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SAZETAK

U ovom je radu provedena validacija metode detekcije teskih metala tehnikom masene
spektrometrije povezane s induktivno spregnutom plazmom (engl. Inductively coupled plasma
mass spectrometry, ICP-MS). Za postupak validacije kori$tene su temeljne standardne otopine
(TSO) 19 elemenata (Ag, Al, As, Ba, Cd, Cr, Fe, Hg, K, Mn, Na, Ni, P, Pb, S, Sb, Se, Vi Zn).
Odredeni parametri validacije su linearnost, preciznost, radno podrucje, granica detekcije (GD),
granica kvantifikacije (GK) i istinitost. Validirana metoda je zatim primijenjena za odredivanje
elemenata u realnim uzorcima: voda sa ulaza i izlaza uredaja za procis¢avanje voda
akumulacijskog jezera hidroelektrane (HE) s podru¢ja vapnenackih stijena i na morski sediment
iz podru¢ja srednjeg i juznog Jadrana. Uzorak sedimenta podvrgnut je kiseloj digestiji u
zatvorenim teflonskim posudama u mikrovalnoj peénici koriste¢i HNO3, HCI i HF. Optimalni
uvjeti razgradnje uzorka sedimenta postignuti su u trecoj digestiji nakon 10 minuta, pri snazi
od 400 W i volumenima kiselina; 1 mL HCI, 3mL HNO3 i 1 mL HF. Rezultati analize pokazuju
kako su u uzorku sedimenta prisutni Al, Fe, P i V. Rezultati dobiveni za uzorke vode na ulazu
I izlazu iz uredaja za prociS¢avanje vode akumulacijskog jezera HE pokazuju da su na ulazu
povisene koncentracije S i Zn. Bitno je da su na izlazu iz uredaja za procis¢avanje vode svi

elementi uspjesno uklonjeni.

Kljuéne rijeci: ICP-MS, validacija, teski metali, voda, morski sediment



ABSTRACT

In this study, the validation of the method for detecting heavy metals using inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS) was carried out. Fundamental standard solutions (FSS) of
19 elements (Ag, Al, As, Ba, Cd, Cr, Fe, Hg, K, Mn, Na, Ni, P, Pb, S, Sb, Se, V, and Zn) were
used for the validation process. The specific validation parameters were linearity, precision,
working range, limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ), and accuracy. The
validated method was then applied to determine the elements in real samples: water from the
inlet and outlet of a water treatment device of a hydroelectric reservoir (HE) in an area of
limestone rocks, and in marine sediment from the central and southern Adriatic Sea. The
sediment sample was subjected to acid digestion in closed Teflon vessels in a microwave oven
using HNOg3, HCI, and HF. The optimal conditions for sediment sample decomposition were
achieved in the third digestion after 10 minutes and with the following acid volumes: 1 mL of
HCI, 3 mL of HNOg3, and 1 mL of HF. The analysis results show that Al, Fe, P, and V are
present in the sediment sample. The results obtained for the water samples at the inlet and outlet
of the hydroelectric reservoir water treatment device show elevated concentrations of S and Zn
at the inlet. Importantly, all elements were successfully removed at the outlet of the water

treatment device.

Key words: ICP-MS, validation, heavy metals, water, marine sediment
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1. UVOD

Onecisc¢enja u okolisu, ukljucujuci metale u tragovima, pesticide, poliklorirane bifenile
(PCB) i lijekove, znacajno utjecu na zivi svijet. Jedan od izrazenijih utjecaja imaju metali koji
su rasprostranjeni od zemljine jezgre pa sve do gornje atmosfere. Upravo zbog njihove Siroke
rasprostranjenosti 1 prisutnosti u svim prehrambenim lancima nemoguce ih je u potpunosti
eliminirati iz okolisa. U okolis se mogu akumulirati iz antropogenih izvora ili putem prirodnih
procesa. lako neki metali, poput bakra (Cu) i cinka (Zn), nisu nuzno Stetni, metali poput Zive
(Hg), olova (Pb), kadmija (Cd) i arsena (As) su izrazito toksi¢ni. Nazivaju se jos i ,,sustavnim
otrovima“ zbog mogucnosti ostecenja ljudskih organa pri niskim koncentracijama te su ih tako
Americka organizacija za oCuvanje okolista (engl. United States Environmental Protection
Agency, U.S. EPA) i Medunarodna agencija za istrazivanje raka (engl. International Agency for
Research on Cancer, IARC) klasifircirale kao kancerogene supstance za ljudski organizam.
Stoga je vaZan monitoring prisutnosti metala u vodama tlu 1 hrani, a parametri sukladnosti,
metode analiza i monitorinzi propisuju maksimalno dopustene koncentracije (MDK) utvrdene

zakonskim regulativama. (241

Prije svake analize potrebna je priprema uzorka koja ovisi 0 svojstvima istog te o
komponenti koju Zelimo detektirati. Za odredivanje metala iz vode masenom spektrometrijom
s induktivno spregnutom plazmom (engl. Inductively coupled plasma mass spectrometry,
ICP-MS) najcesce je potrebno zakiseliti uzorak kako bi se sprijecilo taloZzenje metala. Kod
laserski inducirane probojne spektroskopije mogu se koristiti hidrofilne grafitne ljuskice u
svrhu poveéanja koncentracije teskih metala u uzorku vode.[! Zbog izuzetno kompleksne i
heterogene matrice, uzorak tla zahtijeva nesto slozeniju pripremu. Uzorak je potrebno osusiti,
zatim homogenizirati te prosijati na zeljenu veli¢inu Cestica. Tako dobivene Cestice mogu se
analizirati pomoc¢u rendgenske fluorescencije (engl. X-ray fluorescence, XRF).[’! Kako bi se
uzorak tla razgradio i preveo u topljiv oblik dalje se podvrgava razli¢itim digestijama.l’! Ovakva
priprema uzorka najceS¢a je za atomsku apsorpcijsku spektrofotometriju (engl. Atomic
absorption spectrometry, AAS), opticku emisijsku spektroskopiju sa induktivno spregnutom
plazmom (engl. Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy, ICP-OES) i
ICP-MS.I"89101 Uzorci mulja komunalnih otpadnih voda takoder se najprije osuse do
konstantne mase, zatim usitne te homogeniziraju. Daljnji koraci pripreme, odnosno razgradnje

uzorka, ovise o zahtjevima primijenjene analiticke metode.[**1?%1 Shodno prethodnom, i za



uzorke sedimenta je potrebno provesti iste korake pripreme kao i za tlo i mulj komunalnih

otpadnih voda. Za sve uzorke proces digestije uveliko ovisi 0 matrici samog uzorka.[141%16]

Pored analitickih metoda za odredivanje metala u okoliSu spomenutih u prethodnom
odlomku, primjenjuju se i mnoge druge metode. Plinska kromatografija s masenom
spektrometrijom (engl. Gas chromatography—mass spectrometry, GC-MS) iznimno je
osjetljiva tehnika koja se koristi za odredivanje metala u tragovima u razli¢itim okoli$nim
uzorcima.l'”1l Takoder se koriste i kromatografske tehnike od kojih je najzastupljenija
tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti  (engl. High-performance liquid
chromatography, HPLC).[**2% Jonska kromatografija (engl. lon Chromatography, IC) moze se
koristiti za odredivanje metala iz raznih okoliSnih uzoraka koriStenjem odgovarajucih
stacionarnih faza.??2 Mikroskopske tehnike, skenirajuca elektronska mikroskopija (engl.
Scanning electron microscopy (SEM)) i transmisijska elektronska mikroskopija (engl.
Transmission electron microscopy (TEM)), omogucuju vizualizaciju i analizu distribucije
metala u uzorcima na mikroskopskoj razini.[?*242°1 Navedene tehnike predstavljaju najéesée

primjenjivane analiticke metode za odredivanje metala u okolisu.

Validacija metode je postupak utvrdivanja prikladnosti metode za koristenje u odredenu
namjenu. Razvoj metode ukljucuje validaciju koja osigurava povjerenje u to¢nost rezultata
ispitivanja. Proces validacije provodi se kod nestandardiziranih metoda, novorazvijenih metoda
u laboratoriju, standardnih metoda izvan podru¢ja primjene te modificiranih standardnih
metoda. Parametri validacije su linearnost, osjetljivost, selektivnost/specificnost, radno
podrucje, robusnost, granica detekcije (GD), granica kvantifikacije (GK), to¢nost te mjerna
nesigurnost. Kako bi se neka metoda akreditirala prema normi HR EN ISO/IEC 17025:2017

nuzno je provesti proces validacije.[?®!

