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LMWOA tvoří s TK více či méně stabilní komplexy, které 
hrají významnou roli v příjmu TK rostlinou10. 
Z nízkomolekulárních organických kyselin se v půdě 
(a v půdním roztoku) nejčastěji vyskytují kyseliny �ťavelo-
vá, citronová, jablečná, vinná a octová11.  

Tato práce je zaměřena na charakterizaci vlivu vybra-
ných LMWOA (kyseliny octové, �ťavelové a citronové) na 
difuzi kadmia v modelových roztocích s pou�itím techniky 
DGT. 

 
 

Experimentální část 
 
Modelové roztoky kadmia byly připraveny postup-

ným ředěním kalibračního roztoku s certifikovanou kon-
centrací Cd (Analytika, ČR) a z kalibračních roztoků 
s certifikovanou koncentrací kyseliny �ťavelové, citronové 
a octové (Merck, ČR) v rozmezí jejich koncentrací bě�ně 
se vyskytujících v kontaminovaném půdním roztoku, tj. 1 
a� 10 µg L−1 (cit.12, viz tabulka I). Iontová síla modelových 
roztoků byla upravena 0,1 mmol L−1 NaNO3 (cit.13,14), ky-
selost modelových roztoků byla určena koncentracemi 
jednotlivých organických kyselin a pohybovala se okolo 
hodnoty pH 5,6 ± 0,3, co� je hodnota spadající do oblasti 
pH, ve které je technika DGT spolehlivě aplikovatelná13. 

DGT jednotky (DGT Research, Lancaster, UK) jsou 
slo�eny z nosné a funkční části. Nosnou část tvoří teflono-
vá podlo�ka (piston) a čepička (cap), které dr�í vlastní 
funkční části DGT jednotky (gely a membránu) pohroma-
dě a vymezují tzv. expoziční okno. Funkční část se skládá 
z difuzního gelu (polyakrylamid hydrogel; Diffusive Gel 
Strip; 0,8 mm) uchovávaného v 0,1 mol L−1 NaCl při tep-
lotě 4 °C, iontoměničového sorpčního gelu (Chelex Gel 
Strip; 0,4 mm) s funkčními skupinami kyseliny imidoocto-
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Úvod 

 
Technika difuzního gradientu v tenkém filmu 

(Diffusive Gradient in Thin Films; DGT) je poměrně no-
vou separační technikou, která byla vyvinuta v roce 1993 
(cit.1) pro potřeby sledování obsahu tě�kých kovů (TK) ve 
vodách. Mo�nosti jejího vyu�ití jsou i ve stanovení biopří-
stupné (labilní) frakce kovů v sedimentech2, půdách3−5 
a v půdním roztoku6. 

Technika DGT je zalo�ena na Fickových zákonech 
difuze, kdy mno�ství sorbovaného kovu na iontoměničový 
(sorpční) gel přímo závisí na době expozice (t), plo�e (A) 
a tlou�ťce vrstvy (δ). Směrnicí této závislosti je difuzní 
koeficient (D), který závisí na teplotě a je charakteristický 
pro ka�dou látku. Někdy se také pro charakterizaci difuze 
látek pou�ívá veličina difuzní tok (F) (cit.7), vyjadřující 
koncentrační gradient sledovaného elementu. 

Difuze kovu gelem a mno�ství TK zachyceného na 
sorpční gel závisí nejen na celkové koncentraci TK 
v matrici (vodě, půdě, sedimentech, nebo půdním roztoku), 
ale také na síle jeho vazby na jednotlivé komponenty mat-
rice8. Různě slo�itá matrice se stejnou celkovou koncentra-
cí TK mů�e tedy obsahovat různá mno�ství labilních fo-
rem TK. 

Významnou součástí půdní matrice a současně vý-
znamnými ligandy TK jsou nízkomolekulární organické 
kyseliny (low molecular weight organic acids, LMWOA)9. 

