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1 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
1.1 UVOD

V poslednich letech se do pozornosti svétové verejnosti dostava problematika
vlivu rozvinutych lidskych aktivit na environmentalni systém. Pramysl, doprava,
spotfebni zplsob Zivota a znich plynouci vysokd spotieba surovin a nasledna
produkce riizného typu zneliSténi negativnim zplsobem ovliviiuji rovnovazné
fyzikalni, chemické ¢i biologické piirodni procesy. Velky vyznam mé proto
sledovani kvality Zivotniho prostfedi, resp. miry jeho znecisténi.

Je vSeobecné znamo, ze nékteré latky jsou pro Zivot nezbytné, avSak jejich
nadbytek v systému miize plsobit toxicky na zivé organismy. Esencialita,
biodostupnost 1 toxicita siln¢ souviseji nejen s koncentraci latky ve sledovaném
systému, ale i s jeji chemickou formou. Forma vyskytu latky zdvisi jak na
vlastnostech této latky, tak i na vlastnostech celého ekosystému. Z tohoto ditvodu je
pii analyze zivotniho prostfedi pozornost zaméfena na stanoveni riiznych forem
anorganickych 1 organickych latek ptirodniho ¢i antropogenniho pivodu, které se
vSak v ekosystému cCasto vyskytuji pouze ve stopovych a ultrastopovych
koncentracich.

Klasické piistupy stanoveni obsahu latky ve vzorku jsou zaloZzeny na odbéru
vzorku, jeho transportu a skladovani, naslednych ptipravnych krocich v laboratofi
a aplikaci vhodné analytické metody. Tyto operace jsou vSak casto spojeny
s fyzikalné-chemickymi zménami, které se mohou projevit ve zménach rozdéleni
forem latky. V soucasnosti je proto snaha hledat moZznosti in sifu stanoveni, které
predstavuji nejlepsi zplsob, jak se vyhnout piipadnym transformacnim zmé&ndm.
K hlavnim ptfednostem in sifu méfeni patfi nejen eliminace fady nezddoucich vliva
spojenych s manipulaci se vzorkem, ale i mozZznost ziskani detailnich Casovych
(,,real-time*) a prostorovych dat ¢i moznost méteni koncentracnich gradienta a toki
latek na ptirodnich rozhranich [1].

Vyvoj in situ metod je vSak velmi slozity a Casto zdlouhavy. Pfes vice nez
desetilety vyzkum v této oblasti je v dneSni dobé mozné mluvit teprve o pocatcich
praktického pouzivani vyvinutych in situ metod [1].

Mezi nejbéznéjsi in situ metody analyzy vodnych systému patti napt. pouZiti
elektrod, které kontinudlné zaznamendvaji informace o koncentraci definovanych
chemickych forem ve sledovaném systému [2-4]. DalSim typem in situ méfeni je
periodicky zaznam dat pfi in situ pouziti voltametrickych technik [5]. Treti typ
méieni je spojeny s imsitu vzorkovanim zalozenym na diftzi analytu
semipermeabilni membranou do vzorkovaciho média a jeho néslednou analyzou
v laboratofi. Mezi tento typ méfeni patti dialyza, technika difuzni rovnovahy
v tenkém filmu (DET technika) a technika difuzniho gradientu v tenkém filmu
(DGT technika) [6].



1.2 IN SITU VZORKOVACI DIFUZNI GELOVE TECHNIKY
1.2.1 DET technika

Vroce 1991 byl vodborném periodiku Letters to Nature publikovan ¢lanek
s nazvem ,, Distribution of dissolved iron in sediment pore water at submilimetre
resolution* [7]. Autofi popisuji moznost vyuziti nové vyvinuté techniky zaloZené na
ustaveni difuzni rovnovahy v tenkém filmu gelu umisténém v jednoduché plastové
sondé¢ do sedimentu pro stanoveni hloubkového profilu Fe(Il) s vysokym
prostorovym rozliSenim.

Od roku 1991 byla tato technika, oznacovana jako DET technika (Diffusive
Equilibration in Thin films technique, Technika difizni rovnovéhy v tenkém filmu),
systematicky studovana [8,9] a aplikacné rozvijena. Do dnesni doby byla pouzita
v fad¢ studii, ptedevs§im pro sledovani hloubkovych profilt iontl v pérovych vodach
sedimentd. Konkrétné byla DET technika pouzita pfi studiu hloubkovych profili
jontd majoritnich prvka Fe*’[10] a Mn®" [8,11-14], Ca*'[15], Mg*" a K [16], iontt
prvkll minoritnich i stopovych Cd, Co, Cr, Cu, Ni, Pb, Se, Zn aj. [13], ¢i U, Mo, Re
[17], aniontd CI, Br, SO, NO;~ [13,15,18,19], pti sledovani alkality systému
a celkového obsahu CO, [15].

Tenky film, ktery slouzi jako vzorkovaci medium, tvofi vrstva inertniho
polyakrylamidového nebo agarosového hydrogelu. Vrstva gelu o tlouStce mensi nez
I mm je spole¢né s membranovym filtrem utésnéna v podélné plastové vzorkovaci
sondé¢, kterd je aplikovana do sedimentt. Po aplikaci sondy dojde béhem nékolika
minut k ustaveni rovnovahy mezi gelem a okolnim prostfedim. Koncentrace latky
v exponovaném gelu je nasledné stanovena vhodnou analytickou metodou, a to
piimo metodou PIXE ¢i ICP-MS s laserovou ablaci nebo po eluci latky z gelu
vhodnym médiem a pouzitim né€které z metod roztokové analyzy.

1.2.2 DGT technika

Technika difuzniho gradientu v tenkém filmu — DGT technika, Diffusive Gradient
in Thin films technique byla popsdna v roce 1993 na Lancasterské Université
vyzkumnou skupinou v ¢ele s Williamem Davisonem a Hao Zhang [20].

