NO, PC
Motorova nafta 0,692 0,12 4,610 0,174 100 100 100 100
5% MERO 0,674 0,117 4,686 0,170 97,40 97,50 101,64 97,70
10 % MERO 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

*MERO — methylester fepkového oleje, MESO — methylester sojového oleje
**CO — oxid uhelnaty, HC — nespalené uhlovodiky, NO, — oxidy dusiku, PC — pevné ¢astice

2.1.15 Biologicka rozlozitelnost

Cisté FAME je degradovéano ve sladké vodé stejné dobie jako v ptidg, 90-98 % je
mineralizovano za 21-28 dni za aerobnich i anaerobnich podminek [8]. Podle
Pasqualin a kol. [9] je 98 % ¢istétho FAME degradovano za 28 dni oproti 50 % u
nafty a 56 % u benzinu. V rozporu s uvedenymi vysledky je dal$i experiment [10],
pti kterém nebyl FAME vyznamné degradovan, a to Vv dusledku obsahu
terc-butyl-hydrochinonu (TBHQ), jelikoz tato latka ma antibakterialni vlastnosti
[11, 12]. Podle [13, 14, 15] je FAME obecné Iépe odbouravan mikroorganismy nezli
nafta a soucasné vyssi podil FAME ma pozitivni vliv na rychlost biodegradace.

Kontaminaci tvofenou naftou sriznymi podily FAME si poradi rychleji
bakterialni kmen Pseudomonas aeruginosa, nezli bakterialni konsorcium izolované
z kontaminované lokality. Se vzristajicim podilem FAME je biodegradace v obou
ptipadech rychlejsi, ovSem rychlost biodegradace nafty s nulovym a stoprocentnim
podilem FAME je v piipadé¢ konsorcia pouze 1,6 krat vyssi, zatimco v piipadé
testované kultury 9,3 krat. Z toho plyne, Ze bakterialni konsorcium je nejspise diky
kometabolismu schopné degradovat palivo s mensim ¢&i vétsim podilem FAME
oproti izolované bakterialni kultufe zhruba stejné rychle [16]. Nékteré publikace
[17, 18, 19] uvadéji, Zze by bylo mozné v n€kterych piipadech pouzit FAME jako
prostiedek pro zvyseni rychlosti bioremediace na mistech kontaminovanych ropnymi
latkami. OvSem =z vysledkid uvedenych v [16] vyplyvd, Ze vyznamnégj$i rozdil
Vv rychlosti biodegradace nastavd teprve u smési s podilem FAME kolem 20 %

objemu a pfidavky FAME v mnozstvi 2 ¢i 5 objemovych procent rychlost
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biodegradace na realné lokalité ptili§ neurychli. Jiny zdroj [20] dokonce uvadi, Ze
biodegradace nafty sobsahem 10 objemovych % FAME byla niz$i nez Cisté
motorové nafty.

Ekotoxicitou biopaliv se zabyva velmi malo praci. V jedné z nich byla sledovana
respirace a enzymova aktivita pfirozené mikroflory v zemin¢ kontaminované rtiznym
mnozstvim nafty a FAME Z vysledka této prace vyplyva, Ze motorova nafta je pro
pudni mikroorganismy toxicka v koncentraci nad 3 % hm., zatimco FAME neni
toxicky ani nad 12 % hm. [14].

2.1.2 Ethanol

2.1.2.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Zakladni fyzikalné-chemické vlastnosti ethanolu, ethyl-terc-butyleteru (ETBE) a
automobilového benzinu jsou uvedeny v Tab. 5. Jakostni pozadavky na ethanol jsou
uvedeny v Tab. 6. Ethanol ma vysoké oktanové ¢islo, vyssi nez benzin, a je proto z
tohoto pohledu vhodnym alternativnim palivem pro zazehové motory, jelikoz
zvySuje jejich ucinnost. Velkym problémem je chovani ethanolu ve smési s
benzinem. Alkoholy vytvaieji s pfitomnymi uhlovodiky smés s niz§im bodem varu a
tedy s vyssim tlakem nasycenych par. Aby byly splnény pozadavky na limitni tlak
par lihobenzinovych smési, musi byt v benzinovém zakladu zmenSen podil t€kavé
uhlovodikové frakce. VéEtsi hustota alkoholli ve srovnani s benzinem nemiize
kompenzovat jejich vyrazn€ mensi energeticky obsah na jednotku objemu, ktery
odpovida u ethanolu pfiblizn¢ 2/3 energetického obsahu benzinu. Tento jev se
promita do vé&tsi spotfeby jejich smési s benzinem. Negativni vlastnosti je jeho
rozpustnost ve vod¢. V benzinu se pii teploté 21°C rozpusti do 150 mg/kg vody, ve
smési E 10 je to v8ak az 7000 mg/kg vody. Tato smés je poté nachylna k oddélovani
vody, coz ma za nasledek zhorSeni vlastnosti paliva a korozi nékterych kovovych

soucasti motoru [21].
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Tab 5: Vybrané vlastnosti ethanolu a kyslikatych sloZek pro aktivaci automobilového benzinu [21].

Vlastnosti paliva Jednotka Aum,m obilovy =thanol ETBE MTBE
benzin

Ih{elatlvm molekulova g.mol'l 111 16 102 88
motnost

Oktanové Cislo

(RON)* 86 92 105 100

Oktanové Cislo

(MON)** 96 109 118 116

Cetanové Cislo 8 11 - -

Vyhtevnost MJ.I? 31,0 21,2 267 26,0

Vyhtevnost Mlkgt 41,3 264 360 352

Tlak par podle Reida kPa 75 16,5 28 57

Hustota pii 15 °C kg.m? 750 795 745 740

Bod varu °C 30-190 78 72 55,3

*RON — oktanové ¢islo stanovené vyzkumnou metodou
**MON - oktanové ¢&islo stanovené motorovou metodou

Tab 6: Vybrané jakostni poZadavky pro ethanol dle normy CSN EN 15 376 (2008) [22]

Hodnota specifikace

Ukazatel jakosti Jednotka -

Min Max
Vzhled Ciry bez zakall a sedlin
Obsah EtOH % m/m 98,7
Obsah vody % m/m 0,3
Obsah volnych kyselin % m/m 0,007
Odparek (netékavy podil) mg/100 ml 10
Obsah vyssich alkoholl (Cs-Cs) % m/m 2,0
Obsah methanolu % m/m 1,0
Obsah anorg. chlorid( mg/dm? 20
Méd' mg/kg 0,1
Fosfor mg/dm? 0,5
Sira mg/kg 10
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2.1.2.2 Vyuziti jako paliva

ethanol muze byt vyuzit v motorovych palivech tfemi zpusoby: a) k aditivaci
automobilovych benzintl, b) jako motorové palivo pro zédzehové a c¢) pro vznétové

motory.

a) Ethanol je pfidavan do automobilového benzinu jako vysokooktanova slozka, a
to bud’ v ¢isté formé nebo ve formé ETBE. Kvalita ethanolu pro pouziti jako
slozky automobilového benzinu je definovéna jakostnim standardem CSN EN
15376 [22] ETBE se vyrabi esterifikaci z ethanolu a isobutenu. ETBE se
piidavad jako antidetonacni piisada benzinti a postupné vytlatuje dosud
pouzivany toxicky methyl-terc-butyleter (MTBE). Piidavek ethanolu, ETBE a
jinych kyslikatych slozek do automobilovych benzini je oSetien normou CSN
EN 228 [23]. Tato norma umoznuje piidavat do benzinu max. 5 % obj.
ethanolu a omezuje maximalni obsah kysliku na 2.7 % hm.

b) Norma CSN 65 6512 [24], ktera byla vypracovana na zikladé dokumentu
CWA 15 293:2005, definuje palivo oznacované E8S, které obsahuje >70 %
obj. ethanolu ve smési S benzinem.

c) Pro vyuziti v dieselovych motorech je urceno palivo E95 obsahujici 95 %

ethanolu a 5 % aditivnich ptisad zlepSujicich vlastnosti motoru.

2.1.2.3 Vliv na zZivotni prostiedi

Emise vznikajici spalovanim ethanolu jsou niz$i nez pfi spalovani benzinu. Emise
organickych latek, CO a tuhych ¢astic jsou o polovinu nizsi a emise oxidi dusiku
jsou o Ctvrtinu niz$i neZ pii spalovani benzinu. Niz§i emise vykazuji i smési. Smés
10 % ethanolu a 90 % benzinu snizuje emise CO o 25 %. Ethanol je pouzivan misto
toxickych ptisad zvysujici oktanové ¢islo benzinu (benzen, xyleny, toluen), je snadno
a rychle degradovan za aerobnich i anaerobnich podminek [2]. Ve smési s benzinem
dochazi u mikroorganismi nejdiive k degradaci ethanolu za spotieby velké vétsiny
kysliky, coZ je udavéano jako diivod ke zpomaleni, ¢i zastaveni aerobni degradace
benzenu, toluenu, ethyl benzenu a xylent (BTEX) v pfitomnosti ethanolu [25].
S timto jevem souvisi i fakt, ze ethanol mtze zplsobovat represi mikrobialnich genti

kodujicich katabolické déje a degradaci BTEX [26, 27]. Dalsi pozorované zmény pii
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biodegradaci smési obsahujicich ethanol a BTEX jsou prodlouzeni kontamina¢niho
mraku BTEX a to sice dle riznych zdroju o 16-100 % [28]. Ethanol se diky svému
hydrofilnimu charakteru snadnéji $ifi prostfedim, v kombinaci s vyssi rozpustnosti
BTEX v ethanolu oproti vodé dochazi k vys$si mobilité téchto toxickych latek
v prostiedi [29].

213 MTBE, ETBE

2.1.3.1  Fyzikalné-chemické vlastnosti

MTBE a ETBE jsou pfiddvany do benzinu misto vysoce toxického tetra-
ethylolova jako oxidanty. Ob¢ slouceniny jsou dobie rozpustné ve vodé¢, naproti
tomu jejich biologickd odbouratelnost je nizka. Prave kvili vysoké rozpustnosti ve
vod¢ a pomalé biodegradabilit¢ je MTBE idealnim kyslikatym aditivem do
pohonnych smési [30]. Tyto étery jsou stabilni zejména diky terc-butylové vazbé
v molekule. Vysoka polarita zaroven umoziuje zna¢nou mobilitu v podzemnich
vodach. Jelikoz mé silny étericky zdpach a chut k znehodnoceni vody staci
koncentrace 10 ppm pro chutové vnimani a 50 ppm pro ¢ichové vnimani. I pfes tuto
skute¢nost neni MTBE zahrnuto ve vyhlasce o pitné vodé ¢. 252/2004 Sb., na rozdil
od USA [31, 32].

Obr. 1. znazornuje pronikani MTBE dale pidou od zdroje kontaminace, oproti

jinym slozkam paliv [33].

1000 m

ao3» TD y I

o E—

e > all >

le e

tok spodni vody

B — -

Obr 1: Rozvrstveni MTBE a BTEX po kontaminaci spodni vody. MTBE je unaSen tokem spodni vody,
BTEX putuji pomaleji a zaroven jsou degradovany pritomnou mikroflérou.

@ misto kontaminace. @ MTBE. O BTEX

17



2.1.3.2 Metody odstrafiovani MTBE a ETBE z Zivotniho prostiedi

wev

.....

substrat, tudiz pravé éterova vazba, kterou je u MTBE vazan terc-butyl ze strany
jedné a methylovad skupina ze strany druhé, zptsobuje velkou odolnost vuci
bakterialnimu §tépeni [35].

Aerobni degradace ETBE byla poprvé prokazana v roce 1997 pomoci mikrobialni
kultury priméarné utilizujici propan [36]. O rok pozdé¢ji byly ve Francii izolovany z
aktivovaného kalu dals$i bakterialni kmeny schopné stépit ETBE, tentokrat jako
hlavni zdroj uhliku a energie. Tyto kmeny byly charakterizovany jako Rhodococcus
krok pii degradaci ETBE. Mezi dal$i mikroorganismy schopné utilizovat ETBE patii
Gordonia terrae, Rhodococcus equi, Mycobacterium vaccae JOB5, Comamonas
testosteroni E1 a dalsi blize neurcena konsorcia (smés mikroorganismi zijicich v
dané lokalit€) izolovana z pidy kontaminované benzinem [37].

MTBE lze také odstranit chemickou oxidaci pomoci 0z6nu, fentonova ¢inidla,

peroxodisiranu draselného a manganistanu draselného. Oxidaci podléhaji také dalsi

ropné kontaminanty, hodnoceni jejich oxidovatelnosti je shrnuto v Tab. 7.
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Tab 7: Hodnoceni chemické oxidovatelnosti riznych kontaminantii podle péti raznych zdroju.
Oxidovatelnost ciselné hodnocena: 1 - excelentni, 2 - dobr4, 3 - Spatna

Oxidacni ¢inidlo
Konta- - ,
minant . Fenton Peroxo- Aktivovany Ozon/
MnO, (H,0 /Fe2+) disiran peroxo- Ozon
272 disiran H,0,

Zdroj albfc|d]a|b|c|d]|e a a |b| clalblc|d|lalb]e
Ropné
uhIovodl'ky2 R R R I I I 1/2 1 ) Lot
BTEX? 1111 111|111 1| 1 1121 1(1
Benzen 3(1213 1 1 1 2 1/2 111 2 1
Fenoly 2(1f(1(-J11111|1]|1 2/3 /211 1 |-]1|1|1|1(1|1
PAU 2(1f(1(1]111212|1]|1 2 1 (2)1/211(2|1|1]-|21|1
MTBE 2 -|-(-]12(1]|-|-|1 3/2 1 /1| - ]2|1|(-|-]-]11]1
Tercbutyl
alkohol A A i i - - 112

Fe-aktivované oxidaci, vyssi pak tepeln¢ aktivované reakci
2 Nezahrnuje benzen, ktery byl hodnocen samostatné

Déle lze pouzit fotochemické procesy coz jsou fotolyza peroxidem vodiku,

ozénem a fotokatalyza oxidem titani¢itym [38].

2.1.3.3 Ekotoxicita

Tekavost MTBE z vodného prostiedi pii 22 °C ¢ini 50 % objemu za 24 hodin,
ovSem nejvétsi problém ¢ini MTBE v podzemnich vodach, kde je teplota vyrazné
niz§i a hladina neni v kontaktu s atmosférou. Akumulace ani distribuce MTBE v
tkanich testovanych organismi dosud nebyla prokdzana, toxicita ovSem prokazana
byla. Hodnota ECsy pro mikroorganismy rodu Vibrio fischerii je dle [39]
12 mg.I".Hodnota ECsg pro bezobratlé je 57 az 1000 mg.I. Tomu odpovida tdaj o
ECs pro drobné perloocky hrotnatky Daphnia magna, ktera je 681 az 720 mg.I™,
ovSem dal$i zdroje udavaji, ze MTBE neni pro Daphnia magna v rozmezi

koncentraci 1-1000 mg.I" toxické vibec. Pro mikroorganismy rodu Salmonella
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typhimurium je hodnota ECsy 7,4 mg.™ a pro Selenastrum capricornutum
(microalgae) az 4800 mg.I™ [40].

