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Osnova

Hodnocení expozice: 

• obecné zákonitosti hodnocení expozice

• osud látek v prostředí

• chemické a biologické analýzy v hodnocení rizik

• metodiky a modely



Hodnocení expozice



Fáze analýzy rizik

• Analýza je proces, který zkoumá dvě hlavní složky rizika, expozice a 
účinků a jejich vztahy mezi sebou navzájem.

• Cílem je poskytnout data nezbytné pro stanovení nebo předpovídání 
ekologické odezvy na stresory za podmínek expozice.

• Produktem fáze analýzy jsou souhrnné profily, které popisují expozici a 
vztah mezi stresorem a odpovědí. 

• Tyto profily tvoří základ pro odhad a popis rizika v charakterizaci rizik. 

• Průběh fáze analýzy:

– Selekce dat, která budou použita na základě jejich užitečnosti pro 
vyhodnocení hypotéz

– Analýza expozice - zkoumání zdroje stresorů, distribuci stresorů v životním 
prostředí a míru společného výskytu nebo kontakt

– Analýza dopadu - zkoumání vztahu stresor-odpověď, důkazy kauzality a 
vztah mezi měřenými efekty a hodnocenými endpointy



Expozice v ekotoxikologii a v EcoRA

expozice v HHRA:

C8580 Analýza rizik

Dr. Pavel Čupr



Expozice v ekotoxikologii a v EcoRA

• hodnocení efektů bez znalosti expozice je téměř zbytečné

• bez expozice není účinek, bez expozice je riziko = 0

• z hlediska poslání / cíle celé ekotoxikologie: nejen řešit efekty, ale 
popsat celý problém, popsat riziko, odvodit opatření, chránit ŽP:

– predikce – hodnocení rizik – pravděpodobnosti, že při dané koncentraci 
dojde k definovaným efektům

– kauzalita – korelace intenzity stresoru (koncentrace chemické látky) a míry 
poškození biologického systému

– Výsledek je prognóza koncentrace toxikantů v jednotlivých složkách 
prostředí = PEC (Predicted Environmental Concetration)

– potenciální expozice jako jeden z podkladů pro hodnocení účinků



Expozice v ekotoxikologii a v EcoRA

• Expozice = stav kdy se toxikant dostává do přímého kontaktu s 
biosystémem

– Zahrnuje i cesty, kterými se látka dostává od zdroje k příjemci a osud látky v 
prostředí

• Účinek = změna, kterou svým působením toxikant v biosystému vyvolá

• K přímému vlivu toxikantu na biosystém může dojít pouze tehdy, 
jestliže molekuly toxikantu vstoupí do interakce s molekulami v místě 
účinku v biosystému 

• Pouze pokud toxikant vstoupí do organismu a zde dosáhne místa, které 
je citlivé na jeho působení (= tzv.místo účinku) a vstoupí do reakce s 
molekulami, které se zůčastňují metabolismu, může nastat škodlivé 
působení

• Nepřímý účinek = zprostředkovaně vztahy mezi organismy – likvidace 
včel působení pesticidů ovlivní opalování rostlin



Expozice v ekotoxikologii a v EcoRA

• všechny tyto procesy je potřeba popsat a vyhodnotit (= změřit/modelovat) pro kvalitní 
analýzu ekotoxikologického problému, protože v drtivé většině případů platí, že
pro účinek musí látka vstoupit do organismu a reagovat s biol. receptorem

• expoziční cesta

ISO 17402 (2006) Guidance for the selection 
and application of methods for the assessment  
of bioavailability in soil and soil materials



Hodnocení expozice

• Princip hodnocení expozice, jakožto základního předpokladu pro existenci 
účinků je v metodice EcoRA zcela nezbytnou komponentou. 

• Expozice se vyjadřuje buď ve vazbě na prokazatelně přítomné stresory v 
prostředí nebo jako funkce dávky, například dle očekávaného přijmu v potravě.

• Samostatnou kategorii popisující celkovou dávku přijatou organismem již ve 
vztahu k předpokládanému účinku je dávkový ekvivalent.

• Hodnoceni expozice a hodnoceni účinků spolu úzce souvisejí. Musí byt 
koordinované s aktivitami charakterizujícími fyzikální a chemické vlastnosti 
sledované lokality či oblasti. 

• I přes velmi úzkou souvislost těchto hodnoceni neexistuji standardní přístupy 
ani specifická sada metod EcoRA pro všechna místa – každé hodnoceni je 
unikátní a místně specifické.

• význam hodnocení spočívá v kvantifikaci skutečné nebo potenciální expozice 
každého receptoru zájmovymi kontaminanty a použite metody musí tudíž 
spojovat kontaminanty v prostředí s ekologickými receptory.



Expozice v ekotoxikologii a v EcoRA

Chapman et al. (2003) Human and Ecological Risk Assessment 9, 641

konstrukce expozičního scénáře – analýza situace



Metodiky hodnocení expozice

• Hodnocení expozice zahrnuje popis a kvantifikaci všech jevů, které se 
vyskytují mezi výstupem toxikantu ze zdroje a jeho přímým kontaktem s 
biosystémem, tedy expozicí.

– Výstup toxikantu ze zdroje (emise)

– Transformace v prostředí včetně změn a transformace látek v průběhu 
transportu (transmise)

– Kontakt toxikantu s cílovými organismy (imise)

EU Conceptual model for the 
hazard and risk assessments 
in the terrestrial ecosystems

Chemicals reach the initial 
exposed compartment (s) (Air, 
Plants, Seeds, Soil or Water),
distribute in the environment and 
reach ecological receptors.



Zdroje rizik

• Identifikace zdroje - relevantní informace mohou pocházet:

– Map využití půdy, letecké snímkování 

– Rozhovory s místními informátory

– Historické záznamy

– Průzkumy oblasti 

• Fyzikální stav zdroje 

• Složení zdroje, a jeho historie, včetně stavu který vedl k nápravě (např. 
odpad uložen před 15 lety na povrch půdy a zakrytý čistou půdou před 
10 lety)



– BODOVÉ ZDROJE (lze lépe kontrolovat, postihovat)

• odpadní komunální vody

• průmyslové odpadní vody

• pevné městské a průmyslové odpady - skládky / spalování

– DIFUZNÍ ZDROJE (obtížná kontrola)

• průmysl, produkty motorů, výroba energie

• splachy z povrchů (silnice, střechy, nátěry ...)