DGT technika umoziuje selektivni in situ méfeni iontl stopovych kovi [20-27],
radionuklidt [28], fosfatl [29] a sulfidi [30]. M4 také schopnost prekoncentrace.
DGT techniku lze pouzit pro stanoveni Casové primérnych koncentraci latek pii
monitorovani vodnych systémi, pro sledovani tokl latek v sedimentech a piidach,
pro speciacni analyzu se zaméfenim na labilni anorganické a organické formy kovl
nebo pro odhad biodostupnosti kovli v pldach. DGT technika umoZnuje také
sledovani hloubkovych profilii latek v sedimentech. Existuji 1 studie, v nichz je
uvedené techniky pouzito pro stanoveni termodynamickych a kinetickych konstant
jakymi jsou distribu¢ni koeficienty kovli charakterizujici rozdéleni labilnich forem
kovli mezi pevnou fazi a pérovou vodu a rychlostni konstanty procest uvoliiovani
kovli z pevné faze do pérové vody v sedimentech [31-35].



DGT technika vyuziva dva typy polyakrylamidovych gelli — diftizni a sorp¢ni.
Oba typy gelt jsou spolecné s membranovym filtrem utésnény v malé plastové DGT
vzorkovaci jednotce ve tvaru pistu. Sledované latky, nejcastéji ionty kovi, difunduji
prstencovitym otvorem DGT vzorkovaci jednotky o plose A (cm?) difizni vrstvou
zndmé tloustky Ag (cm). Nasledné jsou vazany vhodnym sorbentem, zakotvenym
v sorpcnim gelu. Pro stanoveni stopovych kovil se pouziva sorbent s iminodioctovou
funkéni skupinou - Chelex-100.

Mnozstvi kovu M (ng) vazaného béhem doby expozice 7 (s) v sorpénim gelu se
stanovi po eluci sorpcniho gelu kyselinou dusi¢nou metodami atomové absorpcni
nebo emisni spektroskopie. Schéma uspotradani DGT vzorkovaci jednotky a princip
DGT techniky jsou zndzornény na obr. 1.

Béhem kratké doby po aplikaci DGT vzorkovaci jednotky dochdzi k ustaveni
linearniho koncentra¢niho gradientu, ktery tvoti zadklad pro kvantitativni interpretaci
méfeni. Tok kovu difuzni vrstvou F (ng/cm’s) je uréen 1.Fickovym zikonem
diftize:

F=D.C/A4g=M/(A.t) (1)
kde D (cm*/s) je difuzni koeficient a C (ng/ml) koncentrace kovu v roztoku.

Pro vypocet koncentrace kovu v systémech, kde koncentrace v okoli DGT
vzorkovaci jednotky je konstantni, pak plati nasledujici vztah:

Coer=M. Ag/(D.A.t) 2)
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Obr. 1: Schéma usporadani DGT vzorkovaci jednotky a vyjadieni
principu DGT techniky (prevzato z [22])

Vyjadieni vysledku jako koncentrace kovl stanovené DGT technikou dle vztahu
(2) je pouzivano pro interpretaci méfeni v dostate¢né michanych roztocich ¢i
proudicich vodnych systémech. Interpretace vysledki DGT métfeni v puadach
kterych odCerpani kovi z pidniho roztoku ¢i porové vody v okoli DGT vzorkovaci
jednotky vyvolava dalSi pochody vedouci k obnoveni plivodniho stavu. Miize



dochazet k uvoliiovani labilnich forem kovli do pidniho roztoku ¢i pérové vody
sedimentl a/nebo difuizi mobilnich forem kovii ze vzdalenéjSich mist sledovaného
systému.

MozZznou odezvu pudy ¢i sedimentu na aplikaci DGT techniky lze popsat
nasledujicimi zptsoby [29]:

1. Systém je schopen dostate¢nou rychlosti uvoliiovat labilni formy kovi z pevné
faze, a tak vyrovnavat ubytek kovi spojeny s jejich vazbou v sorpénim gelu.
Koncentrace kovliv okoli DGT vzorkovaci jednotky je konstantni a DGT
méieni za této situace poskytuje informace o koncentraci kovi v pidnim
roztoku ¢i porové vodé sedimenttl.

2. V systému nedochézi k uvoliiovani labilnich forem. Na ubytek kovl reaguje
systtm pouze difuzi mobilnich forem ze vzdalenéjSich mist od DGT
vzorkovaci jednotky. Tok kovl jednotkou postupné klesd a koncentracni
gradienty jsou v kazdém Casovém okamziku definovany 2. Fickovym zdkonem
difuze.

3. Systém ma schopnost do urcité miry ubytek kovi vyrovnavat. Rychlost
uvoliiovani labilnich forem vSak neni dostate¢na. Tok kovi také v tomto
piipad€ postupné klesa, avSak pomaleji nez je tomu ve zplsobu uvedeném
v bod¢ 2. Koncentracni gradienty v tomto piipadé¢ neodpovidaji 2. Fickovu
zékonu.

Pro posouzeni vySe uvedenych moZnosti odezvy systému pii aplikaci DGT
techniky se pouziva porovnani koncentrace kovu stanovené DGT technikou (Cpgr)
s nezavislou metodou (C), napi. ET AAS ¢i ICP AES. Hodnota podilu Cps/C
umoziuje urcit jeden z vySe uvedenych zplsobli odezvy plidy ¢i sedimentu na
ubytek kovi v diisledku vazby v DGT vzorkovaci jednotce.

