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ABSTRAKT

Predlozena bakalaiska prace se zabyva analyzou polycyklickych aromatickych uhlovodiku
extrahovanych ze salatu, pudy, biouhlu a smési pidy s biouhlem. Polycyklické aromatické
uhlovodiky se do biouhlu dostavaji pii samotné vyrobé biouhlu neboli pyrolyze. Po aplikaci
biouhlu do pidy se pak polycyklické aromatické uhlovodiky mohou uvolfiovat do pady a
zneciStovat ji.

Teoreticka Cast prace je zaméfena na charakterizaci a vznik biouhlu. Pak jeho aplikaci na
pidu a naslednymi zmeénami, které v pudé vyvolava. Experimentalni Cast se zabyva
optimalizaci mikrovinné extrakce. Déle byly provedeny realné experimenty, kdy byl sledovan
vliv pfidaného biouhlu na koncentraci polycyklickych aromatickych uhlovodiki v pade a
salatu. Analyza realnych vzorkt obsahovala mikrovinnou extrakci s naslednym kvantitativni a
kvalitativnim stanovenim na GC/MS/MS. Ve vzorcich bylo méfeno 16 prioritnich
polycyklickych aromatickych uhlovodik(, které stanovuje Agentura pro ochranu zivotniho
prostiedi Spojenych statd Americkych. U vzorka pidy s biouhlem a salatem byla sledovana
vyssi koncentrace polycyklickych aromatickych uhlovodika nez u vzorkt bez biouhlu. Stejny
vysledek pfinesla i analyza kofenu salatu.

ABSTRACT

The bachelor’s thesis presented focuses on the analysis of polycyclic aromatic hydrocarbons
extracted from lettuce, soil, biochar and soil mixed with biochar. Polycyclic aromatic
hydrocarbons are introduced into the biochar during the production process, i.e., pyrolysis.
After applying the biochar to the soil, the polycyclic aromatic hydrocarbons can be released
into the soil and contaminate it.

The theoretical part of the thesis focuses on the production and characterisation of biochar,
its applications to the soil and subsequent changes it induces within the soil. The experimental
part focuses on the optimization of the microwave-assisted extraction process. Furthermore,
experiments were carried out, assessing the influence of the added biochar on the concentration
of polycyclic aromatic hydrocarbons within soil and lettuce. The sample analysis included
microwave-assisted extraction and quantitative and qualitative determination using
GC/MS/MS. The samples analysed were assessed for the presence and concentration of 16
different polycyclic aromatic hydrocarbons, prioritised by the U.S. Environmental Protection
Agency. The analysis of the samples of lettuce grown in the soil containing biochar display a
higher concentration of polycyclic aromatic hydrocarbons compared to samples without
biochar. The analysis of the lettuce roots showed identical results.

KLIiCOVA SLOVA

Biouhel, polycyklické aromatické uhlovodiky, mikrovinna extrakce, plynova chromatografie
s hmotnostni spektrometrii
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spektrometry
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1 UVOD

Biouhel je tmava tuha latka. Vznika pii procesu pyrolyzy. Pyrolyza je tepelny rozklad
materialu bez pristupu kysliku [1]. Pyrolyza ma tfi hlavni produkty. Prvnim jsou organické
pary, které se daji zkondenzovat. Druhym produktem jsou pary nekondenzovatelné. Poslednim
produktem je biouhel [2].

Jako biomasa pro vyrobu biouhlu se daji vyuzit odpadni latky, jako jsou odpady z lesnictvi
a zemeédelstvi ¢i Cistirenské kaly. Proto by v budoucnu mohla pyrolyza hrat velkou roli
v odpadovém hospodarstvi [3]. Pii pouziti odpadnich latek je nutno mit na paméti, ze vlastnosti
biouhlu velmi zavisi na podminkach pyrolyzy a typu pouzité biomasy [4].

Aplikace na padu patii mezi nejCastéjsi vyuziti biouhlu, ptfidava se taktéz do krmiv
prezvykavcu ¢i do kompostd a hnojiv [5]. Biouhel v pidé mtze mit pozitivni G¢inky na rast
rostlin, a to hlavné z divodu zvySené dostupnosti vody pro rostliny. Tento jev nastava diky
schopnosti biouhlu zadrZovat vodu v pudé [1].

Jednou z nejdalezitéjSich vlastnosti biouhlu je jeho schopnost adsorpce organickych latek.
Jeho velka sorpéni schopnost je disledkem povrchové struktury biouhlu. Biouhel ma velkou
specifickou plochu s mnozstvim portu. Tyto pory se v biouhlu vyskytuji ve tfech velikostech,
coz ma za nasledek schopnost biouhlu adsorbovat pevné, kapalné i plynné latky. V porech se
vyskytuje velka fada funkcnich skupin, které zplsobuji hydrofilni i hydrofobni charakter
biouhlu. Diky své sorp¢ni kapacit€ se biouhel vyuziva k sanaci pud znecisténych organickymi
latkami [1].

Pti pyrolyze vSak diky nedokonalému spalovani vznika fada organickych latek, jako jsou
napiiklad polycyklické aromatické uhlovodiky. Tyto latky se pii procesu pyrolyzy mohou
sorbovat na biouhel. Pouziti takového typu biouhlu ma za nasledek uvoliiovani organickych
latek do pudy. V pade se polycyklické aromatické uhlovodiky mohou sorbovat na ¢astice pudy.
Nasledné se z pudy mohou vyplavovat do podzemnich vod, ¢i se dostavat do zemédélskych
plodin [6, 7].

Cilem této bakalafské prace bylo sepsani lateralni reSerSe na téma organické latky v systému
puda, biouhel a salat. Dale optimalizovat metodu analyzy polycyklickych aromatickych
uhlovodikil z pidy. A nasledné analyzovat vzorky pudy, biouhlu, salatu a smési pudy
s biouhlem.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Pyrolyza

Pyrolyza je proces tepelné degradace, ktery probiha bez pfistupu kysliku ¢i jiného
oxida¢niho Cinidla. Jedna se o systém reakci, které jsou z vétSiny endotermniho charakteru.
Produktem jsou tii hlavni slozky. Prvni z nich jsou organické pary vzniklé z polymert celulozy,
hemicelulozy a lignitu. Tyto pary se daji zkondenzovat za vzniku biooleje. Druhou slozkou,
ktera pii pyrolyze vznika jsou nekondenzovatelné pary, jez mohou opoustét reakéni prostiedi a
podilet se na zaji§téni tepla pro ¢ast pyrolyzy. Poslednim produktem je pevna latka bohata na
uhlik zvana biouhel [2].

Reakéni mechanismy pyrolyzy 1ze rozdelit do tii fazi. V prvni fazi dochézi k eliminaci vody,
pretrzeni vnitinich vazeb a ke vzniku volnych radikalt. V této fazi dochazi také ke tvorbé
funk¢nich skupin jako jsou karbonylové, karboxylové a hydroperoxidové skupiny. V druhé fazi
vznika primarni biouhel, plynné a kapalné latky. Ve tietim kroku biouhel prochazi chemickym
preskupenim a taktéz zde vznikaji zbytkové pevné latky bohaté na uhlik [8].

Pyrolyznich procesu je cela fada. Kazdy proces ma jiné provozni podminky a lisi se vytézky
jednotlivych produktt [8]. Teplota karbonizace je zde zcela urCujici faktor a pfimo ovliviiuje
fyzikalni vlastnosti vzniklého biouhlu [1]. Pii vyS$Sich teplotach pyrolyzy biouhel vykazuje
vyS$Si obsah mineralnich latek a popela, taktéz se zvySuje stabilita uhliku a celkova aromaticita
biouhlu. Pfi vysSich teplotach se také zvétSuje porovitost produktu. Naopak pfi nizSich
teplotach stoupa obsah tékavych latek [9].

2.1.1 Rychla pyrolyza

Pfi rychlé pyrolyze je ucelem vytvofit co nejvétsi podil biooleje. Pro tuto pyrolyzu jsou
typické vysoké teploty od 450 do 600 °C, material pfi této teploté setrvavd méné nez dveé
sekundy. Za téchto podminek nedochazi k dalSimu krakovani, a tak nevznikaji
nekondenzovatelné pary [2].

Aby byla pyrolyza proveditelna, je nutno dodrzet malou velikost ¢astic biomasy, kterd do
déje vstupuje. To zaruci dostateCnou rychlost prestupu tepla pii tak kratkém setrvani v tomto
déi [2].

2.1.2 Prechodna pyrolyza

Tato reakce probiha pfi 300-500 °C. Biomasa pfii této teplote setrvava delsi dobu, a tak se
zde chemické reakce daji 1épe kontrolovat a je zde Sirs§i spektrum pro optimalizaci reakce.
Jelikoz reakce neni tak rychlé a teplota je nizsi, tak vznika z celulozy plynny siven, ktery lze
pouzit k pohonu samotné reakce. Jsou zde také niz§i pozadavky na rychlost prestupu tepla,
proto naroky na velikost vstupni biomasy nejsou tak pifisné a lze pouzit i vétsi frakce.
Produktem je relativné vysoky podil biooleje, jeho vynosy jsou zde ale mensi nez u rychlé

pyrolyzy [2].
2.1.3 Pomala pyrolyza

Tato pyrolyza probiha pfi nizsich teplotach, nez které se vyskytuji u pyrolyzy pfechodné a
rychlé. Biomasa zde zistava po delsi dobu. Hlavnim produktem této pyrolyzy je biouhel,
vznikaji zde vSak 1 pary, které 1ze pouzit na provoz pyrolytické reakce k pfimému ¢i nepiimému
ohfevu. Pro tento typ lze vyuzit velikost biomasy od malych granulek po klady stromu. Je taktéz
mnohem tolerantnéj$i k obsahu vody v biomase. Je tfeba, ale myslet na fakt, ze vlhkost
biomasy pfimo ovliviiuje vlastnosti biouhlu [2]. Vznikly produkt ma pak diky vys§imu obsahu
karboxylovych skupin schopnost imobilizovat tézké kovy [9]. Do této skupiny spada i nejstarsi
technika pro zpracovani biomasy, karbonizace, jedna se o pomalou pyrolyzu bez kondenzace
produktt. Tato technika se diive pouzivala pro vyrobu dievéného uhli [2].



2.1.4 Hydropyrolyza

Jedna se o relativné novy typ pyrolyzy, ktera probiha v prostfedi redukéniho vodiku. Toto
prostiedi pak zabranuje tvorbe€ volnych radikalti. Lze zde pozorovat zvySenou kvalitu vzniklého
biooleje, jelikoz vznika snizené mnozstvi nasycenych uhlovodikt. Reakénim mechanismem by
zde mohlo byt systematické st€peni makromolekularni struktury, které vede k tvorbé produktu
s vetsi selektivitou [2].

2.1.5 Mikrovinna pyrolyza

Diky pouziti mikrovinného zafeni pro ohfev je tento druh pyrolyzy mozné lehce a rychle
ovladat. Také zde diky mikrovinnému zateni probiha rychly a selektivni ohfev biomasy, ktery
urychluje reakcni rychlosti a zvySuje energetickou ucinnost. Oproti béznym pyrolyzam
produkuje mensi emise, a tak lze konstatovat, ze je Setrn€jsi k zivotnimu prostredi. DalSim
pozitivem je moznost vyuziti biomasy s vét§im podilem vody, jelikoz ma voda vétsi absorpéni
kapacitu mikrovln nez suchy material. Biomasu je ale nutné pied samotnou pyrolyzou upravit,
ato pridanim katalyzatorti a mikrovinnych absorbenti. Mezi mikrovinné absorbenty patii oxidy
a hydroxidy nékterych kovl, které pak zpusobuji v samotném biouhlu problém s jejich
naslednym uvolfiovanim do Zivotniho prostedi. Dal§im typem mikrovinnych absorbentt jsou
absorbenty na bazi uhliku, které jsou Setrnéjsi k zivotnimu prostiedi a Iépe se s biomasou misi,
maji vSak specifické pozadavky na vstupni biomasu. Produktem je biouhel sjednotnymi a
relativné ¢istymi mikropory a s vét§im povrchem nez biouhel vznikly pomalou pyrolyzou [10].

2.2 Biouhel

Biouhel je pevnym produktem zahfivani biomasy v prostfedi minimalniho pfistupu vzduchu
¢i bez uplného piistupu vzduchu a pfi teplotach nad 250 °C. Tento proces je nazyvan
zuhelnaténi nebo pyrolyza. Pfi spalovani pak dochazi k degradaci hemiceluldzy, celuldzy a
ligninu, tim vznikaji pory, které zvétSuji povrch biouhlu [1]. Vnitini struktura biouhlu je velice
odlisna od struktury ptvodni biomasy, biouhel totiz obsahuje velké mnozstvi organického
uhliku ve formé aromatickych jader. Biouhel neobsahuje pouze uhlik, ale i fosfor, dusik, vapnik
a hot¢ik. Vlastnosti biouhlu se nedaji obecné specifikovat, jelikoz zaviseji na typu pouzité

biomasy a typu pyrolyzy [4].
2.2.1 Vzhled biouhlu

Biouhel je jemnozrnna porézni latka svym vzhledem podobna dfevénému uhli [11].

Hlavni vyhodou biouhlu je jeho vysoce porézni struktura. Je zodpoveédna za lepsi zadrzovani
vody a zvétSuje plochu povrchu. Diky biologické a chemické stabilité¢ ma dvé vyuziti. Prvnim
je jimka uhliku a druhym je jeho pfinos pro pidu s dlouho Zivotnosti. Sekvestrace uhliku
v biouhlu umoziiuje mnohem delsi dobu skladovani uhliku nez napftiklad zalesfiovani [11].

2.2.2 Vlastnosti biouhlu

Biouhel se sklada zrelativné stabilniho organického uhliku, vyluhovatelného uhliku a
popelu. Tyto Casti pak obsahuji lehce degradovatelné oxidované uhlikové slouceniny,
aromatické a alifatické slouCeniny. Narozdil od vétSiny organickych hmot biouhel obsahuje
velké mnozstvi aromatickych sloucCenin. Také obsahuje mineralni frakci skladajici se
z mikroprvka a makroprvkl. Ty z néj Cini zdroj mineralnich latek pro pidni mikroorganismy
[12]

Pérovitost je pro biouhel zcela zasadni vlastnosti, je zodpovédna za vétsSinu reaktivnich ploch
periferni struktury biouhlu. Tyto plochy jsou dle elektronegativity funkénich skupin, které jsou
navazany na povrchu aromatickych jader, rozdéleny na hydrofilni a hydrofobni. Diky nim méa
pak biouhel heterogenni chemicky povrch. Poéry se zde déli dle velikosti na mikropory,
mezopory a makropory. Makropory zafizuji transport do mensich port a jsou dilezité pro



pohyb kofent ptdou a pro mikroorganismy. Mezopory adsorbuji pevné a kapalné latky a
mikropory adsorbuji latky plynné [1].

Co se tyCe pH biouhlu je velmi rozmanité a zavisi na typu vstupni biomasy, pohybuje se
v rozmezi 6,2-9,6. Kyselejsi typy biouhld pochazeji ze zelené biomasy a z kotent, zatimco
zasaditéjsi z dribeziho hnoje [13].

2.2.3 Struktura biouhlu

Kazda ¢astice biouhlu se sklada ze dvou hlavnich frakei. Prvni frakei je skladany grafenovy
list a dalsi frakci jsou ndhodné uspotfadané amorfni aromatické struktury. Slozeni biouhlu je
velmi heterogenni, jelikoz obsahuje jak stabilni, tak i labilni slozky. Mezi jeho hlavni slozky
patii uhlik, t€kavé latky a v neposledni fadé mineralni latky v podobé popelu. Podil téchto
slozek urcuje chemické a fyzikalni vlastnosti a chovani biouhlu jako celku [13].

Prach je jemna a ultra jemna cast biouhlu skladajici se zrtznych organickych a
anorganickych €astic v rozmezi mikro a nano velikosti. Sklada se z kulatych fullerenovych
nanocastic. Prach je ve srovnani s uhlikem skvély sorpéni material pro Sirokou skalu stopovych
hydrofobnich kontaminantt [13].

Biouhel kromé& uhliku obsahuje i dal§i prvky jako je dusik, sira, fosfor a kyslik, tyto prvky
jsou soucasti heteroatomu v aromatickych slouCeninach a zodpovidaji za heterogenni povrch
biouhlu. Obsah dusiku ve struktufe vSak neni pro rostliny nijak piinosny, jelikoz je ve vétsi
mife pfitomen ve formé pro rostliny nedostupné [13].

Compoesition = C(99.45%) H(0.55%)

Obrazek 2: Struktura biouhlu. Skladany grafenovy list [13]

2.3 Zdroje pro vyrobu biouhlu

Biouhel Ize vyrabét z riznych druhd biomasy jako je hnij, zbytky plodin, Cistirenské kaly a
v neposledni fadée drevo [14].

