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Metodika hodnoceni kontaminace lesnich piad

Abstrakt

Tento text predstavuje metodiku pro hodnoceni znecisténi lesnich pid potencialné
rizikovymi prvky a perzistentnimi organickymi polutanty. Je uvedena doporucena
metodika odbéru pidnich vzorkii a metody jejich zpracovani a uchovani. Podrobné jsou
popsany metody pro stanoveni pseudototalniho a biologicky dostupného obsahu
potencidlné rizikovych prvkll a obsahu perzistentnich organickych polutanti v pidach.
Doplnény jsou rovnéz standardizované metody ekotoxikologického a mikrobiologického
hodnoceni lesnich pid. Metodika ma za cil poskytnuti komplexniho, jednotného a
standardizovaného souboru metod pro hodnoceni kontaminace lesnich pud v praxi.
Aplikace této metodiky umozni srovnavani Urovné zneciSténi studované na rGznych
stanoviStich riznymi laboratofemi a vytvofeni souboru srovnavacich hodnot pro lesni

pudy.

Kli¢ova slova: lesni pudy; kontaminace; potenciadlné rizikové prvky; perzistentni
organické polutanty; toxicita; analytické metody

Methods for the Forest Soils Pollution Assessment

Abstract

This text presents a methodology for the assessment of forest soils pollution with
potentially toxic elements and persistent organic pollutants. A sampling procedure is
recommended. Methods for soil samples storage and treatment are presented. Methods for
the determination of the pseudototal and bioavailable contents of potentially risk elements
and content of persistent organic pollutants in soils are described. Standardised methods
for ecotoxicological and microbiological assessment of forest soil pollution are also given.
The methodology aims in providing a complex, uniform and standardised set of methods
for the assessment of forest soils pollution in practical conditions. Application of this
methodology will enable a comparison of soil pollution state studied in various forest
stands analysed by different laboratories and forming a set of reference values for forest
soils.

Key words: Forest Soils; Pollution; Potentially Toxic Elements; Persistent Organic
Pollutants; Toxicity; Analytical Methods
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1. UVOD

Lesni pida je dynamicky organismus, ktery je spjaty celou fadou vazeb s dal§imi
slozkami ekosystému. Je tUzce provazana s atmosférou, klimatem a biotickou slozkou
ekosystému - nejen se dievinami, ale i s veSkerymi Zivymi organismy, které piidy pomahaji
vytvaret a piispivaji k jejich zménadm. Ovliviiovani biotickych i abiotickych slozek lesnich
ekosystému se projevuje 1 na pudnich vlastnostech a naopak zmény ptidnich vlastnosti mohou
ovlivnit strukturu i funkci lesnich porosta (Fisher a Binkley, 2000).

Piida je nedilnou a vyznamnou soucésti lesnich ekosystému. V disledku priimyslové
¢innosti, dopravy a dalSich potencidlnich zdroji mtze dochazet k jeji kontaminaci, at’ jiz
pfimym vstupem kontaminantli napiiklad pii zaplavach, nebo prostiednictvi atmosférické
depozice. Kontaminace lesnich pid mlze mit znacny vliv na fungovani celych lesnich
ekosystému. Ovliviiuje mikrobialni aktivitu v ptid€, plsobi toxicky na rostliny a muize tak
omezovat narist biomasy nebo zdravotni stav porostu, a mize rovnéz dochédzet k vyplavovani
rizikovych latek do podzemnich ¢i povrchovych vod. Dosud se vSak problematice
kontaminace lesnich ptid vénovalo méné¢ pozornosti nez kontaminaci ptid zeméd¢€lskych ¢i
méstskych, nebot’ nebezpe€i vstupu rizikovych latek do potravniho fetézce ¢i pifimého
ohroZeni lidského zdravi je zde obvykle vyrazné nizsi. V piipad¢ lesnich plid je nebezpeci
kontaminace spojeno pravé spiSe s ohrozenim lesniho ekosystému. Pro lesni pudy dosud
nejsou stanoveny limitni ani srovndvaci hodnoty a nebyla dosud pfijata jednotna metodika
stanoveni obsahu, pfipadné forem rizikovych latek v lesnich pidach ani hodnoceni jejich
vlivu.

Tato metodika shrnuje hlavni metody pro stanoveni celkového obsahu a obsahu
pristupnych forem potenciadlné rizikovych prvki a celkového obsahu hlavnich skupin
perzistentnich organickych polutantli v lesnich padach. Piedklada rovnéz doporuceny zptisob
vzorkovani lesnich ptud. Jako navod pro hodnoceni dopadu kontaminace na lesni ekosystém
jsou zahrnuty vybrané mikrobiologické a ekotoxikologické testy.

2. CIL METODIKY

Cilem ptredkladané prace je poskytnout souborné zdkladni metody pro stanoveni
celkového obsahu a obsahu pfistupnych forem potencidlné rizikovych prvka a obsahu
perzistentnich organickych polutantd v lesnich pidach. Tyto metody jsou doplnény
doporu¢enym zplisobem odbéru vzorki a vybranymi metodami hodnoceni mikrobiologickych
a ekotoxikologickych parametrti, které mohou charakterizovat skute¢ny vliv kontaminace na
lesni ptidu a ekosystém.



3. POTENCIALNE RIZIKOVE PRVKY V LESNICH PUDACH

Chovani potencidlné rizikovych prvka (RP) v ptidach, a tedy i v ptidach lesnich, je
ovlivnéno vlastnostmi daného RP a podminkami ptidniho prostfedi. Tyto faktory rozhoduji o
mobilité prvki, jejich pfistupnosti pro organismy, nebezpec¢i vyplaveni z pidy, ¢i o jejich
akumulaci v ptid€. Akutni riziko pfedstavuji ty prvky, které zlstavaji ve velké mife v mobilni,
biologicky dostupné formé¢. Naopak prvky poutané na pevné pudni Castice mohou
predstavovat chronické nebezpeci, které se muze projevit v piipadé vyrazné zmeény pudniho
prostiedi napiiklad vlivem okyseleni, mineralizace organické hmoty apod. Piestoze v
podminkach Ceské republiky nepiedstavuji rizikové prvky v naprosté vétsing piipadi hlavni
stresor (Uhlifova a Hejdova, 1999), vzhledem ke zna¢nému naruseni velké ¢asti porostli miize
byt jejich vliv velmi vyrazny, coz souvisi s obecnym jevem snadné ovlivnitelnosti systémi
nachazejicich se blizko hranice nestability.

3.1. Zdroje rizikovych prvkii v lesnim ekosystému

Vstup RP prvkl do lesniho ekosystému muzeme rozdélit do dvou skupin: na vstup
s ¢innosti ¢loveéka. V piipadé lesnich piid je hlavnim antropogennim vstupem atmosféricka
depozice, v aluvidlnich uzemich pak mohou byt dal§$im antropogennim vstupem
kontaminované sedimenty. Antropogenni a geogenni vstupy je nezbytné co mozna nejlépe
odlisit, a to pokud mozno kvantitativné. Pokud totiz chceme omezit antropogenné¢ indukovany
vstup RP do lesniho ekosystému za ucelem snizeni rizika, musime nutn¢ védet, jaka cast
ptislusného RP pochazi ptimo z matecni horniny a nejlépe i jaké je s timto vstupem spojené
riziko, jelikoz tento vstup nemtizeme prakticky regulovat.

Jiz samotné koncentrace RP v pidich ndm mohou poskytnout prvni dilezitou
informaci, ve vétSin¢ svétovych pud sleduje obsah vybranych RP nasledujici sestupnou fadu:
Cr, Zn, Ni, Cu, Co, Pb, Cd (Kabata-Pendias a Pendias, 1992). Pokud tedy narazime na padu,
v niz je toto potadi vyrazné posunuto ve prospéch jednoho prvku, pak to znacné posiluje
moznost vyznamnych atropogennich vstupt. V piipadé¢ bodového zneciSténi mulize byt
voditkem k odhadu pitivodu RP v piidé prostorové rozlozeni. Dalsi hledisko je rozlozeni
obsahli RP v piidnim profilu. Pokud koncentrace RP vzrista s hloubkou, miize to svédcit o
jeho litogennim piivodu, coz bylo dolozeno na piikladu Cr a Ni (Baize a Sterckeman, 2001).
Ovsem tento jev muze interferovat s transportnimi dé&ji v rdmeci profilu, coz mize pfinést jisté
interpretacni problémy. Dulezitym ukazatelem miize byt korelace mezi obsahem pftislusnych
RP v matec¢ni hornin¢ a ptidé (Kabata-Pendias a Pendias, 1992). Bylo vypracovano nékolik
v praxi pouzitelnych metod umoznujicich s jistou piesnosti odhadnout velikost litogenni
frakce RP v ptidé. Napiiklad nékteré z téchto metod pouzivaji Sc jako referencniho prvku,
pricemz se aproximativné piedpoklada, ze antropogenni vstup Sc do pudy je nulovy a ze
pomér mezi mnozstvim Sc pfitomnym v matecné horniné a v piidé je konstantni. Misto Sc se
rovnéz nékdy pouziva A", Y* a Ti*" (Shotyk et al., 2000). Dalsi metody, které mohou byt
pouzity jako srovnavaci, pracuji s riznymi poméry izotopt Pb v litosféte a piid€, kde existuje
vyznamna antropogenni frakce vykazujici pravé charakteristicky a odliSujici pomér izotopu
Pb (Monna et al., 1997; Komarek et al., 2008). Jinou moznosti, kterd mize indikovat ptivod
RP v pade, je podil jejich mobilni frakce, nebot’ v pfipad¢ antropogennich vstupti jsou prvky
v pudé zpravidla méné zabudovéany a podil jejich mobilnich forem je vyssi nez v piipadé
litogenniho pivodu (Vécha et al., 2002). Ani tato metoda neni jednoznacné spolehliva ve
vSech piipadech. Pfi hodnoceni piivodu rizikovych prvki jsou vhodnym nastrojem
vicerozmérné statistické analyzy (napi. Bortvka et al., 2005). Komplexni ptistup k odliSeni
geogenni a antropogenni zatéze piedstavuje prace Némecka et al. (1995).



3.2. Osud rizikovych prvki v lesni padé

3.2.1. Vertikalni distribuce RP v lesni pidé

Pokud vstupuje RP do ptidniho prostiedi z atmosféry, pfichazi nejprve do styku se
svrchnimi humusovymi horizonty. S tim, jak je svrchni organicky material prekryvan dal$im
materidlem a postupuje jeho mineralizace, dochazi i k zahustovani obsahu RP. NarGst obsahu
RP s hloubkou v nejsvrchnéjSich organickych horizontech lze popsat vhodnou mocninnou
funkci (Yelpatyevsky et al., 1995).

Ta cast RP, ktera projde svrchnimi horizonty, putuje dale pidnim profilem spolu
s pidnim roztokem, ktery vedle rozpustnych komplexti, z nichz dilezité jsou predevsim ty
organické, obsahuje 1 suspendované castice. Se zvySujici se hloubkou se v téchto
suspendovanych casticich zvysuje podil anorganickych latek. Obecné se v piidnim roztoku
s narustajici hloubkou rovnéz zvySuje podil nerozpustnych sloucenin, coz souvisi s lepSimi
podminkami pro vznik agregat. Tyto podminky pak vedou ke srazeni oxyhydroxidu zeleza a
organickych komplexi se zelezem, které se vyznacuji silnou schopnosti vézat nékteré¢ RP
(Yelpatyevsky et al., 1995).

Navzdory pomérné slozité situaci ohledné ovlivnéni mobility jednotlivych RP
v pudnim profilu mizeme konstatovat, ze v ptipadé kyselych piscitych ptud je obsah RP vzdy
niz8i (Hernandez et al., 2003). Nékteré prace uvadéji cenné informace o retencnich
vlastnostech konkrétnich ptdnich typt. Mimo jiz vySe zminénou mobilitu RP v kyselych
pudach je podstatny predev§im vyznamny vychytavaci potencidl nékterych pud, zejména
andosoli a vépenatych pid. Snadnd migrace RP v podzolech souvisi sjejich kyselym
charakterem (Hernandez et al., 2003).

3.2.2. Faktory ovliviiujici zadrzovani RP v lesnim ekosystému

Distribuce ptislusSného RP v ptid€ je urcovana celou fadou faktorti. Dillezitost téchto
faktorti se mize v ptipadé jednotlivych RP lisit. Tyto faktory by mély byt urcitym zptisobem
zohlednény pii vypoctu zaté€zi, jelikoz jsou kli€ové pro urceni biologické dostupnosti
ptislusného RP.

Piidni reakce piedstavuje jeden z kliCovych parametrii ovliviiujicich retenci a mobilitu
RP v pudnim profilu. Nizs$i hodnota pH obecné znamena vyssi biologickou dostupnost a
mobilizaci vétSiny prvkill, ovSem rovnéz jejich urychleny presun do oblasti s vy$§im pH nebo
vystup ze systému (napf. Romkens a Salomons, 1998). Nizké pH lesnich ptid ve znecisténych
lesnich ekosystémech vede i k preferenci tvorby organickych latek s mensimi molekulami, na
které je vazano predevsim Cd a Zn, a tim dochazi k vyraznému zvyseni mobility téchto prvk.
V souvislosti s okyselenim ptid nemusi tedy vzdy jit o mobilizaci ,,volnych® ionti nebo
jednoduchych hydroxokomplext.

