Chem. Listy 91, 580 - 584 (1997)

POUZITELNOST RUZNYCH EXTRAKCNICH
CINIDEL PRO STANOVENI PODILU PUDNIHO
ARSENU VYUZITELNEHO ROSTLINAMI

JIRINA SZAKOVA, PAVEL TLUSTOS, DANIELA
PAVLIKOVA a JIRI BALIK

Katedra agrochemie a vyZivy rostlin, Ceskd zemédélskd
univerzita Praha, 165 21 Praha 6-Suchdol

Doslo dne 5.11. 1997

Obsah

1. Uvod

2. Materidl a metody
3. Vysledky a diskuse
4, Zavér

1 Uvod

Prijatelnost arsenu z ptd rostlinami zdvisi na komplexu
fyzikalné chemickych vlastnosti pd. Pfi srovnatelnych
obsazich celkového arsenu v pde¢ je rostlinami méné pfi-
jatelny As z jilovitych pad s vysokym obsahem jilovitych
materiali a oxidi Zeleza a hliniku ve srovnéani s leh¢imi
pudami. Je zde zfejma souvislost se sorpénimi charakteris-
tikami pid. Byl rovnéZ prokazan vliv pH na pfijatelnost As
rostlinami, kdy se pifiem As zvySuje pfi pH niz§im nez 5
a naopak pfi extrémné vysokém pH (pH = 8). Rovnéz
pridavek fosfatli se na pifjmu arsenu rostlinami projevuje
v zavislosti na druhu ptdy. Pfiznivé se projevuje u jilo-
vitych ptid, které obsahuji dostate¢ny pocet sorpénich mist
na jilovitych minerdlech. U pis¢itych ptid s malym poctem
sorpénich mist naopak dochdzi ke kompetitivnim vztahfim,
kdy sorbované arseni¢nany jsou nahrazovany fosfore¢nany,
prechazeji do piidniho roztoku a jsou rostlindm piistupné;jsi L

Chaney’ povazuje hladinu anorganického As v rost-
lindch 0,01-1 mg.kg" za normalni a obsahy 3—10 mg.kg"'
za fytotoxické. Ze zemédélskych plodin jsou na tuéinky As
nejcitlivéjsilusténiny. Fytotoxicita As se urostlin projevuje
plazmolyzou pletiv kofentl a Zloutnutim listd vedoucim az
k nekréze $picek a okrajti listd!. Po pfidavku 100 mg.kg"
arsenu v podobé kyseliny arseni¢né do ptidy se obsah toho-
to prvku v zeleniné pohyboval v rozmezi od < 0,01 mg.kg"

v kukufici a zeli do 3,0 mg.kg-' v bramborich’. Byl rovné’
prokazan vliv zvysené koncentrace As na sniZzeni absorpce
nékterych esencidlnich mikroprvki jako B, Cu, Mn a Zn
rostlinami’.
Pro sledovani ti¢ink{ As na organismy a pro posouzeni
urovné kontaminace jednotlivych slozek Zzivotniho pro-
stfedi timto prvkem je nezbytné zajistit spolehlivé, tj. pfes-
né a spravné analytické stanoveni As v rliznych typech
biologickych materiald. Pro zhodnoceni ptechodu As z pti-
dy do rostlin ma pak vyznam identifikace a kvantifikace
téch forem, které jsou rostlinam pfistupné. Z literatury je
ziejmé, Ze pro posouzeni piijatelnosti As z ptidy rostlinami
je naprosto nedostacujici informace o celkovém obsahu
tohoto prvku v ptid&’. Navic v komeréni nabidce neexistuje
certifikovany referen¢ni materidl pro extrahovatelné ob-
sahy prvkii (s vyjimkou extrahovatelnych obsahti lu¢avkou
kralovskou a 2 mol.l”! HNO3z nabidky Analytika Co., Ltd.
(Ceské republika) a lutavkou kralovskou z nabidky Com-
munity Bureau of Reference (Belgie), takze pro ovéteni
spravnosti vysledkdl je zpravidla nutno pouzit nezdvislé
analytické metody. Velka rozmanitost pouzivanych extrak-
tantli s riznou ucinnosti i rozdily v metodikdch pti pouZziti
téhoz extrakéniho Cinidla pak ¢asto znemoZznuji porovnani
vysledkil z riznych pracovist. Udaje v literatufe jsou pre-
dev&im v ptipadé pidy velmi omezené.
Na zdakladé vlastnich experimentalnich zkuSenosti pra-
covisté ziskanych pfi sledovani chovani Cd v ptidach a jeho
pfijmu rostlinami, analytickych zkuSenosti se stanovenim
celkového obsahu As v biologickych materidlech a sou-
Casné urovné pozndni chovani As v biosféfe jsme se poku-
sili najitextrakéni ¢inidlo schopné uvolnit z pidy rostlinam
pristupné formy As.