2.3.1 Biomasa

Biomasa je obecny termin jak pro rostlinnou, tak i zivoc¢iSnou biomasu. Lignocelul6zni
biomasa neboli suSina z rostlin je hojnym a levnym zdrojem obnovitelné energie. Sklada se
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z celulozy, hemicelulozy a ligninu [10]. U biomasy je dobré pted pyrolyzou znat poméry
celulozy, hemicelulozy a ligninu. Cim vice je v biomase ligninu tim vétsi budou vynosy biouhlu
a ¢im vyS$si je obsah celuldzy tim se biomasa rychleji pyrolyzuje [9].

Typ a slozeni biomasy ma velky vliv na strukturu a konec¢né vlastnosti biouhlu. Z dfevni
biomasy vznika hrubsi a odolngjsi biouhel. Naopak biouhly vyrobené z plodin jako je pSenice
nebo kukufice, motskych fas a hnoje jsou jemnéjsi a mén€ odolné. Pro mikroorganismy ale
byvaji lépe rozlozitelné a vice bohaté na ziviny. Obsah popela v biouhlu zavisi na obsahu popela
v biomase. Trava, slupky, zbytky slamy a hntj produku;ji biouhel s velkym obsahem popela na
rozdil od surovin ze dieva [13].

2.3.1.1 Kal z Cistiren odpadnich vod

Dalsi ze zdroja pro vyrobu biouhlu je Cistirensky kal. Jelikoz je v kalu velké mnozstvi
tézkych kovu a patogent nelze ho pfimo aplikovat na padu, ale pokud projde pyrolyzou, jeho
slozeni se vyrazné€ zméni a za urCitych podminek je aplikace na pidu bezpecna. Po procesu
pyrolyzy jsou tézké kovy v biouhlu stabilni a relativné nehybné. Lze je tedy bezpecné aplikovat
do pudy s neutralnim az zasaditym pH, jelikoz v kyselém prostiedi se vyplavovani nékterych
téchto kovi rapidné zvySuje. Vznikly biouhel nema tak dobré adsorpéni vlastnosti jako biouhel
vytvoreny z biomasy, jelikoz obsahuje velké mnozstvi popela [15].

2.4 Vyuziti biouhlu

Samotny biouhel se miize misit s organickymi nebo mineralnimi hnojivy, tyto smeési pak
zvySuji trodnost pidy a celkové vynosy plodin. Pro snizeni emisi sklenikovych plyna se
biouhel pfidava do krmiv prezvykavcu, kde i zlepSuje kvalitu samotného krmiva. Z divodu
snizeni ztrat zivin béhem kompostovani se pridava i do samotného kompostu. Své vyuziti najde
i pfi sanaci kontaminovanych pud a sedimenti. Zde diky svému velkému povrchu a sorp¢ni
kapacité slouzi jako sorbent pro odstranéni a imobilizaci organickych latek, jako jsou napftiklad
polycyklické aromatické uhlovodiky. Nebo se aplikuje ptimo na ptdu pro zvyseni jeji urodnosti

[5].
2.4.1 Vliv biouhlu na pudni vlastnosti

Kwvili velké specifické plose biouhlu mize dochazet ke zménam fyzikalnich vlastnosti pudy
tim, ze zmeéni jeji strukturu a porovitost. To miZe mit za nasledek zlepSeni rastu rostlin, kvali
zvySené dostupnosti vody v oblasti kofeni. Mezi okamzité ucinky biouhlu se fadi zvySena
dostupnost zivin a sniZeni kyselosti pud, za tyto ucinky vSak nemiZze samotny biouhel, ale
popel, ktery je v biouhlu po pyrolyze obsazen ve velkém mnozstvi [1].

Pti aplikaci biouhlu na ptdu je nutno pocitat se sorpci nékterych pesticidi na biouhel. Tuto
vlastnost maji ve vét§i mife prevazn€ biouhly vyrdbéné za vysSich teplot. Proto je pro
zemédélskou pudu lepsi aplikace biouhlt vzniklych za teplot nizSich. Naopak pfi sanaci pudy
je vhodnéjsi pouzit biouhel vznikly za vysSich teplot, jelikoz ma vetSi sorpcni kapacitu [9].

Aplikace biouhlu do pudy mize vyrazné€ zmeénit jeji barvu, tmavsi pudy pak pohlcuji vice
slune¢ni energie a takto upravena puda se pak vice zahfiva. Tento jev ma nasledné vliv na
procesy tepla, muze prodlouzit vegetacni obdobi u rostlin v sezonnich klimatickych
podminkach [11].

Biouhel ma mensi objemovou hustotu nez puda, proto jeho aplikace maze zpusobit snizeni
objemové hustoty samotné pudy. Pokud vsSak biouhel nema dostatecné velkou mechanickou
pevnost, dochazi k zaplnéni pidnich port malymi ¢asticemi biouhlu, a tak se objemova hustota
pudy zvysuje. K zahlceni pudnich péra muze pfispavat i tézka zemédélska technika, ktera
pfispava ke zhutnéni pidy a mechanické degradaci biouhlu [13].
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Biouhel pad¢ zvysuje plochu padniho povrchu. Tento jev vede ke zlepSeni zadrzovani vody
v puadé a provzdusinovani pudy. ZvétSeni pidni plochy prospiva pudnim mikrobialnim
spoleCenstvam [13].

Pfidanim biouhlu do pidy muaze mit pfimé i nepiimé ucinky na zadrZzovani vody v pudé.
Tento jev muze byt jako dlouhodoby tak i kratkodoby. Zadrzovani vody v pud€ je dano
rozlozenim a propojenim pudnich pora, proto je zavislé na samotném typu pudy. Napiiklad v
piscCité pudé se vyrazné€ vlhkost zvySuje na rozdil od pady jilovité, u které nejsou pozorované
zadné vyznamné zmeény. V piscité pudeé dochazi k zadrzovani vody v mikroporech, coz mize
vést k zvySené dostupnosti vody v obdobi sucha [13].

Castice biouhlu se v pdé vyskytuji bud’ jako diskrétni astice nebo jako &astice vazané
mineralem hlavné jil a bahno [13].

Biouhel se nepovazuje za inertni material. V pfirodé degraduje fotochemickymi a
mikrobialnimi procesy. Tyto procesy mohou mit za nasledek zménu povrchu a jeho funkénich
vlastnosti. Rozbory potvrzuji, Ze mikrobialni rozklad je velmi pomaly v porovnani s abiotickym
rozkladem, zejména pokud se jedna o nové biouhly [13].

Lze predpokladat, ze po delsim obdobi se bude u biouhlu postupné zvySovat rozpustnost a
bude dochazet k vyplavovani biouhlu z ptidniho profilu do podzemnich vod. Tento jev je velmi
zavisly na typu biouhlu, z jaké biomasy byl vytvoren a jaky typ pyrolyzy byl pouzit [13].

2.4.2 Kontaminace pudy zpusobena biouhlem

Vyskyt tézkych kovl, polycyklickych aromatickych uhlovodika (polycyclic aromatic
hydrocarbons, PAHs) a dioxind v biouhlu muaze vyplyvat z kontaminovanych vstupnich
surovin nebo z pyrolyznich podminek, které podporuji jejich tvorbu. Pifi pomalé pyrolyze se
v biouhlu mizou kromé snadno dostupnych zivin akumulovat i t€zké kovy a PAHs [13].

V organickych odpadech, jako je naptiklad Cistirensky kal, se obecné vyskytuje vétsi
mnozstvi lehkych a tézkych kovi. Tyto kovy po pyrolyze zistavaji v biouhlu. Pfi dne$nim
mnozstvi aplikace biouhlu neni nutné se o kontaminaci tézkych kovt prostiednictvim biouhlu
strachovat, jelikoz jejich rizika jsou srovnatelna s pouzivanim hnojiv. Riziko nastava pfi
vyS$Sich aplikacich biouhlu, které presahuji 250 tun na hektar [13].

Tekavé uhlovodiky, které vznikaji tepelnym zpracovanim biomasy, maji tendenci se
koncentrovat v kapalné frakci. Pfi chlazeni se, ale mohou z kapalné frakce uvoliiovat a ukladat
se do poru v biouhlu. Tékavé organické latky maji jak stimulacni, tak i inhibi¢ni G¢inky na
produktivitu rostlin a mikrobiélni procesy [16].

Po aplikaci biouhlu do pudy byl u vice studii pozorovan narast koncentrace PAHs. Jejich
mnozstvi bylo nejvyssi po aplikaci biouhlu na ptidu, ale s odstupujicim se Casem se koncentrace
zna¢ne snizovala. Aplikace biouhlu taktéz mize snizit vyskyt mikroorganismu, ktefi biologicky
degraduji PAHs, coz ma za nasledek zvyseni akumulace PAHs v rostlinach [6].

2.4.3 Enviromentalni dopady aplikace biouhlu na pudu

Pti aplikaci biouhlu do pudy se vyrazné snizuji emise CO, z pudy, jelikoz pfi aplikaci
biomasy, ¢i jinych organicky produktl, se béhem jejich pudniho rozkladu uvolnuje velké
mnozstvi CO2. Dokonce kdyby se stejné mnozstvi biomasy zpyrolyzovalo nebo aplikovalo na
ptdu, mnozstvi CO; vyprodukované rozkladem, by bylo mnohonasobné vyssi nez CO; vzniklé
samotnym pyrolyznim procesem. Napftiklad v prostfedi mirného klima, kde rozklad v pude
neprobiha rychlym tempem, by béhem dvou az péti let byly emise z pyrolyzy nizsi nez pii
rozkladu [11].

Stavajici pfistupem pro odstranéni uhliku z atmosféry je péstovani rostlin, které zachycuji
oxid uhli¢ity ve své biomase nebo v pudni organické hmoté. Jedna se o metodu sekvestrace
oxidu uhli¢itého zalesnovanim. Biouhel je méné rizikovou strategii nez jiné moznosti
sekvestrace, jelikoz se ulozeny uhlik nemuze uvolnit napiiklad pfi pozarech, pfi pifechodu
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neobdé¢lavané pudy zpét na obdé€lavanou nebo unikem z geologického ulozisté. Rostlinna
biomasa se rozklada mnohem rychleji nez biouhel. V rostlinach koluje urcité mnozstvi uhliku,
které rostlina ziskava z oxidu uhlicitého, jenz se nachazi ve vzduchu. Rostliny piirozené Cast
tohoto mnozstvi uvolfiuji do pudy ve forme organickych latek znamych jako kofenové exudaty.
V pudé jsou tyto latky zpracovany mikroorganismy zpét na oxid uhliCity, ktery se uvoliuje do
atmosféry. Uhlik, ktery je v rostliné zabudovan jako soucast rostlinnych pletiv, se vS§echen do
atmosféry znovu uvolni, jestlize rostlina uhyne a je do pidy zaorana. Pokud rostlinu vyuzijeme
na vyrobu biouhlu, ktery nasledné aplikujeme do pudy, tak uhlik zadrzime v ptdé po delsi dobu.
Na Obrazek 3 je znazornén kolobéh uhliku v procentualnim zastoupeni. Je z n€j patrné, ze
pokud vezmeme 50 % uhliku z rostliny a zachytime ho v pudé vSech 50 % se zpét uvolni do
atmosféry. Pokud vSak probéhne pyrolyza, do atmosféry se z ptivodnich 50 % uvolni pouze 30
% uhliku. Z tohoto schéma pak vyplyva, ze pokud vyfadime uhlik z kolobéhu fotosyntézy a
ptfevedeme ho do formy biouhlu, pak pfimo odstrafiujeme oxid uhli¢ity z atmosféry [14, 6].

30 %
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uvolnény CO2

Respirace
%_gée o)
NO
A— \J
©Z9)uAs0)04
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plda l 25 %
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Obrazek 3: Schéma sekvestrace uhliku

2.5 Organické latky v biouhlu
2.5.1 Tékavé organické latky

Tekavé organické latky (volatilic organic compounds, VOCs) jsou slouceniny, které se za
pokojové teploty snadno odparuji. Patfi do tfidy kapalnych organickych chemikalii
s proménlivou lipofilitou a t€kavosti. Klasifikuji se dle molekularni struktury nebo funkénich
skupin. Do této skupiny spadaji alifatické uhlovodiky, jak uz chlorované ¢i nikoliv, aromatické
uhlovodiky, alkoholy, estery a aldehydy. Vétsina téchto slou€enin se v urcité mire podili na
tvorbé pfizemniho ozoénu [17].

Do biouhlu se tékavé organické latky dostavaji v pyrolyznim procesu pii rekondenzaci
kapalné ¢i plynné faze na samotny biouhel. K vyraznému poklesu koncentrace tekavych
organickych latek v biouhlu dochézi pfi zvySeni teploty samotné pyrolyzy. VOCs u rostlin
vykazuji fytotoxicitu v podobé snizeni kli¢ivosti semen. Pii aplikaci biouhlu s obsahem VOCs
na pudu, jsou negativni ucinky na rostliny kratkodobé, diky degradaci a tékavosti VOCs. Pres
negativni vlastnosti té€chto latek se v biouhlu jejich hodnoty stale neméfi [18].
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2.5.2 Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHs)

Zakladni strukturu PAHs tvori atomy uhliku a vodiku usporfadané do dvou a vice spojenych
arénovych kruha [19]. Nékteré z nich klasifikuje Agentura pro ochranu Zzivotniho prostiedi
Spojenych stati americkych (United States Environmental Protection Agency, US EPA) jako
prioritni zneci$tujici latky, o nichz je znamo, ze maji akutné toxické, mutagenni, teratogenni
nebo karcinogenni ucinky [20].

Jednd se o organické kontaminanty vzniklé neuplnym ¢&i neefektivnim spalovanim
organického materialu. PAHs maji nizkou rozpustnost ve vode [21].

Vétsina PAHs, kromé nizkomolekularnich sloucenin jako je naftalen, se ve vodnim prostredi
sorbuje na Castice €i biotu. Filtratofi, zvifata zivici se vodnimi organismy a fasami ziskané
filtrovanim vody, mohou diky své vysoké rychlosti filtrace hromadit vysoké hladiny PAH a
kvuli nizké schopnosti metabolizace je bioakumuluji [21].

PAHs lze dle pavodu rozdélit do dvou hlavnich tfid na petrogenni a pyrogenni. Petrogenni
skupina PAHs pochazi z ropnych a vrtnych Cinnosti, a to vcetné ropnych katastrof, unikd a
zneCi§téni z ropnych rafinérii. Vétsina téchto PAHs je mala s dvéma az ctyfmi kruhy. Patii sem
naftalen, antracen, fenantren a chrysen. Takto malé PAHs jsou pak Casto spojovany s akutni
toxicitou a genotoxicitou, ale vykazuji jen nizké karcinogenni Uc¢inky. Pyrogenni skupina je
obsahlejsi, patii sem vSechny PAHs spojené se spalovacimi procesy, jako je znecisténi
z dopravy, primyslové ¢innosti, spalovani biomasy, ale také sem spadaji lesni pozary a sopecna
¢innost. Do této skupiny spadaji PAHs jako pyren, benzo(a)pyren, dibenzo(a,h)anthracen,
benzo(ghi)perylen a dalsi stfedni a velké PAHs. Tyto PAHs jsou spojovany s vysokou
mutagenitou a karcinogenitou, na rozdil od petrogennich PAHs nevykazuji akutni toxicitu,
presto pfedstavuji nejnebezpecnéjsi slozku vyfukovych emisi [22].

2.5.2.1 Sestndct prioritnich znecist'ujicich litek dle EPA

US EPA Kklasifikovala 16 PAHs jako prioritni zneCistujici latky na zéakladé toxicity,
potencialu pro expozici Cloveka, Cetnosti vyskytu na mistech s nebezpecnymi odpady a rozsahu
dostupnych informaci. Struktury a ndzvy zminéné skupiny jsou znazornény na Obrazek 4 [23].

Z téchto PAHs povazuje US EPA sedm za pravdépodobné karcinogeny pro ¢lovéka, jedna
se o chrysen, benzo(a)pyren, benzo(b)fluoranthen, benzo(k)fluoranthen, dibenzo(a,h)anthracen
a indeno(1,2,3-cd)pyren. PAHs, které jsou povazované za karcinogeny maji obecné vyssi
molekulovou hmotnost, nizsi tlak par a konstanty rozpustnosti ve srovnani s nekarcinogennimi
PAHs [23].
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Naphthalene Acenaphthene Acenaphthylene Fluorene
Phenanthrene Anthracene Fluoranthene Pyrene

Benzo[a]anthracene Chrysene Benzo[b]fluoranthene Benzo[k]fluoranthene

Benzo[a]pyrene Dibenzo[a,hlanthracene  Benzo[g,h,i]perylene  Indeno[1,2,3,cd]pyrene
Obrazek 4: List 16 US EPA PAHs [24]

2.5.2.2 Limity PAHs pro biouhel

Jakékoliv limity pro biouhel nejsou uzakonény. O jejich certifikaci se stara iniciativa EBC
(The European Biochar Certification). Pokud biouhel spliiuje dané piedpoklady obdrzi
certifikaci. Dané limity jsou testovany akreditovanou laboratofi a odbéry vzorku musi provadét
akreditovany vzorkaf [25]. EBC rozdé€luje biouhly dle vyuziti. Pro biouhel s aplikaci
v zemé&dé&lstvi stanovuje limitni hodnoty pro 16 US EPA PAHs 6 +2 4 g-t'! susiny [26].