LABORATORNÍ PŘÍSTROJE A POSTUPY 

Tabulka I 
Schéma označení a koncentrace modelových roztoků 

Označení 
roztoku 

Cd 
[nmol L−1] 

OAa 
[nmol L−1] 

CAb 
[nmol L−1] 

AAc 
[nmol L−1] 

Cd 8,90 0 0 0 
Cd D 8,90 111,00 52,05 156,25 
Cd DE 8,90   22,00 10,41   31,25 
Cd E 8,90   11,00   5,21   15,63 
Cd EF 8,90     2,20   1,04     3,13 
Cd F 8,90     1,10   0,52     1,56 
Cd G 8,90     0,11   0,05     0,16 

a Kyselina �ťavelová, b kyselina citronová, c kyselina octová  
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vé (komerční označení Chelex® 100, cit. 13), skladovaném 
v demineralizované vodě při teplotě 4 °C a membránového 
filtru průměru 25 mm a velikosti pórů 0,45 µm (Tuffryn® 
Membrane Filter, Pall Corporation, USA).  

DGT jednotky (10 kusů) byly ulo�eny na PET síto 
(o velikosti ok 2 × 2 cm) tak, aby expoziční plochy byly 
ponořeny cca 0,5 cm pod hladinou modelového roztoku 
(obr. 1). Síta byla umístěna do plastového kontejneru 
o objemu 2,5 L, objem modelového roztoku byl 2,2 L. 
Doba expozice jednotek v roztoku byla 24, 48, 72, 120 
a 196 hodin a probíhala při konstantní teplotě 4 °C. Roztok 
nebyl trvale míchán, neboť předbě�ný experiment porov-
návající nemíchaný a míchaný systém neprokázal statistic-
ky významný rozdíl v naměřeném obsahu iontů 
v sorpčním gelu (tab. II). Roztok byl míchán rychlostí 
500 min−1, co� je hodnota doporučená13 pro dobře míchaný 
roztok. Podle vztahu (1) (cit.3), kde Mt je mno�ství Cd 
navázané na iontoměnič sorpčního gelu v daném čase, D je 
difuzní koeficient Cd, Cb je koncentrace iontů Cd 
v exponovaném roztoku, t je doba expozice, A je expoziční 
plocha (3,14 cm2), ∆g je tlou�ťka difuzního gelu (0,4; 0,8 
a 1,6 mm, cit.13), δh je tlou�ťka hraniční difuzní vrstvy: 

byla vypočítána hodnota hraniční difuzní vrstvy δh = 86 µm 
pro nemíchaný roztok, co� je teoretická hodnota, která 
zvět�uje tlou�ťku difuzní vrstvy dobře míchaného roztoku 
(danou difuzním gelem) o 8,4 %, co� se projeví skutečnou 
chybou v koncentraci Cd v eluentu v nemíchaném roztoku 
o 0,18 a� 2,32 %. 

DGT jednotky byly postupně (v daný expoziční čas) 
po dvou kusech vyjímány z nádoby, rozebrány a sorpční 
gel byl lou�en po dobu 7 dní při teplotě 4 °C v 1 mL 
2 mol L−1 HNO3 v 1,5 mL vialkách13. Získaný výluh byl 
demineralizovanou destilovanou vodou naředěn na trojná-
sobný objem a obsah Cd (koncentrace Ce viz dále) byl 
stanoven metodou atomové absorpční spektrometrie 
s elektrotermickou atomizací (ET-AAS) na přístroji Varian 
AA 280Z s grafitovou kyvetou GTA 120 (Austrálie). 

Při hodnocení rozdílu v sorbovaném mno�ství tě�ké-
ho kovu v jednotlivých variantách se vycházelo ze základ-
ního vztahu13: 

kde Vg je objem gelu (0,16 mL), Ve je objem lou�icího 
média (1 mL 2 mol L−1 HNO3), fe je výtě�nost lou�ení pro 
vět�inu kovů (v 2 mol L−1 HNO3 se uvádí hodnota fe = 0,8 
(cit.13), tedy výtě�nost 80 %) a Ce je koncentrace sledova-
ného kovu v eluentu stanovená metodou ET-AAS. 