Svrha ovog rada je razvoj i validacija metode za odredivanje teSkih metala ICP-MS
tehnikom. Postupak validacije proveden je pomocu temeljnih standardnih otopina (TSO) 19
metala (Ag, Al, As, Ba, Cd, Cr, Fe, Hg, K, Mn, Na, Ni, P, Pb, S, Sb, Se, V i Zn). Parametri
validacije koji su odredeni su linearnost, preciznost, radno podrucje, granica detekcije, granica
kvantifikacije i istinitost. Validirana metoda primijenjena je na realne uzorke vode sa ulaza i
izlaza hidroelektrane s podrucja vapnenackih stijena i na morski sediment iz podrucja srednjeg
ijuznog Jadrana. Kod uzorka sedimenta nastojalo se optimirati uvjete kisele digestije provedene
u mikrovalnoj pecnici u svrhu potpune razgradnje uzorka. U uzorcima su odredene
koncentracije Ag, Al, As, Ba, Cd, Cr, Fe, Hg, K, Mn, Na, Ni, P, 2%pPp, 207pp, 2%8pp, S, Sb, Se,
ViZn.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Prisutnost metala u okoliSu

Prisutnost metala u okoliSu predstavlja slozen problem s ozbiljnim posljedicama po
ekosustave i ljudsko zdravlje. Metali mogu biti zastupljeni u okoliSu u raznim oblicima te
pokazuju Sirok raspon oksidacijskih stanja i koordinacijskih brojeva. Neki se metali mogu
bioakumulirati u okolisu, a neki i transformirati u organometalne spojeve. Njihova Siroka
rasprostranjenost otezava samu analizu i zbrinjavanje istih. Naime, razli¢ite koncentracije
metala moguce je pronac¢i u vodenom okoliSu, tlu i sedimentu te ¢ak i u zraku. One variraju na
lokalnoj, regionalnoj i globalnoj razini. Vazno je naglasiti i to da su metali bitni mikronutrijenti
mnogih ekosustava na Zemlji, ali problem pocinje kada koncentracija odredenih metala, npr.
cink i bakar, prijede dozvoljene granice i tada postaju toksi¢ni. S druge strane, neki metali,
poput Hg i Pb, toksi¢ni su po prirodi. Najpoznatiji biotoksi¢ni elementi su Be, Al, Cr, Ni, As,
Nb, Ag, Cd, Sb, Ba, Hg, Pb, Zn i U.[*?728 Zanimljiva je &injenica da su biljne vrste tijekom
evolucije razvile specifi¢ne potrebe za kemijskim elementima pa tako i za teske metale. Tako
zeljezo, mangan, bakar, cink i molibden posjeduju metabolicku ulogu kod stablasica, a nikal
kod mahunarki. Takoder, neke biljke su se prilagodile novim uvjetima okolisa te stoga postoje
halofiti u slanim uvjetima, metalofiti na tlima s visokom koncentracijom te$kih metala te
selenofiti na podru¢jima visoke koncentracije selena. Medutim, visoke koncentracije metala
mogu imati negativne uc¢inke na metabolizam i performansu biljaka, a ozbiljnost oStecenja ovisi

o koncentraciji metala i interakciji s drugim ¢imbenicima tla.[?®!

2.1.1. lzvori teskih metala u okolis§

Metali u okoli§ mogu dospijeti na mnoge nacine od kojih su najznacajnije antropogene
aktivnosti. One imaju sposobnost potpune ili djelomi¢ne modifikacije koncentracije kemijskih
elemenata u razli¢itim podrucjima okolisa. Najucestalije antropogene aktivnosti koje uzrokuju
prisustvo teskih metala u okoli$ su metalurgija, rudarstvo, poljoprivreda, energetika, promet,

urbanizacija i nepravilno zbrinjavanje otpada.l?’!

Rudarstvo i metalurgija uzrokuju znacajno onecis¢enje kopnenog i vodenog okolisa

teSkim metalima, najces¢e olovom, cinkom, Zeljezom, manganom i bakrom. Glavne Stetne



ucinke predstavljaju promjene u hidrogeoloSkim sustavima, hidroloSkoj transformaciji tla i
povrsinskim tokovima, oneciséenju tla i povrSinskim rezervoarima vode te oneciscenju
atmosfere.[?>*1 E. H. Rybicka (1996) navodi kako su u Poljskoj najoneciséeniji gornji tokovi
rijeka Visle i Odre te kako 50% povrsinskih tokova ne zadovoljava ni standarde za I1l. razred
kvalitete.[] Upravljanje i sanacija rudarskog otpada smatraju se vitalnim komponentama
odrzive rudarske prakse. Tako se, upotrebom leteceg pepela, od spaljivanja komunalnog krutog
otpada i mljevene granulirane troske iz visokih pe¢i, na olovo-cink rudnicku jalovinu
poboljsava njezino skrucivanje i stabilizacija te se tako proizvela nepecena opeka. Ovim se
pristupom ucinkovito imobiliziraju teski metali prisutni u jalovini i proizvode cigle sa
zadovoljavaju¢im mehanickim i ekoloskim svojstvima. Takoder, se primjenjuje i proces
magnetske separacije temeljene na ugljenu za recikliranje obojenog metalurS§kog otpada s
visokim sadrzajem Zeljeza. Ovom se metodom nastoje odvojiti svi vrijedni resursi iz otpada, a

da se pritom umanjuju rizici za oneéiséenje okolisa.l*

Poljoprivreda znacajno doprinosi prisutnosti metala u okoliSu kroz uporabu pesticida i
gnojiva. Pesticidi su kemijske ili bioloske tvari koje imaju sposobnost potpunog ili djelomi¢nog
onesposobljavanja, odbijanja ili ubijanja raznih nametnika, a ¢esto u svom sastavu sadrze
metale poput bakra, arsena, kadmija, cinka i nikla. Sluze kao znacajni agroagensi za smanjenje
ekonomskih gubitaka uzrokovanih stetnicima i/ili biljnim bolestima, ¢ime poti¢u kvalitetu i
kvantitetu globalne proizvodnje hrane. Primjerice, spojevi bakra se koriste kao fungicidi, dok
se spojevi arsena koriste kao herbicidi. Ovi metali mogu se akumulirati u tlu i biljkama, isprati
u povrsinske i podzemne vode, te kontaminirati vodene ekosustave. Dugotrajna primjena ovih
poljoprivrednih kemikalija moZe smanjiti plodnost tla, utjecati na zdravlje biljaka i Zivotinja, te
potencijalno ugroziti ljudsko zdravlje putem prehrambenog lanca.BY T. L. A. Ataikiru i sur.
(2023.) dosli su do zakljucka da bi se bioremedijacija kontaminiranog tla pesticidima mogla
posti¢i 1 poboljSati stimuliranjem autohtone mikrobne zajednice potrebnim hranjivim tvarima
(kompost).[¥2 S druge strane, gnojiva se koriste za pobolj$anje plodnosti tla i povec¢anje prinosa
usjeva te sadrze esencijalne hranjive tvari poput dusika, fosfora i kalija, ali cesto ukljucuju i
teSke metale. Tako se, na primjer, anorganska fosfatna gnojiva proizvode kiselim razlaganjem
samljevenih ili usitnjenih fosfatnih stijena koje sadrze povisene razine toksi¢nih metala, kao §to

su uranij, kadmij i arsen, koji se onda mogu ugraditi u fosfatna gnojiva.r*®l

Podrucje energetike obuhvaca proizvodnju nuklearne energije iz fosilnih goriva. Naime,
sagorijevanje ugljena, nafte i zemnog plina moze oslobadati metale poput Zive, olova i arsena

u atmosferu. U ovom pogledu zna¢ajan doprinos prisutnosti metala u zraku imaju i motorna



vozila.B4U zraku su metali najée$c¢e adsorbirani na partikularne Eestice PM2s (promjer manji
od 2.5 um) i PMzo (promjer 2,51 10 um). S. Nuchdang i sur. (2023) provodili su istrazivanje 0
koncentraciji, elementarnoj karakterizaciji i identifikaciji moguéih izvora PM2s i PMio U
predgradu Pathum Thani u Tajlandu. Glavni izvori PM25s Cestica bili su promet i spaljivanje
biomase, dok su tlo i erozija gradevinskih proizvoda bili glavni izvori PM1o Cestica. Neki od
metala koji su detektirani, pomo¢u XRF metode, na objema Cesticama bili su zeljezo, kalij,

krom, kalcij, bakar, sumpor i olovo.?"