2.6 Transformace polycyklickych aromatickych uhlovodiku v Zivotnim prostredi

V zivotnim prostfedi se PAHs transformuji chemickymi a biologickymi procesy [22].

Chemické reakce jsou katalyzovany slune¢nim zafenim a zahrnuji odpafovani, oxidaci a
nitraci. Skupina nitro-derivata polycyklickych aromatickych uhlovodiki (nitrated polycyclic
aromatic hydrocarbons, nitro-PAHs) vznika interakci PAHs s dusikem a kyselinou dusi¢nou,
které jsou volné dostupné v atmosfére. Nitro-PAHs vznikaji 1 ve spalovacich procesech, pii
nichz dochazi ke vzniku dinitrosloucenin. Tyto slouceniny pak zpusobuji astma, alergie a
rakovinu plic. Samotné nitro-PAHs zpusobuji mutagenitu. Oxidované polycyklické aromatické
uhlovodiky (oxygenated polycyclic aromtaic hydrocarbons, oxy-PAHs) vznikaji v atmosfére
interakci s ozonem, tuto reakci katalyzuje UVA zateni. Tyto derivaty mohou také vznikat pfi
studeném startovani dieselovych motorti. Oxy-PAHs maji podobnou genotoxicitu jako nitro-
PAHs [22].
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V atmosfére se PAHs spontanné chemicky rozkladaji, jedinou vyjimkou je halogenace,
kterou katalyzuji plisfiové druhy, a metoxylace. Metoxylovana forma PAH vznika transformaci
za pomoci houby outkovky pestré béhem jejich enzymatickych aktivit.

Reakce v atmosféte se fidi par zakladnimi pravidly. Prvnim pravidlem je velikost molekuly,
¢im vétsi molekula PAHs je tim se zvySuje jeji potencial na pohlcovani svételné energie a tim
se zvySuje jeji fotoreaktivita. Druhym pravidlem je stabilita PAHs v zivotnim prostfedi, se
zvySujici se aromaticitou se PAHs stava stabiln€jsim v zivotnim prostiedi a jeho polocas
rozpadu se zvySuje [22].

2.6.1 Osud PAHs v zivotnim prostredi

PAHs se hromadi v blizkosti mist s frekventovanou automobilovou dopravou jako jsou
silnice a parkovisté. Za pomoci splachu pfi destich ¢i tani snéhu se PAHs dostavaji do vodnich
systému. Do vody se PAHs dostavaji v pevné formé navazané na pevnych c¢asticich, a tak se
akumuluji v korytech vodnich tokd a mofskych sedimentech [22].

PAHs se pak dle adsorpce déli do dvou hlavnich kategorii. Prvni skupinou jsou PAHs
s nizkou molekulovou hmotnosti, skladajici se z dvou az tfi benzenovych kruhd, které se
adsorbuji na piskovou frakci pfimo pfi odtoku z cesty. Zatimco druhé skupina PAHs s vysokou
molekulovou hmotnosti, s Sesti az sedmi kruhy, se do znacné miry adsorbuje na povrchu
jemnych ¢astic. V letnim obdobi se velka ¢ast PAHs odparuje do atmosféry, jedna se hlavné o
PAHs s nizkou molekulovou hmotnosti [22].

PAHs je v pudé vazana na pudni Castice. Nejdulezitéjsi faktory, které mobilitu PAHs
ovliviyji, je velikost sorbujicich se ¢astic a velikost pudnich péra. Tendence PAHs sorbovat se
na puadu zavisi jak na vlastnostech PAHs, tak na vlastnostech pudy. Dulezity je taktéz
rozdelovaci koeficient oktanol-voda, jenz souvisi s rozpustnosti organickych sloucenin ve
vodé. Jestlize se hodnota koeficientu zvysuje, snizuje se rozpustnost ve vodé a zvysSuje se
tendence sorpce na pudu [7].

Velka cast PAHs usazenych v sedimentech jsou nehybné, jelikoz jejich nepolarni struktury
jim brani rozpoustét se ve vod€. Nekteré PAHs s niz§i molekulovou hmotnosti se v malém
mnozstvi do vody rozpousti a zaCletu;ji se tak do pérové vody, kde jsou pak biologicky dostupné
pro celou fadu organismu. Pii vyskytu organickych koloidi v sedimentu se PAHs na tyto
koloidy mohou sorbovat. Tyto koloidy se 1épe prenaseji porovou strukturou sedimentu, a tak se
zvySuje mobilita samotnych PAHs v sedimentech [7].

2.6.1.1 Degradace PAHs v Zivotnim prostiedi

Degradace PAHs v zivotnim prostiedi zahrnuje biodegradaci, fotooxidaci, adsorpci,
vyplavovani a bioamukulaci [7].

Pti biodegradaci, hlavné pokud se jedna o anaerobni degradaci, musi byt PAHs pro bakterii
dostupné. PAHs jsou pro bakterie dostupné, jestlize jsou ve fazi plynné nebo kapalné. Pokud
jsou PAHs sorbované na padu nejsou pro bakterie biodostupné. Jednim z faktoru
biodostupnosti PAHs je jejich rozpustnost ve vode¢, ktera je zavisla na molekulové hmotnosti
PAHs. PAHs vsak z pudy i sami desorbuji, kdy mnozstvi desorbovanych PAHs z pidy s ¢asem
klesa. Pti biodegradaci mize u bakterii dochazet ke kompetitivni inhibici, kdy bakterie nalezne
chemickou latku, ktera je pro ni lep§im zdrojem potravy, nez jsou PAHs [7].

Fotolyza je definovana jako destrukce slou€eniny z reakci iniciovanych pohlcenim svétla.
K témto reakcim dochazi, kdyz svétlo pohlcené PAHs excituje elektrony uvnitt molekuly. Tato
excitace vytvari nestabilni strukturalni uspotradani. V diasledku tohoto usporadani lze na
slouCeninu pusobit fyzikalnimi a chemickymi procesy. K fotolyze dochazi jsou-li PAHs
nasorbovany na ¢astice v pudé€ ¢i v atmosfére. Tyto reakce jsou u¢innéjsi se zvétSujicim se
povrchem c¢astic. Fotolyza taktéz probiha rychleji na svétlém podkladu oproti podkladu
tmavému. U fotolyzy taktéz plati, ze zalezi na struktufe PAHs. Obecn¢ plati, ze linearni a
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dvoukruhové PAHs se rozkladaji rychleji. Taktéz je ucCinn€§i u slouCenin s nizkou
molekulovou hmotnosti jako je napiiklad naftalen, protoze je biologicky dostupnéjsi a ma tak
delsi dobu expozice slune¢nim zatfenim. Jestlize jsou PAHs sorbovany uvniti Castice, a ne na
jejim povrchu, nejsou pro slunecni paprsky dostupné, a tak k fotolyze nedochazi [7].

2.6.1.2 Limity pro PAHs v Zivotnim prostiedi

Dle vyhlasky ¢. 153/2016 Sb. je jako preventivni hodnota obsahti rizikovych latek
v zemédélské pudeé urCena koncentrace pro smés PAHs 1 mg/kg susiny. Do této smési PAHs se
fadi anthracen, benzo(a)anthracen, benzo(b)fluoranthen, benzo(k)fluoranthen, benzo(a)pyren,
benzo(ghi)perylen, fenanthren, fluoranthen, chrysen, indeno(l,2,3-cd)pyren, naftalen a pyren.
Tato vyhlaska stanovuje dal$§i limitni hodnotu pro PAHs, jednd se o indikacni hodnotu
rizikovych latek, kdy pfi jejich prekro¢eni muze byt ohrozeno zdravi lidi a zvifat. Tato hodnota
je pro benzo(a)pyren stanovena na 0,5 mg/kg susiny a pro smés PAHs na 30 mg/kg. Do této
smési pak spada antracen, benzo(a)anthracen, benzo(b)fluoranthen, benzo(k)fluoranthen,
benzo(a)pyren, benzo(ghi)perylen, fenanthren, fluoranthen, chrysen, indeno(l,2,3-cd)pyren,
naftalen a pyren [27].

Hodnotu normy enviromentalni kvality pro utvary povrchovych vod stanovuje nafizeni
vlady €. 401/2015 Sb. Toto nafizeni stanovuje roc¢ni prumér sumy PAHs, ktery nesmi
presahnout 0,1 ug/l. Do této sumy PAHs pak spada benzo(b)fluoranthen, benzo(k)fluoranthen,
benzo(a)pyren, benzo(ghi)perylen a indeno(1,2,3-cd)pyren [28].

Dle metodického pokynu Ministerstva zivotniho prostiedi se indikatory znecisténi zemin
déli do dvou skupin prvni skupinou jsou prumyslové vyuzivana uzemi a skupinou druhou jsou
ostatni plochy. Na rozdil od ostatnich nafizeni a vyhlasek jsou v tomto pokynu PAHs sledovany
jednotlive, a ne jako skupina. Jednotlivé limity jsou uvedeny v Tabulka 1 [29].

Tabulka 1: Limity pro zeminu v hodnotach mg/kg susiny [29]

PAH prumyslové zeminy| ostatni zeminy
acenaften 33 000 3 400
anthracen 170 000 17 000

benz(a)anthracen 2,1 0,15
benzo(a)pyren 0,21 0,015
benzo(b)fluoranthen 2,1 0,15
benzo(k)fluoranthen 21 1,5
dibenzo(a,h)anthracen 0,21 0,015
fluoren 22 000 2300
fluoranthen 22 000 2300
chrysen 210 15
indeno(123cd)pyren 2,1 0,15
naftalen 18 3,6
pyren 17 000 1700

2.6.2 Utinky PAHs na lidsky organismus

Lidé mohou byt PAHs spojenymi s biouhlem vystaveny bud vdechnutim c¢astice nebo
nepiimo pozitim ovoce nebo zeleniny péstované na pud€ s biouhlovou tUpravou. PAHs se
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dostavaji i do vody diky jejich vyplavovani z pudy. U vétSiny lidi tak dochazi k expozici PAHs
pravidelné. Vyzkumy dokonce ukézaly zjistitelné mnozstvi PAHs ve vSech lidskych organech.

Diky své vysoké rozpustnosti v tucich se PAHs snadno vstiebavaji v travicim traktu savci.
Organy bohaté na tukovou tkart mohou slouzit jako sklady PAHs a postupné se z nich mohou
uhlovodiky uvoliovat [16, 7].

Vliv PAHs na lidské organismy zalezi na délce a cest¢ expozice a mnozstvi nebo
koncentraci. Taktéz zalezi na typu PAHs, kterym je Cloveék vystaven a také na relativni toxicité
jednotlivych PAHs. Mezi kratkodobé ucinky na lidské zdravi pii vysokych koncentracich patii
podrazdéni oci, nevolnost, zvraceni a prijem. Pti dlouhodobé expozici maji PAHs za nasledek
snizeni imunitni funkce, dychaci potize a poskozeni ledvin a jater [16, 7].

Nemetabolizované PAHs mohou mit toxické ucinky, hlavnim problémem jsou vsak jejich
metabolity, mezi které se fadi epoxidy a dihydrodioly. Ty jsou pak schopny vazat se na bunééné
proteiny a DNA. Diky této vlastnosti dochazi k biochemickym porucham a vyskytu
poskozenych buné€k, které pak vedou k mutacim, nadorim a rakoviné [16, 7].

Typ rakoviny pak zavisi na typu expozice. Pii vdechovani se vyskytuje rakovina plic, pfi
poziti rakovina zaludku a pfi kontaktu s kiizi rakovina kiize. Jednotlivé typy rakovin se vyskytly
u laboratornich zvifat pfi dlouhodobé expozici s vysokou koncentraci PAHs[16, 7].

2.6.2.1 Ekotoxikologie PAHs

Toxicita pro vodni organismy je ovlivnéna metabolismem a fotooxidaci. V pfitomnosti
ultrafialového svétla jsou PAHs obecné jedovatéjsi. PAHs maji stfedné vysokou az vysokou
akutni toxicitu pro vodni organismy a ptaky. S vyjimkou silné kontaminovanych pud nemaji
PAHs toxické ucinky na bezobratlé [7].

PAHs jsou v zivotnim prostfedi mirn€ perzistentni a Ize je bioakumulovat. Ocekava se, ze
koncentrace PAHs zjisténé u ryb a korysi budou mnohem vyssi nez v prostiedi, kde byly
organismy odebrany [7].

2.7 Rostliny péstované na pudé s biouhlem

Koncentrace PAHs v rostlinach pfi pouziti biouhlu v ptidé€ je zavisla na mnoha faktorech.
Prvnim faktorem je typ biouhlu. Ukézalo se, ze nezavisi na koncentraci PAHs v biouhlu, ale na
jejich biologické dostupnosti. Taktéz ne u vSech biouhla bylo potvrzeno zvySeni koncentrace
PAHs v rostliné pfi aplikaci biouhlu do piady. Dalsim faktorem jsou rostliny samotné, byly
nalezeny rozdily v koncentracich PAHs mezi riznymi druhy rostlin péstovanych na stejném
typu pudy. Poslednim faktorem jsou samotné PAHs. S vys§i molekularni hmotnosti PAHs se
snizuje jejich biodostupnost u rostlin. Rostliny péstované na pudé s biouhlem obsahuji vyssi
koncentrace LMW-PAHs, koncentrace HMW-PAHs se pfi aplikaci biouhlu nikterak nezvysuji
[30].

Béhem rustu rostliny bud’ aktivné nebo pasivné uvoliuji kofenové exudaty. Jedna se o
organické slouceniny. Timto zpisobem se do pudy uvoliiuje 20-30 % uhliku fixovaného
fotosyntézou v rostlinnych vyhoncich. Kofenové exudaty urychluji kolobéh zivin, rist rostlin a
rhizosférickou mikrobialni aktivitu. Navic mohou zlepSit desorpci organickych znecistujicich
latek z enviromentalnich matric. Exudaty zlepSuji i1 uvoliiovani PAHs z biouhlu. Uvolnéné
PAHs se pak do rostlin vstiebavaji za pomoci kofent a odtud se presouvaji do vyhonka [6].

2.8 Vliv biouhlu na zizaly

Zizaly jsou z padni fauny pouZivanymi organismy pro pidni ekotoxikologii, a to hlavng
kvali své citlivost viaci ptdnim znecistujicim latkam a ekologické roli v pidé. Jejich relativné
vysoky obsah lipidi ma za nasledek akumulaci lipofilnich toxickych latek v jejich tkanich.
Mnoho drobnych savct a ptaka se Zizalami zivi, a to piispiva k transportu kontaminantt z pudy
do potravnich fetézcu [31, 32].
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Zizaly jsou vystaveny toxickym u¢inkiim biouhlu zejména z diivodu konzumace mikroby.
Tyto mikroby se hojn& vyskytuji na biouhlovych plochach. Zizaly pak bioakumuluji PAHs,
které se v biouhlu nachazeji. Koncentrace akumulovanych PAHs zalezi na mnozstvi biouhlu
obsazeného v pudé a na typu pudy. Ukazalo se, Ze v piscCité pude je akumulace mnohem vyssi
nez v pude¢ jilovitého charakteru. Divodem je interakce PAHs s mineraly jilu, timto procesem
se pak snizuje dostupnost PAHs pro zizaly. Negativni uCinky ma biouhel na zizaly uz pfi
koncentraci 100 tun na hektar, tato koncentrace ma u vétSiny rostlin pfiznivé ucinky a bézné se
pouziva na zemeéd€lskou padu [31, 32].

U zizal bylo pozorovano vyhybani se ptudé s biouhlem. Jestlize by se biouhel aplikoval na
zemedelské pudy ve vétsim méfitku, mélo by to za nasledek snizeni zizali populace nebo jejich
mensich aktivit na oSetfenych ptdach. Divodim pro vyhybani se oSetfenym pidam je cela
fada. Prvnim a asi nejdulezitéjSim je uvolfiovani toxickych chemikalii z biouhlu a jeho nizka
nutri¢ni hodnota. Dal§im divodem by u mnoha biouhlti mohla byt jejich velikost Castic, ktera
je srovnatelna s velikosti Castic pisku, které zizaly nepreferuji [31, 32].

2.9 Analyza PAHs v pudé, rostlinach a biouhlu

Pfi analyze PAHs z pevné matrice jsou potieba Ctyfi kroky. Prvnim je extrakce, druhym
preCisténi extraktu, tfetim krokem je odpafeni rozpoustédel a poslednim je kvantitativni
stanoveni za pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie ¢i za wvyuziti plynové
chromatografie spojené s hmotnostni spektrometrii [33, 34].

2.9.1 Extrakce

Bez ohledu na pouzitou metodu je rozhodujicim faktorem rozpoustédlo. Tento fakt pak
ovlivilyje ucinnost celé extrakce. Je proto velmi obtizné rozhodnout o nejlepsi metodé¢ pro dany
Gigel. Uginnost rozpoustédel taktéz velmi zavisi na typu biomasy, ze které byl dany biouhel
vyroben, proto rozpoustédlo vhodné pro jeden typ biouhlu nemusi byt vhodné pro typ jiny [33].

