VYSOKE UCENIi TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

k

FAKULTA CHEMICKA
USTAV CHEMIE A TECHNOLOGIE OCHRANY
ZIVOTNIHO PROSTREDI

(H

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF CHEMISTRY AND TECHNOLOGY OF
ENVIRONMENTAL CHEMISTRY

TRANSPORT KOVU V SYTEMU PUDA/ROSTLINA.
POROVNANI MODY AKTIVNIHO A PASIVNIHO
VZORKOVANI (TECHNIKA DIFUZNIHO
GRADIENTU V TENKYCH FILMECH)

METALS TRANSPORT IN THE SYSTEM SOIL/PLANT. COMPARISON OF THE ACTIVE AND
PASSIVE SAMPLING METHOD (THE DIFFUSIVE GRADIENTS IN THIN FILMS TECHNIQUE)

DOKTORSKA PRACE

DOCTORAL THESIS

AUTOR PRACE Ing. JANA TRAVNICKOVA

AUTHOR

VEDOUCI PRACE prof. RNDr. HANA DOCEKALOVA,CSc
SUPERVISOR

BRNO 2011



Vysoké uceni technické v Brné
Fakulta chemicka
Purkynova 464/118, 61200 Brno 12

Zadani dizertacni prace

Cislo dizertaéni prace: FCH-DIZ0041/2010 Akademicky rok: 2010/2011
Ustav: Ustav chemie a technologie ochrany Zivotniho prostfedi
Student(ka): Ing. Jana Travnic¢kova

Studijni program: Chemie a technologie ochrany Zivotniho prostfedi (P2805)
Studijni obor: Chemie Zivotniho prostfedi (2805V003)

Vedouci prace prof. RNDr. Hana Doc¢ekalova, CSc.

Konzultanti:

Nazev dizerta€ni prace:

Transport kovd v systému puda/rostlina. Porovnani metody aktivniho a pasivniho vzorkovani (Technika
difuzniho gradientu v tenkém filmu)

Zadani dizerta€ni prace:

Cilem této disertaCni prace je porovnani pfijmu médi fedkvi setou (Raphanus sativus L.) pé&stovanou na
pudach s riznym obsahem médi, urceni distribuce médi v jednotlivych €astech rostliny a porovnani
vysledkl s efektivni koncentraci médi zjisténé technikou DGT a koncentraci zji§ténou extrakénimi postupy.

Termin odevzdani dizertacni prace: 11.5.2011

Dizertatni prace se odevzdava ve tfech exemplafich na sekretariat ustavu a v elektronické formé
vedoucimu dizertaCni prace. Toto zadani je pfilohou dizertani prace.

Ing. Jana Travnickova prof. RNDr. Hana Dogekalova, CSc. doc. Ing. Josef Caslavsky, CSc.
Student(ka) Vedouci prace Reditel ustavu
V Brnég, dne 1.9.2008 prof. Ing. Jaromir Havlica, DrSc.

Dékan fakulty



ABSTRAKT

Predkladana dizertacni prace se zabyva porovnanim piijmu médi fedkvi setou
(Raphanus sativus L.) s mnozstvim meédi stanovenym technikou DGT v padé
piirozené a obohacené solemi médi a smnozstvim médi stanovenym
ve vyluzich bézn€ pouzivanych extrakénich ¢inidel (HNO;, NaNOs;,
deionizovana voda) a pidnim roztoku. Rostliny byly péstovany v pid¢ piirozené
1 obohacené. Obsah médi byl stanoven v celé fedkvi 1 jednotlivych castech
rostliny po rozloZzeni v mineralizatoru APION analytickou metodou ET — AAS.
Nejvétsi mnozstvi médi ukladala rostlina ve své podzemni Casti, piedevSim
v kofenech a slupce kotenové bulvy, coz svéd¢i o vazbé médi v bunéénych
sténach kofenového systému. Rostlinami piijaté mnozstvi médi nepiekracuje ani
na obohacenych ptidach povolené hygienické limity a konzumace fedkvi neni
zdravotn¢ zavadna. Celkova mnozstvi médi piijata rostlinami korelovala
s obsahem médi v ptidach stanovenym z vyluhii vSech pouzitych extrakénich
¢inidel a pidniho roztoku. Vyluh 2 M HNOj; potvrdil, ze celkové mnozstvi
piidané médi v obohacenych ptdach zistalo stabilni po dobu vSech vegetacnich
experimentii. Experimenty s DGT ukazaly, ze obohacené plidy jsou schopny
ubytek médnatych iontti vazanych jednotkou DGT dopliiovat uvoliovanim
zpevné faze do piadniho roztoku stalou rychlosti a jejich koncentrace je
v blizkosti vzorkovaci jednotky DGT konstantni, zatimco uvoliiovani médi
z pudy neobohacené po 24 hodinach klesa. Méd’ piidand do ptdy ve formé
meédnaté soli se tak 1 po mési¢ni dob& ekvilibrace nachazi v pidé 1 v jinych
formach nez méd prirozené se v pudé vyskytujici. Obsah meédi v pudach
stanoveny DGT se lisil od obsahu stanoveného extrakci dusi¢nanem sodnym.
Lze usoudit, zZe o dva tady niz§i koncentrace méedi zjist€éna pomoci DGT
techniky Iépe odpovida skutecnému biodostupnému podilu médi v padé. Vysokée
hodnoty korelagnich koeficientd (R* > 0,9) byly nalezeny mezi obsahem médi
v rostlinach fedkve seté a obsahem médi v ptidé stanovené z analyzy ptudniho
roztoku a mezi obsahem médi v rostlinach fedkve a obsahem meédi v pidé
zméiené technikou DGT. Hodnoty obsahu médi v pudé zjisténé pomoci ptidniho
roztoku byly tiikrat vyssi nez ty, zmétfené technikou DGT. Pldni roztok tedy
obsahuje i specie médi, které nejsou méftitelné DGT a dle piedpokladu 1 rostling
dostupné. Koncentrace médi stanovenda DGT technikou je v porovnani
s vysledky ziskanymi extrakénimi postupy a analyzou ptidniho roztoku blize
ke skutenému obsahu biodostupnych forem kovi pfitomnych v padé a
prokazatelné¢ koreluje s obsahem médi v téle rostliny tfedkve seté. Je proto
mozno techniku DGT doporucit jako techniku pro stanoveni biodostupnych
forem mé&di v pidach.



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 HNO;, NaNO; and water and the amount found in soil solution.
Results of extraction with HNOj 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 (R2 > 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 funkénost tohoto systému. Napiiklad disledkem rychle se
rozvijejiciho dtlniho a hutnického primyslu, pouzivani pesticidi nebo 1 aplikaci
splaskovych kali na zemédélské pidy dochazi ke znaénému zvySovani
koncentrace ,tézkych kovi“ v pldnim systému, a tim 1 k naruSeni téchto
ptirodnich rovnovah. ZvySené mnozstvi nezadoucich prvkl v pidach mize vést
i ke zvySenému piijmu rostlinami. Pi1 vy$Sich koncentracich mohou ,tézké
kovy* zasahovat do metabolickych procest rostlin a potlaCovat tak jejich rist,
nebo dokonce zptlisobit thyn samotné rostliny.

Rostliny patii mezi velmi dilezité slozky zivotniho prostiedi, protoze jsou
schopné ve svych tkanich kumulovat rtizna mnozstvi polutantti a prenasSet je tak
z abiotického prostiedi do prostiedi biotického. Této vlastnosti je vyuzivano
napt. pii remediaci pidy kontaminované , t€zkymi kovy* nebo pi1 monitoringu
pfitomnosti téchto kovi v zivotnim prostiedi. K takovym ucelim jsou
nejvhodnéj$i rostliny oznacované jako hyperakumulatory, jez jsou velmi
tolerantni k toxickym koviim, maji schopnost ukladat ve svych tkanich
mnohokrate vyssi koncentrace nez bézné se vyskytujici rostliny a také mohou
rist na kontaminovanych ptdach bez viditelnych znaki toxicity. Mezi nejvice
prostudované rostliny s hyperakumula¢nimi schopnostmi se fadi rostliny
z Celedi brukvovitych (Brassicaceae), jejiz zastupci mohou ve svych tkanich
kumulovat vice nez jeden kov.

Aby bylo mozné odhadnout ucinky a rizika spojena se zvySenou koncentraci
kovil v piidnim systému, je nutné urcit tzv. biodostupnou frakci kovu, coz je
takova forma kovu, ktera je mobilni, tvoii labilni komplexy a jednoduSe
vstupuje do rostlin a nasledné¢ do potravnich fetézcti a ovliviiuje tak zdravi
organizmi 1 ¢lovéka.

Pro rozdéleni jednotlivych frakei kovi jsou nejcastéji vyuzivany extrakcni
postupy. Vyluhovaci postupy poskytuji informace o celkovém vyuzitelném
obsahu kovu nez o frakci kovu skute¢né dostupné pro kofenovy systém rostlin.
Béhem vyluhovani je vzorek pidy mechanicky zpracovan a muze tak dojit
k naruseni fyzikalné-chemické rovnovahy, jez mize ovlivnit rozdéleni kovi a
jejich forem v pidnim systému. Proto jsou stale hledany nové piistupy, které by
Iépe charakterizovaly transport a piislusnou koncentraci biodostupnych frakci
kovii v piidach.

Pocatkem 90. let 20. stoleti byla vyvinuta nova in situ méfici metoda, diky
které je mozn¢ stanovit labilni specie , tézkych kovi“ v ptidach. Tato technika je
oznacovana jako technika difuzniho gradientu v tenkych filmech (technika
DGT). Technika DGT je schopna simulovat piijem kovi z ptidy kofenovym
systémem, ¢ehoz neni mozné dosahnout pomoci extrakénich postupi.
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2. CiL DISERTACNI PRACE

Cilem disertacni prace je porovnani piijmu meédi fedkvi setou (Raphanus
sativus L.) péstovanou na pudach s riznym obsahem meédi, uréeni distribuce
médi v jednotlivych cCastech rostliny a porovnani vysledki s efektivni
koncentraci médi v pide zjisténé technikou DGT a koncentraci ziskanou
extrakénimi postupy.

Vlastni disertace je zaméiena na:

e Odbér a zpracovani vzorku pidy

e Jeji charakterizaci extrak¢nimi postupy

e Provedeni vegetaCnich nadobovych pokusi srostlinou Raphanus
sativus L.

e Aplikace techniky DGT do pouzité pudy

e /pracovani a interpretace vysledki

Vegetacni nadobové pokusy byly realizovany ve sklenicich Mendelovy
univerzity v Brné.

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

Pida je komplexni heterogenni medium, které obsahuje mineralni a organické
pevné Castice, vodné a plynné slozky. Minerdlni latky se v pidé vyskytuji
piedevSim vlivem zvétravani skalnich ulomkt a sekundarnich mineralt, jako
jsou napi. jilové mineraly, oxidy hliniku, Zeleza nebo manganu. Organicka
hmota je pak tvorena zivymi organizmy, odumielou rostlinnou tkani (humus) a
koloidnim humusem, ktery vznikd rozkladem odumielé rostlinné tkané
ptusobenim ptidnich mikroorganizmi.

Velky vyznam ma pida predevsim pro rast rostlin, biodegradaci a recyklaci
odumielé biomasy. Z pudy pifijimaji rostliny svymi kofeny vodu, kyslik a
mineralni latky poti'ebné ke svému ristu. Kofeny do ptidy uvolniuji oxid uhlicity
a vyluCuji organické slouceniny, které podporuji ¢innost mikroorganizmi
na rozhrani mezi kotfenem a ptidou nazyvanou rhizosféra. Koteny rostlin také
meéni  fyzikdlni a chemické vlastnosti okolni piady, a tim ovliviluji 1
biodostupnost nékterych chemickych prvka.

Pida je dynamicky systém, jenz je nachylny ke kratkodobému kolisani pH a
redoxnich podminek, podléhd také postupnym zménam, zplisobenym
proménlivymi okolnimi faktory (zména pocasi, teploty, zména chemického
posypu). Kazda ztéchto zmén ve vlastnostech pady ovliviluje formu a
biodostupnost kovii.

3.1.1 Pudni vlastnosti ovliviiujici mobilitu a biodostupnost kovu

Podle chemického slozeni a stupni hospodaiského zatizeni mohou putdy
vykazovat urcité chemické vlastnosti, které nejsou urcovany jen podle piivodu
pudy a okolnich parametri, ale jsou velmi citlivymi ukazateli urovné
hospodarského vyuziti. K nejvyznamnéjSim vlastnostem pidy ovlivitujicimi
biodostupnost a mobilitu kovli v pidach patii acidita pidy (pH) spolecné
s oxida¢nimi a reduk¢énimi procesy a také sorp¢ni vlastnosti pady /1].

3.1.1.1 pH pidy

Acidita pidy ma piimy vliv na dostupnost kovli v ptid¢, protoze ovlivituje
jejich rozpustnost a schopnost vytvaret v piadé komplexy kovii a piidnich ¢astic.
Piudni reakce je ur€ovana koncentraci vodikovych ionti v porové vodé, ktera je
v dynamické rovnovaze s pievazené zaporné nabitym povrchem ptidnich ¢astic.
Vodikové 1onty se v pidnim roztoku slucuji s molekulami vody za vzniku
oxoniovych iontid, H;O". Pudni reakce je udavana bud’ v jednotkach pH nebo
v meq.H"100 g"' zeminy [1,2].
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pH pidy Ize ovlivnit riznymi chemickymi latkami, at” uz pritomnymi v padeé
(AI(OH);, oxid uhlicity, uhli¢itany) nebo uméle dodavanymi (vapnéni). pH se
také vyznamné méni v disledku lokalnich zmén v piid€. Napi'. v mistech s vyssi
vlhkosti dochazi ke zvySovani pH vyluhovanim bazi, v susSich mistech naopak
dochazi k poklesu pH kvtli vyparovani a usazovani soli na pidnim povrchu /2].

3.1.1.2 Oxidacni a redukéni procesy

Oxidace a redukce jsou soucasti komplexnich chemickych déja v pidach,
které doprovazi biochemické pochody pi1 zajistovani energie padnimi
organizmy. Jejich pfitomnost indikuje stupenl aerace pidy anebo mnozstvi
kysliku ptitomného v ptdé [1].

Redoxni rovnovadha je fizena aktivitou volnych 1ontd, kterd mize byt
oznacena bud’ jako hodnota pE (zaporny logaritmus aktivity ionti) nebo Ej;
(elektrodovy potencidl). Prevodni faktor mezi témito dvéma veli€inami je
vyjadien nasledujicim vztahem (1) [2]:

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

Hodnoty elektrodového potencidlu se v krajnich ptipadech pohybuji nejcastéji
vrozmezi od 200 mV pi1 siln¢ redukénich podminkach az do 750 mV
pi1 oxidac¢nich podminkach. Urcenim elektrodového potencidlu jsou zjistovany
pritomné oxidacni nebo redukéni podminky, pfitomnost téchto procesi je mozné
urcit také i z barvy pady. Napfi. Cervena a hnéda barva signalizuje probihajici
oxida¢ni procesy, modrozelena az Seda barva glejovych pid je zptsobena
redukci Zeleza z trojmocného na dvojmocné [2].

K vyznamnym reduk¢nim pochodtim v pad¢ patii napi. hniti, tvorba metanu,
vodiku, desulfurizace a denitrifikace pii anaerobnich biologickych pieménach
organické hmoty. Z oxidaCnich procesti jsou nejvyznamnégj$i aerobni
mikrobidlni transformace organické hmoty, jako je mineralizace, nitrifikace,
oxidace aminokyselin, sulfidii a elementarni siry, manganatych a zeleznatych
sloucenin /[2].