Kontaminacija okoliSa teSkim metalima iz otpada predstavlja sve vecu zabrinutost zbog
ozbiljnih posljedica po ekosustave i ljudsko zdravlje. Industrijski, elektronicki i kuéni otpad
Cesto sadrze teSke metale, a posljedica njihovog neadekvatnog zbrinjavanja dovodi do
ispustanja metala u zrak, vodu, tlo i hranidbeni lanac. Brza industrijalizacija i urbanizacija
povecavaju koli¢inu otpada, osobito u zemljama u razvoju, gdje nepravilno gospodarenje
dovodi do onecisc¢enja. Odlaganje i spaljivanje otpada bez kontrole moze isprati metale u tlo i
podzemne vode te emitirati otrovne pare. Primjerice neadekvatno odlaganje baterija i

akumulatora moze dovesti do otpustanja olova, kadmija, Zive i nikla u okolis.[*"!

Osim spomenutih antropogenih aktivnosti, metali dospijevaju u okoli$ i kroz razli¢ite
prirodne procese. Erozija stijena i tla, najces¢e potaknuta vjetrom i vodom, oslobada metale
poput Zeljeza 1 cinka u tlo 1 vodene tokove. Vulkanske erupcije izbacuju velike koli¢ine metala
u atmosferu, dok prirodni pozari spaljuju vegetaciju, oslobadaju¢i metale u zrak 1 tlo.
Raspadanjem biljaka i Zivotinja akumulirani metali reapsorbiraju se u tlo, a morski aerosoli
prenose metale iz oceana u atmosferu. Ovim procesima odrzava se biogeokemijski ciklus
metala u okoligu.®5371 M. Betdowska i sur. (2022) proveli su istrazivanje u Gdanjskom zaljevu
na juznom dijelu Baltickog mora. Prikupljeni su uzorci sedimenta sa Cetiri hridi: Ortowo,
Mechelinki, Ostonino i Puck na zapadnoj obali Gdanjskog zaljeva. Uzorci su analizirani
rendgenskom fluorescentnom spektroskopijom (XRF), a odredivani su krom, mangan, Zeljezo,
bakar, cink, rubidij, stroncij, itrij, cirkonij i barij. Koncentracije ispitivanih metala su u rasponu
vrijednosti za nekontaminirana podrucja te su najzastupljeniji bakar, cink, krom i rubidij, a
najmanje prisutni su mangan, barij i zeljezo. Pomocu korelacijskih vrijednosti izmedu pojedinih
metala odredeno je njihovo geokemijsko ponasanje i podrijetlo. Tako su za zeljezo, cink i
rubidij utvrdene pozitivne korelacije, $to govori o njihovom slicnom geokemijskom ponasanju
ili zajednickom podrijetlu. S druge strane, nepostojanje korelacije izmedu zeljeza i mangana
moze upucivati na antropogeno podrijetlo jednog od ovih metala. Osim korelacija medu

metalima, odredena je i korelacijska ovisnost izmedu udjela fine frakcije sedimenta i
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koncentracije metala. Dobiveni rezultati pokazuju pozitivnu korelaciju pove¢anjem udjela fine
frakcije sedimenta s poveé¢anjem koncentracije Zeljeza, bakra, rubidija i stroncija. Ovaj se odnos
objasnjava na nacin da fine Cestice sedimenta imaju vecu specifiénu povrsinu te samim time i

vecu sposobnost adsorpcije metala.[*]

2.2. Najzastupljeniji toksi¢ni metali u okoliSu i njihov utjecaj

Teski metali u okoliSu mogu se pojaviti pojedinac¢no ili kao mjeSavine dvaju ili vise
metala. Spadaju u skupinu bionerazgradivih tvari, a usprkos njihovom toksi¢nom djelovanju
njihova prisutnost u ekosustavu je u porastu. Najzastupljeniji toksi¢ni metali u okoliSu su
kadmij, ziva, olovo i arsen te se jo$ nazivaju i ,,sustavnim otrovima“ jer je dokazano da vec pri
niskim koncentracijama imaju izrazena Stetna djelovanja. Americka organizacija za ouvanje
okolista (EPA, engl. United States Environmental Protection Agency, U.S.) i Medunarodna
agencija za istrazivanje raka (IARC, engl. International Agency for Research on Cancer)

klasifircirale kao poznate kancerogene supstance za ljudski organizam.™

2.2.1. Kadmij (Cd)

Kadmij (Cd) u ekoloske sustave najéesce dospijeva iz industrija za taljenje te putem
troSenja automobilskih guma, gorenja dizela, zagrijavanja ulja, fosfatnih gnojiva, pesticida i

aerobiologki obradenog otpadnog mulja deponiranog na tlo.[2®!

Prisutnost Cd u fosilnim gorivima ne doprinosi njihovoj energetskoj vrijednosti zbog
zanemarive koncentracije, oko 0.1 — 1.0 ppm, te ga se s ekonomskog aspekta ne isplati uklanjati.
S druge strane, fosfatna gnojiva sadrze puno vece koli¢ine Cd od oko 2 — 200 ppm. Njihovom
se uporabom na poljoprivrednim zemljiStima, obogacuje tlo Cd $to za posljedicu ima smanjeni
prinos uzgojene poljoprivredne kulture. U automobilskim gumama Koristi se cinkov oksid
(Zn0), a Cd je uvijek prisutan kao kontaminant na Zn spojevima. Koncentracija Cd u gumama
iznosi oko 20 — 90 ppm te se tijekom troSenja guma emitira i akumulira u okolis. Jedan od
najvec¢ih problema urbanih podruc¢ja predstavlja raspolaganje velikom koli¢inom vodenog i
glomaznog otpada stvorenog od industrije 1 razli¢itih ljudskih aktivnosti. Naime, od izrazite je

vaznosti pravilno odlaganje i zbrinjavanje otpada kako potencijalno ne bi doslo do ekoloSkog



oneciscenja. Stoga, rastu ulaganja u alternativne metode zbrinjavanja otpada, od strane op¢ina
i vlade drzava, od kojih je najzastupljenija metoda navodnjavanja poljoprivrednih povrsina
muljem i otpadnim vodama od obrade biljaka. Takoder, prilikom uporabe ove metode treba biti
na oprezu u kojoj koli¢ini Su prisutni teski metali, §to znatno ovisi o vrsti i koli¢ini otpada koje
se ispusta u sustav za obradu otpada u industrijama. Tako se, mulj komunalnih otpadnih voda
najcesce primijenjuje za omeksavanje tla i kao gnojivo, no moze sadrzavati Cd u rasponu
koncentracija od 3 ppm do preko 3000 ppm. Kadmij uzrokuje brojne posljedice na biljke od
kojih su najznacajnije inhibicija rasta same biljke odnosno korijena i izdanka te disfunkciju
fotosinteze oSte¢ujuci klorofil. Na ovaj nacin, odnosno kroz vezu tlo — biljka, dolazi do
najznacajnije akumulacije Cd u ljudski organizam $to dovodi do ozbiljnih zdravstvenih

problema.[?8l

U ljudski organizam Cd moze u¢i putem hrane, udisaja te preko koze. Sam mehanizam
njegova djelovanja temelji se na vezanju na metalotionein (MT, slika 1.), koji spada u
unutrasnje proteine male molekulske mase koji imaju sposobnost vezanja esencijalnih (cink,
bakar, selen) i neesencijalnih (kadmij, ziva, srebro, arsen) metala. Metalotionein obiluje
cisteinom (Cys), koji sadrzi tiolne skupine koje omoguéuju stvaranje veze metal - MT.
Kompleks Cd — MT reapsorbira se nakon prijenosa do organa, a naj¢esce su to bubrezi, jetra,
pluca i gusteraca. Najveci problem je u tome $to ne postoji mehanizam putem kojeg bi se ovaj
kompleks izlu¢io iz organizma. Eksperimentalnim dokazima utvrdeno je da u otrovanim
organima Cd ima citotoksi¢ni uéinak stvarajuci reaktivne kisikove tvari (engl. reactive oxygen
species, ROS). Na taj nacin uzrokuje peroksidaciju lipida, oste¢enje DNA te denaturaciju
proteina $to u konacnici dovodi do razvoja tumora i drugih neurodegenerativnih bolesti. Kadmij
ima sposobnost zamjene Zeljeza i bakra u raznim membranskim i citoplazmatskim proteinima,
gdje onda slobodni Zeljezo i bakar sudjeluju u oksidativnom stresu kroz Fentonovu reakciju.
Jos jedan negativan ucinak Cd je narusavanje transporta hranjivih tvari kroz stani¢ne membrane
i epitele Sto za posljedicu ima poremecéenu funkciju stanice i homeostaze. Osim kod ljudi,
metalotionein se nalazi 1 u biljnom i u zivotinjskom organizmu, no njegova se kemijska
struktura, odnosno koli¢ina molekula cisteina, znatno razlikuje. Stoga, MT se moze koristiti
kao indikator okoliSne opterecenosti metalima, kao biomarker izloZenosti Cd u medicinskim
isptivanjima, te za ispitivanje izlozenosti ljudi drugim metalima te moze pridonijeti pri

izradunavanju dopustene koli¢ine unosa Cd.[*38]



Slika 1. Shematski prikaz strukture metalotioneina kod sisavaca. Prikazane su
C-terminalna a-domena s 4 klastera i N-terminalna p-domena s 3 klastera. Crvene kuglice
predstavljaju metalni atom (npr. Cu), dok Zute kuglice atome S.F%8]

2.2.2. Ziva (Hg)

Ziva (Hg) zbog svoje visoke hlapljivosti ima tendenciju $iroke rasprostranjenosti u
okoliSu odnosno ima sposobnost olakSanog kruzenja izmedu vode, tla, zraka i biotickih
komponenti okolisa. Pojavljuje se u monovalentnom i dvovalentnom stanju u kojima stvara
kompleksne soli kao S$to su kalijev tetracijanomerkurat(ll), Kz[Hg(CN).], i kalijev
tetratiocijanomerkurat(ll), K2[Hg(SCN)4]. Takoder, Hg je moguée pronac¢i i u stijenama u
obliku malih kuglica ili u legurama sa zlatom i srebrom. Komercijalno se najvise ekstrahira iz
cinabarita odnosno crveno-crnog zivinog sulfida, HgS, koji predstavlja i primarni izvor Zive u

industrijskoj proizvodnji.tt2!

