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METHODS FOR ALUMINIUM SPECIES CHEMICAL
ANALYSES IN FOREST SOILS, SOIL SOLUTION
AND TREE ROOTS

Abstract

Aluminium is a common element in the pedosphere. In the acidified forest stands,
however, some species of aluminium could be potentially toxic for the tree roots and
the ecosystem stability. There are usually only basic forms of aluminium analysed
within the forest soil monitoring surveys as the total and exchangeable Al. Such
results do not provide the information about the potential aluminium toxicity. The
presented methodology summarizes the methods used in the assessing of different
aluminium species in the forest soils, soil solution and fine roots of forest trees.
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UvobD

Jednim z nejvyznamnéjsich faktoru, které v minulosti negativné ovliviiovaly zdra-
votni stav lesnich porosti ve stfedni Evropé, bylo znecisténi ovzdusi. Od konce
osmdesatych let dvacatého stoleti mira imisni zatéze vyrazné poklesla (HONOVA et
al., 2004), presto nedoslo k zdsadnimu zlepseni zdravotniho stavu lest. V soucas-
né dobé vykazuje vice nez polovina porostt (56,2 %) vyssi nez ¢tvrtinovou ztratu
olisténi (FABIANEK, 2010). Pfitom koncentrace hlavnich $kodlivin - oxidu sifi¢ité-
ho a oxidu dusiku - jiz dlouhodobé neprekracuji kritické limity. Jedinou plynnou
$kodlivinou, ktera dosahuje hodnot potencidlné rizikovych pro vegetaci, je ozon,
ktery ovéem puisobi negativné predevsim v horskych polohach (AsHMORE, 2003).

Jednim z hlavnich faktoru, ktery plo$né ovliviiuje zdravotni stav lestl, jsou vlastnos-
ti lesnich pid (LomskY, SRAMEK, 2004). Ty byly v uplynulych 150 letech vyrazné
ovliviiovany kyselymi srdzkami a doslo v nich ke znatelnym zméndm chemickych
vlastnosti, biologickych procest i jejich struktury. Zmény ptidnich parametra byly
na jednotlivych lokalitach ovlivnény urovni depozic, vlastnostmi sorp¢niho kom-
plexu i druhovym slozenim a prostorovou strukturou lesnich porostt (Krimo et al.,
2006). V tadé oblasti CR byl dolozen vyrazny deficit bazickych prvkii v sorpénim
komplexu lesnich pid (SRAMEK et al., 2011). Kromé nedostate¢ného obsahu Zivin
je vaznou pric¢inou chfadnuti rostlin zvys$ena koncentrace fytotoxickych forem hli-
niku. Pro hodnoceni ptsobeni toxickych forem hliniku v lesnich piiddch dosud
nebyla k dispozici obecné pouzitelna metodika, ktera by byla uplatnovana v pra-
zkumech vlastnosti lesnich pid.

CIL METODIKY

Cilem predkladané prace je poskytnout prehled metod pro stanoveni rtiznych
forem hliniku v lesnich ptidach vyuzitelnych pro posouzeni toxicity Al v lesnich
ekosystémech.



VLASTNI POPIS METODIKY

Hlinik v padé

Hlinik je nejrozsifenéjsim kovem na Zemi, tvofi 7,5 — 8,5 % zemské kiry. V ptidé se
hlinik vyskytuje v anorganické i organické podobé.

Hlinik v anorganické formeé se vyskytuje ve 250 mineralech, napt. v oxidech (korund
- ALO,) nebo hydroxidech (gibbsit - AI(OH), (EssSINGTON 2004; POLANSKI, SMU-
LIKOWSKI, 1978). Jinymi zdroji Al jsou napf. diaspor - AIOOH nebo kryolit -
Na,AlF,. Asi 40 % celkového mnozstvi mineréli obsahujicich Al tvofi alumosilikaty
- napt. Zivce, slidy ¢i jilové mineraly (EsSINGTON 2004; POLANSKI, SMULIKOWSKI,
1978; BATYSTA, 2011).

V silné kyselych roztocich se Al vyskytuje jako tfimocny komplexni kationt, v némz
je kazdy Al’** obklopen 6 molekulami vody v $estere¢né koordinaci, vytvarejici
AL(H,0),** - tento iont se nazyva aluminohexahydroniovy. V rozsahu pH 3,5 - 10
se slouceniny Al rozpoustéji za odstépovani [AI(OH)]**, [AI(OH)*]*, [AI(OH)*] .

Vyskyt organickych forem Al v pudé souvisi predev$im s pritomnosti organickych
kyselin. Nejvyznamnéjs$imi slouceninami schopnymi poutat hlinik jsou kyseliny
s vysokou molekulovou hmotnosti, tedy huminové kyseliny a fulvokyseliny. Pomér
huminovych kyselin a Fulvokyselin i uvolfiovani iont AI** do ptdniho roztoku
jsou vyznamné ovliviiovany ptidni rakci (ApAMms et al. 2000).

Prestoze je hlinik nejrozsifenéj$im kovem na Zemi, je v nékterych formach skod-
livy pro zivé organismy - jako jediny z béznych prvki neni soucdsti enzym ani
stavebnich prvki rostlinnych pletiv a Zivo¢isnych tkani. Obecné se predpoklada, ze
hlavni toxickou formou v lesnich ptidach je AI**a jeho fytotoxicita je zavisla na kon-
centraci v bezprostfedni blizkosti kofenového systému. Podle nékterych autort byl
prokazan srovnatelny toxicky vliv iontt [AI(OH)]*", respektive [AI(OH),]*, se kte-
rymi jsou ionty AI** v pidnim roztoku v rovnovaze (HoRAK et al., 1995). Ptispévek
iontd [AISO, " k fytotoxicité je pravdépodobné zanedbatelny. Bounor et al. (1994a)
a Sposito (1996) udavaji, Ze toxicita hliniku pro rostliny klesa v této radé: poly-
merni Al ; (ne viak v podobé kfemicitanti nebo fosfore¢nanii), monomerni A’
[AI(OH)]*, [AI(OH),]*, [AI(OH),] a [AISO,]*. Hlinik vézany v organickych a fluo-
ridovych komplexech se pro rostliny neprojevuje toxicky (Boupor et al., 1994b).

