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Srovnavaci hodnoty
pro hodnoceni kontaminace lesnich pid

Abstrakt

Tato metodika predstavuje prvni stanoveni srovnavacich hodnot pro hodnoceni
kontaminace lesnich pid v Ceské republice. Srovnavaci hodnoty pro potencialné rizikové
prvky (pseudototalni a ptistupné obsahy) a vybrané perzistentni organické polutanty
vychazeji zrozsdhlého plvodniho prizkumu skuteéného stavu obsahu potencidlné
rizikovych prvka 1 perzistentnich organickych polutanti v lesnich ptdach vyraznégji
nezneciSténych oblasti. Srovndvaci hodnoty jsou stanoveny pro 4 odbérové hloubky
(nadlozni organické nadlozni F+H, 0-2 cm, 2-10 cm, a 10-20 cm) a jsou rozliSeny do Sesti
kategorii podle typu stanovisté charakterizovaného lesnim vegetacnim stupném a druhem
porostu. V piipadé potencialné rizikovych prvki je pro kazdou kategorii a hloubku uveden
median, dolni a horni kvartil jako ukazatele bézného rozmezi obsaht, a 90% kvantil jako
horni mez béZznych obsahll, jejiz ptekroceni naznacuje moznou kontaminaci pidy.
V piipadé¢ perzistentnich organickych polutanti je vzhledem kjejich pirevazné
antropogennimu ptivodu uveden pouze 90% kvantil. Na chemické analyzy navazuje
vypocet ekosystémovych rizik a moznost biologického hodnoceni lesnich ptd
ekotoxikologickymi testy a mikrobidlnimi parametry.

Kli¢ova slova: lesni pidy; kontaminace; potencidln¢ rizikové prvky; perzistentni
organické polutanty; referencni hodnoty

Reference Values
for the Forest Soils Pollution Assessment

Abstract

This methodology presents first setting up of reference values for the assessment of forest
soils pollution in the Czech Republic. The reference values for potentially toxic elements
(pseudototal and bioavailable contents) and selected persistent organic pollutants are based
on an original survey of real contents of potentially toxic elements and persistent organic
pollutants in forest soils of rather non-polluted regions. The reference are set up for 4
sampling depths (forest floor, that is organic horizons F+H, depths 0-2 cm, 2-10 cm, a 10-
20 cm). They are distinguished into 6 categories according to the stand type characterized
by forest vegetation zones and tree species composition. In case of potentially toxic
elements, median, lower and upper quartiles are given for each category and depth as
indicators of common range of values. 90% quantile is given as an upper limit indicating
potential pollution when overpassed. In case of persistent organic pollutants only the 90%
quantile is given as they are mostly of anthropogenic origin. The chemical analyses are
followed by calculation of ecosystems risks and possibilities of biological assessment of
forest soils using ecotoxicological tests and microbial parameters.

Key words: Forest Soils; Pollution; Potentially Toxic Elements; Persistent Organic
Pollutants; Reference Values



Adresy autoru

Prof. Dr. Ing. Lubos Boruvka, Ing. Ondrej Drdabek, Ph.D., Ing. Adéla Frankovad, Ph.D.,
Ing. Jakub Houska, Ph.D., RNDr. Vaclav Tejnecky, Ph.D.

Ceska zemédélska univerzita v Praze, Fakulta agrobiologie, potravinovych a p¥irodnich
zdrojti, Katedra pedologie a ochrany ptid

Kamycka 129, 165 21 Praha 6 — Suchdol

http://www.czu.cz

Dr. Ing. Milan Saiitka, RNDr. Pavel Cupr, Ph.D., Doc. RNDr. Jakub Hofman, Ph.D.,
Mgr. Pavel Rotter, Mgr. Ondrej Sanka, Mgr. Anna Slavikovd Amemori, Mgr. Lucie
Sindeldrova, Magr. Marek Sudoma, Mgr. Jana Vasickova

Masarykova univerzita v Brn¢, Piirodovédecka fakulta, Centrum pro vyzkum toxickych
latek v prostfedi (RECETOX),

Kamenice 753/5, pavilon A29, 625 00 Brno

http://recetox.muni.cz

Doc. Ing. Vit Sramek, Ph.D., Ing. Véra Fadrhonsova, Ing. Radek Novotny, Ph.D.,
Ing. Lucie Jurkovska

Vyzkumny ustav lesniho hospodarstvi a myslivosti, v.v.i.,

Strnady 136, 252 02 Jilovisté

http://www.vulhm.cz

Ing. Jarmila Cechmdankovad, Ph.D., Doc. Ing. Radim Vécha, Ph.D., Ing. Viera Horvdthova,
Mgr. Jan Skdla

Vyzkumny ustav melioraci a ochrany piidy, v.v.i.,

Zabovieska 250, 156 27 Praha 5 — Zbraslav

http://www.vumop.cz

Oponenti
Prof. Ing. Jii'i Kulhavy, CSc., Mendelova univerzita v Brné

Dr. Ing. Piemysl Fiala, Ustfedni kontrolni a zkuSebni ustav zemé&délsky



LA

© ®

OBSAH

UVOD
CiL METODIKY

STANOVENI RIZIKOVYCH LATEK V LESNICH PUDACH

3.1.  Metodika vybéru ploch a odbéru ptdnich vzorki
3.2.  Stanoveni obsahu rizikovych latek v lesnich padach

ZPUSOB URCENI SROVNAVACICH HODNOT

4.1. Kategorie lesnich porost

4.2. Vybér statistickych parametrti
4.2.1.Srovnavaci hodnoty obsahu potencialné rizikovych prvki
4.2.2.Srovnévaci hodnoty obsahu perzistentnich organickych polutantii

SROVNAVACI HODNOTY

5.1. Srovnavaci hodnoty pro hodnoceni obsahu potencialné rizikovych prvki v
lesnich ptidach
5.1.1.Obsahy potencialné rizikovych prvkl ve vyluhu lu¢avkou kralovskou
5.1.2.Celkové obsahy rtuti
5.1.3.Obsahy potencialné rizikovych prvkl ve vyluhu dusi¢nanem amonnym
5.2.  Srovnavaci hodnoty pro hodnoceni obsahu perzistentnich organickych
polutantii v lesnich ptdach
5.3.  Grafické znazornéni srovnévacich hodnot pro hodnoceni obsahu
nejvyznamnéjsich polutantt
5.3.1.0bsahy potencialné rizikovych prvki ve vyluhu lu¢avkou kralovskou a celkové
obsahy rtuti
5.3.2.0bsahy potencialng rizikovych prvki ve vyluhu dusi¢nanem amonnym
5.3.3.0bsahy perzistentnich organickych polutantt

HODNOCENI EKOSYSTEMOVYCH RIZIK
6.1. Hodnoceni ekosystémovych rizik na zéklad¢ vysledkii chemickych analyz
6.1.1.Metoda hodnoceni
6.2. Mikrobiologické a ekotoxikologické hodnoceni
6.2.1.Uvod
6.2.2.Rozhodnuti o zapojeni biologickych metod do hodnoceni lesnich ptd
6.2.3.Zhodnoceni lesnich ptid mikrobidlnimi parametry
6.2.4.Zhodnoceni lesnich pud z hlediska ekotoxicity

DOPLNKOVE INFORMACE

7.1. Pfinos metodiky

7.2.  Zhodnoceni novosti postupti
7.3.  Popis uplatnéni metodiky
7.4.  Ekonomické aspekty

7.5. Dedikace

POUZITA LITERATURA
SEZNAM PREDCHAZEJICICH PUBLIKACI AUTORU K TEMATU

o oabrbDBbD D DN DN P PP

11
12

15

16

16
22
24

27

27
27
28
28
30
30
33

37

37
37
37
37
38

39
40



10. PRILOHY

10.1. POSTUPY STANOVENI MIKROBIOLOGICKYCH PARAMETRU
10.1.1. Upravy pudy
10.1.2. Stanoveni mikrobialni biomasy v ptdé
10.1.3. Stanoveni bazalni a substratem indukovana respirace pudy
10.2. POSTUPY EKOTOXIKOLOGICKYCH TESTU
10.2.1. Upravy pidy
10.2.2. Kontrola
10.2.3. Test prezivani a reprodukce chvostoskoka Folsomia candida
10.2.4. Test ptezivani a reprodukce roupice Enchytraeus crypticus

45

45
45
45
45
46
46
46
46
47



1. UVOD

Lesni ptda je dynamické prostiedi, které je tizce spjaté celou fadou vazeb s dalsimi slozkami
ekosystému. Je uzce provazana s atmosférou, klimatem a biotickou slozkou. Ovliviiovani
biotickych i abiotickych slozek lesnich ekosystému se projevuje i na pidnich vlastnostech a
naopak zmény pudnich vlastnosti mohou ovlivnit strukturu 1 funkci lesnich porostti (Fisher a
Binkley, 2000).

Pida je nedilnou a vyznamnou soucasti lesnich ekosystému. V disledku primyslové ¢innosti,
dopravy a dalSich potencidlnich zdroji muize dochézet k jeji kontaminaci, at' jiz piimym
vstupem kontaminanti napiiklad pii zaplavach, nebo prostiednictvi atmosférické depozice.
Kontaminace lesnich pid mize mit zna¢ny vliv na fungovani celych lesnich ekosystémii.
Ovliviiuje mikrobidlni aktivitu v ptid€, ptisobi toxicky na rostliny a mtize tak omezovat narast
biomasy nebo zdravotni stav porostu, a mtiize rovnéz dochazet k vyplavovani rizikovych latek
do podzemnich ¢i povrchovych vod. Dosud se vsak problematice kontaminace lesnich pud
vénovalo méné pozornosti nez kontaminaci pid zeméde€lskych ¢i méstskych, nebot’ nebezpedi
vstupu rizikovych latek do potravniho fetézce ¢i ptimého ohrozeni lidského zdravi je zde
obvykle vyrazné nizsi. V pripad¢ lesnich pid je nebezpedi kontaminace spojeno pravé spise
s ohrozenim lesniho ekosystému. Pro lesni pudy dosud nebyly stanoveny limitni ani
srovnavaci hodnoty a nebyla dosud pfijata jednotnd metodika stanoveni obsahu, pfipadné
forem rizikovych latek v lesnich ptidach ani hodnoceni jejich vlivu.

Tato metodika navazuje na piedchozi metodiku shrnujici hlavni metody pro stanoveni
celkového obsahu a obsahu pfistupnych forem potencialné rizikovych prvki a celkového
obsahu hlavnich skupin perzistentnich organickych polutantd v lesnich pidach a predklada
navrh srovnavacich hodnot pro hodnoceni obsaht rizikovych latek v lesnich piidach. Na
hodnoceni pudy chemickymi analyzami navazuje vypoctové zhodnoceni ekosystémovych
rizik. Dale lze k tomuto chemickému hodnoceni v odiivodnénych piipadech pfipojit
biologické metody, které zhodnoti kvalitu lesni ptidy ekotoxikologickymi testy ¢i stanovenim
mikrobidlnich parametri. Metodika popisuje postupy biologického hodnoceni a uvadi
pfislusna kritéria odvozend z rozsahlého méfeni lesnich ptd.

