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ABSTRAKT

Predkladana dizertacni prace se zabyva porovnanim piijmu médi fedkvi setou
(Raphanus sativus L.) s mnozstvim médi stanovenym technikou DGT v padé
pfirozené a obohacené solemi médi a s mnoZstvim médi stanovenym
ve vyluzich bézn€ pouzivanych extrakénich ¢inidel (HNOj;, NaNOs,
deionizovana voda) a ptidnim roztoku. Rostliny byly péstovany v pudé ptirozené
i obohacené. Obsah médi byl stanoven v celé fedkvi i jednotlivych ¢astech
rostliny po rozloZeni v mineralizatoru APION analytickou metodou ET — AAS.
Nejveétsi mnozstvi médi ukladala rostlina ve své podzemni ¢asti, predevSim
v kotenech a slupce kotfenové bulvy, coz svéd¢i o vazbé médi v bunécnych
sténach korenového systému. Rostlinami pfijaté mnozstvi médi nepiekracuje ani
na obohacenych pidach povolené hygienické limity a konzumace fedkvi neni
zdravotné zavadna. Celkova mnozstvi médi pfijatd rostlinami korelovala
S obsahem médi v padach stanovenym z vyluhlt vSech pouZitych extrakénich
¢inidel a padniho roztoku. Vyluh 2 M HNO; potvrdil, ze celkové mnozstvi
piidané medi v obohacenych ptidach zistalo stabilni po dobu vSech vegetacnich
experimentil. Experimenty S DGT ukazaly, Ze obohacené piidy jsou schopny
ubytek médnatych iontli vazanych jednotkou DGT dopliiovat uvolfiovanim
zpevné faze do pldniho roztoku stalou rychlosti a jejich koncentrace je
Vv blizkosti vzorkovaci jednotky DGT konstantni, zatimco uvolfovani médi
Z pidy neobohacené po 24 hodinach klesd. Méd’ pfidana do pidy ve formé
médnaté soli se tak 1 po mésicni dobé ekvilibrace nachazi v pudé 1 v jinych
formadch nez méd’ pfirozené se v padé vyskytujici. Obsah médi v pidach
stanoveny DGT se 1i8il od obsahu stanoveného extrakci dusi¢nanem sodnym.
Lze usoudit, Ze o dva taddy niz§i koncentrace médi zjiS§t€éna pomoci DGT
techniky 1épe odpovida skute¢cnému biodostupnému podilu médi v padé. Vysoké
hodnoty korelagnich koeficientd (R? > 0,9) byly nalezeny mezi obsahem médi
v rostlindch fedkve seté a obsahem médi v piidé€ stanovené z analyzy pldniho
roztoku a mezi obsahem meédi v rostlinach fedkve a obsahem médi v pidé
zméfené technikou DGT. Hodnoty obsahu médi v plidé€ zjisténeé pomoci plidniho
roztoku byly tfikrat vyssi nez ty, zmétené technikou DGT. Pudni roztok tedy
obsahuje i specie médi, které nejsou méfitelné DGT a dle predpokladu i rostling
dostupné. Koncentrace meédi stanovend DGT technikou je v porovnani
s vysledky ziskanymi extrakénimi postupy a analyzou piidniho roztoku blize
ke skuteénému obsahu biodostupnych forem kovu pfitomnych v padé a
prokazateln¢ koreluje s obsahem médi v téle rostliny fedkve seté. Je proto
mozno techniku DGT doporucit jako techniku pro stanoveni biodostupnych
forem médi v pudach.



ABSTRACT

The doctoral thesis deals with comparison between copper uptake by radish
(Raphanus sativus L.) and concentration of copper measured by a DGT-device
and concentration of copper obtained by extraction with generally used
extraction agents (HNO;, NaNO; and water). Plants were cultivated in pot
experiments on a tested non-treated and gradually spiked soil. The amount of
copper was determined in various part of radish (whole plant, above- and below-
ground part) after mineralization in the APION mineralizer by ET — AAS. The
highest concentration was in belowground part, especially in root tissues and
sheel of root bulb. It confirms copper is associated with cell walls. The amount
of copper taken by radish up does not pass beyond sanitary standards not even in
spiked soils and consummation of radish is not unhealthy. Good correlations
were found between copper concentration in radish and the amount of copper
extracted with HNO3, NaNO; and water and the amount found in soil solution.
Results of extraction with HNO; confirmed the amount of copper was stable in
spiked soils during the pot experiments. The DGT experiments have shown that
the rate of resupply from the solid phase to soil solution is constant during the
deployment time. Whereas the release of copper decreases after 24 hours in
natural soil. Copper added to soil in form of cupric ions is present in the
different form after one month-equilibration than copper present in unspiked
soils. The results obtained by DGT measurements were approximately up to two
orders of magnitude lower than copper concentration obtained by leaching with
sodium nitrate. The extraction with sodium nitrate does not provide true
reflection of metal availability to plant root system and soil microorganism.
High values of correlation coefficients (R* > 0,9) were found between
concentration of copper in radish plant and the concentration of copper in soil
solution measured by DGT technique. Concentration of copper in soil solution
was three times higher than concentration measured by DGT technique. Soil
solution contains species of copper that are not measured by DGT technique and
available to plants. Concentration of metals obtained by DGT measurements is
more closely to real concentration of bioavailable forms of metal in soil.
Therefore it is possible to recommend the DGT technique as a technique for
determination of bioavailable forms of copper in soils.
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1. UVOD

Ptirodni ekosystém je velmi sloZity celek s velkym mnoZstvim fyzikalnich,
chemickych a biologickych procesti, mezi kterymi probihaji vzajemné reakce
zajistujici funkCnost tohoto systému. Naptiklad disledkem rychle se
rozvijejiciho dilniho a hutnického primyslu, pouzivani pesticidii nebo i aplikaci
splaSkovych kali na zemédélské piady dochazi ke znaénému zvySovani
koncentrace ,tézkych kovi“ v pidnim systému, a tim 1 k naruSeni téchto
piirodnich rovnovah. Zvysené mnozstvi nezadoucich prvki v pidach mize vést
I ke zvySenému pifijmu rostlinami. Pfi vysSich koncentracich mohou ,,tézké
kovy* zasahovat do metabolickych procesti rostlin a potlatovat tak jejich rist,
nebo dokonce zplisobit thyn samotné rostliny.

Rostliny patii mezi velmi dilezité slozky Zivotniho prostiedi, protoze jsou
schopné ve svych tkanich kumulovat riizna mnozstvi polutantd a prenaset je tak
Z abiotického prostiedi do prostfedi biotick€ého. Této vlastnosti je vyuZivano
napt. pii remediaci plidy kontaminované ,,t€¢zkymi kovy* nebo pii monitoringu
pritomnosti téchto kovll v Zivotnim prostiedi. K takovym ucelim jsou
nejvhodnéj$i rostliny oznaCovaneé jako hyperakumulatory, jez jsou velmi
tolerantni k toxickym kovim, maji schopnost ukladat ve svych tkanich
mnohokrate vysSsi koncentrace nez bézné se vyskytujici rostliny a také mohou
rist na kontaminovanych ptidach bez viditelnych znakli toxicity. Mezi nejvice
prostudované rostliny s hyperakumulacnimi schopnostmi se fadi rostliny
z ¢eledi brukvovitych (Brassicaceae), jejiz zastupci mohou ve svych tkanich
kumulovat vice nez jeden kov.

Aby bylo mozné odhadnout G¢inky a rizika spojena se zvySenou koncentraci
kovll v pidnim systému, je nutné urcit tzv. biodostupnou frakci kovu, cozZ je
takova forma kovu, ktera je mobilni, tvoii labilni komplexy a jednoduse
vstupuje do rostlin a nasledné¢ do potravnich fetézci a ovliviiuje tak zdravi
organizmil 1 clovéka.

Pro rozdé€leni jednotlivych frakci kovil jsou nejcastéji vyuZzivany extrakéni
postupy. Vyluhovaci postupy poskytuji informace o celkovém vyuzitelném
obsahu kovu nez o frakei kovu skute¢né dostupné pro kofenovy systém rostlin.
Béhem vyluhovani je vzorek pidy mechanicky zpracovan a muize tak dojit
k naruseni fyzikalné-chemické rovnovahy, jez muze ovlivnit rozdéleni kovu a
jejich forem v ptidnim systému. Proto jsou stale hledany nové ptistupy, které by
Iépe charakterizovaly transport a piislusnou koncentraci biodostupnych frakei
kovii v ptidach.

Pocatkem 90. let 20. stoleti byla vyvinuta nova in situ métici metoda, diky
které je mozn¢ stanovit labilni specie ,,tézkych kovi* v padach. Tato technika je
oznacovana jako technika difuzniho gradientu v tenkych filmech (technika
DGT). Technika DGT je schopna simulovat piijem kovi z piidy kofenovym
systemem, ¢ehoz neni mozné dosdhnout pomoci extrakénich postupi.
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2. CIL DISERTACNI PRACE

Cilem diserta¢ni prace je porovnani piijmu meédi fedkvi setou (Raphanus
sativus L.) péstovanou na pudach s riznym obsahem médi, urceni distribuce
médi v jednotlivych c¢astech rostliny a porovnani vysledki s efektivni
koncentraci médi v pud¢ zjisténé technikou DGT a koncentraci ziskanou
extrakénimi postupy.

Vlastni disertace je zaméfena na:

e Odbér a zpracovani vzorku pidy

e Jeji charakterizaci extrak¢nimi postupy

e Provedeni vegetacnich nadobovych pokusii s rostlinou Raphanus
sativus L.

e Aplikace techniky DGT do pouzité ptidy

e /pracovani a interpretace vysledku

Vegetaéni nadobové pokusy byly realizovany ve sklenicich Mendelovy
univerzity v Brng.

Analytickd &ast prace byla provadéna ve spolupraci s Ustavem analytické
chemie Akademie véd CR.
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3. TEORETICKA CAST
3.1 PUDNI SYSTEM

Piida je komplexni heterogenni medium, které obsahuje mineralni a organické
pevné Castice, vodné a plynné slozky. Mineralni latky se v pidé vyskytuji
predevsim vlivem zvétravani skalnich tlomkt a sekundarnich minerald, jako
jsou napi. jilové mineraly, oxidy hliniku, Zeleza nebo manganu. Organicka
hmota je pak tvofena Zivymi organizmy, odumielou rostlinnou tkani (humus) a
koloidnim humusem, ktery vznikd rozkladem odumielé rostlinné tkané
plisobenim plidnich mikroorganizmt.

Velky vyznam ma piida predevSim pro rist rostlin, biodegradaci a recyklaci
odumfelé biomasy. Z pldy pfijimaji rostliny svymi kofeny vodu, kyslik a
mineralni latky potiebné ke svému ristu. Kofeny do pldy uvoliuji oxid uhli¢ity
a vyluCuji organické slouceniny, které podporuji ¢innost mikroorganizmi
na rozhrani mezi kofenem a plidou nazyvanou rhizosféra. Koteny rostlin take
méni  fyzikdlni a chemické vlastnosti okolni pidy, a tim ovliviui i
biodostupnost nékterych chemickych prvki.

Puda je dynamicky systém, jenZ je nachylny ke kratkodobému kolisani pH a
redoxnich podminek, podléhd také postupnym zménam, zplsobenym
proménlivymi okolnimi faktory (zména pocasi, teploty, zména chemického
posypu). Kazda ztéchto zmén ve vlastnostech pidy ovliviiuyje formu a
biodostupnost kovii.

3.1.1 Pidni vlastnosti ovliviiujici mobilitu a biodostupnost kovi

Podle chemického sloZeni a stupni hospodaiského zatizeni mohou pudy
vykazovat urcité chemické vlastnosti, které nejsou urCovany jen podle piivodu
pudy a okolnich parametrti, ale jsou velmi citlivymi ukazateli Urovné
hospodatského vyuziti. K nejvyznamnéjSim vlastnostem pidy ovliviiujicimi
biodostupnost a mobilitu kovi v pidach patti acidita pady (pH) spolecné
s oxidacnimi a redukcnimi procesy a také sorpéni vlastnosti pady [1].

3.1.1.1 pH pudy

Acidita pady ma piimy vliv na dostupnost kovll v pudé, protoze ovliviluje
jejich rozpustnost a schopnost vytvaret v pidé komplexy kovili a ptidnich castic.
Piidni reakce je ur€ovana koncentraci vodikovych iontil v porové vodé, kterd je
vV dynamické rovnovaze s pfevazen¢ zdporné nabitym povrchem piidnich castic.
Vodikové ionty se v padnim roztoku slucuji s molekulami vody za vzniku
oxoniovych ionti, H;O". Piidni reakce je udavana bud’ v jednotkach pH nebo
v meg.H"100 g* zeminy [1,2].

12



pH pldy lze ovlivnit riznymi chemickymi latkami, at’ uz ptitomnymi v padé
(AlI(OH)3, oxid uhlic¢ity, uhli¢itany) nebo uméle dodavanymi (vapnéni). pH se
také vyznamné méni v disledku lokalnich zmén v pid€. Napt. v mistech s vyssi
vlhkosti dochéazi ke zvySovani pH vyluhovanim bazi, v su$Sich mistech naopak
dochazi k poklesu pH kvili vypafovani a usazovani soli na pudnim povrchu [2].

3.1.1.2 Oxidacni a redukcni procesy

Oxidace a redukce jsou soucasti komplexnich chemickych dé&ju v pudach,
které doprovéazi biochemické pochody pii zajiStovani energie pidnimi
organizmy. Jejich pfitomnost indikuje stupen aerace pudy anebo mnozstvi
kysliku ptitomného v pade [1].

Redoxni rovnovaha je fizena aktivitou volnych iontd, kterda mize byt
oznacena bud’ jako hodnota pE (zaporny logaritmus aktivity iontd) nebo Ej
(elektrodovy potencial). Pfevodni faktor mezi témito dvéma veliCinami je
vyjadfen nasledujicim vztahem (1) [2]:

E, (mV) =59,2pE (1)

Hodnoty elektrodového potencialu se v krajnich ptipadech pohybuji nejcastéji
vrozmezi od 200 mV pii siln€¢ redukénich podminkach az do 750 mV
pii1 oxidac¢nich podminkach. Uréenim elektrodového potencialu jsou zjistovany
pritomne oxida¢ni nebo redukéni podminky, pfitomnost téchto procesi je mozné
urcit také i z barvy pidy. Napf. cervend a hnéda barva signalizuje probihajici
oxidacni procesy, modrozelend az Seda barva glejovych plid je zplisobena
redukci zeleza z trojmocného na dvojmocné [2].

K vyznamnym redukénim pochodiim v pidé patii napf. hniti, tvorba metanu,
vodiku, desulfurizace a denitrifikace pii anaerobnich biologickych pfeménach
organické hmoty. Z oxidacnich procesii jsou nejvyznamngjSi aerobni
mikrobialni transformace organické hmoty, jako je mineralizace, nitrifikace,
oxidace aminokyselin, sulfidi a elementarni siry, manganatych a Zeleznatych
sloucenin [2].

3.1.1.3 Sorpcéni vilastnosti piudy

Nejvyznamnéj$i chemické procesy probihajici v ptdé€, které ovliviuji
biodostupnost a mobilitu kovii v pidach, jsou spojeny s piechodem kovovych
iontll mezi pevnou fazi a plidnim roztokem. Tyto procesy upravuji koncentraci
kovovych ionti a komplexti v pidnim roztoku, ¢imZz maji velky vliv na jejich
pfijem kofeny rostlin. Adsorpce kovovych iontli na pevné fazi je spojena
S riznymi mechanizmy, mezi néZ se fadi napf. vyménna sorpce kationi nebo
specificka adsorpce [2].
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Vymena kationii zavisi na vlastnostech ptdy, na hodnoté¢ pH ptdniho roztoku,
koncentraci iontll a iontové sile, teploté pidy nebo na stupni hydratace iontt.
Pti vyméné kationli mezi pidnim roztokem a sorpénim pldnim komplexem
dochéazi za urcitych podminek k rovnovaznému stavu. Zménou sloZeni a
koncentrace prvkid v padnim roztoku (hnojeni, zdvlahy) se rovnovazny stav
porusuje. Aby doslo k obnoveni tohoto stavu, musi kationty piechazet z pidniho
roztoku do sorpéniho komplexu a opac¢né. Vyména kationti probiha mezi
jednovalentnimi a vicevalentnimi ionty. Mlze k ni dochazet mezi ionty o stejné
(K*-NH,", Ca**-Mg*") nebo o rizné valenci (Ca**-K*, Mg”*-NH,"). Probiha-li
vyména mezi kationy o stejné valenci, je vzajemny pomér absorbovanych iontl
proporcionalni jejich vzajemnému poméru v ptidnim roztoku a nezavisi na jejich
koncentraci. Pfi vyméne mezi kationy o rizné valenci se uplatiuje iontova sila
pudniho roztoku [3].

Specificka adsorpce ptedstavuje vyménu kladné€ nabitych iontd kovi a vétSiny
anionll s povrchovymi ligandy, pii které vznikaji Castecné kovalentni vazby.
V porovnani s vyménou kationti jsou tedy kovové ionty sorbovany rychleji [4].
Specificka adsorpce je zavisla na hodnoté pH ptudniho roztoku, coz je potvrzeno
ve studii [5] a souvisi s hydrolyzou kovovych ionti. Kovy schopné vytvaret
velké mnozstvi hydroxidovych komplexti, podléhaji specifické absorpci
V nejvetsi mife. Mira specifické adsorpce, vyjadiené rovnici (2), je urCena
rovnovaznou konstantou pK. S klesajicimi hodnotami pK se specifickd sorpce
kationl zvySuje [4].

M> +H,0=MOH" +H" )

3.1.2 Pivod kovi v padnim systému

Deset hlavnich prvka (O, Si, Al, Fe, Ca, Na, K, Mg, Ti a P) pfedstavuje
pies 99 % z celkového mnozstvi prvkl ptitomnych v zemské kiife. Zbyvajici
prvky z periodické soustavy prvki jsou oznaCovany jako stopové prvky a
koncentrace kazdého z nich nedosahuje 1000 mg.kg™ (0,1 %). Ve skute¢nosti je
ale pramérna koncentrace vétSiny z nich mensi nez 100 mg.kg™ [2]. Pojem
stopovy prvek zahrnuje kovy, polokovy (As nebo Sn), nekovy (Se) anebo
radionuklidy. Toxicita esencidlnich ¢i neesencialnich prvkl zavisi na jejich
koncentraci v prostiedi, speciaci, pH a redoxnim potencialu. Mezi stopové prvky
(mikronutrienty), které jsou esencidlni pro vyZzivu vysSich rostlin, patti napt. B,
Cu, Fe, Mn, Mo a Zn [6].