Hlavnimi mechanismy fytotoxicity hliniku jsou zejména (HORAK et al. 1995;
MaAsAYUKI, CHISATO 2001; PROCHAZKA et al. 1998):

« kompetice s Ca** a Mg** a tim jejich omezeny prijem,



o inhibice replikace DNA,

« inhibice syntézy cytokininu,

o nedokonald funkce kofent,

o inhibice aktivity nékterych enzymd,

o snizeni fotosyntetické aktivity aj.

Toxicita hliniku pfi nizkém pH, jeji vliv na kofenovy systém a na zdravotni stav dre-
vin, je dobfe prokdzana zejména pro sazenice ¢i semenacky drevin, a to predev$im
pro smrk (napt. SCHOLL et al., 2004; SCHLEGEL, GOLDBOLD, 1991). Méné presné
jsou interpretace ve stfedné starych (NYGAARD, DE WITT 2004) ¢i dospélych poros-
tech (VANGUELOVA et al., 2007) ¢i v porostech buku (RICHTER et al. 2007). Situace
je navic komplikovana tim, ze standardni metody analyz ptid pouzivané v ramci
pudnich prizkumi a monitoringu (UNECE 2006a) neumoznuji odlisit toxickou
formu AP od ostatnich forem a neposkytuji tak informaci o riziku poskozeni kore-
nového systému.

Pro hodnoceni ohrozeni porostt l1ze vyuzit napriklad molarni pomér Al k sumé
bazickych kationti (Ca**+Mg*+K"*) v kofenovém vlaseni (VANGUELOVA et al. 2007)
nebo molarni pomér Al ku Ca v pidnim roztoku (SVERDRUP et al., 1992). Cro-
NAN a GRIGAL (1995) predpokladaji pocatek fyziologického stresu pri molarnim
poméru Ca/Al v pidnim roztoku pod hodnotu 1, pokud tato situace nastane je
pravdépodobnost odumfreni stromu 50%. Tyto typy analyz vSak nejsou pti ptd-
nich prizkumech standardné provadény, analyza ptidniho roztoku je navic ¢asové
i finan¢né velmi naro¢na.

Prizkumy lesnich pad

Lesni puda je dynamicky organismus, ktery je spjaty celou fadou vazeb s dalsi-
mi slozkami ekosystému. Je Uzce provazana s atmosférou, klimatem a biotickou
slozkou ekosystémil — nejen se dfevinami, ale i s veskerymi zivymi organismy, které
pudy pomahaji vytvaret a prispivaji k jejich zménam. Ovliviiovani biotickych i abi-
otickych slozek lesnich ekosystému se projevuje i na plidnich vlastnostech a nao-
pak zmény ptidnich vlastnosti mohou ovlivnit strukturu i funkei lesnich porostt
(FISHER, BINKLEY, 2000).

Hodnoceni pudnich vlastnosti je jednou ze souéasti typologického priéizkumu a by-
va zarazeno do vétsiny projektii z oblasti ekologie lesa, produkce lesa ¢i hodnoceni
vitality lesnich porostti. Pfestoze existuje cela fada tidaju o vlastnostech lesnich ptid
v Ceské republice, jsou ¢asto véazdny pouze na konkrétni plochy, regiony ¢&i oblasti.



Pfenos poznatki ¢i spolecné zpracovdni riiznych typt prizkumi je problematické
vzhledem k odlisSnym metoddm odbéru i analyz ptidnich vzorkd. Ne vzdy lze beze
zbytku vysledna data prevést, ¢i spolecné hodnotit (napf. ZAHORNADSKA, 2002).
Mezi nejvyznamnéjdi zdroje dat pidnich vlastnosti, které se vztahuji k vétsim
uzemnim celkiim, Ize zminit:

typologicky priizkum Ustavu pro hospodatskou tipravu lestt (UHUL) - vétsinou
jsou k dispozici data od 60. let dvacatého stoleti. Pudy jsou popsany a vzorky
odebrany podle genetickych horizontt. Vysledky nejsou dostupné pro vSechny
oblasti a priizkum neni prostorové homogenni. Tato historicka data jsou napt.
pro oblast Jizerskych hor zpracovana v publikaci SLop1CAKA (2005), v Kru$nych
horéch naopak nebylo mozné udaje ze starsich Setfeni dohledat. Metody analyz
vzorku u star$ich priizkumu nejsou v soucasné dobé jiz vétsinou pouzivany.

pudni priizkum na tzv. trvalych zkusnych plochach (TZP) - plochy spravuje
UHUL, analyzy v soucasné dobé provadi Ustfedni kontrolni a zkugebni tstav
zemédélsky (UKZUZ).

pudni prizkum v rdmci Narodni inventarizace lest - je provadén v siti 2 x 2
km (UHUL, 2007) a piedstavuje nejhustsi sit dat. V rdmci inventarizace byly
popsany pudni sondy, stanoveny pudni typy a formy humusu. Chemicka analy-
za se provadéla pouze pro svrchni vrstvu mineralni piidy 0 - 10 cm. Vyluhy pro
stanoveni pfistupnych Zivin byly provadény v 1% vyluhu kyseliny citronové.

prizkum pud jednotlivych ptirodnich lesnich oblasti - na zakladé zakona
o hnojivech, provddi UKZUZ. Odebirany jsou vzorky nadlozntho humu-
su, svrchni humusem ovlivnéné mineralni piidy a vzorky spodniho minerdlu
cca do hloubky 30 cm. Obsahy ptistupnych Zivin jsou stanovovany po vyluhu
v ¢inidle Mehlich ITI, obsahy celkovych Zivin v kyseliné dusi¢né. Obdobny prii-
zkum provadi UKZUZ i v genovych zdkladnéch lesnich dievin, vysledky jsou
publikovany ve zpravach (napt. FIALA et al,, 2000, 2004), z nichz nékteré jsou
dostupné i na internetu.

pruzkum pad v ramci ptipravy vapnéni — provadi v oblastech postizenych
acidifikaci UKZUZ a Vyzkumny ustav lesniho hospodéistvi a myslivosti, v. v. i.
(VULHM). Odbéry probihaji stejné jako u prizkumt UKZUZ, analytické meto-
dy se ve VULHM odlisuji - vyluh pro stanoveni ptistupnych prvka se provadi
ve vyluhu chloridu amonného, celkovy (pseudototalni) obsah Zivin je stanoven
ve vyluhu lu¢avkou kralovskou.

