METODIKA HODNOCENI
KONTAMINACE
LESNiICH PUD

(] LUBOS BORUVKA

(L) a kol.

(—]

S

—

ES

(R

—_

— |
ane

E @i\:fg’mKY

— N

m PRO PRAXES

.

cor 6/2015

Certifikovana metodika



Metodika hodnoceni
kontaminace lesnich pld

Certifikovana metodika

Lubos Borivka
Milan Sanka
Vit Sramek
Radim Vacha
Jarmila Cechménkova
Pavel Cupr
Ondrej Drabek
Véra Fadrhonsova
Adéla Frankova
Jakub Hofman
Jakub Houska
Viera Horvathova
Pavel Rotter
Ondrej Sanka
Jan Skala
Lucie Sindelarova
Vaclav Tejnecky
Jana Vasickova
Lucie Jurkovska



Lesnicky priivodce 6/2015

Vyzkumny ustav lesniho hospodarstvi a myslivosti, v. v. i.
Strnady 136, 252 02 Jilovisté
http://www.vulhm.c7

Vedouci redaktor: Ing. Jan Reza¢; e-mail: rezac@vulhm.cz

Vykonna redaktorka: Miroslava Valentova; e-mail: valentova

Graficka tiprava a zlom: Kldra Simerové; e-mail: simerova@vulhm.cz

ISBN 978-80-7417-100-0
ISSN 0862-7657


http://www.vulhm.cz
mailto:krupickova@vulhm.cz

METHODS FOR THE FOREST SOILS POLLUTION
ASSESSMENT

Abstract (Summary)

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

Lesni puda je dynamicky organismus, ktery je spjaty celou fadou vazeb s dalsi-
mi slozkami ekosystému. Je Uizce provazana s atmosférou, klimatem a biotickou
slozkou ekosystému — nejen se dfevinami, ale i s veskerymi Zivymi organismy, kte-
ré pidy pomahaji vytvaret a ptispivaji k jejich zménam. Ovliviiovani biotickych
i abiotickych slozek lesnich ekosystémt se projevuje i na pudnich vlastnostech a na-
opak zmény ptidnich vlastnosti mohou ovlivnit strukturu i funkci lesnich porostii
(Fisher a Binkley, 2000).

Ptda je nedilnou a vyznamnou soucasti lesnich ekosystému. V diisledku pramys-
lové ¢innosti, dopravy a dalsich potencialnich zdroji miize dochazet k jeji konta-
minaci, at jiz pfimym vstupem kontaminantd naptiklad pfi zaplavach, nebo pro-
stiednictvi atmosférické depozice. Kontaminace lesnich ptid mize mit zna¢ny vliv
na fungovani celych lesnich ekosystémi. Ovlivituje mikrobialni aktivitu v ptidé, pa-
sobi toxicky na rostliny a mtize tak omezovat nartist biomasy nebo zdravotni stav
porostu a mize rovnéz dochazet k vyplavovani rizikovych latek do podzemnich ¢i
povrchovych vod. Dosud se vSak problematice kontaminace lesnich pid vénovalo
méné pozornosti nez kontaminaci ptid zemédélskych ¢i méstskych, nebot nebez-
peci vstupu rizikovych latek do potravniho fetézce ¢i pfimého ohrozeni lidského
zdravi je zde obvykle vyrazné nizsi. V pripadé lesnich pud je nebezpeci kontami-
nace spojeno pravée spiSe s ohrozenim lesniho ekosystému. Pro lesni ptidy dosud
nejsou stanoveny limitni ani srovnavaci hodnoty a nebyla dosud pfijata jednotna
metodika stanoveni obsahu, ptipadné forem rizikovych latek v lesnich ptidach ani
hodnoceni jejich vlivu.

Tato metodika shrnuje hlavni metody pro stanoveni celkového obsahu a obsahu
ptistupnych forem potencidlné rizikovych prvka a celkového obsahu hlavnich
skupin perzistentnich organickych polutantd v lesnich ptiddch. Predklada rovnéz
doporuceny zpiisob vzorkovani lesnich pid. Jako navod pro hodnoceni dopadu
kontaminace na lesni ekosystém jsou zahrnuty vybrané mikrobiologické a ekoto-
xikologické testy.



2 CiL METODIKY

Cilem predkladané prace je poskytnout souborné zakladni metody pro stanoveni
celkového obsahu a obsahu pristupnych forem potencialné rizikovych prvki a ob-
sahu perzistentnich organickych polutantt v lesnich ptidach. Tyto metody jsou do-
plnény doporucenym zptisobem odbéru vzorki a vybranymi metodami hodnoceni
mikrobiologickych a ekotoxikologickych parametrti, které mohou charakterizovat
skute¢ny vliv kontaminace na lesni piidu a ekosystém.

3 POTENCIALNE RIZIKOVE PRVKY V LESNICH
PUDACH

Chovani potencialné rizikovych prvka (RP) v piidach, a tedy i v ptidach lesnich, je
ovlivnéno vlastnostmi daného RP a podminkami ptudniho prostfedi. Tyto faktory
rozhoduji o mobilité prvkd, jejich pristupnosti pro organismy, nebezpeci vyplaveni
z pudy, ¢i o jejich akumulaci v ptidé. Akutni riziko predstavuji ty prvky, které zu-
stavaji ve velké mife v mobilni, biologicky dostupné formé. Naopak prvky poutané
na pevné pudni ¢astice mohou predstavovat chronické nebezpedi, které se miize
projevit v pfipadé vyrazné zmény pudniho prostfedi naptiklad vlivem okysele-
ni, mineralizace organické hmoty apod. Pfestoze v podminkach Ceské republiky
nepredstavuji rizikové prvky v naprosté vét$iné pripadt hlavni stresor (Uhlitova
a Hejdova, 1999), vzhledem ke zna¢nému naruseni velké ¢asti porostti mtiZe byt je-
jich vliv velmi vyrazny, coZ souvisi s obecnym jevem snadné ovlivnitelnosti systému
nachazejicich se blizko hranice nestability.

3.1 Zdroje rizikovych prvki v lesnim ekosystému

Vstup RP prvka do lesniho ekosystému miizeme rozdélit do dvou skupin: na vstup
souvisejici s ¢innosti ¢lovéka. V pripadé lesnich pid je hlavnim antropogennim
vstupem atmosféricka depozice, v aluvidlnich tizemich pak mohou byt dal$im ant-
ropogennim vstupem kontaminované sedimenty. Antropogenni a geogenni vstupy



je nezbytné co mozna nejlépe odlisit, a to pokud mozno kvantitativné. Pokud totiz
chceme omezit antropogenné indukovany vstup RP do lesniho ekosystému za tce-
lem sniZeni rizika, musime nutné védét, jaka ¢ast prislusného RP pochazi pfimo
z mate¢ni horniny a nejlépe i jaké je s timto vstupem spojené riziko, jelikoz tento
vstup nemuizeme prakticky regulovat.

Jiz samotné koncentrace RP v ptidich ndm mohou poskytnout prvni dileZitou in-
formaci. Ve vét$iné svétovych pud sleduje obsah vybranych RP nasledujici sestup-
nou fadu: Cr, Zn, Nj, Cu, Co, Pb, Cd (Kabata-Pendias a Pendias, 1992). Pokud tedy
narazime na ptdu, v niZ je toto poradi vyrazné posunuto ve prospéch jednoho prv-
ku, pak to zna¢né posiluje moznost vyznamnych atropogennich vstupt. V ptipadé
bodového znecisténi muze byt voditkem k odhadu ptivodu RP v ptidé prostorové
rozlozeni. Dalsi hledisko je rozloZzeni obsahtt RP v ptidnim profilu. Pokud koncen-
trace RP vzrista s hloubkou, mize to svéd¢it o jeho litogennim ptivodu, coz bylo
dolozeno na ptikladu Cr a Ni (Baize a Sterckeman, 2001). Ovsem tento jev miize
interferovat s transportnimi déji v ramci profilu, coz muze ptinést jisté interpretac-
ni problémy. Dilezitym ukazatelem mtiZe byt korelace mezi obsahem ptislusnych
RP v mate¢ni horniné a ptidé (Kabata-Pendias a Pendias, 1992). Bylo vypracovano
nékolik v praxi pouzitelnych metod umoznujicich s jistou presnosti odhadnout ve-
likost litogenni frakce RP v pudé. Napriklad nékteré z téchto metod pouzivaji Sc
jako referenéniho prvku, pfi¢emz se aproximativné predpokladd, Ze antropogenni
vstup Sc do pudy je nulovy a Ze pomér mezi mnozstvim Sc pfitomnym v mateéné
horniné a v ptidé je konstantni. Misto Sc se rovnéz nékdy pouziva AI**, Y** a Ti**
(Shotyk et al., 2000). Dalsi metody, které mohou byt pouZity jako srovnavaci, pra-
cuji s raznymi pomeéry izotopti Pb v litosféfe a ptidé, kde existuje vyznamna ant-
ropogenni frakce vykazujici pravé charakteristicky a odlisujici pomér izotopt Pb
(Monna et al., 1997; Komarek et al., 2008). Jinou moznosti, ktera muaze indikovat
puvod RP v pidé, je podil jejich mobilni frakce, nebot v pfipadé antropogennich
vstuptl jsou prvky v ptidé zpravidla méné zabudovany a podil jejich mobilnich fo-
rem je vy$$i nez v pripadé litogenniho ptvodu (Vacha et al., 2002). Ani tato metoda
neni jednozna¢né spolehliva ve vSech pripadech. Pfi hodnoceni ptivodu rizikovych
prvkd jsou vhodnym nastrojem vicerozmérné statistické analyzy (napt. Bortvka et
al., 2005). Komplexni pristup k odliSeni geogenni a antropogenni zatéze predstavu-
je prace Némecka et al. (1995).
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3.2 Osud rizikovych prvki v lesni ptdé

3.2.1 Vertikalni distribuce RP v lesni padé

Pokud vstupuje RP do ptidniho prostfedi z atmosféry, ptichazi nejprve do styku se
svrchnimi humusovymi horizonty. S tim, jak je svrchni organicky material prekry-
van dal$im materidlem a postupuje jeho mineralizace, dochazi i k zahustovani ob-
sahu RP. Narust obsahu RP s hloubkou v nejsvrchnéjsich organickych horizontech
1ze popsat vhodnou mocninnou funkei (Yelpatyevsky et al., 1995).

Ta cast RP, kterd projde svrchnimi horizonty, putuje déle ptidnim profilem spolu
s ptidnim roztokem, ktery vedle rozpustnych komplexd, z nichz dilezité jsou pre-
dev$im ty organické, obsahuje i suspendované ¢astice. Se zvysujici se hloubkou se
v téchto suspendovanych casticich zvysuje podil anorganickych latek. Obecné se
v ptidnim roztoku s narustajici hloubkou rovnéz zvysuje podil nerozpustnych slou-
¢enin, coz souvisi s lepsimi podminkami pro vznik agregatti. Tyto podminky pak
vedou ke srazeni oxyhydroxidii Zeleza a organickych komplexii se zelezem, které se
vyznacuji silnou schopnosti vazat nékteré RP (Yelpatyevsky et al., 1995).

Navzdory pomérné slozité situaci ohledné ovlivnéni mobility jednotlivych RP
v pidnim profilu mizeme konstatovat, Ze v pfipadé kyselych pis¢itych pid je obsah
RP vzdy nizs$i (Hernandez et al., 2003). Nékteré prace uvadéji cenné informace o re-
ten¢nich vlastnostech konkrétnich padnich typt. Mimo jiz vy$e zminénou mobilitu
RP v kyselych ptdach je podstatny predevsim vyznamny vychytavaci potencial né-
kterych ptd, zejména andosolii a vapenatych ptid. Snadna migrace RP v podzolech
souvisi s jejich kyselym charakterem (Hernandez et al., 2003).

3.2.2 Faktory ovliviujici zadrZzovani RP v lesnim
ekosystému

Distribuce prislusného RP v ptidé je ur¢ovana celou radou faktort. Diilezitost téch-
to faktort se miize v pripadé jednotlivych RP lisit. Tyto faktory by mély byt urcitym
zptsobem zohlednény pii vypoctu zatézi, jelikoz jsou kli¢ové pro urceni biologické
dostupnosti prislusného RP.

Ptdni reakce predstavuje jeden z klicovych parametrt ovliviiujicich retenci a mo-
bilitu RP v ptidnim profilu. Niz$i hodnota pH obecné znamend vyssi biologickou
dostupnost a mobilizaci vétsiny prvki, oviem rovnéz jejich urychleny presun
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do oblasti s vy$sim pH nebo vystup ze systému (napf. Romkens a Salomons, 1998).
Nizké pH lesnich ptid ve zneci$ténych lesnich ekosystémech vede i k preferenci
tvorby organickych latek s mensimi molekulami, na které je vdzdno predeviim Cd
a Zn, ¢imz dochazi k vyraznému zvy$eni mobility téchto prvki. V souvislosti s oky-
selenim piid nemusi tedy vzdy jit o mobilizaci ,volnych® iontt nebo jednoduchych
hydroxokomplexd.

