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Abstrakt

Intenzivni pouZzivani tzv. Bordeauxské smési v boji proti plisnim vinic vedlo k postupné akumulaci
médi v povrchovych vrstvach pidy. Slouéeniny médi poté setrvavaji v pidé dlouhou dobu, nebot’ jsou
pevné vazané na organické latky, jilové mineraly a oxidy Zeleza, hliniku a manganu. Vztahy mezi
médi a slozkami pidy zavisi na n€kolika proménnych jako jsou koncentrace v pidnich roztocich,
schopnost adsorpce, koncentrace ligandi, které tvofi organomineralni komplexy, pH a redoxni
potencial. Velky vliv maji také klimatické podminky, protoze suché klima sttedomotskych oblasti neni
pro plisné napadajici vinnou révu tak ptiznivé. V téchto oblastech je proto aplikace Bordeauxské
smési méné intenzivni a tedy i v pidach je akumulace médi méné€ intenzivni. Orma pida bézné
obsahuje mezi 5 a 30 mg/kg Cu, zatimco pocetné plochy severofrancouzskych vinic obsahuji médi
mnohonasobné vice (400-500mg/kg). Takové koncentrace by mohly pfinést problém toxicity nejen
rostlinam, ale nasledné také zivoichim a Elovéku. Ke stanovani ekotoxikologick)';ch rizik médi je
nutné predpovédét biodostupnost médi pro dané plodiny. Biodostupnost se stanovuje pomoci riznych
extrakénich metod, jejichz vhodnost mimo jiné tato prace posuzuje. Ze zkoumanych metod (DTPA,
EDTA, CaCl,, NaNO; a extrakce zaloZzena na rhizosfére) se diky své univerzalnosti jevila jako
nejlepsi extrakce zalozena na rhizosfére. Na rozdil od ostatnich metod, které jsou vazany na urcité
druhy ptd a kovu, tato extrakce dava spolehlivé vysledky pro vSechny pidy — kyselé, neutralni i mirné

zasadité. Jeji nevyhodou je malé mnozstvi rostlin, které byly zatim touto metodou zkoumany.
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Podékovani

Timto bych chtéla podékovat viem, ktefi se néjakym zplisobem podileli na vzniku této bakalaiské
prace, zejména pak vedoucimu mé bakalaiské prace panu Doc. RNDr. Martinu Mihaljeviovi, CSc. za
odborné vedeni a vécné rady. Dale bych rdda podekovala své rodin€ za korekturu textu, rady a

podporu, kterou mi poskytli.
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1. Uvod

Vinafstvi je pro Francii dilezitym odvétvim zemédélstvi. Ac¢koli tradice a ekonomické zisky ze sklizni
Jsou zna¢né, intenzivni pouzivani pesticidi v boji proti nemocim, $kiidcim a plevelim je momentalné
ve stiedu vefejného zajmu. Opakované pouzivani fungicidnich pFipravki s obsahem médi, totiz
vyustilo v dlouhodobou akumulaci médi ve svrchnich vrstvach zemédélskych pud po celém svété.
Praptivodcem znecisténi médi v Evropé je plisen, ktera napada vinnou révu a je zpisobena pro tyto
rostliny patogenni houbou Plasmopara viticola (vietenatka révova). Na jihozapad Francie byla tato

pliseii zavledena v roce 1878 a odtud se pak velmi rychle rozsitila na viechny evropské vinice.

Od konce 19. stoleti se proti ni zacaly Siroce pouzivat systematické postfiky médénych soli, tzv.
Bordeauxskd smés (Ca(OH), + CuSO;). Vzhledem k tomu, ze ve smési obsazena méd’ jako kov
nepodléha degradaci, vétSina aplikované médi se akumuluje v piidé a je tak odpovédna za tézké
zne€isténi vini¢nich pid. Prestoze je méd’ pro rist rostlin nezbytnda, jeji hromadéni mize vytvorit
nepfiznivé podminky pro ptdni mikrobidlni ¢innost a nasledné i zmény ve sloZeni mikrobialnich
populaci. Jinym faktorem ovliviiujicim akumulaci ¢&i transport pesticidu je zpisob obhospodafovani
vinic. Vini¢ni pidy jsou ¢asto umisténé na svazich, bez rostlinného pokryvu a s velkymi vzdalenostmi
mezi jednotlivymi rostlinami. To vSechno vede k problémim s odtokem a pudni erozi. K omezeni
eroze bylo navrzeno né€kolik opatfeni, naptiklad zatravnéni prostoru mezi rostlinami vinné révy.
Travnaty povrch navic podporuje mikrobialni aktivitu, kterd poméaha rychlejSimu odbouravani

pesticidii a mohla by tak zmirnit i vliv vysokych koncentraci médi.

Orna puda bézné obsahuje mezi 5 a 30 mg/kg Cu, zatimco pocetné plochy vinic obsahuji médi
mnohonasobné vice. Vyvstava tedy otazka, jaka je biodostupnost médi pro Zivé organismy vcetné
kultivovanych plodin. Méd’ naakumulovana v pidach mize byt zodpov€dna za toxicitu prekracujici
mez pro rostliny inosnou. Ta zavisi jak na druhu pudy, tak i na druhu rostliny: napiiklad u samotné
vinné révy se jen ziidkakdy objevuji jakékoliv dikazy, Ze by rostlina toxicitou médi trpéla. V oblasti
Languedoc v jizni Francii vSak doSlo k nahrazeni okolo tfetiny plochy pidvodnich vinic jinymi
zemé&délskymi plodinami popfipadé pastvinami, coz by mohlo pfinést problém toxicity meédi nejen
rostlinam, ale nasledné také Zivo¢ichum a ¢lovéku. Ke stanovani ekotoxikologickych rizik, ktera mize
méd’ v takovych pidach zpusobit, je vSak nejdiive nutné predpovédét biodostupnost meédi pro dané

plodiny.



