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Uvod

Technika difuzniho gradientu v tenkém filmu
(Diffusive Gradient in Thin Films; DGT) je pomérné no-
vou separacni technikou, ktera byla vyvinuta v roce 1993
(cit.") pro potieby sledovani obsahu t&zkych kovii (TK) ve
vodach. Moznosti jejiho vyuziti jsou i ve stanoveni biopfi-
stupné (labilni) frakce kovi v sedimentech?, pfldélch}5
a v padnim roztoku®.

Technika DGT je zalozena na Fickovych zdkonech
difuze, kdy mnozstvi sorbovaného kovu na iontoménicovy
(sorp¢ni) gel primo zavisi na dobé expozice (¢), plose (4)
atloust’ce vrstvy (8). Smérnici této zavislosti je difuzni
koeficient (D), ktery zavisi na teploté€ a je charakteristicky
pro kazdou latku. Nékdy se také pro charakterizaci difuze
latek pouziva veli¢ina difuzni tok (F) (cit.”), vyjadiujici
koncentra¢ni gradient sledovaného elementu.

Difuze kovu gelem a mnozstvi TK zachyceného na
sorpéni gel zavisi nejen na celkové koncentraci TK
v matrici (vodé, pud€, sedimentech, nebo pidnim roztoku),
ale také na sile jeho vazby na jednotlivé komponenty mat-
rice®. Riizng slozitd matrice se stejnou celkovou koncentra-
ci TK muze tedy obsahovat rizna mnozstvi labilnich fo-
rem TK.

Vyznamnou soucasti pidni matrice a soucasné vy-
znamnymi ligandy TK jsou nizkomolekuldrni organické
kyseliny (low molecular weight organic acids, LMWOA)’.
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LMWOA tvoii s TK vice ¢i méné stabilni komplexy, které
hraji vyznamnou roli v pijmu TK rostlinou'.
Z nizkomolekularnich organickych kyselin se v puadé
(a v pidnim roztoku) nejcastéji vyskytuji kyseliny $tavelo-
va, citronova, jablecnd, vinna a octova'l.

Tato prace je zaméfena na charakterizaci vlivu vybra-
nych LMWOA (kyseliny octové, §tavelové a citronové) na
difuzi kadmia v modelovych roztocich s pouZitim techniky
DGT.

Experimentalni ¢ast

Modelové roztoky kadmia byly pfipraveny postup-
nym fedénim kalibra¢niho roztoku s certifikovanou kon-
centraci Cd (Analytika, CR) a zkalibraénich roztokd
s certifikovanou koncentraci kyseliny $tavelové, citronové
a octové (Merck, CR) v rozmezi jejich koncentraci b&zné
se vyskytujicich v kontaminovaném ptdnim roztoku, tj. 1
az 10 pg L™ (cit."?, viz tabulka I). Tontova sila modelovych
roztokt byla upravena 0,1 mmol L™ NaNO; (cit.'*'), ky-
selost modelovych roztokti byla urcena koncentracemi
jednotlivych organickych kyselin a pohybovala se okolo
hodnoty pH 5,6 £ 0,3, coz je hodnota spadajici do oblasti
pH, ve které je technika DGT spolehlivé aplikovatelna'®.

DGT jednotky (DGT Research, Lancaster, UK) jsou
slozeny z nosné a funkéni ¢asti. Nosnou ¢ast tvoii teflono-
va podlozka (piston) a Cepicka (cap), které¢ drzi vlastni
funkéni ¢asti DGT jednotky (gely a membranu) pohroma-
de¢ a vymezuji tzv. expozi¢ni okno. Funkéni cast se sklada
z difuzniho gelu (polyakrylamid hydrogel; Diffusive Gel
Strip; 0,8 mm) uchovavaného v 0,1 mol L™ NaCl pfi tep-
loté 4 °C, iontoménicového sorpéniho gelu (Chelex Gel
Strip; 0,4 mm) s funkénimi skupinami kyseliny imidoocto-

