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Uvod

Puda je jednim z pfirodnich ekosystémd, ve kterém
probihaji slozité procesy vymény latek mezi jeji abiotickou
a biotickou slozkou. Latky, které se do pudy dostavaji
antropogenni ¢innosti, ¢asto vstupuji do procest latkové
vymeény a nepiizniveé tyto pfirodni procesy ovliviuji. Pfi-
tomnost urcitych latek vSak mize byt pro spravnou funkci
ekosystému nezbytna. Mezi takové latky patii napt. nekte-
ré kovy, které jsou pro biotu zivotné dulezité. Pisobeni
kovil na zivé organismy a jejich dostupnost v piidach sou-
visi s fadou faktorti, mezi které patii jak vlastnosti pudniho
systému, tak koncentrace kovl a jejich forma. Stanoveni
obsahu kovll v pudé je proto vyznamnym Kritériem pro
hodnoceni kvality pudy.

Pro stanoveni obsahu kovt v ptidach se v dne$ni dobé
nejcastéji pouzivaji standardizované vyluhovaci postupy.
Velmi c¢asto jsou aplikovany postupy vyuZzivajici lu¢avku
kralovskou', kyselinu dusi¢nou?, octovou®, ethylendiamin-
tetraoctovou (EDTA)’, dusi¢nan sodny*, aj. Tyto metody
stanoveni kovil v pudach umoznuji odhadnout podil kovi
véazany v riznych formach a fazich. Jak vyplyvé z velmi
dobrych korelaci obsahu kovu stanovenych v nékterych
vyluzich (napf. pfi pouziti dusi¢nanu sodného) a obsahu
kovii v nékterych c¢astech rostlin, mohou vyluhovaci postu-
py dobfe charakterizovat biologicky dostupny podil kovi
v pudé*.

Béhem vyluhovani se vzorek pidy mechanicky zpra-
covava, a tim se narusuji fyzikalné-chemické rovnovahy,
které mohou ovliviiovat rozdéleni kovli a jejich forem
v pudnim systému. Vyluhovaci postupy tedy poskytuji
spise informace o celkovém vyuzitelném obsahu kovi, nez
o podilu kovd, ktery je skutecné pfistupny kofenovému
systému rostlin.

V roce 1994 byla popsana’ nova vzorkovaci technika
— technika DGT (Diffusive Gradients in Thin films tech-
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nique, Technika difuzniho gradientu v tenkém filmu) —
umoziujici méfeni koncentrace latek in situ ve vodnych
systémech®'? a mé&feni hmotnostnich tokd latek in situ
v sedimentech”™® a padach'®**. Technika DGT se
v dnesni dob¢ pouziva diky své prekoncentracni schopnos-
ti predeviim pro méfeni obsahu stopovych kovi® ™. Vy-
sledky méteni technikou DGT mohou poskytnout informa-
ce o forméch kovil pfitomnych ve sledovanych systémech
a o kinetice procest probihajicich v sedimentech a pidach.

Technika DGT vyuzivdA dva typy polyakryl-
amidovych gelt — difuzni a sorpéni. Oba typy geli jsou
spolecné s membranovym filtrem utésnény ve vzorkovaci
jednotce ve tvaru pistu (viz obr. 1). Ionty kovi, jejich mo-
bilni a labilni formy, difunduji kruhovym okénkem vzor-
kovaci jednotky DGT o plose 4 (cm?) difuzni vrstvou zna-
mé tlouStky Ag (cm) a vdZou se na vhodny sorbent zakot-
veny v sorpénim gelu. Mnozstvi kovu M (ng) vazaného
béhem doby expozice #(s) v sorpénim gelu se obvykle
stanovuje po eluci sorpéniho gelu kyselinou dusi¢nou me-
todami atomové absorpcni nebo emisni spektrometrie.