• zemědělské činnosti

Zdroje rizik - přehled zdrojů kontaminace



Otázky pro při hodnocení distribuce stresorů

• Jaké jsou důležité transportní cesty?

• Jaké vlastnosti stresoru ovlivňují jeho transport?

• Jaké vlastnosti ekosystému budou ovlivňovat transport stresoru?

• Budou se tvořit sekundární stresory?

• Kam se budou stresory transportovat? 



Charakterizace stresorů

• Pro chemické stresory, vyhodnocení obvykle začíná určením 
rozdělovacích koeficientů

• Klíčové faktory zahrnují fyzikálně-chemické vlastnosti, jako je 
rozpustnost a tlak par

• Například chemické látky s nízkou rozpustností ve vodě mají tendenci 
se nacházejí ve složkách životního prostředí s vyššími podíly 
organického uhlíku, jako jsou půdy, sedimenty a biota 

• Odtud se hodnocení může zkoumat transport v kontaminovaném médiu 

• Vzhledem k tomu, směsi látek mohou mít různé vlastnosti, analýza by 
měla zvážit, jak se složení směsi může měnit v čase v průběhu 
transportu v životním prostředí 

• Bioakumulace a biomagnifikace jsou dalšími důležitými parametry



OSUD látky v prostředí určuje míru EXPOZICE

ENVIRONMENTÁLNÍ OSUD (fate) popisuje
? V kterých složkách prostředí se látka nachází ROZDĚLOVÁNÍ mezi složky
? Jak se uvnitř složek pohybuje TRANSPORT – např. vzduchem
? Jak se uvnitř složek přeměňuje TRANSFORMACE

– chemické a biologické

EXPOZICE (exposure)
Míra vystavení organismu
látce (v určité koncentraci,
po určitou dobu atd 
= Expoziční scénáře)



Obecné mechanismy transportu a rozptylu stresorů

• Fyzikální, chemické a biologické stresory:

– Vzdušným prouděním 

– V povrchových vodách (řeky, jezera, potoky)

– Skrze půdní povrch 

– V podzemních vodách

• Primární chemické stresory:

– prostřednictvím potravního řetězce

• Primárně biologické stresory:

– Lidská činnost

– Pasivní transportem jinými organismy

– Biologické vektory



Které parametry určují jaký bude osud chemické látky? 

ROZDĚLOVÁNÍ TRANSPORT TRANSFORMACE

Vlastnosti látky Polarita vs hydrofobicita (Kow, rozpustnost ve vodě)
Těkavost, bod varu, vypařování (H, bod varu)
Reaktivita vs stabilita a persistence (t1/2)

Vlastnosti
prostředí

Proudění (rychlost, směr, typ ...)
Teplota
Světlo (a jeho parametry)
Chemické složení

pH  (volné H+)
Redox potenciál (... přítomnost O2)
Přítomnost anorganických iontů / výměnných míst (např. jíl)
Částice – typ, velikost, množství
Organický materiál – typ, množství (huminové látky atp.)

Voda

Sedimenty

Půda

Atmosféra

Vlastnosti bioty
vegetace, konzumenti ...

Počet /     Pohyb /    Velikost (povrch)
/    Množství (%) tuku
/    Stupeň v trofické pyramidě atd. atd.

Kombinace uvedených parametrů určí osud a výslednou  expozici organismů

Kow, H, t1/2



OSUD látky v prostředí určuje míru EXPOZICE

• Transportní procesy  - dochází k pohybu látek v prostředí, ale nemění 
se chemická podstata

– Difúze, sorpce, volatilizace, biokoncetrace

• Transformační – mění se chemické složení toxikantu – dochází k jeho 
degradaci

– Fotolýza, hydrolýza, oxidace, biologická degradace

• Při popisu látek v prostředí je důležitá kinetika, to znamená změna 
koncentrací látky v závislosti na čase. Rychlost degradace a 
transformace je důležitým parametrem pro hodnocení možnosti jejich 
migrace v životním prostředí

• Řada těchto procesů probíhá podle kinetiky 1. řádu což znamená, že 
okamžitá rychlost reakce je úměrná koncentraci výchozí látky v dané 
fázi.



• Typy transformací organických látek:

– částečná změna struktury (např. vstup OH do neutrální mk)

– degradace na menší organické molekuly

– úplná degradace org. látky (CO2, H2O) 

• Hlavní procesy

– Chemické - dle typu prostředí

• atmosféra – fotochemické reakce, reakce s kyslíkem (!)

• voda – hydrolýza, oxidační reakce

• anoxické prostředí (sedimenty, podzemní voda) – redukční reakce

– Biotické (enzymatická)

• Úplná biotransformace („Ready biodegradability“ )

– látka je využívána mikroorganismy jako zdroj uhlíku  produkce
CO2

• Kometabolizace

– mikroorganismy potřebují jiný (hlavní) zdroj C (transformace látky v 
rámci „vedlejších“ procesů)

Přeměny látek v prostředí – (bio)transformace



Přeměny látek v prostředí – (bio)transformace

• Výsledek transformace

– netoxické produkty

– tvorba ještě toxičtějších produktů (! př. Hg  methyl-Hg)

• Biodegradabilita vs Persistence 

– Látky polární a reaktivní – zpravidla krátký poločas života

– Halogenované, neutrální látky – persistentní v prostředí



Sekundární stresory

• Sekundární stresory může výrazně změnit závěry o riziku – mohou být větší 
nebo menší, než se týkají primárního stresoru. 

• Charakterizace sekundárního stresoru je obvykle součástí charakterizace 
expozice - všechny potenciálně významné sekundární stresory jsou brány v 
úvahu. 

• Pro chemikálie, vyhodnocení se obvykle zaměřuje na metabolity, 
biodegradace produkty nebo chemikálie vytvořených pomocí abiotických 
procesů. 