Tabulka I
Schéma oznaceni a koncentrace modelovych roztoka
Oznageni  Cd OA® CA® AAC
roztoku [nmol L’l] [nmol L’l] [nmol L’l] [nmol L’l]
Cd 8,90 0 0 0
CdD 8,90 111,00 52,05 156,25
Cd DE 8,90 22,00 10,41 31,25
CdE 8,90 11,00 5,21 15,63
Cd EF 8,90 2,20 1,04 3,13
CdF 8,90 1,10 0,52 1,56
CdG 8,90 0,11 0,05 0,16

* Kyselina §tavelova, " kyselina citronova, © kyselina octova
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Obr. 1. Schéma pokusu. Umisténi DGT jednotek v modelovém
roztoku

vé (komeréni ozna¢eni Chelex® 100, cit. ), skladovaném
v demineralizované vod¢ pfi teploté 4 °C a membranového
filtru priméru 25 mm a velikosti péra 0,45 um (Tuffryn®
Membrane Filter, Pall Corporation, USA).

DGT jednotky (10 kust) byly ulozeny na PET sito
(o velikosti ok 2 x 2 cm) tak, aby expozi¢ni plochy byly
ponofeny cca 0,5 cm pod hladinou modelového roztoku
(obr. 1). Sita byla umisténa do plastového kontejneru
oobjemu 2,5 L, objem modelového roztoku byl 2,2 L.
Doba expozice jednotek v roztoku byla 24, 48, 72, 120
a 196 hodin a probihala pfi konstantni teploté 4 °C. Roztok
nebyl trvale michan, nebot’ predbézny experiment porov-
navajici nemichany a michany systém neprokazal statistic-
ky vyznamny rozdil vnaméfeném obsahu iontl
v sorpénim gelu (tab. II). Roztok byl michan rychlosti
500 min~', coZ je hodnota doporuena' pro dobie michany
roztok. Podle vztahu (I) (cit.®), kde M, je mnozstvi Cd
navazané na iontoménic sorpéniho gelu v daném case, D je
difuzni koeficient Cd, C, je koncentrace ionti Cd
v exponovaném roztoku, ¢ je doba expozice, 4 je expozicni
plocha (3,14 cm?), Ag je tloustka difuzniho gelu (0,4; 0,8
a 1,6 mm, cit."®), 8, je tloustka hrani¢ni difuzni vrstvy:

Ag 6h
DCyd  DCyiA

(1)

L
M,

byla vypocitana hodnota hrani¢ni difuzni vrstvy 8, = 86 um
pro nemichany roztok, coz je teoretickd hodnota, ktera
zvétSuje tlouStku difuzni vrstvy dobfe michaného roztoku
(danou difuznim gelem) o 8,4 %, coz se projevi skute¢nou
chybou v koncentraci Cd v eluentu v nemichaném roztoku
00,18 az 2,32 %.

DGT jednotky byly postupné (v dany expozic¢ni Cas)
po dvou kusech vyjimany z nadoby, rozebrany a sorp¢ni
gel byl louzen po dobu 7 dni pfi teplot¢ 4 °C v 1mL
2mol L™' HNO; v 1,5 mL vialkach'. Ziskany vyluh byl
demineralizovanou destilovanou vodou nafedén na trojna-
sobny objem a obsah Cd (koncentrace C. viz dale) byl
stanoven metodou atomové absorpéni spektrometrie
s elektrotermickou atomizaci (ET-AAS) na pfistroji Varian
AA 280Z s grafitovou kyvetou GTA 120 (Australie).

Pfi hodnoceni rozdilu v sorbovaném mnozstvi teézké-
ho kovu v jednotlivych variantach se vychéazelo ze zaklad-
niho vztahu'*:
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Vo + Ve

)

M, =C,

€

kde ¥, je objem gelu (0,16 mL), V. je objem louziciho
média (1 mL 2 mol L™' HNO3), f; je vytéznost louZeni pro
vétsinu kovi (v 2 mol L™ HNO; se uvadi hodnota f;, = 0,8
(cit.”), tedy vyt&znost 80 %) a C, je koncentrace sledova-
ného kovu v eluentu stanovena metodou ET-AAS.