Pidni systém obsahuje mnozstvi stopovych prvki rizného ptivodu. Litogenni
prvky jsou prvky, které maji svtj ptvod piimo v litosféte. Antropogenni prvky
v pudé jsou pfitomny disledkem lidské aktivity. Tieti skupina prvkl je
oznacovana jako pedogenni prvky. Tyto prvky se v pidé objevuji diky riznym
pudotvornym procesiim a mineralnim pfeménam [7].
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3.1.2.1 Pedogeneze

Piidotvorny proces (pedogeneze) je souhrn rozmanitych fyzikalnich,
chemickych a biologickych procesii probihajicich v padach, jez podminuji
piislusné slozeni a vlastnosti plidni hmoty. Tyto procesy zahrnuji rozklad
mineralnich a organickych sloucenin a tvorbu jinych sloucenin, dale odnéaseni
riznych latek z ptidni hmoty a pfinos novych latek do pady [8].

Vv ptidéch patii:
¢ uvolilovani kovll z pivodniho materidlu zvétravanim,
e premistovani a akumulace padnich cCastic, které absorbuji kovy (jily,
oxidy a organicka hmota) [8].

Zvetravani, jez je vyznamnym procesem pii vzniku vSech pid, je fyzikalni
rozpad a chemicky rozklad mineralti. Neni typické pouze pro pudni systém,
Castéji se hovoii o zvétravani u hornin pii plisobeni environmentalnich faktorti.
Zvétravani minerald v padni matrici v sobé zahrnuje hydrolyzu, hydrataci,
rozpousténi, oxidaci a redukci a iontovou vyménu [9].

Zminované procesy jsou zavislé na pfitomnosti vody, ktera iniciuje tyto
reakce a také odnasi vzniklé produkty [9].

3.1.3 Antropogenni zdroje téZkych kovi pritomnych v pudach

Vlivem antropogenni c¢innosti dochazi ke zvySovani koncentrace kovi
vyskytujicich se Vv pidnim systému pfirozené. T&zké kovy jsou pak
Z kontaminovan¢ pldy pfijimany kofenovym systémem rostlin, a tim dochazi k
zacClenéni téchto kovl do zivotnich cyklu [10].

Kontaminace ptdy téZkymi kovy je z velké Casti zpiisobena rozvijejicim se
slévarenskym, petrochemickym a textilnim primyslem, kozeluzstvim,
barvifstvim anebo zvySujicim se pouzivanim hnojiv. Odpady z téchto
pramyslovych odvétvi obsahuji velké mnozstvi toxickych tézkych kovi jako je
meéd’, nikl, zinek, olovo, arzen, kadmium a chrom. Potencidlnimi zdroji
kontaminace pady jsou napt. i staré sady, jez byly oSetieny insekticidy
S obsahem arsenu jako aktivni slozky, pole hnojend splasky a méstskym
odpadem nebo mista v okoli mist s t¢Zebnimi odpady [11,12].

Vzhledem Kk toxicit¢ a Skodlivym vlivim tézkych kovi na zdravi zivych
organizmu je v soucasné dobé vénovana stale vétsi pozornost ptivodu a osudu
téchto latek v zivotnim prostfedi. Mezi sledované kovy patii i méd, ktera je
ptitomna ve form¢ svych sloucenin v mnoha priimyslovych odpadech [12].
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3.1.4 M&d v padé

3.1.4.1 Obecné viastnosti médi

Méd je jednim znejvyznamnéjSich prvkl, esencidlnim pro rostliny i
zivoCichy. Diky své kujnosti a schopnosti vést teplo a elektiinu je méd’ vyzivana
v riaznych primyslovych odvétvich. V pfirodé¢ je méd piitomna ve formé
sulfid®, sulfatd, uhlicitant a dalSich sloucenin, pii redukénich podminkéch se
muze vyskytovat jako ryzi kov. Primérné mnozZstvi médi v litosfére je
70 mg.kg™, zatimco hodnoty v zemské kite dosahuji od 24 do 55 mg/kg. M&d’
je vpudé vazana na organickou hmotu, oxidy zeleza a manganu,
na kiemicitanové jily a dalsi mineraly [13, 14].

Extrahovatelnd méd’, oznaCovand také jako ,.dostupna‘, udavd mnozstvi
tohoto prvku v pude, které statisticky odpovida koncentraci Cu absorbované a
asimilované rostlinami. Dostupnost médi je ovlivnéna chemickym potencidlem
prisluné specie v ptidnim roztoku. Urovei a rozloZeni celkové a extrahovatelné
médi v pidnim profilu se lisi v zavislosti na pldnim typu a pldni matrici.
Profilové rozloZeni médi mize byt pozménéno riznymi pedologickymi procesy,
jako je napf. podzolizace [14,15].

3.1.4.2 Formy médiv pudé

MeEd je v piudach pritomna v riznych formach, které jsou rozdéleny mezi
pudni roztok a pevnou fazi, a to ve forme ionti, hydratovanych iontd, komplext
S ptirodnimi ligandy a vazana na koloidy. Rozpustnost mé&di a jeji speciace
zavisi na pH ptdniho roztoku [16].

M¢d’ je vazana prostiednictvim kationové vymény a adsorpce (viz. kap. 3.1.1)
a v pade¢ se mtze vyskytovat v téchto frakcich:

e vodorozpustnd, ktera tvoii méné¢ nez 1% celkového obsahu Cu a
s klesajicim pH jeji podil vyrazné klesa,

o vyménnada frakce, ktera tvoti 3 % z celkového obsahu Cu,

e frakce sorbovand na organickou hmotu a anorganické slozky pud, jako
jsou oxidy Fe a Mn (15 — 50 % celkové Cu),

o frakce vdzana v oxidech a hydroxidech Fe a Mn (az 40 % z celkového
mnozstvi Cu),

o rezidudlni, iontova frakce vizana Vv krystalové strukture silikatii (25 %
Z celkové Cu u lehkych pud, u tézkych pad az 90 % celkového obsahu
Cu) [17].

Z hlediska vyzivy rostlin maji vodorozpustné a vyménné formy zasadni
vyznam. Méd v plidnim roztoku je povaZovana za labilni frakci, formy
specificky absorbované na organickou hmotu a oxidy jsou oznaCovany jako
semilabilni a rezidualni frakce jsou povazovany za nelabilni [18].
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3.2 TRANSPORT TEZKYCH KOVU Z PUDY DO ROSTLINY

Podle akumulacnich schopnosti mohou byt rostliny rozdéleny do tii skupin.
Exkludéri kovlh jsou rostlinné druhy, jez jsou schopné ve svych kotfenech
akumulovat znacné koncentrace kovi a zabranuji jejich zpétnému uvoliiovani
zpét do pidy. Rostliny, které akumuluji kovy ve svych nadzemnich ¢astech, jsou
rozdéleny do dvou skupin: indikdtory a hyperakumulatory. MnoZzstvi kovii
Vv nadzemnich ¢astech indikator obvykle odrdzi mnozstvi kovl piitomnych
v pudé. Rostliny s hyperakumula¢nimi schopnostmi mohou koncentrovat kovy
ve svych nadzemnich castech az do takovych hodnot, které znacné prevySuji
mnozstvi kovil pfitomné v pid€. Jedna z moznych definic tika, Ze rostliny, jez
obsahuji v susin¢ listii vice nez 0,1 % Ni, Co, Cu, Cr a Pb nebo 1 % Zn, jsou
oznacovany jako hyperakumulatory, bez ohledu na koncentraci kovl v padé
[19,20].

3.2.1 Prijem a akumulace tézkych kovii v rostlinném téle.

Rostliny pfijimaji a akumuluji stopové prvky (tézké kovy) ve svych tkénich
bud z pladniho roztoku anebo v nékterych vyjimeénych ptipadech 1
ze vzdusného aerosolu. Jsou ale schopné uvolnovat nékteré prvky zpét
do okolniho prostiedi. Akumulace prvki a jejich kolobéh v télech rostlin je tudiz
zavisly jak na jejich pfijmu, tak 1 na jejich odstraniovani z rostlinnych tkéni.
Proto mohou byt tézké kovy pfijaté rostlinami pfemistovany do rliznych ¢asti
rostlin, aniz by dochazelo ke zméndm v celkovém akumulovaném mnoZstvi
kovu. Piijem tézkych kovi je ovlivnén absorp¢ni plochou kofent a listt a dale
také produkci biomasy. Cim vétsi je absorpéni povreh, tim vy$si a efektivngjsi je
ptijem prvki [6].

Prvky nutné pro rist rostlin 1 té€Zké kovy jsou pfijimany rostlinami ve formé
rozpustnych soli pomoci listil, stonkil, pfipadné 1 generativnich organa (klas,
lata, plod). Tento zpisob piijmu prvkll oznacovan jako foliarni. Rozhodujici
podil vSech prvku ptijima rostlina z pudy korenovym systémem [21].

V ramci této dizertacni prace byl studovan ptijem médi kofenovym systémem
fedkve seté (Raphanus sativus), a proto bude nadale vénovana pozornost piijmu
tézkych kovl kofenovym systémem.

3.2.1.1 Faktory ovliviiujici piijem kovii rostlinami

Ptijem stopovych prvka rostlinami je ovlivhén mnoha faktory, které lze
rozdé€lit na vnitini a vnéj$i. Vnitrni faktory, jako napt. vyvojova faze, vnitini
koncentrace stopovych prvki nebo rychlost rlistu, jsou dané geneticky a souvisi
s druhem rostliny. Pfijem stopovych prvki z pudy je ovlivnén napt. rozpinanim
kotentl, tokem vody a ionti ¢i jejich interakcemi. Dale je pfijem prvka ovlivnén
biologickymi parametry, jez zahrnuji napt. kinetiku membranového transportu, a
také schopnosti rostlin vyrovnavat se se stresujicim podminkami v jejich
Zivotnim prostiedi [22].
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Mezi vnéjsi faktory se tadi predevsim klimatické podminky a vlastnosti ptdy.
Klimatické podminky jsou dané souborem ¢{initelli, znichz ktém
nejvyznamnéjSim patii teplota, slune¢ni zaieni a slozeni atmosféry.

Teplota je vyznamny cinitel rustu, ktery vyvolava piijem stopovych prvki a
rust a ovliviiyje zakladni biologické procesy (fotosyntéze, transpirace). VéEtSina
rostlin mirného pasma zacina vegetovat pii 1 — 5 °C. Tento teplotni rozsah byva
oznacovan jako teplotni minimum. Pti teplotich vyS$Sich nez 40 °C rostliny
odumiraji. Tato hranice se nazyva teplotni maximum [21].

Slunecni zareni patfi k nenahraditelnym vegetacnim faktoriim. Intenzita,
kvalita a doba osvétleni ovliviiuji celou ftadu fyziologickych procest
probihajicich v rostliné. ZvySena intenzita slune¢niho zafeni plsobi pozitivné
napt. na piijem dusiku, fosforu nebo siry. Pii nedostatecném osvétleni dochazi
ke snizené tvorb¢ sacharidi a bilkovin a zvySuje se obsah minerala [23].

Atmosféra vyrazné ovlivinuje rast rostlin a urodnost pidy. Je zdrojem Oy,
CO,, N, pfedevSim pro rostliny, které jsou schopné poutat vzdusny dusik.
Ptitomnost tuhych necistot v atmosféfe zvySuje piitomnost cizorodych prvki,
jez jsou rostlinami piijimany formou folidrniho zplisobu piijmu stopovych prvki
(Cd, Hg, Pb, Zn). V piipadé, ze je vzduch pfili§ suchy, dochazi ke zvySovani
vyparu vody a rostlina tak trpi jejim nedostatkem. Pro rostliny je Skodliva i
nadmérna vlhkost, protoze napomaha rozvoji houbovych chorob a hnilob [23].

3.2.1.2 P#ijem téZkych kovii koienovym systémem rostlin a jejich akumulace
V rostliné

Kotenovy systém rostlin poskytuje stonkiim a listim neustaly ptfisun vody a
rozpusténych minerali. Upeviiuje rostlinu v pidé, plni funkci vegetativniho
rozmnozovani a plni funkci zdsobarny Zivin. Rlst a metabolizmus kotfenového
systému rostlin je podporovan fotosyntetickymi procesy probihajicimi v listech.
Produkty fotosyntézy jsou transportovany z listii floémem do kotend, jez jsou
pii tomto procesu napomocné [24].

Pohyb tézkych kovi k povrchu kofentl je zavisly:

e na difuzi kovii ve smeéru koncentracniho gradientu, ktery vznika
ubytkem kovil v blizkosti kotentl,

e na zdchytu koreny - objem pudy je zmenSovan objemem kotent kvuli
jejich ristu,

e na hmotnostnim toku kovii, kdy jsou latky pfendSeny z vnéjSiho
prostiedi ve sméru potencialniho gradientu [25].

Na Obr. 3-1 je znazornén pohyb iontti kovi ke kofentim rostlin a snizovani
koncentrace na povrchu kofent, které¢ zvySuje difuzi kovi povrchem kofenli a
uvolnuje ionty z pevné faze. Dusledkem odCerpavani iontd z pevné faze jejich
koncentrace asymptoticky klesa se zmenSujici se vzdalenosti od kofent
rostlin [26].
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Vzdalenost od koremi

Obr. 3-1 a) Systém puida-koren sestavajici se z korene obklopeného piidou,
b)Koncentracni profil iontii kovii v rhizosfére. Procesy vztazené k sorpci zZivin
jsou (1) uvolneni sorbovanych iontii do kapalné faze - desorpce, (2) transport do
korenii v kapalné formeé, (3) sorpce koreny. Proces (4) symbolizuje uvolniovani
korenovych vypotkii ménicich rozpustnost iontii kovii vazanych v pevné fazi.
Pievzato z [26].

Rozpustné kovové ionty jsou pfijimany koteny bud’ cestou mimobunécnou
(apoplasticky transport) anebo cestou vnitrobunécnou (symplasticky transport).
Apoplasticky transport je limitovan vysokou kapacitou vymény kationtl
bunécnych stén, vyjimku tvoii pouze ionty kovl pfenaSené jako nekationaktivni
chelaty kova. Symplasticky transport probiha tehdy, pronikaji-li ionty kovu
bunéénou membranou, ktera ma obvykle velky zaporny potencial (170 mV).
Tento membranovy potencidl vytvaii velky elektrochemicky gradient pro vnitini
pohyb kovovych iontll. VétSina kovovych iontll pronikd rostlinnymi buiitkami
pomoci procesti zavislych na energii. Tyto procesy mohou byt zprostiedkovany
specifickymi nebo generickymi nosici nebo kanaly [27].

Neesencidlni tézké kovy mohou U€inn€ soutéZit o stejné transmembranove
nosice jako esencidlni téZké kovy. Tato nedostatecnd selektivita
Vv transmembranovém transportu iontt Castecné vysvétluje, pro¢ neesencialni
tézké kovy mohou pronikat buiikami i proti koncentra¢nimu gradientu [27].

Bylo prokdzéno, Ze koteny rostlin vykazuji vétsi aktivitu pii mobilizaci
rozpustnych stopovych prvkl vazanych na padnich ¢asticich [24]. Aby mohly
byt specie vazané na pudni Castice pfijimany a akumulovany v télech rostlin,
musi byt nejprve mobilizovany z pidniho roztoku. Mobilizace kovl z ptidniho
roztoku mize byt uskute¢néna nékolika riznymi zptsoby [28].
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Prvnim zplGsobem je uvolnéni kovl z piidniho roztoku prostfednictvim
tzv. fitosideroforu (viz. také kap. 3.3.1). Fytosiderofory jsou latky vylu¢ované
kotfeny rostlin do rhizosféry a maji schopnost rozpoustét a chelatovat kovy
vazané na pudnich ¢asticich. K témto latkdm se fadi aminokyseliny jako napf.
kyselina mugineova, kyselina avenova, které jsou syntetizovany v obilovinach,
nebo nikotinamid [29,30]. Tyto latky jsou uvolfiovany z kofenti rostlin
v disledku nedostatku zeleza a zinku a mohou z pidniho roztoku mobilizovat
Cu, Zn, a Mn [31]. Mnoho tézkych kovl je transportovano z pidy vazbou
na ligandy s nizkou nebo naopak vysokou molekulovou hmotnosti, obzvlaste
sirné ligandy (metalotheiny [32], glutathion a proteiny odvozené od glutationu,
napf. y-glutamylcysteinyl-isopeptid [33,34]).

K latkdm s nizkou molekulovou hmotnostni, které zlepSuji rozpustnost a
pfijem kovovych ionti diky svym chelatatnim vlastnostem, se fadi
tzv. nizkomolekularni organické kyseliny (natural low molecular weight organic
acids, NLMWOA). Chelatacni efekt organickych kyselin klesa zhruba podle
nasledujiciho potadi: kyselina citronova > kyselina maleinova > kyselina octova.
Diky vysokym konstantadm stability komplext téchto kyselin s kovy pfitomnymi
Vv ptidé, nedochézi po jejich uvolnéni do pliidy ke zvySeni toxickych vlastnosti
kovli. NLMWOA maji také schopnost detoxikovat intracelularni tézké kovy
jejich navazanim [35,36].

Za druhé, kofeny mohou redukovat kovové ionty vazané na pudni Castice
reduktazami kovii, jez jsou vazan€ v plazmatické membrané. Napt. ubytek
zeleza nebo médi v hrachovitych rostlinach zvysSuje schopnost redukovat Fe(lll)
a Cu(ll) za soucasného zvyseni piijmu Cu, Mn, Fe a Mn [37].

Za treti, kofeny mohou rozpoustét t¢zke kovy okyselenim okolniho prostredi a
uvolnit tak 1onty vazané na pldnich casticich do ptidniho roztoku. Pii nizkych
hodnotach pH jsou rozpoustény usazeniny kovii a kovy vdzané na pidni Castice
jsou tak uvolnovany do pidy. Podobny mechanizmus byl pozorovan
pii mobilizaci Fe u dvoudéloznych rostlin s nedostatkem Fe [38].

Jakmile kovové ionty proniknou do kotfend, mohou byt bud’to ulozeny nebo
pfenadSeny do nadzemnich ¢asti rostlinného téla. Velmi dilezitou ulohu
pii uchovavani kovovych specii ma vakuola [39]. Ve vakuole jsou kovové ionty
chelatovany bud organickymi kyselinami (kyselina citronova, kyselina
maleinovd) anebo enzymaticky syntetizovanymi isopeptidy, obecné nazyvanymi
fytochelatiny. Schopnost proteinii vazat kovy ulozenych v metalothioneinech
zustava stale neobjasnéna [40].