V jinych pracich je dokazan vliv zvySeni pH na snizeni biologické dostupnosti RP
(Kelly et al., 2003). Ke zvyseni pH v téchto studiich autoti uzili popilek, vapné-
ni nebo smés kompostu a dfevni §tépky. Aplikace vSech téchto smési a nasledné
zvy$eni pH mélo pozitivni vliv na prislu§né mikrobialni populace. Pokud je vsak
lesni puda v dobrém stavu, humuso-jilovy sorpéni komplex je nasyceny a vykazu-
je vysokou kationtovou vyménnou kapacitu (KVK), nemusi zvySeny vstup H,O*

v

dostupnosti RP a tedy ani zvy$enti jejich toxicity (Frey et al., 2006).

Fyzikélni a chemické vlastnosti piid mirného klimatického pasu jsou vétsinou od-
vozeny z ptritomnosti jilovych minerald, organické hmoty a hydratovanych oxida
kovi (Zeleza, hliniku a manganu). Obsahy vsech rizikovych prvki vykazuji silnou
zavislost na mnozstvi oxyhydroxidi Fe, Mn a Al, coz plati hlavné pro Cu a Zn (Ra-
mos et al., 1994; Chlopecka et al., 1996).

Dulezity déj v ptidé s ohledem na propustnost pro vodu, a tedy i transportni déje,
predstavuje tvorba ptidni struktury, tedy vznik ptidnich agregatt. Organicka hmota
hraje pfi tvorbé struktury rozdilnou tlohu: nékteré organické polymery ji urychluji,
jiné latky, jako naptiklad anionty fulvokyselin a jinych organickych kyselin, disper-
guji agregaty tim, Ze jsou schopny samy vazat kationty nutné pro vznik agregatii
(Oades, 1984).

Velmi cennym parametrem pri posuzovani mobility jednotlivych iontt v systému
pevnd faze pudy-ptdni roztok je soucin rozpustnosti. U ionttl, které maji stfedni
az nizkou rozpustnost, predstavuje jejich tendence vazat se na povrch jinych ¢éastic
faktor ridici jejich biologickou dostupnost.

Dals$im dulezitym faktorem fidicim zadrzovani RP je obsah a kvalita organické
hmoty. To, na kterou ¢ast z daného soboru organickych latek je konkrétni RP va-
zan prednostné, zna¢né ovliviiuje migraci RP v profilu. Naptiklad Pb, Cu a Fe maji
v ramci organické hmoty nejvyssi afinitu k frakci s vysokou molekulovou hmot-
nosti; tato frakce se hromadi predevsim ve svrchnich ptidnich horizontech, kde do-
chazi k akumulaci humusu. Zn a Cd migruji spolu s rozpustnou organickou frakci
vyznacujici se stiedné velkou molekulovou hmotnosti a hypoteticky mohou proto
pronikat i do hlubsich horizontt. Tato frakce obsahuje predev$im rozpustné, mo-
bilni komplexy fulvokyselin (Hernandez et al., 2003).
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V pripadé nadloznich organickych horizonta existuji uréité specifické vlastnosti.
Nejvyraznéjsi je tento jev asi u Pb, u néhoz se mohou organické horizonty stat jeho
vyznamnym rezervoarem, a to v pripadé, Ze Pb vstupuje do lesniho ekosystému
prevazné atmosférickou depozici (Yelpatyevsky et al., 1995). Obecné lze fici, ze
mobilita RP v ptdnim profilu lesnich pid sleduje zhruba nésledujici fadu: Zn>C-
d>Cu>Pb>Ni>Cr. Zn a Cd jsou tedy viibec nejmobilnéjsimi RP. Olovo se véze pre-
dev$im na oxyhydroxidy Zeleza a organickou hmotu, z ¢ehoZ vyplyva, ze miizeme
pocitat s pomérné nizkou mobilitou tohoto prvku. Viibec nejnizsi mobilitu vyka-
zuje Ni a Cr, jelikoZz mohou pronikat pfimo do struktury jila (Probst et al., 2003).

3.3 Interakce rizikovych prvki s biotickou slozkou
ptdniho prostredi

V této podkapitole je podan velmi stru¢ny prehled u¢inka RP na vybrané organis-
my vyskytujici se v lesnich ekosystémech. Zvlastni diiraz je kladen na biologickou
dostupnost studovanou pomoci vybranych ptidnich organismt. Z dalsich prikla-
di jsou vybrany predevsim takové interakce RP s organismy, které ovliviuji osud
arozlozeni RP v lesnim ekosystému a také funk¢nost celého ekosystému.

Pti posuzovani vztahu mezi biologickou dostupnosti a celkovym obsahem RP mu-
sime mit na zfeteli, Ze sniZeni dostupnosti neznamena nutné pokles celkové kon-
centrace RP v ptidé, ale mnohdy pouze jejich transformaci na méné rozpustnou
formu. Spolu s antropogenné indukovanymi vstupy se do ekosystému dostavaji RP
ve vice pfistupné a mobilni formé v porovnani s formami, jez pochazeji z mate¢ni
horniny (Chlopecka et al., 1996).

RP jsou také vazany v kofenové vrstvé, a to predev$im bunkami kofenti. Dnes se jiz
povazuje za prokazané, zZe pritomnost RP v pudé negativné ovliviuje rust tenkych
kotinkt, coz se projevuje redukei jejich hustoty ve svrchnich vrstvach horizontu
a ovliviiuje negativné vodni bilanci celého ekosystému (Menon et al., 2005). Rost-
liny v odpovédi na zesilené ptisobeni stresortt méni svou rhizosféru (Ryan et al.,
2001); predpoklada se, ze tyto procesy probihaji i pfi piisobeni RP v lesni ptidé
(Frey et al., 2006).

Koncentrace RP v pletivech dfevin se lisi a sleduje vzrustajici charakter v nasledujici
fadé: dfevo kmeni, dfevo tenkych kofend, dfevo jednoletych vyhonki, reproduke-
ni organy, listy, kiira kofend, kira kment, velmi tenké kotinky (primeér mensi nez
1 mm). Ve znecisténém ekosystému je nejvétsi zasobarnou RP kiara kment, kte-
ra obsahuje 88-90 % RP vazanych v biomase; toto mnozstvi je az 50krat vétsi nez
mnozstvi zachycené v rocnim opadu lista (Yelpatyevsky et al., 1995).
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Cela rada studif vyuzivajicich molekuldrné-ekologické metody doklada, Ze s ohle-
dem na funkénost pfislusného mikrobidlniho spolecenstva v ramci lesniho eko-
systému dochazi po ptisobeni RP k degradabilnim posuniim v druhovém slozeni
ptislusnych mikrobidlnich spolecenstev. Ptivodni mikrobidlni spolecenstva jsou
v téchto ptipadech nahrazena novymi, viic¢i pisobeni RP odolnéj$imi, avsak s ohle-
dem na dtlezité funkéni parametry nevhodnymi spolecenstvy. V prirodnich pod-
minkach pak pretrvava tento stav jesté nékolik let po aplikaci prislusnych RP (napt.
Sandaa et al., 1999; Frey et al., 2006).

Ektomykorhizni houby se vyznacuji schopnosti do jisté miry chranit ekosystém
pred skodlivymi uc¢inky RP v ptidé (Frey et al., 2000). Interakce mezi ptidou a kore-
ny se uskutecniuji z velké ¢asti prostfednictvim ektomykorhiznich hub, proto maji
tyto houby velky vyznam i pti posuzovani pusobeni RP na rist stromt (Jamnicka
et al,, 2007). Existuje tzkd souvislost mezi zivotni strategii jednotlivych druhd hub
a jejich schopnosti vazat RP (Kala¢ et al., 1996). Napriklad dfevni saprofyté hro-
madi RP méné nez houby rostouci na pidé, tj. ektomykorhizni houby a saprofyté
vyrtstajici z pady (Mutsch et al., 1979).

3.4 Limity RP pro lesni pady

3.4.1 Soucasné pristupy k urcovani kritickych limitd

Stanoveni kritickych limitt pfedstavuje nezbytny krok v hodnoceni rizik spojenych
s ptisobenim polutantt na dany systém, to se pochopitelné tyka i RP. Pti stanoveni
kritickych limit se novéji postupuje tak, ze se nejprve zvoli vhodna skupina re-
ceptort, u nichZ se pak zkouma jejich ovlivnéni prislu$énym RP. Pfi samotné volbé
receptoru mizeme vychdzet bud z antropocentrického hlediska nebo z pristupti
ekocentrickych. V prvnim pripadé zkoumdme mozné expozi¢ni ¢i transferové ces-
ty od znelisténim zasazeného systému k ¢lovéku. Tyto cesty vychazeji ze struktury
potravnich fetézct, a to at jiz prirozené nebo civiliza¢né ovlivnéné; mtizeme také
zkoumat, jak se v zavislosti na zne¢isténi méni nékterd, pro ¢lovéka dulezitd vlast-
nost systému, napf. vynos z dané plochy. Tyto pristupy jsou jiz ze své podstaty pro
lesni ekosystémy nevhodné. Prijeti limitt zaloZenych na takto postaveném antro-
pocentrickém hledisku by znamenalo nemoznost zaruéit ochranu lesnich ekosys-
tém a jejich celospolecensky i ekologicky vyznamnych funkci. Tento pristup také
viibec nezohlednuje systémovy charakter lesa a tésnou provazanost jednotlivych
slozek lesniho ekosystému. Zda se tedy jako nezbytné zvolit receptory s ohledem

13



na ekotoxikologické tc¢inky. Receptory vybrané na zékladé ekocentrického hlediska
muzeme rozdélit do nékolika skupin (Tyler et al., 1992).

V soucasné dobé se k urceni limitii na zakladé ekotoxikologickych efektti pfistupuje
nejcastéji tak, ze se uvazi struktura daného ekosystému a na zdkladé ptislusného
vystupu se stanovi klicové skupiny organismt nezbytné pro udrzeni a dalsi vyvoj
ekosystému. V pripadé terestrickych ekosystémi mtizeme obecné uvést, Ze se jedna
o skupinu primarnich producentt, konzumentt a rozkladacu. V praxi jsou zastupci
téchto skupin reprezentovani pidnimi mikroorganismy nebo skupinou vlastnosti,
jejichz kvalitu mikroorganismy svou ¢innosti vytvareji (napt. enzymaticka aktivita),
dale ptidnimi bezobratlymi (napt. ZiZaly, ¢lenovci) a rostlinami.

Je tfeba zminit, Ze mimo postupti odvozovani pfislu§nych limitt zalozenych na eko-
toxikologickych datech se na izemi CR doposud ¢astéji pouzivaly a v soucasnosti
stale jeSté pouzivaji postupy vychazejici ze statistického zpracovani pozadovych
koncentraci RP v prostfedi, respektive z dolnich mezi difusné-antropogennich
koncentraci téchto prvkil (Podlesakova et al., 1994b; Némecek et al., 1995). Tyto
metody viak neberou v potaz prislu§na ekotoxikologicka data, a tedy nezahrnuji
informaci o zranitelnosti jednotlivych dilezitych skupin lesnich organisma vici
pusobeni RP, coz predstavuje jejich velké omezeni.

3.5 Prlizkumy lesnich ptid z hlediska kontaminace
rizikovymi prvky

Hodnoceni piidnich vlastnosti je jednou ze soucasti typologického priizkumu
a byva zafazeno do vétsiny projekt z oblasti ekologie lesa, produkee lesa, ¢i hodno-
ceni vitality lesnich porostt. PfestoZze existuje celd fada tidajti o vlastnostech lesnich
piid v Ceské republice, jsou &asto vazany pouze na konkrétni plochy, regiony ¢i
oblasti. Pfenos poznatkii ¢i spole¢né zpracovani riznych typt prizkum je proble-
matické vzhledem k odli$nym metoddam odbéru i analyz piidnich vzorkd. Ne vzdy
1ze beze zbytku vysledna data prevést, ¢i spolecné hodnotit (napf. Zahornadskad,
2002). Mezi nejvyznamnéjsi zdroje dat ptidnich vlastnosti, které se vztahuji k vét-
$im tzemnim celkiim, lze zaradit:

+ Typologicky prizkum Ustavu pro hospodafskou tpravu lesi (UHUL) - vétsi-
nou jsou k dispozici data od 60. let dvacatého stoleti. Pudy jsou popsany a vzor-
ky odebrany podle genetickych horizontt. Vysledky nejsou dostupné pro vsech-
ny oblasti a priizkum neni prostorové homogenni. Stanoveni obsahu rizikovych
prvkia nebylo béznou soudasti tohoto priizkumu.
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o Pudni prazkum na tzv. trvalych zkusnych plochach (TZP) - plochy spravuje
UHUL, analyzy v sou¢asné dobé provadi Ustfedni kontrolni a zkusebni tstav
zemédélsky (UKZUZ).

o Prizkum puad jednotlivych pfirodnich lesnich oblasti — na zakladé zakona
o hnojivech provadi UKZUZ. Odebirény jsou vzorky nadlozniho humusu,
svrchniho humusem ovlivnéného mineralu a vzorky spodniho mineralu cca
do hloubky 30 cm. Obsahy ptistupnych Zivin jsou stanovovany po vyluhu v ¢i-
nidle Mehlich III, obsahy celkovych Zivin a rizikovych prvki ve vyluhu luéav-
ky kralovské. Vysledky jsou publikovany ve zpravach (napf. Fiala et al., 2010,
2011), z nichz nékteré jsou dostupné i na internetu.

o Prizkum ptd v rdmci mezindrodniho monitoringu zdravotniho stavu lesnich
ekosystémt ~ provadi VULHM na zakladé spolupréce v mezindrodnim koope-
rativnim programu ICP Forests.

o Mezindrodni projekt hodnoceni ptid na ¢esko-bavorském pomezi realizovany
v ramci programu Iniciativy Evropskych spolecenstvi INTERREG IIIA. V tom-
to projektu, feSeném za &eskou stranu UKZUZ, byly v pravidelné siti 8 x 8km
hodnoceny ptdni vlastnosti v¢etné obsahu rizikovych prvki (As, Cd, Cr, Cu,
Ni, Pb, Zn) ve vyluhu lu¢avkou kralovskou (Cermak et al., 2008).