2. CIL METODIKY

Cilem ptredkladané prace je poskytnout srovnavaci hodnoty pro hodnoceni obsahi rizikovych
latek, tedy potencialné rizikovych prvkl a perzistentnich organickych polutanti, Vv lesnich
pudach, a to oddélené podle typu stanovisté charakterizovaného lesnim vegetaénim stupném a
druhem porostu. Taktéz pro biologické metody je cilem stanovit kritéria, pii jejichz
piekroceni je dlivodné podezieni na ekotoxicitu plidy ¢i poSkozeni pudni mikrobidlni
biomasy. Srovnavaci hodnoty jsou prezentovany formou tabulek a nazornych grafi.



3. STANOVENI RIZIKOVYCH LATEK V LESNICH
PUDACH
3.1. Metodika vybéru ploch a odbéru piidnich vzorki

Doporuceny zptusob odbéru vzorkt lesnich pad pro hodnoceni kontaminace uvadi
certifikovana Metodika hodnoceni kontaminace lesnich pud (Bortvka et al., 2013). V této
metodice jsou rovnéZ naznaceny nékteré alternativy odbéru, jejich tiskali a hlavni zasady. Zde
shrnujeme pouze hlavni zasady vybéru odbérovych mist a odbéru vzorku:

e Lokality by se nemély nachazet se v blizkosti velkych mést a velkych primyslovych
objektli, pokud neni pfedmétem studia vliv pravé téchto potencidlnich zdroji
kontaminace.

e Meély by byt vylou€eny plochy na okrajich lesnich pozemki, odbérova mista by neméla
byt v té€sné blizkosti cesty.

e Je tieba zaznamenat lesotypologické zafazeni lokality (lesni vegetacni stupen), ptipadné
nadmoftskou vySku, a alespon zékladni sloZeni porostu (dfevinnou skladbu).

e Je nutné zvlast’ odebrat vrstvu nadlozniho humusu — bud’ podle jednotlivych horizonti (L,
F, H), nebo jako smés fermentaéniho a humusového horizontu (F+H). Vhodné je odebirat
nadloZni horizonty kvantitativné pomoci odbérovych ramecki (25 x 25 cm).

e Pii odbéru je tfeba se vyvarovat moznosti druhotné kontaminace vzorkl. V pripadé
stanoveni potencialné rizikovych prvki neni vhodné pouzivat pomucky z nerezové oceli
(obsahuje Cr, Mn, Mo a Ni), ze slitin médi, ¢i z pfirodni gumy (vysoky obsah Zn).
V piipadé¢ stanoveni perzistentnich organickych polutantl nelze pouzivat materialy, které
by mohly tyto latky obsahovat a uvolilovat. Doporucuje se pracovat v laboratornich
rukavicich.

Srovnavaci hodnoty v této metodice jsou uvadény pro nadlozni organické horizonty (F+H), a
dale pro konstantni hloubky 0-2 ¢cm (odpovida humusovému horizontu A, pokud je pfitomen,
nebo jeho svrchni ¢asti, pokud ma vétsi mocnost), 2-10 cm, a 10-20 cm. Nebyly stanoveny
srovnavaci hodnoty pro hlubsi plidy, protoze vétSina zneciStujicich latek se obvykle
akumuluje pravé Vv téchto svrchnich vrstvach piidy a soucasné jsou tyto svrchni vrstvy
rozhodujici pro fungovani lesnich ekosystému a pro vyzivu lesnich dievin. V ptipadg, Ze jsou
vzorky odebrany z jinych hloubek, je tieba k tomu pfi srovnavani piihlédnout.

3.2. Stanoveni obsahu rizikovych latek v lesnich piidach

Tato metodika uvadi srovnavaci hodnoty obsahu potencidlné rizikovych prvk pro dvé

metody stanoveni:

1. Rozklad (extrakce) luc¢avkou kralovskou, tzv. pseudototalni obsah, jako ukazatel
celkového zatizeni lokality;

2. Vyluh roztokem dusi¢nanu amonného jako ukazatel biologicky piistupnych forem
rizikovych prvka v pidé. Metoda stanoveni piistupnych (mobilnich) obsahti potencialné
rizikovych prvkil v piid€ je vyvinuta pouze pro analyzy minerdlnich (organomineralnich)
horizontl ptid, tedy pfedevsim orni¢nich horizontli zemédélskych pid (Ap) a humusovych
(organomineralnich) horizontti lesnich pid (Ah), které jsou zdsadni z hlediska pfestupu
prvkii do rostlin. V rdmci projektu byly proto vyluhem v dusi¢nanu amonném
analyzovany pouze vrstvy 0-2 cm (Ah) a 2-10 cm (vétSinou Ah/Bv).

2



Celkovy obsah rtuti v pevnych vzorcich plidy se stanovuje na pfistroji AMA-254.

Podrobny postup stanoveni uvadi certifikovanad Metodika hodnoceni kontaminace lesnich pad
(Bortvka et al., 2013), kde jsou rovnéz popsany metody extrakce a stanoveni polycyklickych
aromatickych uhlovodikii (PAU), polychlorovanych bifenyld (PCB) a organochlorovych
pesticidi (OCP).



4. ZPUSOB URCENI SROVNAVACICH HODNOT

4.1. Kategorie lesnich porosti

Bylo stanoveno 6 kategorii lesnich porostii podle druhu lesa a lesnich vegetacnich stupni
(LVS):

1. Fluvizemé (ve vSech LVS, zejména 1L, 2L, piedevsim listnaté luzni lesy nizin)

2 1-3 LVS, lesy s pfevahou jehli¢nanti

3. 1-3 LVS, lesy listnaté a smiSené

4. 4-6 LVS, lesy s ptevahou jehlicnant

5. 4-6 LVS, lesy listnaté a smisené

6. 7-9 LVS

V ramci pripravy této metodiky byly oddélené¢ hodnoceny lesy smisené a lesy s pievahou
listnatych dfevin, a to jak v LVS 1-3, tak i v LVS 4-6. U zadné ze zneciStujicich latek ale
nebyl zjistén prukazny rozdil mezi témito kategoriemi, proto byly pro zjednoduseni metodiky
tyto kategorie spojeny do jedné kategorie.

Pro tucely stanoveni bézn€¢ se vyskytujicich rozmezi hodnot bylo v kazdé kategorii
vzorkovano 15 lokalit (v ptipad¢ kategorii 3 a 5 dvojnasobek, nebot” se jedna o spojeni vzdy
dvou ptvodnich kategorii). Lokality byly vybirany v ramci celého tizemi CR tak, aby
nezahrnovaly vyrazné kontaminovand Gizemi.

4.2. Vybér statistickych parametrii

42.1. Srovnavaci hodnoty obsahu potencidlné rizikovych prvki

Potencialné rizikové prvky jsou v ur€itém mnozstvi pfirozené ptitomny v pide z litogennich
zdroji, tedy z matecnich hornin. Proto bylo cilem stanovit stfedni hodnoty a b&zna rozmezi
obsahti v pidach nekontaminovanych. Vzhledem ktomu, Ze mnohé soubory udaja
nespliiovaly pfedpoklad normdlniho statistického rozdéleni cetnosti, byl jako ukazatel
sttednich hodnot vybran median. Déle jsou jako béZné rozmezi obsahii uvadény dolni a horni
kvartily, tedy interval, ve kterém se nachazi 50 % zjisténych hodnot.

Vedle toho byl zvolen 90% kvantil jako horni hranice bézného obsahu. P#i piekroc¢eni
uvedené hodnoty lze obsah daného prvku povazovat za zvySeny a pudu za zneciSténou.
Z dtivodu nenormality statistického rozlozeni nékterych souborti hodnot nebylo mozné pouzit
jiné statistické parametry jako naptiklad soucet priméru a nasobkl smeérodatné odchylky.
Byla ovéfovana 1 moznost pouziti vypocteného teoretického 90. percentilu, jehoz vypocet
vychdzi z distribucni kiivky hodnot. Vzhledem k tomu opét, Ze statistické rozdéleni cetnosti
v mnoha ptipadech nebylo normdlni, byly mnohé vypoctené percentily nepftili§ vérohodné a
proto nebyly v této kone¢né podob¢é metodiky pouzity.

Kromé& obsahu vztazeného na jednotku hmotnosti (v mg.kg™) jsou pro nadlozni organické
horizonty uvedeny i hodnoty pfevedené na zakladé kvantitativniho odbéru na jednotku plochy
(v mg.m™).

V piipad€ malého poctu hodnot v dané kategorii (zejména u nadloznich horizonti 1. kategorie
porosti, kde ve vétSin€ lokalit nebyly nadlozni horizonty ptfitomny) nebylo mozné jednotlivé
statistické parametry urcit a je uveden pouze median.



4.2.2. Srovnavaci hodnoty obsahu perzistentnich organickych polutanti

V piipad¢€ perzistentnich organickych polutantli nelze hovofit o pfirozeném obsahu v ptadach,
protoze jsou v naprosté vétsine antropogenniho ptivodu. Kromé toho byly mnohé hodnoty pod
mezi detekce pouzité metody. Z tohoto divodu jsou pro POP uvadény pouze 90% kvantily
jako horni hranice bé&Zznych difusnich obsaht v pudé (v grafech navic i horni kvartily); nad
tuto hranici 1ze opét pidy hodnotit jako znecisténé.