2. Vlastnosti kovu

2.1 Vyluhovatelnost

Vyluhovatelnost médi a schopnost rostlin ji pfijimat zavisi na mobilité¢ a dostupnosti v piidé€, coz jsou
vlastnosti ovlivnéné pH a obsahem pevného a rozpusténého organického uhliku. Nizké pH zvysuje
rozpustnost a tedy i mobilitu. Také tvorba komplexti s rozpusténym organickym uhlikem zvysuje
rozpustnost tézkych kovi. Pokud je tedy zemédélska piida obohacovana médi z umélych hnojiv a
okyseluje se atmosférickou depozici a aplikaci splaskového kalu, rozpustnost kovil narista. Pridavek

rozpusténého organického uhliku k extrahovanému roztoku vedl k urychleni poklesu pH.

Sorpce tézkych kovl v pudach je jednim z procesti, které ovliviiuji dostupnost kovi pro rostliny a
Jjejich mobilitu v pidé€. Schopnost plidy zadrzovat kovy je zavisla na tfech riznych mechanismech:
specifické adsorpci, vyméné kationtd a srazeni novych mineralnich fazi. Adsorpce a srazeni jsou
charakteristické reakce tézkych kovi s napf. povrchem nékterych uhli¢itanti, adsorpce probiha, pokud
jsou kovy pritomny pouze v malé koncentraci, srazeni pak prevlada pfi vysokych koncentracich kovi.
MeEd’ se nejCastéji vaze na CaCO; prostiednictvim vysrazeni jako hydroxid nebo hydroxykarbonat.
Adsorpce, srazeni a tvorba komplexti jsou vSeobecné povazovany za faktory ovliviiujici koncentrace
kovi a jejich aktivitu v pidnich roztocich. V tomto ohledu, pokud by srazeni omezené rozpustnych
anorganickych pevnych ¢&astic bylo jedinym uvazovanym faktorem, pak by koncentrace médi

v pudnich roztocich a vodé byly zna¢né preceriovany.

Karbonaty tézkych kovii mohou v pidé vznikat. Bylo dokézano, Ze odstranénim karbonati z pidy
znatelné poklesne mnozstvi sorbované médi. Pokud by byly karbonaty odstranény acetatovym pufrem
o pH =5, doslo by k vyraznému poklesu médi vazané ve vapnitych pidach, pokud by vsak pivodni
kontaminovana piida neobsahovala zadné karbonaty, pak by pouziti tohoto pufru mélo uéinek jen
velmi maly popfipadé by dokonce do jisté miry doslo k vzristu vazanych kovi. Jsou vSak i zastanci
teorie, ze vapnéni pid podporuje mineralizaci organického materidlu a to mize vést k uvolnéni Cu.
Pridanim velkého mnozstvi vapenatych ¢i jinych vhodnych iontd do pid nedochazi k odstranéni

specificky adsorbovanych iontt Cu®* prostiednictvi vymény kationt.

Dvé nejdilezitéjsi padni vlastnosti ovliviiujici dostupnost a vyluhovatelnost kovi jsou pH a obsah
organického materialu. Problém recyklace odpadi z obydlenych oblasti nebo zemédélského prumyslu
a jejich pouziti pti hnojeni pidy je znamy z ¢asti diky zvySujicimu se zdjmu o ochranu zivotniho
prostiedi. VyuZivani odpadd timto zplsobem je levné, dochazi k recyklaci Zivin a pusobi proti
snizovani mnozstvi organického materialu v pidach. Casto dochazi k zvySovani padni pH a
v disledku také snizuje dostupnost kovi pro rostliny. Riizné typy organického odpadu se 1i§i riznym
obsahem rozpustnych ligandl, které vstupuji do pudy. Organicky material sorbuje Cu za vzniku
komplexi médi. Tento dé&j zavisi na pH zplisobeném hydrolyzou kovi a slabé kyselé povaze prostiedi,

ve kterém dochazi k vyméné kationtl. Rozpustné ligandy tak mohou zvysit rozpustnost médi.



Temminghoff et al. (1997) zjistil, ze rozpustény organicky uhlik zvySuje rozpustnost médi obsazené
v pis¢itych pidach kontaminovanych médi. Zjistili, ze v prostiedi s pH 3,9 bylo okolo 30% médi
v pudnich roztocich svazano s rozpusténych uhlikem a pfi pH 6,6 to bylo dokonce vice nez 99%. Méd’
v roztoku klesala témér linearné s klesajicim obsahem rozpusténého uhliku. Velka ¢ast médi je v pudé

velmi mobilni a jeji transport miize byt usnadnén rozpusténym uhlikem.

2.2 Biodostupnost

Biodostupnost médi charakterizuje takové mnozstvi médi obsazené v pidé, které je dany organismus
schopny absorbovat. Piesné stanoveni biodostupnosti kovili v piidach a pevnych odpadech postupné
nabiralo na dulezitosti a momentalné je duilezitéjsi nez rizikova analyza. Biodostupnost ovliviiuje
skupina biotickych a abiotickych procest, naptiklad adsorpce na jilové mineraly a jejich desorpce,
srazeni, vylu€ovani rozpousténim minerall, interakce s ptdou, rostlinami a mikroorganismy. Proto

piesna definice biodostupnosti vyzaduje porozuméni procestim nejen v pidé, ale také rhizosfére.