3.2.2 Meéd’ v rostlinach

Kvili schopnosti vyskytovat se v riiznych oxida¢nich stavech (Cu®* a Cu®) se
meéd’ Gcastni mnoha fyziologickych procesi probihajicich v rostlinach. Méd’
plisobi jako stavebni prvek v fidicich proteinech a podili se na transportu
elektronii pti fotosyntéze, mitochondridlnim dychdni, odezvach na oxidativni
stres anebo na metabolismu buné¢nych stén [25, 41].
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M¢ed' puasobi také jako kofaktor mnoha enzymi, jako jsou napt. superoxid
dismutaza Cu/Zn (SOD), cytochrom c¢ oxiddza. Na bunétné trovni potom méd’
piedstavuje zékladni prvek v mechanizmu pfenosu proteind, pii aerobni
fosforylaci a mobilizaci zeleza. Proto je méd’ zakladnim prvkem pro normalni
rust a vyvoj rostlin. Neni-li tento kov rostlinam dostupny, vykazuji rostliny
specifické symptomy nedostatku, jez jsou viditelné na mladych listech a
reproduktivnich organech [42].

3.2.2.1 Deficit médi v rostlinach

Presto, ze méd je pro rostliny esencidlnim prvkem, pii vysokych
koncentracich vykazuje extrémni toxické vlastnosti. Proto je nezbytné, aby
koncentrace médi Vv rostlinnych bunikach dosahovala takového mnozstvi, které je
nezbytné pro rist a vyvoj rostliny. Primérny obsah Cu v rostlinnych tkéanich je
10 pug.g™ susiny [15]. Kriticka koncentrace volnych iontd v Zivném roztoku se
pohybuje od 10™ do 10™ M. Pfi nedostate¢ném mnozstvi Cu ve svych tkanich
doplnuji rostliny chybéjici mnozstvi Cu z ptidniho roztoku, kde se koncentrace
Cu pohybuje v rozmezi od 10° - 10° M [42].

Nedostatek Cu v rostlinnych tkanich se projevuje aktivaci morfologickych
zmén napi. ve stavbé listii a kotfenll. Bylo také zjiSt€no, Ze nedostatecné
mnozstvi Cu ma vliv na transport elektront v I. fazi fotosyntézy (PS1). V této
fazi dochazi pifi nedostatecném mnozstvi Cu ke snizeni vzniku plastocyaninu,
ktery je hlavnim ukazatelem nedostatku Cu [43, 44]. Na zékladé méfeni aktivity
fotosyntézy rostlin kukufice byl zjistén vliv nedostatecného mnozstvi Cu
na transport elektronil takeé ve II. fazi fotosyntézy (PS2). Nedostatek Cu snizuje
aktivitu PS2 bez soucasné modifikace polypeptidové struktury v thylakoidovych
membranach. Cu mize ovlivnit aktivitu fotosyntézy jako prosteticka skupina
polypeptidi ucastnicich se transportu elektront [45].

Med’ také ovlivnuje aktivitu enzymil zapojenych do dalSich Zivotnich procesii
rostlin, které jsou obvykle spojeny s funkci chloroplastd. Napi. ve studii [46]
byla potvrzena nevyhnutelnost pfitomnosti tohoto kovu pti zachovani aktivity
askorbat oxidazy. Ve studiich [47,48] bylo prokazano, Ze pfitomnost médi je
nutnd pro spravnou funkci aminoxiddzy pii navdzadni molekul kysliku
na enzymy V redukujicim médiu. Tento enzym katalyzuje aerobni deaminaci
polyent, pii které vznikaji odpovidajici aldehydy, amoniak a peroxid vodiku (3)

RCH,NH; +0O, + H,0 - RCHO+ NH, + H,0, (3)

Ve studii [49] bylo zjisténo, Ze méd’ vyznamné zpomaluje rist rostliny fedkve
seté¢ (Raphanus sativus L.). Stejn¢ tak méd’ ovlivituje aktivitu kationaktivni a
anionaktivni peroxiddzy, jez ma vliv na riist kofenil.
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3.2.2.2 Toxicita médi v rostlinach

Redoxni vlastnosti, které ¢ini z médi esencialni prvek, téz prispivaji k jeji
inherentni toxicits. Redoxni pfemény mezi Cu®* a Cu* mohou katalyzovat vznik
vysoce toxickych hydroxylovych radikald, s ndslednym poSkozenim DNA,
lipid, proteinti a dalSich biomolekul [50]. Proto mize méd’ pii vysokych
koncentracich vykazovat extrémné vysokou toxicitu, ktera se projevuje napf.
chloréozou nebo nekrozou, zakrnénim, odbarvenim listi a inhibici rustu
kotenti [25,51].

Na buné&¢né trovni mohou toxické vlastnosti médi pochazet z jejiho navazani
na sulfhydrylové skupiny proteind, ¢imz dochéazi k inhibici aktivity enzymi
nebo funkce proteinti. Dale mize byt toxicita médi vyvolana nedostatkem jinych
esencidlnich iontli, poskozenim procesii bunécného transportu anebo
oxidativnim znicenim [48,52].

Nadbytek médi miize v rostlinach zplisobit oxidativni stres a nasledovné
zvysit reakci antioxidanti v dasledku zvySujiciho se vzniku vysoce toxickych
volnych radikéala kysliku. Bylo zjiSténo, ze nadbytek médi ve tkanich fedkve
set¢ (Raphanus sativus L.) vede ke zvySeni akumulace prolinu a ke zménam
Vv obsahu proteind a aktivity enzymu [53]. Reakce antioxidantd na nadbytek Cu
byla pozorovana v listech a kofenech, v zavislosti na koncentraci Cu, tak i
na dob¢ expozice. Bylo zjisténo, ze na nadbytek Cu v rostlinnych tkanich
reaguje i askorbat-glutationovy cyklus [54,55].

ooooo

3.2.2.3 Piijem médi, jeji distribuce a akumulace v rostlinach

Mobilita Cu je kvili jejim silnym vazbam na organickou hmotu a dalsi ptidni
koloidy velmi omezena a frakce celkové mé&di dostupné pro rostliny je obvykle
nizka. Proto neni celkova koncentrace médi v plidé obvykle vztaZzena na ptijem
rostlinou a pifidavky médi do pidy (obzvlasté pidy s vysokym obsahem
organické hmoty, aplikace matriala s vysokym obsahem Cu — splaskové kaly,
odpady z kozeluzen) nemaji Casto vliv na zvySeni koncentrace tohoto kovu
v rostlinnych tkanich [56]. Ve studii [57] bylo ale prokazano, Ze koncentrace
médi v nadzemni ¢asti rostliny fedkve seté (Raphanus sativus L.) vzrista se
zvysujici se koncentraci Cu v ptidé po pouziti chlévské mrvy. Koncentrace medi
v rostlinnych tkanich ale nedosahuje hodnot, které by byly pro rostlinu toxické.

Podle studie [58] je mira pienosu Cu mezi pidou a rostlinou nékolikanasobné
nizsi nez v ptipadé Zn, Cd a Ni Vv zavislosti na tom, zda byly kovy ptidany
vV podobé¢ anorganickych soli do pis€itych piid anebo byly soucasti splaskovych
kali aplikovanych na jemnozrnné pudy. Koncentra¢ni faktor médi ve vodném
porostu je niz8i nez v pripadé Cd, Hg, Pb, Zn nebo Ni [59].

Pfijem meédi je casteCné nezavisly na pH piady (zejména pro pH > 5.5)
[60,61]. Naopak, piijem médi fasami z vodného prostiedi je jev velmi zavisly
napH. Tento fakt byl prokdzan pii experimentech na modrozelené fase
Chroococcus paris [62] a Nostoc muscorum [63], kdy mnozstvi prijaté médi
znatelng vzrista se zvySujicim se pH v rozmezi 4 — 7.
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Mobilita Cu v pudé je téz omezena. Velké mnozstvi médi absorbované
rostlinami je ukladano v kotfenech rostlin, jak dokazuji experimenty provadéné
s rostlinami Lolium perenne [64], Mimulus guttatus [65], Spinacia oleracea [66]
a Avena sativa [67]. Mnozstvi médi absorbované v rostlindich a ukladani
Vv jednotlivych castech je zavislé také na zpusobu pronikani tohoto kowvu
do rostliny. Ve studii [68] bylo prokazano, ze vétsi mnozstvi Cu bylo
absorbovano listy nez kofeny rostliny Raphanus sativus L. v dusledku
aplikovaného roztoku Cu bud’ na listy rostliny, nebo v ptidnim roztoku.
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3.3 METODY EXTRAKCE PUD

Stanoveni biodostupnosti tézkych kovil je velmi daleZitym krokem pfi urceni
rizik spojenych s kontaminaci ptidniho ekosystému témito kovy. Toxicita nebo
bioakumulace tézkych kovi je pfedpovidana z korelaci koncentraci téchto iontl
Vv pidnim roztoku, koncentraci volnych iontdl v pldnim roztoku anebo
z vyluhovatelnych frakci [69]. Ackoliv se exitujici legislativa ¢i smérnice
tykajici se limitnich koncentraci tézkych kovll obsaZzenych v piidach zabyva
pfedevsim urcenim celkové koncentrace kovil v ptidach, vétSina z téchto frakei
neni pro rostliny, mikroorganizmy nebo ptdni faunu dostupna [70].

Pro zjisténi podilu tézkych kovl vazanych v riznych formach a fazich
pudniho systému, jejich dostupnosti a mobility jsou od 70. let 20. stoleti
vyuzivany extrak¢éni postupy [71]. Mobilita stopovych prvkl, jejich
biodostupnost a relativni ekotoxicita pro rostliny zavisi na specifickych
chemickych formach, tzv. frakcich, nebo na zpisobu jejich navazani na padni
Castice. Stanoveni téchto parametrli je proto z hlediska uréeni toxickych tc¢inkt

vvvvvv

[72].

Na zaklad€ definice IUPAC se terminem ,,frakcionace rozumi proces
klasifikace analytu nebo skupiny analytd v urcitém vzorku podle jejich
fyzikalnich (velikost, rozpustnost) a chemickych (vazba, reaktivita) vlastnosti
[73]. Pocatkem 80. let 20. stoleti A. Tessier ve své praci [74] formuloval
frakcionacni postup, v némz rozdélil stopove prvky do péti frakcei:

e lontove vymenna frakce charakterizuje podil stopovych prvkl
sorbovanych na povrchu anorganickych soli, vymeénitelnych z povrchu
pudnich koloidii zménou koncentrace bivalentniho iontu.

o Frakce vazana na uhlicitany oznacuje podil tézkych kovl véazanych
na uhli¢itanech. K uvolnéni této frakce dochazi pii zméné acidobazickych
podminek v prostiedi.

o Frakce vazana na oxidy Fe a Mn popisuje podil toxickych kovili vazanych
na oxidy Zeleza a manganu, jeZ jsou termodynamicky nestabilni
za anodickych podminek a uvoliuji téZké kovy do roztoku napi. zménou
oxida¢né-reduk¢éniho potencialu.

o Frakce vizana na organickou hmotu urcuje podil toxickych kovl
vazanych v organické hmoté (zivé organizmy, usazeniny, atd.). Prvky
jsou uvoliovany v disledku degradace organickych latek.

o Zbytkova frakce ptedstavuje podil prvkl véazany v silikatové matrici
na primarni a sekundarni mineraly. V pfirodé¢ nejsou ale prvky z této
frakce uvolnovany do vodného prostiedi [74,75].
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Frakce kovii mohou byt také identifikovany a kvantifikovany tfemi zpisoby.
Funkéne, kdy vtomto pripadé mohou byt frakce asimilovany rostlinami,
za druh¢ operativne, tzn. podle zptsobu nebo ¢inidla pouzitého k jejich extrakci
a za tieti specificky, jako ur¢ité komponenty nebo oxida¢ni stavy kovi. Druhy
zpusob identifikace frakci zahrnuje jednorazové a sekvenéni extrakce [76].
Jednorazové extrakéni metody probihaji za pouziti jednoho ¢inidla a sekvencni
extrakce zahrnuji vice extrak¢nich krokd s ¢inidly o0 rizné Gc¢innosti. Jednotlivé
kovy v pfipravenych extraktech jsou nasledn¢ stanoveny vhodnymi
instrumentalnimi metodami, nejcastéji AAS, ICP-AES nebo ICP-MS.

3.3.1 Jednorazové extrakce

Jednorazové extrakce [77,78] jsou casto aplikovany diky své jednoduchosti a
snadnému provedeni s vyuzitim bézné pristupnych extrakénich ¢inidel. Navazka
vysuSen¢ho vzorku pidy umisténa ve vhodné naddobce je smichana s extrakénim
¢inidlem v uréitém poméru a michdna nebo tfepana pii konstantni teploté
po ur¢itou dobu. Ze ziskanych pldnich vyluht je filtraci odd€len supernatant,
V némz jsou pomoci instrumentalnich metod stanoveny piitomné prvky [79].

Jako jednorazova extrakéni cinidla jsou Casto vyuzivany roztoky chelatl
(EDTA [80,81], EDDS [82,83], DTPA [84,85]), neutralni soli (CaCl,
[86,87,88,89], NH,CI [90,91], NH;NO; [86]), mineralni kyseliny o rtiznych
koncentracich a roztoky pufrd (NH4OAcC). Nové jsou pouzivany extrakéni
postupy s roztoky snadno degradovatelnych a slabych fytotoxickych sloucenin
(napt. kyselina nitrilotrioctova, NTA) anebo piirodnich nizkomolekularnich
organickych kyselin [78,92], kterym byla vénovana kapitola 3.2.1.2.

Jednorazové extrakce s 0,1 HCI, smési HCl1 a H,SO, a EDTA byly poprvé
pouzity v 50. a 60. létech 20. stoleti pro stanoveni koncentrace esencialnich
kovii v pldach. Ptfi urCeni urovné kontaminace pidy byly jednostupiiove
extrakéni postupy pouzity v 70. létech 20. stoleti [93].

V Ceské republice byl jako jednorazova extrakéni technika legislativné piijat
vyluh 2 M kyselinou dusi¢nou [94,95], ktera extrahuje vSechny zmifované
frakce kovii kromé nerozpustné rezidualni frakce a slouzi k odhadu miry
kontaminace, a lucavkou kralovskou [94].

3.3.2 Sekvenéni extrak¢ni postupy

Sekvencni neboli postupné extrakce (SEP) [74,96,97,98] jsou standardnimi
metodami vyuZivanymi pro zjiSténi chemickych frakci jak v padach, tak
v sedimentech. Obvykle zahrnuji 3 az 8 krokt, pii kterych jsou postupné
aplikovana extrak¢ni Cinidla se zvySujici se ucinnosti. Postup vyluhovani je
shodny s postupem pii jednorazovych extrakcich. Po prvni extrakci je smés
odstfedéna, v supernatantu jsou stanoveny piitomné kovy a pevny zbytek je
louzen v dalSim kroku siln¢j$im ¢&inidlem. Chemické formy prvka obvykle
stanovované SEP jsou klasifikovany jako vyménné frakce (biodostupné a
mobilni), frakce vazané na uhli¢itany, oxidy a organickou hmotu [93].
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Béhem poslednich desitek let bylo vypracovdno velké mnozstvi extrakénich
postupti [74,99], ale ziskané vysledky byly vSak ziidka porovnatelné vzhledem
k odliSnym extrakénim postupim. Nékteré z téchto metod byly stale Siroce
pouzivany, zadna znich ale nebyla uznana védeckou spoleCnosti. Proto byl
vroce 1987 Komisi evropskych komunit (European Community Bureau of
References — BCR) zapocat program, ve kterém byla sjednocena metodologie
pouzivana pii sekven¢nich extrakénich postupech aplikovanych pii stanoveni
tézkych kovi v pidach a sedimentech [100] a ve kterém byly také definované
certifikované referen¢ni materialy [101]. Tento postup byl s Gispéchem pouzit pii
analyzovani velkého mnozstvi matric, jako jsou napf. sedimenty pochazejici
Z jezer, lagun a mofi, splaSkové kaly, pidy a mista kontaminovana primyslem
[102,103,104].

3.3.3 Extrakéni ¢inidla

vevr

urcitou extrakci, je pravdépodobné extrahovatelnou oddélovaného prvku. Ma-li
se snadno dosahnout oddéleni, musi byt rozdélovaci pomér rozpusténych latek
velky. Ze stejného diivodu musi byt extrakce ostatnich rozpusténych latek mala
[105].
Extrak¢éni c¢inidla mohou byt rozdélena do nékolika skupin podle jejich
ucinnosti pii extrakci specifickych kovovych frakei:
e roztoky neutrdlnich soli, alkalii a bézna rozpoustédla: voda, vodné
roztoky soli (CaCl,, Ca(NOs3),), NH;Ac, hofecnaté soli, BaCly);
e redukcni cinidla: askrobat sodny, hydrogensifi¢itan sodny (Na,S,0y,);
o slabé kyseliny: ztedéné roztoky kyseliny octové a citronové;
o silna chelatacni cinidla: EDTA, DTPA (obcas v kombinaci
s triethylaminem nebo kyselino askorbovou), NTA;
o Cinidla obsahujici kyselinu a jeji suil: amonium oxalat-kyselina oxalova,
acetat sodny-kyselina octova, a dalsi;
o zredené silné kyseliny: HNO3, HCI, smés HCl a H,SO,4 (Mehlich I);
o fkoncentrované silné kyseliny: HNO3, HCI, HNO; + HF, aqua regia [93].
Z pocatku byla vyuzivana extrak¢ni Cinidla, ktera uvoliuji z pevné faze velké
mnozstvi kovi, jako chelatacni ¢inidla (EDTA, DPTA, NTA) nebo siln¢
kyseliny (HNO;z; a HCI). Zavedeni novych instrumentalnich metod s velmi
nizkym limitem detekce, diky kterym lze stanovit kovy v roztocich o nizkych
koncentracich, umoZnilo pouZit pro extrakci kovil z piid slabsi ¢inidla jako napf.
0,01 M CaCl, a 1,0 M NH4NO;. Presto jsou i nadale pouzivany pro extrakcli
kovli z ptid zdkladni postupy jako rozpousténi, chelatace, desorpce, iontové
vymeény a redukce nebo oxidace [93].
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Pfi studiich napodobujicich pfijem kovl rostlinou a pii vyhodnoceni
urodnosti a nedostatkli pidy jsou pouzivdna slaba Cinidla (zfedéné roztoky
CaCl, nebo Ca(NO3),), EDTA, DTPA a kyselina octova jsou ¢asto pouzivany
pi1 studii fyzikélné-chemickych procesti probihajicich v ptidé (napf. mobilita
tézkych kovil). Chlorid amonny a S$tavelany jsou s vyhodou vyuZivany
pii rozliSeni litogenniho nebo antropogenniho ptvodu prvka v pudé [81].
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3.4 TECHNIKA DIFUZNIHO GRADIENTU V TENKYCH FILMECH

Technika difazniho gradientu v tenkém filmu (Diffusive Gradients in Thin
Films Technique, technika DGT) je relativné novym pfistupem pro stanoveni
labilnich specii kovii in situ ve sladkovodnich a motskych systémech, v piidach
a sedimentech. Objevena a poprvé popsdna byla tato technika v roce 1993 W.
Davisonem a H. Zhang [106].