3.1.1.3 Sorpcni viastnosti piidy

Nejvyznamnéj$i chemické procesy probihajici v pide, které ovliviugi
biodostupnost a mobilitu kovii v ptidach, jsou spojeny s prechodem kovovych
iontli mezi pevnou fazi a pidnim roztokem. Tyto procesy upravuji koncentraci
kovovych 1ontii a komplexti v piidnim roztoku, ¢imz maji velky vliv na jejich
piijem koteny rostlin. Adsorpce kovovych iontdi na pevné fazi je spojena
s riznymi mechanizmy, mezi néz se fadi napi. vyménna sorpce kationii nebo
specificka adsorpce [2].
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Vyména kationii zavisi na vlastnostech ptdy, na hodnoté pH ptdniho roztoku,
koncentraci ionti a iontové sile, teploté pidy nebo na stupni hydratace ionti.
Pii vyméné kationti mezi pidnim roztokem a sorpénim plidnim komplexem
dochazi za urCitych podminek k rovnovaznému stavu. Zmeénou slozeni a
koncentrace prvkil v pidnim roztoku (hnojeni, zavlahy) se rovnovazny stav
poruSuje. Aby doslo k obnoveni tohoto stavu, musi kationty piechazet z pidniho
roztoku do sorpcniho komplexu a opac¢né. Vyména kationi probihda mezi
jednovalentnimi a vicevalentnimi ionty. Miize k ni dochazet mezi ionty o stejné
(K*-NH,", Ca**-Mg>") nebo o rizné valenci (Ca**-K*, Mg**-NH,"). Probiha-li
vymeéna mezi kationy o stejné valenci, je vzajemny pomeér absorbovanych ionti
proporcionalni jejich vzajemnému poméru v ptidnim roztoku a nezavisi na jejich
koncentraci. Pfi vyméné mezi kationy o rizné valenci se uplatiiuje iontova sila
pudniho roztoku [3].

Specifickd adsorpce predstavuje vymeénu kladn€ nabitych iontd kovii a vétSiny
aniont s povrchovymi ligandy, pi1 které vznikaji Castecné kovalentni vazby.
V porovnani s vyménou kationi jsou tedy kovové ionty sorbovany rychleji [4].
Specificka adsorpce je zavisla na hodnoté pH piidniho roztoku, coz je potvrzeno
ve studii [5] a souvisi s hydrolyzou kovovych iont. Kovy schopné vytvaret
velké mnozstvi hydroxidovych komplext, podléhaji specifické absorpci
v nejvetsi mife. Mira specifické adsorpce, vyjadiené rovnici (2), je urcena
rovnovaznou konstantou pK. S klesajicimi hodnotami pK se specificka sorpce
kationt zvySuje [4].

M* +H,0=MOH" +H" (2)

3.1.2 Puvod koviu v pudnim systému

Deset hlavnich prvki (O, Si, Al, Fe, Ca, Na, K, Mg, Ti a P) ptedstavuje
pies 99 % z celkového mnozstvi prvka pritomnych v zemské kuie. Zbyvajici
prvky z periodické soustavy prvkd jsou oznaCovany jako stopové prvky a
koncentrace kazdého z nich nedosahuje 1000 mg.kg™ (0,1 %). Ve skuteénosti je
ale primérna koncentrace vétsiny znich mensi nez 100 mg.kg' [2]. Pojem
stopovy prvek zahrnuje kovy, polokovy (As nebo Sn), nekovy (Se) anebo
radionuklidy. Toxicita esencidlnich ¢i neesencialnich prvka zavisi na jejich
koncentraci v prostiedi, speciaci, pH a redoxnim potencialu. Mezi stopové prvky
(mikronutrienty), které jsou esencialni pro vyzivu vyssich rostlin, patii napi. B,
Cu, Fe, Mn, Mo a Zn [6].

Pidni systém obsahuje mnozstvi stopovych prvkl rizného pivodu. Litogenni
prvky jsou prvky, které maji svilij pivod piimo v litosféie. Antropogenni prvky
v pudé¢ jsou pfitomny dasledkem lidské aktivity. Treti skupina prvkld je
oznacovana jako pedogenni prvky. Tyto prvky se v pidé objevuji diky riznym
pudotvornym procesiim a mineralnim preménam [7].
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3.1.2.1 Pedogeneze

Piidotvorny proces (pedogeneze) je souhrn rozmanitych fyzikalnich,
chemickych a biologickych procesi probihajicich v ptidach, jez podmiriuji
prislusné slozeni a vlastnosti ptidni hmoty. Tyto procesy zahrnuji rozklad
mineralnich a organickych sloucenin a tvorbu jinych sloucenin, dale odnaseni
rtiznych latek z ptidni hmoty a pifinos novych latek do pidy /8].

Mezi nejdilezitéjsi aspekty pedogeneze souvisejici s chovanim tézkych kovi
v pudach patii:

e uvolniovani kovii z pivodniho materidlu zvétravanim,
e piemistovani a akumulace padnich castic, které absorbuji kovy (jily,
oxidy a organicka hmota) /8].

Zvétrdvdni, jez je vyznamnym procesem pi1 vzniku vSech pad, je fyzikalni
rozpad a chemicky rozklad mineral. Neni typické pouze pro pidni systém,
Castéji se hovoii o zvétravani u hornin pii ptisobeni environmentalnich faktort.
Zvétravani minerald v piidni matrici v sobé zahrnuje hydrolyzu, hydrataci,
rozpousténi, oxidaci a redukci a iontovou vyménu [9].

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

3.1.3 Antropogenni zdroje tézkych kovu pritomnych v pidach

Vlivem antropogenni c¢innosti dochdzi ke zvySovani koncentrace kovi
vyskytujicich se v pidnim systému pifirozené. T&zké kovy jsou pak
z kontaminované pudy pfijimany kofenovym systémem rostlin, a tim dochazi k
zaclenéni téchto kovii do zivotnich cykla [10].

Kontaminace pidy tézkymi kovy je z velké Casti zpiisobena rozvijejicim se
slévarenskym, petrochemickym a textilnim primyslem, kozZeluzstvim,
barvifstvim anebo zvySujicim se pouzivanim hnojiv. Odpady z téchto
prumyslovych odvétvi obsahuji velké mnozstvi toxickych tézkych kovi jako je
méd’, nikl, zinek, olovo, arzen, kadmium a chrom. Potencidlnimi zdroji
kontaminace pudy jsou napi. 1 staré¢ sady, jez byly oSetfeny insekticidy
s obsahem arsenu jako aktivni slozky, pole hnojena splasky a méstskym
odpadem nebo mista v okoli mist s tézebnimi odpady [11,12].

Vzhledem k toxicité a Skodlivym vlivim tézkych kovii na zdravi zivych
organizmil je v soucasn¢ dob& vénovana stale vétsi pozornost ptivodu a osudu
téchto latek v zivotnim prostiedi. Mezi sledované kovy patii 1 méd’, ktera je
pritomna ve formé svych slou¢enin v mnoha primyslovych odpadech [12].
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3.1.4 M@ v pidé

3.1.4.1 Obecneé viastnosti médi

Méd je jednim znejvyznamnéjSich prvkl, esencidlnim pro rostliny 1
zivocCichy. Diky své kujnosti a schopnosti vést teplo a elektiinu je méd’ vyzivana
v riznych primyslovych odvétvich. V pfirodé je méd piitomna ve formeé
sulfidii, sulfatd, uhli¢itanti a dalSich sloucenin, pi1 redukénich podminkach se
muze vyskytovat jako ryzi kov. Primémé mnozstvi médi v litosféie je
70 mg.kg™', zatimco hodnoty v zemské kuife dosahuji od 24 do 55 mg/kg. Méd’
je vpidé vazana na organickou hmotu, oxidy Zeleza a manganu,
na kiemicitanove jily a dal$i minerdly [13, 14].

Extrahovatelna méd’, oznacovana také jako ,.dostupnd®, udava mnozstvi
tohoto prvku v ptdé, které statisticky odpovida koncentraci Cu absorbované a
asimilované rostlinami. Dostupnost médi je ovlivnéna chemickym potencidlem
piislusné specie v ptidnim roztoku. Uroveii a rozloZeni celkové a extrahovatelné
médi v piadnim profilu se liSi v zavislosti na pldnim typu a ptidni matrici.
Profilové rozlozeni médi mize byt pozmeénéno riznymi pedologickymi procesy,
jako je napt. podzolizace [14,15].

3.1.4.2 Formy médi v pitdé

Méd je v pidach piitomna v riznych formach, které jsou rozdéleny mezi
pudni roztok a pevnou fazi, a to ve form¢ iontli, hydratovanych iontti, komplexii
s pfirodnimi ligandy a vazana na koloidy. Rozpustnost médi a jeji speciace
zavisi na pH ptadniho roztoku [16].

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

e vodorozpustnd, ktera tvoii méné nez 1 % celkového obsahu Cu a
s klesajicim pH jeji podil vyrazné¢ klesa,
vyménnd frakce, kterd tvoii 3 % z celkového obsahu Cu,
e frakce sorbovand na organickou hmotu a anorganické slozky piid, jako
jsou oxidy Fe a Mn (15 — 50 % celkové Cu),
e frakce vdzand v oxidech a hydroxidech Fe a Mn (az 40 % z celkového
mnozstvi Cu),
o rezidudlni, iontovd frakce vdzand v krystalové strukture silikdtii (25 %
z celkové Cu u lehkych pud, u tézkych pid az 90 % celkového obsahu
Cu) [17].

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

Podle akumulac¢nich schopnosti mohou byt rostliny rozdéleny do tii skupin.
Exkludéri kova jsou rostlinné druhy, jez jsou schopné ve svych koienech
akumulovat zna¢né koncentrace kovii a zabranuji jejich zpétnému uvoliiovani
zpét do pudy. Rostliny, které akumuluji kovy ve svych nadzemnich ¢astech, jsou
rozdéleny do dvou skupin: indikdatory a hyperakumuldtory. Mnozstvi kovi
v nadzemnich ¢astech indikatord obvykle odrdzi mnozstvi kovi pfitomnych
v pudé. Rostliny s hyperakumula¢nimi schopnostmi mohou koncentrovat kovy
ve svych nadzemnich castech az do takovych hodnot, které znacné prevysuji
mnozstvi kovi ptitomné v piid€. Jedna z moznych definic fika, ze rostliny, jez
obsahuji v susing listi vice nez 0,1 % Ni, Co, Cu, Cr a Pb nebo 1 % Zn, jsou

oznacovany jako hyperakumulatory, bez ohledu na koncentraci kovi v pudé
[19,20].

3.2.1 Prijem a akumulace tézkych koviu v rostlinném téle.

Rostliny piijimaji a akumuluji stopové prvky (tézké kovy) ve svych tkanich
bud® z padniho roztoku anebo v nékterych vyjimecnych piipadech 1
ze vzdusného aerosolu. Jsou ale schopné uvoliovat 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 odstraiiovani z rostlinnych tkani.
Proto mohou byt tézké kovy piijaté rostlinami pfemistovany do riznych casti
rostlin, aniz by dochdzelo ke zménam v celkovém akumulovaném mnozstvi
kovu. Piijem tézkych kovi je ovlivnén absorp¢ni plochou koiend a listi a dale
také produkei biomasy. Cim vétsi je absorpéni povreh, tim vy$si a efektivngjsi je
piijem prvku [6].

Prvky nutné pro rist rostlin 1 t€zké kovy jsou piijimany rostlinami ve forme
rozpustnych soli pomoci listli, stonkti, pfipadn€ 1 generativnich organt (klas,
lata, plod). Tento zplisob piiyjmu prvkl oznacovan jako folidrni. Rozhodujici
podil vSech prvki piijima rostlina z pidy korenovym systémem [21].

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

3.2.1.1 Faktory ovliviiujici piijem kovii rostlinami

Pfijem stopovych prvkia rostlinami je ovlivnén mnoha faktory, které lze
rozdélit na vnitini a vn&jSi. Vaitini faktory, jako napt. vyvojova faze, vnitini
koncentrace stopovych prvkii nebo rychlost riistu, jsou dané geneticky a souvisi
s druhem rostliny. Piijem stopovych prvki z pidy je ovlivnén napi. rozpinanim
kotenti, tokem vody a 1ontd ¢i jejich interakcemi. Dale je piijem prvki 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 pfedevSim klimatické podminky a vlastnosti ptdy.
Klimatické podminky jsou dané souborem ({initeld, znichz ktém
nejvyznamngj$im patii teplota, slunecni zareni a slozeni atmosféry.

Teplota je vyznamny c¢initel ristu, ktery vyvolava piijem stopovych prvki a
rast a ovliviiuje zakladni biologické procesy (fotosyntéze, transpirace). VétSina
rostlin mirného pasma zacina vegetovat pi1 1 — 5 °C. Tento teplotni rozsah byva
oznacovan jako teplotni minimum. Pii1 teplotach vysSich nez 40 °C rostliny
odumiraji. Tato hranice se nazyva teplotni maximum [21].

Slunecni zdreni patii k nenahraditelnym vegetacnim faktortim. Intenzita,
kvalita a doba osvétleni ovliviiuji celou fadu fyziologickych procest
probihajicich v rostlin€. ZvySena intenzita slunecniho zafeni piisobi pozitivné
napf. na piijem dusiku, fosforu nebo siry. Pii nedostate¢ném osvétleni dochazi
ke snizené tvorb¢ sacharidi a bilkovin a zvySuje se obsah mineralia [23].

Atmosféra vyrazné ovliviiuje rast rostlin a urodnost pidy. Je zdrojem O,,
CO,, N, piedevsim pro rostliny, které jsou schopné poutat vzdusny dusik.
Pritomnost tuhych necistot v atmosféfe zvySuje piitomnost cizorodych prvki,
jez jsou rostlinami prijimany formou foliarniho zptisobu piiyjmu stopovych prvki
(Cd, Hg, Pb, Zn). V ptipadé, Ze je vzduch pfili§ suchy, dochazi ke zvySovani
vyparu vody a rostlina tak trpi jejim nedostatkem. Pro rostliny je Skodliva 1
nadmérna vlhkost, protoze napomaha rozvoji houbovych chorob a hnilob [23].

3.2.1.2 Prijem téZkych kovii kofenovym systémem rostlin a jejich akumulace
v rostliné

Koienovy systém rostlin poskytuje stonkiim a listiim neustaly piisun vody a
rozpusténych minerali. Upeviiuje rostlinu v ptdé, plni funkci vegetativniho
rozmnozovani a plni funkci zasobarny Zivin. Rdst a metabolizmus kotenového
systému rostlin je podporovan fotosyntetickymi procesy probihajicimi v listech.
Produkty fotosyntézy jsou transportovany z listi floémem do koiend, jez jsou
pi1 tomto procesu napomocné [24].

Pohyb tézkych kovi k povrchu kotfenti je zavisly:

e na difuzi kovii ve sméru koncentracniho gradientu, ktery vznika
ubytkem kovii v blizkosti kofenii,

® na zdchytu koreny - objem pidy je zmenSovan objemem kotenii kvili
jejich ristu,

e na hmotnostnim toku kovi, kdy jsou latky pienaseny z vnégjsiho
prostiedi ve sméru potencidlniho gradientu [25].

Na Obr. 3-1 je znazornén pohyb ionti kovli ke kofeniim rostlin a snizovani
koncentrace na povrchu koient, které zvysuje diftizi kovii povrchem kofent a
uvoliluje 1onty z pevné faze. Diisledkem od¢erpavani ionti z pevné faze jejich
koncentrace asymptoticky klesa se zmensSujici se vzdalenosti od koient
rostlin [26].
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Obr. 3-1 a) Systém piida-koren sestdvajici se z korene obklopeného piidou,
b)Koncentracni profil iontii kovii v rhizosfére. Procesy vztazené k sorpci Zivin
Jsou (1) uvolnéni sorbovanych iontii do kapalné fdze - desorpce, (2) transport do
korenii v kapalné formé, (3) sorpce koreny. Proces (4) symbolizuje uvoliiovdni
korenovych vypotkii ménicich rozpustnost iontii kovi vazanych v pevné fdzi.
Prevzato z [26].

Rozpustné kovové ionty jsou piijimany koieny bud’ cestou mimobunécnou
(apoplasticky transport) anebo cestou vnitrobunéénou (symplasticky transport).
Apoplasticky transport je limitovan vysokou kapacitou vymeény kationtd
bunécnych stén, vyjimku tvoii pouze ionty kovli prenasené jako nekationaktivni
chelaty kovi. Symplasticky transport probiha tehdy, pronikaji-li ionty kovil
bunénou membranou, ktera ma obvykle velky zaporny potencial (170 mV).
Tento membranovy potencial vytvari velky elektrochemicky gradient pro vnitini
pohyb kovovych iontl. VétSina kovovych iontit pronika rostlinnymi buiikami
pomoci procest zavislych na energii. Tyto procesy mohou byt zprostiedkovany
specifickymi nebo generickymi nosi¢i nebo kanaly [27].