Snadno rozpustné frakce kovi se vSeobecné povazuji za biodostupné, ale postupné roste védomi
nutnosti piehodnoceni metod uréujicich rozpustné a biodostupné frakce, kvuli jejich znaéné variabilite
v prostoru a ¢ase. Tyto variace mohou vychazet z fluktuaci klimatu, a tak by idealné¢ mély byt testy
uréujici akumulaci stopovych kovi v rostlinach provadény v podminkach podobnych tém v rhizosfére.
Nicméné biodostupnost kovil je vSeobecné stanovovana rozliénymi chemickymi €inidly jako jsou
neutralni soli, slabé kyseliny, organické slouceniny, oviem vSechny maji jen limitované moznosti.
analytické metody byly generelné prili§ malo citlivé na to, aby zaznamenaly nizké hodnoty Castic ve
vzorku. Ackoliv nedavno zaznamenala dobré vysledky fada novych slou€enin, momentalné je stale

jesté malo dat k adekvatnimu hodnoceni téchto novych pristupt.

Pokusy o kvantitativni odhad biodostupnosti a toxicity ze sekvenénich extrakénich dat nebyly uspésné.
Limity analytickych technik nejsou jedinym problémem, dilezita je také komplexnost interakci mezi

kovy a biotou a je nutné brat ji pfi stanoveni biodostupnosti kovii v potaz.

Vhodnost jakékoliv pidni slou¢eniny pro pfedpovidani biodostupnosti stopovych kovi zavisi na jeji
schopnosti predpovédét miru, do jaké bude rostlina ten dany stopovy kov akumulovat. Ackoliv
porovnani nejriznéjSich studii mize byt problematické kvili variacim druht pid a délky studii,
efektivni ¢inidlo by mélo byt schopné uréit biodostupnost stopového kovu i v rozdilnych podminkéch.
Vétsim problémem je skute¢nost, Ze rozdilné druhy rostlin rostouci ve stejnych podminkach akumuluji
ve svych tkanich riizné koncentrace stopovych kovi. Identifikace tohoto zdroje variaci je dilezitd pro

uvahy o obnoveni vegeta¢niho krytu kontaminovanych oblasti.

Biodostupnost je definovana jako mira vystaveni receptorii kontaminantim v pidé€ nebo sedimentech.

Vlastnosti pidy, typ kovu, druh rostliny a pfedev§im vztah pidy a rostliny ovliviiuji biodostupnost



kovii v plid€. Pro stanoveni biodostupnosti jsou velmi ¢asto uzivané jednokrokové extrakce, predevsim
pro jejich jednoduchost. DTPA a EDTA byly Siroce vyuzivany diky své schopnosti tvofit velmi
stabilni, ve vodé rozpustné a dobie definovatelné komplexy s kationty kovi. Také roztoky CaCl, a
NaNO; byly ¢€asto pouzivany pro stanovovani biodostupnosti. VSechny vyse uvedené metody jsou
pouzivany v jasné stanovenych podminkach, nebot’ Zadna z nich neni univerzalni. Spole¢nym znakem
téchto metod je jejich zaméreni na Castice kovi spojenych s uréitymi geochemickymi vlastnostmi
ptdy, ale Zadna z nich nebere v ivahu biologické reakce v pudé, predevs§im interakce pudy a rostlin

v rhizosfére.

Jednoduché organické kyseliny, které jsou jednak vyluCované rostlinnymi koteny a jednak vznikaji
¢innosti hub a bakterii, ovliviiuji fadu procest probihajicich v rhizosfére. Diky acidifkaci, chelataci,
oxida¢né-redukéim reakcim, mohou tyto kyseliny ovlivnit transport téZkych kovi v rhizosféfe. Rlizné
kyseliny mohou diky vzniku organokovovych komplexti mobilizovat tézké kovy zruznych pud a

zvysit jejich rozpustnost.

3. Akumulace médi ve vini¢nich pudach

Ve stiedomorskych oblastech plida nevykazuje obsahy médi vétsi nez 250 mg/kg, cozZ je méné nez
hodnoty zjisténé v severnéjSich oblastech péstovani vinné révy jako je Francie. Obsahy médi dosahuji
v oblastech Alsace, Champagne ¢i Burgundska hodnot 400-500mg/kg a v Bordeaux dokonce az
800mg/kg (Flores Velez, 1996). Takovéto rozdily mohou byt pfisuzovany suchym klimatickym
podminkam stfedomofiskych oblasti, které nejsou tak pfiznivé pro plisné napadajici vinnou révu a jez
Jjsou pri¢inou méné intenzivni aplikace tzv. Bordeauxské smési. Studie v Italii ukazaly, Ze koncentrace
médi ve vini¢nich pidach byly ve vlhkych hornatych oblastech severni Italie, kde se fungicidni
piipravky pouzivaji Casto, trikrat vétsi néz v suchych jiznich oblastech, kde jejich pouzZiti tak Casté

neni.

K redistribuci antropogenni médi v pud¢ prispivaji tfi hlavni procesy: pidni eroze, louzeni a
hloubkova orba, ktera miize bez odstranéni rostlin vinné révy rozsifit kontaminaci az do hloubky 40cm
(Flores Velez, 1996). Sklizni hroznii se z vinice odstrani jen mala &ast aplikované médi, nebot’

prostiednictvim opadavajicich a tlejicich listd se vétSina médi vrati zpét do vini¢ni pady.

Na Obr. 1 vidime grafy znazorfiujici pribéh obsahu médi v pidach s rostouci hloubkou. Grafy 2 a 8
ukazuji pidu, na niz se pocatek péstovani vinné révy datuje do minulého stoleti (Brun a kol., 1998). Je
to vapnita ptda, na které nedochazelo k hluboké orb¢ od za¢atku aplikace médi. Proto obohaceni médi
nenajdeme v pidé€ hloubéji nez 15cm. Zda se, ze v takovych podminkach je méd’ pevné vazana ve
svrchni vrstvé pady a nedochazi k louzeni, jedinym procesem, ktery zde probihéd transport médi, je
eroze. Grafy 24 a 26 vykazuji, ze koncentrace médi ve zkoumanych pidach je v podlozi vyssi nez ve

vrchnich vrstvach pidy. To znagi, Ze rostliny vinné révy byly na téchto vinicich béhem minulého



stoleti nekolikrat odstranény a opét zasazeny a vys$$i koncentrace médi je pravdépodobné dana

pohibivanim obohacené ornice do hlubsich ¢asti ptidniho profilu.