Vzhledem k malému obsahu vétSiny jednotlivych POP jsou stanoveny srovnavaci hodnoty pro
sumy jednotlivych skupin polutantii:

> PAU - polycyklické aromatické uhlovodiky (anthracen, benzo(a)anthracen,
benzo(b)fluoranthen, benzo(k)fluoranthen, benzo(a)pyren, benzo(ghi)perylen, phenanthren,
fluoranthen, chrysen, indeno(1,2,3-cd)pyren, naphthalen, pyren)

> PCB kongenery — 28+52+101+118+138+153+180
2 DDT — DDT v¢éetné metabolitt DDE, DDD

HCB

HCH - X a+p+y



5. SROVNAVACI HODNOTY

5.1. Srovnavaci hodnoty pro hodnoceni obsahu potencialné rizikovych
prvki v lesnich ptidach

5.1.1. Obsahy potencidlné rizikovych prvkii ve vyluhu lu¢avkou kralovskou

Tab. 1. Srovnavaci hodnoty obsahu arsenu v ptudach ve vyluhu lu¢avkou kralovskou

(mg.kg™)

Vrstva Kategorie Median Dolni kvartil ~ Horni kvartil | 90% kvantil
(horizonty) porostu
F+H 1 7,6 3,8 11,4 13,7
2 10,5 7,5 13,1 17,7
3 11,1 7,6 15,4 19,2
4 74 59 16,4 18,9
5 12,4 9,1 27,8 441
6 15,9 9,8 27,0 36,4
0-2cm 1 9,9 8,5 13,6 31,6
2 12,7 8,3 16,8 21,4
3 14,7 9,5 20,5 26,6
4 17,6 14,2 21,6 35,8
5 20,8 15,2 31,3 58,9
6 27,4 17,9 40,4 64,3
2-10 cm 1 10,9 9,0 15,2 31,7
2 10,4 7,9 12,6 23,8
3 13,5 8,0 19,7 20,9
4 11,6 8,8 17,9 46,6
5 21,3 13,9 28,3 56,4
6 30,0 15,2 48,6 59,1
10-20 cm 1 11,2 9,0 16,4 31,3
2 9,2 59 13,3 23,1
3 9,7 6,5 16,1 18,1
4 8,4 7,7 14,0 29,3
5 16,9 10,7 29,8 43,2
6 24,1 9,2 33,8 56,1




Tab. 2. Srovnavaci hodnoty obsahu kadmia v piadach ve vyluhu lu¢avkou kralovskou

(mg.kg™)

Vrstva Kategorie Median Dolni kvartil ~ Horni kvartil | 90% kvantil
(horizonty) porostu
F+H 1 0,16 0,08 0,24 0,29
2 0,35 0,33 0,43 0,55
3 0,59 0,37 0,88 1,13
4 0,31 0,23 0,43 0,52
5 0,46 0,36 0,70 1,14
6 0,38 0,28 0,60 0,92
0-2cm 1 0,31 0,24 0,41 0,64
2 0,08 0,05 0,19 0,27
3 0,29 0,15 0,57 0,68
4 0,18 0,10 0,23 0,27
5 0,19 0,15 0,42 0,71
6 0,16 0,12 0,25 0,40
2-10cm 1 0,26 0,22 0,32 0,57
2 0,03 0,02 0,06 0,09
3 0,12 0,09 0,16 0,26
4 0,06 0,02 0,08 0,14
5 0,14 0,09 0,18 0,25
6 0,09 0,05 0,12 0,14
10-20 cm 1 0,17 0,14 0,26 0,38
2 0,03 0,02 0,06 0,10
3 0,07 0,05 0,11 0,18
4 0,03 0,02 0,09 0,14
5 0,12 0,07 0,16 0,28
6 0,09 0,08 0,11 0,13




Tab. 3. Srovnavaci hodnoty obsahu olova v pidach ve vyluhu lu¢avkou kralovskou (mg.kg™)

Vrstva Kategorie Median Dolni kvartil ~ Horni kvartil | 90% kvantil
(horizonty) porostu
F+H 1 18,8 9,4 28,2 33,8
2 70,1 48,3 82,7 103,1
3 53,7 32,1 69,8 108,2
4 67,7 54,4 98,2 1141
5 77,5 55,7 173,9 238,3
6 128,0 89,5 171,0 191,0
0-2cm 1 23,8 18,9 26,4 28,2
2 40,2 25,8 55,9 79,3
3 49,6 35,1 74,9 127,3
4 74,3 63,2 87,3 108,2
5 76,0 62,0 97,2 248,1
6 84,3 57,5 96,2 127,8
2-10cm 1 24,3 19,9 26,2 32,4
2 23,5 18,7 26,6 28,5
3 26,2 23,2 36,4 55,5
4 37,5 22,8 42,7 54,3
5 52,6 34,2 62,0 91,8
6 38,0 30,4 56,8 72,2
10-20 cm 1 21,9 17,9 25,4 31,7
2 14,9 13,7 19,0 22,8
3 18,0 14,6 24,6 27,3
4 20,9 16,7 24,6 35,4
5 28,8 22,1 39,7 54,4
6 33,3 20,9 38,3 43,7




Tab. 4. Srovnavaci hodnoty obsahu zinku v pidach ve vyluhu lu¢avkou kralovskou (mg.kg™)

Vrstva Kategorie Median Dolni kvartil ~ Horni kvartil | 90% kvantil
(horizonty) porostu
F+H 1 22,5 11,2 33,7 40,5
2 43,3 36,0 61,7 71,5
3 73,8 52,1 93,6 114,6
4 45,4 37,4 65,3 75,6
5 79,5 58,9 98,0 134,6
6 43,3 40,3 49,0 53,9
0-2cm 1 82,3 58,6 95,9 123,0
2 35,9 9,6 46,9 54,9
3 58,6 45,8 74,9 91,5
4 34,6 26,4 50,0 65,2
5 61,8 42,1 105,0 131,4
6 23,6 16,7 36,8 64,4
2-10cm 1 75,8 55,7 92,7 128,2
2 29,1 8,2 48,7 55,5
3 43,9 35,6 54,9 63,4
4 38,3 23,3 63,0 95,5
5 59,3 42,0 82,2 107,7
6 29,6 17,7 47,2 57,7
10-20 cm 1 67,7 52,2 98,9 116,3
2 29,1 9,2 50,3 54,9
3 39,3 28,4 52,9 73,2
4 46,4 30,2 71,2 99,5
5 56,4 39,7 82,6 109,9
6 38,3 26,1 55,5 72,7




Tab. 5. Srovnavaci hodnoty obsahu potencialné rizikovych prvka v nadloznich organickych

horizontech (F+H) ve vyluhu lu¢avkou kralovskou vztaZzené na jednotku plochy (mg.m™)

Prvek Kategorie Median Dolni kvartil ~ Horni kvartil | 90% kvantil
porostu
As 1 25,4 - - -
2 17,8 8,5 26,3 45,7
3 9,3 4,3 22,3 34,4
4 10,2 58 38,4 77,9
5 16,5 7,5 76,8 201,2
6 53,4 20,4 115,2 158,9
Cd 1 0,53 - - -
2 0,67 0,38 1,02 1,43
3 0,61 0,31 0,92 1,44
4 0,44 0,22 0,91 1,87
5 0,88 0,24 1,58 2,85
6 0,92 0,60 1,90 3,51
Pb 1 62,8 - - -
2 143,9 59,7 188,7 228,7
3 41,1 214 112,8 190,5
4 101,0 38,4 2255 667,1
5 103,2 27,5 419,0 1006,5
6 334,9 168,5 700,6 823,6
Zn 1 75,11 - - -
2 89,0 61,5 101,3 130,5
3 68,8 32,2 119,2 175,2
4 60,2 45,7 162,2 2746
5 129,2 41,7 227,9 328,5
6 134,1 81,2 180,8 194,3
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5.1.2.

Tab. 6. Srovnavaci hodnoty obsahu rtuti v piidach (mg.kg™)

Celkové obsahy rtuti

Vrstva Kategorie Median Dolni kvartil ~ Horni kvartil | 90% kvantil
(horizonty) porostu
F+H 1 0,25 - - -

2 0,34 0,26 0,45 0,50

3 0,22 0,16 0,32 0,37

4 0,33 0,26 0,36 0,42

5 0,30 0,21 0,41 0,48

6 0,39 0,31 0,42 0,45

0-2cm 1 0,10 0,08 0,13 0,17
2 0,11 0,09 0,29 0,36

3 0,16 0,12 0,20 0,49

4 0,25 0,16 0,35 0,46

5 0,19 0,13 0,23 0,47

6 0,22 0,15 0,27 0,28

2-10cm 1 0,10 0,07 0,13 0,18
2 0,05 0,04 0,06 0,07

3 0,07 0,05 0,10 0,12

4 0,08 0,06 0,09 0,14

5 0,11 0,06 0,14 0,15

6 0,11 0,07 0,15 0,19

10-20 cm 1 0,07 0,06 0,09 0,16
2 0,03 0,03 0,05 0,07

3 0,05 0,03 0,07 0,10

4 0,06 0,05 0,09 0,13

5 0,09 0,05 0,11 0,13

6 0,10 0,08 0,14 0,19
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Tab. 7. Srovnavaci hodnoty celkového obsahu rtuti v nadloZnich organickych horizontech

vztazené na jednotku plochy (mg.m™)

Prvek Kategorie Median Dolni kvartil ~ Horni kvartil | 90% kvantil
porostu
Hg 1 0,40 - - -
2 0,55 0,15 0,95 1,31
3 0,20 0,04 0,40 0,82
4 0,40 0,15 0,65 1,86
) 0,30 0,10 1,13 2,23
6 1,30 0,65 1,75 1,96
5.1.3. Obsahy potencialné rizikovych prvkii ve vyluhu dusi¢cnanem amonnym

Tab. 8. Srovnavaci hodnoty obsahu arsenu v pidach ve vyluhu dusi¢nanem amonnym

(na-kg™)

Vrstva Kategorie Median Dolni kvartil ~ Horni kvartil | 90% kvantil
porostu

0-2 cm 1 37,5 24,6 45,2 62
2 124.,5 85,9 1775 228
3 62,7 38,1 101,0 156
4 191,5 155,8 267,5 276
5 124.5 84,5 2015 295
6 135,5 103,2 212,0 244

2-10 cm 1 17,9 15,7 24,1 45
2 62,9 57,7 70,9 108
3 46,7 33,8 58,1 96
4 62,7 36,6 80,6 132
5 75,6 46,5 96,5 152
6 72,6 33,4 94,1 97
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Tab. 9. Srovnavaci hodnoty obsahu kadmia v pudach ve vyluhu dusi¢énanem amonnym

(ngkg™)
Vrstva Kategorie Median Dolni kvartil ~ Horni kvartil | 90% kvantil
porostu

0-2cm 1 15,9 6,9 40,3 58,4
2 35,8 29,2 72,6 170,1
3 98,6 70,9 167,0 214.8
4 92,1 79,9 130,5 173,7
5 121,0 65,6 136,0 243,6
6 106,9 76,7 1425 288,4

2-10cm 1 29,9 11,9 43,1 53,6
2 15,6 14,4 20,2 33,1
3 58,9 48,7 81,2 108,0
4 25,3 17,9 61,4 69,2
5 61,9 50,4 104,0 147,8
6 39,7 31,1 54,8 75,6

Tab. 10. Srovnavaci hodnoty obsahu olova v pudach ve vyluhu dusi¢nanem amonnym

(mg.kg™)
Vrstva Kategorie Median Dolni kvartil ~ Horni kvartil | 90% kvantil
porostu

0-2cm 1 0,02 0,01 0,03 0,2
2 4,18 3,09 7,68 9,3
3 1,11 0,13 2,10 4,0
4 9,94 6,86 13,12 17,6
5 10,80 2,52 13,80 30,8
6 8,84 7,62 13,72 17,4

2-10 cm 1 0,02 0,01 0,06 0,4
2 3,12 2,40 4,70 5,4
3 1,36 0,80 2,44 4.8
4 4,04 3,19 7,99 10,4
5 4,65 1,92 11,54 23,3
6 4,17 3,29 4,33 6,2
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Tab. 11. Srovnavaci hodnoty obsahu zinku v pidach ve vyluhu dusi¢nanem amonnym

(mg.kg™)