Dal$im parametrem charakterizujicim vliv pfitomnos-
ti ligandu na difuzi Cd je difuzni tok (F), dany zakladnim
vztahem'*:

M

F=—t
At

()

Expozi¢ni ¢as (f) nabyval hodnot 24, 48, 72, 120
a 196 hodin. Hodnotu difuzniho toku lze bud’ vypocitat
podle vztahu (3) nebo ji urcit z ¢asovych zavislosti akumu-
lovaného mnozstvi Cd (cit.'®), pfi¢emz je vyhodné hodno-
tu M, vztahnout ke koncentraci Cd v okolnim roztoku
v daném Case (Mt,bulk)” a ziskat tak relativni pomér sorbo-
vaného mnozstvi (Rp):

M

M puik

- 4

Rp

Ze smérnic piimek Casovych zavislosti 1ze pak ziskat
redlny difuzni tok (F}), ktery je nezavisly na koncentraci
Cd v roztoku. Z hodnoty F; lze vypocitat realny difuzni
koeficient (D) pro dany systém'”:

p=trs (5)

€

kde & je tloustka difuzni vrstvy dana souétem tloustky
difuzniho gelu, tlouStky membranového filtru a tloustky
hrani¢ni difuzni vrstvy vzniklé v disledku nemichani roz-
toku (1,021 mm). V této praci byl vyuzit vztah':

KX

_ (6)
AC,60

kde s je sm&mice (sklon, ng min™).

Tabulka IT

Vysledky predb&zného experimentu s michanym (500 min")
a nemichanym roztokem. Hodnoty C,. (koncentrace kadmia
stanovena metodou ET-AAS) spolu koreluji (0,995)

Typ roztoku CelngL™]

Expozi¢ni ¢as 24 h 48 h 72 h
Nemichany 3,10+0,10 4,64+0,07 5,55+0,16
Michany 3,13+£0,03 4,75+0,06 5,56=0,08
Odchylka, % 1,00 2,32 0,18
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Vysledky a diskuse

Pro potvrzeni, Ze nemichéni roztoku kontinualné ne-
meélo vliv na linearitu difuze, byly sestrojeny grafy zavis-
losti M, na Case (obr. 2).

Tyto zavislosti jsou linearni, coZ potvrzuje to, Ze
v roztocich s velmi nizkou koncentraci se vliv nemichani
vyrazné neprojevi. Zavislosti prochazeji nulou''®, coz
vSak neni vzdy pro potvrzeni linearity sorpce vyzadova-
no'.

Ze zjisténych hodnot mnozstvi Cd zachyceného na
sorpéni gel vztazeného na aktudlni mnozstvi Cd v roztoku
(Rp) z roztokii o riznych koncentracich kyseliny $tavelo-
vé (OA), citronové (CA), nebo octové (AA) byly sestroje-
ny casové zavislosti. Prubéh zavislosti v roztocich
s obsahem kyseliny §tavelové ukazuje obr. 3, zavislosti za
ptitomnosti dalSich kyselin jsou obdobné. Pfimky nemifi
do pocatku soufadnic, protoze na ustaveni rovnovahy je
tieba jistého casu (tfebaze velmi kratkého), a tedy
v blizkosti nuly neni zavislost sorbovaného mnozstvi Cd
na Case linearni'*'"®. Proto nebyly zavislosti na nulovy
obsah Cd extrapolovany a kon¢i poslednim experimental-
né ovéfenym bodem.