Ziva u okoli§ dospijeva putem mnogih ljudskih i prirodnih aktivnosti kroz njezino
direktno ispustanje u zrak, vodu i tlo. Glavna ispustanja uzrokovana ljudskim djelovanjem
nastaju kroz razne primjene pesticida, proizvodnju Klora i kausti¢ne sode, izgaranje goriva,
kataliticke procese, rafiniranje ruda, obradu otpadnih voda, spaljivanje otpada, obradu fosfatnih
stijena, proizvodnju i upotrebu boja i kvarove uredaja koji sadrze Hg. Zabrinutost je najvise
usmjerena na primjenu pesticida i ispusStanje vode iz klor alkalnih postrojenja zbog njihove uske
povezanosti s kontaminacijom prehrambenog lanca. Po proizvodnji jedne tone klora oslobodi
se oko 159 g — 227 g Hg u okolis. Pesticidi na bazi Hg koriste se u proizvodnji boja, papira i

celuloze te u poljoprivredi kao fungicidni tretman na zrnima Zitarica. Ograni¢ena emisija Hg iz



prirodnih ruda moze uzrokovati lokalno onecis¢enje zraka i vodenog okolisa. Svi metali, osim
zeljeza, imaju sposobnost vezanja sa Hg tj. amalgamacije. Prije razvoja cijanidnog postupka,
Hg se koristila za dobivanje zlata i srebra iz ruda stvaranjem amalgama, pri ¢emu se na kraju
Hg uklonila destilacijom. Tako se kalijevi, natrijevi i cinkovi amalgami koriste kao reducirajuca
sredstva, a natrijev amalgam se koristi i u proizvodniji tetraetilnog i tetrametilnog olova. Jedna
od najvaznijih primjena Hg je u proizvodnji vinil klorida (PVC) gdje djeluje kao katalizator te
se na 0,5 kg proizvedenog PVC-a oslobodi oko 34 g Hg u okolis. Organske soli Hg koriste se
u uretanskim elastomerima za lijevanje i brtvljenje. Znatna koli¢ina Hg koristi se u elektri¢énim
aparatima, instrumentima i u laboratorijima. Takve upotrebe ukljuCuju baterije, lampe,
elektronske cijevi, uredaje za kontrolu tlaka, termometre, barometre te ventile. Takoder se
koristi i1 u razli¢itim farmaceuticima kao §to su diuretici, antiseptici, pripravci za kozu te kao

konzervansi u kozmetici.[28]

Ljudi najéesce u svoj organizam Hg unose kroz kontaminiranu hranu i vodu. Ribe imaju
visoku tendenciju zadrzavanja Hg u svojim misi¢nim tkivima. Brojna ozbiljna oste¢enja nastaju
zbog izlozenosti metil merkuratu (CHsHg). Koraci njegovog nastanka transformiranjem zive i
njezinih spojeva prikazani su na slici 2. Metil merkurat napada imunoloski sustav, mijenja
genetski kod 1 enzimski sustav te uzrokuje brojna oStecenja ziv€anog sustava kao Sto su
kordinacija i osjetila za dodir, okus i vid. Prenatalna izloZzenost CH3Hg kod djece povezuje se s
jakim o$tecenjem mozga. Ovako izrazita toksi¢nost CHsHg proizlazi iz sposobnosti interakcije
s nukleofilima, najcesce sulfhidrilom (— SH ) i selenohidrilom (— SeH), koji su sastavni dijelovi
brojnih proteina. Ovim interakcijama nastaju stabilni kompleksi te dolazi do oksidativnog stresa
zbog iscrpljivanja antioksidansa u biomolekulama 1 povec¢anog stvaranja ROS. Takoder,
iznimno bitan mehanizam povezan s toksi¢nosti Hg je o$tecenje mitohondrija zbog iscrpljivanja
glutationa (GSH), antioksidansa koji se nalazi u svakoj stanici u tijelu, $to dovodi do pojac¢anog
stvaranja slobodnih radikala. Elementarna Hg, oblik koji se prije mogao osloboditi iz
termometara uzrokuje drhtavicu, upalu zubnog mesa 1 razdraZljivost nakon duZeg vremenskog
perioda udisanja para. Manje je toksi¢na od CHzHg i relativno se sporo apsorbira te moze proci
kroz probavni sustav, a da pri tome ne uzrokuje ozbiljnija oste¢enja. Gutanje drugih uobicajnih
oblika Hg, kao $to je sol HgClo, uzrokuje oStecenje gastrointestinalnog trakta i zatajenje
bubrega.:%]



Slika 2. Konceptualni biogeokemijski ciklus Zive [?¢]

2.2.3. Olovo (Pb)

Olovo (Pb) je mekan i toksi¢an metal sivo-plave boje. Prisutan je u odredenim
insekticidima, ispusnim plinovima automobila i industrijskim emisijama. Njegova Siroka
upotrebljivost temelji se na pogodnim svojstvima, kao §to su visoka gustoca, nisko taliSte,
mekoca, sposobnost blokiranja radijacije, otpornost na koroziju, mogucnost stvaranja legura 1
drugih kemijskih spojeva te jednostavnost recikliranja. Najce$ce je vezan sa sumporom,
cinkom, srebrom, bakrom i nesto rjede sa zlatom, a upravo ti metali stvaraju minerale poput
pirita (FeS»), sfalerita (ZnS), kvarca (SiO.) i barita (BaSOas). Usprkost pozitivnim svojstvima,
Pb je znacajan okolisni kontaminat zbog svoje toksi¢nosti, stabilnosti te sposobnosti

skladiitenja u bioloskim tkivima.[2®!

Postoje brojni izvori putem kojih Pb dospijeva u okolis. Industrijska emisija, izgaranje
fosilnih goriva, emisija iz automobila, industrijske otpadne vode te mulj komunalnih otpadnih
voda spadaju medu znacajnije izvore odgovorne za prisutnost Pb u ekosustavima. Taljenje i
rafiniranje Pb dovodi do razvoja para koje zatim odlaze u atmosferu. Prilikom ovih procesa Pb
se primarno nalazi u oblicima olovog(ll)sulfata (PbSQO4), olovog(ll)oksida (PbO) i olovog (1)
sulfida (PbS). Uslijed razvoja suvremenih regulacijskih uredaja sa izuzetno visokom