Vysledky aplikace DGT méfeni v pidach a sedimentech jsou proto obvykle
interpretovany jako stfedni toky kovl systémem. In situ aplikace DGT techniky
v sedimentech umoziuje sledovat hloubkové profily tokd kovid s jemnym
rozliSenim, které je nezbytné pro detailni charakterizaci procesti probihajicich
v sedimentu [6,11,36-38]. Tim DGT technika poskytuje dilezité¢ udaje pro studium
kolobéhu prvka v Zivotnim prostfedi ¢1 odhad moZné kontaminace vod starymi
zatéZzemi v pripadé zmén podminek, napt. béhem stiidani roénich obdobi nebo pfii
povodnich. Vysledky aplikace DGT techniky v pidach mohou pak slouzit k odhadu
biodostupnosti kovi [39-42].

Problematika biodostupnosti kovii v ptidach je velmi slozitd. Pro odhad ptijmu
kovili kotfeny rostlin v8ak neni dilezita znalost konkrétnich procesti. Zasadni vyznam
ma celkovy tok ptijatelnych (tj. biodostupnych) forem kovil ke kofentim rostlin.

Po aplikaci DGT vzorkovacich jednotek jsou kovy v jejim okoli odCerpavany
podobné jako v okoli kotfenti rostlin. DGT technika tak vazbou kovil v sorpénim
gelu simuluje pifjem kovil kofeny rostlin, vyvolavd odezvu plidniho systému na
odCerpani kovi a umoziiuje tyto procesy kvantitativné postihnout. Ve srovnani



s vyluhovacimi postupy pouzivanymi pro charakterizaci pid se diky pasivnimu
in situ nedestruktivnimu zpisobu vzorkovani DGT technika stavd jednoduchym
nastrojem poskytujicim o biodostupnosti kovii realné informace. Lze predpokladat,
7e prave tato oblast pouziti DGT techniky bude v blizké dob¢ intenzivné rozvijena.

Jak jiz bylo zminéno, DGT technika umoziiuje speciacni analyzu. Rozeznava
mezi jednotlivymi formami kovl z hlediska velikostniho a z hlediska schopnosti
disociace komplexnich forem v pribéhu difuze vrstvou gelu.

Pro stanoveni velikostné odliSnych forem kovil je urcujici velikost port gelu
tvoficiho difazni vrstvu. Pro bézné aplikace DGT techniky je pouzivan
polyakrylamidovy (APA, ,agarosepolyacrylamide®) gel s velikost pérd > 5 nm.
Tento typ difizniho gelu umoziiuje volnou difiizi iontd, hydratovanych iontl kovd,
Aplikaci DGT vzorkovaci jednotky s difuzni vrstvou APA gelu jsou ziskany
informace o mobilnich anorganickych a organickych forméch iontu ve sledovaném
systému [22,24,43-44].

V literatuie [44] je dale popsan tzv. RG (,restric*) gel s velikosti pora < 1 nm
umoziujici témeét volnou difizi ionth a hydratovanych iont kovi, ale zabranujici
pouze o mobilnich anorganickych formach [22,44-45].

Odlisnym sloZenim geli tedy DGT technika umoziuje in situ stanoveni mobilnich
anorganickych a/nebo organickych forem komplext kovt.

Zékladni moznosti rozliSeni forem dle schopnosti jejich disociace v pribéhu
difaze vrstvou gelu lze zjednodusené popsat podle chovani komplexnich forem
(Mel) pi1 méteni [43]:

1. Volny ion kovu Me 1 jeho komplex s organickym ligandem MelL ptitomné ve

sledovaném systému reaguji dostatecné rychle se sorbentem. Kov vazany
v tomto komplexu je spole¢né s volnym iontem kovu méten DGT technikou.
Formu MelL lze oznacit za labilni komplex.

2. Pouze volny ion kovu Me je vazan v sorpcni gelu. Komplex Mel nereaguje se
sorbentem a nedochdazi ani k jeho disociaci béhem difuze vrstvou gelu. Kov
vazany v komplexu MeL neni DGT technikou méfen a komplex Mel lze
oznacit za inertni.

3. Komplex MelL nereaguje se sorbentem. Je vSak schopny disociovat v priubéhu
diftize vrstvou gelu. Rozhodujici vliv pfi méfeni pak ma kinetika vymény mezi
formami Me a MeL. Celkové mnoZstvi kovu métené DGT technikou zavisi na
tlouStce difuzni vrstvy. Ta urcuje dobu, béhem niz mize tzv. ¢astecné labilni
komplex MeL disociovat.

Rozliseni forem je mozné ovlivnit také volbou sorbentl s rtiznou selektivitou.
Timto je dosaZzeno zmén v podminéné stabilité (labilit€) komplexnich forem. Oblast
pouziti rliznych typl sorbent pro rozliSeni jednotlivych forem je doposud velmi
malo prozkoumaéna.



2  CILPRACE

Disertacni prace byla zaméfena na studium a rozvoj DGT techniky. VSechny
experimenty byly provedeny s cilem rozsifit oblast poznani o této nové in situ
vzorkovaci gelové technice o nové informace ziskané pifi stanoveni stopovych
mnozstvi pétice vyznamnych prvki (Cd, Cr, Cu, Ni a Pb). DGT technika byla
studovana pii aplikaci v realnych systémech, a to v pldach a v sedimentech,
a v definovanych roztocich v laboratornich podminkach.

Studium DGT techniky v pudach bylo zaméfeno na stanoveni biodostupného
podilu kovi, sledovani vlivu vlhkosti plidniho systému a zmény experimentalnich
parametrd na DGT méfteni. In situ aplikace DGT techniky v sedimentech vedla
k ziskani hloubkovych profild tokii kovl s vertikdlnim rozliSenim 0,5 cm.
V laboratornich podminkach byl studovdn vliv pfitomnosti huminovych kyselin
(HA) v roztocich na mnozstvi kovi stanovenych DGT technikou.