Vrstva Kategorie Median Dolni kvartil ~ Horni kvartil | 90% kvantil
porostu

0-2 cm 1 0,49 0,10 1,65 2,5
2 2,55 1,52 5,10 12,9
3 6,78 3,45 8,38 11,4
4 5,66 2,89 8,08 11,5
5 5,23 2,86 9,20 10,0
6 2,69 1,83 4,32 4,8

2-10 cm 1 0,57 0,27 1,37 2,3
2 0,83 0,62 1,38 2,3
3 2,42 1,77 3,06 4,0
4 1,32 1,00 1,82 2,8
5 2,55 1,70 3,49 6,6
6 0,88 0,65 1,24 1,5
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5.2. Srovnavaci hodnoty pro hodnoceni obsahu perzistentnich organickych
polutantii v lesnich padach

Tab. 12. Srovnavaci hodnoty obsahu perzistentnich organickych polutanti v jednotlivych
horizontech (hloubkach) lesnich pid: 90% kvantil (ng.kg™)

Latka Kategorie F+H 0-2cm 2-10 cm 10-20 cm
porostu
Benzo-a-pyren 1 - 138 161,8 75,1
2 354 198 8,5 -
3 285 250 46,0 51
4 220 194 11,5 -
5 341 341 35,1 6,3
6 259 68 6,1 3,1
Endosulfan 1 121,9 25,6 - -
2 132,6 37,7 - 4,3
3 96,3 6,8 0,1 1,2
4 138,3 11,6 14,8 4,7
5 54,0 15,7 8,7 8,7
6 81,7 15,1 - 1,3
Hexachlorbenzen 1 - - 0,7 0,7
2 3,8 0,8 - -
3 3,7 0,1 - -
4 0,5 0,9 - -
5 1,6 0,1 - -
6 2,6 0,4 - -
ppDDE 1 - 18,5 29,2 15,0
2 68,5 2,5 - -
3 20,9 - - -
4 - 12,5 - -
5 53,4 6,4 - -
6 22,4 - - -
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Tab. 13. Srovnavaci hodnoty obsahu sumy hlavnich skupin perzistentnich organickych

polutantli v jednotlivych horizontech (hloubkéch) lesnich ptid: 90% kvantil ( pg.kg‘l)

Latka Kategorie F+H 0-2cm 2-10 cm 10-20 cm
porostu

Suma PAU 1 - 1338 1576 730
2 5276 2803 146 37
3 3859 2821 543 103
4 3040 2489 183 58
5 5472 6262 618 127
6 4696 1520 149 78

Suma DDx 1 - 221,6 118,2 70,4
2 208,2 115,9 - 0,5
3 130,0 134,4 40,7 0,3
4 27,1 55,7 14 0,8
5 31,9 38,6 3,4 0,1
6 37,5 98,4 10,1 0,0

Suma PCB 1 - 35,2 1,0 -
2 2,8 0,2 - 0,1
3 91 8,5 0,5 2,1
4 1,8 2,2 - -
5 3,6 55 - 1,1
6 27,4 0,1 - -

5.3. Grafické znazornéni srovnavacich hodnot pro hodnoceni obsahu
nejvyznamnéjSich polutanti

5.3.1. Obsahy potencialné rizikovych prvki ve vyluhu lu¢avkou kralovskou a
celkové obsahy rtuti

V nésledujicich grafech jsou znazornény srovnavaci hodnoty pro obsahy jednotlivych
potencialn¢ rizikovych prvki ve vyluhu lucavkou kralovskou V jednotlivych odbérovych
vrstvach pad v podobé krabicovych grafii, které zndzornuji dolni kvartil, median a horni
kvartil hodnot pro jednotlivé kategorie porostii. Usetka pak ukazuje velikost 90% kvantilu
jako horni hranici béznych obsahi, jejiz piekroceni jiz 1ze povazovat za znecisténi.
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5.3.2. Obsahy potencialné rizikovych prvki ve vyluhu dusicnanem amonnym

V néasledujicich grafech jsou znazornény srovnavaci hodnoty pro obsahy jednotlivych
potencialn¢ rizikovych prvkia ve vyluhu dusi¢nanem amonnym (pfistupné obsahy) ve dvou
odbérovych hloubkach ptd v podobé krabicovych grafii, které znadzornuji dolni kvartil,
median a horni kvartil hodnot pro jednotlivé kategorie porostii. Usecka pak ukazuje velikost
90% kvantilu jako horni hranici béznych obsaht, jejiz piekroceni jiz lze povazovat za
znecisténi.
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5.3.3. Obsahy perzistentnich organickych polutanti

V nasledujicich grafech jsou znazornény srovnavaci hodnoty pro obsahy sumy jednotlivych
hlavnich skupin perzistentnich organickych polutantii v jednotlivych odbérovych vrstvach pud
V podobé¢ sloupcovych graft, které znazornuji horni kvartil hodnot pro jednotlivé kategorie
porostil. Use¢ka pak ukazuje velikost 90% kvantilu jako horni hranici b&znych obsaht, jejiz
piekroceni jiZ 1ze povaZovat za zneciSténi.
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6. HODNOCENI EKOSYSTEMOVYCH RIZIK

6.1. Hodnoceni ekosystémovych rizik na zakladé vysledkii chemickych
analyz

Referencni hodnoty obsaht rizikovych prvkii a perzistentnich organickych polutanti jsou
statistickymi hodnotami umoziujicimi vyhodnotit Groven zatéze pudy relativné, vzhledem ke
stanovenému pozadi. Naproti tomu hodnoceni pomoci ekosystémovych rizik poskytuje
informace o zatézi pidy na zaklad¢é hodnoceni Uc¢inku (,,effect based). Pro praktické ucely
hodnoceni kontaminace lesnich ptid je tedy vhodné pouzit oba ptistupy.

6.1.1. Metoda hodnoceni

Pro screeningové hodnoceni ekosystémovych rizik je pouzita metodika hodnoceni dle poméru
mezi environmentalni koncentraci (PEC) a referen¢ni koncentraci SRCgco (Serious Risk
Concentration), ktera pfedstavuje ,,effect based* indikativni hranici moznych ekosystémovych
rizik v pldach. Metodické postupy, véetné SRCgco hodnot jsou podrobné popsany v pracich
agentury RIVM ,,Ecotoxicological Serious Risk Concentrations* (RIVM 2001 RIVM 2007,
RIVM 2012).

Jedna se o hodnotu SRCgco, ktera je odvozena pro dany vztah stresor-receptor v ramci
hodnoceni u¢inkll a reprezentuje indikativni hodnotu, tj. koncentraci, pti které lze ocekdvat
v pudnim prostfedi potencidlni ekotoxikologické ucinky na nékterych trofickych urovnich.
Vysledna hodnota poméru RISKgco indikuje, zda a kolikrat je vySsi skute¢na koncentrace nez
indikativni referenéni koncentrace SRCegco.

PEC

RISK eco = <o
ECO

Za bezpecnou uroven hodnoty RISKgco je povazovana hodnota 1. Prakticky je pouzivana jako
kritick4d hodnota RISKgco 2, kterd jiz identifikuje pfipady, kdy je nutné posuzovat riziko jako
mozné. V ostatnich ptipadech lze riziko posuzovat jako nevyznamné.

DalS$im doporuenym krokem je porovnani se statistickymi hodnotami RISKgco velkého
souboru lesnich pud (vysledky projektu). Statistické vyhodnoceni pro RISKgco je uvedeno na
obrazku formou box-plotli srovnavajicich dil¢i kategorie lesnich pid. VSechny hodnoty plati
pro A horizont lesnich ptid. Obrazky dokumentuji porovnani s hodnocenou hranici RISKgco >
1 a RISKgco > 2.

27



Vysledky hodnoceni ekosystémovych rizik (suma RISKgco)
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6.2. Mikrobiologické a ekotoxikologické hodnoceni

6.2.1. Uvod

Kromé chemickych analyz polutanti a jejich interpretace 1ze k indikaci negativnich procesi
Vv lesni ptid¢ vyuzit biologické metody:

¢ bioindikace kvality pudy — méfi se biologické (nejcastéji mikrobidlni) parametry pidy
indikujici stav ptidnich organismt na dané lokalit¢ v daném case a hodnoti se, zda piidni
biota neni z néjakého diivodu negativné ovlivnéna,

¢ ekotoxikologické testovani — v laboratornich podminkéch jsou do vzorku pidy pifidany
vybrané modelové piadni organismy (zivoCichové, rostliny, mikroorganismy) a je
otestovano, zda pro né pida je vhodnym biotopem ¢i nikoliv (mortalita, inhibice
rozmnoZzovani, rist apod.).

V piipadé nalezeni vyznamné ekotoxicity ¢i vyznamné zhorSeného stavu plidni bioty
biologickymi metodami se Ize opodstatnéné obavat, ze v pude jsou negativni faktory (nemusi
jit jen o polutanty), které mohou mit za nasledek ztratu klicovych piidnich a ekosystémovych
funkci, protoZe ty jsou plidni biotou zdsadné podminény (Doelman a FEijsackers, 2004;
Pankhurst et al., 1997).
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V takovych ptipadech lze siln€ doporucit se problémem vice zabyvat, zejména:

e biologické hodnoceni opakovat — ovéfeni, zda nejde pouze o nahodny vysledek z divodu
vyS$i variability, kterd je u biologickych testi cCasta, ¢i vlivem sezénnich fluktuaci
Vv ptipad¢ ptidnich mikrobialnich spolecenstev,

e hledat mozné pfi¢iny — prozkoumat, zda vysledek souvisi s polutanty v padé ¢i s jinymi
faktory (napf. rozsifit spektrum sledovanych polutantl, zhodnotit detailngji fyzikalné-
chemické vlastnosti ptidy, identifikovat za efekty zodpovédnou frakci ptidy, provést mistné
specifickou analyzu ekologickych rizik apod.).

Vyhody a prinosy biologického hodnoceni:

e hodnoti kvalitu pidy z hlediska ekosystémovych funkci a twrodnosti, pro coz pouze
chemicka analyza nestaci,

e jde o krok dale nez chemicka analyza — ukazuje disledky znecisténi,

o reflektuje nejen né€kolik chemicky sledovanych polutantii, ale vSechny latky pfitomné
v efektivnich koncentracich,

¢ integruje vysledné ptisobeni celé smési pritomnych polutanti,

¢ integruje vliv dalSich stresovych faktori v ptidé€, nejen polutantd,

o reflektuje z hlediska rizik skute¢né relevantni (biologicky dostupné) frakce polutantu.

Nevyhody a uskali biologického hodnoceni

e 7ivé systémy maji vysokou variabilitu a vysledky metod jsou variabilnéjsi nez chemické
analyzy,

e organismy jsou citlivé na ekologické faktory, coz miize prekryt vliv polutanti,

e ne vSechny faktory pisobici na organismy jsou sledovany, coz miize nékdy zpusobit, Ze
pfi¢iny vysledki jsou nejasné,

e Kk nekterym polutantim ¢i v ur€itych podminkach jsou modelové organismy tolerantni —
zadné biologické tcinky nejsou zjistény ani ve vysokych koncentracich,

¢ biologické metody nejsou vhodné pro volatilni a rychle degradabilni polutanty — nez jsou
provedeny biologické metody, dojde k jejich vyznamné redukci ve vzorcich,

e vysledky nelze vztahovat K rizikim pro zdravi lidi,

e pro vysledky zatim neexistuji univerzalni, natoz legislativné definované limity.