Toxicita ETBE nebyla zatim zkouména stejné usilovné jako v piipadé MTBE.
Jednim z prvnich testd byl experiment, kdy byl ETBE podavan v koncentraci
4 a 40 ppm 3 zenam, 3 muztm, 10 krysim sami¢kam a 10 krysim samctim po dobu
72 hodin v Sestihodinovych intervalech. V odebranych vzorcich moce byly
identifikovany tyto latky: ETBE, terc-butylalkohol, 2-methylpropan-1,2-diol a
2-hydroxyisobutyrat, ve vzorcich krve byly nalezeny pouze ETBE a TBA. Po
ukonc¢eni experimentu byl ETBE z krve i z mo¢i velmi rychle vylou¢en u obou
skupin [41]. Standardni testy genotoxicity neprokazaly negativni G¢inek, ale byly

prokazany urcité zdravotni problémy u krys a mysi [37].

2.2 Legislativa pouziti biopaliv

V Ceské republice je kvalita dvou nejvyznamnéjsich motorovych paliv, motorové
nafty a automobilového benzinu v soudasnosti stanovena jakostnimi standardy CSN
EN 590 a CSN EN 228. Obé normy udéavaji i maximalni obsah biopaliv, jejichz
ptidavek je kvili jejich odlisSnym fyzikdlnim a palivafskym vlastnostem limitovan,
aby byla zachovana kvalita paliva, pozadovana vyrobci motort. U motorové nafty je
tak obsah FAME omezen na 5 % obj. a automobilové benziny pak dle normy mohou
obsahovat max. 5% obj. ethanolu ¢ 15 % obj. ETBE (a dalsi biolozky) pfi
soucasném splnéni podminky maximalniho obsahu kysliku, a to 2,7 % hm. Kromé
jakostnich standardut je ptidavek biopaliv do konvenc¢nich motorovych paliv oSetfen
legislativng, a to pfimo zakonem ¢. 180/2007 Sb. jimZz byl pozménén zakon
86/2002 Sb. o ochrané ovzdusi. Zakon implementuje smérnici 2003/30/EC o podpoie
pouzivani biopaliv, jejimz piijetim se Clenské staty zavazaly k navySeni podilu
biopaliv na trhu motorovych paliv dle wuvedenych indikativnich cili
(pro rok 2010-5,75 %, 2020-8,0 %). Zakon tak kromé jiného stanovuje minimalni
obsah biopaliv v pohonnych hmotach, které byly na izemi Ceské republiky uvedeny
do ob&hu pro dopravni ucely za kalendaini rok [42].

e od 1. zafi 2007 ve vysi 2 % obj. zcelkového mnozstvi motorové nafty

pfimichanych do motorové nafty,
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e od 1. ledna 2008 ve vysi 2 % obj. z celkového mnozstvi motorovych benzint

pfimichanych do motorovych benzint,

e od 1. ledna 2009 ve vysi 3,5 % obj. z celkového mnozstvi motorovych benzini

pfimichanych do motorovych benzint,

e od 1. ledna 2009 ve vysi 4,5 % obj. z celkového mnozstvi motorové nafty

pfimichanych do motorové nafty.

V reakci na zvySujici se legislativni pozadavky na obsah bioslozek v palivech jsou
ptfehodnocovany stavajici jakostni standardy. V soucasné dobé¢ probihéd schvalovaci
proces zmén norem, které specifikuji pozadavky na kvalitu motorovych paliv
s ohledem na indikativni cile podilu biopaliv v pohonnych hmotéach, na pozadavky
vyrobcli motoru a na vysledky testovani vlivu obsahu téchto sloZzek na emise
Skodlivin a palivatské vlastnosti paliv. V piipadé motorové nafty, je ve schvalovacim
fizeni norma umoziujici navySeni maximalniho obsahu bionafty na 7 % ob;j.
z pivodnich 5 % obj. V ptipadé¢ automobilovych benzinl je navrzeno zavedeni
nového typu benzinu, ktery by doplnil v Soucasnosti nejrozsifenéjsi typ Natural 95.
Novy typ benzinu ma mit vyssi povoleny obsah bioslozek az 10 % obj. ethanolu a 22

% obj. étert pii dodrzeni max. obsahu kysliku 3,7 % hm.

2.3 Metody studia biopaliv v Zivotnim prostiedi

2.3.1 Ropné uhlovodiky jako kontaminanty sloZek Zivotniho
prostredi

2.3.1.1 Puda a jeji vlastnosti ovliviiujici kontaminaci

V ptidé se mohou vyskytovat ropné latky ve vSech tfech fazich (pevné, kapalné,
plynné). Ropné latky v plynném a pevném skupenstvi maji jen minimalni vliv na
kontaminaci Zivotniho prostfedi. Nejvétsi problém ¢ini kontaminanty v kapalném
skupenstvi. Pochopit zptsob Sifeni ropnych uhlovodiki v pidé je diilezité pro vcasny
a efektivni zasah pfi iniku kontaminantu do prostredi.

Ropné latky se v piidé€ §ifi pfedevsim svisle v zavislosti na sloZeni a propustnosti

hornin v jednotlivych vrstvach. Ropné latky zachycené na zrnech pady se jiz dale
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V hornin¢ nepohybuji a nejsou vyluhovany ani vodou, protoze hornina nasakla
ropnymi latkami ma vyrazné snizenou propustnost pro vodu. [2].

Zrnitost pudy je dana zastoupenim jednotlivych velikostné rozdilnych mineralnich
Castic. Pro pidy ma nejvétsi vyznam jejich obsah v tzv. jemnozemi, tj. v sumé
mineralnich ¢astic o priméru mensSim nez 2 mm. U vzorkd jemnozemé se také
provadi vétsina ptidnich rozbort. Kritéria pro hodnoceni zrnitostniho rozboru véetné

zpusobu laboratorniho stanoveni pak udava Tab. 8 [43].

Tab 8: Kritéria hodnoceni zrnitostniho rozboru, prevzato z [43]

Velikost zrn Nazev frakce Zpiisob stanoveni
<0,001 mm Jil Piimo

0,001 - 0,1 mm Jemny a stiedni prach Dopoctem

<0,01 mm Jilnaté castice Piimo
0,01-0,05mm  Hruby prach Ptimo + dopoctem
0,05-0,25mm  Jemny (praskovy) pisek Dopoctem

0,25-2,0 mm Stiedni pisek (piscité ¢astice)  Pfimo

Castice vét§i nez 2 mm nazyvame skelet a rozdélujeme ho na hruby pisek
(2-4 mm), $térk (4-30 mm), kameny (>30 mm) a balvany (>300 mm). Pro hodnoceni
zrnitosti piidy se pouziva né€kolik stupnic. U nés se jiz fadu let pouziva tfidéni frakei
dle Novaka, které je uvedeno v Tab. 9 [44]. Pfi ureni zrnitostni charakteristiky
podle Novaka je pak rozhodujicim kritériem obsah prvni zrnitostni kategorie, tj.
castic s velikosti pod 0,01 mm. Zafazenim pidy do téchto kritérii uréime jeji

zakladni zrnitostni charakter.

Tab 9: Novakova klasifikace zrnitosti ptidy a ptidniho druhu, prevzato z [44]

Procento jilnatych ¢&astic,

v v Oznaceni pudniho druhu
mensSich nez 0,01 mm P

0-10 Piscita D ,
1020 Hlinitopiscita hp lehke
20-30 Pis¢itohlinita  ph oL,
3045 Hlinita h stfedni
45 - 60 Jilovitohlinita jh
60— 75 Jilovita jv t&7ké
> 75 il f

Piscité pudy obsahuji v jemnozemi nizky podil jemnych (jilovitych) Castic, ¢imz

je ovlivnén také jejich charakter. Lehké pidy maji niZsi sorpci, hife zadrzuji vodu,
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dobie ji vSak infiltruji, jsou zahtevné a diky vysokému provzduSnéni dochézi
K intenzivni mineralizaci organické hmoty, které maji pfirozené men$i obsah.
Naopak pudy zrnitostné te€zké, s vysokym zastoupenim jilovitych cCastic, maji
vysokou sorpcni schopnost, v zdvislosti na vlhkosti méni sviij objem (za vlhka
bobtnaji, za sucha se pak smrstuji), Spatn¢ vsakuji srazkovou vodu, a tim jsou za
vlhka $patné obhospodaiovatelné [44].

Pidni organickou hmotu tvofi soubor vSech nezivych organickych latek
nachdzejicich se v ptidé nebo na jejim povrchu v rizném stupni rozkladu. Organicky
uhlik v ptid€ je zastoupen piedev§im v humusu. Jsou tam rizné humusové latky a
pravé pomeér téchto latek, urcuje sorpcni schopnosti organické hmoty. Humusové
latky se podle rozsahu pH, ve kterém jsou rozpustné, déli do tii skupin: huminové
kyseliny (rozpustné v alkalickém prostiedi), fulvokyseliny (rozpustné pii vsech
hodnotach pH) a humin, ktery je nerozpustny, je pevné vazany na mineralni frakci a
kyseliny, které podporuji v piid€ aktivitu mikroorganismil a zaroven zlepSuji celkové
vlastnosti pudy [66]. Humus se stanovuje v pudé pomoci oxidace uhliku organickych
latek. Takto ziskané mnozstvi organického uhliku se musi vynasobit Welteho
koeficientem 1,724, nebot’ humus obsahuje 58 % uhliku [45].

Jednim z hlavnich zplisobt interakci mezi plidou a chemickymi latkami je sorpce.
Rozsah sopce zavisi na vlastnostech pidy a latky, coz zahrnuje velikost, tvar,
strukturu a prostorové uspoiadani molekuly, jeji chemické vlastnosti, rozpustnost.
Pocate¢ni faze sorpce je rychla a casto i polovina z celkového mnoZstvi chemické
latky rozpusténé ve vodé je adsorbovana pidou béhem velmi kratké doby. Tato Cast
je nasledné pfistupna pro rychlou desorpci Cast organickych polutantii v pidé se
mize za n&aky Gas zménit na nedostupnou formu. Cim déle je kontaminant
v kontaktu s pidou, tim vice je ho sorbovano. Tento proces se nazyva aging neboli

starnuti [46].

2.3.1.2 Charakterizace mikrobialnich spolecenstev v pidé

Diverzita spolecenstev v plidé méa vyznam pro posuzovani vlivu kontaminant na
ekosystémy. V kontaminovanych ekosystémech je diverzita obvykle nizsi. Diverzita

se hodnoti z pohledu funk¢niho, genetického a strukturniho.
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Funk¢ni diverzita mikrobiologickych spolecenstev udava schopnost daného
spolecenstva, piizpusobit metabolismus, relativni slozeni a velikost spolecenstva
podle pasobeni riznych stresort. Z toho vyplyva, ze udava ekologickou stabilitu
prostiedi [47].

Geneticka diverzita je prokazovana S pomoci molekularné genetickych metod,
jako jsou: polymerazové fetézové reakce, teplotni gradientova gelova elektroforéza,
denaturujici gradientova gelova elektroforéza a koncova restrikéni analyza
mnohotvarnosti délky fragmenti. Tyto metody umoznuji piimé detekovani
bakterialnich spolecenstev v ptid¢ a to az na troven rodu [48].

Strukturalni diverzita mikroorganismu se urcuje pomoci analyzy fosfolipickych
mastnych kyselin (PLFA). Specifické PLFA jsou soucasti fosfolipidi v bunécné
stén¢ zivych mikroorganismu, diky ¢emuz mohou byt rozliSovany [49]. Mastné
kyseliny poskytuji informace jednak o vSeobecné struktufe aktivnich mikrobialnich
spolecenstev a jednak také o biomase urcitych skupin mikroorganismt. Touto
metodou mohou byt identifikovany napt. aktinomycety, houby, gram pozitivni i
gram negativni bakterie [50].

Nekteré mastné kyseliny jsou naopak velmi specifické pro urcitou skupinu
organismu, pro urcity rod nebo dokonce druh. Doposud je znama cela fada razné
specifickych biomarkerd a jejich pocet neustale stoupa v souvislosti s pokracujicim
mikrobiologickym vyzkumem. Napiiklad vétvené a cyklické mastné kyseliny se
vyskytuji ptevazné v bakteriich a vyskyt téchto mastnych kyselin byva spojovan s
bakterialni aktivitou [51]. Nenasycené cyklické mastné kyseliny by mohli byt
potencialnimi biomarkery bakterii rodu Clostridium véetné mezofilnich, termofilnich

a psychrofilnich bakterii [52].

2.3.1.3 Znedisténi vod

Znec€isténi vodnich ploch ropnymi latkami, neni tak zavazné jako u pudy,
vzhledem K jejich velmi nizké rozpustnosti ve vod¢. Pfitomnost ropnych latek ve
vodach se pozna piedevsim podle olejovitych skvrn na hlading. Tyto skvrny se tvofi
jiz pii koncentraci 0,2 mg-1™. Olejovité Filtry na hlading vod brani pristupu kysliku

do vody coz ma negativni vliv na faunu a floru ve vod¢ [53].
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2.3.2  Analytické stanoveni ropnych uhlovodiki

Vzhledem k velké $ifi latek, které se dostanou do zivotniho prostiedi pfi uniku
motorovych paliv a biopaliv je vsouCasné dobé pouzivano velké mnozstvi
analytickych metod a postupti na jejich identifikaci. Nejvétsi problémy zptsobuji
ropné¢ latky, za jejichz miru pfitomnosti byvaji obvykla povazovany nepoldrni
extrahovatelné (NEL), jsou definovany jako uhlovodiky a jejich smési, zejména
benzin, benzen a jeho derivaty, motorova nafta, petrolej, topny a dehtovy ole;j.
Dalsim zavaznym kontaminantem jsou latky typu BTEX [54].