2.9.1.1 Soxhletova extrakce

Pti tomto typu extrakce je zapottebi velky objem rozpoustédel (100-400 ml), a pomérné dlouha
doba (6—48 h). Tento typ vSak neni zavisly na matrici a po extrakci neni nutna filtrace. Jako
rozpoustédla se zde pouzivaji toluen, methanol, dichlormethan, hexan, propanol, ethanol. Tyto
rozpoustédla se vyuzivaji vzdy ve smési dvou kapalin v riizném poméru. U¢innost jednotlivych
smesi se li§i pro kazdy typ PAHs, a proto neexistuje nejucinngjsi smes pro jakékoliv stanoveni.
Pfi delsi dobé extrakce se zlepSuje extrahovatelnost PAHs. Po dosahnuti 36 hodin se vSak
hodnoty nezvysuji, a proto neni nutné extrakci provadét po delsi dobu [33].

Tato extrakce ve spojeni se 100 % toluenem byla doporucena pro extrakci PAHs z biouhlu
EBC [33].

2.9.1.2 Extrakce za zvySeného tlaku a teploty

¢ (Accelerated solvent extraction, ASE) ma oproti Soxhletové extrakci vyhody v krats§i dobé
extrakce a nizsi spotieb€ rozpoustédel. Pri extrakci pudy je extrahovatelnost PAHs dvakrat
vyS$si nez pii Soxhletové extrakci u biouhlu, ale vyrazné zavisi na pouzitém rozpoustédle. Pro
extrakci biouhlu se pak vice pouziva extrakce Soxhletem nez ASE [33].

2.9.1.3 Ultrazvukova extrakce

Extrakce ultrazvukem je dalSim typem extrakce. Je vSak zavisla na matrici vzorku a obsahu
kontaminujicich latek. Pti této metod¢ je po extrakci nutna filtrace ¢i vyuziti centrifugy. Co se
tyka extrahovatelnosti PAHs je na tom ultrazvukova extrakce podobné jako extrakce
Soxhletem. Zde taktéz zavisi na jednotlivych PAHs [33].
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2.9.1.4 Mikrovinna extrakce

Mikrovinna extrakce se bézné vyuziva k extrakci cilovych slouCenin z pevnych matric. Na
rozdil od klasickych metod vodivého ohfevu, mikroviny rychle a soucasné ohtivaji cely vzorek.
Timto zptisobem zkracuji dobu extrakce a mnozstvi rozpoustédel. Navic zajistuje selektivni
interakci s polarnimi molekulami, coz zvySuje extrakéni t€innost PAHs [33].

2.9.2 Precisténi vzorku

K precisténi vzorkt se vyuziva kolonova chromatografie se silikagelovou naplni. PreCisténi se
provadi zejména u rostlinnych vzorka, ale mizeme se s nim setkat i u vzorka biouhlu [35, 33].

2.9.3 Zakoncentrovani vzorku

Po extrakei je nutny krok odpateni rozpoustédel. K odpatfovani se vyuziva bud’ proud dusiku
nebo rotacni odparka. Pii pouziti odparky je nutno dbat na spravny proces odparovani, jelikoz
pfi drastit€jSim odpafovani dochéazi ke ztratdm velké casti PAHs. Odpareni se provadi
z divodu zakoncentrovani extraktu PAHs [34].

2.9.4 Plynova chromatografie

U plynového chromatografu se slozky separuji na zakladé rozd€leni mezi plynnou mobilni fazi
a stacionarni fazi udrzovanou v koloné€. Vstfikovani vyzaduje odpateni vzorku a jeho nasledné
preneseni na pocatek kolony. Slozky ze vzorku se kolonou pohybuji diky plynné mobilni fazi,
které se fika nosny plyn. Analyty se pak v koloné rozdéli diky jejich interakci se stacionarni
fazi. Rozdeleni je zde zalozeno na zaklad€ relativni rozpustnosti v kapalné fazi a relativnim
tlaku par samotného analytu. Analyty jsou unaSeny nosnym plynem do detektoru. Detektor
zaznamenava odezvu na danou vlastnost. Vyslednym zaznamem je nejcastéji intenzita signalu
v zavislosti na reten¢nim ¢ase nebo objemu [36].

Plynova chromatografie se vyuziva zejména pro analyzu permanentnich plynu, volatilnich a
semivolatilnich latek a ve spojeni s hmotnostni spektrometrii patfi dnes mezi nejpouzivanési
metodu pro stanoveni PAHs [36].
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Obrazek 5: Schéma plynové chromatografie. Prevzato z |37].
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2.9.4.1 Mobilni faze

Jako mobilni faze se vyuziva inertni nosny plyn, jako je helium, dusik nebo vodik. Typ a Cistota
mobilni faze zavisi na pouzitém detektoru. Mnozstvi a tlak plynu je fizen elektrickym
prutokomérem, ten zajist'uje konstantni prutok plynu, a tak dochazi ke konzistentnimu pratoku
plynu uvnitf kolony [36].

2.9.4.2 Davkovani vzorku

Autosamplery se vyuzivaji ke vstiiku vzorku do odpafovaci komory. Vyuzivaji se kvuli jejich
rychlému a konstantnimu zptsobu davkovani, béhem kterého dochazi jen k minimalnimu
odpafovani na hroté jehly. Kvili jejich lepsi presnosti jsou vysledky vice reprodukovatelné a
predchazi se i lidské chybé pfi manualnim nastfiku. Jehla nabere vzorek, pak propichne
silikonové ¢i gumové septum a vstiikne vzorek do odparovaci komory [36].

Odpatovaci komora obsahuje trubi¢ku z kiemenného skla, liner. Liner umoziuje rychlé
odpateni vzorku a pfenos vzorku s mobilni fazi do hlavy kolony. Vybér vhodného lineru je
zasadni pro nasledné méteni. Pro vybér je nutné vzit v uvahu mnozstvi vstfikovaného vzorku a
jeho expanzi objemu pii zahtati. Pokud by byl objem lineru pfili§ maly, dochéazelo by ke ztraté
vzorku a to by mélo za nasledek $patnou reprodukovatelnost vysledk. Naopak pii vybéru
lineru s pfiliS velkym objemem by dochazelo ke vzniku velkého mrtvého objemu, ktery
prodluzuje dobu preneseni vzorku na hlavu kolony [36].

2.9.4.3 Kolona

Dnes se ve vétsi mife pouzivaji kapilarni kolony (fused silica column typu WCOT). Vnitini
pruméry kolon se pohybuji od 0,1 do 0,53 mm. Kolona s nejmensim primérem ma nejmensi
kapacitu pro vzorek a neni vhodna pro stopovou analyzu. NejCastéji pouzivané kolony se
pohybuji od 0,25 do 0,32 mm a pifedstavuji nejlepsi kompromis mezi rozli§enim, mnozstvi
vzorku, rychlosti analyzy a snadnou obsluhou. Kolona s primérem 0,53 mm se ziidka pouziva
z divodu ztraty rozliSeni [36].

Délka kolony je dal§im dulezitym faktorem pro separaci analytd, ¢im je kolona delsi tim je
separace analytd ucinngjsi. S prodluzujici se kolonou se prodluzuje reten¢ni Cas, a tim se
prodluzuje 1 cas samotné analyzy. Pokud vSak chceme dosahnout velkého rozliSeni, je nutné
pouzit dlouhou kolonu. Pro vétsinu aplikaci se pouzivaji kolony o délce 30 m. Kratké kolony
lze vyuzit v pfipadé analyzy s omezenym poctem analyti. Kolony o délce 60 m a delsi jsou
spojeny s analyzou vzorku, kde je potieba zajistit vysokou separa¢ni ucinnost [36].

Tloustka filmu je u vétSiny kolon 0,25 um. Takovéa tloustka je vybrana ze dvou hlavnich
divodi. Prvnim je, ze kolona s touto tloustkou filmu je prakticky vyuzitelna pfi normalnich
provoznich teplotach. Druhym je sniZeni tzv. krvaceni kolony (column bleed), jelikoz je
krvaceni kolony pfimo umérné s mnozstvim stacionarni faze v kolon€. Krvaceni kolony je
proces, pii kterém stacionarni faze degraduje a eluuje z kolony. Poté se se nosnym plynem a
analytem dostava do detektoru, kde dochazi k jeji detekci. Krvaceni kolony je zptusobeno
zahfivanim kolony pfi vySSich teplotdch nez je doporuceno nebo zahfivanim kolony bez
pritomnosti toku nosného plynu a nebo vystavenim pfili§ vysokému ¢i nizkému pH [36].

Teplota kolony je spolu se stacionarni fazi nejdialezitéj§im faktorem pro oddéleni analytu.
Se zvySujici se teplotou se snizuji retencni ¢asy a retencni faktory. Teploty kolony zavisi na
bodu varu slozek vzorku a stupni rozliSeni potiebnému pro kazdou slozku. Na nepolarnich
stacionarnich fazich je poradi eluce uzce spojeno s tekavosti analytu, kde analyty eluuji podle
tékavosti. Pokud je vzorek slozen z analytt s riznymi body varu je mozné provést analyzu pfi
jedné teploté neboli izotermicky. U smési slozené z analytt pii podobném bodu varu je nutné
teplotu naprogramovat, aby se zvySovala bud’ kontinualn€ nebo krokové beéhem celého procesu
separace. Tato metoda zacina se vstiikovanim za nizké teploty. Do metody je pak posléze
zakomponovan teplotni gradient, ktery napomaha oddélit analyty se stfednimi a vysokymi body
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varu diky delSi retenci na stacionarni fazi. Linearni teplotni gradient je vyuZivan u analytt
s velkym rozsahem bodu vart. U nékterych vzorki je nutné naprogramovat nelinearni teplotni
program nebo sérii krokovych linearnich nartsta [36].

Vétsina systému plynové chromatografie umoziuje kolonu ohiat od 30°C (tato teplota je
dana teplotou laboratore) do 350°C. Horni mez se neda z technickych davodia piesahnout,
jelikoz se jedna o maximalni teplotu pii, které 1ze pracovat s tavenymi kapilarnimi kolonami

z oxidu kfemicitého. Maximalni teplota se musi taktéz fidit provozni teplotou stacionarni faze
[36].

2.9.5 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je Siroce pouzivand metoda pro identifikaci latek, urCovani jejich
struktury ptipadné izotopového slozeni, ale je 1 metodou vhodnou pro kvantifikaci vybranych
analytt. Existuje cela fada raznych pfistroja, lisici se jednotlivymi souc¢astmi. Dnes je MS velmi
Casto spojen s dalsi analytickou technikou, zejména chromatografii do tzv. sprazenych
(tandemovych) technik. Je mozné pouzivat techniku GC/MS i LC/MS, obé varianty se lisi
usporadanim piistroje [38].

Hlavnimi ¢astmi pfistroje jsou iontovy zdroj, hmotnostni analyzator a detektor. Analyty jsou
vhanény do iontového zdroje, kde se z nich vytvareji ionty. Ionty jsou poté urychleny do
hmotnostniho analyzatoru, kde dochazi k iontové separaci za pomoci magnetického nebo
elektrického pole. Z hmotnostniho analyzatoru jsou separované ionty vedeny do detektoru
nejcCastéji elektrondsobice [38].

V samotném pfistroji je nizky tlak a vakuum, diky témto podminkam se pfedchazi odklonéni
iontl z jejich drahy a srazkam ionta s atmosférickymi molekulami [38].

2.9.5.1 Ionizace

V tomto oddile budou popsany typy ionizaci, které jsou spojovany s plynovou chromatografii
[38].

2.9.5.2 Elektronova ionizace

Elektronova ionizace je metoda, jenz patii mezi jeden z nejstarsich a nejrozsifenéjsich zpusobu
ionizace v hmotnostnich spektrometrech. Ionizacni energie je analytim dodana prostfednictvim
elektront z vlakna. Zdrojem elektront je tenké vlakno z rhenia, které je zhaveno a taktéz slouzi
jako katoda. Takto vzniklé elektrony vstupuji do ionizani komory, kde jsou urychleny
rozdilem potenciall mezi vlaknem a ioniza¢ni komoru. Elektrony, které se v komote
nespotiebuji, jsou zachytavany elektronovou pasti, jenz je umisténa mimo ioniza¢ni komoru a
nese maly kladny potencial [38].

Nosny plyn s analyty vstupuje do ioniza¢ni komory malym otvorem, kde dojde k interakci
s malym svazkem elektront. Pfi interakci elektront s elektrony molekulového orbitalu dojde k
vymrsténi jednoho =z elektronli, vétSinou se jedna o elektron znevazebnych orbitalt
heteroatom a vznika tak radikal kationt. Poté jsou vzniklé ionty tlaceny do vystupni §térbiny
iontového zdroje. Kromé vzniku molekulového radikal kationtu, ktery nese informaci o
molekulové hmotnosti, dochazi také kvili velkému prebytku energie k fragmentacim molekul
a vzniku ionta se sudym pocétem elektront [38].

Cela komora je vyhfivana na teplotu 300°C, aby nedochéazelo ke kondenzaci vzorku. A je
udrzovana pii tlaku 1-1° Pa, aby se minimalizovaly kolize ionti a molekul ze vzduchu [38].

Pouziti elektronové ionizace je omezeno na latky spiSe nepolarniho charakteru a s
molekulovou hmotnosti nizsi, nez je 1000 Da. Diky vysokému mnozstvi pouzité energie
dochazi k fragmentaci molekul pfi iontové tvorbé. Diky velké fragmentaci vznikaji vysoce
diagnosticka hmotnostni spektra s vice signaly m/z, ktera jsou spojena s konkrétnimi fragmenty
[38].
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Obrazek 6: Schéma elektronové ionizace. Prevzato a upraveno z [38]

2.9.5.3 Chemicka ionizace

Stejné jako u elektronové ionizace je zde pouzito vlakno rhenia k produkci elektront, které jsou
pak vhanény do komory. Do komory se spolecné s vzorkem vhani reakcni plyn. Jako plyn
pouzivan amoniak ¢i methan a do komory je vhanén v prebytku ku vzorku. Jelikoz je plyn
v piebytku, elektrony ho ionizuji prednostné€. Dochazi pak k ion-molekularnim reakcim, kde je
nejcastéjsi reakci protonu z ionizovaného plynu na molekulu analytu [38].

Ve srovnani s elektronovou ionizaci zde dochazi ke vzniku iontli za nizsich energetickych
procesti, coz ma za nasledek mensi fragmentaci. Nedostatek fragmentace sice omezuje
informace o strukturfe molekuly, ale intenzita signdlu molekulového iontu je vétsi nez u
elektronové ionizace. Tento fakt nasledné usnadiiuje stanoveni molekulové hmotnosti [38].
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Obrazek 7: Chemicka ionizace. Upraveno a prevzato z [38]

2.9.5.4 Hmotnostni analyzdtor

Funkci hmotnostniho analyzatoru je odd¢lit ionty vznikajici v iontovém zdroji na zakladé jejich
poméru m/z. VSechny analyzatory pracuji ve velkém vakuu, aby se predesSlo kolizim
analyzovanych iontli. Pracuje na zakladu, ze mobilni iont I1ze odlisit od jiného iontu na zakladé
rozdilt kinetické energie, hybnosti a rychlosti [38].

Rozsah hmotnosti analyzatoru udava maximalni a minimalni hodnotu m/z, kterou je pfistroj
schopny stanovit. Rozli§ovaci schopnost analyzatoru hmotnosti znaci jeho schopnost oddélit
dva sousedni hmotové ionty [38].

Nominalni hmotnost iontu nebo molekuly oznacuje hmotnost nejhojnéjsiho izotopu kazdého
prvku zaokrouhlena na nejblizsi celé Cislo [38].
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2.9.5.5 Kvadrupdolovy hmotnostni spektrometr

Dnes se jedna o nejrozSifenéj$i hmotnostni analyzator. Je slozen ze Ctyf rovnobéznych
kruhovych kovovych ty¢i. Tyto tyCe jsou rozmisténé tak aby elektrické pole mezi nimi bylo
hyperbolické. Elektrické pole vytvofené mezi ty¢emi funguje jako filtr tim zpisobem, ze
umoziiuje iontim s urditou m/z prochazet mezerou mezi tyéemi. Rizenim poméru napéti, lze
vytvorit uzky filtr, ktery propusti jen urcity typ iontl s pomérem m/z. Dalsi ionty s rozdilnym
pomeérem se srazi s tyCemi a neutralizuji se. Rozsah analyzatoru hmotnosti se fidi velikosti ty¢i,
vzdalenosti mezi nimi a frekvenci [38].

2.9.5.6 Detektor

Detektor poskytuje informace o ¢etnosti iontil po vystupu z hmotnostniho analyzatoru. Paprsek
iontl se prevadi na elektricky signal, ktery je pozdéji zobrazen na softwaru pocitace. Signal
iontl je, ale Casto moc slaby na detekci, a proto je nutné ho zesilit [38].