L.A. Brunetal (1998)
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Slou¢eniny médi aplikované na vinicich setrvavaji v piidé, protoze jsou pevné vazané na organické
latky, jilové mineraly a oxidy Zeleza, hliniku a manganu. Vztahy mezi médi a slozkami pidy zavisi na
nékolika proménnych jako jsou koncentrace v pidnich roztocich, schopnost adsorpce, koncentrace
ligandii, které tvofi organominerdlni komplexy, pH a redoxni potencial. K pochopeni chovani médi
vpudé je nutné nejen méfit celkové koncentrace, ale také pomoci nejriznéjSich fyzikalnich a
chemickych metod zkoumat jeji distribuci. Metody fyzikédlni frakcionace, pfedev§im na zakladé
velikosti ale také hustoty, se pouzivaji pfi zkoumani organického materidlu a organomineralnich
komponent v pudé€. Dal§im moznym pfistupem ve studiu vztahi mezi obsahem Cu a vlastnosti pud je
chemicka frakcionace, pfi niz dochézi k louzeni Cu z jednotlivych mineralnich a organickych Easti

vzorku pidy.

3.1 Vztah obsahu organického materialu a koncentrace Cu

Parat a kol. (2002), ktery na Burgundskych vinicich zkoumal vztah mezi mnozstvim akumulované Cu

a obsahem organického materialu v ptde¢, zjistil, Zze celkovy obsah organického uhliku ve zkoumanych



padach kolisal mezi 11,0 a 44,9 g/kg a kromé jediného vzorku (P12), ktery pfedstavoval zatravnénou
plochu, se na jeho obsahu neprojevil vliv zadné zemédélské Cinnosti. Celkovy obsah organického
dusiku se pohyboval mezi 1,1 a 4,5 g/kg a stejné jako u organického uhliku, ani zde se neprojevil vliv
zemédélstvi. Pomér C/N byl pak mezi 9,3 a 11,6 s nejvy$§imi hodnotami ve vzorcich P6 a P28, které
také obsahovaly nejvétsi podil médi. Pomér C/N se tedy jevi jako silné zavisly na celkovém obsahu

Cu v pud¢ a naznacuje moznost, Ze méd’ zabrariuje mineralizaci organického materialu.

3.2 Vliv médi na distribuci organického uhliku a dusiku

Parat a kol. (2002) také tvrdi, ze nejvétsi mnozstvi organického uhliku a organického dusiku byly vzdy
nalezeny v jilovych frakcich, zatimco nejniz§i hodnoty byly pozorovany v hrubozrnném ¢i
jemnozrnném pisku. Z Obr. 2 je vidét, ze vzorky pidy médi nejvice kontaminované (P6, P17, P28)
maji vétsi mnozstvi organického uhliku akumulované v hrubozrnné a jemnozrnné piscité frakci, coz
ukazuje, ze celkovy obsah médi ma vliv na distribuci organického uhliku v jednotlivych velikostnich
frakcich pidy. Naproti tomu tyto tfi vzorky vykazuji v porovnani s ostatnimi mensi mnoZstvi
organického dusiku akumulovaného v jilové frakci. Ve vzorku pidy s nejmen$im mnozstvim vapniku
(P20) je vétsi mnozstvi organického uhliku v hrubych frakcich a méné organického dusiku ve frakcich
jilovych. To by mohlo byt zplisobeno bud’ neddvnym obohacenim piidy organickym materidlem nebo
nedostatkem CaCO; v ornici, popfipadé obojim. Obvykle stupen rozkladu organického materialu roste
s klesajici velikosti ptdnich &astic. Césti rostlin prevladaji v hrubych frakcich, zatimco
organomineralni slozky se hromadi spiSe v jemnych frakcich. Bylo zjisténo, ze pomér C/N klesa
s klesajici velikosti pidnich ¢astic. To naznaluje, Ze nejvice humusu se nachazi v jemnych frakcich
ptd, které pravdépodobné obsahuji na dusik bohaté organické latky. Vzorky ¢islo P6 a P28 v§ak maji
vyssi pomér C/N v jemnozrnnych frakcich a tedy humifikace organickych latek musela byt pomalejsi
nez v ostatnich vzorcich, mozna praveé kvili vét§imu obsahu médi. Pomér C/N u vzorku pidy ¢islo
P20 neobsahujici vapnik je vy$si néz je primérna hodnota v této frakci. Naopak vzorek obsahujici
nejmensi mnozstvi médi (P24) ma pomér C/N v jemné frakci nejmensi. Tato zjisténi posiluji teorii, Ze
méd’ mize ovlivnit rozklad organickych latek, jak je dokazano silnou korelaci mezi pomérem C/N
v jemnych frakcich pidy a celkovym obsahem médi. Coz je také zdiraznéno vzorkem pidy
neobsahujici CaCOs; (P20). Zda se, ze vyssi obsah médi zplisobuje akumulaci organickych zbytku
s velkym obsahem organického uhliku v hrubozrnnych a jemnozrnnych piscich. Tento jev je jesté
vyrazné€j$i v ptidach neobsahujicich vapnik, nebot’ v nich je pro mikroorganismy dostupna vétsi ¢ast
médi. Nicméné ani obohaceni organickym materidlem v pfipad€ vzorku &islo P20 nemiize byt

vyfazeno z vysvétleni obsahu velkého mnozstvi organického materialu v hrubozrnnych frakcich.
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3.3 Sorpce médi na vapnité pady

Rodriguez-Rubio a kol. (2003) provadél na vinicich v jiznim Spané&lsku vyzkum vazeb Cu ve
vapnitych ptdach. Obr. 3 ukazuje adsorpéni izotermy médi na vapnité pidy s hnojivem a bez
pfidaného hnojiva. Mnozstvi médi navazané na nehnojené vzorky bylo zna¢né. pH roztokl
nehnojenych pid a pid s pfidavkem A (olivova drt’) a V (vinasa — rezidualni kapalina pfi destilaci
alkoholl, predevsim pii zpracovani cukrové fepy) bylo v rovnovazném stavu podobné, nartst sorpce
meédi tedy nezaviselo na zménach pH. Problém pak musi byt ve zvySeném obsahu organického
materialu v pudach v pfidavkem olivové drti, nebot’ tento materidl poskytuje mnohem vice
organického uhliku nez material V. Obsahy organického uhliku ve hnojenych i nehnojenych vzorcich

pudy jsou v Tab. 1.