Na zaklad¢ zkuSenosti autorti a vysledkl projektu ,,QI112A201 - Metody hodnoceni zatéze
lesnich pid rizikovymi latkami a identifikace ekologickych rizik kontaminace lesnich pud* je
pro biologické hodnoceni lesnich piid navrZena tato sada:

¢ 3 mikrobidlni parametry pudy: mikrobidlni biomasa v pudé, bazalni a substratem
indukovana respirace pidy a z nich odvozené ekofyziologické koeficienty
¢ 1 ekotoxikologicky test: test prezivani a reprodukce chvostoskoka Folsomia candida

Test piezivani a reprodukce roupice Enchytraeus crypticus byl na vzorcich projektu provadén
také, ale vysledky ukazaly, Ze je obecné nevhodny pro lesni piidy. Hlavnim divodem bylo
evidentné pH. Ve vsSech vzorcich s pH(H20) pod 4,0 byla nulova reprodukce a v drtivé
veétsiné znich 1 absolutni mortalita. Pro dal§i hodnoceni je tedy tfeba vysledky testu
S roupicemi 1 kritéria pro jeho vyhodnoceni brat s rezervou, protoze kritéria byla urcena na
silné redukovaném poctu vzorku, kde bylo pH(H20) nad 4,5.

V literatufe a v ISO a OECD normach existuji i dalsi testy a bioindikacni metody, které¢ by
bylo mozno pouzit. Nasnad¢ je vyuziti alternativnich druhti, zejména acidotolerantnich roupic
(napt. Cognettia sphagnetorum). Jejich pouzitelnost by ale méla byt nejdiive validovana na
dostatecném souboru pid podobné jako u testlii vySe ve jmenovaném projektu. V ramci

29



projektu QI112A201 byly provadény pokusy s cilem izolace a kultivace acidotolerantni
roupice C. sphagnetorum z realnych lesnich pud, ale skon¢ily neaspéchem — tento druh se
nepodafilo kultivovat v laboratornich podminkach.

6.2.2. Rozhodnuti o zapojeni biologickych metod do hodnoceni lesnich ptud

Pti praktickém hodnoceni kontaminace a rizik ptid nemohou stat ekotoxikologické testy a
mikrobiologické analyzy puady v prvni fadé. Dlvodem je jejich relativni novost v pidni
legislativé a stale jeSté nedostateCna validace pouziti pro takové tucely. V souvislosti
snevyhodami a tuskalimi jmenovanymi vySe je také interpretace biologickych vysledkt
slozit&j$i a mén¢ jasnd, nez je tomu u konvencnich chemickych analyz. Proto i pfi indikaci
negativnich jevl vlesni ptd¢ je primarnim piistupem chemickd analyza a postupy
vyhodnoceni popsané v dalSich ¢astech metodiky. Biologické testovani zatim ziistdva pouze
na urovni doporuceni. Pfesto mohou biologické metody v n¢kterych situacich ptinést cenné
vysledky (viz vyhody a pfinosy uvedené¢ vyse) dulezité pro rozhodovani o lokalité.

Lze vymezit nékolik scénari, kdy lze biologické hodnoceni silné doporucdit:

1) konven¢ni chemické analyzy a vyhodnoceni neukazuji na dané lokalité problém, ale:

a. existuje divodné podezieni na kontaminaci z didvodu pfitomnosti néjakého
dlouhodobého zdroje znecisténi (napt. expozice dalkovému transportu polutantl
atmosférou, blizkost primyslu, strojirenstvi, tézby, energetiky, velkych sidel apod.).

b. existuje divodné podezieni, Ze se v pud¢ vyskytuji i jiné toxické latky, nez ty, které
jsou rutinné sledovany v chemické analyze,

c. existuje divodné podezieni, ze sledované latky, byt jednotlivé podlimitni, by mohly
ve smési zpusobovat spoleny efekt na organismy, pfipadné¢ dokonce sviij efekt
zvysSovat,

d. existuje divodné podezieni, ze byt jsou celkové koncentrace sledovanych latek
podlimitni, na lokalit¢ jsou specifick¢é podminky vedouci k extrémni biologické
dostupnosti ¢i mobilit¢ polutantli (napf. poskozeny sorpéni komplex pldy, nizky
obsah organické hmoty, zasoleni, nizké pH apod.),

€. existuje obava, Ze nejen polutanty, ale 1 fyzikalni ¢i chemické vlastnosti pidy maji
negativni vliv na organismy dané lokality (napf. anaerobni podminky, zména pH
apod.);

2) konven¢ni chemické analyzy a vyhodnoceni popsana vySe ukazuji na dané lokalité
problém (pfekroceni limitl) a je zajem ovéfit, zda i tak zlstava kvalita pudy z pohledu
ekosystémovych funkci a trodnosti zachovana;

3) cilem hodnoceni je primarné posouzeni ekosystémovych funkci pudy, jejich biologické
kvality (tyto aspekty primarné nezahrnuji dostupné chemické limity) bez ohledu na
vysledky chemickych analyz.

6.2.3. Zhodnoceni lesnich ptid mikrobialnimi parametry

V pudach jsou zméfeny mikrobidlni parametry dle postupti uvedenych na konci této
podkapitoly. Ve srovnani s pfedchozi metodikou (Bortivka et al., 2013) doslo v pribéhu
feSeni projektu k nékterym upravdm a vylepSeni, proto jsou posledni verze téchto postupt
uvedeny v priloze této metodiky. Pro pilotni informaci o biologické pudni kvalité 1ze pouzit
standardni kombinaci kvantifikace mikrobialni biomasy piid (stanoveni mikrobidlné vazaného
uhliku Cyjo) a stanoveni jeji mineralizacni aktivity bez ptidavku substratu a s ptidavkem
(bazalni respektive substratem indukovana respirace, BR respektive SIR). Z téchto tii udaji a
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Z Gdaje o celkovém organickém uhliku v ptidé (TOC) lze dopocitat ekofyziologické indexy.
Parametry spojené s cyklem uhliku jsou doporuceny proto, ze dalsi aktivity jako naptiklad
nitrifikace jsou v lesnich padach ¢asto inhibovany nizkym pH. Uvedené analyzy je vhodné
provadét na vzorcich nadloznich horizonti (F+H) a horizonti organomineralnich (A, 0-2 cm,
ptipadné 2-10 cm).

Pro urceni, zda je testovana ptida podeziela z nizké biologické kvality ptdy, se vysledky pro
testovanou pudu srovnaji s kritérii v Tabulce 14. Pokud alesponn jeden ze sledovanych
parametri ukaze na nizsi biologickou kvalitu pldy, je potieba se problémem vice zabyvat.
Jsou-li ptekroCena kritéria u vice parametrt, lze s vysokou jistotou fici, ze plida ma z
biologického hlediska vazny problém a situaci je tfeba fesit.

Kritéria pro hodnoceni mikrobidlnich parametrii lesnich pid byla odvozena z rozsdhlého
méfeni (78 lokalit lesnich pud, z nich 64 ve dvou horizontech) v ramci projektu ,,QI112A201
- Metody hodnoceni zatéze lesnich pud rizikovymi latkami a identifikace ekologickych rizik
kontaminace lesnich pid“. Diky vysokému poctu vysledki je vypovédni hodnota takovych
kriterii velmi vysoka.

Kritéria byla stanovena primarné¢ oddélené¢ pro nadlozni organické (F+H) a svrchni
organomineralni (A: 0-2 c¢cm) horizonty, protoze vSechny mikrobidlni parametry a vétSina
pudnich fyzikalné-chemickych parametri se mezi horizonty liSily. Dal§im vyznamnym
faktorem pro mikrobidlni parametry byly lesni vegetacni stupné (LVS). Vyznamnymi faktory
pro nékteré parametry byly i ptudni typ, charakter lesa (listnaty, jehli¢naty, smiseny), forma
humusu a edaficka kategorie. Tyto faktory ale mezi sebou maji autokorelace a také rozc¢lenuji
puvodni datovy soubor na velmi malé skupiny, které nemohou byt pouzity jako zdroj kritérii
s dobrou vypovidaci schopnosti. Pro ucely odvozeni byly tedy vysledky rozliSeny jen na
hlavnich 5 kategorii (viz Tabulka 14), pro n¢Z byla nastavena kritéria z hodnot 10. percentild.

Takto odvozena kritéria jsou specificka pro redlné lesni pidy v CR a jsou mnohem
relevantnéjsi nez jakékoliv hodnoty mikrobidlnich parametra z literatury. Vysledky je moZno
také orientaéné srovnat se star§imi daty pochazejicimi z monitoringu pad v CR centrem
RECETOX (Hofman et al., 2004), z nichz lze vybrat a charakterizovat subsystém lesnich pid
(Tabulka 15).

Pfi hodnoceni mikrobidlnich dat je tfeba si dit pozor na to, Ze tyto parametry jsou siln¢
ovliviiovany faktory prostiedi, nejen kontaminaci plid. Zejména charakteristiky pidy,
vegetacni pokryv, pocasi a klima, rocni obdobi apod. maji fatdlni vliv na aktudlni stav
mikrobidlnich spoleCenstev a ovliviluji prostorovou 1 ¢asovou variabilitu sledovanych
parametri. Doporucuje se opakované sledovani lokalit v ¢ase pro postizeni sezonnich
fluktuaci. Z pidnich parametri majicich klicovy vliv na mikrobidlni biomasu a respiraci je
nutno uvést pidni organickou hmotu (parametry TOC, Nyy) a pH.

Pro kazdy sledovany parametr je vysledkem pro danou ptidu primér, smérodatnd odchylka
(SD) a relativni smérodatnd odchylka (RSD) z pfislusného poctu opakovani. Pro snizeni
variability je mozné (maximaln€) jedno opakovani z vypoctu priméru, SD a RSD vyloucit,
ale jen tehdy, pokud je vysoky rozptyl zptisoben jednou odlehlou hodnotou oproti zbyvajicim,
které lezi blize sobé¢.

Srovnavani s limity probihd ptimo v jednotkach parametrti.

Vysledky testii lze povazovat za seridzni, pouze pokud jsou k findlnim vysledkim a
rozhodnutim, kterd z nich vychazeji, doloZena a fadn€ zdokumentovana veskera data, a to
vcetn¢ primarnich vysledkii. Zdokumentovano a obhajeno musi byt zejména jakékoliv
vylu€ovani odlehlych hodnot originalnich dat z dalSich vypocti.
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Tab. 14. Kritéria pro vysledky mikrobialnich parametrii pidy zalozena na 10. percentilu hodnot ve skupinach vzorkti vzniklych z kombinaci
horizontt, lesnich vegetacnich stupni (LVS) a ptidnich typii v ramci projektu QI112A201.