Kromé toho se provadi fada lokalnich priizkumu v ramci fady vyzkumnych projek-
tt. Metodika jednotlivych prazkumt je ale bohuzel ¢asto odli$na a vzajemné srov-
nani vysledka riiznych studii je tak obtizné.
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4 PERZISTENTNI ORGANICKE POLUTANTY
V LESNiCH PUDACH

4.1 Charakteristika perzistentnich organickych
polutant

Perzistentni organické polutanty (POP) jsou velmi rozsahlou skupinou latek, pri-
rodniho nebo antropogenniho ptivodu. Presto, ze ptirodni cestou vznika Siroké
spektrum organickych sloucenin, je zvy$ena zatéz prosttedi POP spojovana v sou-
¢asnosti predevs$im s antropogenni ¢innosti. Vzhledem k faktu, Ze vysoké mnoz-
stvi organickych polutantti vznikd pfi procesech hoteni, fadi se napt. i prirodni
rozsahlé pozary a vulkanickd ¢innost k vyznamnym zdrojim POP v prostredi
a mizeme tedy konstatovat jejich historickou environmentalni pfitomnost. Neni
bez zajimavosti, ze i nékteré niz§i organizmy syntetizuji napt. slouceniny na bazi
chlorovanych organickych molekul (houby), popsana byla i syntéza nékterych PAU
(polycyklické aromatické uhlovodiky) v metabolickych procesech vyssich rostlin
(Krauss et al., 2005).

Bereme-li v avahu obrovsky rozsah organickych sloucenin od relativné jedno-
duchych k velmi slozitym, byla by snaha o monitorovani celého jejich spektra
v prostiedi beztucelna. Vysledkem aktivit, sméfujicich ke stanoveni vy¢tu zdra-
votné rizikovych POP, pribézné sledovanych v prostiedi, potravinach a organis-
mech, byl tzv. ,,Holandsky seznam®, zahrnujici skupinu mono- a polycyklickych
aromatickych uhlovodik, chlorovanych uhlovodiki, v¢etné rezidui vyznamnych
pesticidit a nepolarnich extrahovatelnych latek. Tento vycet nelze povazovat
za konec¢ny a rozsah sledovanych sloucenin se neustéle rozsifuje nejenom o dalsi
slou¢eniny v ramci uvedenych skupin, ale i o nové skupiny POP (ftalaty, polybro-
mované slouceniny v ramci halogenovanych latek, fenoly, nitrolatky aj.). K vy-
znamné skupiné POP nélezi polychlorované dibenzo-p-dioxiny a dibenzofurany
(PCDD/F), obecné nazyvané ,dioxiny® Priorita stanoveni jednotlivych POP se
vztahuje k charakteru sledovaného média, pravdépodobnému zdroji jeho zatéze,
vlivu na ostatni slozky prosttedi, popt. zdravi ¢lovéka atd. Vyznam perzistentnich
organickych polutantii se odrazi i ve snahach o inventarizaci jejich obsahti v pro-
sttedi. V Ceské republice byl vypracovan projekt implementace ,,Stockholmské
konvence®, ktera se vénuje inventarizaci POP v celosvétovém méritku (Holoubek
et al., 2003).

Zdravotni rizika POP jsou podminéna jejich perzistenci, tedy setrvanim v prostie-
di. Doba setrvani rtiznych skupin POP se mitize vyrazné liit, mnohé slouceniny
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se v ptidé samovolné rozkladaji v ramci nékolika rokd (naftalen, antracen, ale také
mnohda PCB, ropné uhlovodiky), jiné slou¢eniny, jako je napf. benzo-(ghi)perylen
nebo PCDDV/F, jsou i v ptidé relativné $patné rozlozitelné (Podlesakova et al., 2000),
a to 1 navzdory procestim biodegradace (mikrobidlni ¢innost, fotolyza, hydrolyza
atd.). U nékterych PCDD/F byla popséna az 18leta perzistence v ptidnim prostredi
(Holoubek et al., 2003). Bylo jiz prokazano, ze zvysend biologicka aktivita v pidach,
zejména v rhizosférni oblasti vys$ich rostlin, mtze vyznamné prispivat k rozkladu
i relativné htite rozlozZitelnych POP, jakymi jsou polycyklické aromatické uhlovodi-
ky, s tim, Ze mezi jednotlivymi slou¢eninami existuji vyrazné rozdily (Rezek et al.,
2009; Cheema et al., 2010).

Zvy$ené obsahy POP v ptidé mohou byt jen tézko pri¢inou akutni otravy lidského
organismu. Vyznamna mohou byt rizika spojend s eventudlnimi projevy chronic-
ké toxicity pri opakované a dlouhodobé expozici relativné niz$im koncentracim
organickych polutantii. K prokdzanym zdravotnim porucham patii zvy$ena karci-
nogenita, mutagenita, teratogenita, genotoxicita, poruchy krvetvorby, zvy$eni hla-
diny cholesterolu v krvi nebo poruchy reprodukce. Pravé nékteré slou¢eniny POP
(ftalaty, polycyklické aromatické uhlovodiky) jsou oznac¢ovany za jednu z vaznych
pri¢in poklesu plodnosti u muzi, a také samct mnoha zivocisnych druht v sou-
casnosti.

4.2 Zdroje POP v padach

Diky dlouhodobému sledovani zatéze nasich zemédélskych piid POP (Némecek et
al,, 1997; Podlesakova et al., 1998; Vacha et al., 2001) bylo zjisténo, ze zavazné jsou
vstupy POP do piidy prostiednictvim:

- imisnich spadu v oblastech zvySeného vyskytu priamyslu,

zatéZze ze spalovani tuhych paliv v intravilanech,

- kontaminované vody v inunda¢nich pasmech nékterych fek,

aplikaci kalit COV na zemédélskou ptidu.

V lesnich padach prichazeji v tvahu prvni tfi typy vstupt. Bylo zjisténo, ze zvySena
imisni zatéz vede zejména k nértistu obsahii polycyklickych aromatickych uhlovo-
dika v ptidach ekologicky zatiZzenych oblasti (severomoravsky imisni region) a dale
oblasti s vys$$i nadmorskou vyskou. To se tyka nejenom horskych oblasti v relativné
exponovanéjsich oblastech republiky (Kru$né hory, Krkono$e, Orlické hory, Hruby
Jesenik, Moravskoslezské Beskydy), ale i oblasti relativné cistych (Sumava, Cesko-
moravskd vysoc¢ina). Kontinudlné provadénym sledovanim (v rdmci monitoringu

17



potravnich fetézctl, providénym odborem bezpecnosti potravin MZe CR) se po-
tvrzuje rostouci zatéz PAU v puidach nachézejicich se v tésné blizkosti obci, a to ze-
jména na navétrnych svazich nebo v depresnich polohdch, na které se dominantné
podili spalovani fosilnich paliv (respektive tuhych latek, k u¢elu spalovani nevhod-
nych) v domacnostech.

Podobné jako v pripadé RP, také v piipadé POP jsou nasimi nejvice zatizenymi
pudami fluvizemé. To bylo prokazano jiz v ramci projektu ,,Labe“ (Podlesakova
et al., 1994a) a v ndslednych studiich, provedenych v nivnich oblastech nasich
vyznamnych vodnich tokd. Ziskané udaje byly déle vyuzity napt. pii povodnich
v roce 1997, a zejména pak 2002, kdy bylo mozné srovnat zatéz ptid po povodnich
se stavem v poloviné devadesatych let 20. stoleti. Zlepseni kvality vod v fekach
(rostouci pocet ¢istiren odpadnich vod) vedlo k prokazatelnému poklesu obsahu
sledovanych POP ve fluvizemich nivnich oblasti, s vyjimkou DDT a jeho rezidui
(Vécha et al., 2003), kde se predpoklada existence nelegalné likvidovanych zasob
a vliv zvy$ené zatéze zaplaveného aredlu chemického zavodu Spolana Neratovice
(Holoubek et al., 2002).

4.3 Sledovani a hodnoceni obsahti POP v ptidach

Sledovani zavaznych POP v nasich zemédélskych ptidach bylo zahdjeno na pocat-
ku devadesatych let 20. stoleti. Na zdkladé zahrani¢nich zku$enosti byl akceptovan
vycet zdravotné zavaznych sloucenin ze skupiny POP, uvedeny v ,,holandském se-
znamu“ a byl vypracovan navrh kritickych obsahii téchto slou¢enin pro legislativu
(Némecek et al., 1996).

Hodnoceni zatéze prosttedi POP vykazuje oproti potencidlné rizikovym prvkim
vyznamné odli$nosti. Soucasny pristup prozatim striktnéji nerozlisuje (jako je tomu
v ptipadé potencialné rizikovych prvki) celkové obsahy v piidé a obsahy mobilni,
pfipadné biologicky pristupné. Presto, Ze se jiz i v ptipadé POP zacinaji obdobné
prace objevovat (Thiele a Briimmer, 1999), systémy hodnoceni obsahu POP v pi-
dach se zaméruji na jejich celkové koncentrace.

Protoze je skupina POP velmi $irokd a jednotlivé slouc¢eniny se mohou vyrazné lisit
svymi vlastnostmi (v¢etné toxicity) i v ramci jednotlivych skupin POP, neni ani
vyhodnoceni jejich obsahu v ptidé bez komplikaci. V soucasné dobé se setkavame
s nasledujicimi zptsoby hodnoceni:

a) Vyhodnoceni koncentrace obsahu jednotlivych sloucenin. Tento pristup je re-
lativné jednoduchy, mtize vak narazit na nedostatky pfi srovnani koncentraci
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c)

s limitnimi obsahy, protoZe ne u v§ech stupni limitnich hodnot jsou k dispozici
kritéria pro véechny individualni slouceniny.

Vyhodnoceni sumérnich obsaht. Pouziva se pro jednotlivé skupiny POP, napt.
BTEX (suma monocyklickych aromatti benzenu, toluenu, etylbenzenu a xyle-
nu), suma indika¢nich kongenert polychlorovanych bifenyla (PCB), v soucas-
né dobé nejcastéji sedmi kongenert (28, 52, 101, 118, 138, 153, 180), udavana
jako PCB7, suma PAU obsahujici zpravidla 13-16 sloucenin, suma polychlo-
rovanych dibenzo-p-dioxint a dibenzofuranti (PCDD/F), zahrnujici 16 nejvy-
znamnéjsich kongenerti. Vyhodou tohoto postupu je pomérné casta existence
limitnich hodnot pro sumarni obsahy slou¢enin. Nevyhodou je v$ak nizsi roz-
liSovaci schopnost posouzeni rizika, nebot v ramci sumarnich obsahti se s¢itaji
koncentrace latek s vysokou i niZsi toxicitou, prestoze v ramci jednotlivych sku-
pin se zahrnuji pouze latky s prokdzanymi toxickymi u¢inky.

Vyhodnoceni ekvivalentovych faktorti toxicity. Tento postup je zaloZen
na principu sumdrnich obsahtl s tim, Ze je zohlednéna potencialni rizikovost
jednotlivych sloucenin, vyplyvajici z posouzeni jejich karcinogennich vlast-
nosti (postup dle WHO). Jednotlivym latkdm s karcinogennim u¢inkem je
noty jsou zpravidla o dva rady nizsi. Sou¢tem ndsobkt koncentraci, nasobe-
nych uvedenym faktorem, je ziskana kone¢na hodnota, ktera je v ptipadé PC-
DD/F nebo PCB zndm4 jako mezinarodni faktor toxicity, znaceny jako I-TEQ.
Ve skupiné PCDD/F je napf. nejtoxi¢téjsim zastupcem 2,3,7,8-tetrachlordi-
benzodioxin (Van den Berg et al., 2006). Obdobny postup je uzivan také u po-
lycyklickych aromatickych uhlovodikl (PAU), kde nejtoxi¢téjsim zastupcem
je benzo(a)pyren a také novéji sledovany dibenzo(a,h,)antracen. Vysledna
hodnota se zpravidla uvadi jako suma toxickych ekvivalentovych faktortl —
TEF PAU.

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

a)
b)

Limitni hodnoty obsahu rizikovych latek v ptidnim prosttedi;

Limitni hodnoty rizikovych latek v materialech vstupujicich do piid, které ome-
zuji vstupy rizikovych latek do zemédélskych pad.