3 ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

Za ulelem studia DGT techniky bylo nutné nejprve zvladnout ptipravu dvou typi
polyakrylamidovych gelti — difuzniho a sorp¢niho. Postup ptipravy geli a DGT
vzorkovacich jednotek byl pievzat z aplikacnich doporuceni centra DGT Research
Ltd., Velka Britanie [46]. Piipravené gely byly testovany v roztocich kovi.
Vysledky téchto testli prokazaly, ze ptipravené gely maji vlastnosti popsané
v [43, 44], a potvrdily pouzitelnost DGT techniky v podminkach naSeho pracoviste.

Pti studiu DGT techniky v pidach byly DGT vzorkovaci jednotky aplikovany do
suspenzi pidy a vody. Suspenze o zndmém poméru fazi byly piipravovany
minimaln€ 24 hodin pied aplikaci. Z ptipravenych a ekvilibrovanych suspenzi byl
pted a po expozici DGT techniky odebiran také vzorek ptidniho roztoku.

Do sedimentu byly in situ aplikovany DGT vzorkovaci sondy ptipravené dle [46].

Pro studium DGT techniky v laboratornich podminkéch byly pfipraveny smésné
roztoky Cd, Cr, Cu, N1, Pb a HA v 0,05M NaNOs;. Koncentrace kazdého z kovii byla
50 ng/ml, koncentrace HA se pohybovala v intervalu 0-316 mg/l. pH roztokid bylo
upraveno na hodnotu 6,5-7,0.

U vSech experimentli byly DGT vzorkovaci jednotky po expozici zpracovany
nasledujicim zpusobem. Exponované sorpcni gely byly vyjmuty z rozloZené
vzorkovaci jednotky a eluovdny 1 ml 1M HNO;. MnozZstvi kova v eludtu bylo
stanoveno metodou atomové absorpcni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci
(ET AAS) na pfistroji Perkin-Elmer, model 4110 ZL, vybaveném automatickou
longitudialni Zeemanovskou korekci pozadi.

V pribéhu experimentd byly pfipravovany eluci neexponovanych sorp¢nich geli
také slepé vzorky. Primérna hodnota 60 slepych stanoveni provedenych béhem
experimentalni prace byla 0,35+0,21 ng pro Cd; 0,91+0,47 ng pro Cr; 8,3+3,2 ng pro
Cu; 4,3+2,0 ng pro Ni a 1,14+0,4 ng pro Pb.
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4 HLAVNI VYSLEDKY PRACE
4.1 POUZITIi DGT TECHNIKY PRO STANOVENI KOVU V PUDACH

Pouziti DGT techniky pro stanoveni kovii v padach je oblasti, ktera je v soucasné
dob& teprve na pocatku svého rozvoje. Tuto skutecnost doklddd omezeny pocet
védeckych publikaci zamétenych na pouziti DGT techniky pro aplikace v pidach
[39-42]. Pravé tato oblast pouziti DGT techniky byla proto predmétem zajmu.

Studium DGT techniky pii stanoveni kovll v pliidach bylo provadéno v uzké
spolupraci s Ustavem analytické chemie AV CR, ktery poskytl trojici definovanych
pid. Pidni vzorky z odbérovych lokalit Chrlice, Tufany a Zlin - pidni horizonty
0-10 cm, 40-60 cm a 90-110 cm, byly studovany a pln¢ charakterizovdny v rdmci
mezinarodniho projektu INCO Copernicus — FERTILIA (Cycling trace metals in
sustainable management of agricultural soils. Fertility requires the inventory of
input metals. IC15-CT98-0124) [50].

Vysledky aplikace DGT techniky v trojici definovanych puidnich vzorkil byly
srovnany s vysledky ziskanymi obvykle pouZivanymi vyluhovacimi postupy pro
stanoveni kovll v pidach. Jak je z grafického zpracovani na obr. 2 patrné, byly pfi
vzajemném srovnani nalezeny nékolikarddové rozdily mezi obsahem kovu
stanovenych ve vyluzich lucavkou kralovskou, kyselinou etylendiaminotetra-
octovou (EDTA), kyselinou iminodioctovou (IDA) ¢i kyselinou octovou a obsahem
stanovenym DGT méfenim.

Srovnani vysledki ziskanych vyluhem dusi¢nanem sodnym, ktery je
doporu¢enym vyluhovacim cinidlem pro stanoveni biodostupného podilu kovi
v pudé [51], a DGT métfenim dale umoznilo posouzeni riznych zplsobii stanoveni
obsahu biodostupnych forem kovii v ptidach. Vysledky, liSici se v danych ptidnich
vzorcich v nékterych ptipadech az o 3 fady, odrdzely odliSnosti v pfistupu pouzitém
pro stanoveni kovil. Pasivni in situ nedestruktivni vzorkovaci pfistup DGT techniky
umoznil ve srovnani s vyluhovacim postupem mnohem vérnéji odhadnout skute¢né
mnozstvi biodostupnych forem kovii v ptidnich vzorcich.

Srovnani vysledki obsahu kovil v jednotlivych pldnich horizontech ziskanych
DGT méfenim a pfimou analyzou pidniho roztoku ddle umoznilo odhadnout podil
labilnich a mobilnich forem kovli v pldnich vzorcich. Ve vétSiné ptipadia se
mnozstvi kovll stanovené DGT technikou pohybovalo v jednotkdch az desitkach
procent mnoZzstvi kovu ziskaného pfimou analyzou pudniho roztoku. Vyjimku
tvotfilo Cd, které se v plidach nachdzelo ve formé svych labilnich a mobilnich
komplexti (viz obr.2.) Tato skuteCnost potvrzuje predpoklady vychazejici
z vlastnosti Cd a jeho chovani v ptfirodnich systémech.
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Obr. 2: Priklady srovnani vysledkii aplikace DGT techniky a vyluhovacich
postupii, vztazeno k obsahu kovii ziskanych vyluhem
lucavkou kralovskou pro Cd a Ni

Dale byla vénovéna pozornost studiu vlivu vlhkosti pidy na DGT méfeni.