Dal�ím parametrem charakterizujícím vliv přítomnos-
ti ligandu na difuzi Cd je difuzní tok (F), daný základním 
vztahem15: 

 
Expoziční čas (t) nabýval hodnot 24, 48, 72, 120 

a 196 hodin. Hodnotu difuzního toku lze buď vypočítat 
podle vztahu (3) nebo ji určit z časových závislostí akumu-
lovaného mno�ství Cd (cit.16), přičem� je výhodné hodno-
tu Mt vztáhnout ke koncentraci Cd v okolním roztoku 
v daném čase (Mt,bulk)17 a získat tak relativní poměr sorbo-
vaného mno�ství (Rp): 

Ze směrnic přímek časových závislostí lze pak získat 
reálný difuzní tok (Fr), který je nezávislý na koncentraci 
Cd v roztoku. Z hodnoty Fr lze vypočítat reálný difuzní 
koeficient (D) pro daný systém15: 

kde δ je tlou�ťka difuzní vrstvy daná součtem tlou�ťky 
difuzního gelu, tlou�ťky membránového filtru a tlou�ťky 
hraniční difuzní vrstvy vzniklé v důsledku nemíchání roz-
toku (1,021 mm). V této práci byl vyu�it vztah14: 

kde s je směrnice (sklon, ng min−1). 

DGT jednotky

modelový roztok

polyethylenové síto

polyethylenový box

podpora síta

Obr. 1. Schéma pokusu. Umístění DGT jednotek v modelovém 
roztoku  
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Tabulka II  
Výsledky předbě�ného experimentu s míchaným (500 min−1) 
a nemíchaným roztokem. Hodnoty Ce (koncentrace kadmia 
stanovená metodou ET-AAS) spolu korelují (0,995) 

Typ roztoku Ce [µg L−1] 
Expoziční čas 24 h 48 h 72 h 
Nemíchaný 3,10 ± 0,10 4,64 ± 0,07 5,55 ± 0,16 
Míchaný 3,13 ± 0,03 4,75 ± 0,06 5,56 ± 0,08 
Odchylka,  % 1,00 2,32 0,18 
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Výsledky a diskuse 
 
Pro potvrzení, �e nemíchání roztoku kontinuálně ne-

mělo vliv na linearitu difuze, byly sestrojeny grafy závis-
losti Mt na čase (obr. 2). 

Tyto závislosti jsou lineární, co� potvrzuje to, �e 
v roztocích s velmi nízkou koncentrací se vliv nemíchání 
výrazně neprojeví. Závislosti procházejí nulou13,18, co� 
v�ak není v�dy pro potvrzení linearity sorpce vy�adová-
no14. 

Ze zji�těných hodnot mno�ství Cd zachyceného na 
sorpční gel vzta�eného na aktuální mno�ství Cd v roztoku 
(Rp) z roztoků o různých koncentracích kyseliny �ťavelo-
vé (OA), citronové (CA), nebo octové (AA) byly sestroje-
ny časové závislosti. Průběh závislostí v roztocích 
s obsahem kyseliny �ťavelové ukazuje obr. 3, závislosti za 
přítomnosti dal�ích kyselin jsou obdobné. Přímky nemíří 
do počátku souřadnic, proto�e na ustavení rovnováhy je 
třeba jistého času (třeba�e velmi krátkého), a tedy 
v blízkosti nuly není závislost sorbovaného mno�ství Cd 
na čase lineární14,19. Proto nebyly závislosti na nulový 
obsah Cd extrapolovány a končí posledním experimentál-
ně ověřeným bodem.  