NEL mohou pochézet z ropnych produktt, z uhli, z produkce rostlin, Zivocichd,
mikroorganizmt. NEL se mohou dostat do povrchovych vod, do pudy a nasledné i
do podzemnich vod z pohonnych hmot, maziv, pfepravovanych materidlli a z
povrchové tpravy vozovek [55]. NEL lze charakterizovat jako latky stanovitelné po
extrakci z pidy, sedimentu, kalu a vody nepolarnim rozpoustédlem. Samotné
stanoveni NEL lze rozd¢lit do tfech krok.

e extrakce vzorku

e uprava extraktu: zbaveni vzorku polarnich latek a vody

e stanoveni pomoci analytickych metod

Rozdéleni analytickych metod ke stanoveni NEL. [53, 56, 57].

a) UV-spektrometrie: Tato metoda neni vhodna pro nizké koncentrace znecisténi
vzhledem k jeji nizkeé citlivosti.

b) Vysokoteplotni plynova chromatografie: Je to metoda, ktera pouziva teplotu
pece od 350 do 430 °C. Nejcast&ji je spojena s detektorem planenoveé-
ioniza¢nim, moZné je i vyuziti hmotnostniho detektoru.

c) Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci: V Soucasnosti je to
nejpouzivanéj$i metoda. Nevyhodou je dlouha doba od odebrani vzorku po
samotné stanoveni, coz ztézuje rychly zasah pfi Uniku ropnych latek do
zivotniho prostiedi.

d) Plynova chromatografie s planenové-ioniza¢nim detektorem. Touto metodou
Ize ziskat nejvice informaci o kontaminantu (pivod NEL, identifikace
jednotlivych slozek).

e) Gravimetrické metody: v soucasnosti jiZ nepouzivané.
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BTEX se pfidavaji do benzinu pro jejich schopnost zvySovat oktanové Cislo a tim
zvysit jeho Kkvalitu. Do zivotniho prostiedi se nejcastéji dostavaji spole¢né
s benzinem. VSechny tyto latky jsou vysoce tékavé. Pii Uniku téchto latek
obsazenych v benzinu do spodnich vod vétsinou nedochazi k jejich migraci dale nez
100 metr od mista havarie, na rozdil od jiz difive zminéného MTBE, které diky své
stabilité a rozpustnosti ve vod¢ migruje dale od mista havarie.[33]

BTEX se stanovuji plynovou chromatografii s detektorem elektronového zachytu,

plamenové ionizaénim detektorem nebo hmotnostnim detektorem.

2.3.3  Odstranéni ropnych uhlovodikii z Zivotniho prostiedi

Tyto latky lze odstraiiovat pomoci biodegradaci, fytoremediaci, metody air
spariging a rdznych mechanickych postupd. Pro fytoremediaci se pouzivaji
predevsim freatofytické stromy (topol, vrby), traviny (Zito, kostiava, ¢irok), fabaceae
(jetel, vojtéska) a uvoliovace fenolytickych latek (moruse, jablong) [58]. Biologické
odbouravani ropnych latek v aerobnim prosttedi ve svrchnich vrstvach vody probiha
asi 10 krat rychleji nez rozklad v sedimentech [53].
uhlovodiky (vétvené, cyklické, aromatické, apod.) podléhaji rozkladu pomaleji a za
¢innosti vice skupin bakterii [59].

Smésna kultura Pseudomonas putinada s P. fluorescence se pouziva pro snizeni
BTEX v kontaminované vod& Rychlost biodegradace BTEX se zvysi s
jejich rostouci koncentraci. Pro benzen byla zjisténa maximalni biodegradacni
rychlost 265 mg/I/h. Pro toluen byla zjisténa rychlost 100 mg/1/h [60].

Air sparging je sanaéni metoda, snizujici koncentrace t€kavych latek v ptidé nebo
rozpu$ténych v podzemni vod¢. Pouzivd se pro remediace podzemni vody
kontaminované BTEX a pro dal$i ropné latky. Pti pouziti této metody je saturovana
zona obohacovana o ptetlakovy vzduch. Vzduch je do prostiedi dodavan injektazi
vzduchu pod tlakem do podzemni vody, tim se zvétsi plocha rozhrani voda-vzduch a
t€kavé slozky z vody snadnéji pfechazeji do vzduchu, ktery je v nesaturované zoné
odsavan. Takto vhanény vzduch zaroven podporuje bakteridlni degradaci vlivem

dodani kysliku mikroorganismim Sekundarnim efektem metody air sparging je
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podpora bakterialnich procesit dodanim kysliku do prostiedi. Air sparging vykazuje
i vzduch. [61, 62, 63].

S P e /o =
SR = 20 5= .J y L
~ - ;
et L s P L= Fre L

lepsi vysledky v pidé s vEtsi porovitosti, jelikoz se v ni 1épe Sif

4

Obrazek &islo 2: blokové schéma air sparging.

1 — unik ropnych latek, 2 — vtlaeni vzduchu, 3 — zbytkova kontaminace, 4 — rozpustény kontaminant,
5 —vzduchové kanaly, 6 — nepropustné vrstvy, 7 — nenasycena zona, 8 — hladina podzemni vody,
9 — nasycena zo6na, 10 —silné kontaminovana zéna, 11 — nepropustna vrstva
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3. Cile prace

Cilem této prace bylo optimalizovat rychlou, automatizovanou metodu nastiiku
headspace GC/MS a pomoci této metody popsat zmény ve fyzikalné-chemickych
vlastnostech motorovych paliv v zavislosti na ptidavku bioslozky do paliva pomoci

vhodnych analytickych metod.

vliv pfidavani aditiv na rozpustnost palivovych smési

e popsani vlivu pridavanych aditiv na migraci pohonnych hmot v horninovém
prostiedi

e optimalizovat metodu nastfiku headspace GC/MS pro stanoveni pohonnych
hmot se vSemi jejich aditivy

e popsat vliv ptfidavanych aditiv na biodegradabilitu pohonnych hmot v riznych

typech pud
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4. Material a metody

4.1 Pouzité chemikalie

Standardy

e Methyl nonadecanoate > 99,5%, Fluka, D

e standardy methylesteri mastnych kyselin (i14:0, 115:0, al5:0, 15:0, i16:0,
16:107, 16:109, 16:1 5, 10Me-16:0, i17:0, al17:0, cy17:0, 17:0, 10Me-17:0,
18:1w7, 18:109, 10Me-18:0, cy19:0), Matreya LLC, USA.

e standard mineralniho oleje DIN EN 14039, Fluka, D

e standard alkant Cg-Cy, Sigma-Aldrich, CR

e standard alkanti C1-Cyo, Sigma-Aldrich, CR

Rozpoustédla
e hexan pestapur, Chromservis, CR
e chloroform pestapur, Chromservis, CR
e methanol pro HPLC, Chromservis, CR
e toluen pestapur, Chromservis, CR

e deionizovana filtrovana voda

Dalsi chemikalie
e CH3COOH p.a., Penta, CR
¢ KOH p.a., LachNer, CR
e N> 99,99%, Linde, CR
e Helium 5.5, linde CR
¢ Na,SO,4 bezvody p.a., lachner CR
e Florisil, 60-100 mesh, Sigma-Aldrich, USA
e KH,POy p. a., Lachner, CR
e NaH,PO, p.a., Lachner, CR

Testované zeminy

e dodany spole¢nosti Dekonta a.s. CR
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4.2 Pristrojové vybaveni

plynovy chromatograf 450-GC, Varian, USA
hmotnostni detektor 240-MS, Varian, USA
autosampler CombiPAL, CTC, USA
centrifuga ERA20, Hettich, D

analytické vahy AE 240, Mettler, CH
ultrazvuk K12 Kraintek, Slovensko

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

4.3 Optimalizace metody nastriku headspace GC/MS

Optimalizace této metody spocivala v nalezeni vhodné doby a teploty inkubace

vzorku, vhodného objemu, vhodného teplotniho gradientu a optimalizovani zpiisobu

pouziti lineru v injektoru VARIAN 1077. Kritéria pro optimalni podminky byla

stanovena takto:

co nejkratsi ¢as analyzy
dostate¢na separace latek BTEX

soucasné stanoveni MTBE a téZ$ich uhlovodika

aby doslo k diskriminaci v nésttiku pro C49-C1p mensi nez 20 %

VSechny parametry byly testovany na pidé typu modalni kambizen, ktera je

v Ceské republice nejvice rozsifena, tato piida byla dodana spole¢nosti Dekonta a.s.

4.3.1 Optimalizace pouziti lineru v injektoru VARIAN 1077

Byly zkouSeny riizné zplisoby pouziti lineru

Pouziti netvarovaného samotného lineru (prosta trubka)
Pouziti lineru s fritou uprostied

Pouziti lineru naplnéného uprostied 10 mm deaktivované skelné vaty
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4.3.2 Optimalizace teplotniho gradientu

Zagatek teplotniho gradientu byl zkousen v rozmezi teplot 30-80 °C. Zkousené
teploty se vzdy navySovaly o 10 °C. Rlizné nastaveni teplotniho gradientu bylo
zkouseno v rozmezi teplot 30-170 °C. Bylo zkouSeno nastaveni (Strmost) teplotniho
gradientu v rozmezi zvy$ovani teploty rychlosti od 5 do 30 °C/min (5, 10, 15, 20, 25,
30°C/min).

4.3.3 Optimalizace doby a teploty inkubace vzorku

Vzorky pudy kontaminované motorovou naftou a benzinem § pfislusnymi aditivy
byly nadavkovany do headspace vialek a poté ponechany v peci pii
30-80 °C (30, 40, 50, 60, 70, 80 °C) vzdy po dobu 2, 3, 4, 5, 6, 7 min. Hledaly se
podminky teploty a inkubace vzorku, pii kterych bude dostate¢na separace vSech

latek, predevsim pak BTEX, v co nekratS$im Case analyzy.

4.3.4 Optimalizace objemu nastiiku

Vzorky pudy kontaminované motorovou naftou a benzinem s pfisluSnymi aditivy
byly nadavkovany do headspace vialek. Z vialek byl poté postupné volen objem
nasttiku 100, 200, 500, 1000 pl.
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4.4 Stanoveni rozpustnosti paliv

Vzdy 2 ml paliv s ptislusnymi aditivy bylo nadavkovano do 200 ml sterilizované
vody a poté byla smés ponechana 24 hodin na tfepacce. Slozeni jednotlivych vzorki
uvadi Tab. 10. Poté byla v délicce oddelena vodna ¢ast. Z vodné ¢asti byl odebran 1
ml kapaliny do 12 ml headspace vialky, ktera byla nasledn¢ analyzovana metodou

headspace plynové chromatografie. Kazdy vzorek byl stanoven ve tfech paralelach.

Tab 10: SloZeni vzorkii pri testech rozpustnosti paliv ve vodé

Varianta Palivo Bioslozka v paliva MTBE v palivu Obsah O, v % hm
R-N1 MoNa 0

R-N2 MoNa MERO 2% obj (*1)
R-N3 MoNa MERO 5% obj (*2)
R-N4 MoNa MERO 7% obj. (*3)
R-N5 MoNa MERO 10% obj. 0

[ellellie] o]

R-B1 Benzin 0 15% obj. (*2) 2,426
R-B2 Benzin EtOH 2% obj (*1)  10,5% obj. 2,6 -2,7 (*2)
R-B3 Benzin EtOH 5% obj. (*2) 4% obj. 2,5-2,7(*2)
R-B4 Benzin EtOH 7% obj. (*3) 5,5 % obj. 3,5-3,7(*3)
R-B5 Benzin EtOH 10% obj. 0 3,6 —3,8(*3)
R-B6 Benzin EtOH 15% obj. 10% obj. 52-55
R-B7 Benzin EtOH 20% obj. 15% obj. 6,6 —7,0

*1 — pod dolni mezi dle soucasnych platnych ptedpisi

*2 — maximum dle soucasnych platnych predpist

*3 - maximum dle planovanych piedpist

MoNa — motorova nafta, MERO — methyl ester fepkového oleje, EtOH - ethanol

4.5 Testy migrace paliv podloZim

4.5.1 Usporadani testu

Pro kolonové testy migrace palivovych smési horninovym prostiedim byly
pouzity dva rozdilné pidni materidly. Prvnim znich byla kambizem modalni
vyvinuta na biidlici, tento ptidni typ je na uzemi Ceské republiky nejvice rozsiten. U
tohoto vzorku zeminy byly odliSeny celkem tfi ptidni horizonty (A, B, C), nebot” pro
popis pohybu kontaminantu pfirozenym plidnim prostiedim je tfeba zachovat
puvodni profilaci pidnich horizontd. Druhym testovanym plidnim druhem byla
vybrana piscitd zemina.

Polypropylenové trubky o délce 50 cm byly nejprve na spodnim konci opatieny

zatkou s provrtanym odtokovym otvorem, a poté do nich byla naddvkovana zemina.
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V piipadé prvni faze testi s kambizemi, bylo pouzito vzdy nejprve 1 kg materidlu
Z horizontu C (spodni ¢ast, zemina pochazejici z hloubky vykopu 80 az 100 cm),
poté 2,5 kg zeminy z horizontu Bv (vykop této zeminy byl proveden v hloubce 40-80
cm) a nakonec 4 kg materialu z horizontu Ad (drmovy vykop do hloubky 40 cm). Ve
vSech pokusnych kolonach méla spodni vrstva horizontu C mocnost 6-7 c¢m, stiedni
vrstva horizontu Bv mocnost 14-15 ¢m a vrchni vrstva tvofena padou horizontu Ad
pak 27-30 cm. Ve druhé fazi testd, s pisCitou zeminou, bylo do kazdé kolony
nadavkovano postupné celkem 7 kg zeminy, jejiz celkova mocnost byla cca 50 cm.
Jak pfi testech s kambizemi, tak pii testech s pisCitou zeminou, byly v kazdé sérii
vzdy zalozeny 3 varianty kontaminace (3 razné palivové smési), kazda ve Ctyfech
paralelach, tedy celkem 12 trubek. Tyto sérii byly pro kazdy ptdni druh zalozeny
Ctyfi: benzin 5 dni, benzin 10 dni, nafta 5 dni a nafta 10 dni. Paliva bylo vzdy

davkovano 50 ml. Souhrn v$ech variant uvadi Tab. 11.

Tab 11: Prehled variant kolonovych testi migrace palivovych smési horninovym prostiedim: pro
kambizem i pro piscitou piidu bylo zaloZeno vZdy celkem 48 variant (trubek)

Oznaceni kolony Palivo (kontaminace v % obj.) Doba migrace Pocet
paralel
N1-10 nafta 10 dni 4
N2-10 nafta + 4,7 % MERO 10 dni 4
N3-10 nafta + 7 % MERO 10 dni 4
N1-5 nafta 5 dni 4
N2-5 nafta + 4,7 % MERO 5 dni 4
N3-5 nafta + 7 % MERO 5 dni 4
B1-10 benzin + 15 % MTBE 10 dni 4
B2-10 benzin + 11 % MTBE + 2 % EtOH 10 dni 4
B3-10 benzin + 4 % MTBE + 5 % EtOH 10 dni 4
B1-5 benzin + 15 % MTBE 5 dni 4
B2-5 benzin + 11 % MTBE + 2 % EtOH 5 dni 4
B3-5 benzin + 4 % MTBE + 5 % EtOH 5 dni 4

Po uplynuti pfislusné periody péti ¢i deseti dnl byly vSechny kolony hluboko
zamrazeny pomoci suchého ledu a poté roziezadny na dily oznacené odshora A, B, C,
D a E. V ptipad¢ testli s kambizemi bylo uspotadani pro roziezani trubek na dily
nasledujici: Dily A a B mély mocnost 13 cm a byly tvofeny drnovym horizontem
(A), dily C a D o mocnosti 8 cm byly tvoieny kambickym horizontem (B) a spodni

dil E mél mocnost 7cm a byl tvofen piidotvornym substratem (C). Pfi testech
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S pis¢itou zeminou bylo modelové prostfedi homogenni v celém objemu trubky,
proto byly provedeny pravidelné¢ fezy v deseticentimetrové vzdalenosti od sebe.
Vzorky byly takto pfipraveny firmou Dekonta, a.s.