uc¢inkovitosti, emisije u atmosferu su se uvelike ogranicile. U procesu izgaranja fosilnih goriva,
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najveca koncentracija Pb prisutna je u pepelu i iznosi oko 200 mg/kg. U kuéanstvima,
izgaranjem ugljena vecina pepela ostane u resetki dimnjaka, dok se u komercijalnom izgaranju,
npr. u elektrani, veéina pepela prenosi kao leteé¢i pepeo ¢ija koli¢ina ovisi o koriStenim
kontrolnim uredajima. Sirova nafta sadrzi oko 0,001 — 2,0 mg/kg Pb, a njezinim se
frakcioniranjem Pb koncentrira u ostacima teSkih lozivih ulja. Olovo iz ispusnih plinova
automobila postoji u obliku anorganskih Cestica, sastavljenih od halogenida, kao §to su olovov
bromoklorid (PbCIBr) ili amonijevog klorida i olovovog bromoklorida (NH4Cl - 2 PbCl-Br ili
2 NH4C1 - PbCI-Br) ili mije$anog oksida (PbO-PbCl-Br-H20) i sulfata (NH4)2SO4 - PbSO4 koji
predstavlja intermedijar u nastajanju PbSOs. Olovo se dodaje u benzin kao aditiv u obliku
tetrametilolova, tetractilolova te kao mijesani alkilni trietilmetilolovo, dietildimetilolovo i
etiltrimetilolovo. Cak 75% Pb u benzinu koje vozilo Koristi ispusta se iz ispusnih plinova.
Koncentracija Pb u ispusnim plinovima vozila kre¢e se 2000 — 10 000 mg/m?. Znanstvenici su
otkrili povezanost koli¢ine emitiranog Pb s brzinom vozila te su dosli do zakljucka da se
porastom brzine vozila poveéava i sama emisija Pb u atmosferu. Industrijske otpadne vode
ispustaju znacajnu koli¢inu Pb u vodeni sustav, posebice talionica cinka i Pb te industrija
pamuka i boja. Obrada vode prije same distribucije u opskrbu pitke vode podrazumijeva
smanjenje koli¢ine Pb te je njegov glavni izvor olovne cijevi te lemljenje u distribucijskom
sustavu. Pro¢is¢ena voda moze opcenito sadrzavati manje od 10 ug/L Pb prije same distribucije.
Mulj izdvojen iz otpadnih komunalnih voda sadrzi velike koli¢ine Pb. Znacajne koli¢ine Pb,
ugradenog u mulj, mogu se prenijeti u razli¢ite vodotoke i u tlo u kojem je relativno nepomican.
Pomocu postrojenja za procis¢avanje otpadnih voda moguce je procistiti industrijske 1 kuéne
otpadne vode koje su u odredenoj mjeri onecis¢ene Pb te se time smanjuje prisutna koli¢ina

olova na prihvatljivu razinu jer se ne moze u potpunosti ukloniti.[?®!

Olovo je siroko rasprostranjen ksenobiotik i izrazito je opasan za ljude. U ljudski
organizam najce$ce dospijeva kroz usta, gutanjem i udisanjem dima i prasine u atmosferi. Ima
sposobnost prekidanja aktivacije enzima, inhibiranja apsorpcije minerala u tragovima,
zaustavljanja strukturne sinteze proteina vezanjem na sulfhidril protein te smanjivanja razine i
dostupnosti rezervi sulfhidril antioksidansa u tijelu. Postoje dva mehanizma kojima Pb stvara
oStec¢enja. Prvi je izravno stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) kao §to su Oz, H20> i
hidroperoksidi, dok se drugim mehanizmom postize smanjenje antioksidansa u stanicama.
Prisutnost Pb u ljudskoj krvi rezultat je inhibicije enzima delta aminolevulinske kiseline
dehidrataze (ALAD) 1 glutation reduktaze (GR). Glutation reduktaza sluZzi za obnovu
oksidiranog glutationa (GSSG) u reducirani glutation (GSH) te u reakciji GR i Pb dolazi do
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smanjenja GSH. S druge strane, u¢inak Pb na ALAD je takav da povecava delta-ALAD za koji
je utvrdeno da pospjesuje stvaranje ROS. Izlozenost Pb moze dovesti i do stvaranja reaktivnih
vrsta dusika (engl. reactive nitrogen species, RNS) koje su naj¢esc¢e povezane s hipertenzijom.
Takoder, Pb* ioni pri niskoj koncentraciji inhibiraju obje fosforibozil transferaze u eritrocitima
Sto dovodi do hemolize odnosno raspadanja eritrocita. Znanstvenim istrazivanjima je otkriveno
da Pb mijenja ekspresiju gena zamjenom elemenata poput cinka u proteinima pa je samim time

smanjeno vezanje istih na DNA.M

2.2.4. Arsen (As)

Arsen (As) je polumetal koji se u okolisu nalazi u anorganskom i organskom obliku s
prosjecnom koncentracijom od 1,8 mg/kg. Moze biti zastupljen u razli¢itim valentnim stanjima
od 0, -3, +3 do +5. U prirodi je prisutan u vise od 200 razli¢itih mineralnih oblika, od kojih su
60% arsenati, 20% sulfidi i sulfati, a preostalin 20% su arsenidi, oksidi i silikati. Najéesci
minerali bogati As su realgar tzv. crveni arsenov blistavac (As»S>), orpiment tzv. Zuta arsenska

mjesavina (As.S3), arsenopirit (FeSAS) i enargit (CusAsSs).

Medu najznacajnije antropogene izvore dospije¢a As u okoli§ spadaju poljoprivredne
aktivnosti, rudarenje te izgaranje fosilnih goriva, a pod prirodne izvore vulkanske i geotermalne
aktivnosti te geoloske formacije. lzvori As u poljoprivrednim aktivnostima uglavnom
podrazumijevaju koriStenje pesticida 1 kemijskih gnojiva. Od pesticida se najceS¢e koriste
insekticidi i herbicidi koji sadrze As te njihovom uporabom ostaci As u tlu mogu biti i do
2 g/kg. 1zgaranjem fosilnih goriva, posebice ugljena s visokim sadrzajem As, dovodi do porasta
As u zraku u obliku prasine koncentracije 20 — 760 g/m®. Njegovo vremensko zadrazavanje u
zraku traje oko 7 — 10 dana, te se pomocu padalina talozi u tlo. Tijekom rudarenja As prisutan
u mineralima oslobada se i akumulira u okolnim podzemnim vodama s prosje¢nom
koncentracijom od 5 ug/L do 72 mg/L. Arsen je, kako je ve¢ prije spomenuto, povezan s drugim
metalnim mineralima poput bakra, nikla, olova i cinka. Kada dode do trosenja i ispiranja
minerala, minerali Zeljezovog i manganovog oksida u sedimentima vodonosnika postaju glavni
nositelji As sto dovodi do prisutnosti As u podzemnim vodama u obliku anorganskog As(111)
(arsenit) ili As(V) (arsenat). Podzemna voda bogata As smatra se kada njegova koncentracija
premasi 10 pug/L. Nakon iskopa ili taljenja minerala, As ¢e se u velikoj koli¢ini ispustiti u okolis,

a godiSnja procjena ispusStanja je 62 000 t. Od prirodnih izvora erozija stijena i minerala su
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glavni izvori As u vodi i tlu. Naime, tijekom raznih mehanickih i kemijskih procesa As se
oslobada iz minerala prisutnih u stijenama te se akumilira u tlo i vodu. Koncentacija As u
magmatskim stijenama je relativno niska i iznosi oko 1,5 mg/kg, dok je u vulkanskim staklima
nesto veca oko 5,9 mg/kg. Unato¢ niskim koncentracijama As, vulkanske stijene, posebno
pepeo, ¢esto su povezani s prisutno$éu As u vodama. Metamorfne stijene sadrze As do 5 mg/kg,
a pelitske stijene (Skriljavci, filiti) oko 18 mg/kg. Sedimentne stijene pak sadrze As u rasponu
5— 10 mg/kg, gdje pijesci i pjescanici sadrze najnize koncentracije (oko 4 mg/kg), dok naslage
gline najvise koncentracije (oko 13 mg/kg). Takoder, morske naslage gline sadrze vece
koncentracije As od ne-morskih zbog drugacije raspodjele veli¢ine zrna. Naime, veéi udio finog
materijala prisutan je u pelagickim sedimentima na moru koji ujedno sadrze i viSe sumpora i

pirita s kojima As mozZe uéi u interakciju.[3%40:41]

Toksi¢nost As povezana je s njegovim metabolizmom, a sami mehanizam djelovanja
ovisi o prisutnoj vrsti As. Tako As(V) zamijenjuje fosfate u vitalnim biokemijskim reakcijama
1 u anionskoj izmjeni u eritrocitima, dok As(IIl) inhibira piruvat dehidrogenazu §to dovodi do
smanjene pretvorbe piruvata u acetil koenzim A (acetil CoA) vezanjem na sulfhidril. Takoder,
inhibira i unos glukoze u stanice, oksidaciju masnih kiselina te glukoneogenezu. As(l11) reagira
s molekulama koje sadrze tiolne skupine, npr. glutation (GSH) i cistein, te njegov afinitet raste
s porastom broja tiolnih skupina. Vezanjem As(Ill) na tiolne skupine dolazi do inhibicije
vitalnih biokemijskh reakcija koje dovode do toksi¢nosti. Prisutnost As stvara razne reaktivne
spojeve kao §to su H202, OH radikal, reaktivne dusikove vrste i peroksilni radikali. Postoje
razli¢iti na¢ini djelovanja reaktivnih vrsta kao $to su inhibicija popravka DNA, genotoksic¢nost,
stani¢na proliferacija i prijenos signala. Mehanizmi koji se trenutacno predlazu za karcinome
koji su nastali kao posljedica izlaganja As ukljucuju epigenetske promjene i inducirane genetske
promjene. Epigenetika podrazumijeva povratnu regulaciju eksperesije gena koja je neovisna o
sekvenci DNA. Pod epigenetske promjene spada modifikacija histona, metiliranje DNA i
regulacija mikroRNA. Histoni su alkalni proteini koji pakiraju i ureduju DNA u strukturne
jedinice te se njihovom modifikacijom stvara mehanizam za regulaciju procesa povezanih s
boles¢u. Metiliranje DNA zasniva se na vezanju metilne skupine na citozin ili na adenin. Ovako
metilirana DNA sprije€ava izgradnju gena za transkripcijske proteine, a moze biti vezana i
metilCpG veznim proteinima (MBD) ¢iji gubitak utiSava transkripciju hipermetiliranih gena
kod raka. Nekodiraju¢a RNA je molekula funkcionalne RNA koja nije prevedena u protein.