2. Material a metody

Byl vybran soubor péti pid rozdilnych fyzikalné-che-
mickych vlastnosti, ve kterych byly v nddobovych vege-
tacnich pokusech péstovany fedkvicky odriida Duo. K od-
vazenému mnozstvi zeminy (5 kg) byly ptidany zékladni
Ziviny v dévce 0,75 g N ve formé NH,;NO,,0.44gPa 11 g
K v K,HPO, na nddobu. Nadoby byly zavlazovény deioni-
zovanou vodou. VlhKost zeminy byla udrZzovdna na 60 %
maximalni vodni kapacity po celou dobu trvini experi-
mentu. Sklizend rostlinna biomasa byla zvazena, usuSena
pfi 60 °C a zhomogenizovana. Kofenové ¢asti rostlin byly
pred ususenim omyty deionizovanou vodou. Zemina byla
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ususena na vzduchu, rozdrcena a pfesita pfes sito o veli- 5) extrakce roztokem NH4NO3

kosti ok 2 mm. Pro posouzeni extrahovatelnosti As byl Vzorek pidy se extrahuje 1 mol.]"! NH,4NO5 v poméru
soubor vzorki ptid doplnén dalsimi dvéma vzorky z lokalit 1:2,5 (w/v) pfi teploté mistnosti nasledovné: 10,0 g vzorku
Piestanov a Suchdol, které nebyly zatfazeny do nadobového pldy se navdzi do 100 ml polyethylenové lahvicky a zalije
experimentu. Obsah As ve vzorcich rostlinného materidlu, se 25 ml 1 mol.I" NH 4NO3. ReakEni smés je mechanicky

pid a pudnich extraktli byl stanoven metodou atomové protiepdvdna po dobu 2 hodin, poté je roztok centrifugovan
absorpéni spektrometrie s technikou generace hydridii na po dobu 10 minut pii 3000 otdCkdach (Hettich Universal
piistroji VARIAN SpectrAA-40 s kontinudlnim genera- 30 RF). Supernatant je uloZen ve zkumavkach pfi teploté 6 °C
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torem hydridi VGA-76. Vzorky rostlinného materialu byly az do doby méteni .

pred stanovenim rozloZeny na suché cesté¢ ve smési oxi- 6) extrakce roztokem NaNO3

da¢nich plynti v piistroji APTION. Vzorek plidy se extrahuje 0,1 mol.I"' NaNOj v poméru
Pouzité extrakéni postupy pouzité v piipadé pud jsou 1:2,5 (w/v) pfi teploté mistnosti nasledovné: 10,0 g vzorku

charakterizovany nasledovné: pudy se navazi do 100 ml polyethylenové lahvic¢ky a zalije

7) extrakce 2 molLI"' roztokem HNO3 se 25 ml 0,1 mol.I" NaNOj;. Reakén{ smés je mechanicky

Vzorek pady je extrahovan 2 mol.I"' HNO3 v poméru protfepdvana po dobu 6 hodin, poté je roztok centrifugovan
1:10 (w/v) pfi teploté mistnosti nasledovné: 3,0 g vzorku po dobu 10 minut pii 3000 otd¢kach (Hettich Universal
pudy se navazi do polyethylenové lahvi¢ky, zalije se 30 ml 30 RF). Supernatant je uloZen ve zkumavkdach pfi teploté 6 °C
2 mol.l" HNO3, uzavie a necha stit po dobu 16 hodin. Po az do doby méfeni! 1

uplynuti této doby je vzorek mechanicky protiepavan po 7) extrakce roztokem NaHCO3

dobu 6 hodin, poté je zfiltrovan pfes jemny filtr a uloZen Vzorek pldy se extrahuje 0,5 mol.l" NaHCO3 v po-
pii laboratorni teploté az do doby méteni’. méru 1:20 (w/v), pH = 8,5 pii teploté mistnosti nasledovné:
2) extrakce roztokem CH3COOH 2,0 g vzorku pudy se navazi do 100 ml polyethylenové