Se zvy�ující se koncentrací kyseliny �ťavelové, citro-
nové i octové v roztoku docházelo ke sni�ování mno�ství 
Cd sorbovaného na sorpční gel, mno�ství sorbovaného Cd 
záviselo také na typu kyseliny (ligandu). Přítomnost ligan-
du v roztoku se projevila i změnou hodnoty reálného di-
fuzního toku (tabulka II), kdy hodnota Fr se z hodnoty 
3,41·10−6 cm−2 s−1, charakteristické pro samotné Cd 
v roztoku bez ligandu, zmen�ovala s rostoucí koncentrací 
daného ligandu (obr. 4). Závislost reálného toku na kon-
centraci pou�itých kyselin bylo mo�né popsat exponenci-
ální rovnicí 1. řádu. Směrnice této závislosti (A1) byla 
charakteristická pro danou organickou kyselinu a její veli-
kost závisela lineárně (y = 2,224·10−9 · x + 2,223·10−9) na 

počtu karboxylových skupin v kyselině, a to s prav-
děpodobností P = 0,073 a spolehlivostí R = 0,985. 
Z hodnot směrnic exponenciálních závislostí (tabulka III) 
lze usuzovat na míru zpomalení difuze, a to v řadě od ky-
seliny octové přes kyselinu �ťavelovou ke kyselině citro-
nové: AA < OA < CA.  

Vliv přítomnosti ligandu na difuzi Cd lze z odezvy 
DGT hodnotit podle velikosti difuzních koeficientů vy-
počtených z hodnoty reálného difuzního toku Fr (tabulka 
IV) podle vztahu (5) a zároveň podle vztahu (6). Experi-
mentálně zji�těná hodnota difuzního koeficientu pro Cd 
bez ligandu byla 3,41·10−6 cm2 s−1, co� je ve shodě 
s tabelovanou hodnotou difuzního koeficientu pro Cd při 
teplotě 4 °C 3,44·10−6 cm2 s−1 (cit.20). Hodnota reálného 

Obr. 2. Závislost sorbovaného mno�ství Cd (Mt) na čase 
z roztoku čistého Cd (0) a z roztoků Cd s kyselinou octovou 
o koncentraci 15,63 nmol L−1 (1), �ťavelovou o koncentraci 
11 nmol L−1 (2) a citronovou o koncentraci 10,41 nmol L−1 (3) 
 

Obr. 3. Časové závislosti poměrného mno�ství Cd sorbované-
ho na sorpční gel v roztocích s různou výchozí koncentrací 
kyseliny �ťavelové (viz tab. I) a stejnou výchozí koncentrací 
Cd (tj. 1 µg L−1), × Cd, ! CdG, " CdF, $ CdE, ! CdD 

Obr. 4. Závislost difuzních toků Cd na koncentraci kyseliny 
octové (1), �ťavelové (2) a citronové (3)  
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difuzního koeficientu se s přídavkem ligandu sni�ovala, 
přičem� zále�elo na typu i mno�ství přidaného ligandu. 

V současné době existují dvě představy, jak přítom-
nost ligandů v roztoku ovlivňuje difuzi a sorpci TK na 
sorpční gel. První představa14,19 předpokládá difuzi difuz-
ním gelem a následnou sorpci na sorpční gel pouze u vol-
ných iontových forem TK. Touto difuzí dochází 
k neustálému odebírání volných iontů TK a k termodyna-
micky vynucenému rozpadu komplexu TK s LMWOA na 
rozhraní roztoku a difuzního gelu. Mno�ství TK zachycené 
na sorpční gel za určitý čas je ovlivňováno poločasem 
rozpadu komplexů TK v roztoku a jeho pomalej�í difuzí 

z roztoku k fázovému rozhraní s gelem. Tento vliv se pro-
jeví pouze v případě komplexů stabilněj�ích, u těch, které 
se rozpadají rychle (labilní komplexy), není rozpadová 
reakce pro difuzi limitujícím faktorem. V případě stabil-
něj�ích komplexů14,21 je hlavním mechanismem termody-
namická rovnováha popsaná Guldbergovým-Waagovým 
zákonem, která je dána rovnová�nou konstantou reakce 
(K). To znamená, �e změna v koncentraci (mno�ství) jed-
noho z produktů nebo reaktantů má za následek změnu 
v koncentraci ostatních komponent reakce (K se za dané 
teploty nemění). Bude-li tedy jeden z reaktantů (kov) ode-
bírán (například Cd2+ difuzí a následnou sorpcí), bude 
docházet k opětovnému ustavování rovnováhy tak, �e bude 
docházet k rozpadu produktů (komplexu Cd-LMWOA). 
Ni��í sorpci Cd na sorpční gel lze tedy vysvětlit jeho ni��í 
volnou (iontovou) okam�itou koncentrací v roztoku, která 
se navíc, jak vyplývá z Guldbergova-Waagova zákona, 
sni�uje rychleji ne� v roztoku, ve kterém Cd komplexy 
netvoří. 