Tab. 1 pH and chemical composition of the waste fertilizers used (in g-kg" dry matter)

pH Dry matter  Organic C N P K Ca Mg
A 77 807 126,4 9,0 2,5 17,5 86,3 6,6
vV 50 540 230,8 32,5 0,2 34,2 2,5 9,6
V- olive mill sludge; A- vinasse P. Rodriguez-Rubio et al. (2003)



Mnozstvi médi adsorbované jilovou slozkou nehnojeného vzorku pidy bylo mensi nez celkova
hodnota pro ptidu. V pidé s piidavkem olivové drti bylo naopak mnozstvi adsorbované médi vyssi. To
by mohlo byt zpisobeno zvySenym obsahem kalcitu v jilovité slozce pudy stejné tak jako vétSim
obsahem organického uhliku. V prachové frakci bylo adsorbovano velké mnozstvi médi v nehnojeném
vzorku, coz by mohlo byt vysvétleno obsahem karbonatl v této frakci. Také obsah organického uhliku
je v prachové frakci vétsi, a to dvakrat vétsi nez v jilovité frakci a vice nez dvacetkrat oproti pisCité
frakci. Ve v8ech pfipadech bylo pH roztoki v rovnovaze podobné, pravdépodobné jako disledek
tlumiciho G€inku vysoce zastoupenych karbonati. V piscité frakci mnozstvi sorbované médi sledovalo
stejnou posloupnost jako v pfipadé celé pidy. Sorpce byla vétsi nez se by predpokladalo pro tuto

velikostni frakci, opét predev§im diky obsahu pfitomnych karbonéatt.

P.Rodriguez-Rubio et al. (2003)
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Obr, 3 Adsamption wsotherms of copper on unamended and amended sampkes of the caleareous soil. Unamended (%), vinasse ({7} and alive mill
sludge (@). The errar bars indicate = standard error (some error bars are not sisibk because they are shorter than the symbal size).

3.4 Sorpce médi na pudy neobsahujici karbonaty

Rodriguez-Rubio a kol. (2003) se vénoval i pidam neobsahujicim karbonity a Obr. 4 zobrazuje
adsorpéni izotermy médi po pouziti acetatového pufru. Drasticky pokles sorpce po odstranéni
karbonati je dal§im dikazem, Ze karbonaty jsou jednou zhlavnich ptdnich komponent, které
ovliviiuji zadrzovani kovi v pidach. Vysledna pH byla o jednotku niz$i nez jaka méla pivodni vapnita

puda. Ve vSech frakcich této pudy byla sorpce médi mensi nez ve vapnitych vzorcich. Narozdil od



vapnitych pid vykazovala jilovita frakce nehnojeného vzorku jen o malo vétsi sorpci nez prachové
¢astice. To by mohlo znamenat, ze karbonaty prevladajici v prachové frakci originalni pidy jsou
zodpovédné za zvySenou sorpci téchto frakci. Stejné jako to bylo zjisténo u vapnitych pud, také
v pudach neobsahujicich karbonaty oba typy hnojiv zvySuji sorpci médi. Pfidany organicky material se
prednostné hromadi prachové frakci. Proto se i méd’ hromadi vice v této frakci hnojenych ptd nez ve
stejné frakci z nehnojenych pidach. Rovnovazné pH je v porovnani s nehnojenymi pudami vyssi
v experimentech s prachovou frakci hnojenych pid. Méd’ vazana piscitou frakci byla v porovnani

s frakcemi ostatnimi vZdy zanedbatelna.

P Rocriguez-Rubio et al. (2003)
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Pokles sorbované médi po odstranéni karbonati ukazuje, Ze kovy se vazou na povrch karbonati a

v diisledku toho se mobilita médi zvysuje, pokud dojde k odstranéni vapence.



4. Zpracovani vzorku

4.1 Zpracovani vzorku pudy

Vzorek kazdé pudy je slozen z vét§iho mnozstvi vzorkt (primérné 10), které jsou na ploSe zkoumané
pudy sesbirany nahodné, ovsem vzdy z vrchnich vrstev pudy, nej¢astéji v hloubkach mezi 15-30 cm.
Hloubka odbéru pfi jednom vyzkumu musi byt konstantni, aby byla zachovana reprodukovatelnost.
Nasledné jsou tyto vzorky smiSeny v jeden, ktery se ususi a rozemele natolik, aby se mohl prosit pres
sito s 2 mm oky. Tak vznikne vzorek vhodny k dal§im analyzam pro urceni biodostupnosti médi pro
rostliny. Velikostni frakce byly uréeny prostfednictvim sedimentace, pH bylo zméfeno v deionizované
vodé nebo v 1 M roztoku KCI, mnozstvi organického materialu bylo uréeno pomoci sulfochromitové
oxidace, kationtové vyménné kapacity NH,OAc a celkovy obsah karbonati extrakci pomoci HCI. Pro
uréeni celkového obsahu médi byly vzorky pidy vylouzeny lucavkou kralovskou: 0,5g pudy bylo
louzeno 7,5 ml koncentrovaného HCl a 2,5 ml koncentrované HNO;, 12 hodin pfi pokojové teploté a 2

hodiny pfi 150°C. Poté prosly filtraci a byly rozpustény ve 100 ml destilované vody.