prizkum ptd v ramci mezinarodniho monitoringu zdravotniho stavu lesnich
ekosystémt - provadi VULHM na zakladé spoluprace v mezindrodnim koope-
rativnim programu ICP Forests.
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Stanoveni forem hliniku v lesnich ptidach

Odbéry vzork( pid

Pro odbéry vzorki lesnich piid je mozné pouzivat rtizné metody, které jsou vétsi-
nou definovany typem provadéného ptidniho prizkumu. Zakladem pedologickych
Setfeni byva obvykle vykop ptidni sondy ¢i alespon zakopku do hloubky cca 50 cm,
dukladny popis ptidniho profilu a okolniho stanovisté (NEMECEK et al., 2011; FAO
2006) s naslednou klasifikaci humusové vrstvy a ptidniho typu (NEMECEK et al.,
2011; TUSS Working Group WRB 2006). Odbér pudnich vzorku se provadi pfimo
z ptidni sondy nebo systémem jednoho ¢i vice smésnych vzorki podle predem sta-
noveného principu nahodného, systematického ¢i kombinovaného vybéru. V pri-
padé lesnich ptid je nutné zvlast odebrat vrstvu povrchového humusu - bud podle
jednotlivych horizontii (OL, OF, OH), nebo jako smés fermenta¢niho a humusové-
ho horizontu (FH). V nékterych typech priizkumt se humusové horizonty odebiraji
oddélené pouze v pripadé, pokud celkova vyska nadlozniho humusu dosahne urcité
definované mocnosti (napf. FH > 10cm). Pro reprezentativni stanoveni vlastnosti
povrchového humusu se doporucuje smésny odbér z vice mist v ramci porostu —
v optimalnim pripadé z 10 (MUUKKONEN et al., 2008). Odbéry mineralni pudy jsou
provadény bud podle diagnostickych horizontt, nebo podle konstantnich hloubek.
Odbéry podle diagnostickych horizonti presnéji charakterizuji dany pidni typ
a umoznuji podrobnéjsi charakteristiku stavu vyvoje ptidniho profilu. Nékdy jsou
urcité typy analyz predpokladem presné klasifikace pidniho typu. Odbéry podle
konstantnich hloubek jsou preferovany u rozsahlejsich prizkumd, nebot umoziuji
snadné vytvareni smésnych vzorku (Ize vyuzit i odbér pidnim vrtakem) a jedno-
dussi srovnani vysledkt mezi jednotlivymi lokalitami. Casto jsou oba dva zpiiso-
by odbéru vzorka kombinovany - odbér vzorkt podle diagnostickych horizonta
z ptidni sondy pro presné urceni ptidniho profilu + odbér smésnych vzorka z néko-
lika mist vrtanim pro pokryti variability ptidniho prostfedi.

Vzhledem k tomu, Ze odbéry lesnich ptid jsou ¢asové, technicky i finan¢né naro¢-
nou cinnosti, byvaji vzorky obvykle vyuzity ke komplexnim analyzam, kdy stano-
veni obsahu riiznych forem hliniku predstavuje pouze ¢ast laboratornich zkousek.
Technické postupy jsou tedy totozné. Je ziejmé, ze pfi odbérech nelze pouzivat
hlinikové nafadi. Pro vyhodnoceni rizika poskozeni kofenovych systémi dfevin
povazujeme za nutnou dostupnost minimalné nasledujicich informaci: Padni reak-
ce (aktivni a vyménné pH), obsahy piistupnych bazickych Zivin (Ca, K, Mg) a cel-
kovy obsah dusiku.
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Analytické stanoveni hliniku v lesnich pidach

Z hlediska analytického stanoveni lze rozlisovat:

« celkovy Al resp. pseudototalni Al (extrakce roztokem Aqua regia — lu¢avkou
kralovskou)

+ vyménny Al (nejcastéji ziskany extrakci roztokem BaCl,, NH,CL, KCI),

o vodorozpustny Al,

« extrahovatelny Al - extrakce napf. roztokem NaP,O, CuCl, (DRABEK et al,
2003). Al .5, POtom predstavuje organicky poutané formy Al (véetné vymeén-
nych forem Al).

STANOVENi PSEUDOTOTALNIHO OBSAHU HLINIKU

Stanoveni pseudototalniho obsahu hliniku po rozkladu lu¢avkou kralovskou (Aqua re-
gia) - UNECE 2006

Vyluh v lu€avce kralovské rozpousti vétsSinu mineralnich vazeb — jde o tzv. pseudototalni ob-
sah, ktery pfiblizuje potencialni zasobu prvkl v padé

Potreby:
Laboratorni vahy, 150 cm® varna barika, suchym filtracni papir ploSné hmotnosti 84 g/m?,
hodinové sklo, topna deska, 100 cm?® odmérna barika, 100 cm?® PE lahvi¢ka

Reagencie:

Deionizovana voda,

Aqua regia: do odmérné banky o objemu 1000 ml se pfida asi 400 ml deionizované vody
a odméri se 70 ml 67% kyseliny dusiéné a 200 ml 36% kyseliny chlorovodikové, po ochlazeni
roztoku na laboratorni teplotu se barika doplIni po rysku deionizovanou vodou.

Priprava pudniho extraktu roztokem Aqua regia:

Do varné bariky o objemu 150 ml se navazi cca 3 g vzorku mineralni pady nebo cca 2 g
vzorku organické pldy , zvlhéi se 2 — 3 cm?® deionizované vody a pfida se 7 ml koncentro-
vané kyseliny dusiéné. Po ukonceni vyvinu plynt se po ¢astech pfida 20 ml koncentrované
kyseliny chlorovodikoveé, varna barika se pfikryje filtracnim papirem a necha se stat v digestofi
pfi laboratorni teploté nejméné 12 hodin (nejlépe pfes noc). Druhy den se varna barika pfikryje
hodinovym skli¢kem a umisti na topnou desku, kde se vari 2 hodiny pfi teploté 200°C (teplota
se postupné zvysuje - ¢im déle se necha vzorek reagovat s kyselinami za studena a ¢im
pomaleji se vzorek zahfiva, tim mensi je nebezpeci, Ze pfi zahfivani vzorek prekypi). Po
ukonceni rozkladu a po zchladnuti na laboratorni teplotu se obsah varné bariky kvantitativné
prevede do odmérné bariky o objemu 100 cm?, doplni se po rysku deionizovanou vodou a po
promichani se Zfiltruje suchym filtrem plo$né hmotnosti 84 g/m?do suché 100 cm?® PE lahvicky
— prvnich 10 — 15 cm?® filtratu se odstrani. Takto pfipraveny extrakt je vyuZit pro stanoveni
pseudototalniho obsahu Al metodou AAS. Pro stanoveni AAS by mél byt extrakt zpracovan
do 1 mésice od pfipravy.