V jinych pracich je dokazan vliv zvySeni pH na snizeni biologické dostupnosti RP
(Kelly et al., 2003). Ke zvySeni pH v téchto studiich autofi uzili popilek, vapnéni nebo smés
kompostu a dievni §t€pky. Aplikace vSech téchto smési a nésledné zvySeni pH mélo pozitivni
vliv na pfislusné mikrobialni populace. Pokud je vSak lesni pida v dobrém stavu, humuso-
jilovy sorpéni komplex je nasyceny a vykazuje vysokou kationtovou vymeénnou kapacitu
(KVK), nemusi zvy$eny vstup H;O" do systému, zapii¢inény napiiklad kyselym de$tém,
znamenat zvySeni biologické dostupnosti RP a tedy ani zvyseni jejich toxicity (Frey et al.,
2006).

Fyzikalni a chemické vlastnosti pid mirného klimatického pasu jsou vétSinou
odvozeny z pfitomnosti jilovych minerald, organické hmoty a hydratovanych oxidd kova
(zeleza, hliniku a manganu). Obsahy vSech rizikovych prvkl vykazuji silnou zéavislost na



mnozstvi oxyhydroxidi Fe, Mn a Al, coz plati hlavné¢ pro Cu a Zn (Ramos et al., 1994;
Chlopecka et al., 1996).

Dilezity d& v pidé s ohledem na propustnost pro vodu a tedy i transportni déje
pfedstavuje tvorba pldni struktury, tedy vznik plidnich agregat. Organickd hmota hraje pii
tvorbé struktury rozdilnou ulohu: nékteré organické polymery ji urychluji, jiné latky, jako
napiiklad anionty fulvokyselin a jinych organickych kyselin, disperguji agregaty tim, Zze jsou
schopny samy vazat kationty nutné pro vznik agregati (Oades, 1984).

Velmi cennym parametrem pifi posuzovani mobility jednotlivych iontl v systému
pevna faze pudy-pudni roztok je soucin rozpustnosti. U iontl, které maji stfedni az nizkou
rozpustnost, pfedstavuje jejich tendence vazat se na povrch jinych castic faktor fidici jejich
biologickou dostupnost.

Dal$im dalezitym faktorem fidicim zadrZovani RP je obsah a kvalita organické hmoty.
To, na kterou ¢ast z daného soboru organickych latek je konkrétni RP vazan prednostné,
zna¢né€ ovliviiuje migraci RP v profilu. Napiiklad Pb, Cu a Fe maji v rdmci organické hmoty
nejvyssi afinitu k frakei s vysokou molekulovou hmotnosti; tato frakce se hromadi predevs§im
ve svrchnich ptdnich horizontech, kde dochazi k akumulaci humusu. Zn a Cd migruji spolu
s rozpustnou organickou frakci vyznacujici se stifedné velkou molekulovou hmotnosti a
hypoteticky mohou proto pronikat i do hlubSich horizontl. Tato frakce obsahuje pfedevsim
rozpustné, mobilni komplexy fulvokyselin (Hernandez et al., 2003).

V pfipadé nadloznich organickych horizontl existuji urcité specifické vlastnosti.
Nejvyraznéjsi je tento jev asi u Pb, u néhoz se mohou organické horizonty stat jeho
vyznamnym rezervoarem, a to v ptipadé, Ze Pb vstupuje do lesniho ekosystému ptevazné
atmosférickou depozici (Yelpatyevsky et al., 1995). Obecné¢ Ize fici, Ze mobilita RP v piidnim
profilu lesnich ptd sleduje zhruba nésledujici fadu: Zn>Cd>Cu>Pb>Ni>Cr. Zn a Cd jsou tedy
vibec nejmobilnéjsimi RP. Olovo se vaze pfedevSim na oxyhydroxidy zeleza a organickou
hmotu, z ¢ehoz vyplyva, Ze miizeme pocitat s pomérné nizkou mobilitou tohoto prvku. Viibec
nejnizs§i mobilitu vykazuje Ni a Cr, jelikozZ mohou pronikat ptimo do struktury jilti (Probst et
al., 2003).

3.3. Interakce rizikovych prvki s biotickou slozZkou piidniho prostredi

V této podkapitole je podan velmi struény piehled u¢inkdt RP na vybrané organismy
vyskytujici se v lesnich ekosystémech. Zvlastni diraz je kladen na biologickou dostupnost
studovanou pomoci vybranych pudnich organismi. Z dalSich ptikladd jsou vybrany
pfedevsim takové interakce RP s organismy, které ovliviiuji osud a rozloZzeni RP v lesnim
ekosystému a také funkénost celého ekosystému.

Pti posuzovani vztahu mezi biologickou dostupnosti a celkovym obsahem RP musime
mit na zfeteli, Ze snizeni dostupnosti neznamena nutné¢ pokles celkové koncentrace RP
v pudé, ale mnohdy pouze jejich transformaci na méné€ rozpustnou formu. Spolu s
antropogenn¢ indukovanymi vstupy se do ekosystému dostavaji RP ve vice pfistupné a
mobilni form& v porovnani s formami, jeZ pochdzeji z mate¢ni horniny (Chlopecka et al.,
1996).

RP jsou také vazany v kofenové vrstvé a to predev§im buitkami kofenid. Dnes se jiz
povazuje za prokdzané, ze pritomnost RP v pudé negativné¢ ovliviiuje rast tenkych kotinku,
coz se projevuje redukci jejich hustoty ve svrchnich vrstvach horizontu a ovliviluje negativné
vodni bilanci celého ekosystému (Menon et al., 2005). Rostliny v odpoveédi na zesilené
pusobeni stresori méni svou rhizosféru (Ryan et al., 2001); ptedpoklada se, Ze tyto procesy
probihaji i pfi pisobeni RP v lesni piidé€ (Frey et al., 2006).

Koncentrace RP v pletivech dfevin se 1isi a sleduje vzrlstajici charakter v nasledujici
fadé: dfevo kment, dievo tenkych kotfent, dievo jednoletych vyhonkd, reprodukéni organy,



listy, ktra kofent, klGra kmeni, velmi tenké kofinky (primér menSi nez 1 mm). Ve
zneCisténém ekosystému je nejvetsi zasobarnou RP kiira kment, kterd obsahuje 88-90 % RP
vazanych v biomase; toto mnozstvi je az 50-krat vEétsi nez mnozstvi zachycené v ro¢nim
opadu listt (Yelpatyevsky et al., 1995).

Cela tada studii vyuzivajicich molekularné-ekologické metody doklada, Zze s ohledem
na funkcnost pfislusného mikrobidlniho spolecenstva v ramci lesniho ekosystému dochézi po
ptsobeni RP k degradabilnim posunim v druhovém slozeni piislusnych mikrobialnich
spolecenstev. Pivodni mikrobialni spolecenstva jsou v téchto piipadech nahrazena novymi,
vuci pasobeni RP odolnéjsimi, avSak s ohledem na dulezité¢ funkéni parametry nevhodnymi
spolecenstvy. V ptirodnich podminkach pak pietrvava tento stav jesté n€kolik let po aplikaci
ptislusnych RP (napt. Sandaa et al., 1999; Frey et al., 2006).

Ektomykorhizni houby se vyznacuji schopnosti do jisté miry chrénit ekosystém pied
Skodlivymi ucinky RP vpud¢ (Frey et al.,, 2000). Interakce mezi pidou a kofeny se
uskuteciiuji z velké Casti prostfednictvim ektomykorhiznich hub, proto maji tyto houby velky
vyznam i pfi posuzovani ptisobeni RP na rust stromt (Jamnicka et al., 2007). Existuje uzka
souvislost mezi Zivotni strategii jednotlivych druht hub a jejich schopnosti vazat RP (Kalac et
al., 1996). Napriklad dfevni saprofyt¢ hromadi RP mén¢ nez houby rostouci na pudé, tj.
ektomykorhizni houby a saprofyté vyriistajici z pidy (Mutsch et al., 1979).

3.4. Limity RP pro lesni pudy

34.1. Soucasné pristupy k urcéovani kritickych limiti

Stanoveni kritickych limitl pfedstavuje nezbytny krok v hodnoceni rizik spojenych
s piisobenim polutantii na dany systém, to se pochopitelné tyka i RP. Pfi stanoveni kritickych
limit se novéji postupuje tak, Ze se nejprve zvoli vhodna skupina receptorti, u nichz se pak
zkoumad jejich ovlivnéni ptislusnym RP. Pfi samotné volbé receptoru mizeme vychazet bud’
z antropocentrického hlediska nebo z pfistupti ekocentrickych. V prvnim ptipadé¢ zkoumame
mozné expozicni €i transferové cesty od zneciSténim zasazeného systému k ¢loveku, tyto
cesty vychazeji ze struktury potravnich fetézcl, a to at’ jiz prfirozené nebo civilizaéné
ovlivnéné; mizeme také zkoumat, jak se v zavislosti na zne€isténi méni nekterd, pro ¢loveka
dilezita vlastnost systému, napt. vynos z dané plochy. Tyto pfistupy jsou jiz ze své podstaty
pro lesni ekosystétmy nevhodné. Pfijeti limith zaloZenych na takto postaveném
antropocentrickém hledisku by znamenalo nemoznost zarucit ochranu lesnich ekosystému a
jejich celospolecensky 1 ekologicky vyznamnych funkci. Tento pfistup také vibec
nezohlediluje systémovy charakter lesa a tésnou provazanost jednotlivych slozek lesniho
ekosystému. Zda se tedy jako nezbytné zvolit receptory s ohledem na ekotoxikologické
ucinky. Receptory vybrané na zékladé ekocentrického hlediska miizeme rozdélit do nékolika
skupin (Tyler et al., 1992).

V soucasné dobé se k urceni limitd na zakladé ekotoxikologickych efektli ptistupuje
nejcastéji tak, ze se uvazi struktura daného ekosystému a na zakladé ptisluSného vystupu se
stanovi klicové skupiny organismi nezbytné pro udrZeni a dalsi vyvoj ekosystému. V piipadé
terestrickych ekosystémti muzeme obecné uvést, ze se jedna o skupinu primarnich
producentli, konzumenti a rozkladacl. V praxi jsou zastupci téchto skupin reprezentovani
ptdnimi mikroorganismy nebo skupinou vlastnosti, jejichz kvalitu mikroorganismy svou
¢innosti vytvareji (napf. enzymaticka aktivita), dale pidnimi bezobratlymi (napf. Zizaly,
¢lenovci) a rostlinami.

Je tfeba zminit, ze mimo postupll odvozovani ptisluSnych limitd zaloZenych na
ekotoxikologickych datech se na tizemi CR doposud &astéji pouZivaly a v soudasnosti stale
jesté pouzivaji postupy vychazejici ze statistického zpracovani pozadovych koncentraci RP
v prosttedi, respektive z dolnich mezi difusné-antropogennich koncentraci téchto prvka



(Podlesakova et al., 1994b; Némecek et al., 1995). Tyto metody vSak neberou v potaz
piislusna ekotoxikologickd data a tedy nezahrnuji vsobé informaci o zranitelnosti
jednotlivych dulezitych skupin lesnich organismt vaci pasobeni RP, coz predstavuje jejich
velké omezeni.

3.5. Pruzkumy lesnich pid z hlediska kontaminace rizikovymi prvky

Hodnoceni pudnich vlastnosti je jednou ze soucasti typologického prizkumu a byva
zatfazeno do vétSiny projektli z oblasti ekologie lesa, produkce lesa, ¢i hodnoceni vitality
lesnich porostil. Piestoze existuje celd fada udajii o vlastnostech lesnich pid v Ceské
republice, jsou ¢asto vazany pouze na konkrétni plochy, regiony ¢i oblasti. Pfenos poznatkd,
¢1 spolecné zpracovani rtznych typt prizkumt je problematické vzhledem k odliSnym
metodam odbéru i analyz ptidnich vzorkl. Ne vzdy lze beze zbytku vyslednéd data prevést, ¢i
spolecné hodnotit (napt. Zahornadska, 2002). Mezi nejvyznamnéj$i zdroje dat phdnich
vlastnosti, které se vztahuji k vét§im izemnim celktim, 1ze zminit:

e Typologicky priizkum Ustavu pro hospodaiskou tipravu lestt (UHUL) — vétsinou jsou k
dispozici data od 60. let dvacatého stoleti. Pidy jsou popsany a vzorky odebrany podle
genetickych horizontd. Vysledky nejsou dostupné pro vSechny oblasti a prizkum neni
prostorové homogenni. Stanoveni obsahu rizikovych prvki nebylo béZznou soucasti tohoto
prizkumu.

e Piadni prizkum na tzv. trvalych zkusnych plochach (TZP) — plochy spravuje UHUL,
analyzy v soucasné dobé provadi Ustiedni kontrolni a zkusebni tstav zemédélsky
(UKZUZ).

e Priizkum ptd jednotlivych piirodnich lesnich oblasti - na zakladé zakona o hnojivech
provadi UKZUZ. Odebirdny jsou vzorky nadlozniho humusu, svrchniho humusem
ovlivnéného minerdlu a vzorky spodniho minerdlu cca do hloubky 30 cm. Obsahy
ptistupnych zivin jsou stanovovany po vyluhu v ¢inidle Mehlich III, obsahy celkovych
zivin a rizikovych prvki ve vyluhu luc¢avky kralovské. Vysledky jsou publikovany ve
zpravach (napf. Fiala et al., 2010, 2011), z nichz n€které jsou dostupné i na internetu.

e Prizkum ptd v rdmci mezinarodniho monitoringu zdravotniho stavu lesnich ekosystému —
provadi VULHM na zékladé spoluprace v mezinarodnim kooperativnim programu ICP
Forests.

e Mezinarodni projekt hodnoceni pid na Cesko-bavorském pomezi realizovany v ramci
programu Iniciativy Evropskych spoleCenstvi INTERREG IIIA. V tomto projektu,
feseném za Ceskou stranu UKZUZ, byly v pravidelné siti 8x8 km hodnoceny piidni
vlastnosti véetné¢ obsahu rizikovych prvka (As, Cd, Cr, Cu, Ni, Pb, Zn) ve vyluhu
lu¢avkou kralovskou (Cermék et al., 2008).