Z kazdého dilu nafezané plastové kolony byla odebrdna reprezentativni cast
vzorku zeminy, ktera byla nasledné homogenizovana. Poté byl odebran 1 g pudy u
vzorkt kontaminovanych naftou a 0,5 g pidy u vzorki kontaminovanych benzinem
do 12 ml headspace vialky pro analyzu tékavych slozek a dalsi 1 g zeminy pro
stanoveni MERO. Stanoveni metodou headspace plynové chromatografie probihalo
za stejnych podminek jako u testd rozpustnosti paliv. Ethanol byl analyzovan za

stejnych podminek na kolon¢ DB-624.

452 Charakterizace testovanych pid

Rozbory pidnich vzorkl provedla akreditovanad laboratof Vyzkumného ustavu

melioraci a ochrany pudy, vysledky stanoveni udavaji Tab. 12, 13, 14.

Tab 12: fyzikalni hodnoceni vzorku pudy pouzitého na kolonové testy simulace Siieni
kontaminantu horninovym prostiedim: kambizem - drnovy horizont A

Padni charakteristika Jednotky Stanovena Slovni i
hodnota hodnoceni

Vyménna ptdni reakce pH/KCI 3,96 Silné kysela

Kationtova vymeénna kapacita — KVK mmol+/100g 5,2 Nizka

Obsah vyménnych bazi—S mmol+/100g 5,89 X

Stupen sorpéniho nasyceni —V % 53,0 Slabé nasycena

Oxidovatelny uhlik — Coy % 0,94 X

Obsah humusu % 1,62 Nizky

Kvalita humusu - Qqze - 2,9

Zrna <0,001 mm (fyzikalni jil) % 8,3

Zrna <0,002 mm (jil) % 10

Zrna <0,01 mm (jilnaté ¢astice) % 29,6 Piscitohlinita

Zrna 0,01 - 0,05 mm (hruby prach) % 35,8 (stredné tézka)

Zrna 0,05 - 0,25 mm (jemny pisek) 17,7

Zrna 0,25 - 2,0 mm (stfedni pisek) % 17
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Tab 13: Fyzikalni hodnoceni vzorku piady pouZitého na Kkolonové testy simulace Sifeni
kontaminantu horninovym prostiredim: kambizem - kambicky horizont B

Padni charakteristika Jednotky Stanovend Slovni i
hodnota hodnoceni

Vyménna pldni reakce pH/KCI 4,1 Silné kyseld

Kationtova vymeénna kapacita — KVK mmol+/100g 104 Nizka

Obsah vyménnych bazi—S mmol+/100g 9,5 X

Stupen sorpéniho nasyceni —V % 91,0 Zcela nasycena

Oxidovatelny uhlik — Coy % <0,21 X

Obsah humusu % X Velmi nizky

Kvalita humusu - Quze X X

Zrna <0,001 mm (fyzikalni jil) % 7,4

Zrna <0,002 mm (jil) % 9,3

Zrna <0,01 mm (jilnaté ¢astice) % 26,9 PisCitohlinita

Zrna 0,01 - 0,05 mm (hruby prach) % 34,8 (stfedné tézka)

Zrna 0,05 - 0,25 mm (jemny pisek) % 21,8

Zrna 0,25 - 2,0 mm (stfedni pisek) % 16,6

Tab 14: Fyzikalni hodnoceni vzorku pidy pouzitého na Kkolonové testy simulace Sifeni
kontaminantu horninovym prostiedim: kambizem - piidotvorny substrat C

Padni charakteristika Jednotky Stanovena Slovni i
hodnota hodnoceni

Vyménna pldni reakce pH/KCI 3,9 Silné kysela

Kationtova vymeénna kapacita — KVK mmol+/100g 18,3 Stredni

Obsah vyménnych bazi—S mmol+/100g 17,4 X

Stupen sorpéniho nasyceni —V % 95,0 Zcela nasycend

Oxidovatelny uhlik — Coyx % <0,21 X

Obsah humusu % X Velmi nizky

Kvalita humusu - Qu/s X X

Zrna <0,001 mm (fyzikalni jil) % 9

Zrna <0,002 mm (jil) % 11,8

Zrna <0,01 mm (jilnaté Castice) % 26,7 Piscitohlinita

Zrna 0,01 - 0,05 mm (hruby prach) % 29,1 (stfedné tézka)

Zrna 0,05 - 0,25 mm (jemny pisek) % 18,6

Zrna 0,25 - 2,0 mm (stfedni pisek) % 25,6
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4.6 Stanoveni MERO

Nejprve byl z pidy kontaminované naftou s pfidavkem MERA odebran 1 g
zeminy, ktery byl smisen z 10 ml hexanu. Po vyjmuti z ultrazvuku a po usazeni
zeminy byl odebran 1 ml vzorku. Stanoveni na plynovém chromatografu bylo

provedeno za stejnych podminek jako u stanoveni ropnych uhlovodikii dle normy.

4.7 Testy biodegradability palivovych smési

4.7.1 Charakteristika testovanych pid

V laboratofich spole¢nosti Dekonta a.s. byly zalozeny celkem tfi série testl
biodegradace, ve kterych byla testovana pfirozena atenuace zkoumanych palivovych
smési ve tfech typech zeminy. Pro tento test byly vybrany tii rozdilné typy pid, liSici
se jak svou strukturou, tak stim souvisejicim mikrobidlnim osidlenim. Vybrané
pudni vzorky byly pted zalozenim testl prosety pies sito s velikosti ok 2 mm. Vzorek
soznaenim A je hnéda jilovita zemina, vzorek B je zlutd pisCitd pida, oboji
z lokality Praha, Stodulky a vzorek C je tmavy poto¢ni sediment, odebrany v jiznich
Cechach nedaleko obce Kocelovice. Rozbory porusenych ptdnich vzorkil provedla
akreditovana laboratof Vyzkumného ustavu melioraci a ochrany pudy. Vysledky

rozbord jsou uvedeny v Tab. 15, 16, 17.
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Tab 15:Charakteristika vzorku pidy A, pouZitého pro biodegradaéni testy

Padni charakteristika Jednotky Stanovena Slovni i
hodnota hodnoceni
Vyménna pldni reakce pH/KCI 7,3 alkalicka
Kationtova vymeénna kapacita - KVK mmol/100g 14,8 stfedni
Obsah vyménnych bazi - S mmol/100g 14,8 X
uplné
Stupen sorpéniho nasyceni - V % 100,0 nasycena
Oxidovatelny uhlik - Cox % 1,1 X
Obsah humusu % 2,0 nizky/stredni
Pristupny Ca mg/kg 3393,0 vysoky
Pfistupny Mg mg/kg 172,0 dobry
PFistupny K mg/kg 153,0 vyhovuijici
Zrna <0,001 mm (fyzikalni jil) % 21,0
Zrna <0,002 mm (jil) % 26,5 o
Zrna <0,01 mm (jilnaté ¢astice) % 39,4 hllrvnta .
- (stfedné
Zrna 0,01 - 0,05 mm (hruby prach) % 25,5 t&7k4)
Zrna 0,05 - 0,25 mm (jemny pisek) % 21,2
Zrna 0,25 - 2,0 mm (stfedni pisek) % 13,8
Tab 16: Charakteristika vzorku ptdy B, pouzitého pro biodegradacni testy
Padni charakteristika Jednotky Stanovena Slovni i
hodnota hodnoceni
Vyménna pldni reakce pH/KCI 7,6 alkalicka
Kationtova vymeénna kapacita - KVK mmol/100g 5,1 velmi nizka
Obsah vyménnych bazi - S mmol/100g 5,1 X
uplné
Stupen sorpéniho nasyceni - V % 100,0 nasycena
Oxidovatelny uhlik - Cox % <0,12 X
pod mezi
Obsah humusu % detekce X
Pristupny Ca mg/kg 1652,0 vyhovujici
Pristupny Mg mg/kg 92,0 nizky
PFistupny K mg/kg 46,0 nizky
Zrna <0,001 mm (fyzikalni jil) % 14,4
Zrna <0,002 mm (jil) % 18,9
- T piscitohlinita
Zrna <0,01 mm (jilnaté ¢astice) % 26,0 L.
- (stfedné
Zrna 0,01 - 0,05 mm (hruby prach) % 12,1 t7ka)
Zrna 0,05 - 0,25 mm (jemny pisek) % 34,4
Zrna 0,25 - 2,0 mm (stfedni pisek) % 27,5
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Tab 17: Charakteristika vzorku sedimentu (C), pouZitého pro biodegradaéni testy

Pudni charakteristika Jednotky Stanovena Slovni i

hodnota hodnoceni
Vyménna pldni reakce pH/KCI 6,3 slabé kyseld
Kationtova vymeénna kapacita - KVK mmol+/100g 10,7 nizka
Obsah vyménnych bazi - S mmol+/100g 7,7 X

slabé

Stupen sorpéniho nasyceni - V % 72,0 nasycena
Oxidovatelny uhlik - Cox % 1,5 X
Obsah humusu % 2,5 stfedni
PFistupny Ca mg/kg 1131,0 vyhovuijici
PFistupny Mg mg/kg 273,0 vysoky
Pfistupny K mg/kg 53,0 nizky
Pfistupny P mg/kg 22,8 nizky
Zrna <0,001 mm (fyzikalni jil) % 5,2
Zrna <0,002 mm (jil) % 8,3
Zrna <0,01 mm (jilnaté ¢astice) % 15,0 hlinitopiscita
Zrna 0,01 - 0,05 mm (hruby prach) % 10,0 (lehka)
Zrna 0,05 - 0,25 mm (jemny pisek) % 14,7
Zrna 0,25 - 2,0 mm (stfedni pisek) % 60,3

4.7.2 Usporadani testi

Pidy byly rozdéleny do sklenénych nddob, a kontaminovdny naftovymi a

benzinovymi smésmi jak je uvedeno v Tab. 18. Biodegradac¢ni testy byly vedeny

jako model pfirozené atenuace testovanych kontaminantli, takze nebylo aplikovano

zadné hnojivo, ani bakterialni kultury. Do kazdé nadoby bylo nadavkovano 2 kg

pfislusné zeminy a 20,2 g testovaného paliva. Nadoby byly pifekryty alobalovym

krytem a uchovavany pfti teploté¢ okoli (technickd hala Dekonta a.s.), pravidelné

vlhéeny, promichavany a vzorkovany.
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Tab 18: Testy biodegradace - sloZeni vzorki

Vzorek Zemina Palivo Bioslozka v palivu MTBE v palivu
Al A MoNa 10 000 ppm 0 0

A2 A MoNa 10 000 ppm MERO 5% obj. 0

A3 A Benzin 10 000 ppm 0 15% obj.
A4 A Benzin 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 MERO 5% obj. 0

B3 B Benzin 10 000 ppm 0 15% obj.
B4 B Benzin 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 MERO 5% obj. 0

c3 C Benzin 10 000 ppm 0 15% obj.
Ca C Benzin 10 000 ppm EtOH 5% obj. 4% obj.
C5 C 0 0 0

4.7.3 Priprava vzorku

Ropné uhlovodiky byly stanoveny dle normy CSN EN 14039: Charakterizace
odpadi: Stanoveni obsahu uhlovodikti Cyg az C4o plynovou chromatografii [64].

Nejdiive bylo odebrano 5 g zeminy, kterd se smisila s 5 ml hexanu a 10 ml
acetonu. Tato smés byla 1 hod ultrazvukovana pii laboratorni teploté. Poté byla
odebrana kapalna faze, ktera byla nasledné¢ protfepana s 20 ml vody. Vodni ¢ast byla
odebrana a k organické fazi bylo opét ptiddno 20 ml vody k protfepani. Nasledné
byla organicka ¢ast promyta pifes kolonku obsahujici 1 g siranu sodného a 1 g
florisilu. Kolonka poté jesté¢ byla proplachnuta 4 ml hexanu. Z takto ziskaného

vzorku byl odebran 1 ml vzorku na analyzu.

4.7.4  Stanoveni ropnych uhlovodiku GC/MS

Pro samotnou analyzu byl pouzit plynovy chromatograf Varian 450-GC (USA)
S hmotnostnim detektorem Varian 240-MS (USA). Latky byly separovany na
kapilarni koloné znacky DB-5MS o délce 60 m a priméru 0,25 mm. Byl ddvkovan
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1 pl vzorku pomoci autosampleru Combi Pal. Nosnym plynem bylo helium o
pratoku 1,2 ml/min. Teplota nastfiku byla na 240 °C a déli¢ byl v dob¢ néstiiku
zavieny; po 1 minuté byl otevien na splitovaci pomér 1:50. Teplotni program zacal
pfi 60 °C, po 1 minuté byl aplikovéan teplotni gradient 20 °C/min, ktery trval 12
minut. Poté byla teplota drzena po dobu 47 minut na 300 °C. Za téchto podminek
dochazelo k dostate¢né separaci vSech alkant a K minimalni diskriminaci v nastiiku
(19 % Cyo-Cyp). Detekce byla zajisténa pomoci hmotnostniho detektoru na principu

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

4.7.5 Vyhodnoceni vysledkii

Pro samotné vyhodnoceni bylo pouzito n€kolika typl standardi. Dle normy
CSN EN 14039 se mnozstvi uhlovodiki pii analyze plynovou chromatografii
stanovuje jako plocha vSech pikd lezicich na chromatogramu mezi dekanem a
tetraoktanem. AvSak vzhledem k tomu, Ze zminéna paliva se li§i znacné svym
slozenim a eluénim chovanim pfi analyze, bylo rozhodnuto vysledky tohoto
experimentu vyhodnotit pomoci dal§ich dvou typl standardii. Dle zminéné normy
pomoci standardniho oleje (dale jen EN-oil), vzorky obsahujici benzin byly

integrovany jen mezi alkany C1o-C15 @ motorovou naftu mezi alkany C;o-Cso.

4.8 Stanoveni mikrobialni biomasy pomoci fosfolipidickych
markerovych mastnych kyselin (metodou PLFA)

4.8.1 Priprava vzorku

Vzorky pro pidni biodegradaci byly pravidelné odebirany pro stanoveni PLFA.
U zeminy A a B byly odbéry provadény v 1. 21. 42. 72. 126. 174. 202. 225. 245. a
287 den. U zeminy C byly odbéry provedeny v 1. 49. 77. 100. 120. 162. 224. 294.
Den.