Druhá představa22,23 předpokládá, �e difuzním gelem 
procházejí spolu s volnými ionty TK i některé komplexy 
TK. Tuto představu lze uplatnit v experimentech, ve kte-
rých byl pou�it difuzní gel s vysokou pórovitostí nebo 
komplexy s velmi malými ligandy. Sní�ení zachyceného 
mno�ství TK na sorpční gel z takového roztoku oproti 

Tabulka III 
Směrnice A1 exponenciálních závislostí (y = A1*exp(−x/
t1)+ y0) reálného difuzního toku na koncentraci kyseliny 
citronové (CA), �ťavelové (OA) a octové (AA) 

  CA OA AA 
A1 (nmol L−1 cm−2 s−1) 8,67·10−9 7,12·10−9 4,22·10−9 
R a  0,994 0,974 0,990 

a Spolehlivost 

Tabulka IV 
Reálné difuzní toky kadmia (Fr), reálné difuzní koeficienty kadmia (D) a zpomalení difuzního toku vlivem přítomnosti 
LMWOA (Fkin) v prostředí různých koncentrací kyseliny �ťavelové (OA), citronové (CA) a octové (AA). Hodnoty pH 
jednotlivých modelových roztoků se pohybovaly okolo 5,6 ± 0,3  

LMWOAbulk
a [nmol L−1] Fr [cm−2 s−1] D [cm2 s−1] Fkin [cm−2 s−1] 

Cd 
0,00 2,23·10−8 3,41·10−6 0,0 

Cd+OA b 
0,11 2,21·10−8 3,32·10−6 −0,20·10−9 
1,10 2,03·10−8 3,27·10−6 −2,00·10−9 

11,00 1,75·10−8 3,12·10−6 −4,80·10−9 
111,00 1,47·10−8 2,85·10−6 −7,60·10−9 

Cd+CA c 
0,05 2,11·10−8 2,86·10−6 −1,20·10−9 
0,52 1,59·10−8 2,45·10−6 −6,40·10−9 
5,21 1,40·10−8 2,11·10−6 −8,30·10−9 

52,05 1,31·10−8 1,83·10−6 −9,20·10−9 
Cd+AA d 

15,63 2,09·10−8 3,41·10−6 −1,40·10−9 
31,25 2,05·10−8 3,38·10−6 −1,80·10−9 

156,25 1,82·10−8 3,17·10−6 −4,10·10−9 

a Počáteční koncentrace Cd byla 8,90 nmol L−1, viz tab. I, b Cd v přítomnosti různých koncentrací kyseliny �ťavelové,  c  Cd 
v přítomnosti různých koncentrací kyseliny citronové, d Cd v přítomnosti různých koncentrací kyseliny octové  
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roztoku, kde se komplexy nevyskytují, je pak způsobeno 
ni��ími difuzními koeficienty komplexů TK, ne� jaké mají 
volné ionty TK. 

Ve skutečnosti zřejmě dochází ke kombinaci obou 
představených mechanismů, a to v závislosti na stabilitě 
daných komplexů a jejich velikosti24. To, který z daných 
procesů se bude více uplatňovat, závisí na kritériích labili-
ty systému15, kterých bylo v literatuře charakterizováno 
opravdu mnoho17,25,26. Tato kritéria vycházejí 
z aproximace reakční vrstvy27,28, podle ní� je mo�né po-
soudit míru lability daného systému z hodnoty difuzního 
toku Fkin (cit.7). Fkin (tabulka IV) je parametrem charakteri-
zujícím záporný příspěvek k difuzi TK. Zpomalení difuze 
mů�e být způsobeno disociací komplexu v souvislosti 
s odebíráním iontů sledovaného kovu. Hodnota Fkin závisí 
jak na schopnosti komplexu disociovat, tak na transportu 
uvolněných iontů i komplexů k fázovému rozhraní, co� je 
dáno podmínkami stacionárního stavu a maximálního toku 
komplexu roztokem. Podle této představy je reálný difuzní 
tok TK (Fr) tvořen z několika příspěvků7: 