Neesencialni tézké kovy mohou ucinné soutézit o stejné transmembranove
nosice jako esencialni tézké kovy. Tato nedostatecna selektivita
v transmembranovém transportu ionti ¢aste¢né vysvétluje, pro¢ neesencialni
tézke kovy mohou pronikat butikami 1 proti koncentra¢nimu gradientu [27].

Bylo prokédzano, ze koteny rostlin vykazuji vétsi aktivitu pii mobilizaci
rozpustnych stopovych prvkli vazanych na pidnich ¢asticich [24]. Aby mohly
byt specie vazané na pudni Castice piljimany a akumulovany v télech rostlin,
musi byt nejprve mobilizovany z piidniho roztoku. Mobilizace kovli z ptidniho
roztoku muze byt uskuteénéna nékolika riznymi zptisoby [28].
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Prvnim zptsobem je uvolnéni kovi z pidniho roztoku prostiednictvim
tzv. fytosideroforu (viz. také kap. 3.3.1). Fytosiderofory jsou latky vylucované
kofeny rostlin do rhizosféry a maji schopnost rozpoustét a chelatovat kovy
vazané na pudnich c¢asticich. K témto latkam se fadi aminokyseliny jako napf.
kyselina mugineova, kyselina avenova, které jsou syntetizovany v obilovinach,
nebo nikotinamid [29,30]. Tyto latky jsou uvolilovany =z kofenti rostlin
v disledku nedostatku Zeleza a zinku a mohou z ptidniho roztoku mobilizovat
Cu, Zn, a Mn [31]. Mnoho tézkych kovil je transportovano z pidy vazbou
na ligandy s nizkou nebo naopak vysokou molekulovou hmotnosti, obzvlasté
sirné ligandy (metalotheiny /32], glutathion a proteiny odvozené od glutationu,
napi. y-glutamylcysteinyl-isopeptid [33,34]).

K latkdm s nizkou molekulovou hmotnostni, které zlepsSuji rozpustnost a
piijem kovovych ionti diky svym chelatanim vlastnostem, se tadi
tzv. nizkomolekuldrni organické kyseliny (natural low molecular weight organic
acids, NLMWOA). Chelatacni efekt organickych kyselin klesd zhruba podle
nasledujiciho poradi: kyselina citronova > kyselina maleinova > kyselina octova.
Diky vysokym konstantam stability komplext téchto kyselin s kovy pfitomnymi
v pudé, nedochazi po jejich uvolnéni do plidy ke zvySeni toxickych vlastnosti
kovii. NLMWOA maji také schopnost detoxikovat intracelularni tézké kovy
jejich navazanim /35,36].

Za druhé, koieny mohou redukovat kovové ionty vazané na pudni castice
reduktdzami koviu, jez jsou vazané v plazmatické membrané. Napi. ubytek
zeleza nebo médi v hrachovitych rostlinach zvysuje schopnost redukovat Fe(III)
a Cu(Il) za soucasného zvyseni pfijmu Cu, Mn, Fe a Mn [37].

Za tieti, kofeny mohou rozpoustét tézkeé kovy okyselenim okolniho prostiedi a
uvolnit tak 1onty vazané na pudnich c¢asticich do ptidniho roztoku. Pii nizkych
hodnotach pH jsou rozpoustény usazeniny kovii a kovy vazané na pudni ¢astice
jsou tak uvolilovany do pidy. Podobny mechanizmus byl pozorovan
pi1 mobilizaci Fe u dvoudé€loznych rostlin s nedostatkem Fe [38].

Jakmile kovové ionty proniknou do kofenti, mohou byt bud’to uloZzeny nebo
pifenaSeny do nadzemnich casti rostlinného téla. Velmi dilezitou ulohu
pi1 uchovavani kovovych specii ma vakuola [39]. Ve vakuole jsou kovové ionty
chelatovany bud® organickymi kyselinami (kyselina citronova, kyselina
maleinova) anebo enzymaticky syntetizovanymi isopeptidy, obecné nazyvanymi
fytochelatiny. Schopnost proteini vazat kovy ulozenych v metalothioneinech
zustava stale neobjasnéna [40].

3.2.2 Méd’ v rostlinach

Kvili schopnosti vyskytovat se v riznych oxidaénich stavech (Cu®* a Cu®) se
méd’ ucastni mnoha fyziologickych procesii probihajicich v rostlinach. Méd’
pusobi jako stavebni prvek v fidicich proteinech a podili se na transportu
elektronii pi1 fotosyntéze, mitochondridlnim dychani, odezvach na oxidativni
stres anebo na metabolismu bunécnych stén [25, 41].
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Meéd’ ptsobi také jako kofaktor mnoha enzymii, jako jsou napi. superoxid
dismutaza Cu/Zn (SOD), cytochrom ¢ oxiddza. Na bunécné urovni potom méd’
piedstavuje zakladni prvek v mechanizmu pienosu proteini, pii aerobni
fosforylaci a mobilizaci zeleza. Proto je méd’ zakladnim prvkem pro normalni
rast a vyvoj rostlin. Neni-li tento kov rostlindm dostupny, vykazuji rostliny
specifické symptomy nedostatku, jez jsou viditelné na mladych listech a
reproduktivnich organech [42].

3.2.2.1 Deficit médi v rostlindch

Presto, ze méd je pro rostliny esencialnim prvkem, pi1 vysokych
koncentracich vykazuje extrémni toxické vlastnosti. Proto je nezbytné, aby
koncentrace médi v rostlinnych buiikach dosahovala takového mnozstvi, které je
nezbytné pro rist a vyvoj rostliny. Primérny obsah Cu v rostlinnych tkanich je
10 png.g™' sudiny [15]. Kriticka koncentrace volnych iontd v Zivném roztoku se
pohybuje od 10™* do 10™® M. Pii nedostateéném mnozstvi Cu ve svych tkanich
dopliyji rostliny chybéjici mnozstvi Cu z pidniho 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 listi a koient. Bylo také zjisténo, ze nedostatecné
mnozstvi Cu ma vliv na transport elektront v 1. fazi fotosyntézy (PS1). V této
fazi dochazi pi1 nedostatecném mnozstvi Cu ke snizeni vzniku plastocyaninu,
ktery je hlavnim ukazatelem nedostatku Cu [43, 44]. Na zaklad¢ méteni aktivity
fotosyntézy rostlin kukuiice byl zjistén vliv nedostate¢ného mnozstvi Cu
na transport elektronti také ve II. fazi fotosyntézy (PS2). Nedostatek Cu snizuje
aktivitu PS2 bez soucasné modifikace polypeptidové struktury v thylakoidovych
membranach. Cu muze ovlivnit aktivitu fotosyntézy jako prosteticka skupina
polypeptidii tcastnicich se transportu elektroni [45].

Meéd’ také ovliviiuje aktivitu enzymi zapojenych do dalSich Zivotnich procesi
rostlin, které jsou obvykle spojeny s funkci chloroplasti. Napt. ve studii [46]
byla potvrzena nevyhnutelnost piitomnosti tohoto kovu pi1 zachovani aktivity
askorbat oxidazy. Ve studiich [47,48] bylo prokazano, ze pifitomnost médi je
nutnad pro spravnou funkci aminoxiddzy pii navazani molekul kysliku
na enzymy Vv redukujicim médiu. Tento enzym katalyzuje aerobni deaminaci
polyenti, pii které vznikaji odpovidajici aldehydy, amoniak a peroxid vodiku (3)

RCH,NH! +0, + H,0 »>RCHO + NH, +H,0, 3)

Ve studii [49] bylo zjisténo, ze méd’ vyznamné zpomaluje rist rostliny fedkve
seté (Raphanus sativus L.). Stejné tak méd’ ovliviiuje aktivitu kationaktivni a
anionaktivni peroxidazy, jez ma vliv na rast kofeni.
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3.2.2.2 Toxicita médi v rostlinach

Redoxni vlastnosti, které ¢ini z médi esencidlni prvek, téz piispivaji k jeji
inherentni toxicité. Redoxni pfemény mezi Cu** a Cu* mohou katalyzovat vznik
vysoce toxickych hydroxylovych radikald, s naslednym poskozenim DNA,
lipidti, proteini a dalSich biomolekul [50]. Proto miize méd’ pi1 vysokych
koncentracich vykazovat extrémné vysokou toxicitu, ktera se projevuje napr.
chlorozou nebo nekrézou, zakrnénim, odbarvenim listd a inhibici rastu
korenu [25,51].

Na bunécné trovni mohou toxické vlastnosti médi pochazet z jejiho navazani
na sulthydrylové skupiny proteinii, ¢imz dochazi k inhibici aktivity enzymu
nebo funkce proteinti. Dale mtize byt toxicita médi vyvolana nedostatkem jinych
esencialnich iont, poskozenim procesii bunécného transportu anebo
oxidativnim zni¢enim [48,52].

Nadbytek mé&di muze v rostlinach zpisobit oxidativni stres a nasledovné
zvysit reakci antioxidantd v disledku zvysSujiciho se vzniku vysoce toxickych
volnych radikald kysliku. Bylo zjisténo, ze nadbytek médi ve tkanich fedkve
seté (Raphanus sativus L.) vede ke zvySeni akumulace prolinu a ke zménam
v obsahu proteinti a aktivity enzymi [53]. Reakce antioxidanti na nadbytek Cu
byla pozorovana v listech a kofenech, v zavislosti na koncentraci Cu, tak i
na dobé expozice. Bylo zjisténo, ze na nadbytek Cu v rostlinnych tkanich
reaguje i askorbat-glutationovy cyklus [54,55].

e o ey

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

Podle studie [58] je mira pienosu Cu mezi pidou a rostlinou nékolikanasobné
nizs$i nez v piipadé Zn, Cd a Ni v zavislosti na tom, zda byly kovy piidany
v podobé anorganickych soli do piscitych ptid anebo byly soucasti splaskovych
kalt aplikovanych na jemnozrnné pidy. Koncentrac¢ni faktor médi ve vodném
porostu je niz8i nez v pripadé Cd, Hg, Pb, Zn nebo Ni [59].

Piijem médi je castetné nezavisly na pH plidy (zeyjména pro pH > 5.5)
[60,61]. Naopak, piijem meédi fasami z vodného prostiedi je jev velmi zavisly
na pH. Tento fakt byl prokdzan pi1 experimentech na modrozelené fase
Chroococcus paris [62] a Nostoc muscorum [63], kdy mnoZstvi piijaté¢ médi
znateln¢ vzrista se zvySujicim se pH v rozmezi 4 — 7.
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Mobilita Cu v pidé je téz omezena. Velké mnozstvi médi absorbované
rostlinami je ukladano v kofenech rostlin, jak dokazuji experimenty provadéné
s rostlinami Lolium perenne [64], Mimulus guttatus [65], Spinacia oleracea [66]
a Avena sativa [67]. Mnozstvi médi absorbované v rostlinach a ukladani
v jednotlivych c¢astech je zavislé také na zpisobu pronikani tohoto kovu
do rostliny. Ve studii [68] bylo prokdzano, ze vétsi mnozstvi Cu bylo
absorbovano listy nez kofeny rostliny Raphanus sativus L. v dtasledku
aplikovaného roztoku Cu bud’ na listy rostliny, nebo v ptidnim roztoku.
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3.3 METODY EXTRAKCE PUD

Stanoveni biodostupnosti tézkych kovii je velmi dilezitym krokem pii urceni
rizik spojenych s kontaminaci pidniho ekosystému témito kovy. Toxicita nebo
bioakumulace tézkych kovi je piedpovidana z korelaci koncentraci téchto ionta
v pidnim roztoku, koncentraci volnych iontd v pidnim roztoku anebo
z vyluhovatelnych frakci [69]. Ackoliv se exitujici legislativa ¢1 smérnice
tykajici se limitnich koncentraci tézkych kovli obsazenych v pidach zabyva
piedevsim ur¢enim celkové koncentrace kovi v pidach, vétSina z téchto frakci
neni pro rostliny, mikroorganizmy nebo ptidni faunu dostupna [70].

Pro zjsténi podilu tézkych kovi vazanych v riznych formach a fazich
pudniho systému, jejich dostupnosti a mobility jsou od 70. let 20. stoleti
vyuzivany extrakéni postupy [71]. Mobilita stopovych prvkl, jejich
biodostupnost a relativni ekotoxicita pro rostliny zavisi na specifickych
chemickych formach, tzv. frakcich, nebo na zptisobu jejich navazani na ptdni
Castice. Stanoveni téchto parametrt je proto z hlediska uréeni toxickych uéinka
mnohem dilezitéjsi nez uréeni celkové koncentrace kovii v piidnim systému
[72].

Na zdkladé¢ definice IUPAC se terminem ,, frakcionace rozumi proces
klasifikace analytu nebo skupiny analyti 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 stopové prvky do péti frakcei:

e Jontové vymeénnd frakce charakterizuje podil stopovych prvki
sorbovanych na povrchu anorganickych soli, vyménitelnych z povrchu
pudnich koloidi zménou koncentrace bivalentniho iontu.

o Frakce vdzand na uhlicitany oznaCuje podil tézkych kovii vazanych
na uhli¢itanech. K uvolnéni této frakce dochazi pi1 zméné acidobazickych
podminek v prostiedi.

o Frakce vdzand na oxidy Fe a Mn popisuje podil toxickych kovii vazanych
na oxidy Zzeleza a manganu, jez jsou termodynamicky nestabilni
za anodickych podminek a uvoliuji tézké kovy do roztoku napi. zménou
oxidacné-redukéniho potencialu.

o Frakce vdzand na organickou hmotu urcuje podil toxickych kovii
vazanych v organické hmoté (z1ivé organizmy, usazeniny, atd.). Prvky
jsou uvolinovany v dasledku degradace organickych latek.

o Zbytkovd frakce ptedstavuje podil prvka vazany v silikatové matrici
na primarni a sekundarni mineraly. V piirodé nejsou ale prvky z této
frakce uvoliiovany do vodného prostiedi [74,75].
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Frakce kovii mohou byt také identifikovany a kvantifikovany tiemi zptsoby.
Funkcné, kdy vtomto piipadé mohou byt frakce asimilovany rostlinami,
za druhé operativné, tzn. podle zptisobu nebo ¢inidla pouzitého k jejich extrakci
a za tfeti specificky, jako urcité komponenty nebo oxidacni stavy kovii. Druhy
zpusob identifikace frakci zahrnuje jednorazové a sekvencni extrakce [76].
Jednorazové extrakéni metody probihaji za pouziti jednoho ¢inidla a sekvencni
extrakce zahrnuji vice extrak¢nich kroki s ¢inidly o riizné ucinnosti. Jednotlivé
kovy v pfipravenych extraktech jsou nasledné stanoveny vhodnymi
instrumentalnimi metodami, nejéastéji AAS, ICP-AES nebo ICP-MS.

3.3.1 Jednorazové extrakce

Jednordzové extrakce [77,78] jsou Casto aplikovany diky své jednoduchosti a
snadnému provedeni s vyuzitim bézné pfistupnych extrakénich ¢inidel. Navazka
vysuseného vzorku pidy umisténa ve vhodné nadobce je smichana s extrakénim
¢inidlem v uréitém poméru a michana nebo tiepana pii konstantni teploté
po urcitou dobu. Ze ziskanych piidnich vyluhi je filtraci oddélen supernatant,
v némz jsou pomoci instrumentalnich metod stanoveny piitomné prvky [79].

Jako jednorazova extrakéni ¢inidla jsou Casto vyuzivany roztoky chelati
(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 riznych
koncentracich a roztoky pufri (NH;OAc). Nové jsou pouzivany extrakéni
postupy s roztoky snadno degradovatelnych a slabych fytotoxickych slou¢enin
(napf. kyselina nitrilotrioctovd, NTA) anebo piirodnich nizkomolekularnich
organickych kyselin [78,92], kterym byla vénovana kapitola 3.2.1.2.

Jednorazové extrakce s 0,1 HCI, smési HCI a H,SO, a EDTA byly poprvé
pouzity v 50. a 60. Iétech 20. stoleti pro stanoveni koncentrace esencialnich
kovii v pudach. Pifi urCeni urovné kontaminace pudy byly jednostupiiové
extrakéni postupy pouzity v 70. 1étech 20. stoleti [93].