Extrakce lipida:

Do vypalené zkumavky byl odvazen ptiblizné 1 g vzorku a bylo pfidano 0,5 ml

fosfatového pufru (50 mM, pH=7,4), 1,25 ml methanolu a 0,625 ml chloroformu.
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Vzorky byly 1 min tiepany vortexem a poté byly extrahovany ve tmé 1 hod pii
pokojové teploté. Po extrakci byly vzorky centrifugovany na centrifuze 5 min pii
3500 otackach za minutu (rpm), pti pokojové teploté. Ze vzorkl byly ziskany dvé
faze: 1. faze (spodni) chloroformova, ktera obsahuje lipidy a 2. faze (horni) skladajici
se zvody a methanolu, kterd obsahuje ve vod¢ rozpustné substance. Supernatant
(spodni chloroformova faze) byl odebran do cisté zkumavky, uzavien vickem
s teflonovou vlozkou a uchovavan ve tmé. Ke spodni ¢asti bylo opét pfidano 1,25 ml
methanolu a 0,625 ml chloroformu, poté nasledovalo protfepani vzorkd 1 min,
extrakce 1 hod za stejnych podminek, centrifugace vzorkd (5 min, 3500 rpm) pii
pokojové teploté pii pokojové teploté. Vznikly supernatant byl spojen s ptedchozim.
Reextrakce byla provedena jesté jednou. Poté bylo k supernatantu pfidano 1,88 ml
fostatového pufru (50 mM, pH=7.4) a 1,88 ml chloroformu. Smés byla tfepana 1 min
a ponechana v ledni¢ce pies noc. Poté byla smés centrifugovana (5 min, 3500 rpm
pii pokojové teplot€) a pasterovanou pipetou prenesena spodni chloroformova ¢ast
do cisté vzorkovnice (8 ml). K vodné ¢asti bylo pfidano 1,88 ml chloroformu, opét
nasledovalo tfepani (1 min), centrifugace (5 min, 3500 rpm pii pokojové teploté) a
spodni chloroformova cast byla spojena s pfedchozi. Zbyly pevny material byl
ususen v susarné pii teploté 50 °C, pro ziskani suché navazky.

Frakcionace lipidu:

Vzorky z ptedchozich extrakci byly odpateny proudem dusiku a nafedény 100 pl
chloroformu. Kolona Lichlorut Si 60 (Merk, 200 mg) byla pfed nanasenim vzorkt
promyta 1,5 ml chloroformu. Vzorky byly naneseny na kolonu, vzorkovnice
vyplachnuty 100 upl chloroformu a roztok byl nanesen na kolonu. Vymyti
vzorkovnice chloroformem bylo provedeno jesté jednou. Poté byly vymyvany
neutralni lipidy 2 ml choroformu (tato frakce nebyla odchytavana k analyze), 6 ml
acetonu (tato frakce nebyla odchytavana k analyze) a 2 ml methanolu (tato frakce
byla jimana do 8 ml vypalené vzorkovnice).

Mirna alkalicka methanolyza (transesterifikace):

Mastné kyseliny, vazany ve fosfolipidech byly uvolnény a pfevedeny na
methylestery. Vzorky byly odpafeny proudem dusiku do sucha a nasledné rozpustény
v 50 upl wvnitiniho standardu methyl nonadecanoatu (rozpustén v hexanu) o

koncentraci 200 ppm. Vzorky byly opét odpafeny dusikem. Poté byl ke kazdému
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vzorku pfidan 0,5 ml toluenu a 0,5 ml methanolu, nasledné bylo vSe vortexovano
1 min. Poté byl ptidan 1 ml ¢erstvé pfipraveného 0,2 M KOH v bezvodém methanolu
a vzorky byly inkubovany 15 min pti 37 °C. Po inkubaci v 1azni bylo ptidano 1,6 ml
hexanu, 0,4 ml chloroformu, 0,3 ml 1M kyseliny octové a 2 ml Cerstvé redestilované
vody. VSe bylo tiepano 1 min a centrifugovano (10 min, 2500 rpm pii pokojové
teplot¢). Horni faze byla pienesena do vzorkovnice a spodni faze byla znovu promyta
1,6 ml hexanu a 0,4 ml chloroformu. Opét nasledovalo tfepani 1 min a centrifagce
(10 min, 2500 rpm pti pokojové teploté). Horni faze byla odebriana a spojena
s predchozi. Promyti spodni faze bylo zopakovano podle posledniho kroku. Posledni
horni faze byla spojena s piedchozimi. Pfed méfenim na plynovém chromatografu
byly vzorky odpatreny proudem dusiku do sucha a nafedény 1 ml hexanu, smés byla
ttepana 30 sa poté byl 1 ml vzorku pfenesen do 2 ml vzorkovnice a pfipraven

k analyze.

4.8.2 Stanoveni fosfolipidickych markerovych mastnych kyselin
GC/MS

K analyze methylesteri z mastnych kyselin fosfolipidi byl pouzit plynovy
chromatograf Varian 450-GC s hmotnostnim detektorem Varian 240-MS. Latky byly
separovany na kapilarni kolon¢ DB-5MS o délce 60 m, priméru 0,25 mm a
stacionarni fazi 0,25 pm. Byl davkovéan 1 pl vzorku pomoci autosampleru Combi
Pal. Nosnym plynem bylo He o pratoku 1,2 ml-min™. Teplotni program zacal
isotermalné pii teplot¢ 60 °C a trval 1 min pii zavieném délic¢i. Potom byl déli¢
otevien (1:50) a teplota stoupala linearn¢ do 120 °C rychlosti 25 °C-minta poté do
240 °C rychlosti 2,5 °C-min?, tato teplota byla udrzovana 10 min. Detekce byla
spusténa 8 min po startu. Teplota injektoru byla nastavena na 240 °C. Byla
pouzivana EI ionizace (70 eV). Hmotnostni spektra byla zaznamenavana v rozsahu
50-400 m/z. Methylované mastné kyseliny byly identifikovany na zaklad¢€ porovnani
retencnich Cast se standardy a kvantifikovany za pomoci ploch pikli. Koncentrace
fosfolipidickych markerovych mastnych kyselin byly stanovovany pomoci
kalibraénich  kiivek, které byly sestrojeny v koncentratnim  rozsahu

0,1-10 pg-I™. Regresni koeficient se pohyboval v rozmezi 0,9997-0,9999.
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4.8.3 Vyhodnoceni vysledkii fosfolipidickych mastnych Kkyselin

Chromatograficky zdznam byl vyhodnocen pomoci sady standardi mastnych
kyselin, které jsou charakteristické pro jednotlivé skupiny mikroorganismti v pidni
biomase. Kyselina 18:2w6,9 odpovidala skupiné¢ houby. Bakteriim odpovidali
kyseliny i14:0, i15:0, a15:0, 15.0, i16:0, 16:1w9, 16:1w7, 16:1w5, 10Me-16:0. i17:0,
al7:0, cyl17:0, 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 pfitomnost gram
pozitivnich bakterii poukazuji kyseliny 114:0, i15:0, a15:0, i16:0, i17:0, a17:0. Gram
negativni bakterie charakterizuji kyseliny 16:1w7, 16:1w5, cy17:0, 18:1w7, cy19:0.
Celkova mikrobialni biomasa je ddana sumou vSech nalezenych mastnych kyselin
[65].
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5. Vysledky a diskuze

5.1 Optimalizace metody nastfiku headspace plynové

chromatografie

Tato metoda byla optimalizovana, nebot’ piedstavuje vyrazné rychlejsi alternativu
stanoveni, kterda mize mit potencidl v urcitych situacich nahradit stanoveni ropnych
uhlovodiku v soudasnosti provadéné dle normy CSN EN 14 039. Hlavni vyhodou
této metody je zminéna rychlost analyzy, tedy fakt ze pfed samotnou analyzou neni
zapotiebi zadnych uprav vzorkt.

U optimalizace pouziti lineru se ukazala po testovani riznych variant jako
nejvhodnéjsi varianta s naplnénim lineru 10 mm deaktivované skelné vaty. Jako
nejvhodné&jsi doba a teplota inkubace vzorki se ukazala kombinace teploty 40 °C a
5 min, nebot’ u této teploty dochazelo k dostate¢né separaci latek BTEX. Pfi vyssich
teplotach bylo nutné zvysit i teplotu nastfiku na uroven teploty inkubace, coz vedlo
k nedostate¢né separaci latek BTEX. Pi 40 °C a 5 min doby inkubace taktéz doslo k
ustanoveni rovnovahy mezi pevnou a plynou fazi.

Za optimalni pribéh teplotniho gradientu byly zvoleny tyto podminky:

Teplotni gradient od 40 do 170 °C s teplotou zvysujici se rychlosti 10 °C/min. K
ovéfeni ucinnosti této metody doslo pomoci srovnani vysledki s analyzou vzorki dle
normy CSN EN 14 039. U¢innost metody néstiiku headspace testované na pudé
modalni kambizem Vv péti koncentracich dosahovala 86 + 13 % oproti normé u pud
kontaminovanych motorovou naftou a 92 + 10 % u pud kontaminovanych benzinem.
Tyto vysledky lze hodnotit jako dostacujici. Objem nastiiku byl hodnocen jako
posledni pfi nastaveni jiz dfive optimalizovanych parametri. Objem nasttiku nemé¢l
vliv na analyzu vzorku, kdy nedochazelo k pfesyceni injektoru, nebot’ odezva pfii
davkovani 100, 200, 500, 1000 ul byla linearni. Dale dochazi jen k 18% diskriminaci
Caoku Cyo

Za optimalizace vSech stanovovanych podminek dochazi k uspokojivé separaci a
identifikaci vSech latek u stanovovanych vzorki, jak je dobfe vidét na
Obr 3.

Analyza biopaliv od odebrani kontaminovaného vzorku po konecny vysledek je

45 min, oproti p¥iblizné 4 h pfi analyze vzorku dle normy CSN EN 14 039.
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Tyto charakteristiky metody spolu s nové vyvinutymi pienosnymi plynovymi
chromatografy davaji moznost k rychlému a efektivnimu zasahu pfi Gniky ropnych
latek do vSech slozek zivotniho prostiedi, nebo pfi stanoveni velkého mnozstvi
vzorkd. V budoucnu se ocekdva vyuziti této metody u specializovanych slozek

Hasi¢ského zachranného sboru.
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Obr 3: Chromatogramy motorové nafty (nahoie) a benzinu (dole); retencni ¢asy 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
piky typické pro vyssi uhlovodiky

Touto metodou byly analyzovany testy rozpustnosti paliv ve vodé a testy
zkoumajici vliv bioslozek na migraci paliv horninovym prostiedim. Celkové
nastaveni metody nastiiku headspace pro meéfeni paliv a jejich bioslozek je
nasledujici:

Ke stanoveni paliv byl vyuzivan plynovy chromatogram Varian 450-GC (USA)

S hmotnostnim detektorem Varian 240-MS (USA), pracujicim na principu iontové
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pasti. Latky jsou separovany na kapilarni koloné¢ znacky DB-5MS o délce 30 m a
pruméru 0,25 mm. Byl davkovan 1 ml vzorku pomoci autosampleru Combi Pal.
Nosnym plynem bylo He o priitoku 1,0 ml-min. Vzorek byl inkubovan 5 min v peci
pii teploté 40 °C, po nastiiku vzorku byl teplotni program zvySovéan rychlosti 10
°C/min az do 170 °C. Detekce byla spusténa 0,5 min po startu a celkova doba analyzy
byla 25 minut. Pouzivana byla ionizace dopadem elektronu (EI ionizace) 70eV a byl

méfen celkovy iontovy proud (TIC) v rozsahu hmot 45-300.
5.2 Testy rozpustnosti paliv

Vysledky rozpustnosti motorovych paliv v zavislosti na obsahu bioslozky uvadi
Tab 19.

Tab 19: Vysledky stanoveni rozpustnosti paliv ve vodé v jednotkach pl/], pramér ze ti'i paralel

Varianta Palivo BiosloZzka v palivu MTBE v Rozpustnost  Rozpust

palivu (ui/l) nost (%o)
R-N1 MoNa - - 2,17+ 0,06 100 + 3
R-N2 MoNa MERO 2% obj - 2,27+0,15 104+ 7
R-N3 MoNa MERO 5% obj - 2,33+0,06 107 + 3
R-N4 MoNa MERO 7% obj. - 2,35+0,07 108 + 3
R-N5 MoNa MERO 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. 2850+ 0,46  305+5
R-B7 Benzin EtOH 20% obj. 15% obj. 36,37+038  389+4

Z vysledkt uvedenych v Tab 19, vyplyva, ze piidavek bioslozek do motorovych
paliv zvySuje rozpustnost téchto paliv ve vode¢.

Ve vzorcich motorové nafty se rozpustnost smési zvySuje o 4 — 20 % v zavislosti
na obsahu MERO.

V piipadé benzinovych vzorki ovliviiuje rozpustnost palivové smeési nejen
ptidavek ethanolu, ale také antidetonatoru MTBE. Piidavek obou slozek rozpustnost
vysledné smési zvySuje. Jejich GC€inky se s€itaji a vetSi zasluhu na zvétSujici se

hodnoté rozpustnosti ma, pravdépodobné prave bioslozka ethanol. Zajimavy je
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vysledek vzorku B4, jelikozZ jeho slozeni odpovidd maximalnimu obsahu kysliku dle

soucasnych pravnich pfedpisti. V tomto vzorku se rozpustnost zvysila o 70 %.

Tyto zavéru odpovidaji vysledkim praci [66,67] kde bylo zjisténo zvySeni

rozpustnosti benzinu ve vod¢ po piidani ethanolu a MTBE, pfedevsim pak slozek

BTEX. Zvyseni rozpustnosti bylo popsano i u pfidavku 15 % MERO do motorové

nafty a to sice 0 25.3 %.

Zvysena rozpustnost paliv ve vodé mize mit negativni dopad na zivotni prostiedi,

jelikoz pfi uniku paliv do prostfedi se dostane vice téchto latek do povrchovych i

podzemnich vod.

5.3 Testy migrace paliv podlozim

V Tab. 20-47 jsou uvedeny vysledky testi migrace paliv horninovym prostfedim,

které byly stanoveny metodou nastiiku headspace. Ve vzorcich obsahujicich naftu

byla stanovovana nafta, C1p-Cyo a MERO a ve vzorcich obsahujicich benzin byl

stanovovan parametr BTEX, benzin, C10-Cys, ethanol a MTBE. V piipadé stanoveni

ethanolu a MTBE byl vysledek analyz u vSech vzorki pod mezi detekce,

pravdépodobné vlivem znacné tékavosti téchto slozek.