Kritérium

Pidu Ize podeziivat z nizké biologické kvality, pokud je primérmy vysledek konkrétniho
parametru v testované pud¢ nizsi nez:

horizont A horizont F+H
Mikrobialni parametr Jednotky glli‘\,}ZSelllz LVS 1-5 LVS 6-8 LVS 1-5 LVS 6-8
n=12 n=48 n=18 n=43 n=18
150-350 m n. m. | 200-900 m n. m. {600-1100 m n. m.| 200-900 m n. m. {600-1100 m n. m.
pH =45-67 | pH =3156 | pH =31-39 | pH =3553 | pH =34-43
TOC=25-83%|TOC=19-31%| TOC=4-21% | TOC=12-35% | TOC =21-35%
Mikrobiélni biomasa (Cpio) 1g Chio-sus, * 435 265 95 1585 1230
Bazalni respirace (BR) | pg CO2-C.ge ~.h™ 1,0 0,5 1,0 45 45
Substratem indukovana 11
respirace (SIR) g CO2-C.ges h 12,5 4,0 2,5 16,0 17,0
Specifickd bazalni ]
respirace (BR/Cyg) | & CO7"C-Mcbio N 10 0,5 15 2,0 2,5
Specificka substratem
indukovana respirace | ug CO,-C.mgcpio ~-h™ 11 45 6,5 7,5 9,0
(SIR/Cbio)
Chio/ TOC % 1,10 0,50 0,10 0,70 0,25
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Tab. 15. Hodnoty 10. percentilu pro mikrobialni parametry lesnich ptid monitorovanych
centrem RECETOX v letech 1997 — 2001 (Hofman et al., 2004).

Lesy nizSich poloh Horskeé lesy

Mikrobialni parametr Jednotky n=38 n=39
pH =3,3-7,9 pH =3,0-7,5
TOC =1-6% TOC=6-37%
Mikrobialni biomasa (Cpjo) ug Cbio.gsug,'l 470 805
Bazalni respirace (BR) g CO»-C.geus -0 1,0 1,5
Substratem indukovana 11
_ ng COp-C.gos -1 8 14
respirace (SIR)
Specificka bazalni .
. ug COZ-C.mngio' h 1,0 0,5
respirace (BR/Cyio)
Specificka substratem
indukovana respirace ng COg-C.mgcmo’l.h'1 9,0 45
(SIR/Cbio)
Cuio/ TOC % 1,20 0,75

6.2.4. Zhodnoceni lesnich pud z hlediska ekotoxicity

Pudy jsou otestovany ekotoxikologickym testem s chvostoskokem Folsomia candida dle
postupu uvedeného na konci této podkapitoly véetné relevantnich vypocti. V piipadé, ze
pH(H20) ptdniho vzorku je nad 4,5, 1ze také testovat testem s roupici Enchytraeus crypticus;
pfi niz8im pH tento test nema smysl (totalni mortalita). Testy je doporuc¢eno pouzit na vzorky
nadloZniho humusu, tedy F+H, 1 pro horizont A.

Roupice a chvostoskoci zastupuji typické slozky fauny lesnich ptd, kterd ma vyznamnou
dekompozic¢ni roli v pudé spocivajici zejména ve fragmentaci rostlinnych zbytkd v opadu,
promichavani organickych zbytkli s pidou a tvorbé pidni struktury. Dva druhy jsou
pouzivany proto, ze reprezentuji dosti odliSné skupiny s odliSnou morfologii a takeé
expoziénimi cestami (mékky télni povrch roupic proti chitinovému exoskeletonu
chvostoskokil). V ramci feSeni projektu ,,QI112A201 - Metody hodnoceni zatéze lesnich pad
rizikovymi latkami a identifikace ekologickych rizik kontaminace lesnich pid“ vSak bylo
zjisténo, Ze roupice Enchytraeus crypticus jsou pro testovani lesnich pud nevhodné. Hlavnim
divodem bylo evidentné pH. Ve vSech vzorcich s pH(H20) pod 4,0 byla nulova reprodukce a
V drtiveé vétSin€ z nich 1 absolutni mortalita.

Rovnéz tyto postupy byly oproti prfedchazejici metodice (Boriivka et al., 2013) upraveny a
proto jsou posledni verze téchto postupli uvedeny v ptiloze této metodiky.

Vysledky ekotoxicity jsou na vystupu z testd vyjadieny formou inhibice — pokles parametru
oproti relevantni kontrole vyjadieny vici relevantni kontrole (uméla ptida). To znamena, zZe
ekotoxicita nartistd s nartstajici hodnotou inhibice od 0 % (kontrola) do 100 % (totalni
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mortalita, Zadni juvenilové). Vysledky pod 0 % ptedstavuji ,,stimulaci“ ve srovnéani
s kontrolou. To muize nastat u reprodukce, pokud je testovana ptda lepsi biotop nez kontrola.
Stimulace se v dalsim hodnoceni nefesi a bere se jako pozitivni zji$téni, Ze testovana pada je
jednoznacéné v poradku.

Pro urcCeni, zda je testovana puda podezield z ekotoxicity, se vysledky pro testovanou ptidu
srovnaji s kritérii v Tabulce 16. Pokud alespon jeden ze sledovanych parametrt ukaze na
ekotoxicitu, je potfeba se problémem vice zabyvat. Jsou-li piekrocena kritéria u vice
parametrd, lze s vysokou jistotou fici, ze pida ma z biologického hlediska vazny problém a
situaci je tieba fesit.

Kritéria pro urceni ekotoxicity lesnich pid byla odvozena z rozsédhlého testovani 49 lesnich
pid v CR (u 42 pad oba horizonty) obéma testy v ramci ,,QI112A201 - Metody hodnoceni
zatéze lesnich pud rizikovymi latkami a identifikace ekologickych rizik kontaminace lesnich
pud®. U vysledku testu s F. candida byly vzorky rozdéleny na smysluplné kategorie, kde byla
kritéria stanovena statisticky. Jako nejvyznamnéjsi se ukazalo rozdéleni dle typu lesa
(listnaty, smiSeny, jehli¢naty), které ale také koreluje s formou humusu (mul, moder, mor).
Byly pozorovany vyznamné odlisné vysledky tam, kde byl jesté dostacujici pocet vzorkd pro
analyzu. U roupic se vzhledem k malému poétu vzorkti (omezeni na vzorky s pH nad 4,5)
neda soubor délit na vice skupin, ale je logické, Ze omezenim pH z hodnoceni prakticky
vypadly pldy z vysSich LVS s jehli¢natymi lesy. Kritériem pro vysledky byly zvoleny 90.
percentily vysledkl inhibice zvlast pro hodnocené parametry v dané skupiné vzorkid. To
znamena, ze na daném souboru kritéria v Tabulce 16 neidentifikovala jako ekotoxické vice
nez 10 % pud.

Takto odvozena kritéria jsou specifickd pro redlné lesni pidy v CR a jsou mnohem
relevantnéj$i nez jakakoliv kritéria téchto testli z literatury, kterych je navic velmi malo.
Jedina dostupna oficidlni kritéria téchto testli jsou uvedena v ISO 17616 (50 % pro reprodukci
roupic a chvostoskoktr). Tato kritéria v§ak nejsou urcena pro hodnoceni piirozenych a priori
»hekontaminovanych® ptd ale spiSe pro odpady, kaly, komposty, kontaminované zeminy
apod. Jedina legislativni kritéria pro ptidé podobné materialy se témét nedaji prenést na realné
lesni pidy, ale pro Uplnost jsou uvedeny: a) kritéria z pfilohy ¢. 4 Vyhlasky 257/2009 Sb. o
pouzivani sedimentil na zeméd¢lské pudé (50 % pro reprodukci roupic a chvostoskokt, 30 %
pro rust rostlin); b) kritéria znavrhu nového Metodického pokynu odboru odpadi k
hodnoceni ekotoxicity odpadt pro ucely vyhlasky ¢. 294/2005 Sb., o podminkach ukladani
odpadi na skladky a jejich vyuzivani na povrchu terénu a zméné vyhlasky €. 383/2001 Sb., o
podrobnostech nakladani s odpady (50 % pro reprodukci roupic a chvostoskoki).

Pouziti piidnich testl toxicity pro piidni vzorky ma samoziejmé urcita Uskali. Zejména se
jedna o fakt, Ze vlastnosti testovaného vzorku (struktura, pH, nevhodné slozeni organické
hmoty apod.) mohou byt nevhodné pro modelovy organismus nezéavisle na (ne)ptitomnych
polutantech. Vzhledem k tomu, Ze modelové druhy pro standardni testy ISO a OECD byly
vybrany s ohledem na praktické aspekty (kultivovatelnost v laboratofi, reprodukcéni doba —
délka testu apod.), jejich ekologické pozadavky mohou byt casto odliSné od vlastnosti
realnych pld. Je pfirozené, Ze kazdy druh ma své optimalni ekologické podminky — rozpéti
faktori prostfedi, kdy dosahuje maximalniho pfezivani, rozmnozovani a rlstu. Mezi
nejdilezité)si faktory, které mohou ovliviiovat modelové Zivocichy v testech, patii pH, textura
a organickd hmota. Ve chvili, kdy testovany vzorek svymi vlastnostmi vybocuje z pruniku
dalezitych optim pro modelovy druh, nelze u né ocekdvat dobré vysledky
ekotoxikologického testu ani, kdyby ve vzorku nebyl jediny toxikant. Toto se ukézkové
projevilo na vysledcich hodnoceni lesnich pud testem s E. crypticus vramci projektu
QI112A201, kdy v ptdach s pH pod 4,5 byla téméi 100 % mortalita a inhibice reprodukce.
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Vypocty u ekotoxikologickych testi

Pro kazdy sledovany parametr (pocet dospé€lcti, pocet juvenilil, pocet juvenilli na dospélce) se
spoCita pramér, smérodatnd odchylka (SD) a relativni smérodatna odchylka (RSD)
z piislusného poctu opakovani jak pro jednotlivé testované piidy, tak pro relevantni kontrolu
(umélou piidu). U kontroly je neptipustné vyloucit jakékoliv opakovani z vypoctt a vysledky
kontroly jsou porovnany s kritérii validity testu (viz vySe). U testované pudy je pro snizeni
variability mozné (maximaln¢) jedno opakovani z vypoctu primeéru, SD a RSD vyloucit, ale
jen tehdy pokud je vysoky rozptyl zplisoben jednou odlehlou hodnotou oproti tfem
zbyvajicim, které lezi blize sob¢. Je bézné, ze v pripadech, kdy sledovany parametr nabyva
nizkych hodnot (silna ekotoxicita, inhibice), maji velmi vysoké RSD, které nelze nijak snizit.

Nasledn¢ se pro kazdy parametr spocitd inhibice — relativné (procentualn¢) vyjadieny pokles
parametru oproti kontrole:

Inh (% kontroly)= % x100 .

kde P a K jsou priméry parametru pro testovanou pudu respektive kontrolu.