Vysledky vyhodnocené jako toky kovl v zavislosti na vlhkosti pidniho systému
F = f(vihkost) potvrdily predpoklad, Ze tok kovii plidnim systémem je ovlivnén
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vlhkosti pudy. Mezi pribéhy zavislosti ' = f (vlhkost) pro sledované kovy byly vSak
nalezeny rozdily. Jak dokumentuji ptiklady uvedené na obr. 3, vykazovaly zavislosti
F = f(vihkost) pro Cd, Cr a Pb strm¢&;j$i pribéh nez pro Cu a Ni.
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Obr. 3: Zavislosti tokii kovii na vihkosti pudy pro Cu a Pb
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Z vysledki DGT méfeni byla vyvozena teorie, ktera umoznila popis
experimentalné ziskanych zavislosti pomoci distribu¢niho koeficientu K,
distribu¢niho poméru D, a poméru fazi r. Na zéklad¢ popisu zavislosti pomoci
uvedenych parametrt lze konstatovat, Ze tok kovi pidnim systémem je ovlivnén
nejen vlhkosti pidy, ale také vlastnostmi piidniho systému souvisejicimi s distribuci
kovi a afinitou plidy avody. Teorie dile umoznila vysvétlit rozdily v chovani
uvedenych skupin kovl. Pozvolny pokles zavislosti F'= f'(vihkost) je disledkem
nizké hodnoty K,; a dikazem toho, Ze Cu a Ni jsou v pudé vazany pevnéji nez Cd, Cr
a Pb, pro kter¢ je pribeh zavislosti strmé;si.

V dalSich testech byla pozornost soustiedéna na vliv zmény experimentéalnich
parametrii, a to rozdilné doby expozice a odlisSné tloustky difizni vrstvy, na
mnozstvi kovil stanovenych DGT technikou.

Odlisna doba expozice DGT vzorkovacich jednotek umoznila sledovat odezvu
pudniho systému na od¢erpani kovi v disledku jejich vazby v sorpénim gelu DGT
vzorkovaci jednotky, a posoudit tak dostupnost jednotlivych forem kovt.

Priibéh Casovych zéavislosti DGT méfeni odhalil rozdily v chovani Cd, Cr a Ni
oproti Cu a Pb — viz obr. 4. Rozdily mezi uvedenymi skupinami byly dasledkem
pfitomnosti rozdilného mnoZzstvi labilnich a mobilnich forem téchto kovl ve
sledovaném plidnim vzorku (Tufany).
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Obr. 4: Casovd zdvislost mnozstvi kovii vazanych v sorpénim gelu béhem doby
expozice pri aplikaci DGT techniky v ptidnim vzorku Turany.
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Aplikace DGT vzorkovacich jednotek s odliSnou tloustkou difuznich gelt
umoznila sledovat odezvu ptadniho systému pti rozdilném odcerpani kovli a posoudit
schopnost piidy doplilovat tento ubytek.

Vysledky DGT méfeni byly zpracovany jako zdvislosti tok kovl na reciproké
hodnoté tloustky difzni vrstvy F'=f(1/4g). Pro vSechny studované kovy mély
zavislosti pribéh obdobny tomu na obr. 5. Jak je z prabéhu patrné, pii nizkych
hodnotach 1/4g vzristal tok linearné, pti vyssich vSak dochazelo k jeho ustaleni.
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i -~ Chrlice -O0-Tufany —2—Zlin
0+
0 5 10 15 20

1/Ag (1/cm)
Obr. 5: Zavislost toku Ni na reciproké hodnote tloustky difuizni vrstvy

Ziskané vysledky lze vysvétlit ndsledovné. Pii nizkych hodnotach 1/A4g (tj. vEtsi
tloustce diftzniho gelu) se vytvati v DGT vzorkovaci jednotce mirné;si
koncentra¢ni gradient. Pida je schopna ubytek kovii spjaty sjejich vazbou
v sorpnim gelu vyrovnéavat a zavislost je linedrni. Pro vy3§i hodnoty 1/4g, kdy
koncentrac¢ni gradient je strméj$i, je rychlost od¢erpani kovi vys$s§i a na prabéhu
zavislosti se projevi nedostate¢na schopnost plidniho systému vyrovnavat ubytek
kovili. Tok kovil je za téchto podminek uréen maximalni schopnosti piidy dodavat
kovy k DGT vzorkovaci jednotce a lze jej pfi interpretaci vysledkil aplikace DGT
techniky v ptidach oznacit za maximalni tok biodostupnych forem kovl. Hodnoty
maximalnich toki biodostupnych forem kovi pro trojici sledovanych puidnich

vzorkud uvadi tabulka 1.
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Tabulka 1: Maximalni toky biodostupnych forem kovil v piid€ stanoveny

DGT technikou
Maximalni tok kovii (ng/cm’den)
Vzorek pudy
Cd Cr Cu Ni Pb
Zlin 45 2,0 110 23 0,36
Chrlice 12 0,68 62 34 0,77
Turany 7 1,3 31 85 0,45

Zavérem je nutné podotknout, Ze pftistanoveni Pb v definovanych pldnich
vzorcich se vyznamnym zplUsobem uplatnila schopnost DGT techniky
prekoncentrovat béhem doby expozice ultrastopova mnozstvi kovl pfitomna ve
sledovaném systému. Na rozdil od stanoveni Pb v piidnim roztoku a dusi¢nanovém
vyluhu, kde se obsah Pb pohyboval pod hodnotou meze detekce metody ET AAS
pouzité pro jejich analyzu, bylo mnozstvi Pb v eluatu exponovaného sorp¢niho gelu
stanoveno u vSech provedenych experimentu.

Studium aplikace DGT techniky v pidach pfispélo k rozvoji této techniky
v oblasti jejiho pouziti pro stanoveni kovi v padach. Vysledky rovnéz prinesly nové
poznatky o biodostupnosti Cd, Cr, Cu, Ni a Pb v plidnich vzorcich studovanych pfti
feSeni projektu INCO Copernicus — FERTILIA.