Tab 20: Vysledky stanoveni obsahu nafty ve varianté kambizem, 5 dni, v jednotkach ppm; A - E:
casti pidniho profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MERO, N3 = nafta + 7 % MERO

NAFTA (ppm) N1 N2 N3
A 2145,3 +38,0 1.899,0 + 108,4 1817,3 +184,3
B 70,8 +33,3 41,4+ 13,4 454+ 14,9
C 26,2+13,3 38,8+ 19,8 133+ 80
D 244+ 6,1 419+ 36,8 84,8+ 42,4
E 156+ 6,3 31,1+ 21,4 48,8+ 483

Tab 21: Vysledky stanoveni obsahu C10-C40 ve varianté kambizem, 5 dni, v jednotkach ppm; A - E:
¢asti pidniho profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MERO, N3 = nafta + 7 % MERO

C10-C40 (ppm) N1 N2 N3
A 1845,4 + 48,8 1677,6 £99,9 1595,7 +242,4
B 333t 9,4 284+ 9,4 335+ 7,5
C 11,2+ 4,0 25,0+ 12,1 82+ 4,5
D 14,4+ 5,8 42,3 +36,3 80,7+ 43,1
E 12,1+30,4 30,4 £ 25,0 342+ 40,2
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Tab 22: Vysledky stanoveni obsahu MERO ve varianté kambizem, 5 dni, v jednotkach ppm; A - E:
Casti padniho profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MERO, N3 = nafta + 7 % MERO

MERO (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: VysledKky stanoveni obsahu MERO ve varianté kambizem, 10 dni, v jednotkach ppm; A - E:
¢asti pidniho profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MERO, N3 = nafta + 7 % MERO

MERO (ppm) N2 N3
A 32,7+6,1 34,7+5,8
B 37,7+3,9 41,5+2,2
C 57+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: Vysledky stanoveni obsahu nafty ve varianté kambizem, 10 dni, v jednotkach ppm; A - E:
¢asti ptidniho profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MERO, N3 = nafta + 7 % MERO

NAFTA (ppm) N1 N2 N3
A 1741,5+82,4 1872,3+ 66,9 1529,1+ 51,7
B 1659,3 81,6 1505,1 +199,3 1493,1+107,1
C 143+ 1,5 155+ 9,1 34,8+ 29,0
D 11,6+ 4,7 78+ 1,9 27,7+ 22,8
E 70,1 + 40,2 450+ 7,1 48,5+ 24,5

Tab 25: VysledKky stanoveni obsahu C10-C40 ve varianté kambizem, 10 dni, v jednotkach ppm; A - E:
¢asti pidniho profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MERO, N3 = nafta + 7 % MERO

C10-C40 (ppm) N1 N2 N3
A 1596,7+ 84,8 1.844,2 +109,5 1525,0 +112,2
B 1614,3+122,6 1472,4 +194,1 14875+ 77,4
C 98+ 3,3 79t 7,4 289+ 26,7
D 86t 4,7 30t 04 343+t 26,4
E 68,8+ 32,3 38,6+ 29,7 40,7+ 26,9
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Tab 26: Vysledky stanoveni obsahu BTEX ve varianté kambizem, 5 dni, v jednotkach ppm; A - E:
¢asti pidniho profilu (odshora), B1 = benzin + 15 % MTBE, B2 = benzin + 11 % MTBE + 2 % EtOH,
B3 = benzin + 4 % MTBE + 5 % EtOH

BTEX (ppm) B1 B2 B3
A 1811,1+192,9 1549,9 +230,1 1106,6 + 80,6
B 1049 + 19,3 67,1+ 35,7 16,5+ 12,3
C 459+ 41,0 269+ 11,4 24,2+25,1
D 16,8+ 13,9 93+ 3,7 6,1+2,8
E 37t 1,3 19,3+ 13,0 8,1+9,5

Tab 27: Vysledky stanoveni obsahu benzinu ve varianté kambizem, 5 dni, v jednotkach ppm; A - E:
casti ptidniho profilu (odshora), B1 = benzin + 15 % MTBE, B2 = benzin + 11 % MTBE + 2 % EtOH,
B3 = benzin + 4 % MTBE + 5 % EtOH

Benzin (ppm) Bl B2 B3
A 2078,3 +368,6 1852,5+261,8 1416,1 £ 299,8
B 44,1+ 11,7 22,4+ 13,3 6,1+ 3,7
C 15,1+ 9,0 102+ 3,3 54t 5,7
D 104+ 7,6 82+ 3,1 59t 4,2
E 51+ 2,6 86+ 6,1 7,6 9,6

Tab 28: Vysledky stanoveni obsahu BTEX a benzinu celkem ve varianté kambizem, 5 dni,
vjednotkach ppm; A-E = casti padniho profilu (odshora), B1 = benzin + 15 % MTBE,
B2 = benzin + 11 % MTBE + 2 % EtOH, B3 = benzin + 4 % MTBE + 5 % EtOH

BTX+benzin (ppm) Bl B2 B3
A 3889,4 +526,4 3 402,4 + 407,2 2522,7 £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 88+ 3,8 279+ 15,4 6,1+ 14

Tab 29: Vysledky stanoveni obsahu C10-C15 ve varianté kambizem, 5 dni, v jednotkach ppm; A - E:
c¢asti pidniho profilu (odshora), B1 = benzin + 15 % MTBE, B2 = benzin + 11 % MTBE + 2 % EtOH,
B3 = benzin + 4 % MTBE + 5 % EtOH

C10-C15 (ppm) B1 B2 B3
A 3276,3+317,9 2 796,3 +238,5 2162,4+196,8
B 1184+ 19,4 83,2+ 49,8 223+ 16,2
C 55,4+ 52,9 31,3+ 14,2 26,1+ 23,6
D 235+ 12,9 151+ 7,2 103+ 6,3
E 86+ 2,9 259+ 19,7 54+ 22
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Tab 30: Vysledky stanoveni obsahu BTEX ve varianté kambizem, 10 dni, v jednotkach ppm; A - E:
¢asti ptidniho profilu (odshora); B1 = benzin + 15 % MTBE, B2 = benzin + 11 % MTBE + 2 % EtOH,
B3 = benzin + 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 98+ 3,3 9,8+ 4,4 9,1+ 3,9
E 126+ 59 13,4+ 5,2 73+ 56

Tab 31: VysledKky stanoveni obsahu benzinu ve varianté kambizem, 10 dni, v jednotkach ppm; A - E:
casti pidniho profilu (odshora); B1 = benzin + 15 % MTBE, B2 = benzin + 11 % MTBE + 2 % EtOH,
B3 = benzin + 4 % MTBE + 5 % EtOH

Benzin (ppm) Bl 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+ 11,1 169+ 5,6 10,2+ 5,6
E 15,8+ 45 19,0+ 14,7 169+ 8,8

Tab 32: Vysledky stanoveni obsahu BTEX a benzinu celkem ve varianté kambizem, 10 dni,
vjednotkach ppm; A-E: casti pudniho profilu (odshora), B1 = benzin + 15 % MTBE,
B2 = benzin + 11 % MTBE + 2 % EtOH, B3 = benzin + 4 % MTBE + 5 % EtOH

BTX+benzin (ppm) B1 B2 B3
A 1179,1+186,2 1412,7 £ 209,7 1431,0+105,8
B 1183,8+171,2 1211,1+219,7 1352,6+ 64,8
C 828,2+ 48,6 607,7 + 286,6 180,2+ 46,4
D 255+ 129 26,7+ 5,3 18,5+ 2,6
E 283+ 54 32,4+ 14,3 242+ 13,5

Tab 33: Vysledky stanoveni obsahu C10-C15 ve varianté kambizem, 10 dni, v jednotkach ppm;
A -E: Casti padniho profilu (odshora), B1 = benzin + 15 % MTBE, B2 = benzin + 11 %
MTBE + 2 % EtOH, B3 = benzin + 4 % MTBE + 5 % EtOH

€10-C15 (ppm) B1 B2 B3
A 1018,5 + 120,3 1273,2 £ 198,1 1290,5 + 117,4
B 1002,3 £ 135,0 1058,1 + 159,2 1219,0 + 96,3
C 750,0 + 54,2 531,3+271,6 164,0+ 42,9
D 250+ 156 257+ 7,9 16,5+ 3,5
E 26,0+ 5,5 304+ 12,1 23,4+15,7

50



Tab 34: Vysledky stanoveni obsahu nafty a ve varianté piscita zemina, 5 dni v jednotkach ppm;
A - E: ¢asti pidniho profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MERO, N3 = nafta + 7 % MERO

NAFTA (ppm) N1 N2 N3
A 2022,4 +150,1 20022+ 57,7 1885,3 + 162,6
B 2 060,6 + 135,1 2026,8+130,1 1946,3 + 188,6
C 67,6+ 484 286,9 +131,1 205,8 +101,9
D 38,3+ 19,1 73,7+ 19,4 61,6+ 385
E 442+ 14,4 130,1+ 77,0 61,2+ 16,4

Tab 35: Vysledky stanoveni obsahu C10-C40 ve varianté piscita zemina, 5 dni v jednotkach ppm;
A - E: ¢asti ptidniho profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MERO, N3 = nafta + 7 % MERO

C10-C40 (ppm)

N1

N2

N3

A 1797,5 + 144,8 1767,0+ 80,0 1709,0 + 136,4
B 1824,6 £117,5 18194+ 77,1 1788,0 + 196,2
C 433+ 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: VysledKky stanoveni obsahu MERO ve varianté pis¢ita zemina, 5 dni v jednotkach ppm; A - E:
¢asti ptidniho profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MERO, N3 = nafta + 7 % MERO

MERO (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: Vysledky stanoveni obsahu MERO ve varianté pis¢ita zemina, 10 dni v jednotkiach ppm;
A - E: ¢asti piidniho profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MERO, N3 = nafta + 7 % MERO

MERO (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: Vysledky stanoveni obsahu nafty ve varianté piscita zemina, 10 dni v jednotkach ppm; A - E:
casti pidniho profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MERO, N3 = nafta + 7 % MERO

NAFTA (ppm) N1 N2 N3
A 1749,0 +31,9 1711,5+30,8 1678,0 68,3
B 1855,2 60,5 1713,9+87,5 1592,9+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+ 5,3 125+ 7,0 254+ 6,1
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Tab 39: Vysledky stanoveni obsahu C10-C40 ve varianté piscita zemina, 10 dni v jednotkach ppm;
A - E: ¢asti ptidniho profilu (odshora), N1 = nafta, N2 = nafta + 4,7 % MERO, N3 = nafta + 7 % MERO

C10-C40 (ppm) N1 N2 N3
A 1554,3+118,3 1552,2+ 5,0 1521,2+57,0
B 16656+ 22,0 1545,4+49,8 1503,7 £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: Vysledky stanoveni obsahu BTEX ve varianté piscita zemina, 5 dni v jednotkach ppm; A - E:
casti pidniho profilu (odshora), B1 = benzin + 15 % MTBE, B2 = benzin + 11 % MTBE + 2 % EtOH,
B3 = benzin + 4 % MTBE + 5 % EtOH

BTX (ppm) Bl 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+ 185
D 32+ 1,8 19,5+ 15,9 73t 3,1
E 54+ 39 56+ 2,8 42+ 1,9

Tab 41: VysledKky stanoveni obsahu benzinu ve varianté pisc¢ita zemina, 5 dni v jednotkach ppm;
A - E: ¢asti ptidniho profilu (odshora), B1 = benzin + 15 % MTBE, B2 = benzin + 11 % MTBE + 2 %
EtOH, B3 = benzin + 4 % MTBE + 5 % EtOH

Benzin (ppm) Bl B2 B3
A 2678,7+228,6 2779,5+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 56+ 3,6 10,5+ 9,8
E 83+ 59 44+ 25 6,1+ 3,4

Tab 42: Vysledky stanoveni obsahu BTEX a benzinu celkem ve varianté pisCita zemina, 5 dni
vjednotkach ppm; A-E: c¢asti padniho profilu (odshora), B1 = benzin + 15 % MTBE,
B2 = benzin + 11 % MTBE + 2 % EtOH, B3 = benzin + 4 % MTBE + 5 % EtOH

BTX + benzin (ppm) Bl B2 B3
A 3157,7+128,9 3855,2 +554,3 3444,7 +303,7
B 274,9+ 98,3 351,5+132,2 1180,0+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: Vysledky stanoveni obsahu C10-C15 ve varianté piscita zemina, 5 dni v jednotkach ppm;
A-E: ¢asti pidniho profilu (odshora), B1 = benzin + 15 % MTBE, B2 = benzin + 11 %
MTBE + 2 % EtOH, B3 = benzin + 4 % MTBE + 5 % EtOH

C10-C15 (ppm) Bl B2 B3
A 2789,4+297,4 2 820,9+220,8 2690,7 £ 601,5
B 155,3+ 45,9 236,3+ 64,6 1044,0 £577,6
C 49,7+ 26,4 329+ 84 324+ 43
D 9,4+ 8,1 75+ 3,6 6,6+ 3,1
E 89+ 79 58+ 3,4 51+ 4,9

Tab 44: Vysledky stanoveni obsahu BTEX ve varianté pis¢ita zemina, 10 dni v jednotkach ppm;
A - E: ¢asti padniho profilu (odshora), B1 = benzin + 15 % MTBE, B2 = benzin + 11 % MTBE + 2 %
EtOH, B3 = benzin + 4 % MTBE + 5 % EtOH

BTEX (ppm) B1 B2 B3
A 761,9 + 461,5 1329,7 £479,5 1370,9+ 93,8
B 104,4 + 118,5 157,7 £ 120,6 602,5 +373,6
C 193,4+ 55,8 104,6 + 33,9 802t 6,9
D 39t 06 29+ 0,3 22+ 05
E 38t 1,7 41+ 1,5 55+ 0,9

Tab 45: VysledKky stanoveni obsahu benzinu ve varianté piscita zemina, 10 dni v jednotkach ppm;
A-E: casti ptdniho profilu (odshora), B1 = benzin + 15 % MTBE, B2 = benzin + 11 %
MTBE + 2 % EtOH, B3 = benzin + 4 % MTBE + 5 % EtOH

Benzin (ppm) Bl B2 B3
A 2997,1+411,0 2893,6 +141,9 3080,9 + 181,0
B 92,3+131,3 92,9+ 99,9 2175,6 +346,9
C 109,4+ 42,1 73,7+ 22,3 57,1+ 7,1
D 2,6 24 1,6+ 13,6 1,2+ 0,3
E 20+ 1,4 20+ 1,1 4,7+ 4,6

Tab 46: Vysledky stanoveni obsahu BTEX a benzinu celkem ve varianté pisCita zemina, 10 dni
v jednotkach ppm; A - E: ¢asti piidniho profilu (odshora), B1 = benzin + 15 % MTBE, B2 = benzin +
11 % MTBE + 2 % EtOH, B3 = benzin + 4 % MTBE + 5 % EtOH

BTEX + benzin (ppm) Bl B2 B3
A 3759,0+843,0 4223,3+356,4 4451,8 +106,1
B 171,9+171,9 279,8 + 188,9 2778,1+228,7
C 302,8+ 96,5 178,3+ 51,2 1373+ 12,4
D 6,5+ 2,9 45+ 0,6 34+ 0,8
E 6,4+ 6,1 6,1+ 2,1 10,2+ 4,7
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Tab 47: Vysledky stanoveni obsahu C10-C15 ve varianté piscitd zemina, 10 dni v jednotkach ppm;
A - E: ¢asti pidniho profilu (odshora), B1 = benzin + 15 % MTBE, B2 = benzin + 11 % MTBE + 2 %
EtOH, B3 = benzin + 4 % MTBE + 5 % EtOH

C10-C15 (ppm) B1 B2 B3
A 3135,3+320,6 3113,6+ 68,8 3144,7 +154,0
B 134,7 +138,3 55,5+ 128,7 3095,8 +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 38+ 21 25+ 1,4 1,3+ 0,2

Ve vétsing piipadi 1ze pozorovat vyssi mobilitu paliv Vv pfipadech, kdy byla
pfidana bioslozka. Tyto vysledky jsou v riznych usporadéanich, kdy se pouzivala
visk6zngj$i nafta a tekutéjsi benzin a na druhé strané pidy s vyznamné odlisSnym
mnozstvim organického uhliku, patrné v rlznych casech expozice. Obvykle se
Vv piipad¢ nafty a pidy s predpokladanou vyssi retenci organickych latek tyto rozdily
projevily po delsim ¢ase (viz Tab 20 a 21, oproti 24 a 25) a na druh¢ strané v piipadé
benzinu spiSe po kratsi dob&é expozice (napf. srovnani Tab. 26-29 a
30-33). Navic je z vysledkli patrné, Ze pro vyhodnoceni vlivll je vhodné pouZzivat
kdy naptiklad pfi integraci chromatografickych pikii C10-Cy dle pfislusné normy,
dochazi ke zna¢né ztraté informace a rozdily nejsou tak patrné. V obou téchto
ptipadech pfi testovani vlivu polarnich biolozek, se v podstaté potvrdily pivodni
domnénky, ze snizena hydrofobita smési po piidavku MERO, MTBE, nebo ethanolu,
se stava mobilngjsi v plidnim prosttedi.