Tato prace prinasi vysledky aplikace techniky DGT
ve trojici dobfe definovanych ptudnich vzorkd odebranych
na dlouhodobé& monitorovanych mistech v Ceské republi-
ce. Pozornost je zamétena na stanoveni obsahu Cd, Cr, Cu,
Ni a Pb. Vysledky jsou srovnany s vysledky ziskanymi
obvyklymi vyluhovacimi postupy. Rovnéz jsou ukazany
moznosti vyuziti techniky DGT k odhadu dostupnosti ko-
v v pudach.

Experimentalni ¢ast

Chemikalie a pudni vzorky

Pro pripravu difuznich a sorpcnich geli byl pouzit
akrylamid (Boehringer), patentované sitovadlo (DGT Re-
search, Lancaster, UK), peroxosiran amonny (Lachema)
a tetramethylethylenediamin (TEMED; Sigma-Aldrich).
Pro pfipravu sorpcnich gelti byl dale pouzit Chelex-100
(Na-forma, 200—400 mesh, Bio-Rad).

Pudni vzorky, které byly charakterizovany technikou
DGT, byly podrobné¢ studovany v ramci mezinarodniho
projektu INCO Copernicus — FERTILIA (“Cycling trace
metals in sustainable management of agricultural soils.
Fertility requires the inventory of input metals” IC15-
CT98-0124). Vzorky lehkych az stfednich neutralnich pad
(pH 6,9-7,4) byly odebrany na jafe 1998 na tfech monito-
rovanych mistech v Ceské republice, a to ve tiech hloub-
kovych horizontech 0-10, 40-60 a 90-110 cm,
z pravidelné obdé¢lavanych poli oSetfovanych opakované
v letech 1980 az 1987 Cistirenskymi kaly. Vzorkovaci mis-
ta se nachazela v katastrech ¢. 7901, 25360 a 7902
v blizkosti Zlina a pfedmésti Brna (Chrlice, Tufany). Kaz-
dy vzorek reprezentoval smés 4 x 8 podvzorkili odebranych
Edelmanovou vzorkovaci ty& na plose 1000 m?
(25 x 40 m). Po ususeni vzorki plid volné na vzduchu byla
ziskana presatim pies plastové sito jemna frakce
o velikosti zrn mens$i nez 2 mm. Homogenizované suché
vzorky byly uschovany v plastovych kontejnerech pii tep-
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Obr. 1. Princip techniky DGT a experimentalni uspoiadani pfi jeji aplikaci v pidach

loté 25 °C. Obsah suSiny v téchto vzorcich dosahoval hod-
not 98,5+ 0,5 hm.% .

Pfi zakladni charakterizaci pid byl obsah kovi
v pidach stanoven nekterymi béznymi postupy vyluhova-
ni. Vyluhovani lu¢avkou kralovskou bylo provedeno podle
ISO normy 11466:1995 za varu po dobu 2 h (cit."), vylu-
hovani 0,05 mol I EDTA (pH 7, po dobu 1 h s pomérem
fazi 1/10) a 0,43 mol I"' kyselinou octovou (po dobu 16 h
s pomérem fazi 1/40) podle doporuéeni BCR (cit.’) a vylu-
hovéani 0,1 mol I"" dusi¢nanem sodnym (po dobu 16 h
s pomérem fazi 4/10) dle*.

Pouzité pristroje

Obsah kovu ve vyluzich, jakoz i v eluatech sorpcnich
gell, byl stanoven metodami plamenové a bezplamenové
atomové absorpéni spektrometrie (F AAS, ET AAS) na
pfistrojich Perkin-Elmer 3110 a 4110 ZL za béZzné doporu-
¢ovanych podminek. Obsah kovi byl vysledné vztahovan
na suchou hmotnost vzorku pady.

Pracovni postup

Difuzni gel i sorpéni gel, tj. gel se zakomponovanym
sorbentem, byl piipravovan dle postupti ptejatych od DGT
Research, Lancaster, Velkd Britanie”. Pied aplikaci byl
difuzni gel ekvilibrovan a uchovavan v 0,01 mol I"' NaNO;,
sorpcni gel pak v deionizované vode.