4.2 APLIKACE DIFUZNICH GELOVYCH TECHNIK
V SEDIMENTECH

Vzorkovaci difuzni gelové techniky - jak DGT technika blize studovana v ramci
disertacni prace, tak 1 DET technika, ktera byla ptedstavena v tivodu - byly in situ
aplikovany v sedimentu pii Gsti feky Seiny ve Francii za uCelem stanoveni
hloubkovych profilli iontli s jemnym rozliSenim. Ziskané vysledky jsou soucasti
rozsahlého programu francouzské vlady Seine-Aval 2 — DYVA (,,DYnamique et
fonctionnement des VAsieres*) sledujiciho procesy probihajici v sedimentech pii tsti
feky Seiny.

In situ aplikace DGT techniky umoznila stanoveni hloubkovych profild Cd, Cu
a Pb s vertikdlnim rozliSenim 0,5 cm — viz obr. 6. DET technikou byly stanoveny
koncentra¢ni hloubkové profily majoritnich kationtd Ca®’, Fe', Mn*" a Na'
a aniontti Br, CI', NO; a SO4* s rozligenim 0,25 cm. Na obr. 7 jsou uvedeny pii-
klady koncentraénich hloubkovych profili pro ionty Fe’’, Mn*" aNOj.
V hloubkovych profilech téchto iontii je mozné rozliSit zony s jejich zvySenou kon-
centraci ptislusSejici charakteristickym biogeochemickym procesim probihajicich
v sedimentech.

Ptedlozené vysledky aplikace DGT techniky a DET techniky byly ziskany béhem
studijniho pobytu na Laboratoire de Chimie Analytique et Marine, UST Lille
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a predstavuji dalsi moznost pouziti difiznich gelovych techniky. Spole¢né s dal§imi
vysledky ziskanymi béhem monitorovacich méteni v usti feky Seiny ve Francii jsou
uvedeny a detailn¢ diskutovany v [52].
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Obr. 6: Hloubkové profily Cd, Cu a Pb ziskané aplikaci DGT vzorkovaci sondy
v sedimentech pri usti Seiny
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Obr. 7: Hloubkové profily iontii Fe’*, Mn®™ a NOy ziskané aplikaci DET
vzorkovaci sondy v sedimentech pri usti Seiny
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4.3 STUDIUM VLIVU PRITOMNOSTI HUMINOVYCH KYSELIN PRI
STANOVENI KOVU DGT TECHNIKOU

V ptirodnich systémech, pro jejichz charakterizaci se DGT technika pouziva,
souvisi ¢asto mobilita a dostupnost kovll s vazbou na rizné ptirodni komplexujici
latky. Pravé huminové kyseliny (HA), které se vyskytuji jak ve vodnych systémech
a sedimentech, tak 1 v pidach, tvoti vyznamnou skupinu téchto ptirodnich latek.

Cilem aplikace DGT techniky ve smésnych roztocich kovii a HA bylo posoudit
vliv pfitomnosti HA na DGT méfeni. Byly sledovany casové zdvislosti mnozZstvi
kovil vazanych béhem doby expozice v sorpénim gelu DGT vzorkovaci jednotky
v roztocich kovii a HA o rizné koncentraci. Dale byly pfi experimentech pouZity
dva typy difuznich gela lisici se velikosti por. Aplikace DGT techniky do roztoki
kovli a HA v téchto uspotfddanich mély umoznit stanoveni velikostn¢ odliSnych
forem kovii pfitomnych v roztocich. Jeden zprovedenych testi aplikace DGT
techniky v roztocich kovii a HA v laboratornich podminkach byl zaméten také na
sledovani vlivu pH na mnozstvi kovi stanovenych DGT métenim.

Pti studiu casové zavislosti mnozstvi kovi stanovenych aplikaci DGT techniky ve
smésnych roztocich kovii a HA o rizné koncentraci bylo zji§téno, Ze stanovené
mnozstvi kovl je pfimo umérné dobé expozice. S rostouci koncentraci HA
v expozicnich roztocich v§ak mnozstvi kovil stanovenych DGT technikou klesalo.

Graficky je uvedena skute¢nost dokumentovdna na obr. 8. Vysledky jsou zde
vyjadieny jako zavislosti zdanlivého difuzniho koeficientu kovi vztazeného
k tabelované hodnoté¢ difuzniho koeficientu [46] na logaritmu koncentrace HA
v expozicnich roztocich, D,,,/Dwy = f(log Cpy). Hodnota zdanlivého diftizniho
koeficientu kovi v danych podminkach (D,,,, .apparent®) byla vypoctena na
zékladé 1. Fickova zdkona ze smérnice linedrni ¢asové zavislosti.

K objasnéni ziskanych vysledkll pfispélo vytvoifeni modelu vlivu vedlejSich
reakci na vazbu kovll v sorpénim gelu. Model je zalozen na ptedpokladu rovnovazné
tvorby komplexu kovu s funkéni skupinou sorbentu (Me-R) a ovlivnéni tvorby
tohoto komplexu vedlejSimi reakcemi, predev§im pak tvorbou komplexu kovu
s huminovou kyselinou (Me-HA).