Vyhodou techniky DGT je schopnost prekoncentrace analyti in situ, jeZ dava
vybornou citlivost stanoveni (10> mol.I") a zabraiiuje problémd spojenym
s kontaminaci vzorkd. Dale poskytuje Casové primérné koncentrace, které jsou
idealni pro kontrolni monitorovani. Lze ji také pouZzit pro speciacni analyzu se
zaméfenim na kovové specie nebo také pro odhad biodostupnosti kovi
v pudach [107].

Aby bylo mozné stanovit technikou DGT co nejvice kovovych specii
pfitomnych v Zivotnim prostfedi, je nutné pouzit vhodny sorpéni material.
Nejvice vyuzivanym sorbentem v technice DGT je iontoméni¢ Chelex 100
(styrendivinylbenzenovy  kopolymer s funkénimi  skupinami  kyseliny
iminodioctové), ktery je selektivni napt. pro Cd®*, Cu®* nebo Ni?*. Pro stanoveni
fosfati jsou vyuZzivany oxidy zeleza a pro stanoveni sulfidli jsou vyuzivany
mineralni faze (jodid stiibrny v sorpénim gelu) [106].

3.4.1 Vzorkovaci jednotka DGT

Vzorkovaci jednotka pouZivana v technice diflizniho gradientu v tenkém
filmu ke stanoveni labilnich specii ma tvar pistu (Obr. 3-2).

expozicni okénko

e plastove vicko

.,r-’
' . ~ plastove télo

Obr. 3-2 Vzorkovaci jednotka DGT — celkovy pohled. Upraveno a pievzato z
[108].
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Na plastovém pistovém téle jsou ulozeny dvé vrstvy polyakrylamidového
hydrogelu a membranovy filtr. Spodni vrstva oznacovana jako sorpcni gel je
tvofena polyakrylamidovy hydrogelem obvykle o tloust’ce 0,4 mm obsahujicim
sorbenty s navazanymi vhodnymi funk¢énimi skupinami. Druha vrstva je tvofena
také polyakrylamidovy hydrogelem s piesné definovanou tlouStkou (obvykle
0,8 mm) obsahujici 95 % vody, ktery byva oznaCovan jako difiizni gel.
Membranovy filtr (velikost port 0,45 um) chrani difazni gel pfed mechanickym
posSkozenim. VSe je uzavieno plastovym vickem s expozicnim okénkem
0 priméru 2 cm (Obr. 3-3) [109].

membranovy filtr

..o difizni gel
s < [7IF .- sorpéni gel
o E]
F e
I_j T
[a | plastové vicko s
A 8 expozicni okenkem

plastovy zaklad

Obr. 3-3 Ulozeni polyakrylamidovych gelii ve vzorkovaci jednotce DGT.
Prevzato z [108].

3.4.2 Princip techniky diftizniho gradientu v tenkém filmu

Technika DGT je zaloZena na diftzi specifickych latek vrstvou difizniho gelu
a jejich nasledné imobilizaci v gelu sorpénim. Pii aplikaci jednotky DGT
do sledovaného prostiedi se mezi difiznim gelem a vnéj§im roztokem vytvaii
mezni difuzni vrstva (diffusive boundary layer, DBL), jejiz tloustka & souvisi
S intenzitou promichavani roztoku v okoli sondy. Ionty kovll z vnéjsiho roztoku
pronikaji touto mezni vrstvou molekulovou diftzi. Velikost port
polyakrylamidového hydrogelu dosahuje hodnoty 2 — 5 nm, takze hydratované
ionty kovid s primérem 0,2 — 0,3 nm a mensi komplexy s organickymi ligandy
do gelu snadno difunduji. Po velmi kratké dobé se v difiznim gelu ustavi
linearni koncentra¢ni gradient (Obr. 3-4) [107].
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3.4.2.1 Princip stanoveni labilnich specii kovii ve vodném prostiedi.

Tok iontl difuzni vrstvou je dan |. Fickovym zakonem difiize (4):

F-pdC (4)
dx

kde F je tok iontil kovi diftizni vrstvou (mol.cm™.s™), D je diftizni koeficient
(cm™?.s™) a dC/dx je koncentra&ni gradient (mol.cm™).

Jestlize diftizni koeficienty iontdl pfitomnych v gelu jsou shodné s difuznimi
koeficienty iontil ve vode¢, 1ze 1. Fickliv zdkon difuize napsat ve tvaru

(5(5):
o D(C, -C’) (5)
(Ag +5)

kde Cy je koncentrace iontl ve vn&j$im roztoku (mol.cm™), C' je koncentrace
ionttl kovii na rozhrani sorpéniho a diftzniho gelu (mol.cm™), Ag je tloustka
difuzni vrstvy a ¢ je tlouStka difizni hranicni vrstvy, ktera vznikd mezi vrstvou
difuzniho gelu a vnéjSim roztokem.

Ustavi-li se rychle rovnovaha pfti sorpci volnych iontli na iontoménici, potom
je koncentrace C' rovna nule za piedpokladu, Zze iontoméni¢ nebyl zcela
nasycen. V dobfe michanych roztocich je tloustka diftzni hrani¢ni vrstvy &
(cm) zanedbatelné mala ve srovnani s tloustkou diftzni vrstvy Ag (cm).

Rovnici (5) tak Ize napsat ve zjednoduseném tvaru (6):

_bc (6)

Hmotnostni tok iontd kovt (7) je definovan jako mnozstvi ionti M (g) proslé
danou plochou exponované &asti gelu A (cm?) za jednotku &asu t (S):

M
= (7)
Pt1 aplikaci v praxi jsou jednotky DGT exponovany po urcity ¢as t. Mnozstvi
kovu M navazané béhem doby expozice na iontomeéni¢ mize byt po vysuseni
gelu stanoveno pifimym méfenim nedestruktivnimi technikami, napt. PIXE
(Casticemi indukovand rentgenova emise) nebo laserovou ablaci ve spojeni
s ICP-MS. Castgji jsou ionty eluovany ze sorpéniho gelu znamym objemem
eluéniho ¢inidla, V.. Koncentrace iontii v eluatu C, je stanovovana obvykle
pomoci atomové absorpéni spektrometrie (atomic absorption spectrometry —
AAS) nebo optické emisni ¢i hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem (inductively coupled plasma optical emission spectrometry — ICP-
OES, mass spectrometry — ICP-MS).
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Podil eluovanych ionti kovii z celkového mnoZstvi navazanych iontd je
oznaCovan jako elucni faktor, fo. Mnozstvi proSlych ionti je potom dano
vztahem (8), kde V, je objem sorpéniho gelu (cm®):

C.(v, +V,)

M = e e ®)

e
Spojenim rovnic (6) a (7) je dan vztah pro stanoveni koncentrace ve vnéjSim

roztoku, C, (9):
MAg
> = DAt (9)
kde M je mnozZstvi kovli akumulovanych v sorpénim gelu (g), Ag je tloustka
difuzni vrstvy (obvykle 0,93 mm), D je diftzni koeficient pfi dané teploté
méfeni (cm2s™), A je plocha exponované &asti gelu (3,14 cm?) a t je doba
expozice jednotky DGT (s) [106,107].

A

LR

H

H

]

=

— difiizni gel Cb
G
R 2
& =) -
A vneéjsi roztok

= Syl vzdalenost
Ag &

Obr. 3-4 Schematickeé znazornéni koncentrace volnych specii iontii
V hydrogelu pri kontaktu s vnéjsim roztokem. Prevzato a upraveno z [106].

3.4.2.2 Aplikace techniky DGT do pud a sedimentit

Zakladni princip vytvofeni koncentra¢niho gradientu v tenkém filmu
difuzniho gelu, vazbé sledovanych kovli v sorpénim gelu a jejich nasledné
stanoveni je platny také pro aplikace techniky DGT v sedimentech a pidach.
Interpretace ziskanych vysledkd neni ovSem tak jednoznac¢nd jako je tomu
Vv ptipad¢ aplikace techniky DGT do vodnych systémii.
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Vodné systémy ptedstavuji velmi dobfe michané roztoky, ve kterych je
koncentrace kovil v blizkosti vzorkovaci jednotky DGT konstantni. Plidni roztok
nebo porova voda sedimentll pifedstavuje objemové omezeny a nemisitelny
systém, vnémz muze dochazet v blizkosti vzorkovaci jednotky DGT
ke zménam v koncentraci kovil, pfedevsim k poklesu této koncentrace.

Aby bylo mozné vysledky spravné interpretovat, je nutné dostatecné pochopit
pochody probihajici v plidach a sedimentech. Jsou to piedevSim procesy spojené
suvolilovanim kovl zpevné faze a jejich difuze plidnim roztokem nebo
porovou vodou sedimentd.

Jsou-li ionty z roztoku odstranovany jednotkou DGT, potom mohou byt zpét
do roztoku dopliiovany z pevné faze. Miru dopliiovani ionti kovll z pevné faze
do pidniho roztoku ¢i pérové vody sedimentli je mozné vyjadtit pomoci pomeéru
R [69,70,110,111], vyjadieného rovnici (10):

R:ﬁ, 0(R(1 (10)
C.
kde Cpgr je koncentrace kovovych specii zjisténa technikou DGT (mol.1™") a
Cow Je koncentrace labilnich specii kovii v pidnim roztoku ¢i porové vodé
sedimentii stanovena nezavislou analytickou metodou (mol.1™"). Hodnotu R Ize
ziskat experimentalné¢ a vyuzit ji pii vyhodnoceni jednotlivych ptipadi
znazornénych na Obr. 3-5.

difiizni gel pudni roztok
ustaleny stav (a)
=
=
o —
™ )
@ ) i —
g 5 castecne ustaleny stav (b)
=
= ©
@ @
@
=
2
neustaleny stav (c)

—

Vzdalenost

Obr. 3-5 Schematickeé znazorneni koncentracniho gradientu ve vzorkovaci
jednotce DGT a jejim okoli pri aplikaci do pud ¢i sedimentii. Prevzato a
upraveno z [69].
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Nedochazi-li v systému k uvolnovani kovii z pevné faze do ptidniho roztokou
¢i porové vody sedimentll, nastava v systému tzv. neustaleny stav (Obr. 3-5,
(c)). V tomto piipad¢, v literatufe [69] oznatovaném jako ,unsustained case‘
zavisi hodnota R (R = Rgy) na difuznich koeficientech latek pfitomnych
V pidnim roztoku nebo pérové vodé a na dobé expozice. Numerické vztahy
potfebné k vyjadieni koncentracnich gradientt i koncentrace C,, jsou
definovany dle Il. Fickova zdkona difiize (11)

oc o’
by Yol
ot ox’

Je-li v roztoku koncentrace iontli vyrovnavana tak, aby v blizkosti jednotky
DGT byla tato koncentrace relativné konstantni, byva tento stav oznacovan jako
ustaleny stav (,,Sustained case“ [69], Obr. 3-5, (a)). Hodnotu poméru R v tomto
pfipadé dosahuje hodnot R > 0,95. Zjisténa koncentrace DGT tak miize byt
vyjadiena jako koncentrace labilnich kovovych specii v plidnim roztoku c¢i
porové vodeé a pro jeji vypocet je tak mozné vyuzit 1. Ficklv zakon difuze,
vyjadieného vztahem (4).

Oba popsané zptsoby chovani systému pfi aplikaci vzorkovaci jednotky DGT
jsou meznimi stavy. ProtoZze po aplikaci sondy DGT dochazi ke zméndm
pocatecnich podminek, miize se ustdleny stav zménit na stav castecné ustaleny
(,,partially sustained case“ [69], Obr. 3-5, (b)). I kdyZz koncentrace kovu
v blizkosti jednotky DGT aplikované do ptidy nebo sedimentu postupné klesa, je
system obvykle schopny do urcité miry ubytek kovll tlumit a vyrovnavat jejich
uvolilovanim z pevné faze. Hodnota koncentrace zjisténé technikou DGT, Cpgr,

je v tomto ptipadé povazovana za aktualni koncentraci na rozhrani vzorkovaci
jednotky a okolniho systému, C, (12) [108]:

(11)

MAg
DtA
Pokud ve sledovaném systému nedochézi k uvoliovani kovil z pevné faze

konstantni rychlosti, je koncentrace Cpgr chdpana jako casové prumérna
hodnota koncentrace C, podle tohoto vztahu (13) [108]:

CDGT = Ca = (12)

l t
Coer == [C.(t)dt (13)
t,=0

34.23 DIFS (DGT Induced Flux in Soil and Sediments), efektivni
koncentrace Cg

Ke studiu casové =zavislosti interakci, probihajicimi mezi vzorkovaci
jednotkou DGT a pidou ¢i sedimentem v 1D nebo 2D provedeni, byl
vypracovan matematicky model DIFS (DGT Induced Flux in Soil and
Sediment). Tento model popisuje soucasné¢ difuzi kovovych iontd v pidnim
roztoku v urcitém case a misté a zaroven i odpovéd systému na indukované
koncentra¢ni gradienty [70,112,113].
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Vyména kovovych iontli mezi pldnim roztokem a pevnou fazi se fidi
|. zakonem kinetiky, vyjadiené¢ho vztahem (14).

Csoln
DGT«—C_, «“C,,

soln

kde Csn a Cip jsou koncentrace iontd kovi v pidnim roztoku a faze
obsahujici labilni kovové Castice. Rychlost dopliiovani ionti, dana vztahem
kiCip, je tedy zavisla na rychlostni konstanté urcujici rychlost pienosu ¢astic
z pevné faze do roztoku, ki, tak na koncentraci labilnich ¢astic na rozhrani
pevna faze-roztok [7070112].

Vstupnimi hodnotami pro tento model nejsou jenom vysledky ziskané
technikou DGT, ale i fada dalSich parametrti jako napft. porédzita pudy, tloustka
difizni vrstvy nebo difuzni koeficienty iontl v difuzni vrstvé. Resenim modelu
DIFS je mozn¢ odhadnout rychlostni konstanty vyménnych procesi a
distribu¢nich koeficientti kovt ve sledovanych systémech [11270,113].

Model DIFS se vyuziva pro vypocet efektivni koncentrace, Cg [70], ktera
udava koncentraci kovovych iontl pfitomnych v plidnim roztoku a zaroven
koncentraci iontli uvolnénych do pidniho roztoku z pevné faze. Efektivni
koncentraci lze vyjadrit nasledujici rovnici (15).

“—C (14)

C, = ?QDGT ’ (15)
diff

kde Cper je koncentrace kovovych specii zjisténa technikou DGT (mol.1™),
Rgit Je pomér koncentrace kovovych iontd v piddnim roztoku, Cgy,, a
koncentrace na rozhrani jednotky DGT a pldniho roztoku, Cgi (Obr. 3-6).
Efektivni koncentrace Cg vyjadiuje koncentraci kovovych specii, kterd by méla
byt pfitomnd v plidnim roztoku, aby bylo mozné doplnit ubytek téchto specii
difundujicich do vzorkovaci jednotky DGT [70]. Jestlize rostlinny pfijem
lokaln€ snizuje koncentraci iontd v pidé, efektivni koncentrace je piimo
vztazena k tomuto pfijmu. V tomto ptipadé, kdy je transport kovovych specii
limitovan absorp¢nimi schopnostmi rostliny, jsou ionty kovll doplnovany jak
z pudniho roztoku, tak i z pevné faze pudy. Proto stanoveni Cg umoznuje

vyhodnotit potencialni znecisténi analyzovanych pud [70].
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Obr. 3-6 Schematické zndazornéni koncentracniho gradientu ve vzorkovaci
Jjednotce DGT a jejim okoli pri aplikaci do pid ¢i sedimentii. Pripad (1) popisuje
dopliovani iontii prostou difuizi, pripad (2) predstavuje stav, kdy jsou ionty kovii
do blizkosti jednotky DGT doplnovany z piidniho roztoku. Prevzato a pozménéno
z [70].

3.4.3 Porovnani techniky difazniho gradientu v tenkém filmu
s extrak¢énimi postupy p¥i hodnoceni biodostupnosti kovii z pad

Ve studii [114] byla pouzita technika DGT ke stanoveni kadmia, olova a
zinku Vv rhizosféte Ctyf rozdilnych rostlinnych druhti. Byl téz sledovan vliv
chelatacnich ¢inidel EDTA a EDDS na mobilitu téchto prvki. Bylo zjisténo, Ze
technika diftizniho gradientu v tenkém filmu je schopna registrovat velmi malé
koncentrace prvkl v rhizosféfe podle jednotlivych rostlinnych druhli anebo
chemického oSetfeni plidy.

Vyhodnocenim biodostupnosti Zn pomoci extrakénich postupll a techniky
DGT se zabyva prace [115]. V tomto piipad¢é byla pouzita extrakéni Cinidla
0,00 M CaCl, a 0,43M HNO; a aqua regia. Mnozstvi zinku extrahované
chloridem véapenatym velmi dobie korelovalo s mnozstvim zinku nalezenym
pomoci techniky DGT. Soucasti této studie bylo také porovnani obsahu zinku
v organizmech (trava, salat a vI¢i bob) a pidé. Dobré korelace byly zjiStény
mezi koncentraci Zn stanovenou v trave€ a salatu, efektivni koncentraci Zn
stanovenou technikou DGT, koncentraci Zn extrahovaného pomoci CaCl, a
obsahem zinku v poérové vodé analyzovanych pid. Ze zjisténych vysledku
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plyne, ze technika DGT je rovnocennou metodou pro stanoveni biodostupnosti
zinku pouzitym extrakénim postuptim.

Stejné zaveéry potvrzuji 1 vysledky zjisténé v pracich [116] a [117]. Bylo
potvrzeno, ze technika DGT je schopna stanovit mnozstvi biodostupného zinku
v mirn¢ kontaminovanych ptidach pouzitych Vv téchto experimentech. Efektivni
koncentrace Cg stanovena pomoci techniky DGT koreluje s celkovou
koncentraci tohoto prvku v pudnim roztoku, tak i v kofenech sledované rostliny
Lactiva sativa cp Appia.