 
kde Fmetal je difuzní tok samotného TK (tabulka IV), Fdif je 
záporný příspěvek (zpomalení difuze) způsobený pomalej-
�í difuzí komplexu TK v porovnání se samotným TK, kte-
rý lze v labilních systémech (Cd + některé LMWOA) za-
nedbat14, a Fkin je zpomalení difuze v důsledku rychlosti 
vynuceného rozpadu komplexů na fázovém rozhraní, vy-
plývající z Guldbergova-Waagova zákona. Fkin má tedy 
zápornou hodnotu a jeho velikost (tabulka II) závisí na 
mno�ství a charakteru přítomného ligandu, tedy na mno�-
ství komplexovaného Cd a na stabilitě daného komplexu. 
Počáteční celkové koncentrace kadmia v jednotlivých ná-
dobách stanovené pomocí ET-AAS se od předpokládané 
hodnoty li�í, co� je způsobeno jak náhodnou chybou ředě-
ní, tak i chybou měření na mezi detekce metody ET-AAS. 
Tato rozdílnost vstupních koncentrací je v�ak ve výpočtu 
difuzních koeficientů i toků zohledněna (přepočtem podle 
vztahu (4)), stejně jako nestejně ubývající koncentrace 
kadmia v experimentech způsobená různě rychlou difuzí. 

 
 

Závěr 
 
Z předlo�ených dat získaných technikou DGT 

(metodou pou�ívanou ke stanovení labilní frakce tě�kých 
kovů v biologické matrici) vyplývá, �e nízkomolekulární 
organické kyseliny, bě�ně se vyskytující v půdním roztoku 
(�ťavelová, citronová a octová), svou přítomností sni�ují 
míru zachycení kadmia na sorpčním gelu ve srovnání 
s roztokem Cd bez přítomnosti těchto ligandů. Velikost 
sorpce je charakterizována příslu�nými difuzními koefici-
enty nebo difuzními toky Cd v roztocích s různou koncent-
rací sledovaných kyselin. S vy��í koncentrací kyseliny 
v roztoku dochází ke sni�ování mno�ství kadmia zachyce-
ného na sorpční gel. Uvedený děj lze popsat exponenciální 

funkcí prvního stupně s dobrou spolehlivostí. Důvodem 
sni�ování mno�ství Cd zachyceného na sorpční gel je tvor-
ba komplexů testovaných kyselin s Cd. V důsledku jejich 
rozpadání během sorpce Cd dochází ke zpomalení difuz-
ních toků daných systémů (F) o příspěvek kinetického 
toku (Fkin). 

 
Práce byla provedena za přispění grantů GA ČR 

č. 521/06/0496 a M�MT č. MSM 6046070901. 
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J. Jaklová Dytrtováa, M. Jakla, D. Kolihováb, 
D. Miholováb, and P. Tlusto�a (a Department of Agro-
environmental Chemistry and Plant Nutrition,  
b Department of Chemistry, Czech University of Life Sci-
ences, Prague, Czech Republic): The Effect of Low-
Molecular-Weight Organic Acids on  Cadmium Assay 
Using Diffusive Gradient in Thin Film Technique 

 
Low-molecular-weight organic acids (citric, acetic 

and oxalic), which are common in soil solutions, decrease 
accumulation and diffusion flow of cadmium. The flows 
depend on the amount and type of organic acid in solution. 
The order of focused acids according to the degree of dif-
fusion retardation is: acetic < oxalic < citric acid. The rela-
tive diffusion flow (Fr) was obtained as the gradient of the 
time dependences of real amounts of accumulated Cd. 
From Fr and real flow of free Cd, the kinetic flow was 
calculated, which characterizes the retardation impact of 
the acids on cadmium diffusion. 
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