Rozsah vlivu vedlejSich reakci je mozné vyjadiit pomoci koeficientu vedlejSich
reakci, a. Pro feSeni modelu umoziujiciho vypocet hodnoty celkového koeficientu
vedlejSich reakci o (G- & ray) bylo nutné zadani hodnot konstant stability
komplext Me-R a Me-HA, dale pak hodnot disociacnich konstant funk¢ni skupiny
sorbentu a HA, koncentrace a molekulové hmotnosti HA a pH expozi¢niho roztoku.
Tyto udaje byly ve vétsiné€ ptipada ziskany z odborné literatury [53-59]. Vysledky
feSeni modelu, vyjadiené jako zavislosti reciproké hodnoty koeficientu vedlejSich
rovnovdh na logaritmu koncentrace HA ptitomné v expozi¢nim roztoku, jsou
graficky zpracovany na obr. 9.
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Obr. 8: Zavislost zdanlivého difiizniho koeficientu kovii vztazeného k tabelované
hodnoté na logaritmu koncentrace HA v roztocich
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Obr. 9: Vystupni data modelu ovlivnéni tvorby komplexu kovu s funkcni skupinou
sorbentu - zavislost reciproké hodnoty koeficientu vedlejsich rovnovah
na logaritmu koncentrace HA pritomné v expozicnim roztoku
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Vzijemny souhlas mezi experimentilné zjiSténymi vysledky vyjadienymi na
obr. 8 jako zavislost D,,/D.s» =f(log Cny) a fteSenim teoretického modelu
popisujiciho vliv vedlejSich reakci na tvorbu komplexu kovu s funkéni skupinou
sorbentu (viz obr. 9) umoznilo vyvodit néasledujici zavér. Mnozstvi kovu stanovené
DGT métfenim v roztocich kovli a HA je zéavislé na rovnovéahach uplatiiujicich se
v DGT vzorkovaci jednotce a expozicnim roztoku, a to hlavné na tvorbé komplexu
kovu s funkéni skupinou sorbentu a jejim ovlivnéni vedlejSimi - konkuren¢nimi -
reakcemi, predevS§im pak tvorbou komplexu Me-HA.

Tento zavér byl podpoten také vysledky aplikace DGT vzorkovacich jednotek
s odliSnymi typy difuznich geld. Aplikace DGT vzorkovacich jednotek s tzv. RG
gelem (velikost portt <1 nm) méla, dle doposud publikovanych informaci [22,44-
45], umoznit stanoveni labilnich forem kovi; aplikaci jednotek s APA gelem
(velikost pérti > 5 nm) mély byt stanoveny labilni anorganické a organické formy
kov.

Vysledky vsak ukézaly, Ze v obou pfipadech bylo mnozstvi stanovenych kovi
zavislé na koncentraci HA v expozi¢nich roztocich. S rostouci koncentraci HA
v expozi¢nim roztoku dochéazelo v obou piipadech k postupnému poklesu mnozstvi
kovi stanovenych DGT technikou. Pti aplikaci DGT vzorkovacich jednotek s RG
gelem 1 APA gelem se opét potvrdil predpoklad, Ze piitomnost HA a rovnovahy
v expozi¢nich roztocich 1 gelech hraji vyznamnou roli pfi stanoveni kovii DGT
technikou. Na mnozstvi kovi stanovenych pi1 méfeni RG gelem, které bylo ve vSech
ptipadech mensi nez pti méteni APA gelem, méla vliv také struktura tohoto typu
gelu omezujici volnou difuzi komplexnich forem kovii.

Pti studiu DGT techniky v roztocich kovii a HA byl dale studovan vliv pH na
mnozstvi kovll stanovenych DGT méfenim. Bylo zji§téno, Ze s rostouci hodnotou
pH dochazi ke snizovani mnozstvi kovil stanovenych DGT technikou; a to
1 v intervalu pH (4,2-7,6), kde v roztocich kovli neni DGT méteni na pH zavislé.

V roztocich kovi a HA byly provedeny jesté dalsi dil¢i experimenty, a to aplikace
DET techniky a paralelni stanoveni kovii metodou anodické rozpoustéci voltametrie.
Vysledky téchto experimentli bude nutné v budoucnu dale rozs$ifit, a proto zde
nejsou blize diskutovany.

VSechny experimenty provedené v oblasti studia DGT techniky aplikaci

ve smésnych roztocich kovli a HA vedly k ziskani fady informaci o této vzorkovaci
technice a prisp€ly k rozsiteni dosavadnich poznatkia o DGT technice.
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5 ZAVER

Disertacni prace na téma ,,Vyvoj metod pro stanoveni forem ekotoxikologicky
vyznamnych prvku v prirodnich systémech* se zabyvala studiem arozvojem DGT
techniky (Diffusive Gradient in Thin films technique, Technika difuzniho gradientu
v tenkém filmu). Pozornost byla zaméfena na stanoveni pétice vyznamnych prvk,
ato Cd, Cr, Cu, Ni a Pb.

Vlastni néplit zahrnovala studium DGT techniky pfi aplikaci v puadach
a sedimentech a studium DGT techniky v laboratornich podminkach pfii aplikaci ve
smésnych roztocich kovi a huminovych kyselin. Analyza vzorkl byla provadéna

metodou atomové absorpéni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci na piistroji
Perkin-Elmer 4110 ZL.

Aplikace DGT techniky v trojici definovanych pidnich vzorkli umoZnila
stanoveni obsahu kovl v pidé in situ zpusobem. Dale byl studovan vliv vlhkosti
pudy a vliv zmény experimentdlnich parametrii, a to doby expozice a tloustky
diftizni vrstvy, na DGT méfeni.

Pti in situ pasivnim zplsobu vzorkovani DGT technikou dochazi k od¢erpavani
kovi zokoli DGT vzorkovaci jednotky podobné, jako je tomu pfti piijmu kovl
koteny rostlin. DGT technika tedy umoZnila velmi dobfe odhadnout obsah
biodostupnych forem kovi v plidnich vzorcich. Ziskané vysledky aplikace DGT
techniky pro stanoveni kovl v definovanych piidnich vzorcich pfispély nejen
k rozvoji DGT techniky v oblasti jeji aplikace v puadach. UmoZnily také detailné;jsi
charakterizaci piid v souvislosti s obsahem biodostupnych forem kovl pii feSeni
projektu INCO Copernicus — FERTILIA (Cycling trace metals in sustainable
management of agricultural soils. Fertility requires the inventory of input metals.
IC15-CT98-0124).