V Ceské republice jsou obé skupiny limitnich hodnot obsazeny v legislativé.
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4.4 Prlizkumy lesnich ptid z hlediska kontaminace
POP

Vzhledem k finan¢ni ndro¢nosti stanoveni perzistentnich organickych polutantd
je vysledktl obsahu téchto latek z velkoplo$nych prizkumd lesnich ptd vyrazné
méné nez vysledku rizikovych prvka. Udaje o zatézi lesnich ptid nékterych nasich
oblasti ale jiz jsou v CR dispozici. Uvést lze jiz vy$e zminény mezinarodni projekt
hodnoceni ptid na ¢esko-bavorském pomezi, realizovany v ramci programu Ini-
ciativy Evropskych spole¢enstvi INTERREG IIIA, kde byly stanovovany i obsahy
POP (Cermak et al,, 2008). V rdmci tohoto projektu monitoroval UKZUZ zatéz
zemédélskych a lesnich ptid v ptihrani¢ni oblasti jiznich a zdpadnich Cech. Vysled-
ky jsou cenné nejenom z pohledu srovnani zatéze zemédélskych a lesnich pud, ale
i detailnéjsiho zkoumani zatézi ptd lesnich, kde bylo provedeno sledovani obsaht
POPs v horizontech nadlozniho humusu (L, F, H) a horizontu mineralnim. Ze zis-
kanych vysledki jednozna¢né vyplynulo, ze v lesnich piidach sledovanych oblasti
byly zjistény rozdily mezi zemédélsky vyuzivanymi ptidami (ornd ptda, travni po-
rosty) a lesnimi ptidami s tim, Zze v pfipadé DDT byla celkova zatéz lesnich ptid
niz§i, u véech ostatnich sledovanych skupin POPs (PAU, PCB7, HCB, HCH) pak
ztetelné vyssi.

Zjisténé zavislosti je mozné dokumentovat na skupiné PAU. Hodnoty obsahti PAU
v lesnich ptidach potvrdily vyraznym rozdilem mezi nadloznim horizontem humu-
su a dal$imi horizonty vazbu PAU na ptdni organickou hmotu. Obsahy PAU v nad-
loznim horizontu (L, F) byly vy$si nez obsahy PAU v humusovych horizontech ze-
médélskych pid. Primérné obsahy se v§ak od doporucenych preventivnich limitt
pro zemédélské pudy radové nelisily a v nékterych pripadech byly srovnatelné. Nej-
vy$$i primérné obsahy byly zjistény u fluoranthenu, v souladu s intenzivnéj$im vy-
skytem této slouceniny v prostiedi a jeho priimérné zjisténé obsahy (365,65 pg.kg™*)
se blizily doporuc¢enému preventivnimu limitu pro zemédélské pady (300 pg.kg™).
Ani v ramci naméfenych maximalnich hodnot nebyly nalezeny hodnoty, které by
radové prekracovaly doporucené preventivni hodnoty pro zemédélské ptdy. Nej-
vy$$i maximum bylo opét zjisténo v pripadé fluoranthenu (1540 pg.kg™).

V humusovych horizontech lesnich pid (H) byly obsahy PAU vyrazné nizsi, nez
jsou doporucené hodnoty preventivnich limitd, a ve vét§iné ptipadtl byly niz$i nez
sloucenin, které jiz minimalné pronikaji do hlubsich horizontt a ztstévaji sorbova-
ny v horizontech nadlozniho humusu.

Ke slouceninam, které relativné nejvice pronikaly do hlubsich horizontd, se fadi
naftalen > fenantren > fluoren > benzo(a)antracen > fluoranten > pyren. Obsahy
jednotlivych sloucenin byly zavislé na jejich mobilité, kdy opét pronikaly snadnéji
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jednoduché slouceniny (naftalen, fluoren) a déle na celkové koncentraci (prede-
v§im fluoranten). U téchto sloucenin bylo mozné stanovit jejich priimérné obsahy
i v mineralnim horizontu, kde nejvyssich pramérnych hodnot dosahla nejjedno-
dussi sloudenina naftalen (16,5 pg.kg!). U ostatnich latek, bud jednodussich slouce-
nin s celkové nizkou koncentraci (acenaften, acenaftalen, fluoren), nebo slou¢enin
perylen a dalsich), dochazelo k priiniku detekovatelnych mnozstvi do mineralnich
horizontt velmi ojedinéle.

5 VLASTNI METODIKA

5.1 Metodika vybéru ploch a odbéru pldnich vzorki

Pro vybér lokalit a odbéry vzorkt lesnich piid je mozné pozivat rtizné metody, které
jsou vétsinou definovany typem provadéného ptudniho prizkumu. Lokality by se
nemély nachazet v blizkosti velkych mést a velkych primyslovych objektt, pokud
neni pfedmétem studia vliv pravé téchto potencialnich zdroji kontaminace. Mély
by byt vylouceny plochy na okrajich lesnich pozemki, odbérova mista by neméla
byt v tésné blizkosti cesty. Je tfeba zaznamenat lesotypologické zarazeni lokality,
pripadné nadmotskou vysku, a alespon zakladni slozeni porostu.

Zakladem pedologickych Setfeni byva obvykle vykop ptdni sondy, ¢i alespon za-
kopku do hloubky cca 50 cm, dikladny popis piidniho profilu a okolniho stanovisté
(Némecek et al., 2011; Vokoun et al., 2002, FAO 2006) s naslednou klasifikaci hu-
musové vrstvy a ptidniho typu (Némecek et al., 2011; IUSS Working Group WRB
2006). Odbér pudnich vzorki se provadi ptimo z pidni sondy, nebo systémem
jednoho ¢i vice smésnych vzorka podle predem stanoveného principu ndhodného,
systematického ¢i kombinovaného vybéru.

V ptipadé lesnich pud je nutné zvlast odebrat vrstvu nadlozniho humusu - bud
podle jednotlivych horizontu (L, F, H), nebo jako smés fermenta¢niho a humuso-
vého horizontu (F+H). V nékterych typech prizkumi se humusové horizonty ode-
biraji oddélené pouze v pripadé, pokud celkova vyska nadlozniho humusu dosah-
ne urcité definované mocnosti (napf. F+H > 10cm). Pro reprezentativni stanoveni
vlastnosti povrchového humusu se doporuéuje smésny odbér z vice mist v ramci
porostu — v optiméalnim ptipadé z 10 (Muukkonen et al., 2008).
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Odbéry mineralni pidy jsou provadény bud podle diagnostickych horizonti, nebo
podle konstantnich hloubek. Odbéry podle diagnostickych horizontt pfesnéji cha-
rakterizuji dany padni typ a umoziuji podrobnéjsi charakteristiku stavu vyvoje
pudniho profilu. Nékdy jsou urcité typy analyz predpokladem presné klasifikace
pudniho typu. Odbéry podle konstantnich hloubek jsou preferovany u rozsahlej-
$ich prizkumi, nebot umoznuji snadné vytvareni smésnych vzorki (lze vyuzit
i odbér plidnim vrtdkem) a jednodussi srovndni vysledk mezi jednotlivymi loka-
litami. Casto jsou oba dva zptisoby odbéru vzorkti kombinovany — odbér vzorki
podle diagnostickych horizontt z ptidni sondy pro presné urceni pudniho profilu
+ odbér smésnych vzorku z nékolika mist vrtanim pro pokryti variability padniho
prostredi.

Vzhledem k tomu, Ze odbéry lesnich pid jsou ¢asové, technicky i finan¢né naro¢-
nou ¢innosti, byvaji vzorky obvykle vyuzity ke komplexnim analyzam, kdy stanove-
ni obsahu rizikovych latek predstavuji pouze ¢ast laboratornich zkousek. Technické
postupy jsou tedy totozné nebo obdobné.

Pfi odbéru je tfeba se vyvarovat moznosti druhotné kontaminace vzorki. V ptipa-
dé stanoveni potencialné rizikovych prvki neni vhodné pouzivat pomucky z nere-
zové oceli (obsahuje Cr, Mn, Mo a Ni), ze slitin médi, ¢i z pfirodni gumy (vysoky
obsah Zn). V pripadé stanoveni perzistentnich organickych polutanti nelze pou-
zivat materialy, které by mohly tyto latky obsahovat a uvoliiovat. Doporucuje se
pracovat v laboratornich rukavicich.

5.1.1 Doporuceny zptsob odbéru pltidnich vzorki

Dale popsany odbér vzorku ptdy slouzi ke zjistovani fyzikdlnich, chemickych
a biologickych vlastnosti piidy, zejména k definici rozsahu kontaminace dané lo-
kality. Byl zvolen odbér 4 vrstev pidniho profilu, do celkové hloubky 20 cm. Cilené
jsou tedy vzorkovany svrchnéjsi vrstvy ptidniho profilu, u kteryh se predpoklada
nejvétsi riziko znedisténi a soucasné nejvétsi vliv na vegetaci a cely lesni ekosystém.
Tento zptisob odbéru je v souladu s ptislusnymi normami: CSN 01 5110 Vzorkova-
ni materidlu, CSN 01 5111 Vzorkovéni sypkych a zrnitych materialt a CSN 46 5331
Ochrana ptirody; Pudy; VSeobecné pozadavky na odbér vzorku.
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5.1.1.1 Odbérové pomiicky

o Krumpac

o Lopata

+ Polni lopatka

« Spachtle na odbéry vzorki

o Ramecek 25 x 25 cm na objemové vzorky humusu
o PE pytle na vzorky

« Sklenice s vicky na vzorky POPs

« Meéftitko na profil pro fotodokumentaci

o Fotoaparat

« GPS

o Zapisnik, formulate, psaci potreby

« Pasmo

« Ctyti nddoby na homogenizaci vzork? (nejlépe nerezové misy nebo prenosky)
o Gumové laboratorni rukavice

o Nuzky na kofeny

o Vaha

5.1.1.2 Postup odbéru vzorku

1. Ve zvoleném bodé se vykope pedologickd sonda (zédkopek) ke stanoveni piid-
niho typu, subtypu a diagnostickych horizontt. Hloubka by méla byt alespon
0,5m.

2. Provede se fotodokumentace profilu a stanovisté a popis profilu.

Odbér smésnych vzork 4 vrstev ze satelitnich bodu pro chemické, mikrobio-
logické a ekotoxikologické vlastnosti. Pfi tomto odbéru se postupuje tak, ze se
odeberou vsechny vrstvy z jednoho satelitniho bodu, postoupi se ke druhému
az ¢tvrtému. K tomu jsou potieba 4 nadoby, v nichz se zvlast pro kazdou vrst-
vu smichaji 4 podvzorky. Doplni se odbérem obdobného mnozstvi ze sttedové
sondy.

4. Kvantitativni odbér vzorki horizontd F+H oddélené ze vSech 4 satelitnich bodi
pro stanoveni objemové hmotnosti s pomoci ramecku 25 x 25 cm.

5. Uvedeni plochy do ptivodniho stavu.
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5.1.1.3 Zakladni parametry odbéru vzorka pudy

Vzorkovaci schéma

valu 5-12m)

Typ vzorku:

Technika vzorkovani:

Vzorek se odebira jako smésny vzorek 4 individudlnich
odbért rozmisténych kolem pedologické sondy (zdkopku)
do 4 svétovych stran. Plocha pro odbér smésného vzorku
musi byt homogenni (konfigurace terénu, antropogenni
zasahy, vegetace) a musi reprezentovat plochu porostu.

pudni sonda (zakopek)

satelitni body: ¢. 1, 2, 3, 4 — vzdalené 6,6 m od sondy (pokud nelze, tak v inter-

1
®

1@ B o2

w @

Poruseny.

Odbér vzorka se provadi nerezovym rycem, lopatkou
nebo $pachtli ze stanovenych horizonta (vrstev). Na kaz-
dé ze 4 plosek pro odbér individudlniho vzorku se odebere
vzorek dané vrstvy. Velikost plosky je urcena tak, aby bylo
odebrdano mnozstvi, které po smichdni se vzorky z dalsich
plosek da pozadované mnozstvi smésného vzorku (viz
dale). V kazdém ze 4 bodi by mélo byt odebrano podob-
né mnozstvi — stejné zastoupeni podvzorkl ve smésném
vzorku, doplnéné o obdobné mnozstvi ze sttedové sondy.
Individualni vzorky se pak homogenizuji v nerezové mise
nebo v prepravce. Odstrani se vétsi kofeny nebo kameny.
Pfi odbéru a manipulaci se vzorkem se pouzivaji gumové
rukavice.
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Hloubka odbéru: Samostatné na kazdé lokalité se odebiraji tyto vrstvy (ho-
rizonty):
1. nadlozni horizont F+H - cely horizont v jeho mocnosti, pfed odbérem se
odstrani horizont L

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

Pfi odbéru horizonttl je zdsadni dobfe stanovit rozliSovaci linii mezi nadloznim
organickym a minerdlnim horizontem, tj. mezi horizonty F+H a horizontem A.
Rozli$ovacim znakem je pfitomnost mineralnich ¢astic v horizontu Ah. (Horizont
Ah lesnich piid obsahuje do 30 % organickych latek, zbytek je mineralni podil).
Pfi popisu profilu je 0 na tomto rozhrani; hloubky nadloznich horizonti se oznaci
do zéapisu ,,+* (napft. +2).

Nékdy miize horizont Ah zcela chybét, v tom pripadé se odeberou 2 cm vzorku
bezprostfedné pod horizontem H. Pokud chybi nadlozni horizonty F+H, odeberou
se pouze mineralni horizonty.