Se zvysujici se koncentraci kyseliny $tavelové, citro-
nové i octové v roztoku dochazelo ke snizovani mnozstvi
Cd sorbovaného na sorpéni gel, mnozstvi sorbovaného Cd
zaviselo také na typu kyseliny (ligandu). Pfitomnost ligan-
du v roztoku se projevila i zménou hodnoty realného di-
fuzniho toku (tabulka II), kdy hodnota F, se zhodnoty
3,41-10° cm™?s™!, charakteristické pro samotné Cd
v roztoku bez ligandu, zmenSovala s rostouci koncentraci
daného ligandu (obr. 4). Zavislost realného toku na kon-
centraci pouzitych kyselin bylo mozné popsat exponenci-
alni rovnici 1.fadu. Smérnice této zavislosti (Al) byla
charakteristickd pro danou organickou kyselinu a jeji veli-
kost zavisela linearnd (y = 2,224:107 - x + 2,223-107) na

0,06
*0 L a2 *3

0,05 4y =0,00029x y =0,00028x y=0,00025x y=0,00020x B
¥ R>=10,94322 R?=0,99415 R>=0,98817 R>=0,93871 Sl
= 0,04 -

0,03 -

0,02 A

0,01 |
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Obr. 2. Zavislost sorbovaného mnozZstvi Cd (M) na case
zroztoku cisttho Cd (0) a zroztokli Cd s kyselinou octovou
o koncentraci 15,63 nmol L™ (1), §tavelovou o koncentraci
11 nmol L™ (2) a citronovou o koncentraci 10,41 nmol L™ (3)
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Obr. 3. Casové zavislosti pomérného mnozstvi Cd sorbované-
ho na sorpéni gel v roztocich s riiznou vychozi koncentraci
kyseliny $t'avelové (viz tab. 1) a stejnou vychozi koncentraci
Cd (. 1 pgL™), x Cd, » CdG, ¢ CdF,m CdE, A CdD

poctu karboxylovych skupin v kyseliné, a to s prav-
dépodobnosti P = 0,073 a spolehlivosti R = 0,985.
Z hodnot smérnic exponencialnich zavislosti (tabulka III)
1ze usuzovat na miru zpomaleni difuze, a to v fadé od ky-
seliny octové pfes kyselinu Stavelovou ke kyselin€ citro-
nové: AA <OA <CA.

Vliv ptitomnosti ligandu na difuzi Cd lze z odezvy
DGT hodnotit podle velikosti difuznich koeficienti vy-
poctenych z hodnoty realného difuzniho toku F (tabulka
IV) podle vztahu (5) a zaroven podle vztahu (6). Experi-
mentalné zjisténa hodnota difuzniho koeficientu pro Cd
bez ligandu byla 3,41:10° cm’s™', coz je veshodé
s tabelovanou hodnotou difuzniho koeficientu pro Cd pfi

teploté 4 °C 3,44-10° em®s™ (cit.?®). Hodnota realného

2.3x10'3-.
2.2x10'8-.
2.1x10'8-
2.0x10'8-.
1.9x10'5-.

1.8x10°

1.7x10°

F.(cm®s”)

1.6x10°
1.5x10°
1.4x10°

1.3x10°
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80 100 120 140 160
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Obr. 4. Zavislost difuznich toki Cd na koncentraci kyseliny
octové (1), St’avelové (2) a citronové (3)
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Tabulka IIT

Smérnice Al exponencidlnich zavislosti (y = Al*exp(—x/
t1)+ y0) realného difuzniho toku na koncentraci kyseliny
citronové (CA), stavelové (OA) a octové (AA)

CA OA AA
Al (nmol L' 'em™s™)  8,67-10° 7,12:10° 422:107°
R*® 0,994 0,974 0,990
*Spolehlivost

difuzniho koeficientu se s pfidavkem ligandu snizovala,
pfi¢emz zalezelo na typu i mnoZzstvi pfidaného ligandu.