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

3.3.2 Sekvencni extrakcni postupy

Sekvencni neboli postupné extrakce (SEP) [74,96,97,98] jsou standardnimi
metodami vyuzivanymi pro zjiSténi chemickych frakci jak v pidach, tak
v sedimentech. Obvykle zahrnuji 3 az 8 kroki, pii kterych jsou postupné
aplikovana extrak¢éni ¢inidla se zvySujici se ucinnosti. Postup vyluhovani je
shodny s postupem pii1 jednorazovych extrakcich. Po prvni extrakci je smés
odstfedéna, v supernatantu jsou stanoveny piitomné kovy a pevny zbytek je
louzen v dalsSim kroku siln¢j$im ¢inidlem. Chemické formy prvki obvykle
stanovované¢ SEP jsou klasifikovany jako vyménné frakce (biodostupné a
mobilni), frakce vazané na uhlicitany, oxidy a organickou hmotu [93].
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Béhem poslednich desitek let bylo vypracovano velké mnozstvi extrakénich
postupt [74,99], ale ziskané vysledky byly vSak ziidka porovnatelné vzhledem
k odlisnym extrakénim postuptim. Nékteré ztéchto 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 pi1 sekvencnich extrak¢nich postupech aplikovanych pii stanoveni
tézkych kovii v pidach a sedimentech [100] a ve kterém byly také definované
certifikované referen¢ni materialy [101]. Tento postup byl s uspéchem pouzit pii
analyzovani velkého mnozstvi matric, jako jsou napt. sedimenty pochazejici
z jezer, lagun a mofi, splaskové kaly, pidy a mista kontaminovana primyslem
[102,103,104].

3.3.3 Extrak¢ni ¢inidla

Nejzavazn€j$im hlediskem pii volbé rozpoustédla, jehoz se ma pouzit pro
urcitou extrakei, je pravdépodobné extrahovatelnou odd€lovaného prvku. Ma-li
se snadno dosahnout oddéleni, musi byt rozdélovaci pomeér rozpusténych latek
velky. Ze stejného ditvodu musi byt extrakce ostatnich rozpusténych latek mala
[105].

Extrak¢ni ¢inidla mohou byt rozdé€lena do nékolika skupin podle jejich
ucinnosti pi1 extrakci specifickych kovovych frakei:

e roztoky neutrdlnich soli, alkalii a béZnd rozpoustédia: voda, vodné
roztoky soli (CaCl,, Ca(NOs;),), NH4Ac, hotecnaté soli, BaCl,);

o redukcni Cinidla: askrobat sodny, hydrogensificitan sodny (NaS,0,);

o slabé kyseliny: ziedéné roztoky kyseliny octové a citronove;

o silnd chelatacni Ccinidla: EDTA, DTPA (ob¢as v kombinaci
s triethylaminem nebo kyselino askorbovou), NTA;

o (Cinidla obsahujict kyselinu a jeji siuil: amonium oxalat-kyselina oxalova,
acetat sodny-kyselina octova, a dalsi;

o ziedené silné kyseliny: HNO;, HCI, smés HCl a H,SO, (Mehlich I);

o koncentrované silné kyseliny: HNO;, HCl, HNO; + HF, aqua regia [93].

Z pocatku byla vyuzivana extrakcni ¢inidla, ktera uvoliuji z pevné faze velké
mnozstvi kovil, jako chelata¢ni c¢inidla (EDTA, DPTA, NTA) nebo silné
kyseliny (HNO; a HCI). Zavedeni novych instrumentdlnich metod s velmi
nizkym limitem detekce, diky kterym lze stanovit kovy v roztocich o nizkych
koncentracich, umoznilo pouzit pro extrakci kovii z piid slabsi ¢inidla jako napi.
0,01 M CaCl, a 1,0 M NH4NO;. Presto jsou 1 nadale pouzivany pro extrakci
kovii zpad zakladni postupy jako rozpousténi, chelatace, desorpce, iontové
vymény a redukce nebo oxidace [93].
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Pi1 studiich napodobujicich pfijem kovi rostlinou a pii vyhodnoceni
urodnosti a nedostatkti pidy jsou pouzivana slaba cinidla (zfedéné roztoky
CaCl, nebo Ca(NOs),), EDTA, DTPA a kyselina octova jsou ¢asto pouzivany
pi1 studii fyzikalné-chemickych procesti probihajicich v ptidé (napi. mobilita
tézkych kovii). Chlorid amonny a $tavelany jsou s vyhodou vyuzivany
pii rozliSeni litogenniho nebo antropogenniho ptivodu prvki v padé [81].
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3.4 TECHNIKA DIFUZNIHO GRADIENTU V TENKYCH FILMECH

Technika difuzniho gradientu v tenkém filmu (Diffusive Gradients in Thin
Films Technique, technika DGT) je relativn€é novym pfistupem pro stanoveni
labilnich specii kovii in situ ve sladkovodnich a moiskych systémech, v pidach
a sedimentech. Objevena a poprvé popsana byla tato technika v roce 1993 W.
Davisonem a H. Zhang [106].

Vyhodou techniky DGT je schopnost prekoncentrace analytii in situ, jez dava
vybornou citlivost stanoveni (107> mol.I") a zabraiiuje problémi spojenym
s kontaminaci vzorkd. Dale poskytuje ¢asové primérné koncentrace, které jsou
1dealni pro kontrolni monitorovani. Lze ji také pouzit pro speciacni analyzu se
zaméienim na kovové specie nebo také pro odhad biodostupnosti kovi
v padach [107].

Aby bylo mozné stanovit technikou DGT co nejvice kovovych specii
pfitomnych v zivotnim prostiedi, 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 vyuzivany oxidy Zeleza a pro stanoveni sulfidi jsou vyuzivany
mineralni faze (jodid stfibrny v sorpénim gelu) [106].

34.1 Vzorkovaci jednotka DGT

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

expozicn okenko

- plastove vicko

-,r-r
' ' » plastove télo

Obr. 3-2 Vzorkovact 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 funkénimi skupinami. Druhd vrstva je tvofena
také polyakrylamidovy hydrogelem s piesné definovanou tloustkou (obvykle
0,8 mm) obsahujici 95 % vody, ktery byva oznaCovan jako difiizni gel.
Membrdanovy filtr (velikost porti 0,45 um) chrani difuzni gel pfed mechanickym
poskozenim. VSe je uzavieno plastovym vickem s expoziénim okénkem
o priméru 2 cm (Obr. 3-3) [109].

membranony filtr

. difuzni gel
— < [TZ¥ .- sorpéni gel
o A
[ e
rl I’d - | |
K ] plastové vicko s
A n expozitni okeénkem

plastovy zaklad

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

3.4.2 Princip techniky difiizniho gradientu v tenkém filmu

Technika DGT je zalozena na difuzi specifickych latek vrstvou difuzniho gelu
a jejich nasledné imobilizaci v gelu sorpénim. Pii aplikaci jednotky DGT
do sledovaného prostiedi se mezi difuznim gelem a vnéjSim roztokem vytvari
mezni difuizni vrstva (diffusive boundary layer, DBL), jejiz tloustka & souvisi
s intenzitou promichavani roztoku v okoli sondy. Ionty kovii z vnéjsiho roztoku
pronikaji touto mezni vrstvou molekulovou difazi. Velikost poért
polyakrylamidového hydrogelu dosahuje hodnoty 2 — 5 nm, takze hydratované
ionty kovii s primérem 0,2 — 0,3 nm a mens$i komplexy s organickymi ligandy
do gelu snadno difunduji. Po velmi kratké dobé se v difuznim gelu ustavi
linearni koncentra¢ni gradient (Obr. 3-4) [107].
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3.4.2.1 Princip stanoveni labilnich specii kovit ve vodném prostiedy.

Tok 1onti difuzni vrstvou je dan 1. Fickovym zdkonem difiize (4):

F=pd¢ 4)
dx
kde F je tok iontd kovi diftizni vrstvou (mol.cm™.s™), D je diftizni koeficient
(cm™s™) a dC/dx je koncentra¢ni gradient (mol.cm'4).
Jestlize diftzni koeficienty 1ontl piitomnych v gelu jsou shodné s difiznimi
koeficienty iontli ve vodé, 1ze 1. Fickiiv zdkon diftize napsat ve tvaru

(5(5):
F = D(Ch _C') (5)
(Ag +5)

kde C, je koncentrace iontli ve vn&j§im roztoku (mol.cm™), C' je koncentrace
iontd kovi na rozhrani sorpéniho a diftzniho gelu (mol.cm™), Ag je tloustka
difuzni vrstvy a & je tloustka diftzni hrani¢ni vrstvy, kterd vznika mezi vrstvou
difuzniho gelu a vné&j$im roztokem.

Ustavi-l1 se rychle rovnovaha pi1 sorpci volnych iontli na iontoménici, potom
je koncentrace C' rovna nule za piedpokladu, ze iontoméni¢ nebyl zcela
nasycen. V dobi'e michanych roztocich je tlouStka difuzni hranicni vrstvy &
(cm) zanedbatelné mald ve srovnani s tlouStkou diftzni vrstvy Ag (cm).
Rovnici (5) tak Ize napsat ve zjednoduSeném tvaru (6):

F=— (6)

Hmotnostni tok iontd kovi (7) je definovan jako mnozstvi ionti M (g) proslé
danou plochou exponované ¢asti gelu A (cm®) za jednotku ¢asu 7 (s):

M

F = o (7)
Pt1 aplikaci v praxi jsou jednotky DGT exponovany po urcity ¢as . Mnozstvi
kovu M navazané béhem doby expozice na iontoméni¢ mize byt po vysuseni
gelu stanoveno pifimym meéfenim nedestruktivnimi technikami, napi. PIXE
(¢asticemi indukovand rentgenova emise) nebo laserovou ablaci ve spojeni
s ICP-MS. Castgji jsou ionty eluovany ze sorpéniho gelu znamym objemem
elu¢niho ¢inidla, V,. Koncentrace ionti v eluatu C, je stanovovana obvykle
pomoci atomové absorp¢ni spektrometrie (atomic absorption spectrometry —
AAS) nebo optické emisni ¢1 hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem (inductively coupled plasma optical emission spectrometry — ICP-

OES, mass spectrometry — ICP-MYS).
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Podil eluovanych ionti kovii z celkového mnozstvi navazanych ionti je
oznacovan jako elucni faktor, f,. Mnozstvi proslych ionti je potom dano
vztahem (8), kde V, je objem sorp¢niho gelu (cm’):

c\v, +V
M =—e( £ e) (8)
Je

Spojenim rovnic (6) a (7) je dan vztah pro stanoveni koncentrace ve vngj$im
roztoku, Cy, (9):

MAg

" DAt ©)

kde M je mnozstvi kovli akumulovanych v sorpénim gelu (g), Ag je tloustka

difazni vrstvy (obvykle 0,93 mm), D je difuzni koeficient pi1 dané teploté

méfeni (cm™.s”), A je plocha exponované &asti gelu (3,14 cm®) a ¢ je doba

expozice jednotky DGT (s) [106,107].

A

L]

&

=

af

g

4 difuzni gel Cb
)
X o
e 0 -
3 vnéjsi roztok

£ Syl vzdalenost
Ag 8

Obr. 3-4 Schematické zndzornéni koncentrace volnych specii iontii
v hydrogelu pri kontaktu s vnéjSim roztokem. Prevzato a upraveno z [106].

3.4.2.2 Aplikace techniky DGT do piid a sedimentii

Zakladni princip vytvofeni koncentraéniho gradientu v tenkém filmu
difuzniho gelu, vazbé sledovanych kovi v sorpénim gelu a jejich nasledné
stanoveni je platny také pro aplikace techniky DGT v sedimentech a pidach.
Interpretace ziskanych vysledkid neni ovSem tak jednoznacnd jako je tomu
v pripadé¢ aplikace techniky DGT do vodnych systém1i.
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Vodné systémy piedstavuji velmi dobie michané roztoky, ve kterych je
koncentrace kovi v blizkosti vzorkovaci jednotky DGT konstantni. Pidni roztok
nebo pérova voda sedimenti predstavuje objemové omezeny a nemisitelny
systtm, vnémz mlze dochazet v blizkosti vzorkovaci jednotky DGT
ke zménam v koncentraci kovi, predevsim k poklesu této koncentrace.

Aby bylo mozné vysledky spravné interpretovat, je nutné dostate¢né pochopit
pochody probihajici v ptidach a sedimentech. Jsou to pifedevsim procesy spojené
s uvoliiovanim kovi zpevné faze a jejich diftize pidnim roztokem nebo
porovou vodou sedimentt.

Jsou-li ionty z roztoku odstrailovany jednotkou DGT, potom mohou byt zpét
do roztoku dopliiovany z pevné faze. Miru dopliiovani ionti kovi z pevné faze
do ptdniho roztoku ¢i poroveé vody sedimentii je mozné vyjadiit pomoci poméru
R [69,70,110,111], vyjadieného rovnici (10):

R — CDGT

, O(R{1 (10)
pw
kde Cpgr je koncentrace kovovych specii zjisténa technikou DGT (mol.l™") a
C,» Je koncentrace labilnich specii kovii v piidnim roztoku ¢i porové vodé
sedimentii stanovena nezavislou analytickou metodou (mol.I""). Hodnotu R lze
ziskat experimentdlné a vyuzit ji pifi vyhodnoceni jednotlivych pfipada
znazornénych na Obr. 3-5.
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Obr. 3-5 Schematické zndzornéni koncentracniho gradientu ve vzorkovaci
Jednotce DGT a jejim okoli p¥i aplikaci do pud ci sedimentii. Prevzato a
upraveno z [69].
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Nedochazi-li v systému k uvoliiovani kovii z pevné faze do pidniho roztokou
¢1 porove vody sedimentii, nastava v systému tzv. neustdleny stav (Obr. 3-5,
(¢)). V tomto pripadé, v literatue [69] oznaCovaném jako ,unsustained case
zavisi hodnota R (R = Ryy) na difuznich koeficientech latek pfitomnych
v pidnim roztoku nebo pérové vodé a na dobé expozice. Numerické vztahy
potfebné k vyjadreni koncentracnich gradienti 1 koncentrace C,, jsou
definovany dle II. Fickova zdkona difiize (11)

2
o = Dé—f (11)
ot ox

Je-li vroztoku koncentrace iontii vyrovnavana tak, aby v blizkosti jednotky
DGT byla tato koncentrace relativné konstantni, byva tento stav oznacovan jako
ustdleny stav (,,sustained case* [69], Obr. 3-5, (a)). Hodnotu poméru R v tomto
piipad¢ dosahuje hodnot R > 0.95. Zjisténa koncentrace DGT tak muze byt
vyjadiena jako koncentrace labilnich kovovych specii v plidnim roztoku ¢i
porové vodé a pro jeji vypocet je tak mozné vyuzit 1. Fickiv zakon difuze,
vyjadieného vztahem (4).

Oba popsané zpiisoby chovani systému pi1 aplikaci vzorkovaci jednotky DGT
jsou meznimi stavy. Protoze po aplikaci sondy DGT dochazi ke zménam
pocatecnich podminek, miize se ustaleny stav zmenit na stav cdstecné ustdleny
(,partially sustained case* [69], Obr. 3-5, (b)). 1 kdyz koncentrace kovil
v blizkosti jednotky DGT aplikované do ptidy nebo sedimentu postupné klesa, je
systém obvykle schopny do urcité miry ubytek kovii tlumit a vyrovnavat jejich
uvoliiovanim z pevné faze. Hodnota koncentrace zjisténé technikou DGT, Cpgr,

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

_ MAg
“ DiA
Pokud ve sledovaném systému nedochazi k uvoliiovani kovii z pevné faze

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

CDGT -

(12)

1 t
Cpror = [C,@)di (13)
t,=0

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

Ke studiu c¢asové zavislosti interakci, probihajicimi mezi vzorkovaci
jednotkou DGT a pidou ¢ sedimentem v 1D nebo 2D provedeni, byl
vypracovan matematicky model DIFS (DGT Induced Flux in Soil and
Sediment). Tento model popisuje soucasné diftizi kovovych iontii v pidnim
roztoku v uréitém case a misté¢ a zaroven 1 odpovéd’ systému na indukované
koncentracni gradienty [70,112,113].
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Vyména kovovych ionti mezi pidnim roztokem a pevnou fazi se fidi
I. zdkonem kinetiky, vyjadieného vztahem (14).