Njihova neravnoteza ili mutacija moze uzrokovati bolesti poput raka, autizma, Alzheimerove
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bolesti i hipoplazije. Epigenetske promjene, prikazane na slici 3., daju ranjivost genoma na

pojavu raka kao rezultat izloZenosti As.™
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Slika 3. Prikaz epigenetskog mehanizma As [

2.3. Postupci pripreme uzoraka i izazovi pri mjerenju ICP-MS tehnikom

Postupak pripreme uzorka pripada u jedan od najvaznijih koraka u svim analitickim
metodama te ima kljuénu ulogu u dobivanju to¢nih i pouzdanih rezultata. Glavni cilj pripreme
je transformacija uzorka, koji moze biti u ¢vrstom, tekucem ili plinovitom stanju, u oblik
pogodan za mjerenje analitickim instrumentom. Najvece poteSkoce pri mjerenju krutih uzoraka
ICP-MS tehnikom predstavlja njihovo prevodenje u topljivi oblik te moguce razliCite

interferencije izmedu specija.l*?

Priprema uzoraka vode za mjerenje ICP-MS tehnikom ne zahtijeva slozenije postupke.
Najcesce se koriste filteri koji na temelju veli¢ina pora zadrzavaju krute i koloidne Cestice
prisutne u uzorku. K. Schone i sur. (2017) koristili su 3 Minisart® filtera razlicitih veli¢ina pora
koji su bili medusobno povezani. Ovi filteri sadrze mikroporoznu filtersku membranu koja
moze biti napravljena od polietersulfona (PES), celuloznog acetata (CA) i regenerirane celuloze
(RC). Uobicajeni medunarodni standard za veli¢inu pora je 0,45 um te su u ovom radu koristeni
uz PES i CA s porama od 0,45 um i RC filterski materijal s porama veli¢ine 0,2 um. Volumen

uzorka vode koji se filtrirao po jedinici Minisart® RC (0.2 um) je 2,4 mL, a dobiveni eluat za
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ova 3 medusobno povezana filtera iznosio je 4 mL. Za preostala dva filtera, Minisart® PES
(0.45 pum) i Minisart® CA (0.45 um), volumeni uzoraka vode po jedinici filtera iznosili su
3,1 mL, a dobiveni volumen eluata iznosio je 7 mL. Svaki eluat je prije analize na Agilent
ICP-MS 7500 uredaju zakiseljen dusi¢nom i klorovodi¢nom kiselinom kako bi se postigla
potpuna mineralizacija.[**! G. Xing i sur. (2019) koristili su kolonu punjenu NOBIAS smolom
¢iju bazu predstavlju hidrofilne metakrilatne polimerne kuglice i funkcionalne skupine
etilendiamintrioctene 1 iminodioctene kiseline. Hidrofilni karakter polimera poboljSava
ucinkovitost i adsorpcije i1 eluacije metala. Spomenute funkcionalne skupine imaju sposobnost
stvaranja kelata s mnogim prijelaznim metalima u blago kiselom mediju. Prije samog unoSenja
uzorka u kolonu potrebno je istu kondicionirati kako bi se ocistila od svih moguéih necistoca i
tragova metala. Kolona je prvo isprana acetonom za uklanjanje svih organskih necistoca, a onda
s 1M HNOs3 za ispiranje svih tragova metalnih iona. Zatim, s deioniziranom vodom je ispran
ostatak HNO3 te je na kraju kolona isprana s puferom octene kiseline i amonijevog acetata ¢iji
je pH 6 kako bi se i pH kolone podesio u blizini 6. Nakon kondicioniranja uzorak, kojem je pH
podesen oko 6 acetatnim puferom, propusten je kroz kolonu. Nakon propustanja uzorka, kolona
je isprana s deioniziranom vodom (3x5 mL) kako bi se uklonili alkalijski i zemnoalkalijski
metali, koji ne tvore stabilan kompleks s NOBIAS smolom, te tragovi pufera octene kiseline i
amonijevog acetata. Zatim su metali u tragovima eluirani s 3M HNO3 (3 mL) i analizirani
pomoc¢u ICP-MS i HPLC. Koristena kolona pokazala je izvrsnu selektivnost za metale u
tragovima iz flaSirane vode i vode iz slavine. Analiticki povrat metala bio je 100 + 3%,

RSD < 5% te je vise od 99% alkalijskih i zemnoalkalijskih metala bilo ukloljeno iz kolone.[*]

Sama priprema tla za analizu ICP-MS tehnikom je neSto slozenija zbog vece
heterogenosti uzorka. F. Pan i sur. (2020) provodili su razli¢ite nacine pripreme uzoraka tla i
analizirali ih ICP-MS, ICP-AES i AAS. Provedenim mjerenjima odredili su koja je metoda
najprikladnija za pojedini metal. Metali koje su analizirali su bakar, cink, olovo i krom. Uzorci
su osu$eni 1 samljeveni kako bi se profiltrirali prvo kroz sito od 2 mm, zatim 1 mm 1 na kraju
kroz 0,25 mm. Usporedivane su 3 metode zagrijavanja i 7 kombinacija kisele digestije. Metode
zagrijavanja ukljucuju elektricnu grijacu plocu, vodenu kupelj i mikrovalnu pe¢nicu, dok
sustavi razgradnje ukljucuju HNO3z/HF, HNOs, HNOs/HF/H20,, HNO3/HF/HCI,
HNO3/HF/HCIOs, HNO3/HCI/HCIOs i HNO3/HF/HCI/HCIO4. Provedenim mjerenjem
dobiveni su prihvatljivi rezultati u odnosu na mjerenja standardnih uzoraka te se smatra kako
su koristeni postupci digestije pogodni za pripremu uzoraka tla.[®1 Y.J.A.Bezerra da Silva i sur.
(2013) usporedili su 3 metode digestije uzoraka USEPA 3050B, USEPA 3051A i USEPA 3052.
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Uzorci iz 10 vrsta tla analizirani su na bakar, cink, kadmij, olovo, nikal i zivu. USEPA 3050B
metoda provodi se na nacin da se usitnjeni uzorci tla (0,5 g) stave u teflonske posude, te se doda
10 mL 50 % HNOzs. Otopine su zagrijavane na vrucoj plo¢i na 95 °C £ 5 dopustajuci im da
ispare (bez vrenja) tijekom 2 sata. Zatim je u ¢ase dodano 2 mL ultraciste vode 1 3 mL
vodikovog peroksida (30 % H20y) te su otopine ponovno zagrijavane dok se ne smanji
pjenusavost. Dodavano je 1 mL 30% H20- dok pjenusavost nije postala minimalna. Nakon toga
je ponovljen postupak zagrijavanja, ¢ime su otopine isparile (bez vrenja) takoder tijekom 2 h.
Na kraju, 10 mL koncentrirane HCI dodano je otopinama, nakon ¢ega je uslijedilo zagrijavanje
vruce ploce (95 °C £ 5) 15 minuta. USEPA 3051A metoda provodi se tako da se usitnjeni uzorci
(0,5 g) prebace u teflonske posude i doda 9 mL HNO3 i 3 mL HCI. Drzali su se u zatvorenom
sustavu u mikrovalnoj peénici 8 min 40 s dok se postigla temperatura od 175°C, a zatim se ista
odrzavala dodatnih 4 min 30 s. USEPA 3052 metoda provodi se tako da se usitnjeni uzorci tla
(0,5 g) stave u teflonske posude, u koje se doda 9 mL HNO3 i 3 mL koncentrirane HF, visoke
analiticke Cisto¢e. Nakon toga, uzorci su podvrgnuti mikrovalnom zracenju 5,5 minuta da bi
dosegli 180°C, postigavsi maksimalni tlak od 16 atm, i 4,5 minuta razgradnje uz konstantnu
temperaturu i tlak. Nakon digestije, svi su uzorci prebaceni u tikvice od 50 mL, nadopunjeni
ultradistom vodom te filtrirani kroz filter papir. USEPA metoda 3052 pokazala je najbolju
ucinkovitost digestije medu ocijenjenim metodama, ali zbog precjenjivanja koncentracija njeno
se koriStenje ne preporucuje u regulatorne svrhe. Rezultati su pokazali da je USEPA 3051A
ucinkovitija od USEPA 3050B metode jer osim §to osigurava veci analiticki povrat ispitivanih
elemenata, zahtijeva krace vrijeme digestije, manju potro$nju kiselina te smanjen rizik od

gubitka elemenata.[®!