Smérodatna odchylka nového vyjadieni formou inhibice (SDj) se spocita dle ,,propagace
chyby*:

SDyy, = Inh x J(ﬁ): * (ﬁ]: ’

P K

kde SDp a SDk jsou smérodatné odchylky parametru v testované pudé respektive kontrole.

Je na misté zdiraznit, Ze inhibice prezivani pro dospélce u testu s roupicemi a chvostoskoky
neni totéz co mortalita. Mortalita je vztazena na po¢atecné ptidany pocet jedinci, inhibice je
vztaZena na kontrolu, kde miiZe byt také urcita mortalita.

Srovnavani s limity ekotoxicity probiha u vSech testl a parametrti v této podobé.

Vysledky testli Ize povazovat za seridzni pouze, pokud jsou k findlnim vysledkim a
rozhodnutim, kterd z nich vychazi, doloZena a tadné zdokumentovéna vesSkera data, a to
véetné primarnich vysledk poctd dospélcti, juvenilt, délky kotinkll. Zdokumentovéno a
obhdjeno musi byt zejména jakékoliv vylu¢ovani odlehlych hodnot origindlnich dat z dalSich
vypocti.
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Tab. 16. Kritéria pro vysledky testovani ptud pomoci testl ekotoxicity zalozena na vysledcich 90. percentilu vzorki lesnich ptid hodnocenych v
projektu QI112A201. Pied porovnanim s kritérii musi byt vysledky testu pro hodnocenou ptudu vyjadieny jako inhibice vici kontrole (viz
vypoCty nize). ZjednoduSenym zplsobem (prosté srovnani vysledku s kritériem ze 4. sloupce tabulky bez pouziti statistiky) Ize ekotoxicitu
vyhodnotit pouze tehdy, neni-li relativni smérodatnéd odchylka (RSD) konkrétnich parametrii pro testovanou pidu vyssi nez hodnoty uvedené
ve 3. sloupci tabulky. Pokud je variabilita vyssi, nesmi byt piida zhodnocena zjednodusenym postupem, ale musi byt provedeno statistické
porovnani vysledkt daného parametru pro testovanou pudu s kritérii uvedenymi v 5. sloupci tabulky. Kritéria pro roupice E. crypticus jsou pouze
orienta¢ni (maly pocet vzorki).

Kritéria pro srovnani bez statistiky Kritéria pro statistické srovnani *
Pf'o .hodnoc?ni ’bez pouziti ] Piidu Ize podeziivat z ekotoxicity, Padu l_ze podezrivat Z rfw_-.kOt?le,Clty:_
statolstlky musi l')yt u testova,ne pokud je inhibice v&tsi ne: pokud je (Inh+ 1,5 = EY ) vétsi nez:
Test Parametr pudy relativni smérodatna
odchylka pivodnich vysledki lesy lesy lesy lesy lesy lesy
parametru: listnaté smiSené | jehlicnaté listnaté smiSené | jehlicnaté
n=31 n=24 n=36 n=31 n=24 n=36
I“h“:l‘g:p‘gsg”a“‘ max. 50 % 20 % 55 % 30 % 30 % 75 % 40 %
Cgvgztr?ji‘é‘;k Inhibice reprodukce max. 50 % 80 % 85 % 80 % 100 % 100 % 100 %
Inhibice specifické max. 50 % 75 % 70 % 70 % 95 % 90 % 90 %
reprodukce
roupice Inhibice pvreflvam max. 60 % 80 % 100 %
E. crypticus dospélci
Inhibice reprodukce max. 60 % 95 % 100 %
pouze
vzorky
s pH(H20 e snecifické
r?ad(4,5 !) '“h'r'zgfozpjlzgg‘ke max. 60 % 90 % 100 %
n=24

# Jde o jednostranny jednovybérovy Studentlv t-test na hladiné vyznamnosti 0,10. Hodnota 1,5 je je kriticka hodnota Studentova t rozdéleni tg g9 S poctem
stupiii volnosti = 4 (tj. n — 1). Jmenovatel pod SDy,, je Vo, tedy 2,34. Postup zaloZeny na tom, Ze vzorek vyhovujici limitu musi byt pod limitem vcetné horni

meze intervalu spolehlivosti, je inspirovano sdélenim MZP (2011).
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7. DOPLNKOVE INFORMACE

7.1. Prinos metodiky

Metodika jako prvni v Ceské republice poskytuje srovnavaci hodnoty pro posuzovani miry
zneCisSténi lesnich pad rizikovymi latkami. Aplikace této metodiky umozni jednotné
hodnoceni kontaminace lesnich piid na raznych pracoviStich a usnadni tak vzdjemnou
porovnatelnost vysledkt a lepsi interpretaci.

7.2. Zhodnoceni novosti postupt

Metodika piedstavuje prvni stanoveni srovnavacich hodnot pro hodnoceni kontaminace
lesnich pad v Ceské republice. Dosud zde a ani v okolnich zemich 7adna kritéria &i
srovnavaci hodnoty pro lesni ptidy neexistovaly. Vysledky prizkumi obsaht rizikovych latek
v pudéach byly ¢asto srovnavany s limitnimi hodnotami pro pady zemédélské, coz je chyba,
nebot’ lesni plidy maji jiny charakter zejména vzhledem k existenci nadloznich organickych
horizontli. Rovnéz divod nebezpec¢nosti rizikovych latek v lesnich ptidach je jiny: zatimco
v zemédélskych pidach se jedna o pfimé potencialni ohroZeni potravniho fetézce, v ptipadé
lesnich ptd jde spiSe o nebezpeci poskozeni lesniho ekosystému jako takového.

Srovnévaci hodnoty vychézeji z rozsahlého originalniho prizkumu skuteéného stavu obsahu
potencialné rizikovych prvkil i perzistentnich organickych polutantd v lesnich ptadach
nezneciSténych oblasti a jsou rozliSeny do Sesti kategorii podle typu stanovist. V pifipadé
potencialné rizikovych prvki jsou navic uvedeny pseudototalni obsahy (stanovené ve vyluhu
pudy lucavkou kralovskou) a obsahy pfistupnych forem (stanovené ve vyluhu pudy
dusi¢nanem amonnym).

7.3. Popis uplatnéni metodiky

Metodika je urCena pro organizace zabyvajici se prizkumem pldniho prostiedi lesnich
porostll ve vztahu ke zdravotnimu stavu dievin, produkci a plnéni mimoprodukénich funkci
lesnich ekosystémi. Bude vyuZita pfedev§im vyzkumnymi pracovisti, univerzitami a
rezortnimi organizacemi pusobicimi v oblasti lesniho hospodaistvi (VULHM, UKZUZ,
UHUL) a ochrany piirody (AOPK, CIZP).

V navaznosti na diferencované srovnavaci referencni hodnoty bude mozné metodiku uplatnit
jako prvni krok pro hodnoceni trovné kontaminace lesnich pid ve vymezenych izemich nebo
1 na menSich plochach. Vysledky tohoto prvniho kroku hodnoceni by mély slouZit
pfedevsim rizikové analyzy, ktera by charakterizovala rizika pro ekosystémy nebo ¢lovéka
vzhledem ke konkrétnim podminkam stanoviste.

Metodika piinasi cenné informace i pro vlastniky a spravce lesnich majetki, na kterych se
projevuji naruSeni zdravotniho stavu ¢i ztrata na produkci vlivem kontaminace pldniho
prostiedi, zejména v oblastech vyraznéji zatizenych vstupy potencialné rizikovych prvkii nebo
perzistentnich organickych polutantd.

7.4. Ekonomické aspekty

Ekonomické efekty uplatnéni metodiky vyplyvaji ze zptesnéni a zjednoduSeni metod
identifikace rizikovych lokalit zatiZzenych rizikovymi prvky a ze zjednoduSeni laboratornich
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postupil. Z vétsi Casti jsou nepiimé — nevznikaji na stran¢ uzivatele metodiky, ale nasledné u
vlastniki a spravci lesnich majetki v oblastech snarusenym pladnim prostredim.
Nejvyraznéjsi efekt je ovSem celospoleCensky — posileni vSech funkci lesnich ekosystému,
zejména zabezpeceni jejich environmentalni bezpecnosti a vhodnosti pro rekreaci.

Identifikace lokalit je vyznamna zejména v oblastech zatizenych v minulosti i v sou¢asné
dob¢é primyslem (Ostravsko, Té&sinsko, Krusnohorské panve, lokality v blizkosti bodovych
zdrojii znecisténi, jako jsou nekteré sklarské provozy) a v byvalych vojenskych prostorech —
zejména tam, kde se predpoklada }Z)Inohodnotné vyuziti funkci lesa véetné rekreacni, sbéru
lesnich plodd apod. (Brdy 260 km? Ralsko 250 km?). Plochu takto potencialng zatizenych
oblasti 1ze pfedb&zné odhadnout na cca 2.000 km? Cilené analyzy piid, které poskytnou
objektivni informace o obsahu a ucincich rizikovych latek, umozni efektivnéjsi planovani
ptfipadnych remediacnich zdsahi. V tomto sméru Ize ocekavat celkovy ekonomicky pifinos
v rozsahu 1 az 2 mil. K¢ ro¢né. Spolecensky piinos pii zohlednéni vSech potencialnich funkci
lesa je ovSem jeste vyrazné vyssi.

7.5. Dedikace

Metodika byla vypracovana v ramci feSeni projektu NAZV QI112A201 ,,Metody hodnoceni
zatéze lesnich pud rizikovymi latkami a identifikace ekologickych rizik kontaminace lesnich
pud“. Vyuzity byly i podklady ziskané¢ jednotlivymi zucastnénymi pracovisti v ramci
predchozich vyzkumnych projekti.
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10.PRILOHY
10.1.POSTUPY STANOVENI MIKROBIOLOGICKYCH PARAMETRfI

10.1.1.  Upravy pidy

U mikrobialnich parametril je tieba s ptidou zachazet jako s zivym systémem (CSN ISO
10381-6). Puda co nejméné suSena a co nejdiive po odbéru je piesata pres sito s oky 2mm a
skladovana v ledni¢ce (4 °C) maximaln€ 2-3 mésice v boxu, ktery ¢astecné umoziiuje vyménu
vzduchu, ale soucasn¢ zabranuje vysychani.

Pfed mikrobialnimi analyzami je u pidniho vzorku (upravencho dle postupu vyse) stanovena
suSina dle CSN ISO 11465 a maximalni vodni kapacita dle Ptilohy C CSN ISO 11268-2.

Pted analyzami je do vlhkého vzorku pidy z lednicky je pfidana deionizovana voda tak, aby
vysledna vlhkost byla 60 % maximalni vodni kapacity, a pida se ,,0Zivi“ ptedinkubaci: 4-5
dni ve 22 °C ve tm¢ v uzavienych lahvich s dostate¢nym objemem vzduchu nad piidou
(minimalné 10 krat vétsi objem vzduchu nez pudy).