Kromé toho se provadi tada lokdlnich prizkumt vramci fady vyzkumnych projekta.

Metodika jednotlivych prizkumi je ale bohuZzel ¢asto odliSna a vzajemné srovnani vysledk

ruznych studii je tak obtizné.



4. PERZ}STENTNi ORGANICKE POLUTANTY V LESNICH
PUDACH
4.1. Charakteristika perzistentnich organickych polutanta

Perzistentni organické polutanty (POP) jsou velmi rozsahlou skupinou latek,
ptirodniho nebo antropogenniho ptivodu. Pfesto, ze ptirodni cestou vznika Siroké spektrum
organickych sloucenin, je zvySena zatéZ prostiedi POP spojovéna v soucasnosti predevsim s
antropogenni ¢innosti. Vzhledem k faktu, ze vysoké mnozstvi organickych polutanti vznika
pfi procesech hoteni, fadi se napt. i pfirodni rozsédhl¢ pozary a vulkanickd cinnost k
vyznamnym zdrojim POP v prostfedi a muzeme tedy konstatovat jejich historickou
environmentdlni pfitomnost. Neni bez zajimavosti, ze 1 nékteré nizsi organizmy syntetizuji
napt. slouceniny na bazi chlorovanych organickych molekul (houby), popsana byla i syntéza
nékterych PAU (polycyklické aromatické uhlovodiky) v metabolickych procesech vyssich
rostlin (Krauss et al., 2005).

Bereme-li v tivahu obrovsky rozsah organickych sloucenin od relativné jednoduchych
k velmi slozitym, byla by snaha o monitorovani celého jejich spektra v prostiedi bezucelna.
Vysledkem aktivit, smétfujicich ke stanoveni vyc¢tu zdravotné rizikovych POP, pribézné
sledovanych v prostiedi, potravinach a organismech, byl tzv. ,,Holandsky seznam®, zahrnujici
skupinu mono- a polycyklickych aromatickych uhlovodiki, chlorovanych uhlovodiki, véetné
rezidui vyznamnych pesticidii a nepoldrnich extrahovatelnych latek. Tento vycet nelze
povazovat za konecny a rozsah sledovanych slouc¢enin se neustale rozsifuje nejenom o dalsi
slouceniny v ramci uvedenych skupin, ale i o nové skupiny POP (ftalaty, polybromované
slouceniny v ramci halogenovanych latek, fenoly, nitrolatky aj.). K vyznamné skupiné¢ POP
nalezi polychlorované dibenzo-p-dioxiny a dibenzofurany (PCDD/F), obecné nazyvané
»dioxiny*. Priorita stanoveni jednotlivych POP se vztahuje k charakteru sledované¢ho média,
pravdépodobnému zdroji jeho zatéze, vlivu na ostatni slozky prostfedi, popt. zdravi ¢lovéka
atd. Vyznam perzistentnich organickych polutanti se odrazi i ve snahdch o inventarizaci
jejich obsahtt v prosttedi. V Ceské republice byl vypracovan projekt implementace
»Stockholmské konvence®, kterd se vénuje inventarizaci POP v celosvétovém méfitku
(Holoubek et al., 2003).

Zdravotni rizika POP jsou podminéna jejich perzistenci, tedy setrvanim v prostredi.
Doba setrvani rtiznych skupin POP se miize vyrazné lisit, mnohé slouceniny se v pudé
samovoln¢ rozkladaji v rdmci nékolika rokl (naftalen, antracen, ale také mnoha PCB, ropné
uhlovodiky), jiné slouceniny, jako je napt. benzo-(ghi)perylen nebo PCDD/F jsou i v pudé
relativné Spatné rozlozitelné (Podlesakova et al., 2000), a to i navzdory procesim
biodegradace (mikrobidlni ¢innost, fotolyza, hydrolyza atd.). U nékterych PCDD/F byla
popséna az 18-tiletd perzistence v pidnim prostiedi (Holoubek et al., 2003). Bylo jiz
prokazano, ze zvysena biologickd aktivita v pudach, zejména v rhizosférni oblasti vyssich
rostlin, miZze vyznamné pfispivat k rozkladu i relativné hife rozlozitelnych POP, jakymi jsou
polycyklické aromatické uhlovodiky, s tim, Ze mezi jednotlivymi slouc¢eninami existuji
vyrazné rozdily (Rezek et al., 2009; Cheema et al., 2010).

Zvysené obsahy POP v pidé mohou byt jen tézko pti¢inou akutni otravy lidského
organismu. Vyznamna mohou byt rizika spojena s eventudlnimi projevy chronické toxicity pii
opakované a dlouhodobé expozici relativné niz§im koncentracim organickych polutantt. K
prokdzanym zdravotnim poruchdm patii zvySena karcinogenita, mutagenita, teratogenita,
genotoxicita, poruchy krvetvorby, zvySeni hladiny cholesterolu v krvi nebo poruchy
reprodukce. Pravé nékteré slouceniny POP (ftalaty, polycyklické aromatické uhlovodiky) jsou
oznacovany za jednu z vaznych pfi¢in poklesu plodnosti u muzi, a také samci mnoha
zivoc¢iSnych druhti v soucasnosti.



4.2. Zdroje POP v pudach

Diky dlouhodobému sledovani zatéze nasich zemédélskych ptid POP (Némecek et al.,
1997; Podlesakova et al., 1998; Vacha et al., 2001) bylo zjiSténo, Ze zavazné jsou vstupy POP
do pudy prosttednictvim:

- imisnich spadl v oblastech zvySeného vyskytu primyslu,

- zatéze ze spalovani tuhych paliv v intravilanech,

- kontaminované vody v inundaénich pasmech nékterych tek,

- aplikaci kaltt COV na zemé&délskou padu.

V lesnich ptidach pfichdzeji v ivahu prvni tfi typy vstupl. Bylo zjisténo, Ze zvySena
imisni zatéz vede zejména k nartstu obsahu polycyklickych aromatickych uhlovodiki v
pudach ekologicky zatizenych oblasti (severomoravsky imisni region) a dale oblasti s vyssi
nadmoiskou vySkou. To se tykd nejenom horskych oblasti v relativné exponovanéjSich
oblastech republiky (Kru$né hory, Krkonose, Orlické hory, Hruby Jesenik, Moravskoslezské
Beskydy), ale i oblasti relativné &istych (Sumava, Ceskomoravska vysoéina). Kontinualné
provadénym sledovdnim (v rdmci monitoringu potravnich fetézcl, provadénym odborem
bezpecnosti potravin MZe CR) se potvrzuje rostouci zatéz PAU v pidach nachazejicich se v
tésné blizkosti obci, a to zejména na navétrnych svazich nebo v depresnich polohach, na které
se dominantn¢ podili spalovani fosilnich paliv (respektive tuhych latek, k tcelu spalovani
nevhodnych) v domécnostech.

Podobné jako v pfipadé RP, také v ptipadé POP jsou naSimi nejvice zatizenymi
pudami fluvizemé. To bylo prokazano jiz v rdmci projektu ,,Labe‘ (Podlesakova et al., 1994a)
a v naslednych studiich, provedenych v nivnich oblastech nasich vyznamnych vodnich toki.
Ziskané udaje byly déale vyuzity napf. pii povodnich v roce 1997, a zejména pak 2002, kdy
bylo mozné srovnat zatéz pid po povodnich se stavem v poloviné devadesatych let 20. stoleti.
Zlepseni kvality vod v fekéch (rostouci pocet Cistiren odpadnich vod) vedlo k prokazatelnému
poklesu obsahu sledovanych POP ve fluvizemich nivnich oblasti, s vyjimkou DDT a jeho
rezidui (Vacha et al., 2003), kde se pfedpokladé existence nelegalné likvidovanych zasob a
vliv zvySené zatéze zaplaveného aredlu chemického zdvodu Spolana Neratovice (Holoubek et
al., 2002).

4.3. Sledovani a hodnoceni obsahii POP v padach

Sledovéni zavaznych POP v naSich zeméd¢€lskych piidach bylo zahajeno na pocatku
devadesatych let dvacatého stoleti. Na zakladé zahrani¢nich zkuSenosti byl akceptovan vycet
zdravotné zavaznych sloucenin ze skupiny POP uvedeny v ,holandském seznamu‘ a byl
vypracovan navrh kritickych obsahti téchto sloucenin pro legislativu (Némecek et al., 1996).

Hodnoceni zatéze prostredi POP vykazuje oproti potencialné rizikovym prvkim
vyznamné odliSnosti. Soucasny pfistup prozatim striktnéji nerozliSuje (jako je tomu v piipadé
potencialné rizikovych prvkl) celkové obsahy v ptidé a obsahy mobilni, ptipadné biologicky
piistupné. Piesto, ze se jiz i v piipadé POP zacinaji obdobné prace objevovat (Thiele a
Briimmer, 1999), syst¢émy hodnoceni obsahu POP v pudach se zaméfuji na jejich celkové
koncentrace.

Protoze je skupina POP velmi Siroka a jednotlivé sloueniny se mohou vyrazné liSit
svymi vlastnostmi (v€etné toxicity) i v ramci jednotlivych skupin POP, neni ani vyhodnoceni
jejich obsahu v piid€ bez komplikaci. V soucasné dobé¢ se setkavame s nasledujicimi zptisoby
hodnoceni:

a) Vyhodnoceni koncentrace obsahu jednotlivych sloucenin. Tento pfistup je relativné
jednoduchy, mize vSak narazit na nedostatky pfi srovnani koncentraci s limitnimi obsahy,



protoze ne u vsSech stupnit limitnich hodnot jsou k dispozici kritéria pro vSechny
individualni slouceniny.

b) Vyhodnoceni sumarnich obsahli. Pouzivd se pro jednotlivé skupiny POP, napt. BTEX
(suma monocyklickych arométi benzenu, toluenu, etylbenzenu a xylenu), suma
indikac¢nich kongenerii polychlorovanych bifenyli (PCB), v soucasné¢ dobé nejcastéji
sedmi kongenerti (28, 52, 101, 118, 138, 153, 180), udavana jako PCB7, suma PAU
obsahujici zpravidla 13-16 sloucenin, suma polychlorovanych dibenzo-p-dioxini a
dibenzofurani (PCDD/F), zahrnujici 16 nejvyznamnéjSich kongener. Vyhodou tohoto
postupu je pomérné casta existence limitnich hodnot pro sumarni obsahy sloucenin.
Nevyhodou je vSak niz$i rozliSovaci schopnost posouzeni rizika, nebot’ v rdmci sumarnich
obsahti se scitaji koncentrace latek s vysokou i niz$i toxicitou, piesto, ze v ramci
jednotlivych skupin se zahrnuji pouze latky s prokdzanymi toxickymi u€inky.

¢) Vyhodnoceni ekvivalentovych faktorti toxicity. Tento postup je zalozen na principu
sumarnich obsahil s tim, ze je zohlednéna potencidlni rizikovost jednotlivych sloucenin,
vyplyvajici z posouzeni jejich karcinogennich vlastnosti (postup dle WHO). Jednotlivym
latkam s karcinogennim u¢inkem je pfifazen toxicky ekvivalent, jehoZ nejvyssi hodnota se
nasobenych uvedenym faktorem, je ziskdna kone¢néd hodnota, kterd je v ptipadé PCDD/F
nebo PCB znama jako mezinarodni faktor toxicity, znaceny jako I-TEQ. Ve skupiné
et al., 2006). Obdobny postup je uzivan také u polycyklickych aromatickych uhlovodikii
(PAU), kde nejtoxiCtéjSim zastupcem je benzo(a)pyren a také novéji sledovany
dibenzo(a,h,)antracen. Vysledna hodnota se zpravidla uvadi jako suma toxickych
ekvivalentovych faktort - TEF PAU.

Limitni hodnoty rizikovych latek, které jsou zapracovany do legislativnich predpist,
1ze rozdélit do dvou skupin:

a) Limitni hodnoty obsahu rizikovych latek v ptidnim prostiedi;

b) Limitni hodnoty rizikovych latek v materidlech vstupujicich do ptd, které omezuji vstupy
rizikovych latek do zeméd¢lskych pud.

V Ceské republice jsou obé& skupiny limitnich hodnot obsaZzeny v legislativé.

4.4. Prizkumy lesnich pid z hlediska kontaminace POP

Vzhledem k finan¢ni naroc¢nosti stanoveni perzistentnich organickych polutantl je
vysledki obsahu téchto latek z velkoploSnych prizkumi lesnich pid vyrazn€é méné nez
vysledka rizikovych prvkia. Udaje o zatdZi lesnich pad nékterych nasich oblasti ale jiz jsou
v CR dispozici. Uvést Ize jiz vyse zminény mezinarodni projekt hodnoceni piid na &esko-
bavorském pomezi realizovany v ramci programu Iniciativy Evropskych spolecenstvi
INTERREG IIIA, kde byly stanovovany i obsahy POP (Cermak et al., 2008). V ramci tohoto
projektu monitoroval UKZUZ z4t&z zemédglskych a lesnich ptid v ptihraniéni oblasti jiznich
a zapadnich Cech. Vysledky jsou cenné nejenom z pohledu srovnani zatéze zemédélskych a
lesnich pud, ale i detailn€jSiho zkoumani zatézi pud lesnich, kde bylo provedeno sledovani
obsahi POPs v horizontech nadlozniho humusu (L, F, H) a horizontu minerdlnim. Ze
ziskanych vysledkl jednoznacné vyplynulo, ze v lesnich pudach sledovanych oblasti byly
zjistény rozdily mezi zemédélsky vyuzivanymi piidami (orna ptda, travni porosty) a lesnimi
pudami s tim, ze v piipadé DDT byla celkova zatéz lesnich ptid nizsi, u vSech ostatnich
sledovanych skupin POPs (PAU, PCB7, HCB, HCH) pak zfeteln¢ vyssi.