Za uzorke mulja komunalnih otpadnih voda takoder je potrebna sloZenija priprema te
se primjenjuju razli¢ite metode kisele digestije. A. Turek i sur. (2019) proveli su analize mulja
komunalnih otpadnih voda za ¢iju su pripremu koristili 3 vrste digestija. Prva metoda tzv.
metoda A je kisela digestija u mikrovalnoj pe¢nici. Izvagano je 0,5 g uzorka osusenog na
temperaturi od 105 °C do konstantne mase. Digestiran je sa 6 mL koncentrirane HNOsz i 2 mL
koncentrirane HCI u zatvorenim posudama od politetrafluoroetilena (PTFE) u mikrovalnoj
peénici. Prvih 5 minuta digestije tlak je bio 17 - 20 atm, a snaga na 60 %, sljedec¢ih 10 minuta
tlak je bio 24 - 27 atm i snaga se povecala na 80 % te u zadnjem koraku od 10 minuta tlak je
bio 27 - 30 atm i snaga na 100 %. Nakon digestije otopina s ¢vrstom fazom je stavljena u
odmjernu tikvicu od 100 mL, napunjena do oznake deioniziranom vodom i filtrirana kroz filter

papir (veli¢ina pora 8 um) u polietilensku posudu. Metoda B se od metode A razlikuje samo u
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pocetnom koraku gdje se uzorak mulja prije digestije przio na temperaturi od 600 °C. Ostali
koraci digestije bili su isti kao i u metodi A. Metoda C je takoder kisela digestija koja se
provodila u otvorenom sustavu. Mulj je osuSen do konstantne mase na 105 °C. Zatim je 1 g
mulja digestiran koristenjem kombinacije 12 mL HNOs i 4 mL HCI. Uzorci su zagrijavani 2 h
u poklopljenim ¢aSama na vrucoj plo¢i. Sve otopine s neotopljenim zaostalim ¢vrstim fazama
prebacene su u odmjerne tikvice od 100 mL i napunjene do oznake deioniziranom vodom.
Nakon toga je uslijedila filtracija otopina kroz filter papir (veli¢ina pora 8 mm) u polietilensku
posudu. Kako bi se smanjili u¢inci matrice na odredivanje kroma, uzorci su nakon digestije
razrijedeni s 1% otopinom latantanijeva(lll)klorida, LaClz, u omjeru 4:1. Provedbom analize
utvrdeno je da ne postoji opéa metoda za uniStavanje matrice uzorka. Ucinkovita metoda
digestije je obrada przenog mulja smjesom HNO3 i HCI pod visokim tlakom (metoda B) koja

omogucuje ekstrakciju najveéih koli¢ina elemenata uz dobar analiti¢ki povrat.[?!

Uzorke sedimenta takoder je potrebno na $to ucinkovitiji nacin pripremiti za daljnju
analizu. V. Sandroni i sur. (2002) provodili su mikrovalnu digestiju mulja komunalnih otpadnih
voda, tla i sedimenta. Za digestiju uzorka rije¢nog sedimenta koristili su kiselu digestiju u
mikrovalnoj pe¢nici. Koristili su 65% HNO3, 30% HCI i 40% HF. S razlogom su odabrane bas
ove kiseline i njihove kombinacije. Bioloski materijal se uni$tava oksidirajuéim svojstvom
HNO3, dok HF djeluje protiv mineralnih aluminosilikatnih matrica. HCI je jaka kiselina i koristi
se za razgradnju organskih komponenti u kombinaciji s HNOs. Koristene kombinacije Kiselina

su sljedece:

6 mL 65% HNO3

10 mL 65% HNOs

3 mL 65% HNOs + 2 mL 40% HF

3 mL 65% HNOs + 2 mL 40% HF + 1 mL 30% HCI

M wnp e

Mikrovalna digestija provodila se, po tzv. programu B, u 3 koraka pri konstantnoj temperaturi
od 175 °C tako da je prvih 6 minuta snaga bila 400 W, zatim sljede¢ih 15 minuta 1000 W 1
zadnjih 15 minuta 0 W. Pri ovim uvjetima postignula se kompletna digestija rije¢nog sedimenta
te su se ispitivale prethodno spomenute kombinacije kiselina. Kao najucinkovitija metoda za
digestiju morskog sedimenta pokazala se kombinacija dusi¢ne i fluorovodi¢ne kiseline (3.) jer
su tada dobivene najvece vrijednosti analitickog povrata.!® J. A. Nobrega i sur. (2005)

provodili su bazi¢nu digestiju uzoraka sedimenta. Digestija uzorka provela se koristenjem
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0,28 M Na2COs i 0,5 M otopine NaOH. Uzorak je zagrijavan na 90 - 95 °C tijekom 60 minuta
kako bi se otopio Cr(VI) i stabilizirao protiv redukcije u Cr(111).14

Izazovi koji se javljaju pri samom mjerenju ICP-MS tehnikom su razne vrste
interferencija kao S§to su izobarne interferencije elemenata, interferencije izobarnih
poliatomskih iona, fiziCke interferencije, memorijske interferencije te osjetljivost na kolicinu
elemenata. I1zobarne interferencije elemenata uzrokovane su izotopima razlicitih elemenata
koji tvore jednostruko ili dvostruko nabijene ione istog nominalnog omjera mase i naboja i ne
mogu se razluditi spektrometrom mase. Tako na primjer, Mo (rutenij) i 82Se (kripton) imaju
izobarne elementarne interferencije. Ako dode do izobarne interferencije, svi se podaci moraju
ispraviti mjerenjem signala drugog izotopa interferiraju¢eg elementa i1 oduzimanjem
odgovarajuc¢eg omjera signala od izotopa od interesa. Interferencije izobarnih poliatomskih
iona nastaju kada ioni sastavljeni vise od jednog atoma imaju isti nominalni omjer mase i
naboja kao izotop od interesa i koji se ne mogu razluciti masenim spektrometrom koji se koristi.
Ti se ioni obi¢no stvaraju u plazmi iz pomoc¢nih plinova i komponenata uzorka. Takve se
interferencije moraju prepoznati, a kada se ne mogu izbje¢i odabirom alternativnih analitickih
izotopa, moraju se izvrSiti odgovarajuce korekcije podataka. Jednadzbe za ispravak podataka
trebale bi se uspostaviti u vrijeme analitickog rada jer ¢e interferencije poliatomskih iona
znacajno ovisiti 0 matrici uzorka i odabranim uvjetima instrumenta. Fizicke interferencije
povezane su s fizickim procesima koji upravljaju prijenosom uzorka u plazmu, procesima
pretvorbe uzorka u plazmi i prijenosom iona kroz sucelje plazma - maseni spektrometar. Ove
interferencije mogu rezultirati razlikama izmedu odgovora instrumenta za uzorak i
kalibracijskie standarde. Fizi¢ke interferencije mogu se pojaviti u prijenosu otopine do
nebulizatora (npr. uéinci viskoznosti), na mjestu stvaranja aerosola i transporta do plazme (npr.
povrsinska napetost) ili tijekom procesa pobude 1 ionizacije unutar same plazme. Visoke razine
otopljenih krutih tvari u uzorku mogu pridonijeti naslagama materijala na konusima smanjujuci
efektivni promjer otvora, a time i prijenos iona. Interna standardizacija moze se ucinkovito
koristiti za kompenzaciju mnogih ucinaka fizickih interferencija te bi samim time interni
standardi trebali imati Sto slicnije analiticko ponasanje kao elementi koji se odreduju.
Memorijske interferencije nastaju kada izotopi elemenata u prethodnom uzorku pridonose
signalima izmjerenim u novom uzorku. U¢inci ovih interferencija mogu proiza¢i iz taloZenja
uzorka na konusima i nakupljanja materijala uzorka u plazma plameniku i komori za
rasprSivanje. Mjesto na kojem se pojavljuju ovi u¢inci ovisi o elementu, a mogu se minimizirati

ispiranjem sustava slijepom probom izmedu uzoraka. Prije analize treba procijeniti potrebno
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vrijeme ispiranja za odredeni element. Ako se sumnja na memorijske interferencije, uzorak
treba ponovno analizirati nakon dugog razdoblja ispiranja. Osjetljivost na koli¢inu elemenata
je svojstvo koje definira stupanj preklapanja pikova masa te ovisi o energiji iona i radnom tlaku.
Interferencije preklapanja pikova mogu nastati kada se mali ionski pik mjeri uz veliki,
Potencijal za ove interferencije treba prepoznati i razlucivost spektrometra masa prilagoditi

kako bi se svele na najmanju moguéu mjeru.[*>4]