10.1.2.  Stanoveni mikrobidlni biomasy v pidé

Velikost mikrobidlni biomasy se stanovi jako uhlik vdzany do mikrobidlnich bunék v ptdé
(Chio) fumigaéné-extrakéni metodou dle CSN ISO 14240-2. Puda ovlhéena na 60 %
maximalni vodni kapacity je navdzena po 10 g do Sesti sklenénych lahvicek o objemu 100 -
120 ml. Tii lahvicky jsou umistény do exsikatoru, kde je 60 ml chloroformu (nesmi byt
stabilizovany etanolem) a exsikator je evakuovan na 22 hodin. Do tfech dalSich lahvicek je
pridano 40 ml 0,5 M K,SO, a po 30 min tfepani jsou extrakty zfiltrovany ptes kvantitativni
filtraéni papir. Po fumigaci je otevien exsikator, je vyjmut chloroform a opakovanym
odsavanim jsou odstranény zbytky chloroformu ze vzork. Poté nasleduje stejna extrakce jako
u nefumigovanych vzorki. Obsah C v extraktech je stanoven napiiklad spalovanim
chromsirovou smési a zpétnou titraci zbyvajiciho dichromanu roztokem Mohrovy soli nebo
pomoci analyzatoru uhliku. Z kombinaci odectl tfi hodnot pro nefumigované vzorky od ti
hodnot pro fumigované vzorky se spocita primér, smérodatna odchylka (SD) a relativni
smérodatnd odchylka (RSD) pro uhlik imobilizovany v biomase (Ec), ktery se ndsobenim
konstantou 2,64 piepocita na Cpio. Jednotky jsou pg Cbio.gsug_'l. Relativni smérodatna odchylka
(RSD) vysledku musi byt pod 30 % (navrh autor), jinak méteni dané pudy neni validni a je
potieba jej zopakovat. Vztazenim Cpij, na TOC a vyjadienim v procentech lze ziskat tzv.
mikrobialni koeficient Cpio/ TOC.

10.1.3.  Stanoveni bazilni a substratem indukovana respirace pidy

Respirace piidy se méfi jako produkce CO, bud’ bez ptidavku substratu jako bazalni respirace
(BR) dle CSN ISO 16072 nebo po piidavku substratu (glukozy), ktery stimuluje respiraci,
jako substratem indukovana respirace (SIR) dle CSN ISO 14240-1. Puda ovlhéena na 60 %
maximalni vodni kapacity je navaZzena po 10 g do Sesti sklenénych lahvicek o objemu 120 ml.
Tt1 lahvi€ky jsou uzavieny pryZovymi zatkami a inkubovany ve 22 °C po dobu 24 hod. Poté
je zmé&fena koncentrace CO, analyzou vzorku plynu (1 ml) nad ptidou, ktery byl odebran z
lahve injekéni stiikackou. Z koncentrace CO; je odvozena bazalni respirace (BR) pudy
Vv jednotkach pg CO,-C.geus. - jako primér, smérodatnd odchylka (SD) a relativni
smérodatna odchylka (RSD). K ptidé¢ v dalSich tfech lahvickach je ptfidano takové mnozstvi
roztoku glukozy, aby vysledna vlhkost byla 80 % maximalni vodni kapacity a dodano 0,5 %
uhliku v gluk6ze na 1 g suSiny ptidy. Lahvic¢ky jsou uzavieny pryzovymi zatkami, po dobu
Sest hodin (inkubace pti 22 °C) je méfena produkce CO; a z vyvoje koncentraci v Case je
45



linearni regresi odvozena substratem indukovana respirace (SIR) v jednotkach pg CO2-C.Qgus.
! h! jako priimér, smérodatna odchylka (SD) a relativni smérodatna odchylka (RSD). CO; je
analyzovan na plynovém chromatografu s tepeln¢ vodivostnim detektorem. Relativni
smérodatnd odchylka (RSD) vysledku BR i SIR musi byt pod 30 % (navrh autord), jinak
méieni dané pudy neni validni a je potieba jej zopakovat. Respirace pudy je ovlivnéna
velikosti mikrobialni biomasy a je smysluplné BR 1 SIR vztahnout na jednotku biomasy a
vypocitat tzv. specifickou respiraci v jednotkach pg COZ-C.mngio'l.h'l, ktera se fadi mezi
ekofyziologické koeficienty pidy.

10.2.POSTUPY EKOTOXIKOLOGICKYCH TESTU

10.2.1.  Upravy pudy

Pred testy ekotoxicity je ptida vysusena pfi laboratorni teploté, piesata pres sito s oky 2 mm a
lze ji skladovat i1 delsi dobu (n€kolik mésict).

U takto upravene pidy je stanovena susina dle CSN ISO 11465 a maximalni vodni kapacita
dle Prilohy C CSN ISO 11268-2.

Tésné pred zahajenim testd je puida ovlhcena deionizovanou vodou na 50 % maximalni vodni

kapacity.
10.2.2. Kontrola

Kromé testované pudy je nutné testovat také kontrolu, coz je uméla ptida dle CSN ISO
16387, smés:

10 % jemné mleté raseliny

20 % kaolinového jilu (obsah kaolinitu nad 30 %)

70 % kiemenného pisku (obsah zrn 50-200 um nad 50 %)

PHkci 5,5-6,5 upraveno pomoci CaCOg3

pridavek deionizované vody upravujici vlhkost na 50 % (chvostoskoci a roupice)
maximalni vodni kapacity (nutno zméftit pro kazdou novou varku umélé ptudy)

e kazdd nova varka umélé pldy musi byt ovéfena pouzivanymi testy, Ze spliiuje bez
problémi kritéria validity test

Pokud je testovano vice vzorkl pud, staci testovat jednu kontrolu pro tolik vzorkua piid, kolik
je mozno otestovat v jedné sad¢ (na zadklad¢ zkuSenosti autord maximalné 10 pad a kontrola).

Kontrola nemusi mit vzdy nejlepsi vysledek ve sledovanych parametrech a ani to neni jeji
ucel. Kontrola slouzi jednak pro kontrolu toho, zda testovany organismus je v poradku
(splnéni kritérii validity testu dle pfislusné normy testu) a zejména pro piepocet vysledku
vzorki do relativnich hodnot inhibice (o kolik procent kontroly se vzorek liSi od
kontroly), aby bylo mozno srovnavat rizné vzorky z riznych testovanych sad, protoze
modelové organismy a tim i vysledku testu podléhaji urcité pfirozené fluktuaci v Case (4.
kontroly v opakovaném testu se mirn¢ lisi).

10.2.3.  Test prezivani a reprodukce chvostoskoka Folsomia candida

Test je provadén dle CSN ISO 11267. Chvostoskoci Folsomia candida se chovaji pti 20 °C
Vv krabickach s vrstvickou ovlhéené smési (9:1) sadry a aktivniho uhli a krmi se drcenymi
kvasnicemi. Pfed testem se synchronizaci (odstranéni dospélci od nakladenych vajicek)
piipravi 10-12 dni stafi jedinci pro test. Do sklenéné testovaci nddoby se umisti cca 1,5-2 cm
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vrstva testované pudy ¢i kontroly, ptfida se Spetka drcenych kvasnic a ptida se 10 jedinci ze
synchronni kultury. Pro kazdou testovanou ptidu jsou ptipraveny 4 paralelni opakovani a pro
kontrolu 6 paralelnich opakovani. Nadoby jsou uzavieny folii a ulozeny pii 20 °C a cyklu
16:8 h svétlo:tma. Kazdy tyden je kontrolovan ubytek vody vaZenim a pridana Spetka kvasnic.
Po 28 dnech expozice se stanovi pocet piezivSich dospélci a pocet vyprodukovanych
juvenill. Ke vzorku je pfidana voda, suspenze se kvantitativné ptelije do ploché misky a ptida
se inkoust, ktery zviditelni bilé chvostoskoky, ktefi plavou na hladin€. Povrch hladiny je
vyfotografovan a na snimcich jsou spocitani dospélci i juvenilové odliSitelni na zakladé
velikosti. Z po¢tu juvenild a dospélcu v kazdé nadobé se spocita pocet juvenili na jednoho
dospélce (specificka reprodukce). Validita testu je splnéna, pokud je v kontrole: a) mortalita
maximalné 20 % (CSN ISO 11267), b) poéet juvenilti na nadobu minimalné 200 (navrh
autortl, dle jejichz zkusenosti byva v nadobach kontrol 300-1000 juvenilti; CSN ISO 11267
uvadi hodnotu 100), c) relativni smérodatna odchylka pro juvenily do 30 % (CSN ISO
11267), d) relativni smérodatna odchylka pro dospé€lce do 20 % (navrh autort).

10.2.4.  Test prezivani a reprodukce roupice Enchytraeus crypticus

Test je provadén dle CSN ISO 16387. Roupice Enchytraeus crypticus se chovaji pii 20 °C na
Petriho miskach s vrstvickou 1,3 % agaru a krmi se mletymi ovesnymi vloc¢kami. Nejméné tii
dny pied zahajenim experimentu se dospéli jedinci (viditelny opasek s vajicky) premisti do
umélé pudy (kontrolni piida) pro jejich aklimatizaci. Do sklenéné testovaci nadoby se ptida
1,5-2 cm vrstva testované pidy ¢i kontroly, pfida se Spetka mletych ovesnych vlocek a ptida
se 10 dospélych jedincii z aklimatizace. Pro kazdou testovanou ptidu jsou pfipraveny 4
paralelni opakovani a pro kontrolu 6 paralelnich opakovani. Nadoby jsou uzavieny folii a
ulozeny pii 20 °C a cyklu 16:8 h svétlo:tma. Kazdy tyden je kontrolovan ubytek vody
vazenim a pridana Spetka vlocek. Po 28 dnech expozice se stanovi pocet prezivsich dospélct
a pocet vyprodukovanych juvenill. Ke vzorku se pfida 5 ml etanolu, voda a né&kolik kapek
roztoku Bengalské Cervené a po stani 24 hodin jsou roupice obarveny. Suspenze se
kvantitativné pfelije do ploché misky, pfida se béloba a koloidni roztok oxidu kiemicitého,
ktery po promichani vynese obarvené roupice na hladinu. Povrch hladiny je vyfotografovan a
na snimcich jsou spoc€itdni dospélci 1 juvenilové odlisitelni na zakladé velikosti. Z poctu
juvenill a dospélct v kazdé nadobé se spocita pocet juvenilli na jednoho dospélce (specificka
reprodukce). Validita testu je splnéna, pokud je v kontrole: a) mortalita maximalné¢ 20 %
(CSN ISO 16387), b) pocet juvenild na nadobu minimalné 50 (CSN ISO 16387; dle
zkuSenosti autor byva v nadobach kontrol 100-300 juvenill), c) relativni smérodatna
odchylka pro juvenily do 40 % (navrh autorti; CSN ISO 16387 povoluje 50 %), d) relativni
smérodatnd odchylka pro dospé€lce do 20 % (navrh autortt).

47