Vzorkovaci jednotky DGT byly sestaveny tésn¢ pred
aplikaci tak, Ze na cylindrickou ¢ast pistu byl umistén disk
sorpéniho gelu, ktery byl prekryt diskem difuzniho gelu
anasledn¢ ochrannym membranovym hydrofilnim poly-
ethersulfonovym filtrem Supor®-450 s velikosti pord
0,45 pm a tloustce 100 um (Gelman Laboratory, USA).
Vrstvy byly nakonec sevieny druhou, prstencovitou, uza-
viraci ¢asti vzorkovaci jednotky.

Sestavené vzorkovaci jednotky DGT byly ponofeny
do vodnych suspenzi ptd tak, aby na sty¢né plose nezista-
ly vzduchové bubliny a cela plocha byla se suspenzi
v pfimém kontaktu. Pro zajiSténi konstantnich vlhkostnich
poméru byl do uzavienych plastovych nadobek se suspen-
zemi umisténa miska s vodou. Schematicky je aplikace
jednotek do pudnich suspenzi znazornéna spolecné
s principem techniky DGT na obr. 1. Z pfipravenych ptd-
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nich suspenzi byly pfed zafatkem a po ukonceni aplikace
vzorkovacich jednotek odebirany pudni roztoky (vodné
vyluhy). Po uplynuti expozi¢ni doby byly jednotky oplach-
nuty, rozebrany a sorpéni gel eluovan v 1 mol I"' HNO;,

Vysledky a diskuse

Srovnani vysledkd ziskanych standard-
nimi vyluhovacimi postupy a technikou
DGT

V ramci projektu FERTILIA byly charakterizova-
ny tfi pidni hloubkové horizonty 0-10 cm, 40—60 cm
a 90—110 cm na sledovanych polich (Zlin, Chrlice a Tura-
ny) vyluhovanim kovii lu¢avkou kralovskou, 0,05 mol 1™
EDTA, 0,43 mol I”! kyselinou octovou a 0,1 mol I
NaNO3.

Pro srovnani byla k charakterizaci pud pouzita také
technika DGT. Vzorkovaci jednotky s tloustkou difuzni
vrstvy 0,82 mm byly aplikovany pfi teploté 28 £ 1 °C po
dobu 48 h do ptdnich suspenzi o vlhkosti 56 % pro vzor-
kovaci misto Zlin, 37,5 % pro Chrlice a 50 % pro Tufany,
tj. vlhkosti, ktera odpovidala 1,5nasobku maximalni kapi-
larni vodni kapacity studované ptidy. Vysledky stanovené
technikou DGT predstavuji primérné hodnoty toku kovi
difuznim gelem béhem doby expozice vzorkovaci jednot-
ky. Byly vypocéteny za predpokladu, ze uvoliovani a trans-
port kovil je béhem vzorkovani konstantni (viz obr. 1),
jako zdanlivé koncentrace kovil cpgr (ug g') v blizkosti
vzorkovaci jednotky dle vztahu

coar = (F. Ag)/ D
Odpovidaji mobilnim formam kovi uvolnénym z pevné
faze pudy a formam transportovanym difuzi pidnim rozto-
kem z blizkého okoli vzorkovaci jednotky.

Srovnani vysledkd standardnich vyluhovacich postu-
pu a techniky DGT je shrnuto graficky na obr. 2. Vysledky
jsou v uvedenych grafech prezentovany jako ucinnost vy-
Iuhovani U v logaritmickém méfitku a jsou vztazeny
k pseudototalnimu obsahu kovt, ktery byl ziskan pouzitim
Iucavky kralovské jako vyluhovaciho ¢inidla (viz tabul-
ka I). Z vysledkt vyplyva, ze mnozstvi kovli stanovené
technikou DGT je o n¢kolik tadi niz§i v porovnani
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s celkovym obsahem kovil stanovenym vyluhovanim lu-
cavkou kralovskou. Pfi pouziti EDTA a kyseliny octové
byly rovnéz ziskdny o n€kolik fadd vyssi vysledky nez pii
aplikaci techniky DGT.