Technika DGT byla také pouzita pii vyhodnoceni biodostupnosti médi
ptijimané rostlinami Elsholtzia splendens a Silene vulgaris [118]. Koncentrace
zjiSténd v obou rostlindch velmi dobfe korelovala s frakci Cu extrahovatelnou
NH4NO;, s mnozstvim meédi pfitomnym V pidnim roztoku nebo efektivni
koncentraci stanovenou pomoci techniky DGT.

Ve studii [70] byl proveden experiment, pii kterém byla porovnavana
efektivni koncentrace médi nalezena technikou DGT, koncentrace stanovena
extrakci pudy EDTA a koncentrace volnych ionti Cu®*, stanovena
voltametricky, v pidnim roztoku s obsahem médi nalezenym v rostlinach.
Vysledky ziskané technikou DGT nejlépe korelovaly s mnozstvim kovu
obsazenym v rostliné¢ Lepidium heterophyllum v porovnani s dal$imi pouzitymi
postupy. Tento fakt dokazuje, ze technika DGT relativné dobte simuluje proces
piijmu tézkych kovl kofeny rostlin.

Ve studii [69] byla porovnana efektivni koncentrace médi a zinku s pfijmem
téchto kovli vyhonky jilku (Lolium perenne). Bylo opé€t potvrzeno, Zze pomoci
techniky DGT lze lépe wurCit mnozstvi piijatych kovli do roStin nez
analyzovanim pudniho roztoku. Nékteré rostliny piijaly svymi tkdnémi veétsi
mnozstvi kovili, neZ bylo stanoveno technikou DGT. Tento rozdil mohl byt
zpusoben mistnimi rozdily v mitotickych podminkach, napt. svétlo, teplota vody
a ptitomné nutrienty.

Studie [119] ukazuje, Zze i pfesto, ze byly zjiStény dobré korelace mezi
koncentraci zinku obsazeného v travach a saldtu a efektivni koncentraci
zjisténou technikou DGT, v piipad¢é vi¢iho bobu nebyly tyto korelace piilis
vyznamneé.

Zavérem je mozné fici, Ze technika difizniho gradientu v tenkém filmu je
schopna simulovat pfijem kovll rostlinami. V porovnani s extrakénimi
technikami neni v takové mitfe destruktivni, tzn., Ze nedochazi k pfiliSnému
poruseni pudni matrice a k naruSovani fyzikalné-chemickych rovnovah,
ovlivilyjicich rozdé€leni kovi a jejich forem v pidach nebo sedimentech.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1

CHEMIKALIE

Pfi experimentech provadénych v této praci byly pouzity ndasledujici
chemikalie:

Akrylamid, 40% roztok - Merck, Darmstadt, Némecko

agarozov¢ sitovadlo, 2% roztok- DGT Research, Lancaster, Velka Britanie
N,N,N",N’-tetramethylendiamin (TEMED) - Merck, Darmstadt, Némecko
peroxosiran amonny (NH4)S,0g p.a. — Penta, Chrudim, Ceska republika
Chelex 100 Resin, Na-forma, 200-400 mesh - Biorad Laboratories,
Hercules, USA

dihydrat chloridu médnatého, CuCl,.2H,O p.a. - Lachema, Brno, Ceska
republika

kyselina dusi¢na, HNOs p.a. - Penta, Chrudim, Ceska republika

dusi¢nan sodny, NaNOj; p.a. - Penta, Chrudim, Ceska republika

standardni roztok Cu (1 g/l), Astasol®-Cu — Analytika Co. Ltd, Praha,
Ceska republika

Ve vSech uskute¢nénych experimentech byla pouzita destilovana voda, ktera
byla dale piecisténa piistrojem SG Ultra CLEAR UV System (Barsbiittel,
Némecko). Kvalita deionizované vody piipravené timto zplisobem dosahovala
na vystupu v jednotkéach specifické vodivosti hodnot 0,055 uS.cm™.

4.2

INSTRUMENTACE

Pti ptipravé experimentll a analyze vzorki byly pouZity tyto pfistroje:

dry mode mineralizer APION, Tessek, Praha, Ceska republika

atomovy absorpéni spektrometr AAnalyst 600 firmy Perkin Elmer,
Analytical, USA, vybaveny transverzaln¢ ohfivanym grafitovym
atomizatorem a Zeemanovskym longitudindlnim kompenzatorem
nespecifické absorbance

automaticky davkovac¢ AS 800 firmy Perkin Elmer, Analytical, USA
pocitacovy software AA WinLab32 verze 1.20 pouzity k ovladani
atomoveého absorpéniho spektrometru

plastovée DGT vzorkovaci jednotky pro aplikaci do piid, DGT Research
Ltd. Velké Britanie

homogenizator MS3 basic Minishaker, IKA - Wilmington, USA
mikropipety Finnpipette Focus, Hermo Elektron - USA

reakcni nadobky Eppendorf 1,5 ml - Hamburg, Némecko

analytické vahy Denver Instruments — New York, USA
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e centrifuga Mechanika Precyznyja Warsava typu MPW-6 — VarSava,
Polsko

e suSarna

e Mitscherlichovy vegetacni nadoby

e membranové filtry Supor®-450 (pramér 2,5 cm, tloustka 0,13 mm s pory
0 pruméru 0,45 um), Pall Corporation - Michigan, USA

e celulozové filtry 589/5, Schleicher and Schuell — Dassel, Némecko

4.2.1 Pristroj pro mineralizaci rostlinného materialu DRY MODE
MINERALIZER APION

Pristroj DRY MODE MINERALIZER APION (Obr. 4-1) byl v predkladané
disertani praci vyuzit pii rozkladu vzorkd rostlinného materidlu pro jeho
naslednou analyzu atomovou absorpcni spektrometrii.

Obr. 4-1 Dry mode mineralizator APION.
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Mineralizace byla provadéna na suché cesté, za atmosférického tlaku. Jeji
princip spociva v zavadéni superoxidani smési plyni do nadobek se vzorkem,
které jsou soucCasné¢ vyhiivany na nastavenou teplotu. Oxidacni smés plynt je
tvofena kyslikem, oxidy dusiku a ozonem a v pfistroji je vyrdbéna spalovanim
amoniaku a ozonizaci. VedlejSim produktem je chemicky ¢istd kyselina dusi¢na,
jez byla dale vyuzita pii rozpousténi popele vzniklého pii mineralizaci.

Postup pro mineralizaci vzorkd specifikovany v tabulce 4-1 je slozen ze 4
krokii s definovanou dobou trvani, teplotou a nastavenim pievodnich plynt
(kyslik, oxidy dusiku, ozon). V prvnim kroku byl vyhtivan hlinikovy box
na teplotu suseni, v druhém kroku probihalo samotné suSeni vzorku. V pribéhu
trettho kroku dochéazelo k opétovnému zvySovani teploty az na teplotu
mineralizace a posledni krok byl tvofen samotnou mineralizaci rostlinného
materialu.

Po ukonceni procesu mineralizace a dostatecném zchladnuti sklenénych
rozkladnych nadobek byl vznikly popel rozpustén piidavkem 1 ml kyseliny
dusi¢éné o koncentraci 1 mol.I". Roztok byl pieveden do scintilaénich nadobek a
sklenéné nadobky byly vyplachnuty 4 ml deionizované vody, jez byly pridany
K rozpusténému popelu.

Tabulka 4-1. Pracovni rezim mineralizatoru

Opera¢ni krok Doba trvani Teplota
[hod] [°C]
A Ohtati na susici teplotu 0,75 Vzestup na 110
B Suseni vzorku 1 110
C Ohtati na mineraliza¢ni 4 Vzestup na 380
teplotu
D Mineralizace vzorku 12 380

4.2.2 Atomovy absorp¢ni spektrometr AAnalyst 600, Perkin Elmer

Sledovany kov (Cu) v pidnich vzorcich a v rostlinném materidlu byl stanoven
na atomovém absorpcnim spektrometru AAnalyst 600 firmy Perkin Elmer,
Analytical, vybaveny transverzalné ohfivanym grafitovym atomizatorem a
Zeemanovskym longitudindlnim kompenzatorem nespecifické absorbance.
Vzorky byly davkovany automatickym davkovacem AS 800 téze firmy.
K ovladani spektrometru byl vyuzit poc¢itaCovy software AA WinLab32 verze
1.20.

Atomizace probihala v pficné vyhfivaném grafitovém atomizatoru (THGA —
Transversely Heated Graphite Atomizer) s integrovanou L’vovovou platformou
(typ B3000641). Jako zdroj specifického zafeni pii stanoveni médi slouZila
odpovidajici vybojka s dutou katodou, jeZ pracovala s napdjecim proudem
15 mA. Byly méfeny hodnoty spektralni absorbance, tj. ploSné obsahy integrala,
pii vinové délce 324,8 nm. Spektralni Sitka Stérbiny €inila 0,7 nm.
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Objem davkovaného vzorku ¢inil 20 pl. Kalibrace byla provadéna metodou
kalibra¢ni k¥ivky a metodou standardnich p¥idavkd v rozmezi 0 — 50 pg.1™ Cu.
Teplotni rezim pouzivany pii stanoveni sledovaného kovu ve vzorcich vychazel
Z doporuceni vyrobce. Zakladni experimentalni parametry pro dany prvek jsou
uvedeny v tabulce 4-2.

Tabulka 4-2 Zakladni parametry pro stanoveni médi ve vzorcich

pritok Ar
(250 ml/min)

suseni teplota [°C] 110 ANO
doba trvani [s] 30

teplota [°C] 130 ANO
doba trvani [s] 30

pyrolyza teplota [°C] 900 ANO
doba trvani [s] 20

atomizace teplota [°C] 2200 NE

doba trvani [s] 5

CiSténi teplota [°C] 2450 ANO
doba trvani [s] 2

43 PRACOVNI POSTUPY
4.3.1 Odbér vzorku pudy

Vzorek pudy, ktery byl vramci disertatni prace studovan, byl odebran
ze $kolnjho zemédélského podniku Zab&ice spravovaného Mendelovou
univerzitou v Brné. Pracovisté Zabgice se nachazi 25 km jizn& od Brna, v okrese
Brno — venkov v Jihomoravském kraji. Plidy v katastru pracovisté jsou neutralni
(pH 6,9-7,4) az slabé kyselé s nedostatkem humusu. Na uzemi pracovisté
Zab&ice se nejéastdji vyskytuji genetické pidni typy &ernozemé, mirné
podzolované drnové plidy a nivni pidy glejové.

Vzorky byly odebirany v hloubkovém profilu 0 — 10 cm na ploSe o rozloze
1000 m* Edelmanovou vzorkovaci ty&i a uskladndny v polyethylenovych
pytlich. Celkem bylo odebrano 300 kg ptudy. Po pfevozu do arealu Mendelovy
univerzity v Brné byla pida zbavena vSech necistot a usuSena na volném
prostranstvi. Po vyschnuti byla plida homogenizovana odstranénim vétSich
slozek (kaminky, rostlinné casti apod.) a pouZita pro kultivaci rostlinného
materialu.
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4.3.2 Priprava pudnich vzorkii obohacenych médi

K zalozeni pokusu bylo pouzito 24 Mitscherlichovych vegeta¢nich nadob
(Obr. 4-2). Do kazdé vegetacni nadoby bylo navazeno 6 kg homogenizované
suché¢ pudy. Pida byla obohacena roztokem dihydratu chloridu médnatého,
CuCl,.2H,0. Pro kazdou z variant (pida kontrolni — neobohacena, pida
obohacena roztokem A, plda obohacend roztokem B) byla provedena 4
opakovani.

Pro ptipravu zdsobnich roztokli bylo do 100 ml odmérnych ban€k navazeno
16,0930 g CuCl,.2H,0 (roztok A) a 32,1870 g CuCl,.2H,0 (roztok B).

Obr. 4-2 Mitscherlichovy vegetacni nadoby.

Do kadinky bylo pipetovano 5 ml zasobniho roztoku A a doplnéno
deionizovanou vodou na objem 250 ml. Zkazdé vegetatni nadoby byla
oddélena polovina zeminy do ptidavné misky nadoby a ke spodni vrstvé zeminy
byl ptidan pfipraveny roztok. Kadinka byla vymyta piimo do nadoby 100 ml
deionizované vody. Oddélend poloviny zeminy byla pfisypana zpét do nadoby.
Do kadinky bylo opét pipetovano 5 ml roztoku A a doplnéno deionizovanou
vodou na objem 250 ml. Kadinka byla po pfiliti roztoku do pady opét
vyplachnuta 100 ml neionizované vody. Pfidavek roztoku A do pudy odpovidal
pridané koncentraci 100 mg Cu.kg™ pudy.
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Postup pii aplikaci roztoku B do ptadniho vzorku byl totozny s ptfedchozim
postupem. Pfidavek roztoku B do plidy odpovidal piidané koncentraci
200 mg Cu.kg™ pady.

Mitscherlichovy vegetacni nadoby s kontrolnim plidnim vzorkem a
neobohacenou pudou byly ponechany k ekvilibraci po dobu 1 mésice, aby se
mé&d’ piidana ve form¢ Cu®* iontd navazala na padni slozky.

4.3.3 Odbér pudniho vzorku pro vyluhovaci experimenty

Z kazdé¢ ctvetice vegetacnich nadob se shodnym obsahem kovu a z pldy
neobohacené byly pomoci trubkového vzorkovace provedeny 2 odbéry.
Pro kazdou variantu byl z odebraného mnozstvi pfipraven smésny vzorek pidy,
ktery byl suSen po dobu 5 dnti pfi laboratorni teploté. Po tplném vysuseni byla
puda presata pres plastova sita a byla tak ziskana frakce o velikosti zrn mensich
nez 2 mm. Pida byla skladovana v fadné oznacCenych papirovych pytlicich
V suchu a temnu pro dals$i zpracovani.

4.3.4 Nadobové pokusy s Fedkvi setou

Celkem byly provedeny 4 vysevy fedkve seté v obdobi od dubna do zafi roku
2008. Prvni dva osevy byly provedeny odridou Véra, druhé dva osevy
s odridou Lidka. Mitscherlichovy vegeta¢ni nadoby s pfipravenym piadnim
vzorkem byly osazeny vzdy 5 rostlinkami (Obr. 4-3).

N N N Y
N A M AN A N A

K1 K2 K3 K4

~—  ~ N~ S~

N N N Y
N I N I N I NG

Al A2 A3 A4

N~  ~ S~ S~

N N N Y
N I N I N I N

Bl B2 B3 B4
N N U

Obr. 4-3 Schéma ndadobovych pokusii s Fedkvi setou.

Vegetacni nadoby byly umistény ve skleniku v arealu Mendelovy univerzity
v Brn¢. Doba rtstu rostlin v jednotlivych vysevech byla postupné zkracovana

Vv zavislosti na prodluzujici se svételné fazi fotosyntézy (prodluZzovani dne) ze 46
dntl na 28 dni.
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4.3.5 Sklizen rostlinného materialu

Po sklizni byly kotfeny rostlin zbaveny piebytecné pudy a celé rostliny byly
oplachnuty deionizovanou vodou. Poté byly z fedkvicky odd¢€leny listy, kotinky
a kofenova bulva byla rozd€lena na bilou ¢ast a Cervenou slupku. Jednotlivé
c¢asti byly zvazeny a uskladnény vifadné popsanych papirovych a
polyethylenovych pytlicich a uchovany v mraznicce az do té doby, nez byly
rozloZeny v mineralizatoru APION.

4.3.6 Pracovni postup pri extrakci médi z ptidniho vzorku

Kontrolni a obohacené ptidni vzorky (kap. 4.3.3) byly déle extrahovany 2 M
kyselinou dusi¢nou, 0,1 M dusi¢nanem sodnym a deionizovanou vodou dle
bézné pouzivanych postupt [79,120].

4.3.6.1 Extrakce piidniho vzorku dusi¢nanem sodnym

Vyluh v dusi¢nanu sodném je vyuZzivan pro stanoveni biologicky vyznamnych
koncentraci té¢zkych kovi v ptdach. Podily vzorku o hmotnosti 4 g byly po dobu
16 hodin tfepany v extrakénich polypropylenovych nadobkach pii laboratorni
teploté s 10 ml 0,1 mol.I" NaNOs. Po centrifugaci pii 3000 ot./min. po dobu
10 minut byl supernatant prefiltrovan pies celulozovy filtratni papir 589/5.
Filtrat byl jiman do polypropylenové nddobky a pro stabilizaci okyselen 50 pl
koncentrované kyseliny dusi¢né. Soucasné byl zpracovan i slepy vzorek.

4.3.6.2 Extrakce pudniho vzorku kyselinou dusicnou

Podily vzorku o hmotnosti 10 g byly tfepany v extrakénich polyethylenovych
nadobkach po dobu 16 hodin se 100 ml 2 mol.I"* kyseliny dusiéné pii laboratorni
teploté. Extrakt byl prefiltrovan pres celulézovy filtratni papir 589/5
do polyethylenovych nadobek. Opét byl soucasné zpracovan slepy vzorek.

4.3.6.3 Extrakce pudniho vzorku deionizovanou vodou

Obsah prvkll extrahovatelnych vodou byl stanoven nasledujicim zpisobem.
Podily vzorku o hmotnosti 50 g byly tfepany s 50 ml deionizované vody
V plastové nadobce po dobu 2 hodin a smés byla pak ponechana po dobu
24 hodin v klidu. Po centrifugaci byl supernatant pfefiltrovan pies
polyethersulfonovy membranovy filtr Supor®-450. Filtrat byl jiman
do polypropylenovych nadobek a stabilizovan pfidanim 50 pl koncentrované
kyseliny dusi¢né. Soucasné s extrakci ptidniho vzorku byl opé€t zpracovan 1 slepy
vzorek.
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4.3.7 Priprava geli pro aplikaci techniky DGT

Difuzni 1 sorp¢ni gel byl pfipraven dle dohodnutych postupii uvedenych
V literatuie [108].

4.3.7.1 Priprava difuzniho gelu

Na pftipravu diftzniho gelu byly pouzity 2 ml gelového roztoku s 0,25 %
katalyzatoru polymerace TEMED a 0,75 % inicidtoru polymerace 8% roztoku
peroxosiranu amonného. Gelovy roztok obsahoval 15 % monomeru akrylamidu,
0,3 % agarozového sitovadla v deionizované vod¢. Smés gelového roztoku
s ptidavky vySe zminénych polymeracnich c¢inidel byla promichdna a co
nejrychleji pipetovana mezi dvé skla oddélena distanc¢ni teflonovou folii
0 tloust’ce 0,5 mm. Skla se smési byla vlozena ve svislé poloze k polymerizaci
do susarny vytemperované na teplotu 42 °C po dobu 60 minut.