– mikrobiální činnost zvyšuje bioakumulaci rtuti přeměnou anorganických forem 
na organické

– sekundární stresory mohou být také vytvořeny pomocí procesů v ekosystému. 
Přísun nutrientů do řeky může snížit koncentraci rozpuštěného kyslíku protože 
se zvýší primární produkce a následně dekompozice

– Fyzikální disturbance – např. odstranění břehových porostů, může generovat 
mnoho sekundární stresory, včetně zvýšení živin, teploty, sedimentace a změně 
toku – tyto faktory mohou ovlivnit úmrtnost ryb v daném místě řeky



Expozice v ekotoxikologii a v EcoRA

• překryv s environmentální chemií

• expozici předchází osud kontaminantu v prostředí, který nemůže 
ekotoxikologie přehlížet, protože expozici klíčově ovlivňuje:

– změna environmentální dostupnosti:

• změna celkové koncentrace v prostředí

• změna distribuce v různých částech prostředí

• změna forem výskytu látky (např. kovy – speciace) a transformace

• závisí zejména na vlastnostech látky a prostředí

– změna biodosažitelnosti a biodostupnosti

• vazba na složky prostředí

• omezení příjmu organismy

• závisí na vlastnostech látky, prostředí ale i organismů (uveďte konkrétní příklady)



Expozice v ekotoxikologii a v EcoRA

• celá řada souvisejících procesů na překryvu ekotoxikologie a 
environmentální chemie

– bioakumulace

– biokoncentrace

– bioobohacování

– biotransformace

– biodegradace

– toxokinetika

– toxodynamika



Bioakumulace, Biokoncentrace, Bioobohacování

Biokoncentrace
Míra příjmu látky do organismu (ryby) z vody 
BCF – Bioconcentration factor

Experimentální stanovení
Testy s rybami (standard OECD 305)
Dlouhé, náročné testy, testy s rybami in vivo

BCF lze predikovat z Kow



Bioakumulace, Biokoncentrace, Bioobohacování

Bioakumulace
Akumulace látky (všechny cesty expozice)
BAF – Bioaccumulation factor

Bioobohacování
(Biomagnification)

Zvyšování koncentrací látek v organismech 
v potravním řetězci
BMF – Biomagnification factor (Cpredator/Cfood)





Hodnocení expozice



Jak poznat dávku (expozici) ?

Atmospheric
Deposition

Erosion
& Runoff

Untreated discharges

WWTP



Hodnocení expozice

• analýza intenzity, kvantifikace stresoru = chemické látky, toxikantu

• cíl = přesná a pravdivá koncentrace/dávka, které jsou biosystémy exponovány + 
případně četnost a doba trvání expozice a prostorové definování

• měření versus modelování

• nutno jasně definovat KDE (na jaké „vrstvě“) je stresor kvantifikován:

koncentrace v prostředí   X   koncentrace v organismu (dávka)

a CO vlastně vyjadřuje

• pro hodnocení rizika (HI = PEC / PNEC) je nutné, aby PEC a PNEC měly stejný kontext: musí 
být ve stejných jednotkách (např. celková koncentrace ve vodě / účinky při konkrétní celkové 
koncentraci ve vodě)

• u kauzality to nutné není (např. koncentrace ve vodě / počet buněk řas v ml) – ALE kvantifikace 
stresoru musí být co nejvíce relevantní k následným efektům (biodostupná koncentrace)



Metody hodnocení expozice

• „klasické“

– stanovení totální koncentrace v prostředí (externí)

– stanovení koncentrace v organismu (interní - body burden)

– většinou jednorázové stanovení aktuální koncentrace

• „moderní“

– stanovení „biodostupných“ koncentrací v prostředí – důraz na reálnou frakci 
– efektivní frakci toxikantu

– stanovení reálné expozice z hlediska času – dlouhodobé zprůměrování 
koncentrace – time weighted average (TWA) – pasivní vzorkování

– měření a modelování přestupu do organismu – toxokinetika

– efektivní koncentrace v organismu (lethal body burden, incipient lethal level..) 
+ biomarkery expozice

– modelování expozice multisložkovými environmentálními modely



Hodnocení hladin a koncentrace v prostředí

– Principem je odběr vzorků, jejich chemická analýza a vyhodnocení

– Výstupem je totální koncentrace na daném místě v daném čase

– Základní informace pro retrospektivní studie

– Monitoring vybraných látek v ovzduší na měřících stanicích

– Monitoring kvality vod v povrchových tocích

– Systematický monitoring kvality půd a jejich kontaminace v rámci celé ČR

– Účelové studie kontaminace okolí průmyslových závodů

– Výzkumné studie zaměřené na určitý zdroj kontaminace 

– Rozložené koncentrace látek v modelovém ekosystému

– Monitoring zdravotního stavu lesních porostů pomocí analýzy síry v jehličí



Aktuální koncentrace v médiu



Celkové – totální – koncentrace 

Government of Canada 
(2012) Federal 
Contaminated Sites 
Action Plan. Ecological 
Risk Assessment 
Guidance.



Celkové – totální – koncentrace 

totální celkové koncentrace

silné, agresivní („harsh“) extrakce

půda

sediment

voda

vzduch (filtry)

biota



Měření biodostupnosti



BIODOSTUPNOST

• Pojem původně z farmakologie
– frakce látky, která je v těle účinná

• V environmentálních vědách
– frakce látky, která může být přijata do  organismu = látka je ve formě, která je 

dostupná (není tedy vázána v prostředí - např. na organický uhlík apod.)
• Biodostupnost popisuje procesy (vztahy) mezi

– Látkami přítomnými v prostředí
– Vstupem (akumulací) látek do organismů
– Vlastnostmi prostředí

Příklad - Půda
dvě rozdílné půdy (vysoký a nízký obsah organického uhlíku)
biodostupnost (a tedy i bioakumulace) je vyšší v případě “low”



Toxické kovy ve vodách vs. tvrdost vody
-> vyšší tvrdost vody (více Ca / Mg) – snížení biodostupnosti / snížení toxicity kovů

(kompetice s toxickými kovy o vazebná místa v biotě)

BIODOSTUPNOST



Hydrofobicita – organické látky vs. organický uhlík (huminové látky)
-> hydrofobní látky - tendence akumulace v tucích / v biotě 

(ale současně i v mrtvé organické hmotě - OC)
-> vysoký obsah OC v prostředí (ve vodě): snížení biodostupnosti látek

BIODOSTUPNOST



Toxické kovy ve vodách vs. pH / složení vod
-> vyšší pH: kovy přítomny v nerozpustných hydroxidech (snížení biodostupnosti)
-> nižší (kyselé) pH – vyšší rozpustnost a vyšší toxicita kovů

BIODOSTUPNOST



Měření biodostupnosti

• je potřeba zejména při analýze kauzality mezi expozicí a účinkem

• je potřeba pro větší mechanistické poznání tohoto vztahu

• je potřeba pro možné extrapolace účinků mezi vzorky a kontaminanty

Eisenia andrei exponována olovu 2 g/kg
(totalní koncentrace)

Lanno et al. (2004) Ecotoxicology 
and Environmental Safety 57, 39-47

ISO 17402 (2006) 



Jak změřit biodostupnost ?