Pro posuzovani dostupnosti kovll v pidach byva do-
porucovano pouziti dusi¢nanu sodného jako vyluhovaciho
ginidla®, Z obr. 2 je viak patrné, Ze se vysledky ziskané
technikou DGT lisi od vysledku ziskanych vyluhem dusi¢-
nanem pro Cd a Cu o 1-2 tfady a pro Cr, Ni a Pb 02-3
fady. Je tedy zfejmé, Ze obsah kovl stanoveny vyluhova-
nim dusi¢nanem sodnym poskytuje spise informace o cel-
kovém vyuzitelném obsahu kovl nez o frakci, kterd by
byla okamzité pfistupna kofenovému systému rostlin.

Také mezi koncentraci kovil stanovenou analyzou
vodného vyluhu a technikou DGT (cpgr ) byly nalezeny
rozdily. Ve vodném vyluhu byla koncentrace Cu a Ni
o jeden a Cr az o dva tady vyssi nez stanovena technikou
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Obr. 2. Srovnani vysledkii standardnich vyluhovacich postupi
a techniky DGT pro a) Cd, b) Cr, ¢) Cu, d) Ni a e) Pb. V grafu
je uvedena relativni ucinnost vyluhovani U daného kovu pro
vyluhovani (e) lu¢avkou kralovskou, (o) EDTA, (m) kyselinou
octovou, (O0) dusiénanem sodnym, (A) vodou, a zdanliva Gcin-
nost (A) ziskana technikou DGT

DGT. Pro Cd byly ziskany vysledky fadové srovnatelné.
Pro Pb se vypoCtena hodnota c¢pgr pohybovala
v hodnotéch o 1 fad nizsich nez odpovidalo hodnoté meze
detekce stanoveni Pb ve vodném vyluhu metodou ET AAS
(0,4 ng ml™"). Tak nizké obsahy Pb bylo mozné stanovit
jen diky prekoncentraénimu efektu techniky DGT.

Srovnanim koncentrace kovii ve vodném vyluhu
a cpgr je mozno posoudit dle™ schopnost puidy dopliiovat
ubytek kovl v piidnim roztoku v disledku jejich odCerpani
vazbou ve vzorkovaci jednotce a tak odhadnout mnozstvi
labilnich a mobilnich forem kovii v ptidnim systému.

Na zakladé vysledki méfeni DGT pro studovanou
trojici pudnich vzorku lze konstatovat, ze Cd je v téchto
pudach pfitomno ve formé labilnich a dostatecné mobil-
nich sloucenin, napf. jako hydratovany ion ¢i hydroxo-
komplex, a jeho ubytek z ptidniho roztoku je dostatecné
rychle doplnovan uvoliovanim z pudy. Pro Cu a Ni je
podil koncentrace stanovené technikou DGT a pfimou
analyzou pudniho roztoku relativné staly a lze proto ptred-
pokladat, Ze Cu a Ni jsou v analyzovanych pidnich vzor-
cich pfitomny ve velmi podobnych formach. Pravdépodob-
né jde o komplexy s organickymi latkami jakymi mohou
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Tabulka I
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Pseudototalni obsah kovt ve sledovanych pidach stanoveny vyluhem lucavkou kralovskou

Pudni vzorek

Koncentrace prvku v pidé [mg kg ']

misto pudni horizont [cm] Cd Cr Cu Ni Pb
0-10 4,70+1,12 601+8 58,4+1,3 53,0+0,9 42,4+1,9
Zlin 40-60 5,03+0,55 194+£25 41,0+1,1 54,1+0,8 27,1+£0,9
90-110 0,75+0,01 101£11 38,8+0,2 59,2+0,8 19,1+1,5
0-10 3,15+0,12 63,6+2,0 93,5+3,0 31,6+1,6 36,0+1,5
Chrlice 40-60 0,55+0,01 34,4+0,7 27,3%£1,0 22,5+0,7 15,0+0,8
90-110 0,029+0,002 24,5+1,0 9,1+0,4 16,1+1,5 7,0+0,6
0-10 5,68+2,39 99,1+2,3 163+4 44,7+0,8 56,4+0,6
Tufany 40-60 4,9440,90 90,7+4,0 143+8 46,6+2,3 57,5+4,9
90-110 0,72+0,04 34,2+0,8 31,6+0,5 24,4+1,9 28,4+1,3
# Pramér (n = 4) + kombinovana nejistota (k = 2)
byt huminové kyseliny. Chrom je pak, s vyjimkou vzorku ky tak zacne klesat.
z oblasti Zlina, v piid€ vazan ve formé stabilnich slouc¢enin Odezva pudy na rozdilné pozadavky jednotek DGT
a je velmi malo dostupny, patrné ve formé koloidt. Odlis- byla sledovdna aplikaci vzorkovacich jednotek