Hmotnost smésného vzorku pri odbéru:

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

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

Baleni, déleni a popis: Vzorky jsou v terénu homogenizovany kvartaci a pak roz-
déleny nasledujicim zptsobem:

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

1. Mikrobiologie a ekotoxikologie
Zakladni homogenizovany vzorek o hmotnosti cca 1,5-2 kg - do zpracovani
(sudeni, presivani - viz déle) uchovan v PE pytli a nutno skladovat v chlad-
nicce ve 4 °C.

2. Rizikové prvky

Jeden vzorek o hmotnosti minimélné 0,5kg. Tento vzorek se susi na vzdu-
chu pfi laboratorni teploté.
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3. Perzistentni organické polutanty
Odebere se ze zakladniho homogenizovaného vzorku, hmotnost cca 0,5-
1,0kg, uchovava se ve sklenéné lahvi s uzavérem (zavarovacka 0,7 1).

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

4. Objemovd hmotnost (pouze F+H)
Odebira se pomoci ocelového ramecku 25 x 25 cm oddélené z kazdého ze 4
satelitnich bod®. Do PE sidcku se odebere cela vrstva horizontu uvniti oce-
lového ramecku a zméfi se mocnost u horizontu F+H. Zméfend mocnost se
musi zapsat.

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

Dokumentace: Kazdy smésny vzorek je identifikovan soutadnicemi JTSK
- stfed plochy pro odbér smésného vzorku. Je provede-
na fotodokumentace lokality a zdznam vSech parametrt
do formulare. Jsou téz zaznamenany pfipadné rusivé jevy
nebo anomalie. Vzorek je ozna¢en poradovym ¢islem lo-
kality a za lomitkem je ¢islo horizontu. Popisuje se i cha-
rakter horizontt F+H a hloubky F a H.

Cas vzorkovani: Nejvhodnéjsim obdobim pro odbér je jaro a podzim, v za-
sadé vSak po celou dobu vegetacni sezony.

Preprava vzorki: Vzorky jsou z lokality dopraveny do laboratofe v techno-
logicky nejkrat$im mozném ¢ase (obvykle do 24 hodin).
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5.1.1.4 Zachazeni se vzorky po odbéru

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

Vzorky jsou z lokality dopraveny do laboratofe v technologicky nejkrat$im moz-
ném case. Po odbéru je tfeba dodrzet tyto zdsady:

1) Hned po odbéru vzorek rozprostfit do vrstvy (mozno na rozfiznutém pytli
z odbér, ¢i na inertnim materidlu) a nechat prosychat za pfistupu vzduchu pti
laboratorni teploté.

2) Vzorky na mikrobiologii (1a):

- v co nejkrat§im Case po odbéru, jakmile je vzorek presivatelny (cil: co nej-
mensi ztrata vlhkosti oproti polni vlhkosti v dobé odbéru), cely objem pro-
michat (a rozlamat hroudy) a poté presat pres 2 mm sito tolik, aby bylo 300 g
ptirozené vlhké jemnozemé (zbytek po presivani nevracet na hromadu, vy-
hodit);

- téchto 300g umistit do krabicky, kde je dostate¢ny prostor vzduchu nad
vzorkem, ale neni zcela vzduchotésnd (ale zase tésni natolik, aby vzorek ne-
vysychal). Kdyby byl vzorek natolik objemny, Ze 300 g zabira celou krabicku
a nenechdva ani minimalné 1 cm vrstvy vzduchu nad vzorkem, je nutno po-
uzit krabi¢ky dvé na jeden vzorek;

— skladovat v lednicce (cca 4°C);
- vzorky na mikrobiologii by nemély byt skladovany vice nez 1-3 mésice.
3) Vzorky na testy toxicity (1b):

- nechat vzorky vysusit az do suchého stavu, dat zpét do pytle; neni nutno
uzavirat vzduchotésné, skladovat pti laboratorni teploté;

- tyto vzorky lze pfed analyzou skladovat libovolné dlouho.

Vzorky pro stanoveni rizikovych prvka (¢. 2):

Vzorky jsou z lokality dopraveny do laboratore v technologicky nejkrat$im moz-
ném case. Po odbéru je tfeba dodrzet tyto zasady:

1) Hned po odbéru vzorek rozprostfit do vrstvy (mozno na roziiznutém pytli
z odbértl) a nechat vyschnout pfi laboratorni teploté; poté se vzorek proseje
pfes sito s primérem ok 2mm (jemnozem).

2) Vzorek se skladuje v PE sa¢cich pti laboratorni teploté. Tyto vzorky lze predat
k analyze kdykoliv, ale ¢im dfive, tim 1épe.
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Vzorky pro stanoveni POPs (¢. 3)

Uzaviené sklenéné lahve se vzorky se uchovavaji v mrazaku, co nejdtive se doruci
k analyze.

Vzorky pro stanoveni objemové hmotnosti (¢. 4)
V laboratoti se vzorky horizontd F+H odebrané pomoci ramecku z jednotlivych
satelitnich bodii vysusi pti teploté 60 °C, zvézi a pomoci zméfené mocnosti se vy-

pocita objemova hmotnost. Celkova objemovad hmotnost se vypocte jako primeér
ze 4 dil¢ich hodnot.

5.2 Stanoveni obsahu potencialné rizikovych prvk
v padach

Obsahy potencialné rizikovych prvki jsou stanovovany dvéma zptisoby:

1. Rozklad (extrakce) lu¢avkou krélovskou, tzv. pseudototalni obsah, jako ukazatel
celkového zatizeni lokality.

2. Vyluh roztokem dusi¢nanu amonného jako ukazatel biologicky pfistupnych fo-
rem rizikovych prvka v ptidé.

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

Pudni vzorek se rozkladd smési kyseliny chlorovodikové a kyseliny dusi¢né (3+1,
v+v) za varu. Lucavka kralovska rozpousti vétsinu minerdlnich vazeb - jde o tzv.
pseudototdlni obsah, ktery priblizuje potencidlni zasobu prvka v padeé.

Potfeby:

- Analytické vihy

- 150 cm’® varna banka

- Suchy filtra¢ni papir plo$né hmotnosti 84 g.m™
- Hodinové sklo

- Topna deska

- 100 cm® odmérna barika

- 100 cm’® PE lahvicka
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Chemikalie:

- Deionizovana voda

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

- Kyselina dusi¢nd (HNO,), konc. 65% (m/m), 14,4 moll", 1,4 g.ml"

- Kyselina dusi¢na (HNO,), ziedénd, 0,5 mol.l": 35ml koncentrované kyseliny
dusi¢né se zfedi vodou na vysledny objem 1000 ml

Postup extrakce:

Do varné banky o objemu 150 ml se navazi cca 3 g vzorku mineréalni piidy nebo cca
2 g vzorku organické ptidy, zvlh¢i se 2-3 ml deionizované vody a prida se 21 ml kon-
centrované kyseliny chlorovodikové a nasledné 7 ml koncentrované kyseliny dusi¢-
né. Kyseliny se pridavaji tak, aby se omezilo pénéni (pfipadné i po kapkach). Varna
barika se prikryje filtra¢nim papirem a necha se stat v digestofi pfi laboratorni tep-
loté 16 hodin (nejlépe pfes noc). Druhy den se varna barnka prikryje hodinovym
sklickem a umisti na topnou desku, kde se vati 2 hodiny pfi teploté 200 °C (teplota
se postupné zvysuje — ¢im déle se nechd vzorek reagovat s kyselinami za studena
a ¢im pomaleji se vzorek zahtivd, tim mensi je nebezpedi, Ze pti zahfivani vzorek
prekypi). Po ukonceni rozkladu a po zchladnuti na laboratorni teplotu se obsah
varné banky kvantitativné pfevede do odmérné barky o objemu 100 cm?, doplni se
po rysku deionizovanou vodou a po promichani se zfiltruje suchym filtrem plosné
hmotnosti 84 g.m?do suché 100 cm?® PE lahvi¢ky - prvnich 10-15ml filtrtu se
odstrani. Takto pfipraveny extrakt je vyuzit pro stanoveni pseudototalniho obsa-
hu prvkat metodou AAS nebo ICP-OES. Extrakt by mél byt zpracovan do jednoho
meésice od pripravy.

Poznamka:

Existuje vice variant této metody. Vysledky pouziti rtiznych variant jsou zpravidla
srovnatelné.
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5.2.2 Extrakce pid roztokem dusicnanu amonného
(1 mol.I?)

Mnozstvi prvki extrahovanych roztokem dusi¢nanu amonného predstavuje odhad
obsahu pristupného rostlinam. Extrakce probihd pfi pH pudy.

Potieby:

- Analytické vahy

- Laboratorni rota¢ni tfepacka
- 100-150ml lahvicky

- Membranovy filtr

Chemikalie:

- Kyselina dusi¢nd (HNO,), konc. 65% (m/m), 14,4 moll", 1,4 g.ml"!

- Roztok dusi¢nanu amonného (NH,NO,), 1 moll": 80,04g NH,NO, (p.a.) se
rozpusti v deionizované vodé a doplni na 1000 ml

Postup extrakce:

20 g upraveného ptidniho vzorku se vlahvi z vhodného plastu o objemu 100-150 ml
extrahuje 50 ml 1M NH NO, 120 minut na rotacni tfepacce pfi asi 20 ot./min a tep-
loté 20 °C. Suspenze se necha 15 minut sedimentovat a roztok se potom dekantuje
pres membranovy filtr do vhodné plastové nadobky, prvnich 5ml filtratu se odstra-
ni. Aby se zamezilo ztratam sorpci na stény nadobky béhem uchovavani, je tieba
vyluh okyselit pfidavkem koncentrované kyseliny dusi¢né (1 ml na 100 ml extrak-
tu).

5.2.3 Stanoveni rizikovych prvki v roztoku

V roztocich ziskanych extrakei piidy lu¢avkou nebo dusi¢énanem amonnym se sta-
novi koncentrace rizikovych prvki (Cd, Pb, Zn, As) metodou optické emisni spek-
trometrie s indukéné vazanym plasmatem (ICP-OES) za standardnich podminek.
V ptipadé lucavky lze pouzit téZ atomovy absorp¢ni spektrometr (AAS).
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5.2.4 Stanoveni celkového obsahu rtuti

Celkovy obsah rtuti v pevnych vzorcich ptdy se stanovuje na pristroji AMA-254.
Presna navazka vzorku se v proudu kysliku postupné vysusi a rozlozi programova-
telnym naruastem teploty. Proud kysliku vede spaliny spolu se rtuti pres katalyzator,
kde dojde k dokonalé oxidaci spalin a k odstranéni nezddoucich slozek. Rtut se
potom zachyti v amalgamdtoru. Po kvantitativnim zachyceni rtuti se amalgamator
zahteje a uvolnéné pary rtuti se vedou do méticiho prostoru, kde se méti pokles
intenzity zafeni rtutové vybojky zptisobeny pritomnosti rtuti.

Potieby:

- Analytické vahy

- Analyzator stopovych mnozstvi rtuti AMA-254 (TMA-254)
- Ruéni davkovaci mikropipeta

Chemikalie:
- Kyslik technicky
- Kyselina dusi¢nd (HNO,), konc. 65% (m/m), 14,4 mol.l", 1,4 g.ml"!

- Kyselina dusi¢nd (HNO,), zfedénd, 2 mol.I": 138 ml koncentrované kyseliny du-
si¢né se zfedi vodou na vysledny objem 1000 ml

Postup stanoveni:

Navézka vzorku v rozsahu 20-150mg * 0,1 mg v niklové lodi¢ce se umisti do dr-
zaku pristroje a spusti se analyticky cyklus. Postup termického zpracovani je voli-
telny. Pro minerdlni ptidni vzorky je postacujici doba suseni 20 s, doba rozkladu
120 s a prodleva 60 s. U vzorkt organickych horizont je tfeba krok rozkladu pro-
dlouzit na 150-210 s a prodlevu na 90 s. po tomto termickém cyklu probiha vlastni
méfici cyklus.
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5.3 Stanoveni polycyklickych aromatickych
uhlovodikli (PAU), polychorovanych bifenyld
(PCB) a organochlorovych pesticidd (OCP)

5.3.1 Princip stanoveni PAU, PCB a OCP

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

Alternativné lze oddélené extrahovat PAU z ptidy acetonem, vyluhy jsou precistény
na SPE kolonkéch C8 a eluovany tetrahydrofuranem. Analyzovany jsou poté vyso-
kouc¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC) s fluorescenéni nebo UV detekci
a gradientovym prabéhem. Jako mobilni faze se pouzije acetonitril a smés acetoni-
tril-voda (1: 1, v/v).

5.3.2 Zptisoby extrakce PAU, PCB a OCP

Pro extrakci POP byla jako nejvhodnéjsi zvolena metoda automatické Soxhletovy
extrakce s naslednym preciténim extraktu na SPE kolonach. Tento postup lze po-
uzit, pokud je pracovisté vybaveno extrakénim pristrojem (napt. SER148 Solvent
Extraction Unit; Velp Scientifika). Alternativnimi metodami jsou zakladni extrakce
podle Soxhleta, extrakce pomoci ultrazvuku a mikrovinna extrakce. Tyto postupy
jsou dale popsany jen stru¢né, podrobnéjsi postup je uveden napt. v citovanych me-
todikdch U.S. EPA.