Po 60 minutdch byla skla rozebrana a gel splachnut deionizovanou vodou
do plastové nadoby, v niz byly gely ponechany k hydrataci minimaln¢ 24 hodin.
Béhem hydratace byla voda nékolikrate vyménovana, aby bylo zajiSténo
odstranéni zbytka polymerac¢nich ¢inidel z difizniho gelu. Po nabobtnani gelu
do tloustky 0,8 mm byly z gelu vykrajeny disky o praméru 2,5 cm. Takto
ptipravené disky difuzniho gelu byly uchovany v roztoku 0,01 mol.I™* dusi¢nanu
sodného v lednicce pfi teploté 4 °C do doby pouZiti.

4.3.7.2 Priprava sorpcniho gelu s iontoméni¢em Chelex 100

Ptiprava sorp¢niho gelu je zaloZena na podobném principu jako ptiprava gelu
difizniho. Do zkumavky bylo navdzeno 0,4 g suchého iontoménice Chelex 100
a pfidany 2 ml gelového roztoku. Smés gelového roztoku a iontoménice
pfed pfidavkem polymeracnich c¢inidel bobtnala 20 minut. Po pfidavku
3 wul katalyzatoru TEMED a 12 pul 8% roztoku peroxosiranu amonného byla tato
smes pipetovana mezi dvé skla oddélena distancni folii o tloust’ce 0,3 mm.
Podobu 60 minut byla skla se smési umisténa ve vodorovné poloze
k polymeraci do vytemperované susarny na teplotu 42 °C tak, aby byly castice
iontoménice v gelu rovnomeérné rozloZeny.

Po uplynuti dané doby byla skla se ztuhlym gelem vytazena a rozebrana. Gel
byl splachnut do plastové nadobky deionizovanou vodou a ponechan k hydrataci
minimalné 24 hodin, pfi¢emz voda byla opét nékolikrate vyménéna. Z gelu byly
vykrajeny disky o priméru 25 mm a uchovany v roztoku 0,01 mol.I" NaNO;
pii teploté 4 °C v lednicce.
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4.3.8 Priprava DGT vzorkovacich jednotek

Vzorkovaci jednotky (DGT Research Ltd.) byly sestavovany vzdy pied jejich
expozici v pudni suspenzi. Na spodni dil vzorkovaci jednotky byl umistén disk
sorp¢niho gelu tak, aby vrstva iontoménice byla orientovana smérem vzhiru.
Na sorp¢ni gel byl poloZen disk diftizniho gelu tak, aby zcela zakryval gel
sorp¢ni. Posledni vrstva byla tvofena pfiloZenim polyethylensulfonového
membranového filtru (Supor®-450, Pall Corporation, USA) o velikosti porh
45 um, ktery chrani difuzni gel pfed poSkozenim. VSechny tii vrstvy byly
nakonec uzavieny prstencovym vickem s expozi¢nim okénkem o praméru 2 cm.

4.3.9 Aplikace DGT vzorkovacich jednotek do pudy

Stanoveni obsahu biodostupného podilu v ptidnim vzorku bylo provedeno
aplikaci jednotek DGT do suspenze této pidy a vody (Obr. 4-4). Do plastové
misky byla pfipravena pldni suspenze navdzenim 55g suchého
homogenizovaného vzorku pidy a pfiddnim 13 ml deionizované vody.
Diikladnym promichanim obou fazi byla vytvorena ptislusnéa ptidni suspenze.

Do misek se suspenzi byly vlozeny malé Petriho misky S navlh¢enou
buni¢inou, aby byly zachovany konstantni vlhkostni podminky. Misky byly
uzavieny a ponechdny k ustaveni rovnovahy mezi obéma fazemi minimalné
po dobu 24 hodin.

Nasledné byly do plastové misky vlozeny tfi DGT vzorkovaci jednotky, které
byly pfedem omyty deionizovanou vodou, aby vodni film umozZnil leps$i splynuti
vzorkovacich jednotek a pidni suspenze. Pi1 vkladani vzorkovacich jednotek
do ptdni suspenze bylo vzdy dbano na to, aby se mezi expozi¢nim okénkem a
suspenzi nevytvotily vzduchové bublinky. Na vzorkovaci jednotky byla opét
vloZena Petriho miska s navlhéenou buni¢inou, aby byly dodrZzeny podminky
konstantnich vlhkostnich pomérfi. Na poc¢atku 1 na konci experimentu byla vzdy
zméfena teplota v laboratofi.

Také byl odebiran padni roztok pred a po expozici DGT jednotek.
Polypropylenové lahvicky byly naplnény pldni suspenzi a umistény
do centrifugy. Suspenze byly odsttedovany po dobu 10 - 15 minut
pti 3000 ot./min. Po odstiedéni byl pudni roztok pfefiltrovan pro Uplné
odstranéni koloidnich ¢astic pies celulozovy filtr Supor®-450 ulozeny
Vv plastovém pouzdie. Prefiltrovany roztok byl stabilizovan 30 pl koncentrované
kyseliny dusiéné a analyzovan pomoci atomové absorpcni spektrometrie
s elektrotermickou atomizaci (ET — AAS).
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Obr. 4-4. Aplikace DGT vzorkovacich jednotek do plastove misky s piidni
Suspenzi.

4.3.10 Priprava eluata ze sorpcnich gelii pro naslednou analyzu

Po ukonceni expozice byly vzorkovaci jednotky vyjmuty a oplachnuty
deionizovanou vodou. Poté byly jednotky rozebrany a jednotlivé vrstvy gela
byly od sebe oddéleny. Disk sorpéniho gelu byl pomoci plastové pinzety vlozen
do polypropylenovych nadobek a byl k nému ptidan 1 ml 1 mol.l™ HNOs.
Po 24 hodinové¢ eluci v kyseling dusi¢né byly disky sorpcnich gelii vytazeny a
eluaty byly nasledné analyzovany pomoci atomového absorpcniho spektrometru.
Soucasné byl také ptipraven slepy pokus eluci neexponovanych diska sorpéniho
gelu.

4.3.11 Studium vliva zmény experimentalnich parametri DGT techniky
na mnozstvi médi akumulované v sorpénim gelu

4.3.11.1 Test ¢asoveé zavislosti

Pro kazdy testovany pludni vzorek byla sledovdna zavislost obsahu
zachyceného kovu v sorpénim gelu na dob¢ expozice.

DGT vzorkovaci jednotky s tloustkou difzni vrstvy 0,93 mm byly ve tfech
variantach vloZeny do homogenizovanych a ekvilibrovanych ptidnich suspenzi.
Tloustka difazni vrstvy je dana souétem tloustky difuzniho gelu (0,8 mm) a
tlouStky membranového filtru (0,13 mm). Doba expozice €inila 6, 12, 24, 30,
48, 72 a 96 hodin pfi laboratorni teploté 24 + 1 °C. Po uplynuti jednotlivych
Casovych intervall byly vzorkovaci jednotky vyjmuty, vzdy dikladné
oplachnuty deionizovanou vodou a rozebrany. Disky sorp¢nich gell byly
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eluovany v 1 mol.I" kyseling dusiéné po dobu 24 hodin. Obsah m&di v eluatech
a v ptidnim roztoku byl opét stanoven metodou ET — AAS.

4.3.11.2 Aplikace DGT vzorkovacich jednotek s odliSnou tloust’kou difiizni
vrstvy

Do ptipravenych a ekvilibrovanych plidnich suspenzi byly vloZzeny 3 DGT
vzorkovaci jednotky s rozdilnymi tlouStkami diftzni vrstvy 0,43; 0,63; 0,93;
1,43 a 1,79 mm. Pro piipravu nejvétsi tloustky difuzni vrstvy byly pouzity dva
disky diftzniho gelu o tloust’ce 0,5 mm, jeden disk difizniho gelu o tloustce
0,3mm a membranovy filtr. Doba expozice pii teplot¢ 24 £1°C <¢inila
24 hodin. Poté byly DGT vzorkovaci jednotky z plastovych misek vyjmuty a
zpracovany obvyklym zpiisobem. Obsah médi v eludtech a v plidnim roztoku
byl opét stanoven metodou ET — AAS.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

V této kapitole budou diskutovany vysledky tykajici se DGT experimentt
provadénych s osetou pudou a vysledky ze tfeti a Ctvrté vegetace fedkve seté.
Vysledky z prvni a druhé vegetace budou uvedeny pouze v tabulkach, protoze
klimatické podminky pii osevu prvni a druhé vegetace byly rtizné a nemohly byt
tak dostate¢né porovnany a vyhodnoceny.

51 EXTRAKCE MEDI Z PUDNICH VZORKU

Ke zjisténi podilu tézkych kovl vazanych v rliznych formach a fazich
pldniho systému, jejich dostupnosti a mobility jsou vyuZzivany extrakcni
postupy. V této dizertacni praci byla aplikovana béZné pouzivana extrakéni
¢inidla, a to kyselina dusi¢na, dusi¢nan sodny a deionizovana voda. Kyselina
dusi¢na extrahuje frakce kovli zminované v uvodu Kkapitoly 3.3., kromé
nerozpustné rezidudlni frakce, a slouzi k odhadu miry kontaminace. Vyluhy
dusi¢nanem sodnym a deionizovanou vodou slouzi k odhadu biodostupnych
forem v ptidnim roztoku.

Extrakce byly provedeny pro kazdou variantu sledovaného ptidniho vzorku.
Padni vzorek byl louZen pouzZitymi extrakénimi ¢inidly dvakrat, nejprve pied
kultivaci fedkvi setou (Raphanus sativus L.) a po jeji sklizni. Pro kazdé ¢inidlo
byly provedeny tfi repliky. Aby bylo mozné porovnat obsahy médi stanovené
V jednotlivych vyluzich, bylo nutné hodnoty Cc, pfepocitat s ohledem na pomér
fazi apllikovanYCh v provadénych testech na koncentrace kovi v jednotkdch
mg.kg™.

Vysledky extrakce 2 M HNOg, jez poskytuje tidaj o celkovém (quazitotalnim)
obsahu médi v padé ukazuji, Ze pudy byly obohaceny médi v pozadovaném
mnozstvi (100 a 200 mg.kg™). Hodnoty jsou shrnuty v tabulce 5-1.

Tabulka 5-1 Shrnuti vysledki ziskanych extrakci padniho vzorku jednotlivymi
extrak¢énimi ¢inidly.

Obsah médi v piidé pied jeji kultivaci Fedkvi setou (mg.kg ™)

Yyl.uhovaci 2 M HNO, 0,1 M NaNO, deionizovana
¢inidlo voda
Kontrolni pida 6,8 +0,5 0,018 +£0,002 0,0077 = 0,0004
Pida A 124 + 11 0,11 +0,01 0,04 + 0,02
Puda B 225+ 19 0,20 + 0,04 0,08 0,01
Obsah médi v piidé po jeji kultivaci Fedkvi setou (mg.kg™)

Yyl.uhovaci 2 M HNO, 0,1 M NaNO; deionizovana
¢inidlo voda
Kontrolni pida 5,3+0,1 0,011 £ 0,001 0,006 + 0,001
Pida A 105 £3 0,115+ 0,004 0,027 £ 0,003
Piida B 220 + 20 0,26 + 0,04 0,06 + 0,01
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Hodnoty obsahu médi zjisténé pted a po vysevu fedkve pro jednotliva Cinidla
se vyznamné nelisi (Obr. 5-1). Redkev b&hem svého ristu piijimala z ptdy do
svych tkani ur¢it¢é mnozstvi médi, to vSak neovlivnilo jeji obsah v pidé.
Vyjimkou je vyluh deionizovanou vodou, V némz je obsah médi v pad¢ pied
kultivaci vys§i nez po kultivaci. Po oseti pidy rostlinami doslo zifejmé
k vyCerpani frakci médi rozpustnych ve vod¢, které jsou dostupné rostlinam, a
v pud¢ zistaly pouze frakce vazané na pldni Castice, jejichZ koncentrace byla
stanovena vodnym vyluhem.

Obsah médi ve vyluzich kyseliny dusi¢né je v porovnani s obsahem médi
stanovenym ve vyluzich dusi¢nanu sodného a vody nékolikandsobné veétsi.
Kyselina dusi¢na patii mezi silna extrak¢éni Cinidla a je tedy schopna z pidy
extrahovat vétSinu specii médi. Obsah médi ve vyluzich dusi¢nanu sodného a
vody jsou tadové nizsi. Predpoklada se, ze tato Cinidla poskytuji informace
0 biodostupnych formach kovu ptitomnych v pade¢.

0,50 1
0,45 :
] O detonizovana H20
0,40 ] - pied kultivaci
0,35 1 B deionizovanaH20
-po kultivaci
:\ 0,30 L
0 ; 80,IMNaNO3 -
fh 0,25 1 I pied kultivaci
U ] kultivact
0,15 EIMHNO3 - pied
0,10 I kultivaci
. B2M HNO3 - po
0,05 - ' kultivaci
0,00 -

Kontrola Pada A Puda B

Obr. 5-1 Porovnani obsahu médi stanovené ve vyluzich jednotlivych
extrakcnich cinidel aplikovanych do piidy pred a po jeji kultivaci redkvi setou.
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5.2 TECHNIKA DIFUZNIHO GRADIENTU V TENKEM FILMU

5.2.1 Studium vliva experimentalnich parametru techniky DGT
na mnoZzstvi médi akumulované v sorpénim gelu z pudni suspenze

Pii studiu vlivu parametri techniky DGT na mnoZstvi médi akumulované
Vv sorpénim gelu byly provedeny dva zakladni testy. V prvnim testu byl sledovéan
vliv doby expozice vzorkovacich jednotek DGT na mnoZstvi zachyceného kovu
a vV druhém testu byly pouzity vzorkovaci jednotky DGT s odliSnymi tloustkami
difazni vrstvy.

V Casové zavislosti na dobé expozice jednotek DGT byla sledovana odezva
pudy na odcerpavani ionti medi v disledku jejich zachytu na funkéni skupiny
kyseliny iminodioctové pfitomné v sorpénim gelu vzorkovacich jednotek. Byl
tak simulovan ¢asovy prubéh piijmu téchto iontli kofenovym systémem rostlin a
tomu odpovidajici odezva pidy. Druhy test umoznil modelovani odliSnych
pozadavkil kofenovych systémil rostlin a sledovani schopnosti pidy dopliiovat
ubytek kovovych iontl do piidniho roztoku v dasledku jejich odCerpavani.

5.2.1.1 Casovi zdvislost p¥i aplikaci vzorkovacich jednotek DGT do piidy

Zavislost mnozstvi médi vazané v sorpénim gelu M (ng.disk™) na dobé
expozice t byla sledovana v ¢asovém intervalu 0 az 96 hodin pro jednotlivé
pudni vzorky, jak je uvedeno v kapitole 4.3.2. Vzorkovaci jednotky s tloustkou
difuzni vrstvy 0,93 mm byly vloZzeny do homogenizovanych a ekvilibrovanych
pldnich suspenzi. Po uplynuti doby expozice byly disky sorpcnich gell
eluovany v 1moll? kyseliné dusi¢né. Obsah médi v tdchto eluatech byl
stanoven metodou ET — AAS.

Na Obr. 5-2 je zobrazena graficka zavislost pro ptidu osetou — kontrolni ptida,
pida A (obohacena 100 mg Cu.kg™) a pida B (obohacena 200 mg Cu.kg™).
Z grafu je patrné¢, Ze mnozstvi méd’natych iontll navdzanych v sorpénim gelu
vzrusta umérné s dobou expozice. Linearni prubéh zavilosti ukazuje, Ze
koncentrace méd’natych iontl v pudnim roztoku a na rozhrani vzorkovaci
jednotky DGT a ptdniho systému je konstantni.

Z Casove zavislosti také vyplyva, Ze u obohacenych vzorku ptid byl tok iont
v ramci statistickych chyb méfeni nezavisly na Case t (az do 96 h). V piipadé
kontrolni piidy hmotnostni tok iontd po 12 h klesa zhodnoty 14 ng.cm?.d™*
na5— 7 ng.cm?.d® (Obr. 5-3). Tento fakt opét potvrzuje existenci jiné formy
médi v obohacenych pudach. Mobilni, uvolnitelnd ¢ast médi se v neobohacené
pudé po 24 hodinach sniZi, tok poklesne a uvoliiovani médi do plidy neprobiha
dostatecnou rychlosti.

S ohledem na linearni pritbéh casové zavislosti se 1ze domnivat, Ze DGT tok
je ovlivilovan komplexnimi rovnovahami a jejich kinetikou jak v homogenni
fazi ptidniho roztoku, tak v heterogennim systému pevna faze/ptidni roztok.
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5.2.1.1.1 Mobilita a dopliiovani iontit médi z pevné faze pudy do pidniho
roztoku

Jak jiz bylo zminovéano v pfedchozich kapitolach, jsou pro stanoveni
biodostupnosti a mobility iontil kovl aplikovany extrakéni postupy za pouziti
ruznych extrak¢nich Cinidel. Pro odhad biodostupnych forem kovii se osvédcilo
I stanoveni obsahu kovd v pudnim roztoku, v némz obsah kovi koreluje
s obsahem kovti péstovanych na analyzovanych ptidach.

Biodostupnost neni ur€ovana pouze koncentraci kovu v piidnim roztoku, ale
téz jeho mobilitou a doplnovanim iontd kovll z pevné faze do plidniho roztoku.

Me¢éteni DGT je mozné vyjadrfit také pomoci pomeéru R [69,70,110,111], ktery
udava miru dopliovani kovovych iontii z pevné faze plidy do pidniho roztoku.
Koncentrace zmétend technikou DGT, Cpgr, mize byt mensi nebo rovna
koncentraci rozpusténych forem kovi v pudnim roztoku, Cso., zmétfené
nezavislou analytickou metodou. Blizi-li se hodnota poméru R jednicce,
znamena to, ze kov je v pevné fazi ptitomen ve formach mobilnich a kineticky
labilnich a ze doplnovani kovii z pevné faze do piidniho roztoku je konstantni.
Blizi-li se hodnota poméru R nule, kov je doplhovan z pevné faze pouze
omezen¢ anebo nikoliv, pficemZ koncentrace kovu v blizkosti vzorkovaci
jednotky DGT klesa s dobou expozice.