• pravdivě biodostupnou koncentraci lze stanovit pouze analýzou organismu po 
jeho expozici případně analýzou efektů

• snaha vyvinout jednoduché chemické nástroje pro odhad biodostupné
koncentrace / frakce kontaminantu

• pouze taková chemická metoda, která koreluje s biologickým příjmem či efekty 
je validní (biomimetické metody / proxy for biota)



Neextrahovatelná frakce

Agresivní extrakce

Mírná extrakce

Frakce vázaná 
na DOC

Volně rozpuštěná 
frakce

Vodná fáze

Příjem 
dermální

Exkrece

Rychle reverzibilně 
vázaná frakce

Pevná fáze Ingesce

Nereverzibilně 
vázaná frakce

Pomalu reverzibilně 
vázaná frakce

??

??

Celkový obsah

Hlen

Asimilace
Distribuce
Metabolismus
Eliminace

Bioakumulace
Dosažení receptoru
Toxicita ?

aging, sekvestrace

Sorpce
Kd, Koc, pH, CEC

Kow, BCF

Jak změřit biodostupnost ?



Jak změřit biodostupnost ?

Semple et al. (2004) EST 15: 229A 

NOW

MAYBE 
AFTER

NEVER

Biodosažitelná
=

Biodostupná
+

Potenciálně biodostupná

biodostupnost začíná 
až přestupem přes 

biomembránu



Jak změřit biodostupnost ?

Řešení:

• nemůže existovat jedna univerzální metoda

• různé organismy, látky, situace:

– toxicita pro organismy žijící v médiu 

– biodegradace kontaminantu 

– přestup kontaminantu do potravních řetězců 

• nutné se ptát: biodostupnost PRO  jakou látku ?

jaký organismus ?

jakou situaci ?

jaký cíl ochrany ?

… ?

• specifické okolnosti definovat a pro danou situaci hledat vhodnou metodu



Metody hodnocení biodostupnosti

půda / sediment
hydrofóbní
polutanty

polární 
polutanty

kovy

koncentrace v pórové vodě  
extrakce vodnými roztoky
H2O, CaCl2, NH4NO3

 
vzorkování volných kovů
diffusive gradient in thin film (DGT), Donnan membrane technique (DMT) 
slabé kyseliny či komplexující činidla
CH3COOH, EDTA 
roztok v kombinaci se sorbenty
Tenax, XAD či hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HPCD)  
slabá organická rozpouštědla
butanol, metanol, etanol, směsi s vodou  
superkritická fluidní extrakce (SFE)
nastavitelná síla / polarita extrakce  
biomimetické sorbenty / pasivní vzorkovače
polyoxymethylene (POM), polydimethylsiloxane (PDMS), solid phase
microextraction (SPME), semi-permeable membrane devices (SPMD)

 

voda / vzduch
hydrofóbní
polutanty

polární 
polutanty

kovy

biomimetické sorbenty / pasivní vzorkovače
POM, PDMS, SPME, SPMD, Polar organic compounds integrative sampler
(POCIS), Chemcatcher, 

 

vzorkování volných iontů kovů
diffusive gradient in thin film (DGT), Donnan membrane technique (DMT) 



Metody hodnocení 
biodostupnosti –
půda / sediment

• ISO 17402 (2006) 
Guidance for the selection and 
application of methods 
for the assessment  of 
bioavailability in soil and soil 
materials

• výběr metod dle mnoha 
kritérií – nejen prostá korelace 
s biologií (empirické metody), 
ale důraz na mechanistický 
/ fyziologický princip = 
logicky souvisí s biologickými 
efekty / příjmem

• validace na více látkách, 
více půdách/sedimentech



Metody stanovení expozice

• Chemické metody

– různé druhy extrakcí - extrakce vodnými rozpouštědly a výluhy, 

– extrakce organickými rozpouštědly a extrakce na pevnou fázi

• Biologické metody 

– Bioakumulace

– stanovování reziduí látky v organismu (CBR)

– Klasické testy na organismech

– Biomarkery expozice

– Sledování genů



Přímé biologické metody 

• Informace o aktuálním množství přijaté chemické látky 

• Zahrnují v sobě všechny biotické (např. metabolismus) a abiotické 
(např. pH, množství organické hmoty) faktory ovlivňující biodostupnost.

• CBR - critical body residuum - měří bioakumulace nebo obsah rezidua v 
organismu 

• CBRs představuje vnitřní koncentraci chemické látky v závislosti na 
subletálních a letálních efektech a charakterizuje toxikologickou 
biodostupnost, zatímco bioakumulace reprezentuje přechod mezi 
enviromentální a toxikologickou biodostupností. 



Přímé biologické metody 

• Termín CBRs byl definován jako nejnižší pozorovaná koncentrace 
chemické látky v těle organismu, která je spojena s výskytem 
nežádoucích efektů u jedinců a populací, a to ve všech stádiích vývoje 

• CBRs tedy pomáhají ustanovit toxikokinetický vztah mezi expozicí a 
celkovou koncentrací látky v organismu. 