né chovani Cr v pidnim vzorku z oblasti Zlina je mozné
vysvétlit na zakladé poznatkd o historii pidniho vzorku.
Zdrojem dostupnych forem Cr byly pravdépodobné Cisti-
renské kaly pouzité v 80. letech ke hnojeni doty¢nych poli.

Rozdily mezi obsahy kovi zjisténymi vyluhovacimi
postupy a technikou DGT vyplyvaji z odlisnych ptistupt
stanoveni. Technika DGT na rozdil od vyluhovacich po-
stupti umoznuje nedestruktivni in situ zplsob stanoveni
kovi v pidach a je tedy blize odhadu skutecného obsahu
dostupnych forem kovi pfitomnych v padé.

Uvolnitelnost kovu z pidy do pudniho
roztoku méfend technikou DGT

Aplikace vzorkovacich jednotek DGT s rozdilnou
tloustkou difuzni vrstvy umoziuje odCerpavat v blizkosti
jednotky sledované kovy odlisSnou mérou a soucasn¢ sle-
dovat ptimou odezvu pidy na takto definované odc¢erpava-
ni uvolovanim dal$ich iontt kovi. Takto mize byt zjed-
nodusené simulovana funkce kofenovych systémi rostlin.
Rozdilna tloustka difuzni vrstvy totiz podminuje ustaveni
riznych koncentra¢nich gradienti ve vzorkovaci jednotce
DGT béhem doby jeji aplikace. Kovy jsou v disledku toho
z okoli jednotky odCerpavany rtiznou rychlosti. Pfi vétsi
tloust’ce difuzniho gelu se v ném vytvaii mirnéjsi koncent-
racnich gradient. Za této situace je vice pravdépodobné, Ze
pudni systém je schopen ubytek kovi z pudniho roztoku
dostatecné rychle dopliiovat. Malé tloustky difuznich geld
vedou k ustaveni strméjsich koncentrac¢nich gradientu,
takze rychlost od¢erpani kovil z ptidniho roztoku v okoli
vzorkovaci jednotky DGT je vyssi. Pudni systém pak ne-
musi mit schopnost tento tbytek dostate¢né rychle vyrov-
navat a koncentrace kovti v piidnim roztoku v okoli jednot-
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s tloustkou difuzni vrstvy 0,50-3,51 mm ve svrchnim
horizontu (0-10 cm) vSech tfi pudnich vzorki. Vlhkost
pripravenych pudnich suspenzi odpovidala pfiblizné
1,5nasobku maximalni kapilarni kapacity, u vzorkd ze
Zlina ¢inila 60 %, z Chrlic 37,5 % a z Tutan 50 %. Jednot-
ky byly exponovany po dobu 48 h pfi teploté 30 £ 1 °C.