V tabulce 5-2 jsou shrnuty vysledky testu s odliSnou dobou expozice jednotek
DGT aplikovanych do pudy. Celkova koncentrace Cu, Cso, V piidnim roztoku
byla zjisténa dle pracovniho postupu pospaného v kapitole 4.3.9.

Tabulka 5-2 Shrnuti vysledka testu s odlisSnou dobou expozice jednotek DGT

aplikovanych do ptdy.
Padni vzorek CsoL (ng.ml‘l) CooT (ng.ml‘l) Pomeér R
Kontrolni piida 13+£3 1,4+0,6 0,11 £0,04
Piida A 127 £ 12 45+ 14 0,32+0,11
Pida B 202 £ 13 64 +7 0,32 + 0,04

Celkova koncentrace médi zjisténa v ptudnim roztoku, Cso, je V porovnani
s koncentraci médi stanovenou technikou DGT, Cpgr, nékolikanasobné vétsi.
Tento rozdil mize byt zplisoben zménami ve vazbach médi na plidni Castice €1
huminové slozky. Velikost téchto komplexti mize byt vétsi, nez jsou pory
difuzniho gelu, a nedochézi tak jejich navdzani na funkc¢ni skupiny kyseliny
iminodioctové pritomné v sorpcnim gelu.
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Hodnoty poméru R jsou nizké, coz svéd¢i o tom, ze piidni systém je schopen
koncentraci iontli pouze ¢asteéné vyrovnavat jejich uvolilovanim z pevné faze
do ptdniho roztoku. Tento stav byva v literatuie [69] oznaCovan jako ,, cdstecné
ustaleny stav* (partially sustained case). Hodnoty R pro obé obohacené pudy
jsou trojndsobné vyssi, coz svéd¢i o vyssi mobilit¢ médi. Piidana méd’ se tedy
chova odli$né nez méd’ piirozené se v pad¢ vyskytujici. Dle prace [110] tato
nizka hodnota poméru Cpgr/CsoL signalizuje pfitomnost urcitého podilu kovu,
ktery neni stanoven technikou DGT v diisledku stabilni vazby na Castice plidni
hmoty.

Tok forem kovl métitelnych technikou DGT, jenz je nezavisly na tloustce
difazni vrstvy aplikovanych vzorkovacich jednotek DGT, je ur€en maximalni
schopnosti ptidy uvolinovat kovové ionty do ptidniho roztoku, a proto je mozné
oznacit tento tok jako tok maximalni, Fp.. Hodnota Fp., udavd maximalni
mnozstvi kovu, jeZ miZze byt dostupné v daném pidnim systému pi1 méfeni
technikou DGT.

Vzorkovaci jednotka DGT aplikovana do pudniho systému funguje podobné
jako kotenovy systém rostlin, protoze vdze kovy, a podminiuje tim tak priabch
dalsich procesti spojenych s uvoliiovani kovi. Maximalni tok iontd Fpa lze
chapat jako maximalni tok biodostupnych kovil v pidé. Grafické znazornéni
zavislosti F = f (t) je uvedeno na Obr. 5-4. Hodnoty Fn.x byly odecteny z této
zavislosti a jsou shrnuty pro vSechny tfi varianty ptidniho vzorku v tabulce 5-3.
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Obr. 5-4 Osetd puda. Zavislost hmotnostniho toku médnatych iontit na dobé
expozice.
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Tabulka 5-3 Maximalni toky biodostupnych forem meédi v pidé stanovené
technikou DGT

Pudni vzorek Maximalni tok ionti médi, Fpay (ng.cm™.d™)
Kontrolni piida 11+1

Piada A 272 £ 24

Pida B 443 + 29

5.2.1.2 Aplikace vzorkovacich jednotek DGT s odlisnou tloust’kou difuzni
vrstvy

Vliv odli$né tloustky difuzni vrstvy na mnoZzstvi médi stanovené technikou
DGT byl zjistovan aplikaci vzorkovacich jednotek DGT s tloustkou difuizni
vrstvy od 0,07 cm do 0,24 cm u sledovanych vzorki. Vlhkost pudni suspenze
byla nastavena na 24 %, doba expozice pii teploté 24 £ 1 °C ¢inila 24h.

Grafické zobrazeni vysledkl je na Obr. 5-5. Vysledky byly zpracovany jako
zavislost toku forem méfitelnych technikou DGT na reciproké hodnoté tloustky
difuzni vrstvy F = f(Ag).

Zavislosti toku forem médi meéfitelnych technikou DGT na zatézi pldni
suspenze vytvarené vzorkovaci jednotkou DGT jsou linearni pro vSechny tfi
pludni varianty, coz sv&€dc¢i o tom, Ze pii 24 hodinové expozici jsou ionty médi
uvoliiovany z pevné faze do pidniho roztoku velkou rychlosti a hodnoty tak
nekonverguji k maximalnimu toku. V literature [69] je tento stav, kdy je
koncentrace iontd v pudnim roztoku vyrovnavdna tak, aby v blizkosti
vzorkovaci jednotky DGT byla tato koncentrace konstantni, oznacovana jako
,, Castecne ustdleny stav** (partially sustained case).
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Obr. 5-5 Osetd puda. Zavislost toku forem médi méritelnych technikou DGT
na reciproké hodnoté tloustky difuzni vrstvy.

5.2.1.2.1 Mobilita a dopliiovani iontiit médi 7 pevné faze pudy do pudniho
roztoku

Z vysledkt uvedenych v tabulce 5-4 je ziejmé, Ze celkova koncentrace médi
vV ptidnim roztoku, Cso., je nckolikanasobné vétsi v porovnani s koncentraci
médi stanovenou technikou DGT, Cpgr, podobné jako u ptedchoziho testu
s rozdilnou dobou expozice. Hodnoty poméru R rovnéZ odpovidaji pfedchozimu
experimentu. U kontrolni pidy jsou koncentrace médi v plidnim roztoku
desetkrat vysSS$i neZ koncentrace nalezené technikou DGT, v obohacenych
plidach ttikrat vyssi, coZ opét svédci o tom, Ze méd’ pridana ve form& méd’nate
soli do pudy se nachazi i po mésicni dobé ekvilibrace v jiné form¢ nez méd’
piirozené se v pud¢ vyskytujici.

Tabulka 5-4 Shrnuti vysledk testu s odliSnou tloustkou difuzni vrstvy
vzorkovacich jednotek DGT aplikovanych do ptidni suspenze.

Pudni vzorek CsoL (ng.ml™) Coer (ng.ml™) Pomér R

Kontrolni piida 9,7+4,6 1,0+ 04 0,11 £0,02
Pida A 99,0 + 3,6 253+7,6 0,25+ 0,07
Piida B 2758 +17,1 67,4+79 0,24 + 0,02
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Hodnoty maximalniho toku iontt kovil, Fnay, pro vSechny tii varianty pidniho
vzorku odecétené ze zavislosti F = f(1/Ag) jsou shrnuty v tabulce 5-5. Vysoké
hodnoty Fpax opét vypovidaji o tom, ze plidni systém je schopen uvoliovat
médnaté ionty do plidniho roztoku zpevné faze plidy pocateCni rychlosti
po celou dobu expozice a jejich koncentrace je v blizkosti vzorkovaci jednotky
DGT konstantni po celou dobu expozice.

Tabulka 5-5 Maximalni toky biodostupnych forem médi v pidé stanovené
technikou DGT

Piidni vzorek Maximalni tok ionti médi, Fp. (ng.cm™.d™)
Kontrolni piida 13+£2

Piada A 266 + 8

Puda B 571 +£20

5.2.2 Srovnani odezvy techniky DGT s u¢innosti vyluhovani extrakénimi
Cinidly

Koncentrace médi ve variantach piidniho vzorku ziskané technikou DGT byly
dale porovnavany s vysledky ziskanymi pomoci béZnych extrakénich postuptl.
Jako extrak¢ni €inidla byla aplikovéna bézna ¢inidla, a to 2 M kyselina dusi¢na,
0,1 M dusi¢nan sodny a deionizovana voda. Pro kazdy vyluh byly provedeny 3
repliky. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce 5-6.

Aby bylo mozné porovnat vysledky ziskané technikou DGT s vysledky
ziskanymi extrakénimi postupy, byly hodnoty Cper (ugl?), a Csor (ng.l™)
vyjadieny sohledem na poméry fazi aplikovanych v provadénych testech
na koncentrace kovi v jednotkach pg.kg™.

Tabulka 5-6 Obsah médi ve vzorku pudy stanoveny riznymi extrakénimi
¢inidly, koncentrace médi v plidni suspenzi stanovena technikou
DGT a v padnim roztoku.

Vyluhovaci &inidlo (ng.kg™)

HNO; deion.

Pudni vzorek (mgkg-]_) NaNO; voda Coet CsoL
;o 0,0019 + 0,018 +
Kontrolni pida 5,3=+0,1 18+1 6,2+0,9 0,0008 0,005
Piada A 105+3 115+ 4 27 +3 0,06 £0,02 0,18 +0,02
Piada B 22020 259 +37 76 £ 6 0,09+£0,01 0,3+0,1
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Ve vSech ptipadech obsahy médi zjisténé jednotlivymi extrakénimi ¢inidly
klesaji v poradi 2 M HNO;3; > 0,1 M NaNO; > deionizovana voda. Obsah médi
stanoveny pomoci vyluhu vodou a v dusi¢nanu sodném byl nejniZsi.
Ptredpoklada se, ze poskytuji informace o biodostupnych formach kovii podobné
jako v ptidnim roztoku.

Obsahy stanovené technikou DGT byly u vSech pldnich variant o nékolik
fadl niz8§i v porovnani s bézné pouzivanymi extrakénimi ¢inidly. Rozdil mezi
DGT a nejsilngj$im pouzitym ¢inidlem, HNOg, €inil pro jednotlivé varianty 5
fadi. Rozdil mezi vysledky poskytnutymi vyluhem dusi¢nanu sodného, jez je
pouzivany pro stanoveni biodostupného podilu médi, a technikou DGT ¢inil 2
rady.

Technika DGT umoziiuje na rozdil od vyluhovacich postupli nedestruktivni
In situ zpasob stanoveni kovil v pidach, a tudiz koncentrace kovil stanovena
touto technikou je v porovnani s vysledky ziskanymi extrakénimi postupy blize
ke skuteénému obsahu biodostupnych forem kovli pfitomnych v pudé.

5.3 STANOVENI OBSAHU MEDI VE TKANICH REDKVE SETE
(RAPHANUS SATIVUS L.)

Rostlinkami fedkve seté (Raphanus sativus L.) byly osazeny vSechny varianty
ptdniho vzorku (kontrolni pida, ptida A obohacena roztokem o koncentraci
100 mg.kg™ Cu a ptida B obohacend roztokem o koncentraci 200 mg.kg™ Cu).
Po uplynuti doby ristu, kterd se ménila v zavislosti na délce svételne fazi
fotosyntézy (Tabulka 5-7), byly z rostlinek po sklizni odd€leny jednotlivé ¢asti —
listy, kofinky a kofenova bulva, ktera byla rozdélena na ¢ast bilou a slupku. Tyto
Casti byly rozlozeny v mineralizatoru APION. V mineralizatu byl obsah médi
Vv jednotlivych ¢astech byl stanoven metodou atomové absorp¢ni spektrometrie
s elektrotermickou atomizaci (ET — AAS).

Tabulka 5-7 Doba rustu fedkve seté v jednotlivych vegetacich.

1. sklizen 2. sklizen 3. sklizen 4. sklizen

doba ristu (d) 47 38 36 28

V ramci disertaéni prace byly pii stanoveni obsahu médi sledovany dva
parametry urcujici chovani médi v systému rostlina/ptida, a to celkovy obsah
medi v fedkvidce, m“";, a pramérny tok mé&di do rostliny b&hem jejiho ristu,
F.. Celkovy obsah médi v fedkvidce udiva mnozstvi médi, které se
akumulovalo v rostliné béhem jejiho ristu az do jeji sklizné. Primérny tok médi
do rostliny vyjadieny mnozstvim médi pfijatym fedkvickou béhem jednoho dne
je ovliviiovan ptedevsim kofenovym systémem, jeho plochou a hmotnosti pidy,
ze které rostlina kov Cerpa.

S7



V tabulce 5-8 jsou shrnuty hodnoty celkového obsahu médi v Cerstvé
fedkvicce a primérny tok médi do fedkvicky béhem doby jejiho rlstu
pro vSechny 4 vegetace.

Tabulka 5-8 Hodnoty celkového mnozstvi médi a pramérny tok médi
do rostliny stanovené Vv jedné fedkvicce pro 4 vegetace.

Obsah médi v erstvé rostliné (ng.kg ™)

Pidni vzorek 1. sklizern 2. sklizen 3. sklizen 4. sklizen
Kontrolni puda 2,59 +£1,11 3,17+ 0,58 1,16 £ 0,25 2,64 + 0,53

Puida A 19,49+2,84 2428+524 4054+2,47 38,54+8,29
Piida B 23,06 £554 33,35+4,35 5093+8,62 50,64+7,12

Primérny tok médi do rostliny (ug Cu.Fedkvi¢ka™.d™)

Kontrolni puda 0,14 + 0,03 0,09 + 0,01 0,38+0,01 0,094 £0,019
Piida A 0,41 £0,07 0,66 £ 0,11 1,58 £0,09 1,38 + 0,30
Piida B 0,49 + 0,08 0,90 + 0,15 1,96 + 0,03 1,66 + 0,25

Z grafi zobrazenych na Obr. 5-6 a Obr. 5-7 jsou patrné rozdily mezi
jednotlivymi vegetacemi. Tyto rozdily v obsahu médi a jejim toku do rostliny
béhem rlistu mohou byt zplsobeny odlisSnymi klimatickymi podminkami
pti jednotlivych vegetacich. Jak bylo popisovano v experimentalni ¢asti této
dizertacni prace (kap. 4.3.4), rostliny byly vysety v rozmezi od biezna do zafi
ve vegetaCni hale, kde nemohly byt zaruCeny stejné podminky pro vSechny
vegetace. V podminkach stresu ptijimaji rostliny latky z ptidy intenzivnéji, nez
za podminek ptirozenych pro jejich rist.

Rozdily v obsahu pfijaté médi a v toku tohoto kovu do rostliny mohou byt
zpusobeny také vynosem pii jednotlivych vegetacich. Hmotnosti Cerstvych
rostlin prvni vegetace byly v porovnani hmotnosti rostlin druhé vegetace témet
dvojnasobng, proto je mnozstvi medi piijaté rostlinami prvni vegetace mensi nez
Vv ptipadé druhé sklizn€. Hmotnosti rostlin tfeti a ¢tvrté vegetace se od sebe prilis
neliSily, proto je mnozstvi médi stanovené v téchto dvou skliznich témér
totozné. Rozdily mezi prvni, druhou a tfeti vegetaci miize byt zplisobeny i
odlisSnymi odridami fedkve seté.

Rostliny prvni a druhé sklizné byly vystaveny odliSnym klimatickym
podminkdm, které zplsobily rozdily v pfijatém mnozstvi a tocich médi do
rostliny béhem jejiho ristu. Z téchto diivodua je dalsi pozornost vénovana pouze
treti a Ctvrté vegetaci, kdy tyto dva dulezité faktory (klimatické podminky a
vynos rostlin) ovliviiyjici pfijem médi fedkvi setou nebyly tak rozdilné.
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Obr. 5-6 Porovnadni celkového mnozstvi médi, m-";, v cerstvé redkvicce
stanovené ve 4 vegetacich.
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Obr. 5-7 Porovnani primérného toku médi do redkvicky behem jejiho riistu
stanoveného ve 4 vegetacich
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Obsah médi v jednotlivych ¢astech rostlin fedkve seté tieti a Ctvrté vegetace
je znazornén na Obr. 5-8. Z této zavislosti je patrné, Ze obsah médi v rostlin€ se
zvySuje s rostloucim mnozstvim médnatych iontd piidanych do pudy.
K uklddani médi v jednotlivych tkanich rostliny dochdzi v nasledujicim potadi:
kofinky > slupka > bila ¢ast bulvy > listy, cozZ je nejvice patrné u obohacenych
vzorkll. Nejvyssi koncentrace médi jsou pritomny Vv kofenovém systému rostlin.
MeEd je vazana nejvice v kofenech piedevS§im kvili své vysoké afinité
ke karboxylovym skupinam, které jsou piitomné v bunéénych membranach
kotenového systému [121,122].
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Obr. 5-8 3. a 4. sklizeii. Obsah médi stanoveny v jednotlivych castech redkve
seté.

Tento fakt potvrzuje i graficka zavislost na Obr. 5-9, kde jsou porovnany tieti
a Ctvrta vegetace z pohledu mnozstvi médi vazaného v podzemni ¢asti rostliny
(kotinek a kofenova bulva) a v listech. Nejvétsi koncentrace médi jsou opét
pfitomny v kofenovém systému u vSech plidnich variant. Vysoké koncentrace
meédi v listech rostlin ¢tvrté vegetace mohou byt zpisobeny malym mnozstvim
vytvofené hmoty listi, coz mohlo byt zplisobeno kratkodobym stresem béhem
doby ristu.
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Obr. 5-9 3. a 4. sklizen. Porovnani obsahu médi v podzemni casti a listech
rostliny.

Dalsi veliCina, ktera byla sledovédna pti vegetativnich nddobovych pokusech,
byl pram&rmy tok médi do rostliny béhem jejiho ristu, F<';. Hodnoty tohoto toku
stanovené¢ pro vSechny pidni varianty ve vSech 4 skliznich jsou shrnuty
v tabulce 5-8. Grafické znazornéni jednotlivych toktt médi do rostliny béhem
odby jejiho rdstu je zobrazeno na Obr. 5-7.