12



STANOVENI CELKOVEHO HLINIiKU

Celkovy hlinik Ize stanovit rentgenovou fluorescenéni metodou, spektroskopicky, po roz-
kladu tavenim nebo kyselinou fluorovodikovou klasickymi analytickymi metodami na mokré
cesté. Znalost celkového obsahu hliniku nam umozruje napf. charakterizovat padu vzhledem
k padotvornému substratu nebo zvétravani atd.

Stanoveni celkového hliniku fluorescenéni metodou - SN EN 15390

Tato evropska norma ur€uje postup pro kvantitativni stanoveni koncentraci hlavnich a sto-
povych prvkl v homogennich pevnych odpadech, pudach a pudé podobnych materidlech
energiové disperzni rentgenovou fluorescenéni spektrometrii (EDXRF) nebo vinové dis-
perzni rentgenovou fluorescenéni spektrometrii (WDXRF) s pouzitim kalibracnich standardd
s odpovidajicimi matricemi. Norma se mize kromé Al pouzit rovnéz pro nasledujici prvky: Na,
Mg, Si, P, S, Cl, K, Ca, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Br, Rb, Sr, Y, Zr, Nb, Mo, Ag, Cd,
Sn, Sb, Te, |, Cs, Ba, Ta, W, Hg, Tl, Pb, Bi, Th a U. V zavislosti na prvku a pouzitém pfistroji se
mohou stanovit koncentrace v rozsahu 0,0001 % a 100 %. Kvalita ziskanych vysledku je velmi
zavisla na typu pouzitého pfistroje, napf. bench top nebo na vykonnosti energiové disperznich
nebo vinové disperznich pfistroji. Pfi vybéru specialniho pfistroje bereme v Gvahu nékolik
faktoru, jako je napf. druh analyzované matrice, stanovované prvky, pozadované meze de-
tekce nebo €asova naroc¢nost méreni. Kvalita vysledku zavisi na stanovovaném prvku a na
prostfedi matrice.

Stanoveni celkového hliniku spektroskopicky - ISO 14869

Metoda zamérena na rozklad vzorku alkalickym tavenim, pouzivana pro stanoveni celkového
obsahu Na, K, Mg, Ca, Ti, Mn, Fe, Al, Si v ptadach. Ptehled prvku neni vycerpavajici, postup
muze byt pouzit i pro ostatni prvky za pfedpokladu, Ze:
» netékaji pfi taveni,
e w>(3d -+ V/m),
kde w = obsah prvku vyjadfeny v mg/kg,
d = detekeni limit v mg/l pro prvek a uvazovanou analytickou metodu stanoveni,
V = objem finalniho roztoku s rozpusténym prvkem (v litrech),
m = hmotnost analyzovaného vzorku (kg).
Metoda je pouzitelna za predpokladu, Ze obsah prvk( neni ovliviiovan vysokou koncentraci
soli v roztoku ur¢eném k analyze.

Stanoveni celkového hliniku po mikrovinné asistovaném rozkladu - U.S. EPA method
3052

Jedna se o celkovy rozklad, ktery se pouziva pfi analyze popilkl, pad, sedimentl a kald. Me-
toda je vhodna pro stanoveni nasledujicich prvku: Al, Sb, As, B, Be, Cd, Ca, Cr, Co, Cu, Fe,
Pb, Mg, Mn, Hg, Mo, Ni, Se, Ag, Na, Sr, V a Zn. Rozlozeny vzorek muze byt analyzovan FLAA,
CVAA, GFAA, ICP-OES, ICP-MS. Celkovy rozklad silikat je umoznén pfidavkem HF.

K 0,5 g vzorku se pfida 9 ml HNO, a 3 ml HF, vzorek se zahfiva v mikrovinném zafizeni pfi
teploté 180°C + 5°C po dobu 15 minut. Alternativné se mize pfidavat HCl a H,O,. Po ochla-
zeni a filtraci je vzorek doplnén na pozadovany objem a analyzovan.
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STANOVENi VYMENNEHO HLINIiKU

Vymeénné formy hliniku Ize povazovat za potencialné nebezpecné v pfipadé, Zze by doslo
k vytésnéni téchto iontl ze sorpéniho komplexu do roztoku, coz by vedlo ke zvy$eni mobility
hliniku a jeho biologické dostupnosti, tedy potencialné i toxicity. Vyménny hlinik se ziskava
extrakci jemnozemé roztokem soli silné kyseliny. Adsorbovany hlinik se oproti jinym kationtim
vyznacuje tim, Ze je pevnéji vazan a je aktivni pfi niz§im pH. Za normalnich zvétravacich
podminek je na permanentni naboj sorpéniho komplexu sorbovan vice AP* nez H*.
Vyménny hlinik je extrahovan roztoky BaCl, nebo KCI. Hlinik v pidnim vyluhu se stanovuje
na zakladé charakteristické absorpce zafeni na rezonancnich ¢arach téchto prvkd v pla-
meni acetylen - oxid dusny, metodou kalibracni kfivky. loniza¢ni interference se odstranuji
pridavkem nadbytku vhodného ioniza¢niho &inidla (KCI — c(K) = 2g/l).

Stanoveni vyménného hliniku ve vyluhu BaCl, - UNECE 2006

Vyluh mineralni pudy chloridem barnatym (pfipadné chloridem amonnym) se bézné pouziva
pro stanoveni pFistupnych Zivin v lesnich ptdach. Obsahy Al zji§téné témito analyzami jsou
soucasti sorpéniho komplexu a mohou se tedy pfimo U€astnit interakci s kofeny drevin.