5.3.2.1 Automaticka Soxhletova extrakce (také extrakce dle Randalla)

Princip metody:

Jednd se o upravenou Soxhletovu metodu (U.S. EPA Method 3541 Automated Sox-
hlet extraction), kdy hlavnim rozdilem je, Ze v prvni fazi extrakce (60 min) je vzorek
v patroné ponoteny do vrouciho rozpoustédla (140 °C), v druhé fazi (60 min) je
patrona vytazena nad rozpoustédlo a vzorek je, stejné jako pti klasické Soxhleto-
vé extrakei, prokapavan kondenzujicim rozpoustédlem. Po ukonceni extrakce je
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vzorek automaticky zakoncentrovan. Tato metoda vyrazné zkracuje ¢as extrakce
a snizuje mnozstvi pouzitého rozpoustédla (z 300 ml na 50 ml), extrakce je zaroven
ucinnéjsi.

Pro pouziti této metody jsou dostupné automatické (napt. Buchi) a poloautomatic-

ké ptistroje (Soxtec). PIné automatizované pristroje umoziiuji dobu extrakce zkratit
aZ na 60 min.

Potieby a pristroje:

- Analytické vahy

- SER148 Solvent Extraction Unit (Velp Scientifika)
- Extraké¢ni patrony

- Nastavitelna davkovaci pipeta 10-100 pl

- Vialky o objemu 22 ml se §roubovacim uzavérem a PTFE septy pro manipulaci
se vzorkem

- 10ml zasobni vialky na standardy

- Kalibrované vialky o objemu 1,8 ml se §roubovym uzavérem a PTFE septy pro
zdvére¢nou fazi pripravy a stanoveni vzorku

- 5ml, 10 ml, 25 ml a 50 ml odmérna barika tfidy ,,A” se sklenénou zatkou
- Hruskovity nastavec 50 ml a 100 ml

- 11mm kle$té na zavirdni vialek

- 10ml zasobni vialky na standardy

- Sklenéné kolonky pro chromatografii s priimérem 1cm

- Pasteurovy pipety pro pfenos extraktt

- Laboratorni 1zi¢ka z nerezavéjici oceli

- Skelna vata ¢i$ténd extrakci hexanem v Soxhletové extraktoru po dobu 8 hodin
- Hlinikova folie

- Teflonové varné kaminky

- Zatizeni na odparovani pod proudem dusiku

- Vakuova odparka

Cinidla:

- Aceton p.a.

- N-hexan pro organickou stopovou analyzu
- Aceton pro organickou stopovou analyzu

- Stlacené helium ¢istoty 0,99999
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- Dusik zarovkovy

- Silikagel 100, Merck

- Florisil 60/100 mesh, Chromservis a.s
- Voda ¢istoty Milli-Q

Standardy:

- CLP-semivolatile ISTD (Absolute Standards), 10009 — pro pfipravu surrogate
standardd

- Surrogate mix (Restek), 32000 - pro pripravu surrogate standard
- PCB Mix 1 (Analytika), CE150 10I - pro externi kalibraci
- PAU Mix 2 (Analytika), CE002 4,5C - pro externi kalibraci

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

- Referen¢ni materidl METRANAL 23

Priprava sady kalibracnich roztokua:

Pro pripravu sady kalibra¢nich roztoku se pouZiji certifikované roztoky standardt
cilovych analyti, a to tak, Ze se nejprve do n-hexanu ptipravi zasobni roztok vech
analytt o koncentraci 1000 ng/ml (kalibra¢ni droven ¢. 5). Dalsi kalibra¢ni Grovné
oznacené jako EN 1-4 o koncentracich 2, 10, 50, 200, se ptipravi fedénim této trov-
né do n-hexanu. Kalibra¢ni tiroven EN 6 o koncentraci 500 ng/ml se pfipravi pouze
pro PAH. Roztoky jsou stalé 3 mésice. Kontrola koncentrace kalibra¢nich roztoki
se provadi méfenim pracovniho roztoku pro pripravu fortifikované matrice. Pro
metodu stanoveni s detekci v rezimu SIM se pouziva kalibrace nejméné 4bodova
s nastfikem standardu EN 1. Pro metodu stanoveni s detekci v rezimu FULL se
pouziva kalibrace nejméné 4bodova s nastfikem standardu EN 2.

Priprava surrogate standardu:

Pracovni roztok surrogate standardfi o koncentraci 2 pg/ml se ptipravi do 50ml
odmérné baiky pridanim 25 pl standardu CLP Semi volatil. ISTD (4000 pg/ml,
Absolute Standards) a 500 pl standardu Surrogate mix (200 pg/ml, Restek) a dopl-
nénim odmérné banky acetonem po rysku. Roztoky jsou stalé 3 mésice. Pracovni
roztok je oznacen EN-SS.
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Extrakce puad:

Z homogenizovaného vzorku piidy navazime do patrony extraktoru 10g na pred-
vazkach. Vzorek v patroné obohatime 100 pl pracovniho roztoku surrogate stan-
dardu v acetonu a patronu zasuneme do extrakéniho prostoru. Vzorek extrahu-
jeme programem po dobu 60 minut ponoteny v 60ml do vrouciho rozpoustédla
(140 °C), po 60 minutach vytahneme patronu nad vrouci roztok a dal$ich 60 min
nechame rozpoustédlo vzorkem prokapavat. Ziskany extrakt na extraktoru zahus-
time na objem cca 5ml a nechdme jej 10 minut vychladnout. Vzorek je déle nutné
precistit pomoci kolonové chromatografie.

Pro predisténi je nejdrive nutna priprava deaktivovaného florisilu, silikagelu a elu¢-
ni smési:

Ptiprava deaktivovaného florisilu: Florisil se vyziha pfi 500 °C po dobu 12 hodin.
Poté se prida ke zvazenému mnozstvi vyzihaného florisilu 15% hmotnostni pfi-
davek vody distoty Mili-Q (ptiklad: k 100 g florisilu se prida 15g vody) a necha 12
hodin tfepat na recipro¢ni tfepacce pfi frekvenci kyvti 300/min. Takto pfipravenou
smés uchovavame v uzaviené nadobé pri laboratorni teploté.

Ptiprava deaktivovaného silikagelu: Silikagel se susi pti 200 °C v su$arné po dobu
12 hodin. Po té se pridd ke zvazenému mnozstvi vysuseného silikagelu 10% hmot-
nostni pridavek vody ¢istoty Milli-Q (priklad: k 100 g silikagelu se prida 10 g vody)
a necha 12 hodin tfepat na recipro¢ni ttepacce pri frekvenci kyva 300/min. Takto
ptipravenou smés uchovéavame v uzaviené nadobé pti laboratorni teploté.

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

Do upravenych sklenénych kolonek se vlozi skelnd vata a nasype se nejprve 3g
deaktivovaného silikagelu (10% pridavkem vody), poté 3 g deaktivovaného florisilu
(15% pridavkem vody) a nakonec laboratorni 1zicka bezvodého siranu sodného.
P1i kazdé vrstvé se poklepava na kolonku z divodu odstranéni pripadnych mezer
vzniklych pfi sypani. Kondicionace se provadi 25 ml n-hexanu pro stopovou analy-
zu. Na kolonku se nanese extrakt zemin (2-4 ml) a necha se vsaknout. Eluce se pro-
vadi 85ml smési hexan : aceton (95 : 5), a to nasledovné: nejdfive se zkumavka vy-
plachne cca 2ml elu¢ni smési a po vsaknuti se nanese zbytek elu¢ni smési (83 ml).
Prvni 5ml podil je odpadni, zbytek eluatu se jima do hruskovité banky se zabrusem.
Extrakty se zakoncentruji na vakuové odparce na 6 ml. Extrakt se nasledné pievede
do 20ml zkumavky, hruskovita banka se 3 x vyplachne 1 ml hexanu a pfida do 20ml
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zkumavky. Konecny objem extraktu zemin je jemnym proudem dusiku upraven
na objem 1 ml a pieveden do vialky a pfedan k analyze.

S kazdou sérii realnych vzorkd probihd soucasné stanoveni laboratorniho slepého
vzorku (extrakt hexanu) a referen¢niho materidlu (navazka 5g) stejnym postupem
jako v ptipadé realného vzorku.

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

Vzorek urceny k extrakci (cca 10g) je ususen za pokojové teploty, nebo smichan
s bezvodym siranem sodnym, nésledné je vloZzen do extrakéni patrony, kterd je
po dobu 16-24 h promyvana kondenzujicim rozpoustédlem (cca 300 ml) v Soxhle-
tové aparature. Po ukonceni extrakce je vzorek nutno zakoncentrovat na Kuderna
Danish aparatute, nebo pomoci vakuové odparky. Po zkoncentrovani se vzorek pre-
¢istuje na SPE kolonkach a nasledné znovu zkoncentruje a preda k analyze.

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

EPA doporucuje vzhledem k nizké toxicité pouziti smési hexan : aceton (1 : 1), tato
smés zaroven v nékolika studiich prokazala nejlepsi extrakéni efektivitu extrakce
(Lau et al., 2010).

5.3.2.3 Extrakce pomoci ultrazvuku

Extrakce ultrazvukem (U.S. EPA Method 3550C Ultrasonic extraction) se pouziva
pro extrakei netékavych a polotékavych analytd z pevnych vzorki, véetné pidnich
vzorkd. 30g vzorku se umisti do banky, pfida se 100ml rozpoustédla. Banka se
umisti do ultrazvuku a sonifikuje po domu 3 min (dal$i postupy doporucuji soni-
fikaci po dobu napt. 15 min). Vzorek se timto zpiisobem extrahuje tfikrat. Vysled-
ny extrakt je opét nutné zkoncentrovat na Kuderna Danish aparature. Extrakee je
ve srovnani s dvéma predchozimi metodami vysoce zavisla na druhu pady a kon-
centraci kontaminantti ve vzorku (Lau et al., 2010)
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5.3.2.4 Mikrovlnna extrakce

Metoda (U.S. EPA Method 3546 Microwave extraction) se pouzivd pro extrakci
ve vodé nerozpustnych nebo velmi malo rozpustnych organickych latek z pud, se-
dimentti, kalt a odpadnich materiald. Extrakce probihd v komer¢né dostupnych
zafizenich. Zatizeni vyuziva mikrovinného zareni k ohfevu vzorku na vyssi teplotu
(100-115 °C), a zaroven ke zvyseni tlaku v uzavieném systému (50-175 psi), ktery
obsahuje vzorek a vhodné rozpoustédlo. Spotfeba rozpoustédla pii mikrovinné ex-
trakci je niz$i a extrakce probihd 10-20 min. K extrakci se obvykle pouziva velmi
malé mnozstvi vzorku cca 1 g, které nemusi byt vzdy dostate¢né.

5.3.3 Chromatografické stanoveni PAU, PCB a OCP
v extraktech

Kalibrace se provadi na péti, respektive 7 (pro metodu C) koncentra¢nich trovnich.
Vztahy pouzité pro vypocet rovnice kalibra¢ni ktivky jsou uvedeny v kapitole Vy-
pocty a vyjadiovani vysledkd. Cetnost kalibraci na odezvu detektoru je minimalné
jedenkrat za dva tydny. Chromatografické podminky, poradi analytd, kvalifika¢ni
a kvantifika¢ni ionty jsou uvedeny v Tab. 1, 2 a 3.

Metodou C -FULL jsou méfeny analyty PCB, OCP (v¢etné HCH) a PAU. Metoda
SIM je vhodna pro nékteré PCB a isomery HCH.

5.3.3.1 Stanoveni PAU, PCB a OCP

Parametry nastaveni a postup stanoveni ve dvou analytickych programech (MS-
FULL a MS-SIM) jsou uvedeny v Tab. 1. Tab. 2 a 3 uvadéji, pro které latky jsou
jednotlivé analytické mody vhodné.
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Tab. 1: Parametry postupu a nastaveni pro chromatografické stanoveni POP
s uvedenim analyti u jednotlivych metod

Kolona Varian Factor 4 CP8944 (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym)
teplota 40°C (0,12 min), 500 °C/min na 310 °C
Injektor pulsni tlak 50 psi, pulsni ¢as 2,55 min, purge time
2,50 min.
Zékladpi parametry nosny plyn helium
shodné pro oba -
programy tlak na hlavé 7 pSI
kolony
pratok nosného 1 mi/min
plynu
detektor MSD, teplota - transferline 280 °C
teplotni 60°C (2,65 min), 35°C/min do 100 °C, 8 °C/min
MS-FULL rz am do 220 °C, 8 °C/min do 305 °C, 100 °C do 310
(pro PCB+ prog (6 min),doba analyzy ... 37,34 min.
OCP+PAH)
nastfik 4l
teplotni 60 °C (2,65 min), 100 °C/min do 220 °C, 5 °C/min
mS-sim r‘; am do 240 °C, 100 °C/min do 310 °C (8 min)
(pro PCB+ isomery P09 doba analyzy ... 16,95 min.
HCH)
nastiik 3ul

Vypocty a vyjadiovani vysledki, odhad nejistot

Linearita kalibra¢ni ktivky byla pro jednotlivé analyty ovéfena v rozsahu koncen-
traci uvedenych v 8 bodech (2, 10, 50, 200, 1000, 5000 ng/ml). Hodnoty korela¢-
nich koeficienti pro jednotlivé analyty s linearni odezvou by nemély byt mensi nez
0,985, tzn. metoda je v navrhovaném rozsahu linedrni.