Elektronovy nasobi¢ se pouziva k zesileni signalu a funguje na procesu sekundarni
elektronové emise. Iontovy paprsek zasahne dynodu, ktera emituje sekundarni elektrony. Tyto
noveé vzniklé elektrony pak narazeji na povrch dalSich dynod, které taktéz emituji elektrony.
Takovato kaskada elektronového proudu dorazi nakonec elektronového nasobice k anod¢ a zde
je dale umocnéna elektronickym néasobicem [38].

Dal§im konstruk¢énim typem elektronového nasobice je soustava ve tvaru rohu. Zde jsou
jednotlivé dynody nahrazeny jednou spojitou dynodou, ktera se nachéazi na celém povrchu. Jak
1ze na obrazku vidét, tak ionty jsou vhanény do systému, kde dynoda emituje elektrony, které
se odrazeji, a tak vytvoti kaskadu elektronti, které se postupné dostavaji k anodé [38].

Kaskada elektron(
°
Signal
Obrazek 8: Elektronovy ndsobic. Prevzato a upraveno z [38]

2.9.5.7 Vystup 7 hmotnostniho spektrometru

Hmotnostni spektrum je graf intenzity signadlu ku poméru m/z a je hlavnim vystupem
hmotnostniho spektrometru. Zakladni pik je pik s nejvyssi intenzitou ve spektru molekuly, ale
nemusi se jednat o molekulovy iont [38].

Chromatograficky zdznam typu TIC (total ion current) je zavislost signalu ku ¢asu. Tento
graf je vysledkem spojeni plynové chromatografie ¢i kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie. Je to souCet vSech signali m/z, které jsou v daném Case zaznamenany
hmotnostnim spektrometrem [38, 39].
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Obrdazek 9: Rozdil mezi hmotmostnim spektrem a chromatogramem. Prevzato a upraveno z |38]
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité pristrojové vybaveni, chemikalie
3.1.1 Chemikalie a vybaveni

Dichlormethan pro HPLC, HiPerSolv CHROMANORM

Hexan > 97 %, CHROMASOLYV pro HPLC (GC), Sigma-Aldrich

Isooktan pro analyzu, MERCK

Aceton technicky, VER BDH CHEMICALS

Silikagel Sigma-Aldrich

Morsky pisek prany, PENTA

Stiikackové filtry CHS FilterPure, 13 mm, 0,22 um, PTFE hydrofobni
(CHROMSERVIS)

3.1.2 Standardy

e PAH-Mix 9, L.S20950009CY, 10 ng/ul v cyklohexanu
e Deutered PAH standard, 5 latek, 2000 pug/ml v metylen chloridu, 011317

3.1.3 Plyny

e Dusik 4.7
e Helium 6.0

3.1.4 Pristroje

Analytické vahy (Kern 770)

Multiwave 3000, Microwave reaction system (Anton Paar)
Rotacni vakuova odparka Rotavapor, R-205 (Biichi)
Regulator vakua, V-800 (Biichi)

Plynovy chromatograf: SCION 436-GC (Bruker)
Hmotnostni spektrometr: EVOQ TQ (Bruker)

3.1.5 Software

e TASQ-TQ Batch Processing
e TASQ Client
e MSWS (Bruker)
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3.1.6 Charakterizace biouhlu

Biouhel byl dodan z Mendlovy Univerzity. Je vyroben pyrolyzou zemédé€lskych odpadu pfi
teploté piiblizne 600 °C. [40]
Tabulka 2: Charakterizace pouzitého biouhlu [40]

susina [%] 67-75
plocha povrchu [m2.g!] 289
obsah popela pfi spalovaci teploté 550 117
°C [%] ,
TC [g-kg'] 866
TOC [gkg!] 74
Celkovy dusik [g-kg™!] 13,2
Celkovy fosfor [g-kg™] 6,2
Sira [g-kg!] neméfitelné
Vapnik [g-kg™] 8,1
Hoi¢ik [g-kg'!] 6,7
Draslik [g-kg™] 24 4

3.1.7 Charakterizace pudy

Pida byla odebrana v kraji VysoCina v mésté Jemnice a v hloubce 0-25 cm. Odbér a
charakterizace pudy byla provedena Ing. Janem Fucikem.
Tabulka 3: Charakterizace piidniho typu

Pudni druh FLUVISOL
Pudni typ Hlina
Pisek [%] 52,1
Prach [%] 32,7

Jil [%] 15,3

Tabulka 4: Charakterizace piidy ziskand z vodného vyluhu

pH [-] v pufru 6,47
EC [mS-cm™] 0,29
Organicka hmota [%] 5,12
Organicky uhlik [%] 2,98
MWHC [%] 44,00
Celkovy dusik [%] 0,13
Celkovy fosfor [mg-kg!] 46,69
Ca [mgkg!] 388,24
K [mg-kg] 135,83
Mg [mg-kg™] 57,13
Na [mg-kg!] 44,96
NH* [mg-kg™] 6,77
NO* [mg-kg!] 188,95
POs* [mg-kg™!] 194,21
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Tabulka 5: Charakterizace piidy ziskand z kyselinového vyluhu

Celkovy fosfor [mgkg!]| 28224
Ca [mgkg!] 3882
K [mg-kg] 15942
Mg [mg-kg™] 7158,1
Na [mg-kg!] 87,1
NH* [mg-kg™] 89,6
PO+ [mg-kg!] 1972,8

3.2 Prubéh pokusu

Vzorky byly odebrany ze dvou pokust v prvnim pokusu se na hlin€ s rozdilnym podilem
biouhlu péstoval salat po dobu 28 dnti. Pfed pokusem byla puida vysusena a nasledné zavlazena
na 40 % MWHC (maximalni kapilarni vodni kapacita) pidy. MWHC ptdy bylo pfed pokusem
stanoveno na 44 %. Do kazdé nadoby bylo navazeno 500 g suché pudy ¢i smési pudy
s biouhlem. Na zacatku bylo do jedné nadoby nasazeno 5 salatt, po dvou tydnech byl v nadobé
ponechan pouze salat jeden. Salaty byly péstovany v growboxy za stabilni teploty 21+1 °C, a
vlhkosti 45 %. Svételny cyklus byl nastaven na 16 hodin svétla a 8 hodin tmy. Nadoby se
salatem kazdé tfi dny ménily pozice. Kazdy den byly salaty zalévany 25 ml kohoutkové vody.
Na zacatku bylo do jedné nadoby nasazeno 5 salatt, po dvou tydnech byl v nadob& ponechan
pouze jeden salat.

V druhém pokusu byly v hlin€ s biouhlem chovany Zizaly po dobu 21 dnti. Pouzité vzorky
byly z pokust, které provadél Ing. Jan Fucik.

3.3 Optimalizace metody

Na zacatku prace byla provedena optimalizace extrakce PAHs z pudy a biouhlu.

3.3.1 Ultrazvukova extrakce

Do plastové uzaviratelné centrifugacni zkumavky byly na analytickych vahach navazeny tfi
gramy biouhlu. Poté byl vzorek zalit 30 ml smési acetonu a hexanu v pomé&ru 1:1. Zkumavky
byly premistény do ultrazvukové lazné, kde probihala extrakce po dobu 30 minut. Vzorky byly
premistény do centrifugy, aby se zajistilo usazeni biouhlu.

Po usazeni biouhlu se kapalna faze prelila do bariky s plochym dnem na 50 ml.

3.3.2 Mikrovlnna extrakce

Pti mikrovinné extrakci byl pouzit pfistroj na mikrovinny rozklad. Pfi optimalizaci se
testovaly rozdily mezi jednondsobnou extrakci a extrakci dvojnasobnou. Taktéz se testovaly
rizna rozpoustédla v rozdilném poméru.

3.3.2.1 Jednondsobna extrakce

Na analytickych vahach byly navazeny 2 gramy pudy. Navazka byla kvantitativné prevedena
do teflonové patrony. Do patrony bylo za pomoci Hamiltonovy stfikacky prevedeno 10 pl
interniho standardu a 50 pl bézného standardu. Poté bylo do patrony umisténo magnetické
michadélko a 30 ml smési hexanu a acetonu v poméru 1:1. Teflonova patrona byla uzaviena
tésnicim teflonovym vickem a byla zasroubovéna do ochranného obalu. Patrona pak byla
vlozena do rotoru. Rotor s ¢tyfmi patronami, kde tfi patrony obsahovaly vzorek a jedna pouze
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rozpoustédlo se senzorem na meéteni tlaku a teploty, byl uzavien vikem a umistén do pfistroje
na mikrovlnny rozklad.

V pfistroji byly analyty zahtivany na teplotu 110 °C, pii této teploté byly zadrzeny po dobu
20 minut. Poté nastalo chlazeni do 40 °C. Po dosazeni této teploty byly vzorky vytazeny
z pistroje. Teflonové patrony byly otevieny a z teflonového vicka byla za pomoci stficky
s acetonem smyta zachycena ¢ast vzorku zpét do patrony. Kapalny vzorek byl z patrony prelit
do banky s plochym dnem.

3.3.2.2 Dvojndsobna extrakce

Pfi dvounasobné extrakci se postupovalo obdobné jako pfi extrakci jednonasobné. Rozdil
nastal az na konci. Po preliti kapalného vzorku do baiiky byla do teflonové patrony nalita smés
rozpoustédel. Patrona se vzorkem byla poté znovu umisténa do pfistroje na mikrovinny rozklad
a byl proveden stejny typ extrakce jako pfi prvni extrakci. Poté byl kapalny vzorek prelit do
stejné bariky.

3.3.2.3 Rozdily v pouZitych rozpoustédlech a jejich pomérech

Jelikoz je do pfistroje na mikrovlnny rozklad nutno pouzit smés, ktera obsahuje minimalné
25 % polarniho rozpoustédla. Byl v kazdé smési pro tento ucel pouzit aceton.

Pti optimalizaci smési rozpoustédel byla pouzita vzdy jednondsobna i dvounasobna extrakce
pro kazdou smeés rozpoustédel. Prvni smés rozpoustédel byl aceton s hexanem v poméru 1:1.
Druhé smés byl taktéz aceton s hexanem v poméru 7:3. Dalsi smés byla s acetonem, hexanem
a dichlormethanem v poméru 7:1:2. Posledni smeés, kterd byla pouzita byla s acetonem,
hexanem a dichlormethanem v poméru 5:2:3
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3.4 Piiprava vzorku pro GC/MS
Schéma piipravy vzorku pro GC/MS byla ptipravena v programu BioRender [41].

3. Vysouseni rozpoustédla

1. Ptiprava vzorku 2. Mikrovinna extrakce
] —
T ™ i R
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6. Analyza na GC/MS/MS Retencni ¢as

Obrazek 10: Schéma pripravy vzorkii

Ze vzorkl byla odstranéna voda. U hliny a biouhlu byly vzorky ponechany pii laboratorni
teploté, dokud se voda neodpafila. U listd a kofent salatu byla pro odstranéni vody pouzita
lyofilizace.

Pti analyze smési biouhlu a pady se napied odebralo Cast vzorku smési a poté byl ze smeési
vybran biouhel za pomoci pinzety.

3.4.1 Extrakce

Na analytickych vahach byl do teflonovych patron navazen vzorek. Mnozstvi daného vzorku
je znazornéno v Tabulka 6. Do kazdé patrony bylo napipetovano 10 pl interniho standardu,
taktéz do nich bylo vlozeno magnetické michadélko. Do patrony bylo poté nalito 30 ml smési
acetonu a hexanu v poméru 1:1. Patrona byla uzaviena teflonovym vickem a poté byla vlozena
do ochranného obalu a umisténa do rotoru. Rotor byl uzavien vikem a vlozen do pfistroje na
mikrovinny rozklad. V pfistroji byly analyty zahtivany na teplotu 110 °C, pfi této teploté byly
zadrzeny po dobu 20 minut. Poté nastalo chlazeni do 40 °C. Po dosazeni této teploty byly
vzorky vytazeny z pristroje. V rotoru se pii kazdé extrakci nachazely Ctyfi patrony, z toho tii
byly se vzorkem v posledni patroné bylo pouze rozpoustédlo a senzor na méfeni tlaku a teploty.
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Tabulka 6: Navazky dle typu vzorku

Typ vzorku navazka [g]
puda 2
smeés pudy s biouhlem 1
biouhel 0,5
listy salatu 0,5
koteny salatu 0,5

3.4.2 Odpareni rozpoustédla

Z teflonové patrony byl po extrakci v pfistroji na mikrovinny rozklad kapalny vzorek
pfeveden do bariky s plochym dnem na 50 ml. Pfi pouziti ultrazvuku byl vzorek nejprve
premistén do centrifugy a az poté byl prfeveden do bariky s plochym dne na 50 ml.

Kapalny vzorek byl odpaten na rotacni vakuové odparce, tak aby na dné barky zbyvala stale
cast vzorku. Zbyla cast byla dosusena pod dusikem. Do vysuSeného vzorku byl pomoci
Hamiltonovy stfikacky pfidan 1 ml isooktanu. V isooktanu byl vzorek ponechan po dobu
minimalné€ 5 minut.

3.4.3 Precisténi vzorku

Po rozpusténi vzorku v isooktanu byl vzorek za pomoci Pasteurovy pipety prenesen do
plastové stiikacky opatiené teflonovym filtrem s velikosti port 0,22 um. Pfes tento filtr byl
vzorek prefiltrovan do vialky, kterd byla uzaviena vickem se septem.

3.4.3.1 VyuZiti silikagelu

Pro precisténi vzorku listi salatu byla pouzita kolonova chromatografie se silikagelovou
naplni.

Kolona byla pfipravena do sklenéné chromatografické kolony. Na dno kolony byla umisténa
vata vyciSténa v acetonu, poté byla pridana 1zicka pisku. Na tyto dvé vrstvy byla nalita smés
3 g silikagelu rozmichaného v 25 ml hexanu. Hexan byl poté z kolony odpustén tak, aby jeho
hladina byla ve stejné vysce jako byla vyska usazeného silikagelu.

Po vysuSeni vzorku pod proudem dusiku, byl vzorek rozpustén v 1 ml hexanu a kvantitativné
pfeveden na pocatek silikagelové kolony. Na silikagelovou kolonu bylo poté nalito 10 ml
hexanu. Ten se jako odpad odpustil. Poté bylo na kolonu nalito 15 ml smeési hexanu a
dichlormethanu v poméru 1:1. Tato smes se pak odpoustéla do pripravené velké vialky. Vzorek
ve vialce byl po ukonceni chromatografie vysusen pod proudem dusiku do sucha a byl
rozpustén v 1 ml isooktanu. Nasledné byl vzorek precistén pres teflonovy filtr.
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3.4.4 Kalibraéni rada

Do vialek byla pfipravena kalibracni fada. Pfiprava probihala fedénim standartu isooktanem a
celkem bylo pripraveno 9 bodu kalibracni fady jednotlivé koncentrace 1ze vycist z Tabulka 7.
Poté bylo do kazdé vialky napipetovano tolik interniho standardu, aby byla jeho vysledna
koncentrace 100 ng/ml.

Tabulka 7: Koncentrace kalibracni Fady

Cislo | Koncentrace [ng/ml]
1 1

10

50

100

250

500

750

1000

2000

O |0 || ||k ([W]|N

3.4.5 Plynovy chromatograf s hmotnostni spektrometrii

Plynovy chromatograf EVOQ GC/TQ (Bruker) obsahoval kifemennou kapilarni kolonu
specialné navrzenou pro analyzu PAHs, jednalo se pfesné o Rxi—PAH (30 mx0,25 mm ID; 0,1
um). Vzorky byly davkovany za pomoci autosampleru a jako nosny plyn bylo pouzito helium.
Jednotlivé data analyzy obsahuje Tabulka 8. Teplotni program nastaveny pro termostat, ktery
plynovy chromatograf obsahoval je v Tabulka 9. Plynovy chromatograf je tandemové spojeny
s hmotnostnim spektrometrem, ktery vyuziva elektronovou ionizaci a dva po sobé& nasledujici
kvadrupdly.

Tabulka 8: Data k analyze na GC/MS/MS

Pratok nosného plynu [ml/min]| 1,2
Objem nastiiku [ul] 1
Teplota injektoru [°C] 270
Teplota transfer line [°C] 270
Doba analyzy [min] 30,33

Tabulka 9: Teplotni program

Teplota [°C] | Rychlost ohfivani [°C/min] | Konstantni teplota [min]
80 1
250 15 7
340 10 2
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3.4.5.1 Metoda pro stanoveni PAH's

Pro stanoveni PAHs ve vzorku byla pouzita metoda z diplomové prace Davida Bo¢ana [42].
Pro kazdou latku byl stanoven retencni ¢as, prekurzor, produkt a energie prechodd. Hodnoty
pro jednotlivé latky jsou znazornény v Tabulka 10.