• Pro studium kontaminovaných míst lze posuzovat kvalitu půdy pomocí 
koeficientu nebezpečnosti (risk quotient, RQ):

RQ = IBR / CBR

• kde IBR je vnitřní obsah rezidua v těle 

• Hodnota RQ<1 by měla zabezpečit přiměřenou ochranu důležitých 
funkcí ekosystému, které jsou spojeny s půdními organismy



Akumulační indikátory

• Některé organismy jsou v sobě schopny akumulovat zvýšené množství 
toxikantů a mohou sloužit jako materiál pro chemickou analýzu

• Akumulační metody jsou často kombinovány s indikačními postupy 
signalizujícími na biochemické nebo fyziologické úrovni účinky 
kontaminantů

• U odebraných organismů se stanovují – těžké kovy, POP + parametry 
růstu, zasažení parazity, krevní obraz, biochemické parametry



Akumulační indikátory

• Příklady – akumulace těžkých kovů v plžích, bryomonitoring –využití při 
hodnocení imisní zátěže 

– Mechorosty mají vysokou sorpční kapacitu – díky vysoké smáčivosti a 
vysokému povrchu buněčných stěn

– Hojně rozšířené organismy

– Roční přírůstky mechů dovolují analyzovat vzorky z časově určeného 
období

– Bryomonotirng na území ČR zahájen v roce 1991 na 33 lokalitách – mech 
trávník Schreberův

– Umožňuje sledovat časové vývojové trendy imisní zátěže



Akumulační indikátory

• Při používání akumulačních indikátorů je třeba respektovat:

– Akumulační indikátor je živý organismus s veškerou variabilitou živého 
systému

– Kumulace toxikantu není pasivní proces, ale je realizován celým 
metabolismem organismu se všemi obrannými procesy jak z hlediska příjmu 
tak z výdeje

– O výsledné koncentraci nerozhoduje pouze příjem toxikantu, ale rovnováha, 
která se ustaví mezi všemi složkami látkového toku

– Zjištěné koncentrace v akumulačních bioindikátorech jsou modelem 
biodostupné složky látky, nikoliv celkového obsahu v prostředí

– Standardizace musí vždy respektovat cíle studie a konkrétní podmínky na 
straně stanovované látky tak organismu



Chemické metody
Metody hodnocení biodostupnosti – půda / sediment

organické polutanty: 

A. stanovení biodosažitelné frakce pomocí extrakce rozpouštědly či 
pomocí vodných roztoků s přidanými sorbenty

Cui et al. (2013) Environmental Pollution 172: 223-234



Metody hodnocení biodostupnosti – půda / sediment

slabá rozpouštědla 

• polárnější organická rozpouštědla (BuOH, MeOH, EtOH) / směsi rozpouštědel a vody / 
případně sekvenční extrakce – zvyšující se síla extrakce

• nízká mechanistická / fyziologická obhajitelnost

• nutnost korelace s biologickými endpointy je klíčová

Cui et al. (2013) Environmental Pollution 172: 223-234
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Metody hodnocení biodostupnosti – půda / sediment

superkritická fluidní extrakce (SFE)

• CO2 v superkritickém stavu

• možnost měnit tlak a teplotu a tím sílu / polaritu extrakce, např.: 
– mild extraction: 12 MPa + extrakční teplota 50°C + teplota restriktoru 120°C + extrakční čas 30 min

– harsh extraction: 40 MPa + extrakční teplota 150°C + teplota restriktoru 120°C + extrakční čas 45 min

• nutnost korelace s biologickými endpointy je klíčová

www.waters.com

Sun and Li (2005) Water, Air, and Soil Pollution 166, 353–365



Metody hodnocení biodostupnosti – půda / sediment

hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HPCD)
• oligosacharidový cyklus s hydrofóbní kavitou a hydrofilním exteriérem

• obrovská kapacita roztoku HPCD připomíná degradaci (úbytek) látky 
díky biodegradaci – měří vlastně mass transfer, který je limitujícím 
faktorem biodegradace

• perfektní korelace s biodegradací pro PAHs, PCBs, OCPs, alkany
napříč různými půdami a látkami !! (pro jiné organismy nevhodný !!)

Slope = 0.99

R2 = 0.93

Intercept = -0.98
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Metody hodnocení biodostupnosti – půda / sediment

hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HPCD)

• omezená kapacita HPCD vyřešená pomocí PDMS „infinite sink“

Gouliarmou and Mayer (2012) Environ Sci Technol 46, 10682−10689
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Metody hodnocení biodostupnosti – půda / sediment

Tenax
• vysoce porézní polymer (2,6-diphenyl-p-phenyleneoxide), lehčí než voda - lze odfiltrovat

• většinou jako sekvenční extrakce v několika opakovaných extrakcích stejného vzorku –
desorpční kinetika s rychlou (Frapid), pomalou a velmi pomalou desorpcí

• dlouhá metoda – existuje 6h varianta

Cui et al. (2013) Environmental Pollution 172: 223-234

Cornelissen et al. 
(2001) 
Environmental
Toxicology and 
Chemistry 20: 706–
711



Metody hodnocení biodostupnosti – půda / sediment

XAD
• XAD-2, XAD-4 (amberlite) kopolymer polystyrenu

• výhoda – stabilita do 200°C – lze použít termální desorpci

• postup podobný jako u Tenax

Lei et al (2004) Environ Sci Technol 38: 1786-1793



Metody hodnocení biodostupnosti – půda / sediment

organické polutanty
B. stanovení volně rozpuštěné koncentrace s využitím sorbentů –
pasivních vzorkovačů

(vlastně velice podobné postupy jako pasivní vzorkování vody)

Cui et al. (2013) Environmental Pollution 172: 223-234



Passive sampling - teorie

• několik zásadních výhod oproti klasickému vzorkování:

– vzorkovač – sorbent je vystaven v mediu většinou delší dobu podobně jako 
organismus – time weighted average (TWA) concentration

– je snaha, aby rozdělovací koeficienty mezi médiem a vzorkovačem připomínaly 
přestup do bioty – „biomimetic“, „proxy to biota“

– vzorkuje relevantní koncentraci – „free dissolved concentration“ (Cfree)

• http://youtu.be/4zlQQbnxxR0

SETAC (2012) Guidance on Passive Sampling Methods to 
Improve Management of Contaminated Sediments. Summary 
of a SETAC Technical Workshop U
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Passive sampling - teorie

Mayer et al (2003) Environ Sci Technol 37: 184A–191A

• kinetika 1. řádu, jednosložkový model – vstupní 
proměnné k1 a k2 (rychlost příjmu a výdeje)