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

o, xV, » 10
M Rec x Sus

V:

CczZ

kde cz je koncentrace analytu v zeminach [mg/kg susiny], c,je koncentrace analytu
zmétend na GC [ng/ml], V je kone¢ny objem zkoncentrovaného extraktu [ml],

M,,, je navazka vzorku [g] pouzitého k extraki, Rec - vytéznost surrogate standar-
du [%], Sus — susina [%].
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Nejistota méfeni se vyjadfuje jako dvojnasobek smérodatné odchylky méteni forti-
fikovanych vzorkd za podminek reprodukovatelnosti. Jde tedy o rozsifenou (k = 2)
kombinovanou nejistotu zahrnujici dil¢i nejistoty pipetovani, odmérovani objemu
extrakénich ¢inidel, extrakce vzorku, odméfovani objemd extraktd, davkovani, mé-
feni, ptipravy kalibrac¢nich standardii a integrace chromatogramu. Ostatni slozky
nejistot byly zanedbdny. Pro vypocet nejistot byla uzita sada dat s nejvy$$imi hod-
notami relativni smérodatné odchylky.

Tab. 2: Poradi analytd, kvalifika¢ni a kvantifika¢ni ionty pro GC-MS systém, me-

toda FULL

Analyt Kvant.ion Q1ion Q2ion Q3ion
D4-1,4 dichlorbenzen 150,0 152,0 115,0 78,0

hexachlorethan 200,9 164,0 166,0 202,8
d8-naftalen 136,1 108,0 137,1 134,0
naftalen 128,1 102,0 129,1 127,0
hexachlorbutadien 2249 226,9 259,8 189,9
1,2,4,5+1,2,3,5-tetrachlorbenzen 215,9 213,9 217,9 180,9
1,2,3,4-tetrachlorbenzen 215,9 213,9 217,9 180,9
acenaftylen, other PAH 152,1 76,0 126,0 151,1

D10-acenaften 164,1 162,1 160,1 163,1

acenaften, other PAH 153,1 154,1 152,1 76,0

pentachlorbenzen 2499 251,8 214,9 212,9
fluoren, other PAH 166,1 165,1 167,1 163,1

TCMX 243,9 209,0 207,0 241,9
trifluralin 306,1 264,0 290,1 335,0
a-HCH 218,9 254,0 216,9 220,9
HCB 283,8 285,8 281,8 283,8
b-HCH 218,9 254,0 216,9 220,9
g-HCH 218,9 254,0 180,9 216,9
D10-fenantrhren 188,1 189,1 184,1 160,0
fenanthren 178,1 176,0 152,1 179,0
anthracen 178,1 176,0 152,1 179,0
d-HCH 218,9 254,0 220,9 216,9
PCB 28 256,0 258,0 186,0 260,0
alachlor 160,1 188,1 2371 169,1

heptachlor 271,8 273,8 336,9 372,0
PCB 52 291,9 289,9 220,0 255,0
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Tab.2: (pokracovani)

Analyt Kvant.ion Q1ion Q2ion Q3ion
aldrin 262,9 264,9 293,0 298,0
telodrin 310,9 312,8 374,8 377,0
isodrin 262,9 194,9 192,9 364,0
cis heptachloroepoxid 352,9 236,8 354,9 262,8
trans heptachloroepoxid 352,9 236,8 354,9 262,8
fluoranthen 2021 200,1 203,1 2011

o,p-DDE 246,0 248,0 317,9 315,9
PCB 101 325,9 323,9 253,9 291,0
pyren 202,1 200,1 101,0 2041

a-endosulfan 338,9 276,9 307,0 265,0
p,p DDE 246,0 248,0 317,9 315,9
dieldrin 262,9 278,9 277,0 237,0
o,p DDD 235,0 237,0 165,1 199,0
endrin 262,9 265,0 344,9 279,0
PCB 118 325,9 323,9 255,9 328,0
endosulfan I 195,0 236,9 266,9 338,9
p,p DDD 235,0 237,0 165,1 199,0
o,p DDT 235,0 237,0 165,1 199,0
PCB 153 359,9 361,9 289,9 364,0
p,p DDT 235,0 237,0 165,1 246,0
PCB 138 359,9 361,9 289,9 325,0
benzo-(a)-anthracen 228,1 2291 2240 226,0
D12-chrysen 240,2 236,2 120,1 241,0
methoxychlor 227 .1 152,0 2121 196,0
chrysen, karc. PAH 228,1 229,1 226,0 227,0
PCB 180 393,8 395,9 323,9 359,0
benzo-(b)-fluoranthen 252,1 250,1 253,0 248,0
benzo-(k)-fluoranthen 252,1 250,1 254,0 248,0
PCB 209 4977 499,7 427,8 503,7
benzo-(a)-pyren 252,1 253,0 250,1 248,0
D12-perylen 264,2 260,1 132,1 265,0
indenopyren, karc PAH 2761 2771 138,1 274,0
dibenzo-(a,h)-anthracen 278,1 279,1 276,0 274,0
benzo-(ghi)-perylen 2761 2741 138,0 2771
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Tab.3: Poradi analytd, kvalifika¢ni a kvantifika¢ni ionty pro GC-MS systém -
metoda SIM

Analyt Kvant.ion Q1lion Q2ion Q3ion

TCMX 243,9 209,0 207,0 241,9
a-HCH 218,9 253,9 216,9 180,9
b-HCH 218,9 253,9 216,9 180,9
g-HCH 218,9 253,9 218,9 216,9
d-HCH 218,9 253,9 180,9 216,9

PCB 28 256,0 258,0 186,0 188,0
PCB 52 291,9 289,9 220,0 255,0
PCB 101 325,9 323,9 253,9 291,0
PCB 118 325,9 323,9 255,9 328,0
PCB 153 359,9 361,9 289,9 325,0
PCB 138 359,9 361,9 289,9 325,0
PCB 180 393,9 395,9 323,9 359,0
PCB 209 497,7 499,7 427,8 503,7

5.4 Stanoveni polychlorovanych dibenzo-p-dioxint
a dibenzofurand - PCDDF

Ptresné stanoveni polychlorovanych dibenzo-p-dioxint a dibenzofurant v ptdé
je naro¢né finan¢né i na zafizeni laboratore, je vyzadovan plynovy chromatograf
s vysokym rozli$enim s hmotnostni detekci s vysokym rozliSenim (HRGC/HRMS).
Proto je zpravidla provadéno pouze ve specializovanych laboratofich. Jinou moz-
nosti je screening, pomoci kterého lze vytipovat vzorky s vy$sim obsahem nékte-
rych dioxindg, jeZ je potom vhodné podrobit pfesnéjsi analyze. Screening lze délat
bud pomoci béznéjsi GC/MS nebo pomoci imunotest.
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5.4.1 Extrakce polychlorovanych dibenzo-p-dioxin
a dibenzofuranli pro méfeni GC/MS nebo HRGC/

HRMS

Pro tcely screeningu pomoci GC/MS i pro presné stanoveni pomoci HRGC/HRMS
se dioxiny z ptidy extrahuji do toluenu. Surovy extrakt se pfevede do hexanu a pre-
¢isti na koloné se silikagelovym sorbentem smocenym koncentrovanou kyselinou
sirovou. Dal$im stupném ¢isténi je adsorpce planarnich aromatickych sloucenin
na aktivni uhli. Pouziva se metoda izotopicky znacenych vnitfnich standardd. Pri
stanoveni dioxind je pouzivana metoda plynové chromatografie s hmotnostni
detekei. Pti chromatografii je nosnym plynem helium.

5.4.2 Screeningové stanoveni polychlorovanych dibenzo-
p-dioxin& a dibenzofurant pomoci imuno testt

Extrakce vzorki se provede podle pokynil vyrobce komer¢nich kitt. Obecné se
jedna o pridani siranu sodného k uréenému mnozstvi pudy, ke vzorku se dale pri-
da dimethylformamid a vzorek se 2 h protfepava. Extrakt je pre¢istén smési hexa-
nu a koncentrované kyseliny sirové. Extrakt se déle odpari a prevede do s vodou
misitelného rozpoustédla. Takto je extrakt pripraven k analyze dle pokynt vyrob-
ce.

5.5 Mikrobialni parametry ptd

Pro pilotni informaci o biologické pidni kvalité 1ze pouzit standardni kombina-
ci kvantifikace mikrobidlni biomasy ptid (stanoveni mikrobidlné vazaného uhliku
C,,.) a stanoveni jeji mineraliza¢ni aktivity bez a s ptidavkem substratu (bazalni re-
spektive substratem indukovand respirace, BR respektive SIR). Tyto parametry jsou
doporuceny proto, Ze dalsi aktivity, jako napriklad nitrifikace, jsou v lesnich piidach
¢asto inhibovany nizkym pH. Uvedené analyzy je vhodné provadét na vzorcich
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nadloznich horizntd (F+H) a horizontd organomineralnich (A, 0-2cm, pripadné
2-10 cm). Pro mikrobidlni analyzy ptida nesmi vyschnout, proto hned po odbé-
rech, nebo jakmile to jeji struktura dovoli, je piida presita pres sita s primérem
ok 2mm a skladovana v ptirozené vlhkosti ve 4 °C v takovém pfistupu vzduchu,
ktery nezptisobi vysychdni pidy, ale zamezi vzniku anaerobnich podminek.
Pfed stanovenim mikrobidlnich parametrt je pida predinkubovana nékolik dni
ve 22 °C, aby se aktivovaly a stabilizovaly mikrobialni procesy. Analyzy mikrobial-
nich parametr musi probéhnout co nejdrive po odbérech, nejpozdéji 3-5 mésicti
po odbéru. Nasledujici metodika je zalozena na ISO normach a standardnich ope-
racnich postupech laboratoti RECETOX.

5.5.1 Velikost mikrobialni biomasy - C,

Princip metody:

Mikrobidlni biomasa - C,, je méfena dle normy ISO 14240-2 (1997). Metoda je
zaloZena na usmrcenti a lyzi bunék ptidnich mikroorganismu tim, Ze jsou vystave-
ny pardm chloroformu (fumigantu - redestilovany chloroform bez etanolu). Tim
dojde k uvolnéni uhliku z mikrobidlnich bunék a k jeho zptistupnéni extrakei. Bio-
masa je pak stanovena z rozdilu extrahovatelného C ve fumigovanych (F) a nefu-
migovanych (NF) vzorcich.

Potieby a pristroje:

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

- Trepacky

- Sklenéné pipety 1 ml, 2 ml, 5 ml a 10 ml ¢i mikropipety s vhodnymi $pi¢kami

- Infazni lahve 100 ml ¢i 120 ml s vicky

- Exsikator, vyvéva olejova

- Odmérny valec 50 ml

- Nalevky, banky, kadinky

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

- Automaticka byreta
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Chemikalie:

- Chloroform bez ethanolu

- Kyselina sirova, kyselina fosfore¢na
- 0,5M K,SO, (87,1g/1000ml)

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

- Roztok Mohrovy soli 0,IM (NH,),Fe(SO,),.6H,0 (39,2140g + 20ml H SO, /
1000 ml)

- Indikétor - 0,5 g difenylaminu + 20 ml dH,0 + 100 ml H,SO,)

Postup stanoveni:

10g vzorka pidy v prirozené vlhkosti se navazi do sklenénych lahvic¢ek o obje-
mu 100ml ve tfech opakovanich ve fumigované i nefumigované varianté a ovlh-
¢i se na 60 % maximélni vodni kapacity ptidy pro lepsi pronikani chlororformu
do pudni struktury. Vzorky k fumigaci jsou vystaveny v exsikatoru pardm z cca
60ml chloroformu. Exsikator je ponechdn evakuovany v temnu pfi laborator-
ni teploté 22 hodin, poté je otevien, je vyjmut chloroform a 12krit opakované
odsavan pro odstranéni zbytkd par chloroformu. Extrakce fumigovanych i ne-
fumigovanych vzorkt se provadi 0,5M K SO, pfi extrakénim poméru 1/4 (w/v)
a tfepanim po dobu 30 min. Extrakty jsou zfiltrovany pfes kvantitativni filtra¢ni
papir FILTRAK 391 a uskladnény pii 4 °C maximélné 24 hodin pred stanovenim
uhliku. Obsah C v extraktech je stanoven spalovanim chromsirovou smési (8 ml
vzorku, 2 ml dichromanu, 10 ml kyseliny sirové a 5 ml kyseliny fosfore¢né, spalovat
pti 120 °C 1 hod) a zpétnou titraci zbyvajiciho dichromanu roztokem Mohrovy
soli (indikator - difenylamin). Uhlik v extraktech lze také stanovit pomoci analy-
zétoru TOC. Uhlik imobilizovany v biomase - E_ - ziskdme randomizaci odectu
C,; od C, hodnot (primér a smérodatnd odchylka). C_ Ize pak spocitat jako
C,, = 2.64 X E_.
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5.5.2 Mineralizacni aktivita pidnich mikroorganismii bez
pFidavku substratu (bazalni respirace — BR)

Princip metody:

Bazélni respirace se stanovi jako produkce CO, ptidou v uzaviené infuzni lihvi
(ISO 16072).