Tabulka 10: Kvantifikacni prechody a retencni casy pro jednotlivé analyty

Nézev analytu Kvantifikacni prechod retencni ¢as [min]
Prekurzor [m/z] | Produkt [m/z] | CE [V]
Acenaften 154 153 20 7,62
Acenaften-D10 164 160 40 7,56
Acenaftylen 152 151 30 7,40
Anthracen 178 152 25 10,34
Benzo(a)anthracen 228 226 40 16,17
Benzo(a)pyren 252 250 40 23,39
Benzo(b)fluoranthen 252 250 40 22,01
Benzo(ghi)perylen 276 274 55 27,21
Benzo(k)fluoranthen 252 250 40 22,01
Chrysen 228 226 40 16,48
Chrysen-D12 240 240 10 16,48
Dibenz(ah)anthracen 278 276 40 26,58
Fluoranthen 202 200 40 12,29
Fluoren 166 165 25 8,46
Indeno(1,2,3-cd)pyren 276 274 55 26,53
Naftalen 128 102 30 481
Naftalen-D8 136 134 35 476
Perylene-D12 264 264 10 23,67
Fenanthren 178 152 25 10,34
Fenanthren-D10 188 184 30 10,19
Pyren 202 200 30 23,48
3.4.5.2 Kalibrace

Pred kazdym méfenim na GC/MS/MS bylo nutné nejprve zméfit kalibracni fadu. Nasledné
byla v programu TASQ vytvorena kalibracni zavislost plochy piku standardu a interniho

standardu na koncentraci. Ptiklad kalibracni zavislosti vytvofené danym programem je na

Obrazek 11. Kalibra¢ni zavislost byla u v§ech analyti linearni. Rovnice pfimek a jejich hodnoty

spolehlivost pro jednotlivé analyty byly vyneseny do tabulky (viz Tabulka 11).
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Obrazek 11: Kalibracni zavislost pro Acenafien

Nazev analytu

Rovnice primky

Hodnota spolehlivosti

Acenaften y =2,7504x + 8,2341 0,9999
Acenaftylen y = 1,0550x + 2,8203 0,9993
Anthracen y =1,5949x + 11,068 0,9991
Benzo(a)anthracen y =0,1892x + 1,0239 0,9991
Benzo(a)pyren y =0,2829x - 2,4833 0,9926
Benzo(b)fluoranthen |y =0,3470x + 1,1321 0,9897
Benzo(ghi)perylen y =0,3669x - 16,520 0,9947
Benzo(k)fluoranthen |y =0,6404x + 1,1906 0,9966
Chrysen y =0,2300x + 1,0710 0,9965
Dibenz(ah)anthracen | y =0,2335x - 10,525 0,9813
Fluoranthen y =0,2142x + 1,7363 0,9994
Fluoren y =3,7240x + 16,836 0,9991
Indeno(1,2,3-cd)pyren | y =0,1594x - 0,1558 0,9793
Naftalen y =2,0295x + 5,9660 0,9989
Fenanthren y =1,8415x + 11,896 0,9999
Pyren y =0,7764x + 5,0994 0,9998

Tabulka 11: Data kalibracnich zavislosti

3.4.5.3 Vyhodnocovani v programu TASQ

T
1800

T
2000

T
ng/ml

Pro program TASQ byla vytvofena metoda pro vyhodnoceni jednotlivych PAHs. Ke

kazdému analytu byl pfifazen jeden deuterovany PAH ze sady interniho standardu. Diky
poméru znamé koncentrace interniho standardu pfed extrakci a koncentrace po vyhodnoceni
GC/MS/MS, byl program schopny vyhodnotit skutecnou koncentraci jednotlivych analytu.
Jelikoz byl pouzit inertni standard pouze s péti PAHs, byly k jednotlivym analytim piifazeny
deuterované PAHs dle jejich strukturni podobnosti. Jednotlivé analyty sjejich internim
standardem jsou znazornény v Tabulka 12.

Program TASQ je schopen integrovat vétsinu pika bez problému (viz. Obrazek 12), ale u
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analytt, kde neni separace uplna az na nulovou linii, jedna se napfiklad o benzo(b)fluoranthen




a benzo(k)fluoranthen, Casto dochazi k chybé. Proto je nutné vSechny piky prekontrolovat a
v piipadé€ chyby provést integraci rucné.
Tabulka 12: Analyty a jejich interni standarty

Nazev analytu Interni standard
Acenaften Acenafthen-d10
Acenaftylen Acenafthen-d10
Anthracen Fenanthren-d10
Benzo(a)anthracen Chrysen-d12
Benzo(a)pyren Perylen-d12
Benzo(b)fluoranthen Perylen-d12
Benzo(ghi)perylen Perylen-d12
Benzo(k)fluoranthen Perylen-d12
Chrysen Chrysen-d12
Dibenz(ah)anthracen Perylen-d12
Fluoranthen Chrysen-d12
Fluoren Fenanthren-d10
Indeno(1,2,3-cd)pyren Perylen-d12
Naftalen Nafthalen-D8
Fenanthren Fenanthren-d10
Pyren Perylen-d12

U jednotlivych analytt byl vzdy sledovan kvantifikacni a kvalifikacni iont. Na Obrazek 12,
kde se jedna o pik acenaftenu, jsou vidét dva prekryvajici se piky. VEtsi modry pik predstavuje
odezvu kvantifikacniho iontu a mensi oranzovy pik znazoriuje iont kvalifikacni.
T

(+) 154.0 > 153.0 [20.0V] (*) (P) (q) 2
(+) 154.0 > 152.0 [33.0V] (*)

x10

2.25 A

204

175 4

1.25 4

Intensity

0.75

0.5

0.25

0.0 4
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Obrazek 12: Integrovany pik Acenafienu
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4 VYSLEDKY A DISKUSE
4.1 Stanoveni LOD a LOQ

Pred zpracovanim vysledka je nutno stanovit mez detekce (limit of detection, LOD) a mez
kvantifikace (limit of quantification, LOQ) pro jednotlivé analyty. LOD odpovida koncentraci,
pro kterou je signal statisticky vyznamné odlisny od Sumu. LOQ je koncentraci, kterou lze
s jistotou zméfit pomoci piistroje za danych podminek. LOQ a LOD byly stanoveny dle
technické normy DIN 32645. Hodnoty LOD a LOQ jsou znazornény v Tabulka 13.

Tabulka 13: Hodnoty LOQ a LOD pro jednotlivé analyty

Nazev analytu LOD [ng/ml] | LOQ [ng/ml]
Acenaften 1,0 1,5
Acenaftylen 0,6 0,9
Anthracen 1,2 1,7
Benzo(a)anthracen 1,0 1,5
Benzo(a)pyren 1,1 1,7
Benzo(b)fluoranthen 1,5 23
Benzo(ghi)perylen 1,0 1,5
Benzo(k)fluoranthen 1,5 2.3
Chrysen 1,2 1,8
Dibenz(ah)anthracen 0,8 1,2
Fluoranthen 1,4 2,0
Fluoren 2,0 3,0
Indeno(1,2,3-cd)pyren 1,2 1,8
Naftalen 4,5 6,8
Fenanthren 2,2 3,3
Pyren 2.3 3,5

4.2 Optimalizace metody extrakce

Pti optimalizaci metody byly vyzkouseny dvé metody extrakce biouhlu. Prvni metodou byla
extrakce v ultrazvuku a druhou metodou mikrovinna extrakce. Vyhodou ultrazvukové extrakce,
byla moznost vyssi navazky biouhly. Pfi mikrovinné extrakci se pfi vyss$i navazce nez 0,5 g
vzorek nerovnomérné prohiival mikrovlnami, a tak dochazelo k ne¢ekanym zvySenim tlaku
béhem extrakce. Vytéznost obou typt extrakci se velmi lisila v zavislosti na jednotlivych PAHs.

Nakonec byla vybrana metoda mikrovinné extrakce, protoze méla 1épe kontrolovatelné
podminky a vytéznost jednotlivych PAHs byla dostatecna.

4.2.1 Opakovana extrakce

Byly srovnany vytéznosti jednonasobné a dvojnasobné extrakce pro vSechny typy smeési
rozpoustédel. Po porovnani se vytéznosti nekterych PAHs tak nelisili. Dokonce vytéznost
jednonasobné extrakce byla u nékterych analyti vyssi. Proto se pro analyzu vzorkt pro lepsi
vytéznost a mensi Casovou naro¢nost vybrala jednonasobna extrakce. Na Obrazek 13 je graf
porovnani vytéznosti jednonasobné a dvojnasobné extrakce pro smés acetonu a hexanu
v poméru 1:1.
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Obrazek 13: Graf rozdilu mezi jednondsobnou a dvojnasobnou extrakci

4.2.2 Vybér rozpoustédla

Pfi porovnavani smési rozpoustédel byla sledovana vytéznost extrakce, samotny prubéh
mikrovinné extrakce a v neposledni fadé byl bran ohled na toxicitu pouzitych rozpoustédel. Na
Obrazek 13 je graf vytéznosti vzorku pudy pro jednotlivé smési, kde prvni Cislo predstavuje
aceton druhé hexan a tfeti dichlormethan. Z grafu je patrné, ze nejlepsi vytéznosti mél aceton
s hexanem v pomeéru 1:1 a aceton s hexanem a dichlomethanem v poméru 5:2:3. Pfi mikrovinné
extrakci vSak u vzorki biouhlu dochazelo ve smeésich s dichlormethanem k neCekanym
zvySenim tlaku a nevratnym poskozenim extrakcnich patron. Pro extrakci vzorka byla tedy
vybrana smeés acetonu s hexanem v poméru 1:1, diky lepsimu pribéhu mikrovinné extrakce a
také mensi ekotoxicité v porovnani se smési s chlorovanym rozpoustédlem.
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Obrazek 14: Graf vytéznosti pro jednotlivé smési rozpoustédel
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4.2.3 Oznaceni vzorku

Pti analyze bylo analyzovano velké mnozstvi realnych vzorku, proto byla sestrojena tabulka

pro lepsi orientaci (viz. Tabulka 14).
Tabulka 14: Seznam redlnych vzorkii

puda

typ vzorku

oznaceni

puda, ktera prosla 28dennim experimentem

ptda po 28 dnech

puda se sacky biouhlu, na které rostl salat

puda s biouhlem v saccich a

salat

puda odebrana pred zacatkem experimentu

puda den O

puda na které rostl po 28 dni salat

puda a salat

2% smés pudy s biouhlem

typ vzorku

oznaceni
smeés odebrana pred zaCatkem experimentu smés den O
smés ktera pro§la 28dennim experimentem smes

smeés na které byl péstovan salat po 28 dna

smés a salat

Biouhel

typ vzorku

oznaceni

biouhel odebrany pred zacatkem experimentu

biouhel den 0

biouhel vybrany z 2 % smési, ktera prosla 28dennim

biouhel (ze smési 2 %)

experimentem
- o = . p
biouhel vybrany z 1 % smési, ktera prosla 28dennim biouhel (ze smési 1 %)
experimentem
. h 1 ’ ’ oW o r W o W 4 .
biouhel odebrany ze sacku,'ktere prosly v pudé 28dennim biouhel (sacky)
experimentem
Salat (koreny i listy)
typ vzorku oznaceni
salat péstovany po dobu 28 dnti na puade puda

salat péstovany po dobu 28 dnti na 2 % smési

2 % sm¢s pudy s biouhlem

salat péstovany po dobu 28 dnti na pudeé se sacky s biouhlem

puda + biouhel v saccich

Substraty se zizalami

typ vzorku

oznaceni

puda ve které byly po 21 dnti chovany Zzizaly

puda se zizalami

2 % sm¢s pudy s biouhlem, ktera prosla 21dennim
experimentem

2 % sm¢es pudy s biouhlem
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4.2.4 Analyza PAHs ve vzorcich pudy, smési pudy a biouhlu a biouhlu

Koncentrace PAHs byly analyzovany u tfech typt vzorku: Cista puda, na které byl v boxu
péstovan salat (v grafu: pida a salat); puda, na které rostl salat a biouhel plnény v cajovych
papirovych saccich (1 %) (v grafu: puda sbiouhlem v pytlikach a salat); Cista puda bez
péstovani salatu, ale ktera prosla stejnym svételnym procesem a zalévanim jako pudy se salatem
(v grafu puda po 28 dnech). Dale byla zjistovana koncentrace u pavodni pady, ktera byla
odebrana na zacatku pokusu pred navazenim pudy do misek, tato puda je dale oznacCena jako

ptda den 0.
Byly analyzovany koncentrace PAHs i ve vzorcich biouhlu, a to jak ve vzorku ptivodnim, tak

po péstebnim cyklu se salatem.
U pudy s biouhlem a salatem bylo pozorovano u fady PAHs zvySeni jejich koncentrace

oproti pudé ze dne 0. Naopak byl zaznamenan velky pokles PAHs v pud€, na které byl
péstovany salat. U pudy, ktera byla zalévana a jinak nebyla upravena, nebyly pozorovany

zasadni rozdily.
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Obrazek 15: Graf koncentraci jednotlivych PAHs v pudé
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Pfi analyze biouhlu byly analyzovany vzorky, které byly odebrany pred zacatkem
experimentu, v grafu jsou oznaCeny jako den 0. Dale byly analyzovany vzorky z ¢ajovych sacka
naplnénych biouhlem, které byly umistény v piid€, na které rostl salat. Dalsi vzorek byl biouhel,
ktery byl vybran z 2 % smési pudy s biouhlem, na které rostl salat. Posledni vzorek byl vybrany
biouhel z 1 % smési pidy s biouhlem.

Z Obrazek 16 je patrné, ze koncentrace se u jednotlivych biouhld ménila v zavislosti na
jednotlivych PAHs. Vysledky vsSak nejsou tak prikazné, protoze pii méfeni byly zaznamenany
rozdily v koncentracich u stejnych vzorkd, které se lisili velikosti castic biouhlu. Je to dano
heterogennim charakterem tohoto materialu. Nicméné pred aplikaci do pidy jsme se rozhodli
vzorek biouhlu nijak neupravovat, protoze takto by byl davkovan i v redlném systému. Byly
zaznamenany vyssi koncentrace PAHs u vzorkli s mensimi Casticemi nez u vzorku s ¢asticemi

vétsSimi.
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Obrazek 16: Graf jednotlivych koncentraci PAHs v biouhlu
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Pti experimentech, kdy byl biouhel rovhomeérné rozmichan se vzorkem pudy, bylo pfistoupeno
k celkové analyze této smési. Byly pouzity vzorky 2 % smési pudy s biouhlem, kde na prvni
smeési se pestoval salat (v grafu: smés se salatem), druha smés prosla stejnym procesem jako
pii péstovani salatu, ale salat na ni nerostl (v grafu: smés), a tfeti smes byla odebrana pred
zapocetim pokusu (v grafu: smés den 0).

Dle grafu (viz. Obréazek 17) jsou nevyssi koncentrace PAHs ve smési na které byl péstovan
salat. Tento fakt by mohl byt vysvétlen pritomnosti kofenovych exudatu, které ovliviuji
dostupnost PAHs v padé. V pudé se pak nachazelo vetsi mnozstvi PAHs a metoda extrakce
vykazovala lepsi extrahovatelnost PAHs z pudy nez z biouhlu, proto by mohla byt koncentrace
PAHs ve smési se salatem vyssi nez v pocatecni smési.

Smési pred a po probéhnutém pokusu vykazuji zmény koncentraci PAHs. Pti pokusu doslo
ke snizeni koncentraci velké ¢asti PAHs. V zobrazeném grafu (viz. Obrazek 17) lze tuto
skuteCnost vidét na nizsich koncentracich PAHs u smés oproti smés den 0. Mohlo by se jednat

o sorpci PAHs na biouhel, ale tato spekulace neni prokazatelna.
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Obrazek 17: Graf koncentraci jednotlivpych PAHs ve 2 % smési puidy s biouhlem
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4.2.5 Salat

U salatu byly analyzovany vzorky lista a kofenti. Prvni vzorek predstavoval salat péstovany
na pude. U druhého vzorku byl salat péstovan na 2% smési pudy s biouhlem. U posledniho

vzorku byl salat péstovan na pude s ¢ajovymi pytliky s biouhlem.

Z grafu (viz. Obrazek 18) je patrné, ze koncentrace PAHs v listech a salatech se 1isi. Nelze
konstatovat, ze v kotfenech by bylo vice PAHs nez v listech. Méfenim se zjistilo, Ze salaty
obsahovaly vice PAHs s nizs§i molekulovou hmotnosti nez PAHs s molekulovou hmotnosti

vys$si. Vyjimkou byl indeno(1,2,3—cd)pyren.
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Obrazek 18: Graf koncentraci PAHs v korenech a listech u salatu péstovaném na 2 % smési piidy

s biouhlem
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Pti porovnani vzorka listi salati mezi sebou (viz. Obrazek 19) nejsou patrné zasadni rozdily

mezi salaty péstovanymi na pidé s biouhlem nebo na ptidé bez biouhlu.
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Obrazek 19: Koncentrace PAHs v listech saldtii péstovanych na riiznych substratech
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Pti porovnani vzorkt kofent salat je patrna zvysena koncentrace u salatl péstovanych na
pudeé s Cajovymi pytlikami plnymi biouhlu. Tyto vysledky jsou zejména zajimavé z divodu, ze
procentualni zastoupeni biouhlu v daném vzorku je 1 % a ve vzorcich péstovanych na smeési
pudy s biouhlem je zastoupeni biouhlu 2 %. Z méfeni je taktéz patrné, ze dosSlo ke snizeni
koncentrace urcitych PAHs pfi pfidani biouhlu. Biouhly jsou v nékterych pfipadech schopny
snizit biodostupnost PAHs, tento fakt by mohl vysvétlovat snizeni koncentrace u danych PAHs.