Vysledky aplikace jednotek DGT s odlisnou tloust-
kou difuzni vrstvy, zpracované jako zavislosti toku kovu
jednotkou DGT na reciproké hodnoté tloustky difuzni
vrstvy, vykazovaly obdobny prubéh pro vSechny sledo-
vané kovy. Jako ptiklad je uvedena na obr. 3 zavislost
pro Ni. Ve quasi-linearni ¢asti zavislosti, odpovidajici
vétsim tloustkam difuzni vrstvy, ma puda schopnost
pufrovat ubytek kovil spjaty s jejich vazbou v sorpénim
gelu dostate¢né rychle uvoliiovanim labilnich forem ko-
vi. Naproti tomu pro tenc¢i vrstvy, tloustku difuzni vrst-
vy 0,51-1,81 mm pro pudni vzorky Zlina a Chrlic
a 0,51-0,82 mm pro vzorky z Tufan, pida jiz nestaci dopl-
novat odCerpané ionty kovi azavislost se zakfivuje
k limitni hodnoté toku. Tu je mozné povazovat za maxi-
malni hodnotu toku dopliovani dostupnych forem iontd
kovii z pudnich ¢astic do pidniho roztoku. Tyto hodnoty
jsou prehledné shrnuty pro vSechny sledované kovy
v tabulce II.

Udaje tokt v predchozich zavislostech je mozné pie-
pocitat na zdanlivé koncentrace kovil c¢pgr stanovené tech-
nikou DGT (viz vyse) a srovnat je s koncentracemi kovl
ve vodnych vyluzich. Pfiklad tohoto srovnani uvadi pro Ni
a pudni vzorek Chrlice obr. 4, pficemZ procenticky udaj
udava podil cpgr vzhledem ke koncentraci Ni stanovené ve
vodném vyluhu. Niz§i hodnoty c¢pgr ve srovnani
s koncentracemi v ptidnim roztoku mohou byt zptsobeny
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Obr. 3. Zavislost toku niklu Fy; jednotkou DGT na reciproké
hodnoté tloust'’ky difuzni vrstvy Ag pro oblast I — Turany,
2 —Chrlice, 3 — Zlin

Tabulka II
Maximalni toky uvolnitelnych forem kovti v pidé stanove-
né technikou DGT

Misto Maximélni tok [ng cm™ den™]

Cd Cr Cu Ni Pb
Zlin 45 2,0 110 23 0,36
Chrlice 12 0,68 62 34 0,77
Tufany 7 1,3 31 85 0,45

odliSnou pohyblivosti riiznych chemickych forem v gelu,
nebot’ hodnoty difuznich koeficientd vétsSich molekul,
napf. komplex s huminovymi latkami, jsou mensi nez
hydratovanych iontd. Pro malé tloustky difuznich gela,
kdy jsou pozadavky na uvolfiovani kovu z pudy vyssi,
odrazi procenticky vyjadiené udaje rovnéz nedostatecnou
schopnost piidniho systému vyrovnavat ibytek kovu spjaty
s vazbou v sorp¢nim gelu. Déle se v rozdilech mutize proje-
vit pfitomnost rtizné stabilnich chemickych forem kovu.
Pouze labilni formy ptispivaji k mnozstvi kovu stanovené-
mu technikou DGT. Béhem doby difuze gelem vSak muze
dojit k transformaci nékterych chemickych forem na labil-
n¢&jsi. Dobu difuze, dobu mozné transformace, uvadéji pro
jednotlivé tloustky difuznich gelti ¢asové udaje v obr. 4.
Prave delsi doba difuze, kterd umoziluje transformaci rela-
tivné stabilngjsich forem Ni, pak mize vysvétlit vyssi hod-
notu podilu uvedenou pro tloustku difuzni vrstvy 3,51 mm
oproti 1,81 mm, kdy ma pudni systém schopnost ubytek
kovii dostatecné rychle vyrovnavat.
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Environmental Protection, Faculty of Chemistry, Brno
University of Technology, Brno, " Institute of Analytical
Chemistry, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Brno): Application of Diffusive Gradients in Thin Film
Technique to Soil Characterization

Technique of diffusive gradients in thin films (DGT)
was applied to estimation of available Cd, Cr, Cu, Ni and
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Pb in soil samples taken from three representative con-
taminated sites in the Czech Republic, investigated in
long-term monitoring studies. The results obtained by the
DGT technique and conventional leaching procedures are
compared and discussed. Availability of the metals was
also assessed by evaluation of resupply fluxes of metals
from the soil solid matrix.