Ve studii [67] bylo zjisténo, ze piidavek MERO do nafty zvysuje hustotu této
smési z 0.842 Kg/dm? pii 10 % MERO vV nafté az po 0.924 Kg/dm? pii slozeni smési
90 % MERO a 10 % nafty. Z toho by se dalo usuzovat, Ze migrace v horninovém
prostiedi by se méla zpomalovat s nariistem mnozstvi MERO v palivu, oviem nase
vysledku ukazuji na pravy opak. Tento rozpor miize byt vysvétlen tim, ze na mobilitu
paliv v horninovém prostiedi ma vétsi vliv jejich polarita nez hustota. SniZeni
viskozity benzinu po ptidavku ethanolu bylo prokazano v praci [68]. Viskozita se

snizila po ptidavku 2,5 % do benzinu 0 9.2 % a pfi ptidavku 5 % o 21,3 %.

Podobné vysledky jsme ziskali i v pfipadé pisCité pudy a nafty, kdy opét efekt
ptidavku MERO byl patrny spise po delsi expozici, a to pouze pii analyze latek

reprezentujicich naftové uhlovodiky. Z vysledkl analyz vzorka s benzinem vyplyva,
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ze zejména na ubytku uhlovodikt (t€kavéjSich BTEX po 5 dnech a benzinovych
alifatickych uhlovodikli po delsi dob¢), se pravdépodobné podilelo jejich tékani a
ptidavek polarniho ethanolu ve vlhké pudé snizil toto tékani.

Z vysledkd analyz MERO vyplyva, Ze vzorky nafty s vétsim podilem této
bioslozky vykazovaly mirné vy$§i mobilitu, nezli vzorky s niz$im obsahem MERO
(viz napt. Tab 22 a 23, nebo 36 a 37), coz je v souladu s vySe uvedenym zjisténim.
Zajimavé je vsak také zjisténi, ze v desetidennich testech bylo v pokusnych kolonach
detekovano celkové mensi mnozstvi MERO nezli v kolonach pétidennich, a to sice
az 0 50 % (viz Tab 22 a 23). Zde je mozné uvazovat o vlivu ptirozené atenuace, coz
potvrzuje také fakt, ze ve vzorcich s pisCitou zeminou, kterd obsahovala méné
autochtonni mikroflory, doslo pouze k cca tficetiprocentnimu poklesu koncentraci

MERO (viz Tab 36 a 37).

5.4 Stanoveni biodegradace palivovych smési z pidy

Stanoveni ropnych uhlovodikd bylo provedeno plynovou chromatografii dle CSN
EN 14 039. Chromatografické zdznamy byly vyhodnoceny podle nékolika standardi,
standardni olej (EN-oil), benzin 95 (benzin), motorova nafta (MoNa) a n-alkany
C10-Cap (u vzorkii obsahujici benzin frakce C10-C15 a u vzorkl obsahujici motorovou
naftu frakce Cyo-Cap).

Vysledky degradace ropnych latek ve vzorcich pid A, B a C, hodnocené vyse
zminénymi postupy byly provedeny vzdy ve tfech paralelach. Relativni smérodatna
odchylka nepfesahla u zadného stanoveni 15 %. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 48-50

a percentualné znazornény pomoci Grafa 1-9.

Tab 48: Laboratorni testy biodegradace; koncentrace NEL ve vzorcich zeminy A, B a C, obsahujicich
naftu (1) a naftu s 5 % obj. MERO (2), vyhodnocené dle standardu ,,EN oil“ v jednotkach ppm

Den Al A2 Bl B2 C1 C2

1 7061 4755 4992 4 253 2481 3029
124 2337 2124 3 698 3 544 1262 1914
286 1891 1060 1259 1639 - -
308 - - - - 489 614
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Grafy 1-3: Laboratorni testy pFirozené atenuace, pokles koncentrace NEL ve vzorcich zeminy A (Graf a), B
(Graf b) a C (Graf c), vyhodnocené dle standardu ,,EN oil” v jednotkach % pocatecni koncentrace

Tab 49: Laboratorni testy biodegradace, koncentrace NEL ve vzorcich zeminy A, B a C, obsahujicich

naftu (1) a naftus 5 % obj. MERO (2), vyhodnocené dle standardu ,MoNa“ v jednotkiach ppm

Den Al A2 Bl B2 Cl C2

1 7350 4943 5383 4 356 2772 3265
124 2862 2513 4 486 4271 1400 2124
286 2090 1170 1391 1815 - -
308 - - - - 521 698
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Grafy 4-6: Laboratorni testy pfirozené atenuace, pokles koncentrace NEL ve vzorcich zeminy A (Graf a), B
(Graf b) a C (Graf c), vyhodnocené dle standardu ,,MoNa“ v jednotkach % pocatecni koncentrace
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Tab 50: Laboratorni testy biodegradace, koncentrace NEL ve vzorcich zeminy A, B a C, obsahujicich
naftu (1) a naftu s 5 % obj. MERO (2), vyhodnocené dle standardu ,,C10-C30“ v jednotkach ppm

Den Al A2 Bl B2 Cl C2

1 3605 2349 2616 2137 158 193
124 1287 1146 2093 1997 59 90
286 89 50 59 77 - -
308 - - - - 50 76
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Grafy 7-9: Laboratorni testy pfirozené atenuace, pokles koncentrace NEL ve vzorcich zeminy A (Graf a), B
(Graf b) a C (Graf c), vyhodnocené dle standardu ,,C10-C30“ v jednotkach % pocatecni koncentrace

Z vysledkl srovnani rychlosti pfirozené atenuace motorové nafty a nafty s 5 %
obj. MERO (Tab 48-50 a Grafy 1-9) vyplyva, Ze ve viech vzorcich obsahujicich
MERO nedochazelo ke statisticky vyznamnému rozdilu v biodegradaci ropnych latek
oproti vzorkiim obsahujici ¢istou motorovou naftu. Nékteré zdroje uvadéji, ze
piitomnost MERO ve smési zpomaluje rychlost degradace nafty [11], ale jiné zdroje,
naopak uvadéji, z¢ MERO rychlost degradace nafty zvysuje [69]. Nékteré studie
uvadéji moznost, Ze by se Cista bionafta mohla pouzit jako prostiedek bioremediace
na mistech kontaminovanych ropnymi pohonnymi palivy [70, 71]. Mozny divod
pomalejsi degradace ropnych latek ve smésich obsahujicich MERO je vysvétlovan
vice zpusoby, bud’to pfednostni utilizaci tohoto substratu mikroorganismy, nebo
obsahem TBHQ v biolozce MERO. Rekalcitrantni slou¢enina TBHQ je do MERO
pfidavana, aby se zabrédnilo biologické degradaci tohoto snadno odbouratelného
esteru v pribéhu skladovani. Dalsim vysvétlenim je vliv MERO na biodostupnost

ropnych uhlovodiké. Oproti motorové nafté je MERO vice polarni a mize
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zmobilizovat a tim 1 zvySit dostupnost uhlovodikli pro mikroorganismy, coz se pfi
vysoké koncentraci miize projevit toxickymi efekty na pfitomnou mikrofloru
degradujici ropné uhlovodiky (tento jev byl pozorovan pii testech migrace paliv
horninovym prostiedim).

V pudé¢ A a sedimentu C, které obsahovaly vétsi podily organické slozky, doslo
Kk rychlejS$imu snizeni koncentrace ropnych uhlovodiki, nezli u pis¢ité pudy (zemina
B).

Vysledky degradace nafty jsou zajimavé také z analytického hlediska, kdy
zpracovani dat pomoci standardi motorové nafty (,,MoNa*“) a oleje dle normy
CSN EN 14039 (,L,EN Oil“) vpodstaté poskytuje stejné vysledky, zatimco
interpretace vysledk pomoci n-alkani (,,C10-C30%) celkové vysledky kontaminace
ve veétsin¢ piipadi podhodnocuje (negativni chyba) viz Grafy 10-15. Z jiného
hlediska jsou vSak i tato data relevantni, nebot' ukazuji, Ze jsou preferencné
rozkladany n-alkany, protoze tyto latky jsou pravdépodobné nejméné rekalcitrantni a
pomoci bakteridlnich enzyml mohou byt oxidativné pfevedeny na mastné kyseliny
[72]. Rovnéz mohl uréity induktivni efekt mit i za nasledek ptidavek methyl esteru

fepkového oleje, jehoz kompletni rozklad byl potvrzen jiz pti prvnim odbéru.
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Grafy 10-12: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vzorky kontaminované naftou, srovnani vyhodnoceni
poklesu koncentrace NEL ve vzorcich zeminy A (Graf a), B (Graf b) a C (Graf c), dle standardu ,,EN Oil“,
»Nafta“ a ,,C10-C30“ v jednotkach % pocatecni koncentrace
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Grafy 13-15 Laboratorni testy prirozené atenuace, vzorky kontaminované naftou s5 % obj. MERO,

srovnani vyhodnoceni poklesu koncentrace NEL ve vzorcich zeminy A (Graf a), B (Graf b) a C (Graf c), dle
standardu ,,EN Oil“, ,,Nafta“ a,,C10-C30“ v jednotkach % pocateéni koncentrace

V Tab. 51-55 dale nasleduji vysledky analyz vzorki s benzinovymi smésmi.

Tab 51: Laboratorni testy biodegradace, pokles koncentrace NEL ve vzorcich zeminy A, B a C,
kontaminované benzinem s 15 % obj. MTBE (3) a benzinem s 5 % obj. ethanolu a 4 % obj. MTBE
(4), vyvhodnocené dle standardu , EnQil“ v jednotkach 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: Laboratorni testy biodegradace, pokles koncentrace NEL ve vzorcich zeminy A, B a C,
kontaminované benzinem s 15 % obj. MTBE (3) a benzinem s 5 % obj. ethanolu a 4 % obj. MTBE
(4), vyvhodnocené dle standardu ,Benzin“ v jednotkach ppm

Den Al A2 Bl B2 Cl 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: Laboratorni testy biodegradace, pokles koncentrace NEL ve vzorcich zeminy A, B a C,
kontaminované benzinem s 15 % obj. MTBE (3) a benzinem s 5 % obj. ethanolu a 4 % obj. MTBE
(4), vyvhodnocené dle standardu ,C10-C15“ v jednotkach ppm

Den Al A2 Bl B2 Cl 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: Vysledky analyz BTEX ve vzorcich zeminy A, B a C, kontaminované benzinem s 15 % obj.
MTBE (3) a benzinem s 5 % obj. ethanolu a 4 % obj. MTBE (4) v jednotkach ppm

Den A3 A4 B3 B4 3 aca

1 2,34 2,13 2,24 2,33 3,47 3,89
124 0 0 0 0 - -
176 - - - - 0 0

Tab 55: Vysledky analyz MTBE ve vzorcich zeminy A, B a C, kontaminované benzinem s 15 % obj.
MTBE (3) a benzinem s 5 % obj. ethanolu a 4 % obj. MTBE (4) v jednotkach ppm

Den A3 A4 B3 B4 3 aca

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 detekénim limitem ve vSech vzorcich
Jiz pfi prvnim odbéru v den zaloZeni vzorkl, pravdépodobné vlivem vytékani.

Z vysledku analyz vzork kontaminovanych benzinovymi smésmi (Tab. 51-55)
vyplyva, Ze pouzitd paliva nejsou jiz detekovatelna v dobé prvniho kontrolniho
odbéru. Tato skutecnost vSak souvisi spiSe s t€kavosti dotyénych smési, nezli s jejich
biologickou rozloZitelnosti.

Zvysledkli analyz ropnych uhlovodiki ve vzorcich kontaminovanych
benzinovymi smésmi vSak vyplyva zajimava skutec¢nost. Vysledky interpretované za
pouziti benzinu a n-alkanli coby standarddl jsou v podstaté shodné, zatimco pfii
pouziti standardniho oleje dle normy CSN EN 14039 dochazi k podstatnému

nadhodnoceni vysledk.

5.5 Stanoveni mikrobialni biomasy pomoci PLFA

Stanoveni fosfolipidickych mastnych kyselin se pouzivda k charakterizaci
mikrobidlni biomasy zivych bunék a Kk popisu vlivu polutantd na mikrobialni
spolecenstva v pidé. Vzhledem k tomu, ze fosfolipidy nejsou zasobni latky, je jejich
mnozstvi v mikrobidlni biomase piiblizné konstantni. Po smrti buiiky se fosfolipidy
rychle odbouravaji, coz umoziuje velice pfesné stanoveni biomasy Zivych bunék
Tato metoda je daleko pfesnéjSi nez vysevové testy, nebot jen

5-10 % mikroorganismt je kultivovatelnych [73]
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U pud testovanych na biodegradaci bylo provedeno stanoveni PLFA vzdy ve
ttech paralelach, smérodatna odchylka neptekrocila hodnotu 22% u Zadného
stanoveni. U zeminy A a B byly odbéry provadény v 1. 21. 42. 72. 126. 174. 202.
225. 245. a 287 den. U zeminy C byly odbéry provedeny v 1. 49. 77. 100. 120. 162.
224. 294. den. V danych pudach byly stanoveny mikroskopické houby, bakterie,
aktinomycety, gram pozitivni i negativni bakterii a celkova mikrobidlni biomasa.