Vzorek pidy se extrahuje 0,43 moll" roztokem lahvi¢ky a zalije se 40 ml 0,5 mol.l"' NaHCO3. Reakéni
CH,;COOH v poméru 1:40 (w/v) pfi teplot€ mistnosti ndsle- smés je mechanicky protiepavany po dobu 30 minut, poté

sy

dovné: 10 g vzorku pldy se navdzi do 100 ml polyethy- je roztok centrifugovdn po dobu 10 minut pii 3000 otackach
lenové lahvicky a zalije se 40 ml 0,43 mol.1" CH;COOH. (Hettich Universal 30 RF). Supernatant je uloZen ve zku-

Reakéni smés je mechanicky protfepdvany po dobu 5 ho- mavkéch pfi teploté 6 °C aZ do doby méfenil2.

din, poté je roztok centrifugovanpo dobu 10 minut pfi 3000 Celkovy obsah As v pidich byl stanoven v mine-
otackach (Hettich Universal 30 RF). Supernatant je uloZzen ralizatech ziskanych pfedchozim dvoustupiiovym rozkla-
v chladni¢ce ve zkumavkach pii teploté 6 °C az do doby dem s vyuZzitim pfistroje APION v jeho suché fazi a s pfi-
méteni’. tomnosti HF v jeho mokré f4zi". Veskeré analyzy byly
3) extrakce roztokem DTPA provedeny v prostorach a s vybavenim Stopové laboratoie

Vzorek piidy se extrahuje 0,005 moll" roztokem katedry chemie CZU Praha, pouze celkové rozklady vzorkd
DTPA v poméru 1:2 (w/v) nasledovné: 10 g vzorku ptdy ptd byly provedeny ve Sdruzené ultrastopové laboratofi pii
se navazi do 100 ml polyethylenové lahvicky a zalije 20ml ~ CGU Praha.

0,005 mol.l-! roztoku DTPA (+ 0,1 mol.l"" trietanolamin + Ke kontrole kvality analytickych dat byly pouzity cer-

0,01 mol.l" CaCl,). Reak¢éni smés se mechanicky pro- tifikované referenéni materidly dle nasledujiciho schématu:

tiepava po dobu 2 hodin, poté se roztok zfiltruje a ulozi pii

teploté 6 °C az do doby méteni’. 1. rostlinny materidl: RM 12-02-03 Lucerne

4) extrakce roztokem CaCly certifikovano 0,263 £ 0,007 mg As.kg"'
Vzorek plidy se extrahuje 0,01 mol.l"" roztokem CaCl, nalezeno 0,262 = 0,024 mg As.kg"l

v poméru 1:10 (w/v) pii teploté mistnosti nasledovné: 3,0 2. pida: RM 7003 Silty Clay Loam

g vzorku pudy se navdzi do 100 ml polyethylenové lahvicky —celkovy obsah

a zalile se 30 ml 0,01 mol.I"! CaCl,. Reak¢ni smés je certifikovano 16,7 £3,1 mg As.kg"

mechanicky protiepdvana po dobu 6 hodin, poté je roztok nalezeno 154 + 2,7 mg As.kg"I

centrifugovan po dobu 10 minut pii 3000 otackach (Hettich - obsah extrahovatelny 2 mol.I"" HNO3

Universal 30 RF). Supernatant je uloZen ve zkumavkach pii certifikovano 1,30 £0,19 mg As.kg"

teploté 6 °C az do doby méteni’. nalezeno 1,58 £0,04 mg As.kg"
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Tabulka I
Celkovy a extrahovatelny obsah As ve vybranych vzorcich ptud (mg,kg']) (AVG - aritmeticky primér, SD - smérodatna
odchylka)

Vzorek ~ Celkovy obsah 2 mol.I' HNO3 0,43 mol.I"' CH3COOH 0,005 mol.I"* DTPA

AVG SD AVG SD AVG SD AVG SD
Piestanov 25,8 5.2 5,71 0,42 0,261 0,016 0,003 0,000
Lom 42,5 35 39,50 1,52 1,507 0,161 0,073 0,010
Lahost 39,5 13,2 38,04 3,32 4,323 0,936 0,220 0,030
C. Ujezd 19,7 5,5 2,29 0,22 0,540 0,050 0,047 0,002
Suchdol 16,8 4,1 483 0,48 1,981 0,129 0,031 0,009
Kbely 16,7 4,6 3,15 0,29 1,085 0,032 0,021 0,004
Pierov 44 10 1,83 0,35 0,381 0,032 0,022 0,005
Vzorek 0,01 mol.I"' CaCls 1 mol.I"! NH4NO3 0,1 mol.I' NaNO3 0,5 mol.I" NaHCO3