Csoln
DGT «——C,,,, «——C,,

kde Cy,;, a Crp jsou koncentrace ionti kovli v pidnim roztoku a faze
obsahujici labilni kovové castice. Rychlost dopliiovani ionti, dand vztahem
k.;Crp, je tedy zavisla na rychlostni konstanté urcujici rychlost pienosu ¢astic
zpevné faze do roztoku, k;, tak na koncentraci labilnich ¢astic na rozhrani
pevna faze-roztok [7070112].

Vstupnimi hodnotami pro tento model nejsou jenom vysledky ziskané
technikou DGT, ale 1 fada dalSich parametrti jako napft. pordzita ptidy, tloustka
difazni vrstvy nebo difuzni koeficienty iontt v difuzni vrstvé. Resenim modelu
DIFS je mozné odhadnout rychlostni konstanty vyménnych procesi a
distribucnich koeficienti kovi ve sledovanych systémech [11270,113].

Model DIFS se vyuziva pro vypocet efektivni koncentrace, Cg [70], ktera
udava koncentraci kovovych ionti piitomnych v pidnim roztoku a zaroven
koncentraci iontd uvolnénych do ptidniho roztoku z pevné faze. Efektivni
koncentraci 1ze vyjadrit nasledujici rovnici (15).

CE _ CRDGT , (15)
diff

kde Cper je koncentrace kovovych specii zjisténa technikou DGT (moll™),
Ry je pomér koncentrace kovovych ionti v pudnim roztoku, C,,,, a
koncentrace na rozhrani jednotky DGT a pidniho roztoku, Cgy (Obr. 3-6).
Efektivni koncentrace Cr vyjadiuje koncentraci kovovych specii, ktera by méla
byt pfitomna v pidnim roztoku, aby bylo mozné doplnit ubytek téchto specii
difundujicich do vzorkovaci jednotky DGT [70]. Jestlize rostlinny piijem
lokaln¢ snizuje koncentraci iont v pudé, efektivni koncentrace je piimo
vztazena k tomuto piijmu. V tomto piipad¢, kdy je transport kovovych specii
limitovan absorp¢nimi schopnostmi rostliny, jsou ionty kovii dopliiovany jak
z pudniho roztoku, tak i z pevné faze pidy. Proto stanoveni Cp umoziuje
vyhodnotit potencialni znecisténi analyzovanych puid [70].

k_, C
o ; (14)
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Obr. 3-6 Schematické zndzornéni koncentracniho gradientu ve vzorkovacit
Jednotce DGT a jejim okoli pri aplikaci do pud ci sedimentii. PFipad (1) popisuje
doplinovadni ionti prostou difuizi, pripad (2) predstavuje stav, kdy jsou ionty kovu
do blizkosti jednotky DGT dopliovany z piidniho roztoku. Pirevzato a pozménéno
z[70].

3.43 Porovnini techniky difazniho gradientu v tenkém filmu
s extrakénimi postupy p¥i hodnoceni biodostupnosti kovi z pud

Ve studii [114] byla pouzita technika DGT ke stanoveni kadmia, olova a
zinku v rhizosféie ¢ty rozdilnych rostlinnych druht. Byl téz sledovan vliv
chelatacnich ¢inidel EDTA a EDDS na mobilitu téchto prvki. Bylo zjisténo, ze
technika difuzniho gradientu v tenkém filmu je schopna registrovat velmi malé
koncentrace prvki v rhizosféie podle jednotlivych rostlinnych druhti anebo
chemického oSetfeni pudy.

Vyhodnocenim biodostupnosti Zn pomoci extrakénich postupt a techniky
DGT se zabyva prace [115]. V tomto piipadé byla pouzita extrak¢ni Cinidla
0,01 M CaCl, a 0,43M HNO; a aqua regia. Mnozstvi zinku extrahované
chloridem vapenatym 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 travé a salatu, efektivni koncentraci Zn
stanovenou technikou DGT, koncentraci Zn extrahovaného pomoci CaCl, a
obsahem zinku v porové vodé analyzovanych piad. Ze zjisténych vysledka
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plyne, ze technika DGT je rovnocennou metodou pro stanoveni biodostupnosti
zinku pouzitym extrak¢énim postuptim.

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

Technika DGT byla také pouzita pfi vyhodnoceni biodostupnosti médi
piijimané rostlinami Elsholtzia splendens a Silene vulgaris [118]. Koncentrace
zji§téna v obou rostlinach velmi dobie korelovala s frakci Cu extrahovatelnou
NH4NO;, s mnozstvim médi prfitomnym 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 pady EDTA a koncentrace volnych iontd Cu®*, stanovena
voltametricky, v piidnim roztoku s obsahem mé&di nalezenym v rostlinach.
Vysledky ziskané technikou DGT nejlépe korelovaly s mnozstvim kovu
obsazenym v rostlin¢ Lepidium heterophyllum v porovnani s dalS§imi pouzitymi
postupy. Tento fakt dokazuje, ze technika DGT relativn€ dobie simuluje proces
piijmu tézkych kovl kofeny rostlin.

Ve studii [69] byla porovnana efektivni koncentrace mé&di a zinku s pifijmem
téchto kovli vyhonky jilku (Lolium perenne). Bylo opét potvrzeno, Ze pomoci
techniky DGT lze Iépe ur¢it mnozstvi piijjatych kovi do rostin nez
analyzovanim puidniho roztoku. Nékteré rostliny pifijaly svymi tkanémi veétsi
mnozstvi kovili, nez bylo stanoveno technikou DGT. Tento rozdil mohl byt
zpusoben mistnimi rozdily v mitotickych podminkach, napt. svétlo, teplota vody
a pritomné nutrienty.

Studie [119] ukazuje, Ze 1 piesto, ze byly zjiStény dobré korelace mezi
koncentraci zinku obsazeného v travach a salatu a efektivni koncentraci
zjisténou technikou DGT, v piipadé vl¢iho bobu nebyly tyto korelace pfrilis
vyznamne.

Zaveérem je mozné fici, ze technika difizniho gradientu v tenkém filmu je
schopnda simulovat pfijem kovli rostlinami. V porovnani s extrak¢énimi
technikami neni v takové mife destruktivni, tzn., ze nedochazi k pfiliSnému
poruSeni pidni matrice a knaruSovani fyzikalné-chemickych rovnovah,
ovlivitujicich rozdéleni kovi a jejich forem v piidach nebo sedimentech.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1

CHEMIKALIE

Pfi experimentech provadénych vtéto praci byly pouzity nasledujici
chemikalie:

Akrylamid, 40% roztok - Merck, Darmstadt, Némecko

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

dihydrat chloridu médnatého, CuCl,.2H,0O p.a. - Lachema, Brno, Ceska
republika

kyselina dusi¢nd, HNOj; p.a. - Penta, Chrudim, Ceska republika

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

standardni roztok Cu (1 g/1), 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 zptisobem dosahovala
na vystupu v jednotkach specifické vodivosti hodnot 0,055 pS.cm™.

4.2

INSTRUMENTACE

Pf1 pripravé experimentl a analyze vzorka byly pouzity tyto piistroje:

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 davkova¢ AS 800 firmy Perkin Elmer, Analytical, USA
pocitacovy software AA WinlLab32 verze 1.20 pouzity k ovladani
atomového absorpéniho spektrometru

plastové DGT vzorkovaci jednotky pro aplikaci do pid, DGT Research
Ltd. Velka Britanie

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

reak¢ni nadobky Eppendorf 1,5 ml - Hamburg, Némecko

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

suSarna

Mitscherlichovy vegetaéni nadoby

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

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

4.2.1 Pristroj pro mineralizaci rostlinného materillu DRY MODE

MINERALIZER APION

Pristroj DRY MODE MINERALIZER APION (Obr. 4-1) byl v piedkladané
diserta¢ni praci vyuzit pii rozkladu vzorkd rostlinného materidlu pro jeho
naslednou analyzu atomovou absorp¢ni spektrometrii.

Obr. 4-1 Dry mode mineralizdtor APION.
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Mineralizace byla provadéna na suché cesté, za atmosférického tlaku. Jeji
princip spoc¢iva v zavadéni superoxidacni smesi plynit do nadobek se vzorkem,
které jsou soucasn¢ vyhtivany na nastavenou teplotu. Oxidac¢ni smés plyna je
tvofena kyslikem, oxidy dusiku a ozonem a v piistroji je vyrabéna spalovanim
amoniaku a ozonizaci. Vedlejsim produktem je chemicky cista kyselina dusi¢na,
jez byla dale vyuzita pi1 rozpousténi popele vzniklého pi1 mineralizaci.

Postup pro mineralizaci vzorki specifikovany v tabulce 4-1 je slozen ze 4
krokti s definovanou dobou trvéni, teplotou a nastavenim pievodnich plynt
(kyslik, oxidy dusiku, ozon). V prvnim kroku byl vyhiivan hlinikovy box
na teplotu suseni, v druhém kroku probihalo samotné suseni vzorku. V pribéhu
tfettho kroku dochazelo 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¢né o koncentraci 1 mol.I". Roztok byl pteveden do scintilaénich nadobek a
sklenéné nadobky byly vyplachnuty 4 ml deionizované vody, jez byly piidany
k rozpusténému popelu.

Tabulka 4-1. Pracovni rezim mineralizatoru

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

4.2.2 Atomovy absorpcni spektrometr AAnalyst 600, Perkin Elmer

Sledovany kov (Cu) v pidnich vzorcich a v rostlinném materialu byl stanoven
na atomovém absorpénim spektrometru AAnalyst 600 firmy Perkin Elmer,
Analytical, vybaveny transverzaln¢ ohfivanym grafitovym atomizatorem a
Zeemanovskym longitudindlnim kompenzatorem nespecifické absorbance.
Vzorky byly davkovany automatickym davkovacem AS 800 téze firmy.
K ovladani spektrometru byl vyuzit pocitacovy software AA WinlLab32 verze
1.20.

Atomizace probihala v pii¢né vyhiivaném grafitovém atomizatoru (THGA -
Transversely Heated Graphite Atomizer) s integrovanou L’vovovou platformou
(typ B3000641). Jako zdroj specifického zaieni pi1 stanoveni médi slouzila
odpovidajici vybojka s dutou katodou, jez pracovala snapijecim proudem
15 mA. Byly méfeny hodnoty spektralni absorbance, tj. ploSné obsahy integrald,
pi1 vinové délce 324,8 nm. Spektralni §itka Stérbiny ¢inila 0,7 nm.
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Objem davkovaného vzorku ¢inil 20 pl. Kalibrace byla provadéna metodou
kalibraéni kiivky a metodou standardnich ptidavka v rozmezi 0 — 50 pg.l”" 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

prutok 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 pidy, ktery byl vramci disertacni prace studovan, byl odebran
ze $kolntho zemé&délského podniku Zabice spravovaného Mendelovou
univerzitou v Brng. Pracovité Zabgice se nachazi 25 km jizn& od Brna, v okrese
Brno — venkov v Jihomoravském kraji. Pidy v katastru pracovisté jsou neutralni
(pH 6,9-7,4) az slabé kyselé¢ snedostatkem humusu. Na tzemi pracovisté
Zab&ice se nejéastdji vyskytuji genetické padni typy &ernozems, mirné
podzolované drnové piidy a nivni pidy glejové.

Vzorky byly odebirany v hloubkovém profilu 0 — 10 cm na ploSe o rozloze
1000 m*> Edelmanovou vzorkovaci ty¢i a uskladnény v polyethylenovych
pytlich. Celkem bylo odebrano 300 kg ptdy. Po pifevozu do arealu Mendelovy
univerzity v Brné byla pida zbavena vSech necistot a usuSena na volném
prostranstvi. Po vyschnuti byla ptida homogenizovana odstranénim vétSich
slozek (kaminky, rostlinné ¢asti apod.) a pouzita pro kultivaci rostlinného
materialu.
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4.3.2 Priprava pudnich vzorku 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 pidy. Pada byla obohacena roztokem dihydratu chloridu médnatého,
CuCl,.2H,0. Pro kazdou zvariant (pida kontrolni — neobohacena, ptida
obohacena roztokem A, ptida obohacena roztokem B) byla provedena 4
opakovani.

Pro pfipravu zasobnich roztokii bylo do 100 ml odmérnych ban¢k navazeno
16,0930 g CuCl,.2H,O (roztok A) a 32,1870 g CuCl,.2H,0 (roztok B).

Obr. 4-2 Mitscherlichovy vegetacni ndadoby.

Do kadinky bylo pipetovano 5 ml zasobniho roztoku A a doplnéno
deionizovanou vodou na objem 250 ml. Zkazdé vegetacni nadoby byla
oddélena polovina zeminy do piidavné misky nadoby a ke spodni vrstvé zeminy
byl pifidan pfipraveny roztok. Kadinka byla vymyta pifimo do nadoby 100 ml
deionizované vody. Oddélena poloviny zeminy byla piisypana 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 pidy opét
vyplachnuta 100 ml neionizované vody. Piidavek roztoku A do ptdy odpovidal
ptidané koncentraci 100 mg Cu.kg™ pudy.
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Postup pfi aplikaci roztoku B do pidniho vzorku byl totozny s pifedchozim
postupem. Piidavek roztoku B do pidy odpovidal piidané koncentraci
200 mg Cu.kg' pady.

Mitscherlichovy vegetacni nadoby s kontrolnim pddnim vzorkem a
neobohacenou ptudou byly ponechany k ekvilibraci po dobu 1 mésice, aby se
mé&d’ piidana ve formé Cu®" iontd navazala na ptdni slozky.

4.3.3 Odbér pudniho vzorku pro vyluhovaci experimenty

Z kazdé ctverice vegetacnich nadob se shodnym obsahem kovu a z ptdy
neobohacené byly pomoci trubkového vzorkovace provedeny 2 odbéry.
Pro kazdou variantu byl z odebraného mnozstvi piipraven smésny vzorek pidy,
ktery byl susen po dobu 5 dnti pii laboratorni teploté. Po tiplném vysuseni byla
puda presata pies plastova sita a byla tak ziskana frakce o velikosti zrn mensich
nez 2 mm. Pada byla skladovana v fadné oznacenych papirovych pytlicich
v suchu a temnu pro dalsi zpracovani.

4.3.4 Nadobové pokusy s iredkvi setou

Celkem byly provedeny 4 vysevy iedkve 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 pifipravenym pidnim
vzorkem byly osazeny vzdy 5 rostlinkami (Obr. 4-3).

N YN Y Y
N~ A N~ A M~

K1 K2 K3 K4

~— ~ S~ S~

N Y O Y C Y
N A~ A~ ][~

Al A2 A3 A4

~— N~ N~ S~

N N N Y
N N I N I N

Bl B2 B3 B4
N N N

Obr. 4-3 Schéma nddobovych pokusii s redkvi setou.

Vegetacni nadoby byly umistény ve skleniku v aredlu Mendelovy univerzity
v Brn¢. Doba riistu rostlin v jednotlivych vysevech byla postupné zkracovana
v zavislosti na prodluzujici se svételné fazi fotosyntézy (prodluzovani dne) ze 46
dnti na 28 dni.
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4.3.5 Sklizen rostlinného materialu

Po sklizni byly kofeny rostlin zbaveny piebytecné ptidy a celé rostliny byly
oplachnuty deionizovanou vodou. Poté byly z fedkvicky odd€leny listy, kofinky
a kofenova bulva byla rozd€lena na bilou ¢ast a Cervenou slupku. Jednotlivé
c¢asti byly zvazeny a wuskladnény viadné popsanych papirovych a
polyethylenovych pytlicich a uchovany v mrazni¢ce az do t¢ doby, nez byly
rozlozeny v mineralizatoru APION.

4.3.6 Pracovni postup pri extrakci médi z puadniho vzorku

Kontrolni a obohacené piidni vzorky (kap. 4.3.3) byly dale extrahovany 2 M
kyselinou dusi¢nou, 0,1 M dusi¢cnanem sodnym a deionizovanou vodou dle
bé&zn¢ pouzivanych postupt [79,120].