• v monitoringu ŽP je upřednostněno nerovnovážné 
vzorkování – lineární příjem látky vzorkovačem –
pro dosažení TWA, zatímco při stanovení 
biodostupnosti je častější rovnovážné vzorkování

• v rovnováze nejsou k1,2 potřeba a Cfree a fugacita 
mohou být spočítány ze vztahu

Cfree = Csampler / Ks

kde Ks je rozdělovací koeficient vzorkovač-vzorek

• čím vyšší je poměr povrch / objem, tím rychleji je 
dosaženo rovnováhy



Passive sampling - teorie

• základní předpoklad = volně rozpuštěná koncentrace (Cfree) je hlavní determinant 
příjmu látky biotou a následných efektů a rizik

• platí zejména u malých organismů přijímajících látky pasivní difúzí

• jakmile hraje významnou roli potrava, nemusí být již tento přístup validní !!

• vzorkování by nemělo ovlivňovat vzorkovaný systém:

tzv. negligible depletion

• depleci lze využít pro stanovení
dosažitelné frakce

Smedes (2013) Environ. Sci. Technol. 47, 510−517



Metody hodnocení biodostupnosti – půda / sediment / voda

SPMD – semipermeable – membrane devices

• membrána („obal“) - LDPE (low-density polyethylene) či acetát celulózy (TECAM)

• náplň dle sledovaných látek - pro HOCs nejčastěji lipid triolein

• rozpuštěné molekuly se difúzí dostávají do pórů LDPE (max 10 Ǻ)
a kumulují se v trioleinu

Tao et al. (2009) Environmental 
Pollution 157: 545–551

Cui et al. (2013) Environmental Pollution 172: 223-234



Metody hodnocení biodostupnosti – půda / sediment / voda

SPME

• tzv. matrix SPME nebo disposable SPME - odvozeno od injekční SPME

• vlákno s tenkou vrstvou PDMS či jiných sorbentů (divinylbenzen - DVB, 
polyakrylát – PA, carboxen. carbowax …)

• velká praktičnost, rychlost, prostorová nenáročnost

• pro použití je nutné předem determinovat KPDMS

www.sigma-aldrich.com



Metody hodnocení 
biodostupnosti – půda / 

sediment / voda

SPME

• použití pro vodu



Metody hodnocení biodostupnosti – půda / sediment / voda

SPME

• použití pro půdy / sedimenty

• varianta se suspensí – třepání do dosažení rovnováhy (nutno stanovit předem 
dostatečný čas – řešit kinetiku a poměr vlákno / vzorek – nedepletivní !!)

• varianta vláken přímo exponovaných ve vzorku

Ter Laak (2005) Sorption to soil of hydrophobic and ionic 
organic compounds: measurement and modeling 

Cui et al. (2013) Environmental Pollution 172: 223-234



Metody hodnocení biodostupnosti – půda / sediment / voda

SPME

• velice dobré korelace s příjmem biotou

• mechanistické / fyziologické opodstatnění

• aplikovatelnost pro fugacitní modelování

van der Wal (2004) Environ Sci Technol 38: 4842-4848

DiFilippo (2010) Environ Sci Technol 44, 6917–6925



Metody hodnocení biodostupnosti – půda / sediment / voda

„coated vials“

• vialky s tenkou (µm) vrstvou sorbentu:

– ethylene vinyl acetate (EVA)

– polydimethylsiloxane (PDMS)

• čím tenčí (vyšší poměr povrch / objem), tím rychlejší dosažení rovnováhy

Wilcockson and Gobas (2001) Environ Sci 
Technol 35: 1425-1431

Reichenberg et al. (2008) Chemistry Central Journal 2



Metody hodnocení biodostupnosti – půda / sediment / voda

stir bar sorptive extraction (SBSE)

• míchadélko potažené PDMS

Prieto (2010) Journal of Chromatography A, 1217: 
2642–2666



Metody hodnocení biodostupnosti – půda / sediment / voda

proužky PDMS či POM

• malé proužky silikonové gumy či polyoxymethylenu (POM) přímo v půdní 
suspensi – exponované do dosažení rovnováhy, extrakce



Metody hodnocení biodostupnosti – půda / sediment / voda

Gomez-Eylez et al. (2012) Environ Sci Technol 46: 962−969

PDMS a POM - pro bezobratlé a rostliny mnohem lepší predikce 
biodostupnosti než u rozpouštědel a HPCD !!!



Metody hodnocení biodostupnosti –voda

POCIS

• polar organic compounds integrative sampler

Chemcatcher

• Empore disks

• styrenedivinylbenzene (SDB)

• http://youtu.be/f7Xzr4FIJmg
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Metody hodnocení biodostupnosti –voda

různé sorbenty (PDMS, PE, POM …)

http://youtu.be/xZnQt0IKlRE

výhoda je zejména cena a jednoduchost

US EPA (2012) Guidelines for Using Passive 
Samplers to Monitor Organic Contaminants at 
Superfund Sediment Sites 



Metody hodnocení biodostupnosti – půda / sediment

kovy: 

A. stanovení pomocí extrakce včetně sekvenční extrakce

Peijnenburg and Jager (2003) Ecotoxicology and
Environmental Safety 56 : 63–77



Metody hodnocení 
biodostupnosti – půda / 

sediment
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Metody hodnocení biodostupnosti – půda / sediment

extrakce (nejen) kovů napodobující pórovou vodu

ECETOC (2013) Understanding the relationship between extraction technique and bioavailability . TR 117 .ISSN-0773-8072-117 



Metody hodnocení biodostupnosti – půda / sediment

extrakce kovů

Dean (2007) Bioavailability, Bioaccessibility and Mobility of 
Environmental Contaminants. ISBN: 978-0-470-02577-2



Metody hodnocení biodostupnosti – půda / sediment

extrakce kovů



Passive sampling - ovzduší

• často je kladen více důraz na TWA, biomimetické schopnosti jsou v pozadí

• http://youtu.be/w-Cn8LzB21c

• Global Atmospheric Passive Sampling (GAPS) Network

http://www.ec.gc.ca/rs-mn/default.asp?lang=En&n=6AA18234-1



Modelování expozice



Modelování expozice

• scénáře („worst case scenario“ či jiné)

• modelování: 

– transportu od zdroje

– změny koncentrace

– degradace a vzniku transformačních 
produktů

– distribuce v ŽP

– distribuce v rámci dané složky prostředí 
(např. v půdě)

• zdrojem jsou data o zdrojích + data 
vlastnostech látek a prostředí

The Edinburgh Centre for Toxicology. UNEP/IPCS 
Training Module No. 3, Section B, Environmental 
Risk Assessment.