Potfeby a pristroje:

- Infusnich lahve o objemu 120 ml s gumovou zatkou

- Injekeni stiikacka

- Plynovy chromatograf s tepelné vodivostnim detektorem

- Termostat

Chemikalie, plyny:
- Hélium

- CO,vAro koncentraci 1,1 %

Postup stanoveni:

Ptdni vzorky jsou navazeny po 10g do infusnich lahvi o objemu 120 ml, ovlhéeny
na cca 40 % maximalni vodni kapacity a inkubovany nékolik dni ve 22 °C pro usta-
leni mikrobidlnich aktivit. Poté jsou vzorky provétrany, pfidina destilovand voda
na 60 % maximalni vodni kapacity a lahve uzavieny pryzovymi zatkami. Po 24 ho-
dindch inkubace ve 22 °C je zmétena produkce CO, analyzou vzorku plynu (1 ml)
nad pidou, ktery byl odebran z léhve injek¢ni stiikackou. Koncentrace CO, je ana-
lyzovana na plynovém chromatografu s tepelné vodivostnim detektorem s mobilni
tazi He a staciondrni fazi kapilarni kolonou J&W GS-GasPro (délka 30 m, vnitfni
priamér 0,32 mm). Jako kalibra¢ni plyn lze pouzit CO, v argonu o koncentraci
1,1%.
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5.5.3 Mineralizacni aktivita piidnich mikroorganismi
s pridavkem substratu (substratem indukovana

respirace - SIR)

Princip metody:

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

Potieby a pristroje:

- Infusnich lahve o objemu 120 ml s gumovou zatkou

- Injekéni stiikacka

- Plynovy chromatograf s tepelné vodivostnim detektorem

- Termostat

Chemikalie a plyny:
- Glukéza
- Hélium

- CO,vAro koncentraci 1,1 %

Postup stanoveni:

Ptdni vzorky jsou navazeny po 10g do infuznich lahvi o objemu 120 ml, ovlh¢eny
na cca 40 % maximalni vodni kapacity a inkubovany nékolik dni ve 22 °C pro usta-
leni mikrobialnich aktivit. Poté jsou vzorky provétrany. Vzorky pidy jsou nasledné
ovlh¢eny na 80 % maximélni vodni kapacity tak, Ze v roztoku je dodana glukéza
(0,5% uhliku v glukéze na 1 gram susiny pidy). Poté jsou infuzni ldhve uzavieny
pryzovymi zatkami a po dobu $est hodin (inkubace pfi 22 °C) je méfena produkce
CO, analyzou vzorku plynu (1ml) nad ptidou, ktery je odebran z ldhve injekéni
stfikackou. Koncentrace CO, je analyzovana na plynovém chromatografu s tepel-
né vodivostnim detektorem s mobilni fazi He a staciondrni fazi kapilarni kolonou
J&W GS-GasPro (délka 30m, vnitfni pramér 0,32 mm). Jako kalibra¢ni plyn je
pouzit CO, v argonu o koncentraci 1,1 %. Linedrni regresi zavislosti CO, na Case Ize
vypocitat SIR.
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5.6 Ekotoxikologické testy

Protoze se jedna o piidy lesni, které ze zkusenosti nejsou vhodné z diivodu svych
fyzikalné-chemickych vlastnosti (napf. niz$i pH, nevhodna kompozice organické
hmoty) pro testy se zizalou Eisenia fetida ¢i pro testy s rostlinami, 1ze doporucit dva
testy ekotoxicity: test na reprodukci chvostoskokt Folsomia candida a test na repro-
dukci roupic Enchytraeus crypticus. Roupice a chvostoskoci zastupuji typické slozky
fauny lesnich putd, kterd ma vyznamnou dekompozi¢ni roli v pidé spocivajici ze-
jména ve fragmentaci rostlinnych zbytk v opadu, promichavani organickych zbyt-
kit s ptidou a tvorbé piidni struktury. Dva druhy jsou pouzity proto, Ze reprezentuji
dosti odlisné skupiny s odlisnou morfologii a také expozi¢nimi cestami (mékky
télni povrch roupic proti chitinovému exoskeletonu chvostoskoku). Metodika testil
ekotoxicity s chvostoskokem Folsomia candida a roupici Enchytraeus crypticus je
zaloZena na ISO norméch a standardnich opera¢nich procedurach laboratofi RE-
CETOX. Testy je doporuceno pouzit na vzorky nadlozniho humusu, tedy F+H.

Vzorky ptid pro testy ekotoxicity se vysusi za laboratorni teploty a poté jsou presaty
pres sito s oky 2mm a skladovany v suchu v laboratorni teploté. Pred vlastnimi
testy toxicity se ptida ovlh¢i na 50 % maximalni vodni kapacity. Testy se prova-
déji ve 4 opakovanich. Protoze vysledky testt vykazuji urcitou fluktuaci, se sadou
5-10 vzorkud pud je vidy testovana také ptida referen¢ni (kontrola) — uméld ptida
smichana dle ISO 16387 (2004) z pisku, jilu a raseliny a ovlh¢end na 50 % maximal-
ni vodni kapacity a testovana v 8 opakovanich. Véechny vysledky jsou vyjadfeny
jako relativni hodnoty vidi této kontrole, ¢imz je mozné srovnat vice vzorkl mezi
sebou. U chvostoskoka a roupice se hodnoti prezivani a reprodukce (pocet juveni-
14) po 28 dnech.

5.6.1 Test na reprodukci roupic Enchytraeus crypticus

Princip metody:

Za Fizenych podminek se hodnoti prezivani a rozmnozovani jedinct roupic vysaze-
nych do vzorku. Postup tohoto testu toxicity odpovida normovanym postuptiim dle
ISO 16387 (2004) a OECD (2004).

Potfeby a pristroje:
- Petriho misky, plastové krabicky, hacek z mikrobiologické klicky
- Testovaci nddoby s vicky, misky

- Fotoaparat
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Chemikalie, pomocné latky:

- Ovesné vlocky pro krmeni

- Agar

- Etanol

- Roztok bengélské ¢ervené

- Koloidniho oxid kfemi¢ity (Ludox)

Postup stanoveni:

Jedinci Enchytraeus crypticus se chovaji na 1,3 % agaru na Petriho miskach. Krmi se
mletymi ovesnymi vlockami. Pred experimentem se potfebné mnozstvi dospélych
roupic (s opaskem a vajicky) premisti do kontrolni piidy na aklimatizaci. Testova-
né vzorky se rozvazi po 20g do testovacich nadob, pridaji se mleté ovesné vlocky
a do kazdé nadoby se prida 10 dospélych jedincti z aklimatizace. Nadoby se uzaviou
vicky a ulozi do 20 °C. Kazdy tyden probiha kontrola ztraty vlhkosti a pfidavani po-
travy. Po 28 dnech se stanovi pocet prezivsich dospélcti a nové narozenych juveniltL.
Ke vzorku se pfida 5ml etanolu, voda do vysky 2-3 cm a nékolik kapek roztoku
bengalské cervené. Druhy den jsou roupice obarveny a provede se vyplaveni pomo-
ci koloidniho oxidu kfemicitého (Ludox) na vodni hladinu a jeji fotografovani. Dle
velikosti 1ze na snimcich rozlisit dospélce a juvenily a urcit jejich pocet. Vystupem
je pocet prezivajicich dospélcti, pocet vyprodukovanych juvenili a pocet juvenila
na jednoho dospélce.
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5.6.2 Test na reprodukci chvostoskok(l Folsomia candida

Princip metody:

Za tizenych podminek se hodnoti pfezivani a rozmnozovani jedincii chvostoskoki
vysazenych do vzorku. Postup testu byl zpracovan na zékladé ISO 11267 (1999)
a OECD (2009).

Potfeby a pristroje:

- Testovaci nadoby s vicky
- Miska, $tétec

- Fotoaparat

Chemikalie, pomocné latky:
- Sédra, aktivni uhli
- Kvasnice na krmeni

- Inkoust

Postup stanoveni:

Chvostoskoci Folsomia candida se chovaji na smési sadry a aktivniho uhli 9 : 1,
kterd je pravidelné vlh¢ena. Potravou jsou drcené suché kvasnice. Pfed vlastnim
testem se provede synchronizace za ucelem, ziskat jedince stejného stari (10-12
dni). Do testovaci nadoby se navazi 20g vzorku, ptida trochu drcenych kvasnic
a 10 jedincii ze synchronni kultury. Nadoby se uzavfou parafilmem a ulozi do 20 °C.
Kazdy tyden je kontrolovan tubytek vody a pridana potrava. Po 28 dnech se vzorek
prevrstvi vodou, jemné promicha, suspenze se prelije do misky a obarvi inkous-
tem. Povrch hladiny se vyfoti fotoaparatem s dostate¢nym rozlisenim a bili, dobte
viditelni chvostoskoci se nasledné na snimku lehce spocitaji. Dospélce lze snadno
odlisit od juvenilti na zakladé velikosti. Vystupem je pocet prezivajicich dospélct,
pocet vyprodukovanych juvenilt a pocet juvenilii na jednoho dospélce.
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6 DOPLNKOVE INFORMACE

6.1 PFrinos metodiky

Metodika soustfeduje informace o analytickych metodach stanoveni potencialné
rizikovych latek v lesnich ptudach, véetné metod mikrobiologického a ekotoxikolo-
gického hodnoceni. Aplikace této metodiky umozni sjednoceni postupti pouziva-
nych pro hodnoceni kontaminace lesnich pid na riznych pracovistich a usnadni
tak vzéjemnou porovnatelnost vysledktl. Zavedeni jednotnych metod je také prv-
nim krokem k vytvoreni srovnavacich hodnot pro posuzovani urovné kontaminace
v riznych kategoriich lesnich stanovist.

6.2. Zhodnoceni novosti postupi

Metodika prina$i kombinaci standardnich analyz zachycenych v platnych nérod-
nich i mezinarodnich norméch s vybranymi postupy mikrobiologickych a ekotoxi-
kologickych analyz ovéfenymi vyzkumnymi projekty védeckych pracovist v zahra-
ni¢iivlastnim fesitelskym kolektivem. Predstavuje tak komplexni a uceleny soubor
metod, které 1ze vyuzit pro stanoveni kontaminace lesnich ptd a hodnoceni rizika
obsahu potencialné rizikovych prvki a perzistentnich organickych polutantii pro
lesni ekosystém.

6.3 Popis uplatnéni metodiky

Metodika je uréena pro organizace zabyvajici se priizkumem piidniho prostiedi
lesnich porostti ve vztahu ke zdravotnimu stavu dfevin, produkci a plnéni mimo-
produkénich funkei lesnich ekosystémi. Bude vyuzita predev$im vyzkumnymi
pracovisti, univerzitami a rezortnimi organizacemi odvétvi lesniho hospodarstvi.

V névaznosti na diferencované srovnévaci referencni hodnoty bude mozné metodi-
ku uplatnit jako prvni krok pro hodnoceni urovné kontaminace lesnich pid ve vy-
mezenych tzemich nebo i na mensich plochach. Vysledky tohoto prvniho kroku
hodnoceni by mély slouzit k rozhodovani, zda je ucelné pouziti presnéjsich (av$ak
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narocnéjsich) metod hodnoceni, pfedeviim rizikové analyzy, ktera by charakteri-
zovala rizika pro ekosystémy nebo ¢lovéka vzhledem ke konkrétnim podminkam
stanovisté.

Metodika ptinasi cenné informace i pro vlastniky a spravce lesnich majetkd, na kte-
rych se projevuji naruseni zdravotniho stavu ¢i ztrata na produkci vlivem kontami-
nace pudniho prostfedi, zejména v oblastech vyraznéji zatizenych vstupy poten-
cialné rizikovych prvka nebo persistentnich organickych polutantt.

6.4 Ekonomické aspekty

Uplatnéni jednotné metodiky hodnoceni kontaminace ptid zjednodusi dosud cas-
to diverzifikované laboratorni postupy. Pfi poctech bézné analyzovanych ptidnich
vzorkd riznymi pracovisti lze odhadovat v tomto sméru ekonomicky pfinos 200
az 500 tis. K¢ ro¢né. Jednotna metodika analyz umozni nasledné vytvofit jednotna
kritéria pro objektivni hodnoceni kontaminace lesnich ptd, coz mize znamenat
dalsi ekonomické prinosy.

Ekonomické aspekty vyuziti této certifikované metodiky jsou ale z vétsi ¢asti nepti-
mé a nevyplyvaji pfimo pro jeji pfimé uZivatele, ale nasledné pro vlastniky a spravce
lesti v oblastech s naru$enym pudnim prostfedim. Cilené analyzy pud, které po-
skytnou objektivni informace o obsahu a u¢incich rizikovych latek, umozni efek-
tivnéjsi planovani pripadnych remedia¢nich zasaht. V tomto sméru lze oéekavat
celkovy ekonomicky piinos v rozsahu 1 az 2 mil. K¢ ro¢né.

6.5 Dedikace

Metodika byla vypracovéna v ramci feSeni projektu NAZV QI112A201 ,,Metody
hodnoceni zétéze lesnich piid rizikovymi latkami a identifikace ekologickych rizik
kontaminace lesnich paid“ Vyuzity byly i podklady ziskané jednotlivymi zucastné-
nymi pracovisti v ramci pfedchozich vyzkumnych projekta.
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