Studium aplikace DGT techniky v ptidach dale umoznilo sledovat odezvu pidnich
systémli na odCerpani kovl pifi zmén€ podminek DGT méfeni. Studium vlivu
vlhkosti plidy na DGT méieni vedlo k zjisténi, Ze Cu a Ni jsou na plidni hmotu ve
srovnani s Cd, Cr a Pb vdzany pevnéji. Pribéh Casovych zavislosti byl vysvétlen
ptitomnosti rozdilného mnozstvi labilnich a mobilnich forem kovi v padé€. Studium
vlivu odlisné tloustky difuzni vrstvy na DGT méfeni pak umozZnilo stanovit
maximalni tok biodostupnych forem kovi v trojici plidnich vzorki.

In situ aplikace DGT techniky v sedimentech vedla k ziskani hloubkovych profila
tokt Cd, Cu a Pb s vertikalnim rozliSenim 0,5 cm. Do sedimentt pti usti feky Seiny
ve Francii byla in situ aplikovdna také DET technika (Diffusive Equilibriation in
Thin films technique, Technika difuzni rovnovéhy v tenkém filmu), kterd umoznila
stanoveni hloubkovych profilt kationtd Ca >, Fe*", Mn*" a Na* a aniontd Br, CI,
NO’ a SO,* s rozligenim 0,25 cm.

Vysledky uvedené v disertatni praci byly ziskany pti studijnim pobytu
na Laboratoire de Chimie Analytique et Marine, Universite des Sciences
et Technologies de Lille ve Francii uskuteCnéného v ramci programu Socrates-
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Erasmus a jsou soucasti monitorovacich méteni provadénych pti feSeni programu
Seine-Aval 2 — DYVA. Aplikace DGT techniky v sedimentech ptedstavuje jednu
z dalSich moznych oblasti pouziti difuzni gelové techniky, jejiz studium bylo
pfedmétem zajmu predklddané disertacni préce.

DGT technika byla déale studovana v laboratornich podminkach aplikaci
ve smésnych roztocich kovli a huminovych kyselin (HA) o rizné koncentraci. Cilem
provedenych experimenti bylo posoudit vliv pfitomnosti HA na DGT méieni.
Pozornost byla vénovéana piedevS§im sledovani Casové zavislosti mnoZstvi kovl
vazanych v sorpénim gelu a aplikaci DGT vzorkovacich jednotek s odliSnymi typy
difiznich geld.

Vysledky casové zavislosti ukazaly, ze DGT méfeni v roztocich kovli a HA neni
zavislé na Case. Mnozstvi kovi stanovenych DGT technikou je vSak ovlivnéno
koncentraci HA v expozi¢nich roztocich.

Pro objasnéni ptitomnosti HA na stanoveni kovli DGT technikou byl vypracovan
model vlivu vedlej$ich reakcei na vazbu kovil v sorpénim gelu.

Vzijemny souhlas mezi experimentalné ziskanymi daty a vystupnimi daty
teoretického modelu potvrdil pfedpoklad, Ze na mnozstvi kovi stanovené¢ DGT
technikou v roztocich obsahujicich HA maji vliv pfedev§im rovnovazné procesy
tvorby komplexu kovu s funkéni skupinou sorbentu a jejich ovlivnéni ptitomnosti
HA a tvorbou komplexu kov-HA.

Uvedeny zavér byl rovnéz podpoien vysledky aplikace DGT vzorkovacich
jednotek s odliSnymi typy diftiznich geld, a to RG (,restrict®) gelem s velikosti pora
<1 nm aobvykle pouzivanym APA (,,agarosepolyacrylamide) gelem s velikosti
pord > 5 nm. Bylo zjiSténo, Ze podobné jako pfi DGT méteni APA gelem, je vazba
kovu s funkéni skupinou sorbentu ovlivnéna ptitomnosti HA a tvorbou komplexu
kov-HA také pti DGT métfeni RG gelem. Dale bylo zjisténo, Ze v RG gelu dochazi
k omezeni difuze komplexnich forem kovill ve srovnani s APA gelem.

V disertacni praci zabyvajici se studiem a rozvojem DGT techniky byla popsdna
fada experimentli, které byly provedeny s cilem rozsifit doposud publikované
informace o této nové in situ vzorkovaci gelové technice.

Aplikace DGT techniky v padiach a sedimentech, jakoz 1 jeji studium
v laboratornich podminkach ve smésnych roztocich kovli a HA, vedly k ziskani fady
poznatkt a prispély tak k rozvoji DGT techniky.

Diserta¢ni prace byla podpofena dvéma granty Fondu rozvoje vysokych kol

MSMT - G4/1892/2002 ,Stanoveni biodostupnych forem kovi v padach®
a G4/912/2003 ,,Studium a vyuziti techniky DGT pro specia¢ni analyzu®.
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9 ABSTRACT

This doctoral thesis deals with a recently developed technique of diffusive
gradient in thin films (DGT). The technique is based on the accumulation of solutes
in a resin layer after passing through a well-defined diffusive layer. The mass of
solutes accumulated in the resin layer during a period of deployment time is
measured.

The in situ application of the DGT technique enables the measurement of labile
metal species in water, remobilisation fluxes in sediments, and bioavailability of
metals in soils.

This work focuses on the determination of the following trace metals Cd, Cu, Cr,
Ni, Pb. The results of the application of the DGT technique in soils have been
compared with those obtained by conventional methods. The technique has been
utilized to determine the resupply fluxes of bioavailable metals in soils, too. In situ
deployment of DGT technique in sediments has provided high resolution fluxes
profiles of metals. The laboratory experiments with solutions of metals and humic
acids have shown a way in which the present humic acids influence the DGT
measurements.
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