AVG SD AVG SD AVG SD AVG SD
Pfestanov 0,033 0,009 0,004 0,000 0,006 0,000 0,054 0,009
Lom 0,146 0,013 0,041 0,010 0,047 0,005 0,297 0,012
Lahost 0,266 0,030 0,089 0,001 0,129 0,009 0,855 0,063
C.Ujezd 0,039 0,001 0,024 0,002 0,032 0,002 0,174 0,027
Suchdol 0,053 0,007 0,014 0,002 0,027 0,001 0,380 0,055
Kbely 0,042 0,002 0,017 0,000 0,021 0,001 0,301 0,088

Pterov 0,036 0,007 0,016 0,002 0,029 0,004 0,084 0,003

3. Vysledky g diskuse vzorki pad se jednd pouze o 12-19 %. Podobnd situace, ale
s mensimi rozdily mezi jednotlivymi pldami nastala

Vysledky stanoveni celkovych a extrahovatelnych kon- i u dalgich extraktant®, kdy napt. u CaCl, se extrahovatelné
centraci As ve vzorcich pud shrnuje tabulka I. obsahy As pohybovaly v rozmezi 12 % (Cerveny Ujezd) -

Z této tabulky je ziejmy rozdil v sile jednotlivych vy- 0,8 % (Pterov n. L.). u DTPA pak v rozmezi 0,1 % (Kbely)
luhovadel klesajici v pofadi 2 mol.I"' HNO5 > 0,43 mol.I" - 0,5 % (Lahost) z celkového obsahu tohoto prvku. V pii-
CH3COOH > 0,5 molL.I"' NaHCO5 > 0,01 mol.I"" CaCl, > padé vzorkli Lom a Laho¥f se jednd o lokality z oblasti
0,005 mol.I"" DTPA > 0,1 mol.I"" NaNO; > 1 mol.l" severnich Cech, kterd je pravdépodobn& kontaminovéna
NHNO;. Podil ptdniho arsenu extrahovatelny roztokem spadem z tepelnych elektraren, ktery je zdrojem snadno
DTPA je maly, podobné jako podily extrahovatelné roz- extrahovatelného arsenu. Tuto domnénku bude nutno jesté
toky neutralnich soli. To naznacuje, Ze zde nedochazi k ¢ds- ovétit pokusem s extrahovatelnosti samotného elektraren-
te¢nému uvolnéni organicky vazaného prvku jako je tomu ského popilku.
u nékterych t&zkych kovii’, a ze DTPA, velmi &asto pre- Vysledky analyzy rostlinného materialu (tabulka II)
ferovand pii studiu pfijatelnosti tézkych kovt z pudy rostli- prokézaly nejvyssi koncentrace As ve vzorcich péstova-

nami bude mit v pfipadé As mensi vyznam. Mimotddné nych na ptdich z lokalit Lom a Laho$t; obsahy arsenu ve
velké rozdily byly zaznamendny v podilu extrahovatelného vzorcich péstovanych na lehké, piscCité pudé z lokality
As zjednotlivych pid. Zatimco u pid z lokalit Lom a La- Pterov n. L. pak prevysily obsahy tohoto prvku v rostlinach
ho¥t piedstavuje HNO; extrahovatelny obsah aZz 93, resp. péstovanych na pidich z lokalit Cerveny Ujezd a Kbely
96 % celkového obsahu As, v pfipadé velmi lehké pis€ité s nékolikanasobné vysSim celkovym obsahem arsenu.
pudy z lokality Pfrerov n. L. se jednd o 42 % a u zbyvajicich V biomase fedkvi¢ek doSlo vzhledem k vysokému podilu
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hmotnosti bulev na celkové hmotnosti rostliny ke zfedéni
obsahu As v bulvach, takZze jeho obsah v susiné nadzemni
Casti byl vyssi ve srovnani s bulvou.