Modelování expozice

The Edinburgh Centre for Toxicology. UNEP/IPCS 
Training Module No. 3, Section B, Environmental 
Risk Assessment.

modelování zátěže 
jednotlivých složek ŽP – od 
zdroje do okolí organismu



Modelování expozice

The Edinburgh Centre for Toxicology. UNEP/IPCS Training 
Module No. 3, Section B, Environmental Risk Assessment.

• multimedia fate models (Mackay)

• fugacitní modely I až IV

• fugacita = tendence utíkat/prchat z příslušné fáze

C =  f . Z

C - koncentrace v dané fázi

f – fugacita

Z - konstanta fugacity

• v rovnováze platí:

fsoil = fair = fsediment = fbiota



Měření a modelování toxikokinetiky



Equilibrium Partitioning Theory (EqP)

• v rovnováze lze namodelovat pomocí Kd

koncentrace v pórové vodě a půdě / 
sedimentu a  pomocí BCF potom 
koncentrace v organismu

• následně lze použít k extrapolacím mezi 
různými látkami (QSAR) či mezi různými 
půdami/sedimenty

• předpokládá, že klíčovou koncentrací 
pro následný vstup do organismu a 
efekty je rozpuštěná koncentrace Cfree

Cpw = Cs/(Koc foc)
• Cpw concentration in pore water; 
• Cs concentration in solid phase; 
• Koc chemical-specific partition 

coefficient; 
• foc mass fraction of organic carbon 

(kilograms organic carbon per kilogram 
sediment).

BCFfeeding



Modelování expozice

• Plant protection products (PPP) – pesticides

• FOCUS modely EU - http://focus.jrc.ec.europa.eu/

• PELMO, PEARL, MACRO, PRZM – podzemní voda

• STEP 1 a 2, SWASH, TOXWA, SWAN – povrchová voda

• EVA – ovzduší

• cílem jsou hodnoty PECs, PECsw, PECsed, PECgw

http://www.pesticidemodels.eu/home



Měření a modelování příjmu 
kontaminantů organismy



Měření a modelování toxikokinetiky

Schwarzenbach et al. (2006) The challenge of micropollutants in aquatic
systems. Science 313, 1072-1077



TOXIKOKINETIKA 1: příjem látek do organismu

Příjem látek u různých organismů

1) jednobuněčné organismy

- pasivní difuze přes membránu

- „selektivní“ vstup přes existující transportní systémy

2) vícebuněčné organismy / řasy 

- difuze toxikantu přes membránu a mezi buňkami

3) terestrické rostliny

- rozpuštěné ve vodě/půdě - vstup kořeny/listy

- plyné toxikanty - vstup přes stomata na listech

- lipofilní látky (některé herbicidy) - penetrace voskové kutikuly
- vstup do buňky  přes membránu



TOXIKOKINETIKA 1: příjem látek do organismu

Příjem látek do organismu:

4) živočichové - 3 hlavní cesty vstupu do organismu

- potrava/pitná voda 

- průchod trávicím traktem, změny/transformace dle pH, mikroflory
střeva, př. cykasin: netoxický - ve střevě konverze->silný mutagen

- respirační cesta

- trachee u hmyzu, žábry u akvatických organismů, plíce

- velká plocha pro výměnu/vstup látky (často 25x > povrch těla)

- povrchem těla

- větší význam u menších organismů (relativně větší plocha) a 
akvatických organismů



ULOŽENÍ (sequestration)

Uložení xenobiotik v inertních tkáních 

=> omezení cirkulace a snížení expozice

Živočichové - tuk (organochlorové látky), zuby, vlasy, rohy (kovy)

- u bezobratlích popsáno ukládání nerozpustných 
zinkových granulí ve střevě pijavek

Rostliny - vakuoly, listy, kůra (-> opadání)

Uvolnění ze zásob

PCBs a další organochlorové látky -> tuk: ALE: rychlá potřeba energie 
(strádání, tvorba mléka ...) uvolnění ze zásob 

-> náhlá větší expozice a/nebo uvolňování v mléce 



ULOŽENÍ (sequestration)

Metalothioneiny (MTs, MT-like proteins)

- cytoplasmatické nízkomolekulární proteiny (6-10 kD) bohaté na Cys

- známy u velké řady eukaryot

- vazba kovů : Zn, Cd, Hg ... => snížení expozice / toxicity

- dlouhý poločas života proteinů (~ 25 dní) 

- původní biologická funkce -
? snad regulace dostupnosti esenciálních kovů (např. Zn) ?

INDUKCE MTs

• expozice kovy

• jiný méně specifický stres - hypoxie, změny teploty ...

• Indukce MTs - další příklad BIOMARKER EXPOZICE



Expozice volně žijících živočichů

• externě vystaveny kontaminaci orální, dermální a 
inhalační cestou

• orální expozice zahrnuje spotřebu 
kontaminovaných potravin, vodu, nebo v půdu. 

• dermální expozice nastává, když jsou 
kontaminující látky absorbovány kůží. 

• inhalační expozice nastane, když jsou vdechnuty 
těkavé sloučeniny nebo jemné částice. 