Reagencie:

Deionizovana voda,

0,1 M BaCl,: navazi se 24,43 dihydratu chloridu barnatého (BaCl,»2H,0), kvantitativné se
prevede do odmérné bariky o objemu 1000 ml, pfida se asi 500 ml demineralizované vody, po
rozpusténi se barika doplni po rysku demineralizovanou vodou.

Pfiprava pudniho extraktu roztokem 0,1 M BaCl,;

15 g vzorku mineralni pudy, popfipadé 7,5 g organické pudy, se navazi do polyethylenové
nadoby o objemu 250 ml, z davkovace se odméfi 150 ml roztoku 0,1 M BaCl, a nadoba se
uzavie. Suspenze se ru¢né protfepe a necha se stat pfes noc. Druhy den se polyethylenové
nadoby s padni suspenzi umisti na horizontalni tfepacku a nechaji se tfepat po dobu 2 ho-
din, poté se suspenze Zfiltruje pres filtr stfedni hustoty do suché polyethylenové nadobky
o objemu 100 ml, pfi¢emz se prvnich 10 — 15 ml filtratu odstrani. Takto pfipravené vzorky
jsou pfipraveny pro stanoveni vyménného Al metodou ICP OES ¢&i AAS. Vzorky se uchovavaji
v lednici, pfed analyzou se nechaji ustalit na laboratorni teplotu. Padni extrakty by mély byt
zpracovany do 48 hodin.
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Stanoveni vyménného hliniku ve vyluhu 0,5M KCI - DrABEk et al. (2003, 2005)

Potreby:

Laboratorni vahy, laboratorni tfepacka, kapalinovy chromatograf s iontovou kolonou, centri-
fuga, diskové filtry s velikosti o velikosti porti 45 pm, vialky, 1000 a 100 cm® odmérné bariky,
100 cm® polyethylénova lahvicka, automatické pipety, filtrani zafizeni umoznujici filtraci za
snizeného tlaku.

Reagencie:
0,5 M KCI: 37,27 g KCI se rozpusti v deionizované vodé, pH se upravi na 5,8 a roztok se
doplni deionizovanou vodou na 1000 cm?.

Pracovni postup:

Do 100 cm® PE lahvi¢ky se navazi 5 g jemnozemé a pfida se 50 cm® 0,5 M KCI. Vznikla
suspenze se necha za laboratorni teploty 24 hodin intenzivné protfepavat, poté se odstedi
(12 000 ot/ min, 30 min) a prefiltruje pfes diskovy filtr do &isté a suché PE vialky. Vyménny
Al se stanovi na ICP-OES nebo atomovou absorpci (AAS). Podrobnou speciaci forem Al Ize
stanovit pomoci kapalinové chromatografie s iontovou kolonou (HPLC/IC), jak je popsano
dale.
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STANOVENi VODOROZPUSTNEHO HLINIKU
Stanoveni vodorozpustného hliniku — Guo et al. (2006), DrABEK et al. (2003, 2005)

Hlavnim zdrojem vodorozpustného Al silné organicky vazany Al. Vodorozpustny Al predsta-
vuje oproti vymeénnému Al aktualni riziko pro rostliny. Vodorozpustny hlinik se ziska extrakci
vzorku jemnozemé deionizovanou vodou.

Potieby:

Laboratorni vahy, laboratorni tfepacka, kapalinovy chromatograf s iontovou kolonou, centri-
fuga, diskové filtry s velikosti pord 45 um, vialky, 1000 a 100 cm® odmérné bariky, 100 cm?
polyethylénova lahvi¢ka, automatické pipety.

Reagencie:
Deionizovana voda, mobilni faze — 1 mM Na,SO, v 7,5 mM H,SO,, derivatiza¢ni €inidlo 3.10-4
M roztok tironu v 1M NH,Ac, zakladni roztok standardu Al.

Pracovni postup:

Extrakce probiha po dobu 24 h (pfi laboratorni teploté 20°C) deionizovanou vodou, pomér
vzorku k roztoku je 1:10 (w/v). Extrakt je centrifugovan (pfi 4000 rpm po dobu 10 minut) a fil-
trovan pres filtr 0,45 um.

V extrahovaném roztoku Ize stanovit nasledujici parametry:

» rozpustény organicky uhlik (DOC) podle upravené metodiky dle ZsiraLa (2004) a Y AKOVCHEN-
KA @ Sikory (1998),

* hlavni organické (HCOO,, CH,COO;, (COO0),*) a anorganické anionty (F, CI, NO,, Br,
PO,*, SO,*, NO,) pomoci IC (ICS-90, Dionex, USA),

» celkovy Al a dal$i sledované prvky (napf.: Ca, Mg, K, Na, Pb, Fe, Si, Mn) pomoci ICP-
OES,

 speciace Al za pouziti HPLC/IC (podle DrAgek et al., 2003, 2005).

Parametry metody HPLC/IC jsou uvedeny dale.
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SPECIACE HLINIKU METODOU HPLC
— DrABEK et al. (2003, 2005), Boruvka et al. (2009) a Tesnecky et al. (2010)
Pro zjisténi potencialné rizikovych forem Al se provadi speciace Al pomoci HPLC/IC v extraktu
0,5 M KCI a ve vodném extraktu. Pouzita metoda umoznuje separaci Al forem do tfi skupin,
hlavné podle Al formami neseného naboje:

* Al(X)s1+ {AI(OH),",AI(SO,)" AIF,", Al(org.)s1+, etc.};

o AI(Y)* {AI(OH)*, (AIF)*, etc.};

« AP {AP* a transformované Al hydroxy-polymery}.

Hlinikové formy Al(X)<1* a Al(Y)** muzeme pokladat za relativné netoxické, nicméné velice
mobilni. Forma AP** pfedstavuje pro rostliny toxickou formu hliniku, ktera je navic v kyselych
roztocich stabilni a vysoce mobilni (DrABEK et al., 2003, 2005; Boruvka et al., 2009). Jednot-
livé formy hliniku jsou separovany na iontové koloné. Kvalitativni a kvantitativni identifikace
je provedena instrumentalné pomoci postkolonové derivatizace a nasledné spektroskopické
detekce.