V soucasné dob¢ existuji dvé predstavy, jak pfitom-
nost ligandd v roztoku ovliviiuje difuzi a sorpci TK na
sorpéni gel. Prvni predstava'*" predpoklada difuzi difuz-
nim gelem a naslednou sorpci na sorpcni gel pouze u vol-
nych iontovych forem TK. Touto difuzi dochazi
k neustalému odebirani volnych ionti TK a k termodyna-
micky vynucenému rozpadu komplexu TK s LMWOA na
rozhrani roztoku a difuzniho gelu. Mnozstvi TK zachycené
na sorpcni gel za urcity cas je ovliviiovano polocasem
rozpadu komplexid TK v roztoku a jeho pomalejsi difuzi

Tabulka IV
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z roztoku k fazovému rozhrani s gelem. Tento vliv se pro-
jevi pouze v ptipadé komplexi stabilngjsich, u téch, které
se rozpadaji rychle (labilni komplexy), neni rozpadova
reakce pro difuzi limitujicim faktorem. V pfipadé stabil-
n&jsich komplexi'*?' je hlavnim mechanismem termody-
namickd rovnovaha popsana Guldbergovym-Waagovym
zakonem, kterd je dana rovnovaznou konstantou reakce
(K). To znamena, ze zména v koncentraci (mnozstvi) jed-
noho z produktli nebo reaktantl ma za nasledek zménu
v koncentraci ostatnich komponent reakce (K se za dané
teploty neméni). Bude-li tedy jeden z reaktantd (kov) ode-
biran (napiiklad Cd** difuzi a naslednou sorpci), bude
dochéazet k opétovnému ustavovani rovnovahy tak, ze bude
dochéazet k rozpadu produktli (komplexu Cd-LMWOA).
Nizsi sorpci Cd na sorpéni gel 1ze tedy vysvétlit jeho nizsi
volnou (iontovou) okamzitou koncentraci v roztoku, ktera
se navic, jak vyplyva z Guldbergova-Waagova zakona,
snizuje rychleji nez v roztoku, ve kterém Cd komplexy
netvori.

Druhé ptedstava®~ ptedpoklada, ze difuznim gelem
prochazeji spolu s volnymi ionty TK i nékteré komplexy
TK. Tuto ptedstavu lze uplatnit v experimentech, ve kte-
rych byl pouzit difuzni gel s vysokou poérovitosti nebo
komplexy s velmi malymi ligandy. SniZeni zachyceného
mnozstvi TK na sorpéni gel ztakového roztoku oproti

22,23

Redlné difuzni toky kadmia (F;), realné difuzni koeficienty kadmia (D) a zpomaleni difuzniho toku vlivem piitomnosti
LMWOA (Fy,) v prostiedi riznych koncentraci kyseliny $tavelové (OA), citronové (CA) a octové (AA). Hodnoty pH
jednotlivych modelovych roztoki se pohybovaly okolo 5,6 + 0,3

LMWOA* [nmol L] F.lem?s™] D [em’s™] Fin[em™?s™]
cd
0,00 2,23:107 3,41-107° 0,0
Cd+04"
0,11 2,21-1078 3,32-107° -0,20-107
1,10 2,03-107 3,27-10°° -2,00-107
11,00 1,75-107 3,12-107° -4,80-107
111,00 1,47-10°° 2,85:10°° -7,60-107°
Cd+CA©
0,05 2,11-1078 2,86:107° -1,20-107
0,52 1,59-10°° 2,45:10°° —6,40-107
5,21 1,40-1078 2,11-107 -8,30-10™
52,05 1,31-107 1,83-107° -9,20-107
Cd+A44 ¢
15,63 2,09-1078 3,41-107° -1,40-107
31,25 2,05:107 3,38107° -1,80-107
156,25 1,82:10°° 3,17:10°° —4,10-107

* Po&atecni koncentrace Cd byla 8,90 nmol L™, viz tab. I, ® Cd v ptitomnosti riiznych koncentraci kyseliny §tavelové, ©Cd
v piitomnosti riiznych koncentraci kyseliny citronové, ¢ Cd v piitomnosti riiznych koncentraci kyseliny octové
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roztoku, kde se komplexy nevyskytuji, je pak zptisobeno
niz§imi difuznimi koeficienty komplexti TK, nez jaké maji
volné ionty TK.