• celková expozice je celkový součet expozice:

»Ecelk = Eoral + Edermal + Einhal



Dermální expozice – půdní organismy

• Předpoklady:
• 1) organismus je exponován kontaminantům při kontaktu povrchu těla s 

půdou
• 2) organismus je vystaven expozici půdou která přilne k jeho povrchu 

(kůži), ne všechny kontaminanty jsou absorbovány
• Model převzatý z hodnocení rizik pro lidi:

D = (A * P * S * C * F * B) / W
Kde:

A = plocha povrchu organismu (cm2)
P = podíl kontaminované plochy
S = adhezní faktor pro kůži (mg/cm2)
C = Koncentrace kontaminantu v půdě (mg/kg)
F = konverzní faktor (103 kg/mg)
B = hustota půdy (kg/cm2)
W = hmotnost organismu (kg)



Inhalační expozice - půdní organismy

• Inhalační expozice je často zanedbatelná:

1) většina kontaminovaných lokalit jsou buď pokryta vegetací

2) většina těkavých organických látek (VOC) se rychle odpaří z půdy a 
povrchové vody, mísí se vzduchem, kde se rychle ředí a disperguuje

Difúze není pravděpodobná, pokud Henryho konstanta je >24.3 Pa/m3/mol



Orální expozice

• Orální expozice zkušený volně žijících živočichů může pocházet z  
kontaminované potravy (rostlinného nebo živočišného), vody, nebo z 
půdy. 

• Požití půdy může být náhodné nebo zatímco se zvíře pase a nebo 
účelné. 

• Celková perorální expozice je součet expozic připadající na jednotlivé 
vstupy

Eoral = Efood + Ewater + Esoil + Edirect

• Efood = exposure from food consumption; 
• Ewater = exposure from water consumption;
• Esoil = exposure from soil consumption; 
• Edirect = exposure from direct consumption.

• Vyjádření je v jednotkách mg kontaminantu/kg tělesné hmotnosti/den

Wildlife Exposure Factors Handbook (US EPA 1993)



Model pro odhad orální ingesce potravy



Více informací:
Wildlife Exposure Factors Handbook (US EPA 1993)





Modelování příjmu kontaminantu

• Koncentrace kontaminantu ve složce prostředí včetně bioty 
v expozičních bodech

• Faktory přenosu z prostředí do bioty

• Informace o životním cyklu receptoru:

– Dieta (typ potravy, proporce různých druhů potravin)

– Metabolická rychlost, rychlost příjmu potravy

– Rozsah domovské oblasti vs. Plocha sledované lokality

– Využití lokality

– Chování



Modelování expozice – denní dávka 

ADD = (C* IR*F)

Kde:

• ADD = aplikovaná denní dávka konzumentem (mg/kg/d)

• C = koncentrace kontaminantu v potravě nebo složce prostředí (mg/kg)

• IR  = rychlost příjmu (normalizovaná) (kg potravy.kg tělesné váhy.d)

• F = frakce dané potravy v dietě (0-1)



Ukázka výpočtu: modelování expozice

ADD = (C* IR*F)

Kde:

• ADD = aplikovaná denní dávka konzumentem (mg/kg/d)

• C= koncentrace kontaminantu v potravě nebo složce prostředí (mg/kg)

• IR  = rychlost příjmu (normalizovaná) (kg potravy.kg tělesné váhy.d)

• F= frakce dané potravy v dietě (0-1)

The western harvest mouse
Reithrodontomys megalotis



Odhad expozice Pb pro Western harvest 
mouse (Reithrodontomys megalotis

Známé informace:

• Expoziční bodová koncentrace pro Pb v povrchové vodě a půdě z dané 
lokality

• Odhad koncentrace Pb ve vegetaci založený na přenosovém faktoru 
půda/rostlina

• Měřená koncentrace Pb v hmyzu sbíraném na daném místě (kobylky)



Expozice z příjmu potravou

• Dieta: 16% bezobratlí, 81% vegetace, 3% půda

• Rychlost příjmu potravy: 0.15.kg.kg bw-1.d-1

• Rychlost příjmu vody: 0.10 L.kg bw-1 d-1

• Koncentrace Pb v potravě: 

– Bezobratlí: 9.7 mg.kg-1

– Vegetace: 2.1 mg.kg-1

– Pitná voda: 0.0012 mg.l-1

– Půda: 105 mg.kg-1



Denní dávka Pb z požití bezobratlých

• IR (rychlost příjmu potravy) = 0.15. kg potravy.kg-1 bw.d-1

• C = 9.7 mg Pb.kg-1bezobratlých

• F (frakce bezobratlých v dietě) = 16%

• ADD = C* IR*F 

• ADD = 9.7 mg Pb . kg-1 * 0.15 kg potravy.kg-1 bw.d-1 * 0.16

• ADD = 0.23 mg Pb.kg-1 myši.d-1



Denní dávka pb z požité vegetace

• IR = 0.15. kg potravy.kg-1 bw.d-1

• C vegetace  = 2.1 mg Pb.kg-1 vegetace

• Frakce vegetace  v potravě = 81%

• ADD = Cveg * IR * FRveg

• ADD = 2.1 mg.kg-1 vegetace * 0.15. kg.kg-1 bw.d-1 * 0.81

• ADD = 0.26 mg Pb.kg-1 myši.d-1



Denní dávka z náhodného požití půdy

• IR = 0.15. kg potravy.kg-1 bw.d-1

• C soil = 105 mg Pb.kg-1 půdy

• Frakce v dietě = 3%

• ADD = Csoil * IR * FRsoil

• ADD = 105 mg.kg-1 vegetace * 0.15. kg.kg-1 bw.d-1 * 0.03

• ADD = 0.47 mg Pb.kg-1 myši.d-1



Denní příjem požitím povrchové vody

• IR water = 0.10 L vody.kg-1 bw.d-1

• C water = 0.0012 mg Pb.kg-1vody

• ADD = Cwater * IRwater

• ADD = 0.0012 mg Pb.kg-1vody * 0.10 L vody.kg-1 bw.d-1

• ADD = 0.0001 mg Pb.kg-1 myši.d-1



Celkový denní příjem Pb

• ADDinvertebrates = 0.23 mg Pb.kg-1 myši.d-1

• ADDvegetation = 0.26 mg Pb.kg-1 myši.d-1

• ADDsoil = 0.47 mg Pb.kg-1 myši.d-1

• ADDwater = 0.0001 mg Pb.kg-1 myši.d-1

• ADD total = ∑ (ADD invertebrates + ADDvegetation + ADD soil + ADDD water) 
= 0.96 mg Pb.kg-1 myši.d-1

• Pro charakterizaci rizika bude tato hodnota srovnána s hodnotami 
charakterizující možný škodlivý účinek (např. NOAEL, LOAEL)