Reagencie:

1 mM Na,SO,v7,5 mM H,SO,: 20g Na,SO, se rozpusti v deionizované vodg, pfida se
0,4 cm? konc. H,SO, a roztok se doplni deionizovanou vodou na 1000 cm®. Vysledny roztok
se prefiltruje za pomoci vakua pres nylonovy filtr s velikosti pord 0,45 um, derivatiza¢ni ¢inidlo
3.10-4 M roztok tironu v 1M NH,Ac: 77,08 g NH,Ac se rozpusti v deionizované vodé pfida
se 0,189 g tironu a roztok se doplni deionizovanou vodou na 1000 cm?. Vysledny roztok se
prefiltruje za pomoci snizeného tlaku pres nylonovy filtr s velikosti pora 0,45 um. Standardy
Al: zakladni standardni roztok Al se pomoci 0,5 M KCI zfedi tak, aby vznikly minimalné ctyfi
roztoky v koncentra¢nim intervalu 0,5 az 20 ppm,

deionizovana voda.

Metoda HPLC/IC je vyuzita pro zjiSténi speciace Al pfi fizené teploté 25°C. Pristroj je slozen
z gradientové pumpy GP50, termostatované kolony TCC 100 a PC fizené tlakové kontroly pro
postkolonovou derivatizaci (Dionex, USA), UV/VIS detektoru Deltachrom UVD200 (Watrex,
CZ) a automatického davkovace vzorkd Triathlon (Sparks Ltd., NL). PouZita je Alltech cation R
(USA) IC kolona, stara kolona je pouzita jako pfedkolona. Jako mobilni faze je pouzit 100 mM
Na,SO, (pH 2,40) v 7,5 mM H,SO,. Pro post-kolonovou derivatizaci je pouZit 3.10-4 M roztok
tironu v 1 M octanu amonném (pH 7,05). Detekce Al - tiron komplexu se provadi spektrofoto-
metricky pfi vinové délce 310 nm. Ke kvantitativni a kvalitativni analyze se vyuzije pfislusny
chromatograficky software a metoda kalibracni kfivky.
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Obr. 1: Instalace gravitaCnich lyzimetrd v pidnim profilu — pod horizontem FH
a v hloubce 30 cm (foto T. Cihak)

Fig. 1:  Installation of zero tension lysimeters in the soil pit — lysimeters are located under the
humus FH horizon and in the depth of 30 cm (photo T. Cihak)

Obr. 2: Priprava k instalaci suké&nich lyzimetri (foto T. Cihak)
Fig. 2:  Setting up of the suction cap system (photo T. Cihak)
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Odbér a analyzy ptdniho roztoku

Odbéry ptdniho roztoku

Ptdni roztok pro analyzy je mozné odebirat nékolika zptsoby:

Gravitacni lyzimetry - odbérovymi ¢astmi jsou plastové (PE, PP) desky nebo
trychtyte, které svadéji gravita¢ni pudni vodu do zasobnich nadob umisténych
v pudnich sondach. Vyhodou této metody odbéru je jednoduchost a nenaro¢nost
odbérového zatizeni, nevyhodou zna¢né naruseni ptidniho profilu pfi instalaci,
které muze i dlouhodobé ovlivnit vysledné hodnoty. Gravita¢ni lyzimetry nejsou
vhodné pro suché pidy (UNECE 2011).

Sukéni lyzimetry — odbérovymi zatizenimi jsou porézni polopropustné hlavy ¢i
desky, které mohou byt vyrobeny z riznych materiala (keramické, sklenéné, tef-
lonové a dalsi). Voda je odebirana podtlakem, ktery je bud konstatné udrzovan
cerpadlem (je pfiblizné konstatni po celé odbérové obdobi), nebo je manualné ¢i
automaticky vyvijen pouze v dob¢ tésné po odbéru vzorku (v pribéhu odbérového
obdobi klesa). Vzorky jsou tlakovymi hadicemi odvadény do odbérovych nadob.
u gravita¢nich lyzimetrd, umoznuje v§ak odbéry vzorki i ze sussich pid a v pripadé
pouziti odbérovych hlav (obvykle o priméru nékolika cm) i minimalni narudeni
pudniho prostiedi. Celkovy objem odebraného vzorku a do jisté miry i jeho vlast-
nosti jsou zavislé na velikosti pouzitého podtlaku (UNECE 2011).

Odbér vzorki piadni vody centrifugovanim - je urcena pro odbér vzorki ptidni
vody ze suchych ptid, nebo z organickych pud, kde nelze pouzit sukéni lyzimetry.
Vzorky ptidy jsou odebirany vrtaky ¢i odbérovymi sondami. Co nejdfive po odbéru
jsou vzorky centrifugovany pri 14.000 ot/min po dobu nejméné 30 minut. Metoda
je destrukéni a pro dlouhodobéjsi méfeni nevhodnd. (LUSTER, FINLAY, 2006)

Vlastnosti vzorkil odebranych riznymi metodami nejsou stejné. Pfi porovnavani
vysledkt analyz ptudniho roztoku je tedy nutné vzdy prihlizet k metodice odbéru
(napf. MARQUES et al., 1996; GIESLER et al., 1996).

Pro odbéry vzorki ptidniho roztoku je zdsadni umisténi odbérovych lyzimetru.
V pripadé lesnich ptd byvéa obvyklé umisténi jedné sady lyzimetrt tésné pod povr-
chovou vrstvou organického humusu a dal$i opakovani v jedné az dvou hloubkach
maximalniho prokorenéni, pfipadné jesté pod zénou prokorenéni. U sukénich lyzi-
metril je nutné vzit v tvahu jejich zhorSenou funkénost v organickych vrstvach
pudy. Dosazeni reprezentativniho vzorku pro lesni ptidy 1ze dosdhnout pouze velmi
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vysokym poctem lyzimetrii (10 — 20) — v zavislosti na jejich odbérové plose, systé-
mu rozmisténi a stanovovaném parametru (GROSSMAN, Kross, 1994). Pro stano-
veni dlouhodobéjsich trendi se jako minimalni pocet odbérovych zafizeni uvadi 3
opakovani v kazdé vrstvé ptidy (FOLSTER et al. 2003; UNECE 2011).