Dle studie [43], kde péstovali salat po dobu 8 tydnii na ptidé a na 2 % smési pudy se salatem,
bylo naméfeno vSech 16 US EPA PAHs ve vSech vzorcich. V této studii biouhel vyrazné snizil
bioamukulaci PAHs v salatu. Tento vysledek s nasim experimentem vibec nekoreluje. Velkym
rozdilem je typ pouzitého biouhlu, kde ve studii byl pouzit biouhel vyrobeny z Cistirenskych
kalti a pfi jinych podminkach pyrolyzy nez biouhel pouzity v tomto experimentu.
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Obrazek 20: Porovndni koncentraci PAHs v koFenech saldtu péstovanych na riiznych substratech
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4.2.6 Zizaly, pida a biouhel

Experiment se zizalami a se salaty probihal za jinych podminek. Byl rozdil v teploté,
vlhkosti, mnozstvi pidy a nadobach. Proto vysledky ziskané z analyzy vzorkt se salatem
nemohou byt srovnavany s vysledky substratu s zizalami.

Koncentrace PAHs v pudé se Zizalami byla u vétSiny PAHs niZsi nez u pudy odebrané pred
zahajenim pokusu. Mohlo k tomu dojit z divodu akumulace PAHs v télech zizal.

Dle studie [44] nemélo piidani zizal do ptidy na koncentraci PAHs zadny vyznamny efekt,
menS$i efekt se dostavil az po 56 dnech, a to hlavné v biodostupné frakci PAHs. Tyto data vSak
vubec nekoreluji s nasim experimentem. Velky rozdil mezi studii a timto experimentem byl
nalezen v zneci§téni pouzité pudy, kde ve studii pouzily pudu asi 200krat znecCisténéjsi, nez
byla puida pouzita v tomto pokusu. Proto rozdily, které ve studii zaznamenaly nemusely byt tak
vyznamné jako v tomto experimentu.
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Obrazek 21: Graf koncentraci PAHs v piidé se Zizalami a bez nich
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Pfi porovnani koncentraci 2 % smési pudy s biouhlem, ve které zily zizaly, se smési, ktera
byla odebrana pied experimentem, lze dojit k zavéru, ze u velké casti PAHs doslo k zmenSeni

jejich koncentrace. Pravdépodobné doslo k fotodegradaci PAHs.
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Obrdzek 22: Graf koncentraci PAHs ve 2 % smési puidy s biouhlem
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5 ZAVER

V této bakalarské praci byla provedena optimalizace metody pro stanoveni PAHs ve
vzorcich biouhlu a pidy, pfipadné jejich smési. Byly provedeny realné experimenty, kdy byl
sledovan vliv pfidaného biouhlu na koncentraci PAHs v pidé a salatu v riznych uspotradanich
experimentu.

Pfi optimalizaci byly vyzkouSeny dva typy extrakce, mikrovinnd a ultrazvukova. Byla
vybrana mikrovlnna extrakce z diivodu lepsi kontrolovatelnosti procesu. Dale pfi mikrovinné
extrakci byla porovnana jednonasobna a dvojnasobna extrakce, kde byla pro mensi ¢asovou
narocnost a podobnou vytéznost vybrana extrakce jednonasobna. Poslednim krokem
optimalizace byl vybér rozpoustédel, kde byly pouzity smési acetonu, hexanu a dichlormethanu
v rizném pomeru. Pro dalsi analyzu byla vybrana smés acetonu s hexanem v poméru 1:1.

Vybranou metodou bylo analyzovano velké mnozstvi vzorkil piid, smési pudy s biouhlem,
listi a kofent salatt.

Z méteni vyplynulo, ze vzorky pudy s biouhlem v cajovych pytlicich, na které rostl salat,
vykazuji nejvyssi koncentrace PAHs. Nasledné salaty z tohoto systému vykazovaly nejvyssi
koncentrace PAHs v kofenech. Piekvapivy vysledek byl u listd salat, kde se koncentrace PAHs
v salatech péstovanych na pud€ vyznamné neliSily od salati péstovanych na smeési pudy
s biouhlem.

U vzorkd smési pudy s biouhlem byly zjiStény vyssi koncentrace ve smési, v niz byl
péstovan salat nez samotné smeési bez salatu. Ve vzorcich salatu pak byly nalezeny PAHs, které
se do salatu dostaly pravdépodobné ze smési, na které byl salat péstovan, proto by se dalo
predpokladat, ze koncentrace PAHs budou ve smési se salatem niz$i, nez ve smési bez salatu
bylo tomu vSak naopak. Tento vysledek by se dal vysvétlit lepsi extrahovatelnosti PAHs z pudy
nez z biouhlu. Ve smési se salatem se diky kofenovym exudatim do pidy dostalo vice PAHs,
a proto se daly lépe extrahovat nez PAHs v samotné smési bez salatu.

U vzorkl ptd, na kterych byly chovany Zzizaly, se koncentrace PAHs snizily v porovnani se
koncentraci PAHs v ptuid€ na zaCatku experimentu. Stejny vysledek byl pozorovan u smési pudy
s biouhlem.
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polycyklické aromatické uhlovodiky

tékavé organické latky

nitroderivaty polycyklickych aromatickych uhlovodikt

Agentura pro ochranu Zivotniho prostedi Spojenych stati Americkych
Evropska biouhlova certifikace

oxidované polycyklické aromatické uhlovodiky

deoxyribonukleova kyselina

polycyklické aromatické uhlovodiky s nizkou molekularni hmotnosti
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extrakce za zvySeného tlaku a teploty

kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii
plynova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii

celkovy uhlik

celkovy organicky uhlik

maximalni kapilarni vodni kapacita

limit detekce

limit kvantifikace

kolizni energie



8 PRILOHY
Z divodu uspory mista byly analyty zapsany do tabulek dle ¢isel.

Tabulka 15: Ciselné oznacent analytii

1 Acenaften

2 Acenaftylen

3 Anthracen

4 Benzo(a)anthracen
5 Benzo(a)pyren

6 Benzo(b)fluoranthen
7 Benzo(ghi)perylen
8 Benzo(k)fluoranthen
9 Dibenz(ah)anthracen
10 Fluoranthen

11 Fluoren

12 Chrysen

13 Naftalen

14 Indeno(1,2,3-cd)pyren
15 Fenanthren

16 Pyren




8.1 Optimalizace metody

Tabulka 16: Smés rozpoustédel (aceton a hexan 1:1)

Jednonasobna extrakce hexan a aceton (1:1) s internim standardem

Cislo analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 | 14 | 15| 16

prumér [ng/ml] 29.0(14,3193,8| 606 | 616 | 292 | 434 | 238 | 172 | 918 |30,2| 473 | 406 [49,2| 335 | 499

smérodatna odchylka [ng/ml1]|3,38|0,69]0,07| 0,95 | 51,5 | 13,8 |52,7/35,9]17,7| 11,7 | 1,63| 19,0 | 35,6 | 0,88 |7,32] 32,9

Dvojnasobna extrakce hexan a aceton (1:1) s internim standardem

Cislo analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 | 14 | 15| 16

prumér [ng/ml] 37,71149|88,3| 653 | 655 | 311 | 457|229 | 184 | 872 |359| 471 | 505 |43,4| 355 | 489

smérodatnd odchylka [ng/ml]|7,18|0,47|10,3 | 43,4 | 15,5| 10,8 |30,0/3,90|4,50| 59,3 |6,69| 55,3 | 17,7 |0,44|39,8] 23,2
Dvojnasobna extrakce hexan a aceton (1:1) s internim i normalnim standardem

Cislo analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 | 14 | 15| 16

prumér [ng/ml] 477 | 511 | 561 |1025]1035| 510 | 803 | 201 | 780 | 1061 | 422 | 844 | 968 | 590 | 933 | 590

smérodatnd odchylka [ng/ml]|15,1|3,50|10,9| 42,0 | 35,6 | 24,7 |4,73|7,42|5,75| 43,5 | 14,8 8,57 | 8,09 | 12,1|66,6| 39,2
Jednonasobna extrakce hexan a aceton (1:1) s internim i normalnim standardem

Cislo analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 | 14 | 15| 16

prumér [ng/ml] 492 | 489 | 563 | 1522114811019 | 889 | 362 | 806 | 1644 | 442 | 1191|1039 | 637 | 782 | 1014

smérodatnd odchylka [ng/ml1]|2,57 | 11,4(38,9| 172 | 171 | 88,6 | 174 |52,4|76,0|180,7|7,07| 117 | 209 |57,4|79,7| 97,4

Vyté€znost [%]
jednonéasobna 92 | 97 | 101 | 146 | 151 | 129 | 91 | 25 | 142| 101 | 84 | 123 | 120 | 118 | 107 | 109
dvojnésobna 88 199 |1 94| 74 | 76 | 40 | 69 | -6 | 119] 38 77 | 75 93 109|116 20
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Tabulka 17: Smés rozpoustédel (aceton a hexan 7:3)

Dvojnasobna extrakce hexan a aceton (3:7) s internim i normalnim standardem

Cislo analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 13 14 | 15 | 16

prumér [ng/ml] 5521570 | 584 |{985| 991 | 558 |873]270 | 8171160479 | 893 | 1006 | 647 | 1037|755

smérodatna odchylka [ng/ml]|70,1|57,9|54,6|167| 153 |68,8|110|75,7|72,9| 216 |16,2| 106 | 117 |86,2| 109 | 148

Jednonasobnd extrakce hexan a aceton (3:7) s internim 1 normalnim standardem

Cislo analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 13 14 | 15 | 16

prumér [ng/ml] 541|510 | 676 {981 | 1429 | 680 | 884 | 525 | 878 | 1345|402 | 1353 | 978 | 773 | 1078 | 863
smeérodatna odchylka [ng/ml]|90,2|29,2| 187 525 | 187 232 | 157 41,4| 564 202

Vytéznost [%o]
jednonédsobna 104 | 97 | 117 78 | 153 | 87 | 71 | 38 | 132| 87 | 77 | 166 | 98 | 131 | 134 | 57
dvojnésobna 106 | 111 | 104|105 96 | 72 | 92| 6 |[125] 96 | 92 | 99 | 117 | 117 | 139 | 69
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Tabulka 18: Smés rozpoustédel (aceton, hexan a dichlormethan 5:2:3)

Dvojnasobna extrakce aceton, hexan a dichlormethan (5:2:3) s internim 1 normalnim standardem

Cislo analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 13 | 14| 15 16
prumér [ng/ml] 494 1531 | 550 [1021]1043 | 564 | 894 | 293 | 830 [1125]330 | 912 | 1037|672 944 | 761
smérodatna odchylka [ng/ml1]|30,6|62,9]19,4| 18,4 | 28,6 |7,06| 42,3 |8,84| 9,28 | 542 |72,3| 13,5 | 47.8 34.8 | 242
Jednonasobna extrakce aceton, hexan, dichlormethan (5:2:3) s internim 1 normalnim standardem
Cislo analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 13 | 14| 15 16
prumér [ng/ml] 508 | 533 | 652 | 1344 1266|625 | 1004 | 563 | 1072|1693 | 408 | 1344|1165]618]1247|1151
smeérodatna odchylka [ng/ml]|59,0 |24 4 120 263 | 293 | 138 | 137 | 347 119 | 13,8
Vyté€znost [%]
jednonédsobna 89 |101 | 115|170 | 143 | 80 | 110 | 58 | 176 | 203 | 74 | 186 | 137 |105] 178 | 146
dvojnésobna 95 [102] 99 | 122 | 108 | 74 | 97 | 16 | 128 | 118 | 63 | 114 | 123 [126] 145 | 85
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Tabulka 19: Smés rozpoustédel (aceton, hexan a dichlormethan 7:1:2)

Dvojnéasobna extrakce aceton, hexan a dichlormethan (7:1:2) s internim i normalnim standardem

Cislo analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 14 15 | 16

prumér [ng/ml] 476 | 512 | 580 | 1061|1087 | 578 | 886 | 321 | 776 | 1276|426 | 977 | 987 | 637 |1108| 868
smérodatna odchylka [ng/ml]| 5,28 |8.22]67,3 | 127 | 156 |30,7| 102 |52,3|85,9| 213 |40,3|44,4| 158 | 34.4 | 224 | 117

Jednonasobna extrakce aceton, hexan, dichlormethan (7:1:2) s internim i1 normalnim standardem

Cislo analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 14 15 | 16

prumér [ng/ml] 484 | 525 | 567 | 966 | 1006|546 | 873 | 277 | 758 | 1099|341 | 868 | 984 | 705 | 952 | 771
smérodatna odchylka [ng/ml]|38,5|10,9|23,7| 62,5 | 70,2 |38,4|38,4|31,7|21,1| 84,3 | 122,]86,0/49,9|108,6| 48,8 | 71,0

Vytéznost [%o]

jednonédsobna 88 | 98 | 92 | 72 | 66 | 55 | 62 | -9 | 123 ] 40 | 63 | 68 | 81 | 123 | 88 | 40
dvojnésobna 88 | 98 | 95 | 38 | 31 | 43 | 22 | -14]102] 59 | 79 | 49 | 52 | 107 | 129 | 41
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8.3 Realné vzorky

Tabulka 20: Vzorky z experimentu se Zizalami

uda se zizalami

nazev analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12 13 14 15 16

nd |nd |nd |nd|nd | nd | nd [nd|nd | nd |nd|nd]|nd | 119 | nd | nd

22.4|17,7]47.4171,5| 295 | 306 | 262 |91.9] 86,0 | 110 |40,6|60,8| 265 | 113 | 296 | 239

C [ng/g] 21,9]16,848,1|71,2| 311 | 324 | 273 | 101] 70,7 | 107 |36,8|642| 280 | 89,9 | 276 | 256

primér [ng/g] 2221173 147,8|71,4| 303 | 315 | 268 [96,7] 78,3 | 109 |38,7]62,5| 273 | 107 | 286 | 247

smérodatna odchylka [ng/g]|0,37]0,67|0,47/0,22|11,24|12,82| 7,59 |6,69|10,83 | 2,29 |2,64|2,43|10,51|1527]| 13,66 | 11,89
2 % sm¢s pudy s biouhlem a zizalami

nazev analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12 13 14 15 16

2421196547 | nd. | 235 | nd. | nd. |71,3] 74,0 | 103 | nd. |563| nd. | 199 | 406 | nd.

224 (71,177, 7| 300 | 295 | 239 |909| nd. | 146 |75,4|68,0| 227 | 224 | 492 | 293

C [ng/g] 25.11204167,573,0| 281 | 275 | 236 [83.4] 742 | 120 |71.8]613| 225 | 193 | 475 | 277

primér [ng/g] 246|208 |64.4|75.4| 272 | 285 | 238 [81,9] 74,1 | 123 |73.6]64,7| 226 | 196 | 457 | 285

smérodatna odchylka [ng/g] | 0,59 | 1,41|8,63|3,33 33,46 |14,57| 2,15 [9,92] 0,17 |21,85|2,53 [4,72| 1,21 | 4,34 | 45,66 | 11,43
2 % sm¢s pudy s biouhlem po 21 dnech

nazev analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12 13 14 15 16

nd. |nd |[909]| 111 | 428 | 457 | 385 | 140 | 120 | 180 |685]|982| 395 | 872 577 | 420

55,6(326|nd. |nd. | nd. | 622 | 415 {nd. | 122 | nd. |nd. |nd. | 443 | nd. 699 | nd.