Zjisténé zavislosti je mozné dokumentovat na skupiné¢ PAU. Hodnoty obsahii PAU v
lesnich pidach potvrdily vyraznym rozdilem mezi nadloznim horizontem humusu a dal§imi
horizonty vazbu PAU na ptdni organickou hmotu. Obsahy PAU v nadloznim horizontu (L, F)



byly vyssi nez obsahy PAU v humusovych horizontech zeméd¢lskych ptid. Primérné obsahy
se vSak od doporucenych preventivnich limith pro zemédélské pudy fadové nelisily a v
nekterych ptipadech byly srovnatelné. Nejvyssi primémé obsahy byly zjistény u
fluoranthenu, v souladu s intenzivnéjSim vyskytem této slouceniny v prostiedi a jeho
primémé zjiiténé obsahy (365,65 pg.kg™) se blizily doporuenému preventivnimu limitu pro
zemédélské pudy (300 pgkg'). Ani v ramci naméfenych maximalnich hodnot nebyly
nalezeny hodnoty, které by fadové pirekracovaly doporucené preventivni hodnoty pro
zemédlélské pudy. Nejvyssi maximum bylo opét zjisténo v pfipadé fluoranthenu (1540
ngkg™).

V humusovych horizontech lesnich ptid (H) byly obsahy PAU vyrazné niZsi, nez jsou
doporucené hodnoty preventivnich limitd, a ve vétSiné pifipadit byly niz§i nez naméfené
minimaln¢ pronikaji do hlubsich horizontli a zGstavaji sorbovany v horizontech nadlozniho
humusu.

Ke slouceninam, které relativné nejvice pronikaly do hlubsich horizontd, se ftadi
naftalen > fenantren > fluoren > benzo(a)antracen > fluoranten > pyren. Obsahy jednotlivych
sloucenin byly zavislé na jejich mobilité, kdy opét pronikaly snadnéji jednoduché slouceniny
(naftalen, fluoren) a dale na celkové koncentraci (pfedevsim fluoranten). U téchto sloucenin
bylo mozné stanovit jejich primérné obsahy i v minerdlnim horizontu, kde nejvyssich
pramémych hodnot dosahla nejjednodudsi sloucenina naftalen (16,5 pgkg"). U ostatnich
latek, bud’ jednodussich sloucenin s celkové nizkou koncentraci (acenaften, acenaftalen,
benzo(g,h,i)perylen a dalSich) dochazelo k priniku detekovatelnych mnozstvi do mineralnich
horizontli velmi ojedinéle.

10



5. VLASTNI METODIKA

5.1. Metodika vybéru ploch a odbéru pudnich vzorki

Pro vybér lokalit a odbéry vzorku lesnich ptid je mozné pozivat riizné metody, které
jsou vétSinou definovany typem provadéného plidniho priizkumu. Lokality by se nemély
nachazet se v blizkosti velkych mést a velkych primyslovych objekti, pokud neni pfedmétem
studia vliv pravé téchto potencialnich zdroji kontaminace. M¢ly by byt vylouceny plochy na
okrajich lesnich pozemkt, odbérova mista by neméla byt v tésné blizkosti cesty. Je tieba
zaznamenat lesotypologické zafazeni lokality, pfipadné nadmotskou vysku, a alespoil
zékladni slozeni porostu.

Zékladem pedologickych Setfeni byva obvykle vykop ptidni sondy, ¢i alespont zdkopku
do hloubky cca 50 cm, diikkladny popis ptidniho profilu a okolniho stanovisté (Némecek et al.,
2011, Vokoun et al., 2002, FAO 2006) s naslednou klasifikaci humusové vrstvy a ptidniho
typu (Némecek et al., 2011, ITUSS Working Group WRB 2006). Odbér ptidnich vzorkl se
provadi ptimo z ptdni sondy, nebo systémem jednoho ¢i vice smésnych vzorka podle piedem
stanoveného principu ndhodného, systematického ¢i kombinovaného vybéru.

V ptipad¢ lesnich ptid je nutné zvlast odebrat vrstvu nadlozniho humusu — bud’ podle
jednotlivych horizontd (L, F, H), nebo jako smés fermentaéniho a humusového horizontu
(F+H). V nékterych typech prizkumt se humusové horizonty odebiraji oddélen¢ pouze v
ptipadé, pokud celkova vyska nadlozniho humusu dosahne urcité definované mocnosti (napf-.
F+H > 10cm). Pro reprezentativni stanoveni vlastnosti povrchového humusu se doporucuje
smésny odbér z vice mist v rdmci porostu — v optimalnim ptipadé z 10 (Muukkonen et al.,
2008).

Odbéry mineralni pidy jsou provadény bud’ podle diagnostickych horizontli, nebo
podle konstantnich hloubek. Odbéry podle diagnostickych horizonti ptesnéji charakterizuji
dany ptidni typ a umoziuji podrobnéjsi charakteristiku stavu vyvoje ptidniho profilu. Nekdy
jsou urcité typy analyz predpokladem ptesné klasifikace ptidniho typu. Odbéry podle
konstantnich hloubek jsou preferovany u rozsahlejSich prizkumt, nebot’ umoziuji snadné
vytvafeni smésnych vzorka (Ize vyuzit i odbér pidnim vrtdkem) a jednodus$si srovnani
vysledkti mezi jednotlivymi lokalitami. Casto jsou oba dva zptisoby odbéru vzorki
kombinovany — odbér vzorki podle diagnostickych horizontti z ptidni sondy pro piesné urceni
pudniho profilu + odbér smésnych vzorkli z né€kolika mist vrtanim pro pokryti variability
ptdniho prostiedi.

Vzhledem k tomu, Ze odbéry lesnich pid jsou casové, technicky i finanén€ narocnou
¢innosti, byvaji vzorky obvykle vyuzity ke komplexnim analyzdm, kdy stanoveni obsahu
rizikovych latek predstavuji pouze Cast laboratornich zkousek. Technické postupy jsou tedy
totoZné nebo obdobné.

Pfi odbéru je tieba se vyvarovat moznosti druhotné kontaminace vzorki. V piipadé
stanoveni potencidlné rizikovych prvkii neni vhodné pouzivat pomicky z nerezové oceli
(obsahuje Cr, Mn, Mo a Ni), ze slitin médi, ¢i z pfirodni gumy (vysoky obsah Zn). V ptipadé
stanoveni perzistentnich organickych polutantll nelze pouzivat materidly, které by mohly tyto
latky obsahovat a uvoliiovat. Doporucuje se pracovat v laboratornich rukavicich.

5.1.1. Doporuceny zpusob odbéru pudnich vzorki

Dale popsany odbér vzorkli pudy slouzi ke zjistovani fyzikélnich, chemickych a
biologickych vlastnosti pidy, zejména k definici rozsahu kontaminace dané lokality. Byl
zvolen odbér 4 vrstev pudniho profilu, do celkové hloubky 20 cm. Cilené jsou tedy
vzorkovany svrchngj$i vrstvy pudniho profilu, u kteryh se predpoklada nejvétsi riziko
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zneCisténi a soucasné nejvetsi vliv na vegetaci a cely lesni ekosystém. Tento zplisob odbéru je
v souladu s pfislusnymi normami: CSN 01 5110 Vzorkovani materialu, CSN 01 5111

Vzorko

véani sypkych a zmitych materialtt a CSN 46 5331 Ochrana pfirody; Puidy; Vieobecné

pozadavky na odbér vzorku.

5.1.1.1.

5.1.1.2.
l.

2.
3.

5.1.1.3.

Odbérové pomicky

e Krumpac

e [opata

¢ Polni lopatka

e Spachtle na odbéry vzorkd

e Ramecek 25x25 cm na objemové vzorky humusu
¢ PE pytle na vzorky

e Sklenice s vicky na vzorky POPs

e M¢fitko na profil pro fotodokumentaci

e Fotoaparat

e GPS

e Zapisnik, formulare, psaci potieby

e Pasmo

e Ctyfi nadoby na homogenizaci vzorki (nejlépe nerezové misy nebo pienosky)
e Gumov¢ laboratorni rukavice

e Nuzky na kofeny

e Vidha

Postup odbéru vzorki

Ve zvoleném bod¢ se vykope pedologicka sonda (zakopek) ke stanoveni pidniho
typu, subtypu a diagnostickych horizontti. Hloubka by méla byt alespon 0,5 m.
Provede se fotodokumentace profilu a stanovisté a popis profilu.

Odbér smeésnych vzorkl 4 vrstev ze satelitnich bodd pro chemické, mikrobiologické a
ekotoxikologické vlastnosti. Pfi tomto odbéru se postupuje tak, ze se odeberou
vSechny vrstvy zjednoho satelitniho bodu, postoupi se ke druhému az ctvrtému.
K tomu jsou potfeba 4 nadoby, v nichz se zvlast pro kazdou vrstvu smichaji 4
podvzorky. Doplni se odbérem obdobného mnozstvi ze stfedové sondy.

Kvantitativni odbér vzorka horizontli F+H oddélen¢ ze vSech 4 satelitnich bodi pro
stanoveni objemové hmotnosti s pomoci ramecku 25x25 cm.

Uvedeni plochy do piivodniho stavu.

Ziakladni parametry odbéru vzorki pudy

Vzorkovaci schéma Vzorek se odebirda jako smésny vzorek 4 individudlnich odbért

rozmisténych kolem pedologické sondy (zékopku) do 4 svétovych
stran. Plocha pro odbér smésného vzorku musi byt homogenni
(konfigurace terénu, antropogenni zéasahy, vegetace) a musi
reprezentovat plochu porostu.

. pudni sonda (zakopek)
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satelitni body: €. 1, 2, 3, 4 — vzdélené 6,6 m od sondy (pokud nelze, tak v intervalu 5-

12 m)
1
o
4 @ B ®
3
o
Typ vzorku: Poruseny.

Technika vzorkovani: Odbér vzorkl se provadi nerezovym rycem, lopatkou nebo Spachtli

ze stanovenych horizontd (vrstev). Na kazdé ze 4 plosek pro odbér
individudlniho vzorku se odebere vzorek dané vrstvy. Velikost
plosky je urCena tak, aby bylo odebrano mnozstvi, které po
smichani se vzorky z dalSich ploSek da pozadované mnozstvi
smésné¢ho vzorku (viz déle). V kazdém ze 4 bodi by mélo byt
odebrano podobné mnozstvi — stejné zastoupeni podvzorkli ve
smésném vzorku, doplnéné o obdobné mnozstvi ze stiedové sondy.
Individualni vzorky se pak homogenizuji v nerezové mise nebo v
pfepravce. Odstrani se vétsi kofeny nebo kameny. Pfi odbéru a
manipulaci se vzorkem se pouzivaji gumové rukavice.

Hloubka odbéru: Samostatné na kazdé lokalité se odebiraji tyto vrstvy (horizonty):

1.

2.
3.
4.

nadlozni horizont F+H — cely horizont v jeho mocnosti, pfed odbérem se odstrani
horizont L

horizont A konstantné v mocnosti 0-2 cm
vrstva 2-10 cm,
vrstva 10-20 cm.

Pti odbéru horizontl je zasadni dobfe stanovit rozliSovaci linii mezi nadloznim organickym a
minerdlnim horizontem, tj. mezi horizonty F+H a horizontem A. RozliSovacim znakem je
pfitomnost mineralnich ¢astic v horizontu Ah. (Horizont Ah lesnich ptid obsahuje do 30 %
organickych latek, zbytek je mineralni podil). Pfi popisu profilu je 0 na tomto rozhrani;
hloubky nadloznich horizontl se oznaci do zapisu ,,+* (napft. +2).
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Nékdy miize horizont Ah zcela chybét, v tom piipadé€ se odeberou 2 cm vzorku bezprostiedné
pod horizontem H. Pokud chybi nadlozni horizonty F+H, odeberou se pouze mineralni
horizonty.

Hmotnost smésného vzorku pfi odbéru:

Horizonty F+H min. 2,5 kg Cerstvé hmoty a horizont A (0-2 cm) minimaln¢ 3 kg Cerstvé
hmoty; zvlast’ se odebird vzorek na stanoveni objemové hmotnosti

Vrstvy 2-10 a 10-20 cm: kazdy vzorek minimalné 1,5 kg Cerstvé hmoty

Baleni, déleni a popis: Vzorky jsou v terénu homogenizovany kvartaci a pak rozdéleny
nasledujicim zptisobem:

Horizont F+H a vrstva 0-2 cm: Zékladni homogenizovany vzorek o hmotnosti cca 2,5 kg
(pro horizont F+H) nebo 3 kg (pro horizont A) je v terénu rozdélen na 3 dil¢i vzorky pro
stanoveni:

1. Mikrobiologie a ekotoxikologie
Zékladni homogenizovany vzorek o hmotnosti cca 1,5-2 kg — do zpracovani (suSeni,
ptesivani — viz dale) uchovan v PE pytli a nutno skladovat v chladnicce ve 4 °C.