4.3.6.1 Extrakce piidniho vzorku dusi¢nanem sodnym

Vyluh v dusi¢nanu sodném je vyuzivan pro stanoveni biologicky vyznamnych
koncentraci tézkych kovi v piidach. Podily vzorku o hmotnosti 4 g byly po dobu
16 hodin tifepany 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 piefiltrovan pies celulozovy filtracni papir 589/5.
Filtrat byl jiman do polypropylenové nadobky a pro stabilizaci okyselen 50 pl
koncentrované kyseliny dusi¢né. Soucasné byl zpracovan 1 slepy vzorek.

4.3.6.2 Extrakce piidniho vzorku kyselinou dusi¢nou

Podily vzorku o hmotnosti 10 g byly tfepany v extrak¢nich polyethylenovych
nadobkach po dobu 16 hodin se 100 ml 2 mol.I"" kyseliny dusi¢né pii laboratorni
teploté. Extrakt byl piefiltrovan pies celulozovy filtraéni papir 589/5
do polyethylenovych nadobek. Opét byl souc¢asné zpracovan slepy vzorek.

4.3.6.3 Extrakce piidniho vzorku deionizovanou vodou

Obsah prvki extrahovatelnych vodou byl stanoven nasledujicim zptisobem.
Podily vzorku o hmotnosti 50 g byly tiepany 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 prefiltrovan pies
polyethersulfonovy membranovy filtr Supor®-450. Filtrat byl jiman
do polypropylenovych nadobek a stabilizovan piidanim 50 ul koncentrované
kyseliny dusi¢né. Soucasné s extrakci pidniho vzorku byl opét zpracovan 1 slepy
vzorek.

43



4.3.7 Priprava gelu pro aplikaci techniky DGT

Diftuzni 1 sorpéni gel byl piipraven dle dohodnutych postupti uvedenych
v literature [108].

4.3.7.1 Priprava difiizniho gelu

Na piipravu difizniho gelu byly pouzity 2 ml gelového roztoku s 0,25 %
katalyzatoru polymerace TEMED a 0,75 % iniciatoru polymerace 8% roztoku
peroxosiranu amonného. Gelovy roztok obsahoval 15 % monomeru akrylamidu,
0,3 % agarozového sitovadla v deionizované vode€. Smés gelového roztoku
s ptidavky vySe zminénych polymeracnich c¢inidel byla promichana a co
nejrychleji pipetovana mezi dvé skla oddélena distancni teflonovou folii
o 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 minutach 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 né¢kolikrate vymeénovana, aby bylo zajisténo
odstranéni zbytkd polymeracnich ¢inidel z difizniho gelu. Po nabobtnani gelu
do tloustky 0,8 mm byly z gelu vykrgjeny disky o priméru 2,5 cm. Takto
ptipravené disky difuzniho gelu byly uchovéany v roztoku 0,01 mol.I"' dusi¢nanu
sodného v lednicce pii teploté 4 °C do doby pouziti.

4.3.7.2 Priprava sorpcniho gelu s iontoménic¢em Chelex 100

Ptiprava sorp¢niho gelu je zaloZena na podobném principu jako pfiprava gelu
difuzniho. Do zkumavky bylo navazeno 0,4 g suchého iontoménice Chelex 100
a pridany 2 ml gelového roztoku. Smés gelového roztoku a iontoménice
pied pifidavkem polymeracnich ¢inidel bobtnala 20 minut. Po ptidavku
3 ul katalyzatoru TEMED a 12 pl 8% roztoku peroxosiranu amonného byla tato
smés pipetovana mezi dvé skla oddélena distancni folii o tloustce 0,3 mm.
Po dobu 60 minut byla skla se smési umisténa ve vodorovné poloze
k polymeraci do vytemperované susarny na teplotu 42 °C tak, aby byly castice
iontomeénice v gelu rovnomérné 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
minimaln¢ 24 hodin, pficemz voda byla opét nékolikrate vyménéna. Z gelu byly
vykrajeny disky o praiméru 25 mm a uchovany v roztoku 0,01 mol.lI" 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 iontoménic¢e byla orientovana smérem vzhiru.
Na sorp¢ni gel byl polozen disk diftizniho gelu tak, aby zcela zakryval gel
sorpéni. Posledni vrstva byla tvofena piiloZzenim polyethylensulfonového
membranového filtru (Supor®-450, Pall Corporation, USA) o velikosti port
45 um, ktery chrani difuzni gel pied poskozenim. VSechny ti1 vrstvy byly
nakonec uzavieny prstencovym vickem s expozi¢nim okénkem o priméru 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 plidni suspenze navazenim 55g suchého
homogenizovaného vzorku pidy a pfidanim 13 ml deionizované vody.
Diikladnym promichanim obou fazi byla vytvofena piislusna pidni 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 ponechany 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 umoznil lepsi splynuti
vzorkovacich jednotek a pidni suspenze. Pii vkladani vzorkovacich jednotek
do ptdni suspenze bylo vzdy dbano na to, aby se mezi expozi¢nim okénkem a
suspenzi nevytvoiily vzduchové bublinky. Na vzorkovaci jednotky byla opét
vlozena Petriho miska s navlhéenou buni¢inou, aby byly dodrzeny podminky
konstantnich vlhkostnich pomérti. Na poc¢atku 1 na konci experimentu byla vzdy
zmgéiena teplota v laboratofi.

Také byl odebiran padni roztok pied a po expozici DGT jednotek.
Polypropylenové lahvicky byly naplnény ptadni suspenzi a umistény
do centrifugy. Suspenze byly odsttedovany po dobu 10 - 15 minut
pii 3000 ot./min. Po odstiedéni byl pidni roztok prefiltrovan pro uplné
odstranéni koloidnich ¢astic pies celulozovy filtr Supor®-450 ulozeny
v plastovém pouzdie. Piefiltrovany roztok byl stabilizovan 30 pl koncentrované
kyseliny dusi¢né a analyzovan pomoci atomové absorpéni spektrometrie
s elektrotermickou atomizaci (ET — AAS).
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Obr. 4-4. Aplikace DGT vzorkovacich jednotek do plastové misky s piidni
suspenczi.

4.3.10 Priprava eluati ze sorpcnich gelii pro naslednou analyzu

Po ukonceni expozice byly vzorkovaci jednotky vyjmuty a oplachnuty
deionizovanou vodou. Poté byly jednotky rozebrany a jednotlivé vrstvy geli
byly od sebe odd€leny. Disk sorpéniho gelu byl pomoci plastové pinzety vlozen
do polypropylenovych nadobek a byl knému pfidan 1ml 1moll' HNO;.
Po 24 hodinové eluci v kyseliné dusi¢né byly disky sorp¢nich gelt vytazeny a
eluaty byly nasledné analyzovany pomoci atomového absorpéniho spektrometru.
Soucasné byl také piipraven slepy pokus eluci neexponovanych diski sorpéniho
gelu.

4.3.11 Studium vlivu zmény experimentalnich parametru DGT techniky
na mnoZzstvi médi akumulované v sorpénim gelu

4.3.11.1 Test ¢asove zavislosti

Pro kazdy testovany ptadni vzorek byla sledovana zavislost obsahu
zachyceného kovu v sorpénim gelu na dobé expozice.

DGT vzorkovaci jednotky s tloustkou difizni vrstvy 0,93 mm byly ve tiech
variantach vlozeny do homogenizovanych a ekvilibrovanych piidnich suspenzi.
Tloustka difuzni vrstvy je dana souctem 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 pii laboratorni teploté 24 + 1 °C. Po uplynuti jednotlivych
casovych intervali byly vzorkovaci jednotky vyymuty, vzdy duakladné
oplachnuty deionizovanou vodou a rozebrany. Disky sorpénich geli byly
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eluovany v 1 mol.l" kyseling dusiéné po dobu 24 hodin. Obsah mé&di v eluatech
a v ptudnim roztoku byl opét stanoven metodou ET — AAS.

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

Do piipravenych a ekvilibrovanych ptidnich suspenzi byly vlozeny 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 difuzniho gelu o tloust’ce 0,5 mm, jeden disk difuzniho gelu o tloustce
0,3mm a membranovy filtr. Doba expozice pii teploté¢ 24 +1°C C(Cinila
24 hodin. Poté byly DGT vzorkovaci jednotky z plastovych misek vyjmuty a
zpracovany obvyklym zplisobem. Obsah médi v eluatech a v piidnim roztoku
byl opét stanoven metodou ET — AAS.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

V této kapitole budou diskutovany vysledky tykajici se DGT experimenti
provadénych s osetou pidou a vysledky ze tieti a ¢tvrté vegetace fedkve seté.
Vysledky z prvni a druhé vegetace budou uvedeny pouze v tabulkach, protoze
klimatické podminky pfi osevu prvni a druhé vegetace byly rizné a nemohly byt
tak dostatecné porovnany a vyhodnoceny.

5.1 EXTRAKCE MEDI Z PUDNICH VZORKU

Ke zjisténi podilu tézkych kovii vazanych v riznych formach a fazich
pudniho systému, jejich dostupnosti a mobility jsou vyuzivany extrakcni
postupy. V této dizertacni praci byla aplikovana bézné pouzivana extrakcni
¢inidla, a to kyselina dusi¢nd, dusi¢nan sodny a deionizovana voda. Kyselina
dusi¢na extrahuje frakce kovii zmitované v uvodu kapitoly 3.3., kromé
nerozpustné rezidualni frakce, a slouzi k odhadu miry kontaminace. Vyluhy
dusi¢cnanem sodnym a deionizovanou vodou slouzi k odhadu biodostupnych
forem v pidnim roztoku.

Extrakce byly provedeny pro kazdou variantu sledovaného ptidniho vzorku.
Pidni vzorek byl louzen pouzitymi extrak¢énimi ¢inidly dvakrat, nejprve pred
kultivaci fedkvi setou (Raphanus sativus 1..) a po jeji sklizni. Pro kazdé ¢inidlo
byly provedeny tii repliky. Aby bylo mozné porovnat obsahy médi stanovené
v jednotlivych vyluzich, bylo nutné hodnoty C¢, pfepocitat s ohledem na pomér
fazi aplikovanych v provadénych testech na koncentrace kovi v jednotkach
mg.kg .

Vysledky extrakce 2 M HNO;, jez poskytuje udaj o celkovém (quazitotalnim)
obsahu médi v padé ukazuji, ze pady 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 pidniho vzorku jednotlivymi
extrakénimi €inidly.

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

Yyl.uhovaci 2 M HNO; 0,1 M NaNO, deionizovana
Cinidlo voda
Kontrolni puda 6,8 +0.,5 0,018 + 0,002 0,0077 £ 0,0004
Puda 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
Cinidlo voda
Kontrolni puda 5,3+0,1 0,011 +£0,001 0,006 + 0,001
Puda A 105 +3 0,115 +£0,004 0,027 £ 0,003
Puda B 220 £20 0,26 + 0,04 0,06 £ 0,01
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Hodnoty obsahu médi zjisténé pied a po vysevu fedkve pro jednotliva Cinidla
se vyznamné nelisi (Obr. 5-1). Redkev béhem svého rastu piijimala z pady do
svych tkani ur¢ité mnozstvi médi, to vSak neovlivnilo jeji obsah v pudé.
Vyjimkou je vyluh deionizovanou vodou, v némz je obsah médi v pudé pied
kultivaci vysSi nez po kultivaci. Po oseti plidy rostlinami doSlo ziejmé
k vy€erpani frakci médi rozpustnych ve vodé, které jsou dostupné rostlinam, a
v pud¢ zistaly pouze frakce vazané na pudni 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 vétsi.
Kyselina dusi¢na patii mezi silnd extrakéni Cinidla a je tedy schopna z pady
extrahovat vétSinu specii médi. Obsah médi ve vyluzich dusi¢nanu sodného a
vody jsou tfadové nizsi. Piedpoklada se, Zze tato Cinidla poskytuji informace
o biodostupnych formach kovu pfitomnych v pade¢.
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0,45 3
] O detonizovanaH20
0,40 1 - pied kultivaci
0,35 1 B deionizovanaH20
-po kultivaci
200,30 1
B0 ] 20, IMNaNO3 -
t‘b 0,25 - I pied kultivaci
£ 020 B0, IMNaNO3 - po
O ] kultivaci
0,15 1 E2MHNO3 - pied
0,10 : T kultivaci
- ] B2MHNO3 - po
0,05 ] ' kultivaci
0,00 4

Kontrola Puda A Puda B

Obr. 5-1 Porovndni obsahu médi stanovené ve vyluzich jednotlivych
extrakcnich cCinidel aplikovanych do piidy pred a po jeji kultivaci redkvi setou.

49



5.2 TECHNIKA DIFUZNIHO GRADIENTU V TENKEM FILMU

5.2.1 Studium vlivu experimentalnich parametra techniky DGT
na mnozstvi médi akumulované v sorpénim gelu z pudni suspenze

Pi1 studiu vlivu parametri techniky DGT na mnozstvi médi akumulované
v sorp¢nim gelu byly provedeny dva zakladni testy. V prvnim testu byl sledovan
vliv doby expozice vzorkovacich jednotek DGT na mnozstvi zachyceného kovu
a v druhém testu byly pouzity vzorkovaci jednotky DGT s odlisnymi tloustkami
diftzni vrstvy.

V cCasové zavislosti na dobé expozice jednotek DGT byla sledovana odezva
pudy na odcerpavani iontit médi v diasledku jejich zachytu na funkéni skupiny
kyseliny iminodioctové pfitomné v sorpénim gelu vzorkovacich jednotek. Byl
tak simulovan ¢asovy pribéh piijmu téchto iont koienovym systémem rostlin a
tomu odpovidajici odezva piidy. Druhy test umoznil modelovani odliSnych
pozadavkl kofenovych systémi rostlin a sledovani schopnosti ptidy dopliovat
ubytek kovovych iontii do piidniho roztoku v dtsledku jejich od¢erpavani.

5.2.1.1 Casovd 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
difazni vrstvy 0,93 mm byly vlozeny do homogenizovanych a ekvilibrovanych
pudnich suspenzi. Po uplynuti doby expozice byly disky sorp¢nich gela
eluovany v 1 mol.l" kyseliné dusi¢né. Obsah médi v téchto eluatech byl
stanoven metodou ET — AAS.

Na Obr. 5-2 je zobrazena graficka zavislost pro piidu osetou — kontrolni piida,
pada A (obohacena 100 mg Cu.kg™') a ptida B (obohacena 200 mg Cu.kg™).
Z grafu je patrné, ze mnozstvi médnatych ionti navazanych v sorpénim gelu
vzrista umémeé s dobou expozice. Linearni prubéh zavilosti ukazuje, ze
koncentrace médnatych iontd v pidnim roztoku a na rozhrani vzorkovaci
jednotky DGT a pidniho systému je konstantni.

Z. Casové zavislosti také vyplyva, ze u obohacenych vzorkt pid byl tok iontt
v ramci statistickych chyb méfeni nezavisly na ¢ase ¢ (az do 96 h). V ptipadé
kontrolni pady hmotnostni tok iontd po 12 h klesa zhodnoty 14 ng.cm™.d’
nas5— 7ng.cm>d’ (Obr. 5-3). Tento fakt opét potvrzuje existenci jiné formy
medi v obohacenych pidach. Mobilni, uvolnitelna ¢ast médi se v neobohacené
pudé po 24 hodinach snizi, tok poklesne a uvoliiovani médi do pidy neprobiha
dostatecnou rychlosti.

S ohledem na linearni pribéh casové zavislosti se lIze domnivat, ze DGT tok
je ovliviiovan komplexnimi rovnovahami a jejich kinetikou jak v homogenni
fazi pudniho roztoku, tak v heterogennim systému pevna faze/pidni roztok.
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Obr. 5-2 Osetd piida. Zdvislost mnozstvi médi zachyceného v sorpcnim gelu
na dobé expozice.
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Obr. 5-3 Kontrolni pitda. Zdvislost hmotnostniho toku a zachyceného
mnozstvi Cu’* iontii na dobé expozice.

51



5.2.1.1.1 Mobilita a dopliiovini iontii médi z pevné faze pitdy do pitdniho
roztoku

Jak jiz bylo zminovano v pfedchozich kapitolach, jsou pro stanoveni
biodostupnosti a mobility ionti kovii aplikovany extrakéni postupy za pouziti
riznych extrak¢nich ¢inidel. Pro odhad biodostupnych forem kovii se osvédcilo
i stanoveni obsahu kovli v plidnim roztoku, vnémz obsah kovi koreluje
s obsahem kovili péstovanych na analyzovanych pidach.