C [ng/g] 51,6(35,2(82,5| 104 | 404 | 419 | 336 | 139 | nd. | 192 |61,3|86,8| 343 | 986 | 487 | 401

prumér [ng/g] 53,6(33,9|86,7| 107 | 416 | 438 | 379 | 140 | 121 | 186 |64,9]|92,5| 394 | 929 588 | 410

smérodatna odchylka [ng/g]|2,79|1,77|5,93 | 4,83 | 17,00 |27,05|39,84 0,74 | 1,88 | 8,60 | 5,08 |8,10|50,00|80,95|106,31]13,39
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Tabulka 21: Vzorky z experimentu se saldtem. Cdst prvni

listy salatu péstovaného na pudé

nazev analytu | 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

12,3 1355|226 | 646 | 3,53 | 498 | 503 |7.19(7.28| 719 | 71,5 | 7.03 | 229 271 467 | 155
C [ng/g] 11,6 1401|164 | nd. | nd. | nd. | 49,7 [589]7,10| 56,3 | 62,0 | nd. 227 273 430 | 12,9
prumér [ng/g] 11,9 13,781 19,5 | 323 | 3,53 | 498 | 50,0 |6,54]7,19] 64,1 | 66,7 | 7,03 | 228 275 449 | 142
smérodatna odchylka [ng/g]| 0,46 1033 | 4,36 | 4,57 0,36 10,9210,13]11,08| 6,69 1,20 | 2.64 | 2569 | 181

kofeny salatu péstovaného na pudé

nazev analytu | 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

7,63 |11,5] 199 | 41,3 | 10.01 | 16,0 | 953 |148[14,7| 75.0 | 70.3 | 41.0 | 384 177 352 | 21.1
C [ng/g] 9,52 1825/193 ] 139 | 638 | 849 | 71,8 110,1]10,5] 58,3 | 77,0 ] 11,5 | 316 176 380 | 174
prumér [ng/g] 8.57 19,871 196 | 27,6 | 820 | 12,3 | 83,5 |124|12,6] 66,7 | 73,7 | 26,3 | 350 176 366 | 19.2
smérodatna odchylka [ng/g]| 1,34 12,29 0,47 | 19.41 | 2,57 | 533 [16,61[3,3212.98|11,81] 4,74 | 20,88 | 47,56 | 045 | 19,57 | 2,64

koten salatu péstovan¢ho na 2 % smési pidy s biouhlem

nazev analytu | 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
8.21 |7.14]16,41 | <LOQ |<LOQ| 7,03 | 73,9 19.,50[10.4| 41,7 | 78,7 |[<LOQ| 339,1 | 178,2 | 363 | 14.8
C [ng/g] 10,6719,02119.24| nd. [<LOQ|<LOQ| 81,2 |11,1[11,9] 43,6 | 86,5 | nd. | 3747 | 208,7 | 390 | 15,9
prumér [ng/g] 9,44 18,08 17,83 703 | 77,5103 |11,2]| 42,6 | 82,6 356.9 | 1935 | 377 | 154
smérodatna odchylka [ng/g] | 1,74 | 1,32 2,00 5,17 11,101 1,06 1,39 | 5.55 25,14 | 21,58 | 18,73 | 0,78

list salatu péstovan¢ho na 2 % smési pudy s biouhlem

nazev analytu | 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
13,441543(24,00] nd. | 3,54 | 529 [50,70|7,18/720| 73,2 | 88,3 | 996 | 228 243 512 | 14.8
C [ng/g] 15,05]4.35[39.57| nd. [<LOQ| 5.29 [60.43|nd. [142]98.8 | 81.0 | nd. 220 639 554 1404
prumér [ng/g] 13,44 15,43124.,00 3,54 | 529 [50.70|7.18]7.20|73.2488.25| 9,96 [228,34|243,19|512,14|14.80
smérodatna odchylka [ng/g] | 1,14 0,76 11,01 6,88 4,93118,07| 5.13 5,97 1279.65] 29.90 |18.09
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Tabulka 22: Vzorky z experimentu se saldtem. Cdst druhd

list salatu péstovaného na pudé€ se sacky biouhlu

nazev analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
13,9]4,88] 33,8 | nd. | 2,69 | 3,91 | 492 |<LOQ|7,21| 73,2 | 71,5 | nd. | 229 | 454 | 513 | 15,7
C [ng/g] 145]537| 22,8 | nd. | 3,53 | 521 | 51,4 | 728 |722] 68,8 | 494 | nd. | 227 | nd. | 464 | 15,5
primér [ng/g] 142513 283 3,11 | 456 | 50,3 | 7,28 |7,22] 71,0 | 60,4 208 | 454 | 489 | 15,6
smérodatnd odchylka [ng/g] | 0,45|0,34]| 7,78 0,59 | 0,92 | 1,54 0,01| 3,15 | 15,63 1,84 34.86| 0,19
koren salatu péstovaného na pudeé se sacky biouhlu
nazev analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
C [ng/g] 12,6/12,4| 249 | nd. |<LOQ| 10,6 | 115 | 142 |16,7] 60,3 | 118 | nd. | 528 | 267 | 558 | 22,5
puda odebrana pied experimentem
nazev analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
nd. [8,56]| 659 | nd. | nd. | nd. | nd. | nd |{nd | nd | nd | nd | nd | 135 | nd. | nd.
109(8,53| 26,9 | 210 | 288 | 312 | 262 | nd. |91,6| 285 | 10,9 | 169 | 277 | 179 | 181 | 216
140|nd. | 320 | 237 | 325 | 363 | 289 | 103 |976| 332 | 133 | 187 | 312 | 173 | 211 | 253
13,8742 24,77 | 221 | 306 | 347 | 282 | 98,0 |97,0| 304 | 13,1 | 177 | 299 | 86,6 | 169 | 241
nd. |6,74]| 574 | 350 | 442 | nd. | nd. | 127 |{nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | 620 | nd. | nd.
C [ng/g] 12,1595| 40,4 | 265 | 345 | 375 | 300 | 104 |111| nd. | 13,3 | 203 | 330 | 69,8 | 205 | 279
prumér [ng/g] 12,71744| 41,2 | 257 | 341 | 349 | 283 108 [994| 307 | 12,6 | 184 | 305 |117,6| 192 | 247
smérodatna odchylka [ng/g] | 1,46 | 1,14]16,94|56,37| 60,34 |27,47|15,76| 12,72 |8,42|23,89| 1,17 |14,56|22,51|51,94|19,73|26,12
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Tabulka 23: Vzorky z experimentu se saldtem. Cdst treti

2 % sm¢és pudy s biouhlem odebrana pred experimentem

nazev analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
12,417.85|32,5| 225 | 308 | 341 | 324 |982| 101 311 17,5 | 176 | 216 | 92,1 219 n.d.

10,7|7,40|279| 214 | 294 | 338 | 335 | 114 | 129 | 267 | nd. | 183 | 283 n.d. 197 242

10,5]6,96|26,9| 204 | 285 | 319 | 311 | 100 | 95,8 | 283 nd. | 167 | 239 | 97,5 181 246

14,316,40|32,1| 227 | 306 | 336 | 321 | 114 | 107 | 313 17,8 | 184 | 263 | 76,2 216 264

125|n.d. |380| 238 | nd. | nd. | nd. | 121 | 131 310 | 18,2 | 198 | nd. | 892 201 249

C [ng/g] nd |nd |nd|nd | nd | nd | nd |nd|nd | nd | nd |nd|nd | 8.5 ]| nd n.d.

prumér [ng/g] 12,117,15|31,5| 221 | 298 | 334 | 323 | 109 | 113 | 297 | 17.8 | 182 | 250 | 885 203 250
smérodatnd odchylka [ng/g]| 1,57 ]0,62]4,40|12,68|10,78 | 9,80 | 9,66 |9,71|16,33| 20,68 | 0,36 |11,17[29,14| 7,85 | 15,54 | 9,33

Biouhel odebrany pfed experimnetem

nazev analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
16,1(32,7|35,5|77,33| 142 | 360 | 282 | 254 | 222 | n.d. 108 | 86,9 | 198 | 699 727 | 2049

nd |nd |nd | nd | nd | nd | 335 |[nd | nd | 1369 | nd. | nd. | 284 | n.d. nd. | 5724

17.8121,7/41,8/8083| 116 | 297 | 340 | 263 | 228 | 1158 | nd. | 883 | 309 | 689 n.d. 6620

92 121,4/nd. |[9838| nd. | nd. | nd. {nd. | nd. | nd. | 653 | 129 | nd. | 446 546 n.d.

nd. [359(316|74,10| nd. | nd. | nd. |nd. | nd. | nd. | nd. | 933 | nd. | 469 n.d. n.d.

C [ng/g] 89 1179|nd. |7347| nd. | 329 | nd. |nd. | nd. | 1234 | 52,1 | 109 | n.d. 486 549 n.d.

prumér [ng/g] 13,0]125,9136,3|80,82| 129 | 355 | 319 | 259 | 225 | 1254 | 75,0 | 101 | 263 558 607 | 6172
smérodatna odchylka [ng/g] | 4,61 |7,89]5,14]10,25|18,16|55,01[32,15|6,39| 4,37 | 106,76 | 28,98 | 17,64 | 58,03 | 125,39|103,52 | 633,39
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Tabulka 24: Vzorky z experimentu se saldtem. Cast ctvrtd

biouhel ze sackli po 28dennim experimentu

nazev analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

223 1 31,8 150,2]1606 | nd. | nd. | nd. | nd | nd |35 |[150| 117 | nd. | nd. | 708 | 722

240 | 372 | nd. | 578 | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | 435 | 143 | 120 | nd. | 642 | nd. | nd.

C [ng/g] 20,8 | 383 1 50,1 | nd. | nd. | nd. | 420 | nd. | 167 | 556 |nd.| nd. | 382 | 641 | 706 | 817

prumér [ng/g] 224 | 35,8 | 50,2 | 59,2 420 167 | 450 | 147 | 119 | 382 | 641 | 707 | 769

smérodatna odchylka [ng/g]| 1,60 | 3,51 | 0,13 | 2,04 99.09|4.36| 1,69 0,70 | 0,95 | 67,81
2 % smes po 28dennim experimentu, na které rostl salat

nazev analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

17,5 19,83 | 57,7 | 294 | 419 | 405 | 342 | 122 | 113 | 398 |20,4| 241 | 367 | 114 | 225 | 285

nd | nd | 749 | nd. | 488 | 486 | 392 | 143 | 138 | 468 |n.d.| 294 | 410 | nd. | 275 | 361

C [ng/g] 13,6 | 11,9 | 30,1 | 187 | nd. | nd. | nd. | 950 83,9 | 273 [204| nd. | nd. | 124 | nd. | 199

prumér [ng/g] 1551 10,9 | 54,3 | 241 | 454 | 445 | 367 | 120 | 112 | 380 |20,4| 267 | 389 | 119 | 250 | 282

smérodatnd odchylka [ng/g]| 2,77 | 1,45 |22,61|75,68|48,46|57,15|35,06|23,83|27,16|98,87|0,01|37,51/30,53 | 7,42 35,63 |81,01

biouhel vybrany z 2 % smési na které rostl salat

nazev analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

938 | 44,0 | 20,7 | 36,6 | 35,8 | 88,6 | 97.5 | 86,0 | 61,6 | 99.0 |45,7| 89,8 | 28.8 | 67.8 | 236 | 54.7

C [ng/g] 11,1 | 19,6 | 24,9 | 37,7 | 38,8 | 91,3 | 92,2 | 88,5 | 59.6 | 108 [48,8| 908 | 24.7 | 89,6 | 287 | 53.3

primér [ng/g] 10,22 | 31,8 | 22,8 | 37,1 | 37,3 | 90,0 | 94,9 | 87.3 | 60,6 | 104 |47.3| 90,3 | 26,7 | 78,7 | 262 | 54,0

smérodatna odchylka [ng/g]| 1,19 |17,24] 2,99 | 0,81 | 2,12 | 1,89 | 3,77 | 1,79 | 1,40 | 6,46 |2,16| 0,66 | 2,89 | 1541|3624 1,02
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Tabulka 25: Vzorky z experimentu se saldtem. Cdst patd

1 % smé&s pidy s biouhlem po 28dennim experimentu

nazev analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

12,4 109 [300] 192 | 302 | nd. | 268 | 102 | 857 | 259 |nd.| 171 | 269 | 884 | 171 | 208

18,1 12,6 [39,5| 221 | 315 | 374 | 297 | 111 | 78,7 | 319 [15,6| 191 | 294 137 167 | 243

C [ng/g] 15,5 nd. [405| 263 | nd. | 400 | 315 | 118 | 89,1 | 355 |16,6| nd. | 320 | 287 | nd. | 279

prumér [ng/g] 15,3 11,7 [36,7| 225 | 308 | 387 | 293 | 110| 84,5 | 311 |16,1| 181 | 294 171 169 | 243

smérodatn odchylka [ng/g]| 2,84 | 1,16 |5,81/36,02] 9,18 |17,95|23,83|7,95| 5,35 |48,59|0,67|14,04|25,69| 103,69 | 2,82 |35,26
biouhel vybrany z 1 % smési po 28dennim experimentu

nazev analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

44774 190173 |27.7| 27,7 | 30,9 | 97,0 | nd. |363] 109 | nd. |64,1| nd. | 119 | 206 | 295 | n.d.

68455 nd. |nd | nd | 71,1 ] 135 | 146 [41,8| 121 | 129 |693| 84,4 | 138 | 242 | 354 | 676

C [ng/g] 122322 | 91069 {379| 469 | nd. | 136 | 154 |nd.| 145 | 114 |nd. | 80,1 | 159 | nd. | 400 | 64,2

prumér [ng/g] 78517 |90621 |32,8| 37,3 | 51,0 | 122 | 150 [39,0| 125 | 122 |66,7| 82,2 | 139 | 224 | 350 | 65,9

smérodatna odchylka [ng/g] | 39741,22|632,95|7,19|13,55|28,40 22,03 | 5,62 |3,91|18,26|10,55|3,66| 3,05 |20,31]| 25,47 |52,71| 2,39
puda po 28dennim experimentu, na které byl péstovan salat

nazev analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

8,62 | 822 [202| 132 | 21,9 | 22,3 | 35,0 |14,5] 578 | nd. |122] 112 | nd. | 126 | 122 | 346

637 | 734 154|977 | 173 | 17,8 | 31,6 |11,6] 5,11 | 150 |12,5] 83,7 | nd. | 117 | 104 | 22,4

10,5 9.60 |nd. | nd | nd | nd | nd |nd|nd | nd |nd|nd | nd | 149 | nd | nd

429 | 409 |10,0] 658|109 | 11,1 | 17,4 [7,20| 2,87 | 121 |6,08| nd. | nd. | 62,6 | 60,8 | 17,2

307 | 3,54 |744| 471 | 83 | 857|153 |56 246|721 (605| nd. | nd. | 562 | 50,1 | n.d.

C [ng/g] 511 | 469 [199] 112 | 16,5 | 153 | 20,6 |10,2] 3,75 | 176 |7,97| 92,0 | nd. | 72.8 | 78,2 | 24,0

primér [ng/g] 632 | 625 |14,6] 90,9 | 15,0 | 150 | 24,0 |9.81| 3,99 | 130 |8,97] 96,1 97.1 | 83,0 | 24.6

smérodatna odchylka [ng/g]| 2,77 | 2,48 |5,73|3437| 540 | 541 | 8,81 |3,52| 1,42 |44,61|3,21|14,82 38,31 29,88 7,30
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Tabulka 26: Vzorky z experimentu se saldtem. Cdst Sestd

puda po 28dennim experimentu

nazev analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
281(134| nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | 167 | nd. | nd. | 373 | nd. | nd | 680 | nd. | nd.

209(11,5| 40,4 | 261 264 | 317 | 291 | 103 | 80,8 | 348 | 32,1 | 203 333 | 85,8 | 232 | 185

C [ng/g] 148 111,7| 43,8 | 316 | 306 | 378 | 336 | 125 | 948 | 439 | 31,5 | 248 | 383 | 76,4 | 233 | 262

prumér [ng/g] 213(122| 42,1 | 289 | 285 348 | 313 | 132 | 87,8 | 393 | 33,6 | 225 | 358 | 76,7 | 233 | 224
smérodatna odchylka [ng/g] | 6,68 | 1,06| 2,44 [39,28 | 29,59 |43,32|31,72(32,38| 9,95 |64,41| 3,23 |31,32] 35,25 | 8,89 | 0,38 | 54,51

2 % smés po 28dennim experimentu

nazev analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

17,5 n.d. | 33,0 | 193 208 | 250 | 239 | 889 | nd. | 312 | 406 | 157 | 248 | nd. | 305 | 171

1741119 35,1 | 196 199 | 254 | 226 | 925 | 78,9 | 302 | 458 | 160 | 246 144 | 313 | 167

C [ng/g] nd |128|374 | nd. | 221 | nd | nd | nd |790]| nd | 429 | nd. | nd | 252 | 298 | nd.

prumér [ng/g] 1741123 352 | 195 | 209 | 252 | 232 | 90,7 | 78,9 | 307 | 43,1 | 158 | 247 198 | 305 | 169
smérodatna odchylka [ng/g]|0,13]0,66] 2,20 | 1,72 | 11,17 | 2,98 | 9,75 | 2,53 | 0,06 | 6,49 | 2,61 | 1,85 | 1,18 |76,65| 7,67 | 3,18

Biouhel vybrany ze sacka, které byly v pud€, na které rostl salat

nazev analytu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
21,6(6,99| 88,9 | 419 | 593 526 | 397 | 156 | nd. | 569 | 19,9 | 334 | 423 | 43,0 | 274 | 417

nd. [699] 71,6 | 439 | 557 547 | 381 | 145 | 132 | nd. | 18,6 | 312 | 431 | 359 | 250 | nd.

2771223 61,7 | 271 315 308 | 258 | nd. | 83,0 | 447 | 40,7 | nd. | 230 | nd. | 297 | 253

C [ng/g] 241(18,8| 58,0 | 357 | 369 | 372 | nd. | 109 | 100 | 494 | nd. | 304 | 276 | nd. | 309 | 285

prumér [ng/g] 24 4113,8| 70,0 | 371 506 | 482 | 364 | 137 | 105 | 503 | 26,4 | 317 | 340 | 39,5 | 282 | 318
smérodatna odchylka [ng/g]|3,08 | 7,96 | 13,81 75,49 | 120,30 | 95,58 | 43,89 |24,37|25,09| 61,51 | 12,39|15,62| 102,28 | 4,96 | 26,04 | 87,31
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