Ve skuteCnosti zfejmé dochazi ke kombinaci obou
predstavenych mechanismi, a to v zavislosti na stabilité
danych komplexii a jejich velikosti**. To, ktery z danych
procest se bude vice uplatiovat, zavisi na kritériich labili-
ty systému'’, kterych bylo v literatufe charakterizovano
opravdu  mnoho'7*?®,  Tato  kritéria  vychazeji
z aproximace reakéni vrstvy?’*®, podle niz je mozné po-
soudit miru lability dané¢ho systému z hodnoty difuzniho
toku Fign (cit.”). Fign (tabulka IV) je parametrem charakteri-
zujicim zaporny piispévek k difuzi TK. Zpomaleni difuze
miize byt zplsobeno disociaci komplexu v souvislosti
s odebiranim ionta sledovaného kovu. Hodnota F\;, zavisi
jak na schopnosti komplexu disociovat, tak na transportu
uvolnénych iontt i komplexi k faizovému rozhrani, coz je
dano podminkami stacionarniho stavu a maximalniho toku
komplexu roztokem. Podle této predstavy je realny difuzni
tok TK (F,) tvofen z n&kolika prispévka’:

(7)

F = Fretal + Fiin + Fair

kde Fieta je difuzni tok samotného TK (tabulka IV), Fyr je
zaporny prispévek (zpomaleni difuze) zplisobeny pomale;j-
§i difuzi komplexu TK v porovnani se samotnym TK, kte-
ry lze v labilnich systémech (Cd + nékteré LMWOA) za-
nedbat'®, a Fi, je zpomaleni difuze v disledku rychlosti
vynucen¢ho rozpadu komplexti na fazovém rozhrani, vy-
plyvajici z Guldbergova-Waagova zakona. Fy;, ma tedy
zapornou hodnotu a jeho velikost (tabulka IT) zavisi na
mnozstvi a charakteru pfitomného ligandu, tedy na mnoz-
stvi komplexovaného Cd a na stabilité daného komplexu.
Pocatecni celkové koncentrace kadmia v jednotlivych na-
dobach stanovené pomoci ET-AAS se od predpokladané
hodnoty lisi, coz je zplsobeno jak nahodnou chybou fedé-
ni, tak i chybou méfeni na mezi detekce metody ET-AAS.
Tato rozdilnost vstupnich koncentraci je vSak ve vypoctu
difuznich koeficient i tokti zohlednéna (pfepoétem podle
vztahu (4)), stejn¢ jako nestejn¢ ubyvajici koncentrace
kadmia v experimentech zptisobena rizné rychlou difuzi.

Zaveér

Z predlozenych dat ziskanych technikou DGT
(metodou pouzivanou ke stanoveni labilni frakce tézkych
kovii v biologické matrici) vyplyva, Ze nizkomolekularni
organické kyseliny, bézn¢ se vyskytujici v ptidnim roztoku
(stavelova, citronova a octova), svou pritomnosti snizuji
miru zachyceni kadmia na sorpénim gelu ve srovnani
s roztokem Cd bez piitomnosti téchto ligandd. Velikost
sorpce je charakterizovana pfislusnymi difuznimi koefici-
enty nebo difuznimi toky Cd v roztocich s riznou koncent-
raci sledovanych kyselin. S vyssi koncentraci kyseliny
v roztoku dochazi ke snizovani mnozstvi kadmia zachyce-
ného na sorpéni gel. Uvedeny déj lze popsat exponencialni
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funkci prvniho stupné s dobrou spolehlivosti. Divodem
snizovani mnozstvi Cd zachyceného na sorpéni gel je tvor-
ba komplexi testovanych kyselin s Cd. V duasledku jejich
rozpadani béhem sorpce Cd dochazi ke zpomaleni difuz-
nich tokd danych systémi (F) o prispévek kinetického
toku (Fin).

Prdce byla provedena za prispéni granti GA CR
¢ 521/06/0496 a MSMT ¢ MSM 6046070901
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J. Jaklova Dytrtova®, M. Jakl’, D.Kolihova",
D. Miholova®, and P. Tlusto$* (“ Department of Agro-
environmental ~ Chemistry — and  Plant  Nutrition,
" 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 (F;) was obtained as the gradient of the
time dependences of real amounts of accumulated Cd.
From F, 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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