2. Rizikové prvky
Jeden vzorek o hmotnosti minimaln¢ 0,5 kg. Tento vzorek se susi na vzduchu pfi
laboratorni teplot¢.

3. Perzistentni organické polutanty
Odebere se ze zadkladniho homogenizovaného vzorku, hmotnost cca 0,5-1,0 kg,
uchovava se ve sklenéné lahvi s uzadvérem (zavarovacka 0,71).

Samostatné se odebira vzorek horizontii F+H na objemovou hmotnost:

4. Objemova hmotnost (pouze F+H)

Odebira se pomoci ocelového ramecku 25x25 cm oddélené z kazdého ze 4 satelitnich
bodl. Do PE sacku se odebere cela vrstva horizontu uvniti ocelového ramecku a zméti
se mocnost u horizontu F+H. Zméfend mocnost se musi zapsat.

Vistvy 2-10 a 10-20 cm: Zékladni homogenizovany vzorek o hmotnosti cca 1,5 kg je v terénu
délen pouze na 2 vzorky (jeden je sklenice na POPs a na rizikové prvky). Neodebiraji se
vzorky na mikrobiologii a ekotoxikologii a na objemovou hmotnost.

Dokumentace: Kazdy smésny vzorek je identifikovan soufadnicemi JTSK — stied
plochy pro odbér smésného vzorku. Je provedena fotodokumentace
lokality a zdznam vSech parametri do formulafe. Jsou téz
zaznamenany piipadné ruSivé jevy nebo anomalie. Vzorek je
oznaten potfadovym cCislem lokality a za lomitkem je C¢islo
horizontu. Popisuje se i charakter horizontli F+H a hloubky F a H.

Cas vzorkovani: Nejvhodnéjsim obdobim pro odbér je jaro a podzim, v zdsadé vSak
po celou dobu vegetacni sezony.
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Pieprava vzorki: Vzorky jsou zlokality dopraveny do laboratofe v technologicky
nejkrat$im mozném Case (obvykle do 24 hodin).

Obrazek 1. Ukéazka vzorkt z jednotlivych horizontt
pudniho profilu

5.1.1.4. Zachazeni se vzorky po odbéru

Vzorky pro mikrobiologii a ekotoxikologii (¢. 1a, 1b):

Vzorky jsou z lokality dopraveny do laboratotfe v technologicky nejkrat§im mozném case. Po
odbéru je tfeba dodrzet tyto zasady:

1) Hned po odbéru vzorek rozprosttit do vrstvy (mozno na roziiznutém pytli z odbérd, ¢i na
inertnim materialu) a nechat prosychat za ptistupu vzduchu pii laboratorni teplot¢;
2) Vzorky na mikrobiologii (1a):

0 v co nejkrat§im ¢ase po odbéru, jakmile je vzorek ptesivatelny (cil: co nejmensi
ztrata vlhkosti oproti polni vlhkosti v dobé odbéru), cely objem promichat (a
rozlamat hroudy) a poté presat pfes 2 mm sito tolik, aby bylo 300 g pfirozené
vlhké jemnozemé (zbytek po ptesivani nevracet na hromadu, vyhodit);

0 téchto 300 g umistit do krabicky, kde je dostatecny prostor vzduchu nad vzorkem,
ale neni zcela vzduchotésna (ale zase tésni natolik, aby vzorek nevysychal). Kdyby
byl vzorek natolik objemny, zZe 300 g zabira celou krabi¢ku a nenechavé ani
minimalné 1 cm vrstvy vzduchu nad vzorkem, je nutno pouzit krabicky dvé na
jeden vzorek;

0 skladovat v ledniéce (cca 4°C);

0 vzorky na mikrobiologii by nemély byt skladovany vice nez 1-3 mésice.

3) Vzorky na testy toxicity (1b):

O nechat vzorky vysuSit az do suchého stavu, dat zpct do pytle; neni nutno uzavirat
vzduchotésné, skladovat pii laboratorni teplot¢;

O tyto vzorky lze pted analyzou skladovat libovolné dlouho.

Vzorky pro stanoveni rizikovych prvki (€. 2):

Vzorky jsou z lokality dopraveny do laboratotfe v technologicky nejkrat§Sim mozném case. Po
odbéru je tfeba dodrzet tyto zasady:

1) Hned po odbéru vzorek rozprosttit do vrstvy (mozno na roziiznutém pytli z odbérti) a
nechat vyschnout pii laboratorni teploté; poté se vzorek proseje pres sito s primérem ok 2
mm (jemnozem);

2) Vzorek se skladuje v PE séccich pii laboratorni teploté. Tyto vzorky Ize pfedat k analyze
kdykoliv, ale ¢im dfive, tim Iépe.

15



Vzorky pro stanoveni POPs (€. 3)
Uzaviené sklenéné lahve se vzorky se uchovavaji v mrazaku, co nejdiive se doruci k analyze.
Vzorky pro stanoveni objemové hmotnosti (¢. 7)

V laboratofi se vzorky horizontd F+H odebrané pomoci ramecku z jednotlivych satelitnich
bodii vysus$i pii teploté¢ 60°C, zvazi a pomoci zméfené mocnosti se vypocita objemova
hmotnost. Celkova objemova hmotnost se vypocte jako prameér ze 4 dil¢ich hodnot.

5.2. Stanoveni obsahu potencidlné rizikovych prvki v pudach

Obsahy potencidlné rizikovych prvki jsou stanovovany dvéma zpiisoby:
1. Rozklad (extrakce) lucavkou kralovskou, tzv. pseudototalni obsah, jako ukazatel
celkového zatizeni lokality;
2. Vyluh roztokem dusicnanu amonného jako ukazatel biologicky piistupnych forem
rizikovych prvkil v padé.

5.2.1. Rozklad (extrakce) pud lu¢avkou kralovskou za horka, tzv.
pseudototalni obsah

Pidni vzorek se rozkladd smési kyseliny chlorovodikové a kyseliny dusicné (3+1, v+v) za
varu. Lucavka kralovska rozpousti vétSinu mineralnich vazeb — jde o tzv. pseudototalni obsah,
ktery pfiblizuje potencialni zasobu prvki v padé

Potieby:

- Analytické vahy

- 150 cm’® varna baiika

- Suchy filtragni papir plo§né hmotnosti 84 g.m™
- Hodinové sklo

- Topnéa deska

- 100 cm® odmérna baiika

- 100 cm’ PE lahvi¢ka,

Chemikalie:

- Deionizovana voda

- Kyselina chlorovodikova (HCI), konc. 36% (m/m), 12 mol.I"", 1,19 g.ml™

- Kyselina dusi¢na (HNO3), konc. 65% (m/m), 14,4 mol.1", 1,4 g.ml”

- Kyselina dusi¢na (HNO3), ziedén4, 0,5 mol.I": 35 ml koncentrované kyseliny dusiéné se
ziedi vodou na vysledny objem 1000 ml

Postup extrakce:

Do varné baniky o objemu 150 ml se navdzi cca 3 g vzorku mineralni pidy nebo cca 2 g
vzorku organické pidy, zvlh¢i se 2 - 3 ml deionizované vody a piida se 21 ml koncentrované
kyseliny chlorovodikové a nasledné¢ 7 ml koncentrované kyseliny dusi¢né. Kyseliny se
pridavaji tak, aby se omezilo pénéni (pfipadn¢ i po kapkach). Varna baika se ptikryje
filtraénim papirem a nechd se stat v digestofi pfi laboratorni teploté 16 hodin (nejlépe pies
noc). Druhy den se varna barka ptikryje hodinovym sklickem a umisti na topnou desku, kde
se vaii 2 hodiny pfi teploté¢ 200°C (teplota se postupné zvysuje - ¢im déle se nechd vzorek
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reagovat s kyselinami za studena a ¢im pomaleji se vzorek zahtiva, tim mensi je nebezpeci, ze
pii zahtivani vzorek piekypi). Po ukonceni rozkladu a po zchladnuti na laboratorni teplotu se
obsah varné baiiky kvantitativng ptevede do odmérné baiiky o objemu 100 cm’, doplni se po
rysku deionizovanou vodou a po promichani se zfiltruje suchym filtrem plosné hmotnosti 84
g.m” do suché 100 cm® PE lahvi¢ky - prvnich 10-15 ml filtratu se odstrani. Takto pfipraveny
extrakt je vyuzit pro stanoveni pseudototalniho obsahu prvki metodou AAS nebo ICP-OES.
Extrakt by mél byt zpracovan do 1 mésice od pfipravy.

Poznamka:
Existuje vice variant této metody. Vysledky pouziti rGznych variant jsou zpravidla
srovnatelné.

5.2.2. Extrakce pid roztokem dusi¢nanu amonného (1 molL.I'")

Mnozstvi prvka extrahovanych roztokem dusi¢nanu amonného ptedstavuje odhad obsahu
ptistupného rostlindm. Extrakce probihd pii pH pudy.

Potieby:

- Analytické vahy

- Laboratorni rotacni tfepacka
- 100-150 ml lahvicky

- Membréanovy filtr

Chemikalie:

- Kyselina dusi¢na (HNO3), konc. 65% (m/m), 14,4 mol.I"', 1,4 g.ml™

- Roztok dusi¢nanu amonného (NH4;NOs), 1 mol.I": 80,04 g NH4NO; (p.a.) se rozpusti
v deionizované vod¢ a doplni na 1000 ml

Postup extrakce:

20 g upravené¢ho ptidniho vzorku se v lahvi z vhodného plastu o objemu 100 az 150 ml
extrahuje 50 ml 1M NH4NO; 120 minut na rotacni tfepacce pii asi 20 ot./min a teploté 20°C.
Suspenze se nechd 15 minut sedimentovat a roztok se potom dekantuje pres membranovy filtr
do vhodné plastové nadobky, prvnich 5 ml filtratu se odstrani. Aby se zamezilo ztratdm sorpci
na stény nadobky béhem uchovavani, je tfeba vyluh okyselit pfidavkem koncentrované
kyseliny dusi¢né (1 ml na 100 ml extraktu).

5.2.3. Stanoveni rizikovych prvkii v roztoku

V roztocich ziskanych extrakci pidy lu¢avkou nebo dusi¢nanem amonnym se stanovi
koncentrace rizikovych prvki (Cd, Pb, Zn, As) metodou optické emisni spektrometrie
s indukéné vazanym plasmatem (ICP-OES) za standardnich podminek. V ptipad¢ lucavky lze
pouzit téz atomovy absorpcni spektrometr (AAS).

5.2.4. Stanoveni celkového obsahu rtuti

Celkovy obsah rtuti v pevnych vzorcich piidy se stanovuje na piistroji AMA-254. Piesna
navazka vzorku se v proudu kysliku postupné vysusi a rozlozi programovatelnym nartistem
teploty. Proud kysliku vede spaliny spolu se rtuti ptes katalyzator, kde dojde k dokonalé
oxidaci spalin a k odstranéni nezadoucich slozek. Rtut’ se potom zachyti v amalgamatoru. Po
kvantitativnim zachyceni rtuti se amalgamator zahieje a uvolnéné pary rtuti se vedou do
meéficiho prostoru, kde se méfi pokles intenzity zéateni rtutové vybojky zptisobeny piitomnosti
rtuti.
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Potieby:

- Analytické vahy

- Analyzator stopovych mnozstvi rtuti AMA-254 (TMA-254)
- Ru¢ni davkovaci mikropipeta

Chemikalie:

- Kyslik technicky

- Kyselina dusi¢na (HNO3), konc. 65% (m/m), 14,4 mol.1", 1,4 g.ml”

- Kyselina dusi¢na (HNO3), zfedéna, 2 mol.I: 138 ml koncentrované kyseliny dusiéné se
ziedi vodou na vysledny objem 1000 ml

Postup stanoveni:

Navazka vzorku v rozsahu 20-150 mg + 0,1 mg v niklové lodicce se umisti do drzdku
pristroje a spusti se analyticky cyklus. Postup termického zpracovani je volitelny. Pro
minerdlni pidni vzorky je postacujici doba suseni 20 s, doba rozkladu 120 s a prodleva 60 s.
U vzorkt organickych horizonti je tfeba krok rozkladu prodlouzit na 150-210 s a prodlevu na
90 s. po tomto termickém cyklu probihd vlastni métici cyklus.

5.3. Stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodikii (PAU),
polychorovanych bifenyli (PCB) a organochlorovych pesticida (OCP)

5.3.1. Princip stanoveni PAU, PCB a OCP

PAU, PCB a OCP se z pldy extrahuji smési hexan-aceton (1:1, v/v). Pfi stanoveni PCB a
OCP je pouzivana metoda plynové chromatografie s hmotnostni detekci. Pouziva se metoda
vnitiniho standardu. Pfi chromatografii je nosnym plynem helium.

Alternativné I1ze oddélené extrahovat PAU z ptidy acetonem, vyluhy jsou ptecistény na SPE
kolonkdch C8 a eluovany tetrahydrofuranem. Analyzovany jsou poté vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC) s fluorescenéni nebo UV detekci a gradientovym
prib&hem. Jako mobilni fdze se pouZije acetonitril a smés acetonitril-voda (1:1, v/v).

5.3.2. Zpusoby extrakce PAU, PCB a OCP

Pro extrakci POP byla jako nejvhodnéjsi zvolena metoda automatické Soxhletovy extrakce
s naslednym precisténim extraktu na SPE kolonich. Tento postup lze pouzit, pokud je
pracovisté vybaveno extrakénim pfistrojem (napi. SER148 Solvent Extraction Unit; Velp
Scientifika). Alternativnimi metodami jsou zékladni extrakce podle Soxhleta, extrakce
pomoci ultrazvuku a mikrovinna extrakce. Tyto postupy jsou déale popsany jen strucné,
podrobnéjsi postup je uveden napf. v citovanych metodikach U.S. EPA.