Na Obr. 5-10 je znazornén prumérny tok iontd médi do jednotlivych c¢asti
fedkvicky béhem rastu. Tok ionti do jednotlivych casti rostliny odpovida
postupnému ukladani médi v rostlinnych tkanich. Z této zavislosti je take patrné,
ze pramérny tok 1ontd do kotinki rostlin treti sklizn€ je nékolikrat vyssi nez tok
iontll do kotinkt rostlin ¢tvrté sklizné. Tento rozdil je mozné vysvétlit zménou
pH v pribéhu doby rlistu. Méd’ je nejvice dostupna pii pH rovném nebo menSim
nez 6. Se zvySujicim se pH dochazi ke vzniku pevnych vazeb médi na plidni
Castice [13,123]. pH stanovené ve tieti sklizni se pohybovalo v rozemzi 6,2 az
6,5 a ve &tvrté sklizni v rozmezi 7,6 az 7,8. pH ptirozenych pid v oblasti Zabgic,
odkud byl piidni vzorek odebiran, se pohybuje v neturalni oblasti (6,5 az 7,4).
V pribéhu tieti kultivace doslo ziejmé k okyseleni piidy v okoli kotfenti rostlin,
kdy dochézi ke zvySenému uvolilovani iontd do pidniho roztoku a ke zvySeni
biodostupnych forme médi [38].
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Vysoké hodnoty toku iontd do podzemni ¢asti rostlin tieti vegetace mohou
byt zplisobeny také vyloucenim latek z kofenovyho systému fedkve seté, které
maji schopnost rozpustét kovy vazané v padnich ¢asticich [29,30]. Tyto latky
jsou vylucovany v disledku nedostatku zeleza nebo zinku a uvoliuji méd’
do pudniho roztoku [31].
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Obr. 5-10 3. a 4. sklizeri. Porovnani priumerného toku médi do jednotlivych
casti rostlin.

Graf na Obr. 5-11 znazoriuje porovnani toku médi do podzemni ¢asti a listd
rostlin tfeti a ¢tvrté vegetace. I zde je patrné, Ze tok médi do podzemni Casti je
v porovnani tokem meédi do listl je nékolikandsobné vétsi, coz je mozné
vysvétlit jednak tim, Ze méd’ je nejvice koncentrovana v kofenovém systému
rostlin a slupce kofenové bulvy a niz§im pH zjisténym ve tfeti vegetaci.
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Obr. 5-11 3. a 4. sklizefi. Porovnani priumeérného toku iontit medi do
podzemni casti a listu rostliny.

5.3.1 Porovnani vysledku ziskanych extrakénimi postupy, technikou DGT
s vysledky nadobovych pokusii s Fedkvi setou

Hlavnim cilem této prace bylo porovnani jednotlivych vysledkl ziskanych
z dil¢ich experimentii. V nasledujici kapitole jsou porovnavany primérné
hodnoty obsahu meédi v celé rostlin¢, v listech a podzemni ¢asti rostliny
stanovené ve treti a ve Ctvrté vegetaci S obsahem médi stanovené ve vyluzich
kyseliny dusi¢né, dusicnanu sodného a deionizovanou vodou. Dale jsou v této
kapitole porovnavany vysledky ziskané z nadobovych pokusi s fedkvi setou
S koncentraci médi stanovené technikou DGT a koncentraci médi stanovené
V piidnim roztoku.

5.3.1.1 Porovnani koncentrace médi stanovené ve vyluzich kyseliny dusic¢né,
dusicnanu sodného a deionizované vody s koncentraci médi
stanovenou z nadobovych pokusi

Mnozstvi médi stanovené v celé rostling fedkve seté, jeji podzemni Casti a
listech bylo vztazeno ke koncentraci médi stanovené ve vyluzich pouzitych
¢inidel (kyselina dusi¢nd, dusi¢nan sodny a deionizovanda voda). Hodnoty
koeficientd pravdépodobnosti byly ziskany ze zavislosti m<. = f(Chnozs Cranoss
Ch20) prolozenim zavislosti linearni regresi.
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Grafické znazornéni téchto zavislosti je uvedeno na Obr. 5-12 az 5-14.
Protoze zavislosti pro Ctvrtou vegetaci maji stejny prubéh jako zavislosti
mnozstvi mé&di stanovené v rostliné na mnozstvi médi stanovené v jednotlivych
vyluzich pro tfeti vegetaci, jsou znazornény pouze zavislosti pro tfeti vegetaci.

Z grafickych zavislosti na Obr. 5-12 az 5-14 a z hodnot uvedenych v tabulce
5-9 lze usoudit, Ze koncentrace médi piitomnd v rostlindch dobie koreluje
s koncentracemi médi stanovené v jednotlivych vyluzich. Velmi dobré korelace
medi stanovené v celé fedkvi a v jeji podzemni casti jsou S vyluhem dusi¢nanu
sodného (R® = 0,82, R* = 0,87), ktery poskytuje informace o biodostupnych
formach prvka pfitomnych v piidé. Nizké hodnoty R® v piipadé listd potvrzuji,
ze méd’ je prevazné vazana v bunécnych sténach kotfenového systému rostlin.

Tabulka 5-9  Shrnuti hodnot koeficienti pravdépodobnosti ziskanych
ze zavislosti m™; = f(Crnos, Cnanoss Chzo) pro teti a étvrtou

vegetaci
3. sklizeri (hodnoty koeficientii pravdépodobnosti)
HNO; NaNO; deion. H,O

cela rostlina 0,8764 0,8222 0,7301
podzemni ¢ast 0,7687 0,8717 0,5959
listy 0,6598 0,5861 0,4755

4. sklizeii (hodnoty koeficientit pravdépodobnosti)
cela rostlina 0,9044 0,8552 0,7689
podzemni ¢ast 0,9629 0,9290 0,8618
listy 0,7268 0,6567 0,5482

Dobré korelace mezi mnoZzstvim médi pfitomnym V celé rostling a
ve vyluzich kyselinou dusiénou (R* = 0,88), kterd podava informace o viech
frakcich pritomnych v pide.

Nejnizs$i hodnoty koeficientli pravdépodobnosti byly zjiS§tény pii porovnani
mnozstvi médi v fedkvi s mnoZstvim médi stanovenym ve vodném vyluhu.
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Obr. 5-12 3. sklizeii. Porovnani mnozstvi médi obsazené v redkvi seté a jeji
podzemni casti a listech s mnozZstvim médi stanovenym ve vyluhu HNOs.
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Obr. 5-13 3. sklizeri. Porovnani mnozstvi médi obsazené v redkvi seté a jeji
podzemni casti a listech s mnozstvim meédi stanovenym ve vyluhu NaNOs.

65



60
-
r v oy P4 ‘
50 - @ Cela fedkvicka _”
. P y = 0,6268x + 7,9461
Wlisty - R?=0,7301
40 - L L
-~ Podzemnti ¢ast s
F'z'j, PR y = 0,1452x + 3,2679
: R = (,5959
> 30 “ ’
= -7
- P y = 0,045x + 1,2601
3 20 - 7 R*=0,4755
- Pid
P4 -
7’ -
10 N g - - -
- - - ._ ———————————— _.
0 A . . : :
0 20 40 60 80 100

Ciioo Cu v piidé (ng.kg™)

Obr. 5-14 3. sklizeii. Porovnani mnozstvi médi obsazené v redkvi seté a jeji
podzemni casti a listech s mnozZstvim médi stanovenym ve vyluhu deionizované

vody.

5.3.1.2 Srovnani obsahu médi stanovené v iedkvi seté s koncentraci médi
stanovenou technikou DGT

Jak jiz bylo zminovano v kapitole o technice DGT v teoretické ¢asti této
dizertacni prace (kap 3.4), technika DGT aplikovana do pid je schopna stanovit
formy kovili dostupné rostlinam, jejichz koncentrace je vyjadiena tzv. efektivni
koncentraci, Cg. V nasledujici kapitole jsou diskutovany korelace této efektivni
koncentrace s koncentraci médi stanovené v fedkvicce a jeji podzemni ¢asti a
listech ve treti a ctvrté vegetaci (Obr. 5-15 az 5-17).

Vyznamné korelace mezi jednotlivymi koncentracemi jsou patrné pro ctvrtou
vegetaci v pripadé koncentrace stanovené v celé rostling (R* = 0,998) a v listech
(R* = 0,995). V piipadé porovnani koncentrace médi stanovené v podzemni &asti
fedkve seté a koncentrace médi stanovené technikou DGT spolu tyto hodnoty
koreluji ve tfeti sklizni (R® = 0,945). V piipadé &tvrté skliznd je hodnota
koeficientu pravdépodobnosti R® = 0,921. Tento rozdil mize byt zpisoben
systematickou chybou pfi méfeni.

Hodnoty koeficientti pravdépodobnosti R* ukazuji dobré linearni zavislosti
mezi koncentraci médi stanovené v rostliné a koncentraci médi stanovené
technikou DGT, coZ potvrzuje, ze pomoci techniky DGT je mozné stanovit
biodostupné formy médi pfitomné v piid¢€ a Ze technika DGT simuluje ptijem
médi kofenovym systémem.
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Obr. 5-17 Porovnani koncentrace médi stanovené v podzemni casti redkve
seté s koncentraci médi stanovenou technikou DGT.

5.3.1.3 Porovndni koncentrace médi stanovené v iedkvi seté a koncentraci
médi Zjisténé v piudnim roztoku

Grafické znazornéni zavislosti mnozstvi médi stanovené v rostling, jeji
podzemni Casti a listech na mnozstvi médi stanovené v pidnim roztoku,
C®; = f(CsoL), jsou zndzornény na Obr. 5-18 az 5-20. Z t&chto grafii jsou patrné
linearni zéavislosti mezi témito veli¢inami, ze kterych lze fici, Ze obsah médi
v fedkvi€ce se vzristd se zvysujicim se mnozstvim méd’natych ionti ptitomnych
V piidnim roztoku.

Vyznamné korelace jsou patrné stejné jako v piipad€ porovnani koncentrace
médi stanovené v fedkvicce s koncentraci médi stanovené technikou DGT pro
tvrtou vegetaci v pripadé celkového mnozstvi v fedkvidce (R® = 0,9747) a
listech fedkvicky (R? = 0,9985).

68



C, Vv redkvicce (ug.gt)

Cc, V listech redkvicky (ng.gt)

- - < -
50 o ¢ 3. sklizen 2% “m
<
B4 sklizen z Z
40 A -
g _-
-
e -
30 A - - v=193.27x+0,0489
” R3= 10,9588
P -~
20 7
Pid y = 185,19x+ 1,0556
P 4 R:=0,9747
10 + s*
P z
0 ‘ | | | | | |
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
Csor (ug.kg‘l)

0,30

Obr. 5-18 Porovnani obsahu médi stanovené v pudnim roztoku a obsahu

medi stanovene v celé rostliné.
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Obr. 5-19 Porovnani obsahu médi stanovené V pudnim roztoku s mnozstvim

médi pritomném v listech redkvicky.
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Obr. 5-20 Porovnani obsahu médi stanovené v piidnim roztoku s mnozZstvim

meédi stanovenym v podzemni casti redkvicky.
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6. ZAVER

Cilem této dizertatni prace bylo porovnat piijem meédi fedkvi setou
(Raphanus sativus L.) péstovanou na pudach s riznym obsahem tohoto kovu,
déale urcit distribuci médi v jednotlivych ¢astech rostliny a ziskané vysledky
porovnat s koncentraci médi v ptdé zjisténé technikou DGT a koncentraci
ziskanou extrak¢nimi postupy a analyzou ptidniho roztoku.

Vegeta¢ni nadobové pokusy s iedkvi setou probihaly v obdobi od dubna
do zafi roku 2008. Rostliny byly péstovany na pfirozeném neobohaceném
pldnim vzorku a piidnich vzorcich obohacenych roztokem médi o koncentraci
100 a 200 mg.kg™ v Mitscherlichovych vegetatnich nadobach na volném
prostranstvi. Po uplynuti doby rlstu byly rostliny sklizeny a oddéleny jednotlivé
Casti — kofinky, kofenové bulva, jenz byla rozdélena na slupku a bilou ¢ast, a
listy. Tyto €asti byly rozloZzeny v mineralizatoru APION a obsah médi v kazdé
Casti rostliny byl stanoven metodou ET — AAS. Vysledky téchto experimentt
ukazaly, ze méd’ piijatd z pudy je nejvice vazana v podzemni Casti rostliny,
predevsim v kofenech a slupce kotfenove bulvy. Rostlina je schopna do svych
tkani pfijmout urcit¢é mnozstvi médi, které ale neni pro ¢lovéka zavadné a
nevytvari zdravotni riziko. Doporucena denni davka médi pro clovéka je 1 mg
Cu, otrava médi se projevi teprve po poziti 250 g médnatych soli. Bylo téz
zjisténo, ze mnozstvi médi ptijaté rostlinou je ovlivnéno nékterymi faktory, a to
klimatickymi podminkami, pH plidy a hmotnosti rostlin.

Pro odhad celkového obsahu, biodostupnosti a mobility médi v odebraném
pudnim vzorku byly pouzity extrakce kyselinou dusi¢nou, dusi¢cnanem sodnym a
deionizovanou vodou. Soucasné¢ byl analyzovan odebrany padni roztok.
Mnozstvi médi zjisténé ve vyluzich kyseliny dusi¢né dokazuje, Ze pudni vzorky
byly obohaceny v pozadovaném mnozstvi 100 a 200 mg.kg™ Cu. Byly zjistény
vysokeé hodnoty korelacnich koeficientli pro korelaci obsahu médi v rostliné a
jeji podzemni Casti s obsahem médi v piidé stanoveném extrakci dusiCnanem
sodnym (R? > 0,8), ktery poskytuje informace o biodostupnych forméach kovi
ptitomnych v pidé. Nizké hodnoty koeficientd (R* > 0,5) z porovnani obsahu
meédi ve vyluzich a v listech fedkve ukazuji, Ze méd’ je vazana predev§im Vv
bunécnych sténach kofenového systému rostlin.

Technika difazniho gradientu v tenkych filmech byla pouzita pro méfeni
obsahu médi v neobohacené a obou obohacenych ptidnich vzorcich. Pii studiu
vlivu experimentalnich parametra techniky DGT na mnoZstvi médi v ptidé bylo
zjisténo, Ze pudni systém obohacenych pud je schopen uvoliovat méd’naté ionty
do pudniho roztoku z pevné faze pidy a dopliiovat tbytek zplsobeny sorpci
méd’natych iontd na iontoméni¢ Chelex-100 v sorpénim gelu, takze je jejich
koncentrace v blizkosti vzorkovaci jednotky DGT konstantni. Puda
neobohacend po 24 hodindch piestavd plné dopliiovat ubytek iontd. Méd
pfidand do pidy ve formé médnaté soli se i po méesicni dob& ekvilibrace
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pted experimentem nachézi v pid¢ i v jiné formé nez méd’ pfirozen¢ se v pude
vyskytujici.

V zavéretné Casti této dizertani prace byl obsah médi zjist€ny technikou
DGT porovnavan sobsahem médi stanovenym ve vyluzich pouZitych
extrakénich ¢inidel a obsahem médi zjisSténym v fedkvi seté a jejich Castech.
Rozdil v obsahu médi v pidach ziskany pomoci extrakce kyselinou dusi¢nou a
technikou DGT C¢inil pét fadt, mezi dusicnanem sodnym a DGT dva fady.
Pomoci analyzy ptidniho roztoku byla nalezena trojndsobnd koncentrace médi
Vv piidé oproti obsahu stanovenému DGT technikou. Lze se domnivat, Ze
koncentrace médi zmétend technikou DGT odpovida 1épe skutenému obsahu
biodostupnych forem meédi v pidé¢ nez hodnoty ziskané bézné pouzivanymi
extrakénimi postupy.

Techniku DGT lIze tedy doporucit jako techniku vhodnou pro stanoveni
biodostupnych forem médi, coz 1ze podpoftit vysokym korelacnim koeficientem
(R*> 0,95) mezi obsahem m&di v fedkvi a obsahem médi v pidach stanovenym
technikou DGT. Technika DGT je v soucasné dob¢ jedina technika, ktera in situ
simuluje kofenovy systém rostlin.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 POUZITE ZKRATKY

AAS
BCR

DBL
DGT

DIFS

DTPA
EDDS
EDTA
ET-AAS
ICP-AES
ICP-MS
ICP-OES
IUPAC

NLMWOA

NTA
PIXE

PS1

PS 2
SEP
SOD
TEMED
THGA

atomova absorp¢ni spektrometrie

Komise evropskych komunit (European Community Bureau of
References)

difazni hranicni vrstva (Diffusive Boundary Layer)
technika difizniho gradientu v tenkém filmu
Gradients in Thin Films Technique)

technika DGT s indukovanym tokem v piidach a sedimentech
(DGT Induced Flux in Soil and Sediment)

kyselina diethylentriaminpentaoctova

kyselina ethylendiamin-N,N"-disukcinova

kyselina ethylendiamintetracthanova

atomova absorpcni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci
atomova emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
Mezinarodni unie pro €istou a uzitou chemii (International Union
of Pure and Applied Chemistry)

nizkomolekuldrni organické kyseliny (Natural Low Molecular
Weight Organic Acids)

kyselina nitrilotrioctova

¢asticemi indukovana rentgenova emise (Particle-Induced X-ray
Emission)

1. svételnd faze fotosyntézy

2. svételna faze fotosyntézy

sekvenéni extrak¢éni postupy (Sequential Extraction Procedures)
superoxid dismutdza

N,N,N",N’-tetramethylendiamin

pficné vyhfivany grafitovy atomizator (Transverse Heated
Graphite Atomizer)

(Diffusive
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8.2 POUZITE SYMBOLY

OO0 >

expozi¢ni plocha (cm?)

koncentrace iontli kovli ve vnéj$im roztoku (mol.cms)

koncentrace iontil kovill na rozhrani vzorkovaci jednotky a okolniho
systému (mol.cm®)

koncentrace iontd kovili na rozhrani sorp¢niho a difizniho gelu
(mol.cm®)

koncentrace iontii nalezena technikou DGT (mol.cm®)

koncentrace na rozhrani jednotky DGT a pidniho roztoku
(mol.cm®)

efektivni koncentrace iontii kovl stanoven technikou DGT
(mol.cm®)

koncentrace ionti kovii ve fazi obsahujici labilni specie (mol.cm®)
koncentrace labilnich specii kovli v pérové vodé nebo pldnim
roztoku (mol.cm®)

koncentrace iontt kovii v piidnim roztoku (mol.cm?®)

elektrodovy potencial (mV)

diftizni koeficient (cm?.s™)

tlouSt’ka difizniho rozhrani (cm)

tloustka diftizni vrstvy (cm)

elucni faktor kovil ze sorpcniho prostiedi

tok iontti kovi (mol.cm®.s™)

maximalni tok iontd kovii (mol.cm™.s™)

rychlostni konstanta pfenosu ¢astic z roztoku do pevné faze
rychlostni konstanta pfenosu Castic z pevné faze do roztoku
hmotnostni tok iontl (g)

zéporny logaritmus aktivity volnych ionti

mira dopliiovani iont kovli z pevné fze do piidniho roztoku

pomér koncentrace kovovych iontll v ptidnim roztoku

koeficient pravdépodobnosti

doba expozice jednotky DGT ()

objem roztoku (cm®)

objem sorpéniho gelu (cm®)
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