Koncentrace médi v pidnich vyluzich je pak uréena bud’ pomoci atomové absorp¢ni spektrometrie

(AAS) nebo optické emisni spektrometrie s indukéné vazanou plazmou (ICP-AES).

4.1.2 Extrakéni metody

Vsechny extrakce probihaji za stalého michani pii teploté 20°C a nasledné jsou prefiltrovany

EDTA extrakce: 7,5 g pudy se extrahuje dvé hodiny pomoci 50 ml 0,01M Na,-EDTA a IM
CH3;COONH;,

DTPA extrakce: 10g pudy je dvé hodiny extrahovano 20 ml 0,005M TPA, 0,1M TEA a 0,01M
CaCl,

NH,OAc extrakce: 10g pudy se jednu hodinu extrahuje 200 ml IM CH3;COONH,

CaCl, extrakce: 5g pidy se extrahuje dvé hodiny 50 ml 0,01M CacCl,

4.1.3 Komplexotvorna ¢inidla: DTPA a EDTA

Cinidlo DTPA (kyselina dietylentriaminpentaoctova) bylo $iroce pouzivané ke stanoveni
biodostupnosti mnoha stopovych kovi, a koncentrace stopovych kovii extrahovatelnych pomoci
DTPA velmi dobte korelovala s prijmem nékterych kovi rostlinami. Nicméné kdyz doslo v dnesnich
studiich ke srovnani Sirokého spektra druhii pid, jak EDTA (kyselina etylendiamintetraoctova) tak i
DTPA poskytly jen nedostate¢ny obraz biodostupnosti kovi. Tento problém muize byt alespoii z ¢asti
zpusoben rozdily v obsahu organického materialu, pH, mnozZstvi, zdroji a formé zdroje kontaminantu a

také jeho statim. Bylo také zaznamenano, ze pfi studiich vykazujicich dobrou korelaci byl pouZit jeden
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nebo dva vzorky pudy a tudiz pfestoze byla korelace vysoka, vztahy zni odvozené nemohly byt
aplikovany vseobecné. Modifikace metod (modifikace slozeni chemického &inidla) nebo pouziti
metody pro jiné kovy nez Fe, Zn, Mn a Cu bez detailni studie mohou pfispét k rozporuplnym
vysledkim. Také pH 7,3 pouzivané pti extrakci pomoci DTPA ¢asto jen malo reprezentuje skute¢né
pH pldy a vede ke zménam charakteristik pid a kovd.

DTPA i EDTA pouzivaji jako zaklad extrakce organické ligandy schopné vytvofit s kovy pevny
komplex. Tento postup byl vyvinut pro reprezentaci mechanismu, ktery pouzivaji rostliny s deficitem
kovi. Nicméné dnes jsou tato ¢inidla pouzivana pro Siroké spektrum ptid a stanovuje se dostupnost
nevhodnych kovl. Dalsi dilezity cinitel, ktery byva casto prehlizen je pomér pida:roztok a
koncentrace ligandi. V malo zneciSténych pidach nemusi byt schopnost DTPA tvofit komplexy
vylerpana, naopak ve vysoce kontaminovanych pidach muze dojit k saturaci ligandi. Aby pfi extrakci
stopovych kovi k saturaci ligandi nedochazelo, méla by byt uvazovana koncentrace ligandii i pomér

puda:roztok.

DTPA je vhodna pouze pro neutralni a mirné alkalické pidy. Pokud je aplikovana na kyselé pidy,
muze dojit k pfekroceni tlumici kapacity pidniho roztoku, zna¢né mnozstvi kovi se navaze na oxidy
Zeleza a manganu a dojde k uvolnéni karbonati. EDTA extrakce je vhodna pouze pro kyselé pudy.

EDTA je schopna extrahovat stopové prvky z pid obsahujicich labilni i stabilni ¢astice.

4.1.4 Cinidla kyselé povahy

Kysela ¢inidla jako 0,1 M HCI poskytuji jen nepiesnou piedpovéd’ dostupnosti jak Zn, tak i Cu.
Takovéto &inidlo odstrafiuje kovy vazané na organicky materidl. Presto jsou vysledky v

prijatelném poméru s celkovym obsahem kovu v pide¢.

4.1.5 Roztoky neutralnich soli

Pro méreni stopovych kovt v piidach bylo navrzeno velké mnozstvi neutralnich soli (1 M NH,OAc, 1
M NH/NO;, 0.1 M NaNOs, a 0.01 M CaCl,). Ze vSech vyzkou$enych &inidel poskytuji roztoky
neutralnich soli nejlep$i obraz vztahi mezi dostupnymi stopovymi kovy a jejich akumulaci v
rostlinnych tkanich. Nicméné tato technika je pomérné novd a je jen omezeny pocet studii
poskytujicich data. Problém tkvi také v tom, Ze studie se ¢asto omezuji na uréeni, zda je ¢i neni dané
¢inidlo vhodné k ur¢eni biodostupnosti, a tedy vztahy jsou zkoumany predevsim prostfednictvim
porovnavani riznych studii. Dobré vysledky studii by tak mohly alespori z ¢asti souviset s omezenosti

dostupnych dat.