5.3.2.1. Automaticka Soxhletova extrakce (také extrakce dle Randalla)

Princip metody:

Jednd se o upravenou Soxhletovu metodu (U.S. EPA Method 3541 Automated Soxhlet
extraction), kdy hlavnim rozdilem je, Ze v prvni fazi extrakce (60 min) je vzorek v patroné
ponoteny do vrouciho rozpoustédla (140 °C), v druhé fazi (60 min) je patrona vytazena nad
rozpoustédlo a vzorek je, stejn¢ jako pii klasické Soxhletové extrakci, prokapavan
kondenzujicim rozpoustédlem. Po ukonceni extrakce je vzorek automaticky zakoncentrovan.
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Tato metoda vyrazné zkracuje Cas extrakce a snizuje mnozstvi pouzitého rozpoustédla (z 300
na 50 ml), extrakce je zaroven ucinngjsi.

Pro pouziti této metody jsou dostupné automatické (napi. Buchi) a poloautomatické ptistroje
(Soxtec). PIn¢ automatizované pfistroje umoziuji dobu extrakce zkratit az na 60 min.

Potieby a pristroje:

- Analytické vahy

- SERI148 Solvent Extraction Unit (Velp Scientifika)

- extrakeni patrony

- nastavitelna davkovaci pipeta 10 — 100ul

- vialky o objemu 22 ml se Sroubovacim uzdvérem a PTFE septy pro manipulaci se
vzorkem

- 10 ml zasobni vialky na standardy

- kalibrované vialky o objemu 1,8 ml se Sroubovym uzavérem a PTFE septy pro zdvére¢nou
fazi ptipravy a stanoveni vzorku

- 5,10, 25 a 50 ml odmérné barika tfidy ,,A” se sklenénou zatkou

- hruskovity nastavec 50 a 100 ml

- 11mm klesté na zavirani vialek

- 10 ml zasobni vialky na standardy

- sklenéné kolonky pro chromatografii s primérem 1 cm

- Pasteurovy pipety pro prenos extrakt

- Laboratorni 1zi¢ka z nerezavéjici oceli

- skelna vata CiSténé extrakci hexanem v Soxhletové extraktoru po dobu 8 hodin

- hlinikova folie

- teflonové varné kaminky

- zafizeni na odpafovéani pod proudem dusiku

- vakuova odparka

Cinidla:

- aceton p.a.

- n-hexan pro organickou stopovou analyzu
- aceton pro organickou stopovou analyzu

- stlac¢ené helium cistoty 0,99999

- dusik Zarovkovy

- silikagel 100, Merck

- florisil 60/100 mesh, Chromservis a.s

- voda cistoty Milli-Q

Standardy:

- CLP-semivolatile ISTD (Absolute Standards), 10009 — pro ptipravu surrogate standardii

- Surrogate mix (Restek), 32000 - pro pripravu surrogate standardi

- PCB Mix 1 (Analytika), CE150 101 — pro externi kalibraci

- PAU Mix 2 (Analytika), CE002 4,5C — pro externi kalibraci

- CLP Semivolatile PAH Standard (Absolute Standards), 10007 - pro pfipravu surrogate
standardi

- Referenc¢ni materidll METRANAL 23

Piiprava sady kalibra¢nich roztokii:

Pro ptipravu sady kalibrac¢nich roztokii se pouziji certifikované roztoky standardt cilovych
analyti a to tak, Ze se nejprve do n-hexanu pfipravi zdsobni roztok vSech analyti o
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koncentraci 1000 ng/ml (kalibra¢ni uroven ¢.5). Dalsi kalibra¢ni Grovné oznacené jako EN 1-
4 o koncentracich 2, 10, 50, 200, se pfipravi fedénim této urovné do n-hexanu. Kalibra¢ni
urovenn EN 6 o koncentraci 500 ng/ml se pfipravi pouze pro PAH. Roztoky jsou stalé 3
mésice. Kontrola koncentrace kalibracnich roztokll se provadi métenim pracovniho roztoku
pro piipravu fortifikované matrice. Pro metodu stanoveni s detekci v rezimu SIM se pouziva
kalibrace nejméné 4 bodova s nastiikem standardu EN 1. Pro metodu stanoveni s detekci
v rezimu FULL se pouzivéa kalibrace nejmén¢ 4 bodova s nastiikem standardu EN 2.

Piiprava surrogate standardi:

Pracovni roztok surrogate standardi o koncentraci 2 pg/ml se piipravi do 50 ml odmérné
barky pridanim 25 pl standardu CLP Semi volatil. ISTD (4000 pg/ml, Absolute Standards) a
500 pl standardu Surrogate mix (200 pg/ml, Restek) a doplnénim odmérné banky acetonem
po rysku. Roztoky jsou stalé 3 mésice. Pracovni roztok je ozna¢en EN-SS.

Extrakce pid:

Z homogenizované¢ho vzorku pidy navazime do patrony extraktoru 10 g na predvazkach.
Vzorek v patron¢ obohatime 100 ul pracovniho roztoku surrogate standardu v acetonu a
patronu zasuneme do extrakéniho prostoru. Vzorek extrahujeme programem po dobu 60
minut ponofeny v 60 ml do vrouciho rozpoustédla (140°C), po 60 minutich vytdhneme
patronu nad vrouci roztok a dalSich 60 min nechdme rozpousStédlo vzorkem prokapavat.
Ziskany extrakt na extraktoru zahustime na objem cca 5 ml a nechame jej 10 minut
vychladnout. Vzorek je dale nutné precistit pomoci kolonové chromatografie.

Pro ptecisténi je nejdiive nutna ptiprava deaktivovaného florisilu, silikagelu a elu¢ni smési:

Priprava deaktivovaného florisilu: Florisil se vyziha pti 500°C po dobu 12 hodin. Po té se
pfida ke zvaZzenému mnozstvi vyzihaného florisilu 15% hmotnostni pfidavek vody Cistoty
Mili-Q (ptiklad: k 100 g florisilu se pfidd 15 g vody) a nechd 12 hodin tfepat na recipro¢ni
ttepacce pii frekvenci kyvi 300/min. Takto pfipravenou smés uchovavame v uzaviené nadobé
pii laboratorni teploté.

Priprava deaktivovaného silikagelu: Silikagel se susi pti 200 °C v susarn¢€ po dobu 12 hodin.
Po té se prida ke zvazenému mnozstvi vysuseného silikagelu 10% hmotnostni ptidavek vody
Cistoty Milli-Q (ptiklad: k 100 g silikagelu se ptfida 10 g vody) a nechd 12 hodin tfepat na
reciprocni tfepacce pii frekvenci kyvi 300/min. Takto pfipravenou smés uchovavame
v uzaviené nadobé¢ pti laboratorni teploté.

Elucni smés hexan:aceton (95:5) se ptipravi smichanim 950 ml hexanu a 50 ml acetonu.

Do upravenych sklenénych kolonek se vlozi skelnd vata a nasype se nejprve 3 g
deaktivovaného silikagelu (10% pridavkem vody), poté 3 g deaktivovaného florisilu (15%
ptidavkem vody) a nakonec laboratorni 1zicka bezvodého siranu sodného. Pti kazdé vrstve se
poklepava na kolonku zdivodu odstranéni piipadnych mezer vzniklych pfi sypani.
Kondicionace se provadi 25 ml n-hexanu pro stopovou analyzu. Na kolonku se nanese extrakt
zemin (2-4 ml) a neché se vsaknout. Eluce se provadi 85 ml smési: hexan:aceton (95:5) a to
nasledovné: nejdiive se zkumavka vyplachne cca 2 ml elu¢ni smési a po vsdknuti se nanese
zbytek eluéni smési (83 ml). Prvni Sml podil je odpadni, zbytek eluatu se jima do hruskovité
baniky se zabrusem. Extrakty se zakoncentruji na vakuové odparce na 6 ml. Extrakt se
nasledné prevede do 20 ml zkumavky, hruskovita baika se 3x vyplachne 1 ml hexanu a prida
do 20 ml zkumavky. Kone¢ny objem extraktu zemin je jemnym proudem dusiku upraven na
objem 1 ml a pfeveden do vialky a pfedan k analyze.
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S kazdou sérii redlnych vzorkl probiha soucasné stanoveni laboratorniho slepého vzorku
(extrakt hexanu) a referencniho materidlu (navazka 5 g) stejnym postupem jako v piipade
realného vzorku.

5.3.2.2. Extrakce dle Soxhleta (U.S. EPA Method 3540 Soxhlet extraction)

Vzorek urc¢eny k extrakci (cca 10 g) je usuSen za pokojové teploty nebo smichan s bezvodym
siranem sodnym, nasledné je vlozen do extrak¢ni patrony, ktera je po dobu 16-24 h
promyvana kondenzujicim rozpoustédlem (cca 300 ml) v Soxhletové aparatuie. Po ukonceni
extrakce je vzorek nutno zakoncentrovat na Kuderna Danish aparatufe nebo pomoci vakuové
odparky. Po zkoncentrovani se vzorek pteciStuje na SPE kolonkach a nasledné¢ znovu
zkoncentruje a preda k analyze.

Vzorek je mozné extrahovat pomoci riznych rozpoustédel. Nejcastéji pouzivané jsou smeési
aceton/hexan (1:1), methylen chlorid/aceton (1:1), dichlormethan, 40% aceton rozpustény ve
vodé, toluen/metanol (10:1).

EPA doporucuje vzhledem k nizké toxicit¢ pouziti smesi hexan:aceton (1:1), tato smés je
zaroven v nckolika studiich prokazala nejlepsi extrakéni efektivitu extrakce (Lau et al., 2010).

5.3.2.3. Extrakce pomoci ultrazvuku

Extrakce ultrazvukem (U.S. EPA Method 3550C Ultrasonic extraction) se pouziva pro
extrakci net€kavych a polotékavych analyti z pevnych vzorki, véetné pidnich vzorkl. 30 g
vzorku se umisti do baiiky, pfida se 100 ml rozpoustédla. Batika se umisti do ultrazvuku a
sonifikuje po domu 3 min (dal$i postupy doporucuji sonifikaci po dobu napt. 15 min). Vzorek
se timto zpisobem extrahuje tiikrat. Vysledny extrakt je opet nutné zkoncentrovat na Kuderna
Danish aparatuie. Extrakce je ve srovnani s dvéma predchozimi metodami vysoce zavisla na
druhu pady a koncentraci kontaminantii ve vzorku (Lau et al., 2010)

5.3.2.4. Mikrovinna extrakce

Metoda (U.S. EPA Method 3546 Microwave extraction) se pouziva pro extrakci ve vodé
nerozpustnych nebo velmi malo rozpustnych organickych latek z pud, sedimentd, kalt a
odpadnich materialt. Extrakce probihd v komeréné dostupnych zatizenich. Zatizeni vyuziva
mikrovinného zafeni k ohfevu vzorku na vyssi teplotu (100 — 115 °C), a zaroven ke zvySeni
tlaku v uzavieném systému (50 — 175 psi), ktery obsahuje vzorek a vhodné rozpoustédlo.
Spotieba rozpoustédla pii mikrovinné extrakci je niz$i a extrakce probiha 10 — 20 min.
K extrakci se obvykle pouzivd velmi malé mnozZstvi vzorku cca 1 g, které nemusi byt vzdy
dostatecné.

5.3.3. Chromatografické stanoveni PAU, PCB a OCP v extraktech

Kalibrace se provadi na péti, respektive 7 (pro metodu C) koncentracnich trovnich. Vztahy
pouzité pro vypocet rovnice kalibra¢ni kiivky jsou uvedeny v kapitole Vypocty a vyjadfovani
vysledkii. Cetnost kalibraci na odezvu detektoru je miniméalné jedenkrat za dva tydny.
Chromatografické podminky, potadi analyti, kvalifikacni a kvantifikacni ionty jsou uvedeny
v Tabulkach 1 az 3.

Metodou C —FULL jsou métfeny analyty PCB, OCP (v¢etn¢ HCH) a PAU. Metoda SIM je
vhodné pro nékteré PCB a isomery HCH.
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5.3.3.1. Stanoveni PAU, PCB a OCP

Parametry nastaveni a postup stanoveni ve dvou analytickych programech (MS-FULL a MS-
SIM) jsou uvedeny v Tabulce 1, Tabulky 2 a 3 uvad¢ji, pro které latky jsou jednotlivé
analytické mody vhodné.

Tab. 1. Parametry postupu a nastaveni pro chromatografické stanoveni POP s uvedenim
analytit u jednotlivych metod

Zakladni Kolona Varian Factor 4 CP8944 (30m x 0,25mm x
parametry 0,25um)
shodné pro Injektor teplota 40°C (0,12 min), 500°C/min na 310°C
oba programy Pulsni tlak 50 psi, pulsni ¢as 2,55 min, purge time
2,50 min,
nosny plyn Helium

tlak na hlavé kolony 7 psi

pratok nosného plynu | 1 ml/min

detektor MSD, teplota - transferline 280 °C
MS-FULL teplotni program 60°C (2,65 min), 35°C/min do 100°C, 8°C/min do
(pro PCB+ 220°C, 8°C/min do 305°C, 100 °C do 310
OCP+PAH) (6min),doba analyzy ... 37,34 min.

nastiik 4 ul
MS-SIM teplotni program 60°C (2,65 min), 100°C/min do 220°C, 5°C/min
(pro PCB+ do 240°C, 100°C/min do 310°C (8min)
isomery doba analyzy ... 16,95 min.
HCH) nastiik 3ul

Vypoéty a vyjadirovani vysledkii, odhad nejistot

Linearita kalibracni kiivky byla pro jednotlivé analyty ovéfena v rozsahu koncentraci
uvedenych v 8 bodech (2, 10, 50, 200, 1000, 5000 ng/ml). Hodnoty korela¢nich koeficientl
pro jednotlivé analyty s linearni odezvou by nemély byt mensi nez 0,985, tzn. metoda je
v navrhovaném rozsahu linearni.