Obr. 3: Vhodnost vyuZiti metod odbé&ru ptdni vody riiznymi metodami. Siroké linie
ohrani¢ené Sipkami ukazuji mozné vyuziti jednotlivych metod. Odbéry pfi
preruSované tlusté ¢are jsou omezeny dalSimi podminkami (napf. hladina
spodni vody u gravitaénich lyzimetrd). Upraveno podle UNECE 2011

Fig. 3:  Suitability of different methods for the soil water sampling. Range of the methods
is displayed by thick lines. Sampling by the dashed thick lines is limited by other
environmental factors (e.g. high water table by zero tension lysimeters). Adapted
according to UNECE 2011
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Analyzy hliniku v plidni vodé

Pro stanoveni koncentrace hliniku v ptidnim roztoku lze postupovat obdobné jako
pti jeho stanoveni ve vodném vyluhu pudy, které bylo popsano v predchozi kapi-
tolee. Vzorky mohou byt po odbéru fixovany pfidanim kyseliny dusi¢né. V pripadé
hliniku obvykle nebyva nutné zahusténi vzorku za predpokladu pouziti pfistroji
s nizkym detekénim limitem (0,02 mg/l). Vzhledem k nizkym koncentracim je nut-
no vyloudit jakoukoliv kontaminaci vzorku a pravidelné zarazovani slepého vzorku
- blanku do sérii vzorki. Stanoveni labilniho hliniku je mozné nékolika rtiznymi
metodami popsanymi napf. WICKSTROMEM et al. (2000). Pro stanoveni labilnich
forem Al je zcela zasadni rychlé zpracovani vzorkd, piipadné jejich fixace (DEROME
et al., 1998).

Tab. 1: Zakladni prehled referenénich metod pro stanoveni hliniku v padni vodé
Reference methods for aluminium analyses in the plant material

Metoda Reference/Standard
AAS (plamen) EN ISO 12020

ICP - OES EN ISO 11885

ICP - MS EN ISO 17294-2

Odbér a analyzy kofen( dievin

Kromé hodnoceni analyz lesnich ptid ¢i ptidniho roztoku Ize rizikovost ptisobeni
volnych forem hliniku posuzovat i podle poméru hliniku a bazickych prvka v jem-
nych kofenech dfevin (VANGUELOVA et al., 2007).

Odbéry koreni

Pro hodnoceni chemismu jsou vyuzivany jemné kofeny o priméru do 2 mm. Pro
jejich odbér z lesnich piid lze vyuzit rizné typy vrtakd, sondyrek nebo médii, do
kterych kofeny postupné prortstaji (MAKKONEN, HELMISAARI, 1999; OSTONEN
et al.,, 2005). Pro stanoveni chemismu se obvykle pouzivaji kofenové sondyrky
s odbérem konstantniho mnozstvi zeminy v definované hloubce ptdy. Variabilita
korentl je velmi vysoka, proto je nutné vénovat pozornost vybéru odbérovych mist
pro dosazeni dostate¢né reprezentativnosti odbéru. Vhodné je vyuziti kombinace
systematického a nahodného vybéru, které pouzili napt. SRAMEK a FADRHONSOVA
(2011): na kazdé odbérové plose bylo vybrano 5 vzornikovych stromi - stfedovy
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strom a dalsi ¢tyfi stromy v pravouhlych kvadrantech ve vzdalenosti 17,6 m. Od
vzornikovych stromt byly odebirany vzorky kofeni z bodii ve vzdalenosti 1m, 3m,
5m a 7m od kmene. Na vét$iné ploch byla zdroven zaznamenana vzdalenost odbé-
rového mista k nejbliz§imu stromu. Smér odbéru od jednotlivych kment byl shod-
ny - rovnobézny se stranou plochy a po svahu, pfipadné k severu. Na kazdé plose
bylo takto zvoleno dvacet odbérovych mist (obr. 4).

Obr. 4: Schéma systému odbéru vzork(l kofend na plochach monitoringu ICP
Forests
Fig. 4:  Sampling design for fine roots collection on the ICP Forests plots

Hloubku odbéru kofenti je vhodné stanovit podle dieviny, jejiz kofeny se odebiraji
a odbéry prizptsobit hloubkam, ze kterych jsou na Setfenych plochach odebirany
vzorky pilidy. Pro smrkové porosty je obvykld hloubka maximalniho prokofenéni
0 - 30 (- 40) cm, pro listnaté dieviny 0 — 50 (80) cm. Vzdy vsak zalezi na lokal-
nich podminkach stanovisté. Proto je dobré kromé odbéru vzorkid pro analyzy

22



také ziskat informace o vertikalni distribuci kofent v konkrétnim lesnim porostu.
Co nejdfive po odebrani vzorki je nutné oddélit jemné kofeny od mineralni pudy
a fixovat je vysuSenim.

Analyzy hliniku v jemnych kofenech

Pro chemické analyzy kofenti Ize vyuzit standardni metodiky pouzivané pro ana-
lyzy rostlinného materialu (napt. UNECE 2010). Krom¢é obsahu hliniku v susiné je
nutné analyzovat obsahy bazickych prvka - vapniku, hof¢iku a drasliku. Pro cel-
kové vyhodnoceni stavu kofent jsou pak uzite¢né informace o obsazich nékterych
dalsich prvkii - napt. Zeleza a manganu.

Tab. 2: Zakladni prehled referenénich metod pro stanoveni hliniku v rostlinném
materialu
Reference methods for aluminium analyses in the plant material

Metoda Reference/Standard
CSN EN ISO 11885,
ICP - OES CSN 46 57 35
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PRINOS METODIKY

Metodika soustfeduje informace o analytickych metodach stanoveni rtiznych forem
hliniku v lesnich ekosystémech s hlavnim zaméfenim na lesni pudy. Predstavuje
vyznam jednotlivych typt stanoveni Al pro hodnoceni funkei tohoto prvku v les-
nich ekosystémech a pro hodnoceni rizik spojenych acidifikaci prostiedi a toxic-
kym puasobenim nékterych specii hliniku na lesni dfeviny.

SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Metodika prinasi kombinaci standardnich analyz zachycenych v platnych narodnich
i mezinarodnich normach s nové vyvinutymi postupy ovéfenymi vyzkumnymi pro-
jekty védeckych pracovist v zahranic¢i i vlastnim fesitelskym kolektivem. Predstavu-
je tak komplexni a uceleny soubor metod, které Ize vyuzit pro stanoveni acidifikace
lesnich ekosystému a hodnoceni rizika toxicity hliniku pro lesni dfeviny.

POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika je uréena pro organizace zabyvajici se priuzkumem ptidniho prostrediles-
nich porostt ve vztahu ke zdravotnimu stavu drevin, produkei a plnéni mimopro-
dukénich funkei lesnich ekosystémii. Bude vyuzita predevsim vyzkumnymi praco-
vi$ti, univerzitami a rezortnimi organizacemi odvétvi lesniho hospodarstvi. Pfinasi
ovsem cenné informace i pro vlastniky a spréavce lesnich majetkd, na kterych se pro-
jevuji naruseni zdravotniho stavu ¢i ztrata na produkci vlivem acidifikace ptidniho
prostredi a zvySenych koncentraci toxickych forem Al v ptidnim roztoku.
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EKONOMICKE ASPEKTY

Ekonomické aspekty vyuziti této certifikované metodiky jsou neptimé a nevyplyvaji
primo pro jeji ptimé uzivatele, ale nasledné pro vlastniky a spravce lesti v oblastech
s narusenym ptdnim prostfedim. Cilené analyzy pud, pfipadné ptidniho roztoku ¢i
jemnych korend, které poskytnou informace o vyskytu toxickych specii Al vlesnich
porostech umozni efektivnéjsi planovani zasahti chemické meliorace i volbu vhod-
nych péstebnich postupit na postizenych lokalitach. Pii odhadu silné az extrémné
acidifikovanych ptid na cca 380.000 ha a ro¢nim rozsahu chemické meliorace 1 500
- 5000 ha by se ekonomicky pfinos spocivajici ve snizeni ztraty na lesnich poros-
tech a zefektivnéni meliora¢nich zasahtt mohl pohybovat v rozmezi 2 — 3 mil. K¢
ro¢né.
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Metodika byla vypracovana v ramci feseni projektu NAZV QI92A216 ,,Obsahy slou-
¢enin hliniku v lesnich ptidach - identifikace problémovych lokalit, metody ome-
zeni degrada¢nich zmén v pudach, moznosti hospodateni pro udrzeni produkéni
a ostatnich funkci lesa“ a s vyuzitim podkladt poskytnutych feSenim vyzkumné-
ho zdméru MZE0002070203 ,,Stabilizace funkci lesa v antropogenné narusenych
a ménicich se podminkach prostredi®.
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METHODS FOR ALUMINIUM SPECIES CHEMICAL
ANALYSES IN FOREST SOILS, SOIL SOLUTION
AND TREE ROOTS

Summary

Air pollution and acid atmospheric deposition represented a significant threat to
forest ecosystems of Central Europe during the second half of 20" century. Due to
environmental policy the pollution has significantly decreased during the last 20
years (HONOVA et al., 2004), the critical loads for acidification are, however, still
exceeded especially in mountain regions. One of indirect effects of acidification is
enhanced activity of aluminium ions in the sorption complex of forest soils and soil
solution which can be potentially toxic for roots of trees. Aluminium is a common
element in the pedosphere and only some forms can cause adverse effects. The tox-
icity of Al ions is reported to decrease in the following order: Al , (not in silicates
or phosphates), monomeric AP’*, [AI(OH)]*, [AI(OH),]*, [AI(OH),]" a [AISO,]*.
Aluminium in the organic or fluoride complexes is not toxic (BoupoT et al. 1994a;
Boupor et al. 1994b; SposiTo 1996). Aluminium toxicity is increasing with lower
pH and has several effects (HORAK et al. 1995; Masayuki, CHisATO 2001; Pro-
CHAZKA et al. 1998):

o Competition with basic cations and lowered uptake of Ca** a Mg** by roots,
o Inhibition of DNA replication,

o Inhibition of cytokininu formation,

» Malfunction of tree roots,

o Decreased activity of enzymatic systems,

o Decreased photosynthetic activity.

The systematic soil surveys in the Czech Republic are provided by UHUL (Forest
Management Institute) - soil properties representing different forest types and some
soil parameters assessed in the national forest inventory; by VULHM (Forestry and
Game Management Research Institute) — monitoring within the European network
ICP Forests and EC BIOSOIL project; regional surveys in areas in limed forest areas
and by UKZUZ (Central Institute for Supervising and Testing in Agriculture) - sur-
veys of forest soil in polluted regions and regional surveys limed forest areas. There
are analysed only basic forms of aluminium within all above mentioned surveys
as the total and exchangeable Al which do not provide the information about the
potential aluminium toxicity.
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From the point of the chemical analyses we can distinguish several groups of alu-
minium content or concentration:

Total Al, or respective pseudototal Al (Aqua regia extraction),
Exchangeable Al (e.g. extracted by the BaCL; NH,Cl or KClI solution),
Water soluble Al,

Extractable Al - extracted e.g. by the Na,P,0, or CuCl, solution (Al
resents organic + exchangeable form of Al).

NadP207) rep-

For different forms individual chemical methods are proposed and described in

more details:

Total Al - fluorescence (CSN EN 15390) spectroscopic (ISO 14869) method
after decomposition by melting or extraction by hydrogen fluoride acid or the
U.S. EPA method 3052 with microwawe decomposition.

Pseudototal Al - after extraction by Aqua regia (UNECE 2006)

Exchangeable Al - after extraction by 0.1M BaCl, (UNECE 2006) or 0,5M KCl
(DRABEK et al. 2003, 2005)

Water soluble Al - by methods of Guo et al. (2006) and DRABEK et al. (2003,
2005)

Individual Al species — by methods of DRABEK et al. (2003, 2005), BORUVKA et
al. (2009) and TEJNECKY et al. (2010)

Further attention is also paid to sampling and analysing of soil water. Suitable meth-
ods for collecting of different types of soil water (zero-tension lysimeters, suction
caps and centrifugation) are discussed (fig 3.) as well as the location of sampling
equipment at the plot. For the soil water analyses the “standard” methods are pro-
posed in tab. 1. The last chapter describes shortly the sampling design (fig 4.) and
chemical methods (tab. 2) for the survey of fine roots in forest stands.
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