Biodostupnost neni ur¢ovana pouze koncentraci kovu v ptidnim roztoku, ale
téz jeho mobilitou a dopliiovanim ionti kovil z pevné faze do ptidniho roztoku.

Meéteni DGT je mozné vyjadiit také pomoci poméru R [69,70,110,111], ktery
udava miru dopliiovani kovovych ionti z pevné faze piidy do piidniho roztoku.
Koncentrace zméiena technikou DGT, Cpgr, mize byt mens$i nebo rovna
koncentraci rozpusténych forem kovi v pidnim roztoku, Csgo;, zméiené
nezavislou analytickou metodou. Blizi-li se hodnota poméru R jednicce,
znamena to, ze kov je v pevné fazi pritomen ve formach mobilnich a kineticky
labilnich a ze dopliiovani kovii z pevné faze do piidniho roztoku je konstantni.
Blizi-li se hodnota poméru R nule, kov je dopliiovan zpevné faze pouze
omezen¢ anebo nikoliv, pii¢emz 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 ptady. Celkova koncentrace Cu, Cso;, v ptidnim roztoku
byla zjiSténa dle pracovniho postupu pospaného v kapitole 4.3.9.

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

aplikovanych do pidy.
Piidni vzorek Csor (ng.ml™) Cper (ng.ml™) Pomér R
Kontrolni piida 13+£3 1,4+0,6 0,11 £0,04
Piida A 127 £ 12 45 + 14 032+0,11
Piida B 202 £13 64 +7 0,32 +0,04

Celkova koncentrace médi zjist€na v padnim roztoku, Cspr, je v porovnani
s koncentraci médi stanovenou technikou DGT, Cpgr, nékolikanasobné vétsi.
Tento rozdil mize byt zptisoben zménami ve vazbach médi na pidni Castice ¢i
huminové slozky. Velikost téchto komplexi mize byt vétsi, nez jsou pory
difuzniho gelu, a nedochazi tak jejich navazani na funkéni skupiny kyseliny
iminodioctové pritomné v sorpcnim gelu.
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Hodnoty poméru R jsou nizké, coz svédc¢i o tom, ze piidni systém je schopen
koncentraci ionti pouze ¢asteCné vyrovnavat jejich uvoliiovanim z pevné faze
do piidniho roztoku. Tento stav byva v literature [69] oznacovan jako ,, Cdstecné
ustdleny stav“ (partially sustained case). Hodnoty R pro obé obohacené piidy
jsou trojnasobné vyssi, coz svéd¢éi o vyssi mobilit¢ médi. Piidana méd’ se tedy
chova odlisné nez méd’ prirozené se v pudé vyskytujici. Dle prace [110] tato
nizka hodnota poméru Cpsi/Csor signalizuje pfitomnost urcitého podilu kovu,
ktery neni stanoven technikou DGT v disledku stabilni vazby na ¢astice pidni
hmoty.

Tok forem kovli méfitelnych technikou DGT, jenz je nezavisly na tloustce
diftzni vrstvy aplikovanych vzorkovacich jednotek DGT, je ur¢en maximalni
schopnosti pidy uvolitovat kovové ionty do ptiidniho roztoku, a proto je mozné
oznacit tento tok jako tok maximalni, F,,. Hodnota F,,, udava maximalni
mnozstvi kovu, jez mize byt dostupné v daném pidnim systému pii méfeni
technikou DGT.

Vzorkovaci jednotka DGT aplikovana do ptidniho systému funguje podobné
jako kofenovy systém rostlin, protoze vaze kovy, a podmiiuje tim tak prab¢h
dalSich procesti spojenych s uvoliiovani kovii. Maximalni tok iontd F,,, lze
chapat jako maximalni tok biodostupnych kovii v pudé. Grafické znazornéni
zavislosti F = f (t) je uvedeno na Obr. 5-4. Hodnoty F,.,, byly odecteny z této
zavislosti a jsou shrnuty pro vSechny ti1 varianty ptidniho vzorku v tabulce 5-3.
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Obr. 5-4 Osetd piida. Zavislost hmotnostniho toku médnatych iontii na dobé
expozice.
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Tabulka 5-3 Maximalni toky biodostupnych forem médi v pidé stanovené

technikou DGT
Pudni vzorek Maximalni tok iontu médi, F,,,, (ng.cm'z.d'l)
Kontrolni puda 11+1
Puda A 272 +24
Puda B 443 + 29

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

Vliv odlisné tloustky difuzni vrstvy na mnozstvi médi stanovené technikou
DGT byl zjistovan aplikaci vzorkovacich jednotek DGT s tloustkou difuzni
vrstvy od 0,07 cm do 0,24 cm u sledovanych vzorka. Vlhkost piidni suspenze
byla nastavena na 24 %, doba expozice pii teploté 24 = 1 °C ¢inila 24h.

Grafické zobrazeni vysledk je na Obr. 5-5. Vysledky byly zpracovany jako
zavislost toku forem méiitelnych technikou DGT na reciproké hodnoté tloustky
difuzni vrstvy I = f{Ag).

Zavislosti toku forem meédi méfitelnych technikou DGT na zatézi pidni
suspenze vytvarené vzorkovaci jednotkou DGT jsou linearni pro vSechny tii
pudni varianty, coz svéd¢i o tom, ze pi1 24 hodinové expozici jsou 1onty médi
uvoliiovany z pevné faze do piidniho roztoku velkou rychlosti a hodnoty tak
nekonverguji k maximalnimu toku. V literatufe [69] je tento stav, kdy je
koncentrace 1onti v pidnim roztoku vyrovnavana tak, aby v blizkosti
vzorkovaci jednotky DGT byla tato koncentrace konstantni, ozna¢ovana jako
,, Cdstecné ustdleny stav* (partially sustained case).
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Obr. 5-5 Osetd piida. Zavislost toku forem médi méFitelnych technikou DGT
na reciproké hodnoté tloustky difiizni vrstvy.

5.2.1.2.1 Mobilita a dopliiovini iontii médi z pevné faze pitdy do pitdniho
roztoku

Z vysledkt uvedenych v tabulce 5-4 je zieymé, ze celkova koncentrace médi
v pidnim roztoku, Csp;, je nékolikanasobné vétsi v porovnani s koncentraci
médi stanovenou technikou DGT, Cpgr, podobné jako u predchoziho testu
s rozdilnou dobou expozice. Hodnoty poméru R rovnéz odpovidaji piedchozimu
experimentu. U kontrolni piidy jsou koncentrace meédi v pidnim roztoku
desetkrat vys$Si nez koncentrace nalezené¢ technikou DGT, v obohacenych
pudach tiikrat vyssi, coz opét svédci o tom, ze meéd’ piidana ve formé médnaté
soli do pidy se nachazi 1 po mé&sicni dobé ekvilibrace v jiné formé nez med’
piirozené se v pud¢ vyskytujici.

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

Pudni vzorek Csor (ng.ml'l) Coer (ng.ml'l) Pomér R

Kontrolni piida 9.7+406 1,0+£04 0,11 +£0,02
Piida A 99.0 + 3.6 253+7.6 025+ 0,07
Piida B 2758 £17.1 67.4+79 0.24 + 0,02
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Hodnoty maximalniho toku iontti kovi, F,,., pro vSechny ti1 varianty piidniho
vzorku odectené ze zavislosti F' = f(1/Ag) jsou shrnuty v tabulce 5-5. Vysoké
hodnoty F,,. opét vypovidaji o tom, ze pidni systém je schopen uvolilovat
meédnaté ionty do pidniho roztoku zpevné faze piady 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
Pudni vzorek Maximalni tok iontu médi, F,,,, (ng.cm'z.d'l)
Kontrolni puda 13+£2
Puda A 266 + 8
Puda B 571 +£20

5.2.2 Srovnani odezvy techniky DGT s acinnosti vyluhovani extrak¢énimi
Cinidly

Koncentrace médi ve variantach pidniho vzorku ziskané technikou DGT byly
dale porovnavany s vysledky ziskanymi pomoci béznych extrak¢énich postupii.
Jako extrakéni ¢inidla byla aplikovana 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 (ngl'), a Csor (ngl™)
vyjadieny s ohledem na poméry fazi aplikovanych v provadénych testech
na koncentrace kovi v jednotkach pg kg™

Tabulka 5-6 Obsah médi ve vzorku piidy stanoveny riiznymi extrakénimi
¢inidly, koncentrace médi v ptidni suspenzi stanovena technikou
DGT a v ptdnim roztoku.

Vyluhovaci Cinidlo (ug.kg'l)

HNO; deion.

Pudni vzorek (mg.kgl) NaNO3 voda CDGT CSOL
. 00019+ 0018+
Kontrolni puda 5,3 +0,1 18+1 6,2+0.9 0.0008 0.005
Pida A 105+3  115+4  27+3 006002 0,18=0,02
Pida B 220+£20 259+37 76+6 009+001 03+0.1
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Ve vSech piipadech obsahy médi zjisténé jednotlivymi extrakénimi Cinidly
klesaji v poradi 2 M HNO; > 0,1 M NaNOs; > deionizovana voda. Obsah médi
stanoveny pomoci vyluhu vodou a v dusi¢nanu sodném byl nejnizsi.
Predpoklada se, ze poskytuji informace o biodostupnych formach kovii podobné
jako v ptidnim roztoku.

Obsahy stanovené technikou DGT byly u vSech pidnich variant o nékolik
fadd niz8i v porovnani s bézné¢ pouzivanymi extrakénimi €inidly. Rozdil mezi
DGT a nejsilngjsim pouzitym ¢inidlem, HNOs;, ¢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 postupti nedestruktivni
in situ zpusob stanoveni kovi v pidach, a tudiz koncentrace kovii stanovena
touto technikou je v porovnani s vysledky ziskanymi extrakénimi postupy blize
ke skute¢nému obsahu biodostupnych forem kovi pritomnych v padé.

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

Rostlinkami fedkve seté (Raphanus sativus 1.) byly osédzeny vSechny varianty
pudniho vzorku (kontrolni piida, piida A obohacena roztokem o koncentraci
100 mg.kg™" Cu a piida B obohacena roztokem o koncentraci 200 mg.kg" Cu).
Po uplynuti doby ristu, ktera se ménila v zavislosti na délce svételné fazi
fotosyntézy (Tabulka 5-7), byly z rostlinek po sklizni oddéleny jednotlivé ¢asti —
listy, kotinky a kofenova bulva, ktera byla rozdé€lena na ¢ast bilou a slupku. Tyto
¢asti byly rozlozeny v mineralizatoru APION. V mineralizatu byl obsah médi
v jednotlivych ¢astech byl stanoven metodou atomové absorpéni spektrometrie
s elektrotermickou atomizaci (ET — AAS).

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

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

doba rastu (d) 47 38 36 28

V ramci disertaéni prace byly pi1 stanoveni obsahu médi sledovany dva
parametry urcujici chovani médi v systému rostlina/ptida, a to celkovy obsah
médi v fedkvidee, m“;, a pramérny tok médi do rostliny béhem jejiho rastu,
F Celkovy obsah médi viedkviéce udavda mnozstvi meédi, které se
akumulovalo v rostlin¢ béhem jejiho ristu az do jeji sklizné. Primérny tok médi
do rostliny vyjadieny mnozstvim médi piijatym fedkvickou béhem jednoho dne
je ovliviiovan piedevsim kofenovym systémem, jeho plochou a hmotnosti pidy,
ze kter¢ rostlina kov Cerpa.
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V tabulce 5-8 jsou shrnuty hodnoty celkového obsahu médi v Cerstvé
fedkvicce a primérny tok médi do fedkvicky béhem doby jejiho ristu
pro vSechny 4 vegetace.

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

Obsah médi v &erstvé rostliné (pg.kg™)

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

Puda A 19,49 £2,84 2428 +524 4054 +247 38,54 +8,29
Puda B 23,06 £5,54 33,35+4,35 5093+8,62 50,64+7,12

Primérny tok médi do rostliny (pg Cu.fedkvi¢ka™.d™)

Kontrolni puda 0,14 £0,03 0,09 £ 0,01 0,380,011 0,094 £0,019
Pida A 0,41 £0,07 0,66 0,11 1,58 £0,09 1,38 £0.,30
Puda 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 ristu mohou byt zpisobeny odliSnymi klimatickymi podminkami
pi1 jednotlivych vegetacich. Jak bylo popisovano v experimentalni ¢asti této
dizerta¢ni prace (kap. 4.3.4), rostliny byly vysety v rozmezi od biezna do zari
ve vegetacni hale, kde nemohly byt zaru€eny stejné podminky pro vSechny
vegetace. V podminkach stresu piijimaji rostliny latky z pidy intenzivnéji, nez
za podminek piirozenych pro jejich rist.

Rozdily v obsahu pfijaté médi a v toku tohoto kovu do rostliny mohou byt
zpusobeny také vynosem pii jednotlivych vegetacich. Hmotnosti cCerstvych
rostlin prvni vegetace byly v porovnani hmotnosti rostlin druhé vegetace témér
dvojnasobné, proto je mnozstvi medi prijaté rostlinami prvni vegetace mensi nez
v piipad¢ druhé sklizn€. Hmotnosti rostlin tfeti a ¢tvrté vegetace se od sebe piilis
neliSily, proto je mnozstvi médi stanovené v téchto dvou skliznich téméf
totozné. Rozdily mezi prvni, druhou a tfeti vegetaci mlize byt zplisobeny 1
odlisnymi odradami fedkve seté.

Rostliny prvni a druhé sklizné byly vystaveny odliSnym klimatickym
podminkam, které zpiuisobily rozdily v pifijatém mnozstvi a tocich médi do
rostliny béhem jejiho ristu. Z téchto diivodu je dalsi pozornost vénovana pouze
tieti a Ctvrté vegetaci, kdy tyto dva dilezité faktory (klimatické podminky a
vynos rostlin) ovlivitujici piijem meédi fedkvi setou nebyly tak rozdilné.
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Obr. 5-6 Porovndni celkového mnoZstvi médi, m;, v Cerstvé Fedkvicce
stanovené ve 4 vegetacich.
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Obr. 5-7 Porovndni priimérného toku médi do redkvicky béhem jejiho riistu
stanoveného ve 4 vegetacich
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Obsah médi v jednotlivych Castech rostlin fedkve seté tieti a ¢tvrté vegetace
je znazornén na Obr. 5-8. Z této zavislosti je patrné, ze obsah médi v rostling se
zvySuje srostloucim mnozstvim médnatych ionti piidanych do pidy.
K ukladani médi v jednotlivych tkanich rostliny dochazi v nasledujicim potadi:
kofinky > slupka > bila ¢ast bulvy > listy, coz je nejvice patrné u obohacenych
vzorkii. Nejvyssi koncentrace médi jsou pfitomny v kofenovém systému rostlin.
Méd je vazana nejvice v kofenech piedevsim kvili své vysoké afinité
ke karboxylovym skupinam, které jsou piitomné v bunécnych membranach
kotfenového systému [121,122].
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x
0 |
Kontrolni puda Puda A Puda B
Obr. 5-8 3. a 4. sklizeii. Obsah médi stanoveny v jednotlivych cdstech rFedkve
seté.

Tento fakt potvrzuje 1 graficka zavislost na Obr. 5-9, kde jsou porovnany tieti
a Ctvrta vegetace z pohledu mnozstvi médi vazaného v podzemni ¢asti rostliny
(kofinek a kotfenova bulva) a v listech. Nejvétsi koncentrace médi jsou opét
piitomny v kofenovém systému u vSech pldnich variant. Vysoké koncentrace
médi v listech rostlin ¢tvrté vegetace mohou byt zpiisobeny malym mnoZzstvim
vytvorené hmoty listi, coz mohlo byt zptisobeno kratkodobym stresem béhem
doby riistu.
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Obr. 5-9 3. a 4. sklizeni. Porovndni obsahu médi v podzemni cdsti a listech
rostliny.

Dalsi veli¢ina, ktera byla sledovana pi1 vegetativnich nadobovych pokusech,
byl pramémy tok médi do rostliny béhem jejiho ristu, F“.. Hodnoty tohoto toku
stanovené pro vSechny piidni varianty ve vSech 4 skliznich jsou shrnuty
v tabulce 5-8. Grafické znazornéni jednotlivych tokéi médi do rostliny béhem
odby jejiho ristu je zobrazeno na Obr. 5-7.