Koncentrace analytu v zeminach se vypocte metodou vnéjsi kalibrace s naslednou korekei na
surrogate standard a je vypoctena ze vztahu:

o xV, « 10
M Rec x Sus

vz

cz

kde cz je koncentrace analytu v zeminach [mg/kg suSiny], ¢; je koncentrace analytu zméfena
na GC [ng/ml], ¥, je kone¢ny objem zkoncentrovaného extraktu [ml], M, je navazka vzorku

ouzitého k extrakci, Rec - vytéznost surrogate standardu [%], Sus — suSina [%].
glp y g

Nejistota méteni se vyjadiuje jako dvojnasobek smérodatné odchylky méteni fortifikovanych
vzorkli za podminek reprodukovatelnosti. Jde tedy o rozSifenou (k=2) kombinovanou
nejistotu zahrnujici dil¢i nejistoty pipetovani, odmétovani objemti extrakcénich cinidel,
extrakce vzorku, odméfovani objeml extraktd, davkovani, méteni, pfipravy kalibracnich
standardd a integrace chromatogramu. Ostatni slozky nejistot byly zanedbany. Pro vypocet
nejistot byla uzita sada dat s nejvyssimi hodnotami relativni smérodatné odchylky.

22




Tab. 2. Poradi analytii, kvalifikacni a kvantifikacni ionty pro GC-MS systém, metoda FULL

Analyt Kvant. ion Q1 ion Q2 ion Q3 ion
D4-1.,4 dichlorbenzen 150,0 152,0 115,0 78,0
hexachlorethan 200,9 164,0 166,0 202,8
d8-naftalen 136,1 108,0 137,1 134,0
naftalen 128.1 102,0 129,1 127,0
hexachlorbutadien 2249 2269 259.8 189,9
1,2,4,5+1,2,3,5-tetrachlorbenzen 2159 2139 2179 180,9
1,2,3,4-tetrachlorbenzen 2159 2139 2179 180,9
acenaftylen, other PAH 152,1 76,0 126,0 151,1
D10-acenaften 164,1 162,1 160,1 163,1
acenaften, other PAH 153,1 154,1 152,1 76,0
pentachlorbenzen 2499 251,8 2149 2129
fluoren, other PAH 166,1 165,1 167,1 163,1
TCMX 243.9 209.,0 207,0 241.9
trifluralin 306,1 264,0 290,1 335,0
a-HCH 2189 254.,0 216,9 220,9
HCB 283.8 285,8 281,8 283,8
b-HCH 218,9 254,0 216,9 220,9
g-HCH 218,9 254,0 180,9 216,9
D10-fenantrhren 188,1 189,1 184,1 160,0
fenanthren 178,1 176,0 152,1 179,0
anthracen 178,1 176,0 152,1 179,0
d-HCH 2189 254,0 220,9 216,9
PCB 28 256,0 258.,0 186,0 260,0
alachlor 160,1 188,1 237,1 169,1
heptachlor 271,8 273.,8 336.9 372,0
PCB 52 291,9 289.9 220,0 255,0
aldrin 262.9 264.9 293.0 298.0
telodrin 310,9 312,8 374,8 377,0
isodrin 262.9 194,9 192.9 364,0
cis heptachloroepoxid 352.9 236,8 3549 262,8
trans heptachloroepoxid 352,9 236,8 3549 262,8
fluoranthen 202,1 200,1 203,1 201,1
o,p-DDE 246,0 248.0 317,9 315,9
PCB 101 3259 3239 253.9 291.,0
pyren 202,1 200,1 101,0 204,1
a-endosulfan 338,9 2769 307,0 265,0
p,p DDE 246,0 248.0 317,9 315,9
dieldrin 262.9 2789 277,0 237,0
o,p DDD 235,0 237.0 165,1 199.0
endrin 2629 265,0 3449 279,0
PCB 118 3259 3239 255,9 328.0
endosulfan II 195,0 236,9 266.9 338.9
p,p DDD 235,0 237,0 165,1 199.,0
o,p DDT 235,0 2370 165,1 199,0
PCB 153 359.9 3619 289.9 364,0
p,p DDT 235,0 237,0 165,1 246,0
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Analyt Kvant. ion Q1 ion Q2 ion Q3 ion
PCB 138 359.9 3619 289.9 325,0
benzo-(a)-anthracen 228,1 229,1 224.0 226,0
D12-chrysen 240,2 236,2 120,1 241,0
methoxychlor 227,1 152,0 212,1 196,0
chrysen, karc. PAH 228.1 229.1 226.,0 227,0
PCB 180 393.8 395.9 3239 359,0
benzo-(b)-fluoranthen 252,1 250,1 253,0 248.0
benzo-(k)-fluoranthen 2521 250,1 2540 248.0
PCB 209 497,7 499.,7 427,8 503,7
benzo-(a)-pyren 252,1 253,0 250,1 248.0
D12-perylen 264,2 260,1 132,1 265.,0
indenopyren, karc PAH 276,1 277,1 138.1 274.,0
dibenzo-(a,h)-anthracen 278.1 279,1 276,0 274,0
benzo-(ghi)-perylen 276,1 274,1 138,0 277,1

Tab. 3. Poradi analytii, kvalifikacni a kvantifikacni ionty pro GC-MS systém - metoda SIM

Analyt Kvant. ion Q1 ion Q2 ion Q3 ion
TCMX 243.9 209.,0 207,0 241,9
a-HCH 2189 2539 216,9 180,9
b-HCH 218,9 253,9 216,9 180,9
g-HCH 2189 2539 2189 216,9
d-HCH 218,9 253,9 180,9 216,9
PCB 28 256,0 258.,0 186,0 188,0
PCB 52 291,9 2899 220,0 255,0
PCB 101 325,9 3239 2539 291,0
PCB 118 3259 3239 2559 328,0
PCB 153 359.9 361,9 2899 325,0
PCB 138 3599 361,9 2899 325,0
PCB 180 3939 3959 3239 359,0
PCB 209 497,7 4997 427,8 503,7

5.4. Stanoveni polychlorovanych dibenzo-p-dioxinii a dibenzofurani -
PCDDF

Ptesné stanoveni polychlorovanych dibenzo-p-dioxinii a dibenzofuranti v pid€ je narocné
finan¢né 1 na zafizeni laboratote, je vyZzadovan plynovy chromatograf s vysokym rozlisenim
s hmotnostni detekei s vysokym rozliSenim (HRGC/HRMS). Proto je zpravidla provadéno
pouze ve specializovanych laboratofich. Jinou moznosti je screening, pomoci kterého lze
vytipovat vzorky s vysSSim obsahem nékterych dioxinl, jez je potom vhodné podrobit

vvvvvv

5.4.1. Extrakce polychlorovanych dibenzo-p-dioxini a dibenzofurani pro
méreni GC/MS nebo HRGC/HRMS

Pro ucely screeningu pomoci GC/MS i pro pifesné stanoveni pomoci HRGC/HRMS se
dioxiny z pudy extrahuji do toluenu. Surovy extrakt se pfevede do hexanu a precisti na koloné
se silikagelovym sorbentem smocenym koncentrovanou kyselinou sirovou. Dal§im stupném
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Cisténi je adsorpce planarnich aromatickych sloucenin na aktivni uhli. Pouzivd se metoda
izotopicky znacenych vnitinich standardl. Pfi stanoveni dioxint je pouzivana metoda plynové
chromatografie s hmotnostni detekci. Pfi chromatografii je nosnym plynem helium.

5.4.2. Screeningové stanoveni polychlorovanych dibenzo-p-dioxint a
dibenzofuranii pomoci imunostesti

Extrakce vzorkli se provede podle pokynli vyrobce komercnich kith. Obecné se jednd o
piidani siranu sodného k ur¢enému mnozstvi pudy, ke vzorku se déle pfida dimethylformamid
a vzorek se 2 h protfepava. Extrakt je preciStén smési hexanu a koncentrované kyseliny
sirové. Extrakt se dale odpaii a ptfevede do s vodou misitelného rozpoustédla. Takto je extrakt
pfipraven k analyze dle pokynii vyrobce.

5.5. Mikrobialni parametry pid

Pro pilotni informaci o biologické piidni kvalité¢ lze pouzit standardni kombinaci
kvantifikace mikrobidlni biomasy pid (stanoveni mikrobidlné vazané¢ho uhliku Cyi,) a
stanoveni jeji mineralizani aktivity bez a spfidavkem substratu (bazdlni respektive
substratem indukovana respirace, BR respektive SIR). Tyto parametry jsou doporuceny proto,
ze dalsi aktivity jako napfiklad nitrifikace jsou v lesnich ptidach ¢asto inhibovany nizkym pH.
Uvedené analyzy je vhodné provadét na vzorcich nadloznich horiznth (F+H) a horizonta
organomineralnich (A, 0-2 cm, pfipadné 2-10 cm). Pro mikrobidlni analyzy plida nesmi
vyschnout, proto hned po odbérech, nebo jakmile to jeji struktura dovoli, je ptida pfesata pies
sita s primérem ok 2 mm a skladovéana v pfirozené vlhkosti ve 4 °C v takovém pfistupu
vzduchu, ktery nezpiisobi vysychani pudy, ale zamezi vzniku anaerobnich podminek. Pied
stanovenim mikrobidlnich parametrii je pida pfedinkubovana né€kolik dni ve 22 °C, aby se
aktivovaly a stabilizovaly mikrobialni procesy. Analyzy mikrobidlnich parametri musi
probéhnout co nejdiive po odbérech, nejpozdéji 3-5 mésicti po odbéru. Nasledujici metodika
je zalozena na ISO normdch a standardnich operacnich postupech laboratofi RECETOX.

5.5.1. Velikost mikrobialni biomasy — Cy;,

Princip metody:

Mikrobialni biomasa — Cy;, je métfena dle normy ISO 14240-2 (1997). Metoda je zalozena na
usmrceni a lyzi bunék pudnich mikroorganisma tim, Ze jsou vystaveny param chloroformu
(fumigantu - redestilovany chloroform bez etanolu). Tim dojde k uvolnéni uhliku z
mikrobialnich bun¢k a k jeho zpfistupnéni extrakci. Biomasa je pak stanovena z rozdilu
extrahovatelného C ve fumigovanych (F) a nefumigovanych (NF) vzorcich.

Potieby a pristroje:

- Vahy s presnosti na 0,1g a analytické vahy

- Ttepacky

- Sklenéné pipety 1, 2, 5 a 10ml ¢i mikropipety s vhodnymi Spickami

- Inflzni 1ahve 100 ¢i 120ml s vicky

- Exsikator, vyvéva olejova

- Odmérny valec 50ml

- Nalevky, banky, kadinky

- Filtracni papiry kvantitativni FILTRAK 391 (¢i Whatman 42, Machery & Nagel 261
G1/4)

- Automaticka byreta

25



Chemikalie:

- Chloroform bez ethanolu

- Kyselina sirova, kyselina fosforecna

- 0,5M K;,S04 (87,1g / 1000 ml)

- 0,0667M K,Cr,07 (1,9622 g/ 100ml)

- Roztok Mohrovy soli 0,1M (NH4),Fe(SO4),.6H,0 (39,2140 g + 20 ml H,SO4 / 1000 ml)
- Indikéator - 0,5 g difenylaminu + 20 ml dH,O + 100ml H,SO4)

Postup stanoveni:

10 g vzorki pady v ptirozené vlhkosti se navazi do sklenénych lahvi¢ek o objemu 100 ml ve
ttech opakovénich ve fumigované i nefumigované varianté¢ a ovlh¢i se na 60 % maximalni
vodni kapacity ptdy pro lepsi pronikani chlororformu do ptidni struktury. Vzorky k fumigaci
jsou vystaveny v exsikdtoru pardm z cca 60 ml chloroformu. Exsikdtor je ponechan
evakuovany v temnu pii laboratorni teploté 22 hodin, poté je otevien, je vyjmut chloroform a
12-krat opakované odsavan pro odstranéni zbytka par chloroformu. Extrakce fumigovanych i
nefumigovanych vzorki se provadi 0,5M K,SOy pii extrakénim poméru 1/4 (w/v) a tfepanim
po dobu 30 min. Extrakty jsou zfiltrovany pies kvantitativni filtraéni papir FILTRAK 391 a
uskladnény pii 4 °C maximalné 24 hodin pied stanovenim uhliku. Obsah C v extraktech je
stanoven spalovanim chromsirovou smési (8 ml vzorku, 2 ml dichromanu, 10 ml kyseliny
sirové a 5 ml kyseliny fosforec¢né, spalovat pii 120 °C 1 hod) a zpétnou titraci zbyvajiciho
dichromanu roztokem Mohrovy soli (indikator — difenylamin). Uhlik v extraktech lze také
stanovit pomoci analyzatoru TOC. Uhlik imobilizovany v biomase - E¢ - ziskdme
randomizaci odec¢tu Cyr od Cr hodnot (primér a smérodatnd odchylka). Cyi, 1ze pak spocitat
jako Cpio = 2,64 x Ec.