Vysledky PLFA jsou uvedeny Vv grafech 16-48.
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Graf 16: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci vsech specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovana koncentrace celkové bakterialni mikrofl6ry; vzorky
pady A kontaminované naftou (A1) a naftou s5 % obj. MERO (A2), ve srovnani s nekontaminovanym

kontrolnim vzorkem (A5)
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Graf 17: Laboratorni testy prirozené atenuace, vyvoj koncentraci vSech specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovana koncentrace celkové bakterialni mikrofléry; vzorky
pady B kontaminované naftou (B1) a naftou s5 % obj. MERO (B2), ve srovnani s nekontaminovanym

kontrolnim vzorkem (B5)
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Graf 18: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci vSech specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovana koncentrace celkové bakterialni mikroflry; vzorky
pady C kontaminované naftou (C1) a naftou s5 % obj. MERO (C2), ve srovnani s nekontaminovanym

kontrolnim vzorkem (C5)
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Graf 19: Laboratorni testy prirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovdna koncentrace skupiny mikroskopickych hub; vzorky
pady A kontaminované naftou (A1) a naftou s5 % obj. MERO (A2), ve srovnani s nekontaminovanym

kontrolnim vzorkem (A5)
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Graf 20: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovana koncentrace skupiny mikroskopickych hub; vzorky
pady B kontaminované naftou (B1) a naftou s5 % obj. MERO (B2), ve srovnani s nekontaminovanym

kontrolnim vzorkem (B5)
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Graf 21: Laboratorni testy prirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovana koncentrace skupiny mikroskopickych hub; vzorky
pady C kontaminované naftou (C1) a naftou s5 % obj. MERO (C2), ve srovnani s nekontaminovanym

kontrolnim vzorkem (C5)
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Graf 22: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovdna koncentrace skupiny vSech bakterii; vzorky pudy A
kontaminované naftou (A1) a naftou s5 % obj. MERO (A2), ve srovnani s nekontaminovanym kontrolnim

vzorkem (A5)
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Graf 23: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovdna koncentrace skupiny viech bakterii; vzorky pidy B
kontaminované naftou (B1) a naftou s5 % obj. MERO (B2), ve srovnani s nekontaminovanym kontrolnim

vzorkem (B5)
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Graf 24: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovdna koncentrace skupiny viech bakterii; vzorky pldy C
kontaminované naftou (C1) a naftou s 5 % obj. MERO (C2), ve srovnani s nekontaminovanym kontrolnim

vzorkem (C5)
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Graf 25: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovina koncentrace aktinomycet; vzorky pidy A
kontaminované naftou (A1) a naftou s5 % obj. MERO (A2), ve srovnani s nekontaminovanym kontrolnim

vzorkem (A5)
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Graf 26: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovina koncentrace aktinomycet; vzorky pudy B
kontaminované naftou (B1) a naftou s 5 % obj. MERO (B2), ve srovnani s nekontaminovanym kontrolnim

vzorkem (B5)
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Graf 27: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovina koncentrace aktinomycet; vzorky pudy C
kontaminované naftou (C1) a naftou s 5 % obj. MERO (C2), ve srovnani s nekontaminovanym kontrolnim

vzorkem (C5)
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Graf 28: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovdana koncentrace skupiny gram pozitivnich bakterii; vzorky
pidy A kontaminované naftou (A1) a naftou s5 % obj. MERO (A2), ve srovnani s nekontaminovanym

kontrolnim vzorkem (A5)
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Graf 29: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovana koncentrace skupiny gram pozitivnich bakterii; vzorky
pady B kontaminované naftou (B1) a naftou s5 % obj. MERO (B2), ve srovnani s nekontaminovanym

kontrolnim vzorkem (B5)
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Graf 30: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovana koncentrace skupiny gram pozitivnich bakterii; vzorky
pady C kontaminované naftou (C1) a naftou s5 % obj. MERO (C2), ve srovnani s nekontaminovanym

kontrolnim vzorkem (C5)
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Graf 31: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovdana koncentrace skupiny gram negativnich bakterii; vzorky
pady A kontaminované naftou (A1) a naftou s5 % obj. MERO (A2), ve srovnani s nekontaminovanym

kontrolnim vzorkem (A5)
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Graf 32: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovana koncentrace skupiny gram negativnich bakterii; vzorky
pady B kontaminované naftou (B1) a naftou s5 % obj. MERO (B2), ve srovnani s nekontaminovanym

kontrolnim vzorkem (B5)
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Graf 33: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovana koncentrace skupiny gram negativnich bakterii; vzorky
pady C kontaminované naftou (C1) a naftou s5 % obj. MERO (C2), ve srovnani s nekontaminovanym

kontrolnim vzorkem (C5)
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Graf 34: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovana koncentrace celkové bakterialni mikroflry; vzorky
pady A kontaminované benzinem s 15 % obj. MTBE (A3) a benzinem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (A4),

ve srovnani s nekontaminovanym kontrolnim vzorkem (A5)
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Graf 35: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovana koncentrace celkové bakterialni mikrofléry; vzorky
pudy B kontaminované benzinem s 15 % obj. MTBE (B3) a benzinem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (B4),
ve srovnani s nekontaminovanym kontrolnim vzorkem (B5)
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Graf 36: Laboratorni testy prirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovana koncentrace celkové bakterialni mikroflry; vzorky
pudy C kontaminované benzinem s 15 % obj. MTBE (C3) a benzinem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (C4),
ve srovnani s nekontaminovanym kontrolnim vzorkem (C5)
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Graf 37: Laboratorni testy prirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovana koncentrace skupiny vSech bakterii; vzorky pudy A
kontaminované benzinem s 15 % obj. MTBE (A3) a benzinem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (A4), ve
srovnani s nekontaminovanym kontrolnim vzorkem (A5)
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Graf 38: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovana koncentrace skupiny vsech bakterii; vzorky pady B
kontaminované benzinem s 15 % obj. MTBE (B3) a benzinem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (B4), ve
srovnani s nekontaminovanym kontrolnim vzorkem (B5)

66



B 1000 —t—C3
c
< 500 iy C4
0 T T T T T 1 C5
0 50 100 Cas (dny350 200 250 300

Graf 39: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovdna koncentrace skupiny vsech bakterii; vzorky pldy C
kontaminované benzinem s 15 % obj. MTBE (C3) a benzinem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (C4), ve
srovnani s nekontaminovanym kontrolnim vzorkem (C5)
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Graf 40: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovana koncentrace aktinomycet; vzorky pady A
kontaminované benzinem s 15 % obj. MTBE (A3) a benzinem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (A4), ve

srovnani s nekontaminovanym kontrolnim vzorkem (A5)
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Graf 41: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovina koncentrace aktinomycet; vzorky pldy B
kontaminované benzinem s 15 % obj. MTBE (B3) a benzinem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (B4), ve
srovnani s nekontaminovanym kontrolnim vzorkem (B5)
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Graf 42: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovina koncentrace aktinomycet; vzorky pudy C
kontaminované benzinem s 15 % obj. MTBE (C3) a benzinem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (C4), ve

srovnani s nekontaminovanym kontrolnim vzorkem (C5)
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Graf 43: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovana koncentrace gram pozitivnich bakterii; vzorky pldy A
kontaminované benzinem s 15 % obj. MTBE (A3) a benzinem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (A4), ve
srovnani s nekontaminovanym kontrolnim vzorkem (A5)
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Graf 44: Laboratorni testy prirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovana koncentrace gram pozitivnich bakterii; vzorky pidy B
kontaminované benzinem s 15 % obj. MTBE (B3) a benzinem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (B4), ve
srovnani s nekontaminovanym kontrolnim vzorkem (B5)
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Graf 45: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovana koncentrace gram pozitivnich bakterii; vzorky pady C
kontaminované benzinem s 15 % obj. MTBE (C3) a benzinem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (C4), ve
srovnani s nekontaminovanym kontrolnim vzorkem (C5)
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Graf 46: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovana koncentrace gram negativnich bakterii; vzorky ptdy A
kontaminované benzinem s 15 % obj. MTBE (A3) a benzinem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (A4), ve
srovnani s nekontaminovanym kontrolnim vzorkem (A5)

68



100

@wjmeB3
anflym B4
@l B5

c (ng/g)

0 T T T T T 1
0 50 100 (dn%?o 200 250 300

Graf 47: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovana koncentrace gram negativnich bakterii; vzorky pady B
kontaminované benzinem s 15 % obj. MTBE (B3) a benzinem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (B4), ve
srovnani s nekontaminovanym kontrolnim vzorkem (B5)
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Graf 48: Laboratorni testy pfirozené atenuace, vyvoj koncentraci specifickych fosfolipidovych mastnych
kyselin v jednotkach ng/g, kterymi je charakterizovdna koncentrace gram negativnich bakterii; vzorky ptidy C
kontaminované benzinem s 15 % obj. MTBE (C3) a benzinem s 4 % obj. MTBE a 5 % obj. ethanolu (C4), ve
srovnani s nekontaminovanym kontrolnim vzorkem (C5)

Z vysledkti nekontaminované pldy soznaCenim A5 vyplyvd, Ze mnozstvi
mikrobidlnich populaci zistavd zhruba konstantni oproti naftou kontaminovanym
variantam Al a A2, kde dochazi k dynamickym zménam. U vSech sledovanych
skupin mikroorganisml byl zaznamenan nejvyssi nartist biomasy u vzorkd se smési
nafty s 5 % MERO (A2). Obecné lze Fici, Ze zhruba v &ase 20 dni, kdy koncentrace
nafty jiz castecné poklesla (sniZeni toxicity vzorku), dochédzi k narlistu biomasy
mikroorganismi oproti nekontaminované pud¢. Populace hub pfiili§ neprospivala,
ov$em piitomné G* a G bakterie a aktinomycety jsou schopny dobie utilizovat naftu
a tedy dochazi k mikrobialni biodegradaci. Lokalni minimum v ¢ase 225 dni bylo
zpusobeno vykyvem vnéjsich podminek (pokles okolni teploty)

Také vpudé B je patrny rozdil v Cetnosti mikrobidlni populace mezi
nekontaminovanou kontrolou B5 (Zadné zmény) a vzorky kontaminovanymi naftou
(B1) a naftou s obsahem 5 % obj. MERO (B3). Ve vzorku s obsahem MERO byl
narast biomasy nejvyraznéjsi. Celkové se vSak oproti pidé s oznaCenim A jednalo
pouze o malé naristy dotycnych populaci, coz vyplyva z pocatecniho celkove
mensiho oZiveni vzorku pudy B. Dalsi rozdil oproti ptidé A spociva v pomalejSim

nastupu dynamickych zmén u bakteridlni biomasy: nartst je pozorovatelny az po
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sedmdesatém druhém dni testu, a to sice u skupin gram negativnich bakterii a sumy
vSech bakterii. Ostatni sledované skupiny v této pud¢ ptiliS neprosperovaly.

Ve vzorcich poto¢niho sedimentu (pida C) doSlo u vzorku kontaminovaného
naftou s 5% obj. MERO (C2) v piipadé gram negativnich bakterii, bakterii a hub,
k velkému nartstu mikrobialni biomasy nejen vzhledem ke kontrolnimu vzorku C5,
ale také vzhledem ke vzorku kontaminovanému pouze naftou (C1). Populace
aktinomycet a gram pozitivnich bakterii vzrostly v sedimentu ptiblizné stejnou
mérou v obou vzorcich obsahujicich naftu.

Prakticky u vSech testovanych variant motorové nafty s piidavkem MERO
dochazi na zaatku testu k narustu biomasy. Tento jev lze vysvétlit tim, ze
mikroorganismy pfednostné uklizuji MERO. Schleicher a kol. prokazal, ze v pidé
kontaminované smési nafty a MERO v pomérech od 95:5 az po 80:20 dochézi
K nartistu biomasy s nartistajicim obsahem MERA [74].

Celkové naristy mikrobidlni biomasy v sedimentu byly fadové vysSi neZli
Vv piidach A a B, coz odpovida pocatecni mife celkového oziveni vzorku.

U nékterych vysledktl vzorku obsahujiciho naftu s 5% MERO (C2), napiiklad u
obsahu gram negativnich bakterii a celkového obsahu bakterii, 1ze pozorovat dvé
faze ristu. Prvni zapocala ihned po zaloZeni vzorki, a druhd, vyraznéjsi, zapocala
pfiblizn€ po 100 dnech testu. V ptipad¢é aktinomycet a gram pozitivnich bakterii l1ze
tento trend pozorovat takeé u vzorkill s naftou bez bioslozky

Obecné ma benzin mensi vliv na celkovou biomasu, bez patrného vlivu ethanolu.
Pti srovnani celkového mnozstvi biomasy v testovanych typech pidy vyplyva, ze v
pude C je nejvyssi ndrtst biomasy, a to zejména G~ bakterii.

U pud kontaminovanych benzinovymi smésmi dochazi obecné k mensim zménam
v mikrobialni biomase, coz je patrn¢ zpisobeno rychlim vytékanim téchto smési
z testovanych pid, jak ukazaly testy biodegradace. Urcité zmény byly pozorovany
hlavné béhem prvnich dvaceti dnti testii. U aktinomycet a gram pozitivnim bakterii
(grafy 45 a 48) dochazi béhem prvnich dnll k poklesu u kontaminovanych ptd oproti
kontrole. Tento jev lze dat do souvislosti s ekotoxicitou téchto vzorkd. Ekooxicita
vzorkd obsahujici MTBE pro mikroorganismy byla prokazana v pracich [39, 40], na
mikroorganismech Vibrio fischerii, Salmonella typhimurium a Selenastrum

capricornutum.
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6. Zaveér

e Byly optimalizovany podminky metody ndstfiku headspace GC/MS. Jako
nejvhodnéjsi podminky byly stanoveny tyto: naplnéni lineru v prostfedni ¢asti
10 mm deaktivované skelné vaty, doba inkubace vzorku 5 minut, teplota
nastiiku 40 °C, teplotni gradient od 40 do 170 °C s teplotou zvySujici se o
10 °C/min, objem néstfiku nemél vliv na vysledky analyz. U¢innost metody
byla oproti validované metodé CSN EN 14039 86 + 13 % u pud
kontaminovanych motorovou naftou a 92 + 10 % u pid kontaminovanych
benzinem.

e Byla prokdzana zvySena rozpustnost motorové nafty ve vodé o 4-20 %
Vv zavislosti na mnozstvi ptfidaného methyl esteru fepkového oleje. U benzinu
doslo k nartstu o 23-289 % v zavislosti na mnozstvi pfidané¢ho ethanolu a
methylterc-butyleteru.

e U testl migrace biopaliv bylo prokdzano jeji zvySeni po ptidavku bioslozek u
vSech typi testovanych ptd 1 u ptidniho sedimentu.

e Nebyl prokdzan vliv pfiddvanych bioslozek do motorovych paliv na
biodegradace.

e Metodou PLFA bylo prokazéano, Ze v ptidach s vétsim obsahem organického

uhliku dochazelo k rychlejsi degradaci vlivem vétsiho po¢tu mikroorganismt.
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