Tabulka IT

e

Celkovy obsah As v rostlinach fedkvic¢ky (mg.l'l susiny)
(AVG - aritmeticky primér, SD - smérodatna odchylka)

Ptda Nat Bulva
AVG SD AVG SD
Lom 1,634 0,266 0,988 0,073
Lahost 2,047 0,322 2,030 0,325
C.Ujezd 0,666 0,044 0,524 0,061
Kbely 0,848 0,323 0,762 0,179
Pierovn/L 0,896 0,220 0,768 0,288

Tabulka 111
VysledRy, lineami regresni analyzy zdvislosti' obsahu As v

" b ’ v 9 ’ 1 b s 1 . o 1w
biomase fedkvicek na‘ieho extrahovatelnem obsahu v pude

Extraktant o iossenna sl e ik i imasiie . et
r y r y
Celk. obsah 0,84 0,46 +0,03x 0,63 0,45 + 0,02x
HNO3 0,95 0,74+ 0,03x 0,75 0,64 +0,02x
CH3COOH 0,89 0,70 +0,33x 0,98 0,45 + 0,36x
DTPA 0,87 0,74+ 6,24x 096 0,49 + 6,82x
CaCly 0,98 0,55 +6,84x 0,93 0,39 + 6,42x
NH4NO3 091 0,56+17,7x 0,96 0,32 + 18,6x
NaNO3 0,87 0,61 +11,7x 0,97 0,34+13,0x
NaHCO3 0,84 065+1,65x 095 0,37+1,88x

Vysoké hodnoty korelacnich koeficienti (viz tabulka

11I) naznacuji citlivost fedkvic¢ek na celkové obsahy tohoto
prvku v ptidach. Vysledek je vSak ziejmé ovlivnén malou
Cetnosti hodnoceného souboru a vyznamnymi rozdily
v celkovém obsahu As v testovanych ptididch. Ziskana data
naznacuji tésné&jsi zavislost obsahu As v piidé a v listech ve
srovnani s bulvou. Podobny obrazek pak z vySe uvedenych
dtivodt poskytla linedrni regresni analyza zavislosti obsahu
As v rostliné na extrahovatelnych obsazich tohoto prvku
v pudé. V piipadé¢ HNO; jsou vysledky regresni analyzy

vztahu bulva - extraktant zcela srovnatelné s celkovym
obsahem As a naznaCuji tedy, Ze tento extraktant bude
vzhledem ke své ucinnosti ddvat informace spiSe o celko-
vém obsahu tohoto prvku v pidé nez o jeho pfijatelnosti.
V piipadé viech pouzitych nepufrujicichi pufrujicich
(NaHCO,) solia kyseliny octové muzeme povaZovat zi-
skané vysledky linedrn{ regresni analyzy za srovnatelné.
I pres malou Cetnost dat v jednotlivych souborech se zda,
7e 0,01 mol.I'! roztok CaCl, by mohl byt vhodnym univer-
z4lnim extraktantem pro hodnoceni prijatelnostijak arsenu,
tak i kontaminujicich tézkych kovli, pro které je tento
extraktant fadou autorti preferovaing’1 4 Z jeho vyhod oproti
jinym extraktantim muZzeme zd@raznit nasledujici: obsa-
huje srovnatelné koncentrace soli jako primérny pudni
roztok a zaroven nizka koncentrace soli v roztoku neptisobi
vyznamné komplikace pii vlastnim stanoveni obsahu prvki.
Tento omezeny soubor piid naznauje ve shodé s literdrnimi
prameny, ze fyzikalné-chemické vlastnosti jednotlivych
ptid maji dominujici vliv na pfijatelnost As rostlinami,
soubor je vsak zatim prili§ mélo pocetny pro komplexni
> zhodnocénitéchto Vv, Urtity vliv bude mit také rozdilnd
extrahovatelnost a tim i rozdiln4 pfijatelnost riiznych férem

As rostlinami.

4. Zavér

Pfi sledovani uvolnéného arsenu z pidy jednotlivymi
vyluhovadly bylo zjisténo nésledujici sestupné poradi ex-
trahovatelnosti tohoto prvku pouzitymi Cinidly: 2 mol.I"!
HNO; > 0,43 mol.I'! CH;COOH > 0,5 mol.I'! NaHCO; >
0,01 mol.I'l CaCl, > 0,005 mol.I'! DTPA > 0,1 mol.l'
NaNO; > | mol.I'! NH,NO;.

Linearni regresni analyza prokazala tésné&jsi zavislosti
mezi obsahem As uvolnénym jednotlivymi vyluhovadly
z pudy a jeho celkovou koncentraci v listech nez v ko-
fenech. I pfes malou &etnost souboru se jevi 0,01 mol.l"
CaCl, jako vhodné extrak¢ni ¢inidlo pro hodnoceni pii-
stupnosti arsenu rostlinam.
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