Za zminku stoji, Ze predbézné dikazy indikuji moznou efektivnost 0,01 M CaCl, v urovani

biodostupnosti Cu. Nicméné pouziti ziedéného CaCl, k extrakci nebylo Uspé€$né univerzalné a k
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pouziti analytickych metod k vylou¢eni médi vazané na organické slouceniny je také potieba Cinidel
s charakterem ziedéné soli. Metoda pouziti neutralnich soli je podporovani také kvuli predpokladu, ze
biodostupné stopové kovy jsou prevazné navazany na povrch minerall a tudiz mohou byt nahrazeny
jinymi kationty. Na rozdil od ¢inidel jako je DTPA, neutralni soli odstrariuji stopové kovy z pevné
faze pomoci kationtli schopnych desorpce ptidanych do pidy. Pro extrahovani kovd, které tvori
komplexy s iontem ClI-, je vhodné pouziti soli obsahujici Cl, protoze diky vzniku komplexd volnych
ionti s Cl- dojde k podniceni desorpce. Velkym mnozstvim studii bylo potvrzeno, Ze roztoky
neutralnich soli jsou pfi stanovovani dostupnosti kovi pro rostliny podstatné efektivnéjsi nez
agresivnéjsi testy jako DTPA. Ackoliv pouzivani CaCl, je podporovano v Evropé, USA, Novém
Zélandu a Australii, jsou také zpravy, Ze jiné neutralni soli jako 1 M NH,CI nebo 0,1 M NaNO;

poskytuji lepsi indikaci rostlinami pfijimanych koncentraci kovii nez CaCl2.

CaCl, a NaNO; jsou pouzitelné pouze pro zaménitelné kovy. Vapnik je dominantnim kationtem pudy
a odrazi pevnost vazeb ¢i miru rozpustnosti jednotlivych pid. NaNO; mize extrahovat zaménitelné
kovy diky iontové sile a pfitom neovliviiuje rovnovahu mezi pidnim roztokem a pevnou pudou.
Ackoliv snadno zaménitelné kovy mohou byt extrahovany jak CaCl,, tak i NaNO;, NaNO; je méné

agresivni pfi vytvareni vazeb s povrchem organické hmoty a oxida.

4.1.6 Extrakce zaloZena na rhizosféie

Podle Mu-Hua Feng a kol. (2005) byly 2 g vlhké rhizosféry smiSeny s 20 ml smési organickych
kyselin (kyseliny octové, mlé¢né, citronové, jable¢né a mravenéi). Kone€na koncentrace kyselin byla
10 mM a jejich molarni pomér 4:2:1:1:1. Smés byla 16 hodin michana a poté 10 minut ponechana
v centrifuze. 5 ml kalu bylo ihned odpipetovano do 10 ml odmérné baiiky a do 10 ml doplnéno 2%
HNO3. Ziskany extrakt byl pouzit k uréeni tézkych kovi. Padni vihkost byla zméfena dvoudennim
suSenim pudy pfi 65°C.

Zda se, ze extrakce zaloZzena na rhizosféfe je nejen nejjednodussi, ale také byla pro stanoveni
biodostupnosti Cr, Cu, Zn a Cd v pidach lepsi nez kterakoliv jednoducha extrakéni metoda, ackoli je
naprosto nevhodna k uréeni biodostupnosti Ni a Pb, nebot’ tyto dva kovy nejsou pro rostliny
nepostradatelné. Nejzieteln€jSim rysem této metody pak je skutecnost, Ze je vhodna jak pro kyselé tak
i pro neutrdlni az mirn€¢ zasadité pudy, coz ukazuje, Zze by potencialné mohla byt univerzalni pro
stanovovani biodostupnosti kovii v piidach. Uspé&nost metody mize byt pfipisovana pouziti Cerstvé
rhizosféry a jednoduchych kyselin coby extrakénich €inidel. Koncentrace kyselin a jejich pomér byly
zvoleny podle mnozstvi v rhizosféfe. Kyseliny octova a mlé¢na byly zastoupeny v nejvétSim
mnozstvi, protoZze tyto dv€ organické kyseliny jsou produktem bakterii v rhizosféfe a jsou

vevr

hraje tvorba komplexi kovi s organickymi kyselinami. Také pH rhizosféry ovliviiuje extrakéni



schopnosti kyselin, nebot’ pH méni afinitu pidy a plsobi i na nékteré druhy samotnych kyselin.
Protoze riizné organické kyseliny maji rizna pKa, koncentrace organickych ligandi bude pii daném

pH odlisna.

4.1.7 Hodnoceni metod

Variace koncentraci Cu ve vyhoncich zjisténa kteroukoliv metodou byla mald a nezavisld na
vlastnostech zkoumané piidy a obsahu médi. Naopak, koncentrace médi v kofenech se vyrazné lisily.
U vapnitych zasaditych pid byla zjisténa pfima zavislost mezi koncentraci médi v kotenech, celkovym
obsahem médi, mnozstvim médi extrahovanym metodou EDTA ¢&i pyrofosfatem draselnym a obsahem
organického uhliku v pidé. Koncentrace médi v kofenech je mnohem citlivéj$i ukazatel dostupnosti
meédi obsazené v pidé nez koncentrace médi ve vyhoncich. Jednoduché metody extrakce médi jako

EDTA poskytuji vhodny obraz biodostupnosti médi ve vapnitych pidach

4.2 Zpracovani vzork rostlin

4.2.1 Studium biodostupnosti médi pro rostliny kukufice

Zma kukufice nakli¢ena na vlhké buniiné byla presazena do kofenacli obsahujicich vzorky
kontaminované pidy. Rostlina nebyla hnojena, aby nedoslo k ovlivnéni mobility a biodostupnosti
médi v pidach, a byla péstovana ve sklenikovych podminkach: s 14 hodinovym slune¢nim zafrenim a
10 hodinovou noci, pfi minimalni teploté 22°C, maximalni teplota dosahovala 28°C. Rostliny kukufice
byly sklizeny po 35 dnech ristu. Po 72 hodinach su$eni pfi 70°C byla zjist€éna vaha podzemnich i
nadzemnich ¢asti kazdé rostliny. Pro ziskani neporuseného Cistého kofenového systému, byly rostliny
vyjmuty z pidy za stdlého promyvani vodou a rostlinné zbytky byly z kofenti odstranény pinzetou
v destilované vodé¢. Poté byly rostlinné vzorky vylouzeny: 1g rostlinného materialu byl louzen 5Sml
koncentrované HNO; a 10ml 30% H,0,. A to 12 hodin pfi pokojové teploté, SO minut pfi teploté
60°C, 35 minut pfi 90°C, 35 min pfi 150°C a nakonec 150 min pfi 250°C. koneény objem byl
rozpu$tén ve 100ml destilované vody. Koncentrace médi v rostlinnych vyluzich byly uréeny pomoci

metody ICP-AES.