Na Obr. 5-10 je znazornén primérny tok ionti médi do jednotlivych ¢asti
fedkvicky béhem rastu. Tok ionti do jednotlivych casti rostliny odpovida
postupnému ukladani médi v rostlinnych tkanich. Z této zavislosti je také patrné,
ze pramérny tok 1onti do kotinki rostlin tieti sklizné je nékolikrat vyssi nez tok
iontti do kotinkt rostlin ¢tvrté sklizn€. Tento rozdil je mozné vysvétlit zménou
pH v pribéhu doby ristu. Méd’ je nejvice dostupna pii pH rovném nebo mensim
nez 6. Se zvySujicim se pH dochazi ke vzniku pevnych vazeb médi na ptdni
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 piirozenych pad v oblasti Zabgic,
odkud byl piidni vzorek odebiran, se pohybuje v neturalni oblasti (6,5 az 7.4).
V pribéhu treti kultivace doslo zieymé k okyseleni ptidy v okoli kofenti rostlin,
kdy dochazi ke zvySenému uvoliiovani iont do pidniho roztoku a ke zvyseni
biodostupnych forme médi /38].
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Vysoké hodnoty toku ionti do podzemni Casti rostlin tieti vegetace mohou
byt zptisobeny také vyloucenim latek z kofenovyho systému fedkve seté, které
maji schopnost rozpustét kovy vazané v pudnich casticich [29,30]. Tyto latky
jsou vylucovany v disledku nedostatku zeleza nebo zinku a uvoliuji méd’
do ptidniho roztoku [31].
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Obr. 5-10 3. a 4. sklizeri. Porovndni priimérného toku médi do jednotlivych
cdsti rostlin.

Graf na Obr. 5-11 znazoriiuje porovnani toku médi do podzemni ¢asti a listl
rostlin tfeti a ¢tvrté vegetace. I zde je patrné, Ze tok médi do podzemni ¢asti je
v porovnani tokem meédi do listi je nékolikanasobné vétsi, coz je mozné
vysvétlit jednak tim, ze méd’ je nejvice koncentrovana v koifenovém systému
rostlin a slupce kofenové bulvy a nizSim pH zjisténym ve tfeti vegetaci.
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Obr. 5-11 3. a 4. sklizeri. Porovndni priumérného toku iontit médi do
podzemni cdsti a listu rostliny.

5.3.1 Porovnani vysledku ziskanych extrakénimi postupy, technikou DGT
s vysledky nadobovych pokusu s iedkvi setou

Hlavnim cilem této prace bylo porovnani jednotlivych vysledkt ziskanych
z dil¢ich experimenti. V nasledujici kapitole jsou porovnavany primeérmé
hodnoty obsahu médi v celé rostlin€é, vlistech a podzemni ¢asti rostliny
stanoven¢ ve treti a ve Ctvrté vegetaci s obsahem médi stanovené ve vyluzich
kyseliny dusi¢né, dusi¢nanu sodného a deionizovanou vodou. Dale jsou v této
kapitole porovnavany vysledky ziskané znadobovych pokust sitedkvi setou
s koncentraci médi stanovené technikou DGT a koncentraci médi stanovené
v pidnim roztoku.

5.3.1.1 Porovnani koncentrace médi stanovené ve vyluzich kyseliny dusicné,
dusicnanu sodného a deionizované vody s koncentraci médi
stanovenou z ndadobovych pokusii

Mnozstvi médi stanovené v celé rostliné fedkve seté, jeji podzemni ¢asti a
listech bylo vztazeno ke koncentraci médi stanovené ve vyluzich pouzitych
¢inidel (kyselina dusi¢na, dusi¢nan sodny a deionizovand voda). Hodnoty
koeficientt pravdépodobnosti byly ziskany ze zavislosti m““; = f{Cunos, Cnanos,
Cro0) prolozenim zavislosti linearni regresi.
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Grafické znazornéni téchto zavislosti je uvedeno na Obr. 5-12 az 5-14.
Protoze zavislosti pro ¢tvrtou vegetaci maji stejny pribéh jako zavislosti
mnozstvi médi stanovené v rostliné na mnozstvi médi stanovené v jednotlivych
vyluzich pro tieti vegetaci, jsou znazornény pouze zavislosti pro teti vegetaci.

Z grafickych zavislosti na Obr. 5-12 az 5-14 a z hodnot uvedenych v tabulce
5-9 lze usoudit, ze koncentrace médi pfitomna v rostlinach dobie koreluje
s koncentracemi médi stanovené v jednotlivych vyluzich. Velmi dobré korelace
medi stanovené v celé fedkvi a v jeji podzemni ¢asti jsou s vyluhem dusi¢nanu
sodného (R’ = 0,82, R* = 0,87), ktery poskytuje informace o biodostupnych
formach prvki ptitomnych v pidé. Nizké hodnoty R® v piipadé listi potvrzuji,
ze meéd’ je pievazné vazana v bunéénych sténdch korenového systému rostlin.

Tabulka 5-9  Shrnuti hodnot koeficienti pravdépodobnosti ziskanych
ze zavislosti mcu,: = f(CHNOj’, CNaNOj’, CHZO) pro tieti a Ctvrtou

vegetaci
3. sklizeii (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 mnozstvim médi pifitomnym v celé rostling a
ve vyluzich kyselinou dusi¢nou (R’ = 0,88), ktera podava informace o viech
frakcich pritomnych v pad¢.

Nejnizsi hodnoty koeficienti pravdépodobnosti byly zjistény pi1 porovnani
mnozstvi meédi v fedkvi s mnozstvim médi stanovenym ve vodném vyluhu.
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Obr. 5-12 3. sklizeri. Porovndni mnozstvi médi obsazené v redkvi seté a jeji
podzemni cdsti a listech s mnozZstvim médi stanovenym ve vyluhu HNOj;.
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Obr. 5-13 3. sklizeri. Porovndni mnozstvi médi obsaZené v redkvi seté a jeji
podzemni cdsti a listech s mnozZstvim médi stanovenym ve vyluhu NaNOj;.

65



60
-
v .y P ‘
50 - @ Cel4a fedkvicka L’
: P y = 0,6268x + 7,9461
W Listy - R® = 0,7301
40 - L _”
- Podzemni ¢ast e
'Tw L y = 0,1452x + 3,2679
o0 30 _ R? = 0,5959
| 7
= -
- P y = 0,045x + 1,2601
3 - R® = 0,4755
Q E P 9
= 20 _
P d
7 - -
s -
10 N - - -
- - - .- ———————————— 1
0 g 1 I I 1
0 20 40 60 80 100

Cizo Cu v pidé (ng.kg™)

Obr. 5-14 3. sklizeri. Porovndni mnozstvi médi obsazené v redkvi seté a jeji
podzemni Cdsti a listech s mnozZstvim médi stanovenym ve vyluhu deionizované
vody.

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

Jak jiz bylo zmifiovano v kapitole o technice DGT v teoretické Casti této
dizertacni prace (kap 3.4), technika DGT aplikovana do piid je schopna stanovit
formy kovii 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 tieti a Ctvrté vegetaci (Obr. 5-15 az 5-17).

Vyznamné korelace mezi jednotlivymi koncentracemi jsou patrné pro ¢tvrtou
vegetaci v pfipadé 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 treti sklizni (R° = 0,945). V piipadé &tvrté skliznd je hodnota
koeficientu pravd&podobnosti R® = 0,921. Tento rozdil miZe byt zpusoben
systematickou chybou pi1 méieni.

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 ptidé a Ze technika DGT simuluje piijem
médi kofenovym systémem.
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Obr. 5-17 Porovndni koncentrace médi stanovené v podzemni casti redkve
seté s koncentraci médi stanovenou technikou DGT.

5.3.1.3 Porovnani koncentrace médi stanovené v iedkvi seté a koncentraci
médi Zjisténé v piidnim roztoku

Grafické znazornéni zavislosti mnozstvi médi stanovené v rostling, jeji
podzemni ¢asti a listech na mnozstvi médi stanovené v pidnim roztoku,
C™: = f{Cso1), jsou znazornény na Obr. 5-18 az 5-20. Z t&chto grafli jsou patrné
linearni zavislosti mezi témito veliCinami, ze kterych lze fici, Ze obsah médi
v fedkvicce se vzriista se zvySujicim se mnozstvim médnatych iontl piitomnych
v ptudnim roztoku.

Vyznamné korelace jsou patrné stejné jako v piipad¢ porovnani koncentrace
medi stanovené v fedkvicce s koncentraci médi stanovené technikou DGT pro
tvrtou vegetaci v piipadé celkového mnozstvi v fedkviéce (R = 0,9747) a
listech fedkvicky (R° = 0,9985).
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Obr. 5-18 Porovndni obsahu médi stanovené v piidnim roztoku a obsahu

médi stanovené v celé rostliné.
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Obr. 5-19 Porovndni obsahu médi stanovené v piidnim roztoku s mnoZstvim

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

médi stanovenym v podzemni cdsti redkvicky.
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6. ZAVER

Cilem této dizertatni prace bylo porovnat pifijem meédi fedkvi setou
(Raphanus sativus L.) péstovanou na pudach s riznym obsahem tohoto kovu,
dale urcit distribuci médi v jednotlivych ¢astech rostliny a ziskané vysledky
porovnat s koncentraci meédi v pud¢é zjisténé technikou DGT a koncentraci
ziskanou extrakénimi postupy a analyzou piidniho roztoku.

Vegetacni nadobové pokusy siedkvi setou probihaly v obdobi od dubna
do zaii roku 2008. Rostliny byly péstovany na pifirozeném neobohaceném
pudnim vzorku a piidnich vzorcich obohacenych roztokem médi o koncentraci
100 a 200 mg.kg' v Mitscherlichovych vegetaénich nadobach na volném
prostranstvi. Po uplynuti doby ristu byly rostliny sklizeny a odd€leny jednotlivé
casti — korinky, kofenové bulva, jenz byla rozdélena na slupku a bilou ¢ast, a
listy. Tyto ¢asti byly rozlozeny v mineralizatoru APION a obsah médi v kazdé
¢asti rostliny byl stanoven metodou ET — AAS. Vysledky téchto experimenti
ukazaly, ze méd’ pfijata z pady je nejvice vazana v podzemni casti rostliny,
piedevsim v kofenech a slupce koienové bulvy. Rostlina je schopna do svych
tkani piyymout urcité mnozstvi médi, které ale neni pro Cloveéka zdvadné a
nevytvari zdravotni riziko. Doporuc¢ena denni davka médi pro ¢lovéka je 1 mg
Cu, otrava médi se projevi teprve po poziti 250 g médnatych soli. Bylo téz
zji§téno, ze mnozstvi meédi piijaté rostlinou je ovlivnéno nékterymi faktory, a to
klimatickymi podminkami, pH ptidy a hmotnosti rostlin.

Pro odhad celkového obsahu, biodostupnosti a mobility médi v odebraném
pudnim vzorku byly pouzity extrakce kyselinou dusi¢nou, dusi¢nanem sodnym a
deionizovanou vodou. Soucasné¢ byl analyzovan odebrany piidni roztok.
Mnozstvi médi zjisténé ve vyluzich kyseliny dusi¢né dokazuje, Zze pidni vzorky
byly obohaceny v pozadovaném mnozstvi 100 a 200 mg.kg"' Cu. Byly zjistény
vysoké hodnoty korelacnich koeficientti pro korelaci obsahu médi v rostliné a
jeji podzemni cCasti s obsahem médi v ptidé stanoveném extrakci dusiCnanem
sodnym (R* > 0.8), ktery poskytuje informace o biodostupnych formach kovi
ptitomnych v pidé. Nizké hodnoty koeficientd (R° > 0,5) z porovnani obsahu
medi ve vyluzich a v listech fedkve ukazuji, ze méd’ je vazana predevSim v
bunécnych sténach kofenového systému rostlin.

Technika difuzniho gradientu v tenkych filmech byla pouzita pro méfeni
obsahu médi v neobohacené a obou obohacenych pidnich vzorcich. Pi1 studiu
vlivu experimentalnich parametrti techniky DGT na mnozstvi médi v pidé bylo
zj1§téno, ze pidni systém obohacenych pid je schopen uvolilovat méd’naté ionty
do ptidniho roztoku z pevné faze pidy a dopliovat ubytek zplisobeny sorpci
médnatych iontd na iontoméni¢ Chelex-100 v sorpénim gelu, takze je jejich
koncentrace v blizkosti vzorkovaci jednotky DGT konstantni. Pida
neobohacend po 24 hodinach prestava plné dopliovat ubytek ionti. Méd
piidand do ptidy ve formé meédnaté soli se 1 po mésicni dobé ekvilibrace
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pied experimentem nachazi v ptidé€ i v jiné formé& nez méd’ piirozené se v pude
vyskytujici.

V zavérecné Casti této dizertacni prace byl obsah médi zjistény technikou
DGT porovnavan sobsahem médi stanovenym ve vyluzich pouzitych
extrak¢énich ¢inidel a obsahem médi zjisténym v fedkvi seté a jejich cCastech.
Rozdil v obsahu médi v pidach ziskany pomoci extrakce kyselinou dusi¢nou a
technikou DGT ¢inil pét fada, mezi dusinanem sodnym a DGT dva tady.
Pomoci analyzy piidniho roztoku byla nalezena trojndsobna koncentrace meédi
v pid¢€ oproti obsahu stanovenému DGT technikou. Lze se domnivat, ze
koncentrace médi zmérena technikou DGT odpovida 1épe skute¢nému obsahu
biodostupnych forem meédi v ptidé nez hodnoty ziskané bézné pouzivanymi
extrakénimi postupy.

Techniku DGT lze tedy doporucit jako techniku vhodnou pro stanoveni
biodostupnych forem médi, coz lze podpoiit vysokym korelaénim koeficientem
(R*> 0.95) mezi obsahem mé&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

PS 1

PS 2
SEP
SOD
TEMED
THGA

atomova absorpcni spektrometrie

Komise evropskych komunit (European Community Bureau of
References)

difuzni hrani¢ni vrstva (Diffusive Boundary Layer)

technika diftzniho gradientu vtenkém filmu (Diffusive
Gradients in Thin Films Technique)

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

kyselina diethylentriaminpentaoctova

kyselina ethylendiamin-N,N"-disukcinova

kyselina ethylendiamintetraethanova

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

nizkomolekularni organické kyseliny (Natural Low Molecular
Weight Organic Acids)

kyselina nitrilotrioctova

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

1. svételna faze fotosyntézy

2. svételna faze fotosyntézy

sekvencni extrak¢ni postupy (Sequential Extraction Procedures)
superoxid dismutaza

N,N,N",N’-tetramethylendiamin

pficné vyhfivany grafitovy atomizator (Transverse Heated
Graphite Atomizer)
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8.2 POUZITE SYMBOLY

A
C
Ca

Cp

expozi¢ni plocha (cm?)

koncentrace iontii kovii ve vngjsim roztoku (mol.cm”

koncentrace 1ontii kovli na rozhrani vzorkovaci jednotky a okolniho
systému (mol.cm”)

koncentrace iontli kovii na rozhrani sorp¢niho a difuzniho gelu
(mol.cm’)

koncentrace iontii nalezena technikou DGT (mol.cm®)

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

efektivni koncentrace ionti kovli stanoven technikou DGT
(mol.cm’)

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

koncentrace iontii kovii v ptidnim roztoku (mol.cm?)

elektrodovy potencial (mV)

difazni koeficient (cm®.s™)

tloustka difizniho rozhrani (cm)

tloustka diftzni vrstvy (cm)

elucni faktor kovili ze sorp¢niho prostredi

tok iontdt kovi (mol.cm™.s™)

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

rychlostni konstanta pienosu Castic z roztoku do pevné faze
rychlostni konstanta pienosu ¢astic z pevné faze do roztoku
hmotnostni tok 1onti (g)

zaporny logaritmus aktivity volnych ionti

mira dopliiovani ionti kovii z pevné faze do ptidniho roztoku

pomeér koncentrace kovovych ionti v pidnim roztoku

koeficient pravdépodobnosti

doba expozice jednotky DGT (s)

objem roztoku (cm’)

objem sorpéniho gelu (cm?)
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