5.5.2. Mineraliza¢ni aktivita pidnich mikroorganismi bez pridavku
substratu (bazalni respirace — BR)

Princip metody:
Bazalni respirace se stanovi jako produkce CO; plidou v uzaviené infuzni 1ahvi (ISO 16072).

Potieby a pristroje:

- Infusnich lahve o objemu 120 ml s gumovou zatkou

- Injekeni stiikacka

- Plynovy chromatograf s tepeln¢ vodivostnim detektorem
- Termostat

Chemikalie, plyny:
- Hélium
- CO; v Ar o koncentraci 1,1 %

Postup stanoveni:

Pudni vzorky jsou navazeny po 10 g do infusnich lahvi o objemu 120 ml, ovlhéeny na cca
40% maximalni vodni kapacity a inkubovéany nékolik dni ve 22°C pro ustaleni mikrobialnich
aktivit. Poté jsou vzorky provétrany, pfidana destilovand voda na 60 % maximalni vodni
kapacity a lahve uzavieny pryZovymi zatkami. Po 24 hodinach inkubace ve 22°C je zmétfena
produkce CO, analyzou vzorku plynu (1 ml) nad pidou, ktery byl odebran z lahve injekcni
stiikackou. Koncentrace CO, je analyzovdana na plynovém chromatografu s tepelné
vodivostnim detektorem s mobilni fazi He a stacionarni fazi kapilarni kolonou J&W GS-
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GasPro (délka 30 m, vnitini pramér 0,32 mm). Jako kalibracni plyn Ize pouzit CO, v argonu o
koncentraci 1,1 %.

5.5.3. Mineralizac¢ni aktivita piidnich mikroorganismi s piidavkem substratu
(substratem indukovana respirace — SIR)

Princip metody:
Substratem (pfidavkem glukézy) indukovana respirace je méfena dle normy ISO 14240-1
(1997).

Potieby a pristroje:

- Infusnich lahve o objemu 120 ml s gumovou zatkou

- Injekent stiikacka

- Plynovy chromatograf s tepelné vodivostnim detektorem
- Termostat

Chemikalie a plyny:

- Glukoza

- Hélium

- CO; v Ar o koncentraci 1,1 %

Postup stanoveni:

Pidni vzorky jsou navazeny po 10 g do infuznich lahvi o objemu 120 ml, ovlhéeny na cca
40% maximalni vodni kapacity a inkubovany nékolik dni ve 22°C pro ustaleni mikrobidlnich
aktivit. Poté jsou vzorky provétrany. Vzorky ptidy jsou nasledné ovlh¢eny na 80 % maximalni
vodni kapacity tak, Ze v roztoku je dodéna glukéza (0,5 % uhliku v glukoze na 1 gram suSiny
pudy). Poté jsou infuzni ldhve uzavieny pryzovymi zatkami a po dobu Sest hodin (inkubace
pii 22°C) je méfena produkce CO, analyzou vzorku plynu (1 ml) nad ptidou, ktery je odebran
z lahve injekéni stiikaCkou. Koncentrace CO, je analyzovéana na plynovém chromatografu s
tepelné vodivostnim detektorem s mobilni fazi He a stacionarni fazi kapilarni kolonou J&W
GS-GasPro (délka 30 m, vnitini primér 0,32 mm). Jako kalibracni plyn je pouzit CO, v
argonu o koncentraci 1,1 %. Linearni regresi zavislosti CO; na Case lze vypocitat SIR.

5.6. Ekotoxikologické testy

Protoze se jedna o pudy lesni, které ze zkuSenosti nejsou vhodné z divodu svych
fyzikalné-chemickych vlastnosti (napt. niz$i pH, nevhodnd kompozice organické hmoty) pro
testy se zizalou Eisenia fetida Ci pro testy s rostlinami, 1ze doporucit dva testy ekotoxicity: test
na reprodukci chvostoskokli Folsomia candida a test na reprodukci roupic Enchytraeus
crypticus. Roupice a chvostoskoci zastupuji typické slozky fauny lesnich pad, kterd ma
vyznamnou dekompozi¢ni roli v pudé spocivajici zejména ve fragmentaci rostlinnych zbytkt
v opadu, promichavani organickych zbytka s padou a tvorbé ptdni struktury. Dva druhy jsou
pouzity proto, Ze reprezentuji dosti odlisSné skupiny s odliSnou morfologii a také expozi¢nimi
cestami (me&kky télni povrch roupic proti chitinovému exoskeletonu chvostoskokt). Metodika
testl ekotoxicity s chvostoskokem Folsomia candida a roupici Enchytraeus crypticus je
zalozena na ISO normach a standardnich operacnich procedurach laboratoti RECETOX.
Testy je doporuceno pouzit na vzorky nadlozniho humusu, tedy F+H.

Vzorky ptd pro testy ekotoxicity se vysusi za laboratorni teploty a poté jsou presaty
ptes sito s oky 2 mm a skladovany v suchu v laboratorni teploté. Pied vlastnimi testy toxicity

27



se pida ovlhéi na 50 % maximalni vodni kapacity. Testy se provadéji ve 4 opakovanich na
kazdou ptidu. Protoze vysledky test vykazuji ur¢itou fluktuaci, se sadou 5-10 vzorkl pid je
vzdy testovana také ptuda referencni (kontrola) - uméléa ptida smichana dle ISO 16387 (2004)
z pisku, jilu a raseliny a ovlhéena na 50 % maximalni vodni kapacity a testovana v 8
opakovanich. Vsechny vysledky jsou vyjadieny jako relativni hodnoty vici této kontrole,
¢imz je mozné srovnat vice vzorkli mezi sebou. U chvostoskoka a roupice se hodnoti
prezivani a reprodukce (pocet juvenili) po 28 dnech.

5.6.1. Test na reprodukci roupic Enchytraeus crypticus

Princip metody:

Za tizenych podminek se hodnoti pfezivani a rozmnoZovani jedincl roupic vysazenych do
vzorku. Postup tohoto testu toxicity odpovida normovanym postuptim dle ISO 16387 (2004) a
OECD (2004).

Potieby a pristroje:

- Petriho misky, plastové krabicky, hacek z mikrobiologické klicky
- Testovaci naddoby s vicky, misky

- Fotoaparat

Chemikalie, pomocné latky:

- Ovesné vlocky pro krmeni

- Agar

- Etanol

- Roztok Bengalské cervené

- Koloidniho oxid kiemicity (Ludox)

Postup stanoveni:

Jedinci Enchytraeus crypticus se chovaji na 1,3 % agaru na Petriho miskach. Krmi se mletymi
ovesnymi vlockami. Pfed experimentem se potiebné mnozstvi dospélych roupic (s opaskem a
vajicky) pfemisti do kontrolni pidy na aklimatizaci. Testované vzorky se rozvazi po 20 g do
testovacich nadob, piidaji se mleté ovesné vlocky a do kazdé nadoby se ptida 10 dospélych
jedinct z aklimatizace. Nadoby se uzaviou vicky a ulozi do 20 °C. Kazdy tyden probiha
kontrola ztraty vlhkosti a pfidavani potravy. Po 28 dnech se stanovi pocet piezivSich dospélct
a nov¢ narozenych juvenili. Ke vzorku se pfida 5 ml etanolu, voda do vySky 2 — 3 cm a
nekolik kapek roztoku Bengalské cervené. Druhy den jsou roupice obarveny a provede se
vyplaveni pomoci koloidniho oxidu kiemicit¢tho (Ludox) na vodni hladinu a jeji
fotografovani. Dle velikosti 1ze na snimcich rozlisit dospélce a juvenily a urcit jejich pocet.
Vystupem je pocet prezivajicich dospé€lcti, pocet vyprodukovanych juvenilii a pocet juvenila
na jednoho dospélce.

5.6.2. Test na reprodukci chvostoskokii Folsomia candida

Princip metody:

Za ftizenych podminek se hodnoti piezivani a rozmnozovéani jedincl chvostoskoki
vysazenych do vzorku. Postup testu byl zpracovan na zaklad¢ ISO 11267 (1999) a OECD
(2009).

Potieby a pristroje:
- Testovaci nadoby s vicky
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- Miska, Stétec
- Fotoaparat

Chemikalie, pomocné latky:
- Séadra, aktivni uhli

- Kvasnice na krmeni

- Inkoust

Postup stanoveni:

Chvostoskoci Folsomia candida se chovaji na smési sadry a aktivniho uhli 9:1, kterd je
pravidelné vlh¢ena. Potravou jsou drcené suché kvasnice. Pred vlastnim testem se provede
synchronizace za ucelem, ziskat jedince stejného stafi (10 - 12 dni). Do testovaci nadoby se
navazi 20 g vzorku, pfidéd trochu drcenych kvasnic a 10 jedincti ze synchronni kultury.
Nadoby se uzaviou parafilmem a ulozi do 20 °C. Kazdy tyden je kontrolovan ubytek vody a
pridana potrava. Po 28 dnech se vzorek prevrstvi vodou, jemné promicha, suspenze se prelije
do misky a obarvi inkoustem. Povrch hladiny se vyfoti fotoaparitem s dostatenym
rozliSenim a bili, dobfe viditelni chvostoskoci se nasledné na snimku Iehce spocitaji. Dospélce
lze snadno odlisit od juvenild na zaklad¢ velikosti. Vystupem je pocet ptezivajicich dospélci,
pocet vyprodukovanych juvenilii a pocet juvenilii na jednoho dospélce.
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6. DOPLNKOVE INFORMACE

6.1. Prinos metodiky

Metodika soustfed’'uje informace o analytickych metodach stanoveni potencialné
rizikovych latek v lesnich ptidach, vEetné metod mikrobiologického a ekotoxikologického
hodnoceni. Aplikace této metodiky umozni sjednoceni postupli pouzivanych pro hodnoceni
kontaminace lesnich piid na riznych pracovistich a usnadni tak vzdjemnou porovnatelnost
vysledkll. Zavedeni jednotnych metod je také prvnim krokem k vytvofeni srovnavacich
hodnot pro posuzovani tirovné kontaminace v riznych kategoriich lesnich stanovist’.

6.2. Zhodnoceni novosti postupt

Metodika piindsi kombinaci standardnich analyz zachycenych v platnych néarodnich i
mezinarodnich norméach s vybranymi postupy mikrobiologickych a ekotoxikologickych
analyz ovéfenymi vyzkumnymi projekty védeckych pracovist v zahrani¢i i vlastnim
reSitelskym kolektivem. Predstavuje tak komplexni a uceleny soubor metod, které lze vyuzit
pro stanoveni kontaminace lesnich pid a hodnoceni rizika obsahu potencidlné rizikovych
prvki a perzistentnich organickych polutantl pro lesni ekosystém.

6.3. Popis uplatnéni metodiky

Metodika je ur€ena pro organizace zabyvajici se prizkumem ptdniho prostiedi lesnich
porostll ve vztahu ke zdravotnimu stavu dfevin, produkci a plnéni mimoprodukénich funkei
lesnich ekosystémii. Bude vyuzita pfedev§im vyzkumnymi pracovisti, univerzitami a
rezortnimi organizacemi odvétvi lesniho hospodarstvi.

V navaznosti na diferencované srovnavaci referenc¢ni hodnoty bude mozné metodiku
uplatnit jako prvni krok pro hodnoceni Grovné kontaminace lesnich pid ve vymezenych
uzemich nebo i na mensich plochéch. Vysledky tohoto prvniho kroku hodnoceni by mély
hodnoceni, predevsim rizikové analyzy, ktera by charakterizovala rizika pro ekosystémy nebo
¢lovéka vzhledem ke konkrétnim podminkdm stanoviste.

Metodika pfinasi ovSem cenné informace i pro vlastniky a spravce lesnich majetki, na
kterych se projevuji naruseni zdravotniho stavu ¢i ztrdta na produkci vlivem kontaminace
pudniho prostfedi, zejména v oblastech vyrazngji zatizenych vstupy potencialné rizikovych
prvki nebo persistentnich organickych polutantt.

6.4. Ekonomické aspekty

Uplatnéni jednotné metodiky hodnoceni kontaminace pid zjednodusi dosud casto
diverzifikované laboratorni postup. Pfi poctech bézné€ analyzovanych ptidnich vzorki riznymi
pracovisti 1ze odhadovat v tomto sméru ekonomicky piinos 200 az 500 tis. K¢ ro¢né. Jednotna
metodika analyz umoZni nésledné vytvofit jednotna kritéria pro objektivni hodnoceni
kontaminace lesnich ptd, coz miize znamenat dals$i ekonomické prinosy.

Ekonomické aspekty vyuziti této certifikované metodiky jsou ale z vétsi ¢asti nepiimé
a nevyplyvaji pifimo pro jeji pfimé uzivatele, ale nasledné pro vlastniky a spravce lest
v oblastech s naruSenym plidnim prostiedim. Cilené analyzy ptd, které poskytnou objektivni
informace o obsahu a ucincich rizikovych latek, umozni efektivnéjsi planovani ptipadnych
remediacnich zdsahli. V tomto sméru 1ze ocekavat celkovy ekonomicky ptinos v rozsahu 1 az
2 mil. K¢ ro¢né.
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6.5. Dedikace

Metodika byla vypracovana v ramci feSeni projektu NAZV QI112A201 ,,Metody
hodnoceni zatéze lesnich pid rizikovymi latkami a identifikace ekologickych rizik
kontaminace lesnich puad®“. Vyuzity byly i podklady ziskané jednotlivymi zGcastnénymi
pracovisti v rdmci predchozich vyzkumnych projekti.
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