Pozorované koncentrace médi jsou zavislé na vlastnostech ptdy jako je celkovy obsah médi, CEC, pH
a obsah organického materialu. Koncentrace médi v kofenovém systému kukufice byly vysoké a
znacné zavislé predev§im na celkovém obsahu médi v pude, ktery je nepfimo umérny kationtové
vyménné kapacité. Naopak koncentrace médi zjisténé v nadzemnich ¢astech rostlin byly velmi nizké,
at’ byla koncentrace médi v kofenovém systému rostlin jakakoliv. Z toho vyplyva, Ze koncentrace

médi v nadzemnich ¢astech rostlin nejsou zavislé na médi obsazené v kofenech a zda se, ze se méd’



prednostné akumuluje v kofenech a kukufice ma schopnost kontrolovat jeji koncentrace ve

svych nadzemnich &astech.

4.2.2 Studium biodostupnosti médi pro rostliny rajdat

Nejprve byla raj¢ata pro ziskani slozit¢ho kofenového systému 3 tydny péstovana v hydroponickych
podminkach. Béhem prvniho tydne byla zdsobena 600 uM CaCl, a 2 uM H;BO; a v prib¢hu
zbyvajicich 2 tydni kompletnim vyzivnym roztokem. Nez byly rostlinky na 8 dni presazeny do
malych misek s vlhkou ptdou, zraly vzorky 6 dni v ristové komore. Méd’ nebyla Zadnym zpiisoben
dodavana, a tak jejim jedinym zdrojem ztstala v této ¢asti experimentu pida. Misky s piidou byly po

téch 8 dni udrzovany vlhké pomoci vyzivného roztoku.

Kofeny a vyhonky byly sklizeny na konci hydroponického obdobi a 8 dni po kontaktu rostlin s pidou.
Pro kazdy pokus bylo sklizeno a analyzovano 5 vzorki. Kofeny a vyhonky byly zvazeny, vysuseny pfi
105°C a vyluhovany smési HNO; a HCIO4 v poméru 1:1 oddélené. Méd’ z rostlinného vyluhu byla

zkoumana metodou AAS.

Variace koncentraci Cu ve vyhoncich zjisténd kteroukoliv metodou byla mald a nezavisla na
vlastnostech zkoumané ptidy a obsahu médi. Naopak, koncentrace médi v kofenech se vyrazné lisily a
zdaly se byt pfimo umeérna obsahu oxidl Zeleza a nepfimo iméra pH pidy. U véapnitych zasaditych
pid byla zjiSténa pfima zavislost mezi koncentraci médi v kofenech, celkovym obsahem médi,
mnozstvim médi extrahovanym metodou EDTA &i pyrofosfatem draselnym a obsahem organického
uhliku v pudé€. Koncentrace médi v korenech je mnohem citlivéjsi ukazatel dostupnosti médi obsazené
v pidé nez koncentrace médi ve vyhoncich. Jednoduché metody extrakce médi jako EDTA poskytuji

vhodny obraz biodostupnosti médi ve vapnitych pidach

Obsah tézkych kovi v pudé€, kofenovém systému a nadzemnich ¢astech rostlin byl zmétren ICP-MS.

Slouceniny médi aplikované na vinicich setrvavaji v pidé, nebot’ jsou pevné vazané na organické
latky, jilové mineraly a oxidy Zeleza, hliniku a manganu. Obsah sorbované médi v pidach pak
ovliviiuje velké mnozstvi nejriznéjSich faktort: at’ uz je to podnebi, zplisob hnojeni a typ hnojiva,

zrnitostni frakce pudy, pH ptidy, obsah organickych latek ¢i obsah karbonatii.

Sorpce médi na vapnité pidy je dost rozSifena sama o sobé, Casto je navic zvétSovana hnojenim
nevhodnymi latkami (napf. olivova drt’). V jilovych frakcich nehnojenych pid najdeme kovti jen malo,
ovsem pridavkem olivové drti jeho obsah dramaticky vzroste. Vzhledem k obsahu karbonati a
organického materidlu v pis¢ité frakci je také v této frakci zadrzovano velké mnozstvi kovii. A prave

karbonaty jsou podle vieho tou komponentou pidy, kterd ma na obsah médi v pidé nejvétsi vliv.
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Pokles sorbované médi po odstranéni karbonatii ukazuje, Zze kovy se vazou na povrch karbonatli a

pokud dojde k odstranéni vapence, dojde sice ke snizeni sorpce médi, mobilita médi se v§ak zvysuje.

Co se tyce ucinnosti jednotlivych extrakénich metod, vysledky ukazuji, ze extrakce zaloZena na
rhizosfére je nejlepsi metodou k odhadu biodostupnosti médi. Zatimco DTPA a EDTA jsou vhodné
jen pro vapnité respektive kyselé pidy a CaCl, s NaNOs jsou metody, které lze pouzit pouze pro
zameénitelné kovy, extrakce zaloZena na rhizosfére je potencialné univerzalnim zplisobem stanovovani
biodostupnosti kovi. Jejim nejdilezitéj$im rysem je schopnost podavat spolehlivé vysledky jak
v kyselych, tak i v mirn¢ zasaditych pidach. Nicméné jeji vyzkum je teprve v pocatcich a proto je

tieba zahrnout do testovani spolehlivosti této metody vice rostlin.
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