2.4. Masena spektrometrija povezana sa induktivno spregnutom
plazmom

Masena spektrometrija povezana sa induktivno spregnutom plazmom (engl. Inductively
coupled plasma mass spectrometry, ICP-MS) analiticka je tehnika koja se koristi za mjerenje
elemenata u tragovima pri koncentacijama od ng/L do ug/L. Ovom se tehnikom mjeri prisutnost
elemenata u uzorku, a ne molekula i spojeva koji se mogu mjeriti pomo¢u LC/MS i GC/MS.
ICP-MS tehnika ima sposobnost multielementne detekcije u uzorku s jednostavnom ili
slozenom matricom §to joj daje znacajnu prednost pred drugim tehnikama. Uzorak mora biti u

teku¢em stanju i pH vrijednosti u kiselom podrugju.’4l

2.4.1. Glavni dijelovi ICP-MS instrumenta

ICP-MS koristi induciranu plazmu argona za ionizaciju uzorka te se nastali ioni direktno
mjere spektrometrom masa. ICP-MS instrument se sastoji od sustava za injektiranje uzorka,
plazme (ICP), sucelja za prijenos iona u vakuumski sustav, ionskih le¢a, kolizijsko/reaktivne
¢elije (CRC), masenog spektrometra (MS), detektora i sustava za obradu podataka (slika 4.).
Izvor iona je pod atmosferskim tlakom, dok su MS i detektor u vakuumskoj komori.
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Slika 4. Shematski prikaz dijelova ICP-MS instrumental*®l

Otopina uzorka pumpa se u rasprsivac (slika 5. (a)) gdje se pretvara u aerosolnu maglu
pomoc¢u mlaza argona. Vece kapljice zaostaju u komori za rasprsivanje (slika 5. (b)), dok se

one finije prenose do ICP plazme.

Slika 5. Prikaz rasprsivaca (a) i komore za rasprsivanje (b))

ICP plazmu ¢ini ionizirani plin argona koji teée kroz kvarcnu cijev (slika 6.).
Radiofrekvencijski generator osigurava energiju koja se prenosi na protok argona induktivnim
spajanjem preko zavojnice koja je omotana s vanjske strane kvarcne cijevi. Plazma se formira
tako da radiofrekvencijsko polje uzrokuje oscilacije slobodnih elektrona u protoku plina te se
oni sudaraju s atomima argona i ioniziraju ih, pri ¢emu se oslobodi jos vise slobodnih elektrona.
Novi ioni i elektroni argona dalje osciliraju te dolazi do novih sudara i daljnje ionizacije $to
pogoduje distribuciji energije kroz struju argona. ICP doseze temperaturu od 10 000 °C zbog

velike gustoce energije u ioniziranom plinu argona.[!
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Slika 6. Prikaz ICP plazme [4°

Klju¢na uloga plazme je u razgradnji matrice uzorka, razdvajanju interferencija i
ionizaciji atoma analita te cijela izvedba ICP-MS ovisi upravo o dizajnu plazme i uvjetima rada.
Stoga, veca brzina protoka plina smanjuje vrijeme obrade kapljica aerosola te je visoka
temperatura plazme kritiéni parametar u ovim procesima. S druge strane, niza brzina plina
pogoduje duljem zadrzavanju kapljica aerosola u najtoplijem dijelu plazme pa je razgradnja
matrice bolja. Postoje razli¢iti dizajni plamenika od kojih razlikujemo odvojivi plamenik s
platinastom ili safirnom injektorskom cijevi za uzorke pripremljene u visoko korozivnim
kiselinama i plamenici s uskim injektorom za analizu hlapljivih otopina. Takoder, od izuzetne
je vaznosti i sami odabir plina. Argon ima energiju ionizacije u odnosu na mnoge druge
elemente iznad prve i ispod druge energije ionizacije Sto dovodi do stvaranja jednostruko
nabijenih iona (M*) i u jako malom postotku dvostruko nabijenih iona (M?*). Visoki postotak
ionizacije pogoduje postizanju visoke osjetljivosti i niskih granica detekcije. Vakuumsko
sucelje prenosi ione iz plazme u maseni spektrometar (slika 7. (a)). Ono se sastoji od konusa s
malim rupama koje omogucuju prolaz iona. NajceS¢i raspored konusa je takav da se prvo
postavlja konus za izdvajanje iona iz plazme (slika 7. (b)-lijevo), zatim konus za izdvajanje
iona iz srediSnjeg ionskog snopa (slika 7. (b)-desno). Manji konusni otvori pruzaju optimalne
vakuumske uvjete za rad kvadrupolnog masenog filtera 1 detektora, ali je takve konuse teze

proizvesti i skloniji su za¢epljenju ako matrica uzorka nije u potpunosti disocirana u plazmi.[*’!
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Slika 7. (a) Prikaz vakuumskog sucelja ICP-MS uredaja i (b) konus za izdvajanje iona
iz plazme (lijevo) i konus za konus za izdvajanje iona iz sredisnjeg ionskog snopa (desno) 1*°]

loni, nakon §to produ konuse, fokusiraju se u uski snop pomocu ionske le¢e koja se
sastoji od metalnih ploca s podesivim naponom. Tako plo¢a s pozitivnim naponom odbija
pozitivno nabijene ione, a privla¢i negativno nabijene ione. Tonska leca takoder razdvaja ione i
od neutralnih ¢estica i od fotona na nacin da se nastavljaju kretati u ravnoj liniji bududi da nisu
nabijeni s ciljem sprije¢avanja pozadinskog signala.”*®l Na slici 8. prikazan je polozaj i rad same

1onske lece.
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lonske lece
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je visok za sve mase
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Slika 8. Prikaz polozaja i rada ionske lece 149

Nakon ionske lece nalazi se kolizijsko/reakcijska ¢éelija (engl. collision/reaction cell,
CRC) koja ima ulogu uklanjanja spektralnih preklapanja izmedu iona analita i nastalih
viSeatomskih iona iste molekulske mase kao analit. CRC se sastoji od ionskog vodica, oktopola
ili kvadrupola, koji je smjeSten u zatvorenoj komori koja se moze stlaciti plinom. Proces
uklanjanja spektralnih smetnji moze se podijeliti na mehanizam sudara i reakcije, a ovisi o plinu
u ¢eliji. U mehanizmu sudara, CRC je pod pritiskom nereaktivnog plina, najcesce helija (He),
te se ioni sudaraju s atomima He 1 na taj nacin gube dio svoje kineticke energije. ViSeatomski
ioni imaju veci ionski presjek od iona analita, pa se ¢eS¢e sudaraju s atomima He te samim time
gube 1 viSe energije od iona analita. Proces kojim se odbijaju niskoenergijski ioni od ionske
zrake pozitivnim prednaponskim korakom naziva se razlikovanje kineticke energije (engl.
kinetic energy discrimination, KED). Princip sudara zahtijeva da ioni ulaze u ¢eliju s uskim
rasponom energije, a ionski vodi¢ mora minimizirati gubitke rasprSenja kako bi se postigao
ucinkovit KED pri visokim tlakovima i stopama sudara. S druge strane, reakcijski mehanizam
koristi reakcijski plin od kojih se najcesce koriste Hz, O2, NH3, CH4, N2O ili CH3F. Odabir
reakcijskog plina ovisi o razlici kemijske reakcije plina s interferiraju¢im ionom i ionom analita.
Mehanizam reakcije je ucinkovitiji od He KED mehanizma zbog toga Sto je za reakciju
dovoljno tek 2-3 sudara, dok He KED zahtijeva visestruke sudare $to podrazumijeva i visi tlak
plina u ¢eliji.*® Na slikama 9. i 10. prikazan je shematski reakcijski nacin rada s jednostrukom

odnosno trostrukom kvadrupolnom ICP-MS konfiguracijom.[°
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Slika 9. Reakcijski nacin rada s jednostrukom kvadrupolnom ICP-MS
konfiguracijomt

Kvadrupolni maseni filter (Q1)
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. Q ‘ smetnje iste mase izlaze iz celije) tocan i dosljedan

prolaze u celiju

Slika 10. Reakcijski nacin rada s trostrukom kvadrupolnom ICP-MS
konfiguracijom

Kvadrupolni maseni filter se sastoji od dva para elektroda povezanih na
radiofrekvencijski i istosmjerni napon (slika 11.). Izmedu Sipki se stvara oscilirajuce elektri¢no

polje koje onda odreduje putanje iona razli¢itih masa prema njihovom omjeru masa/naboj (m/z).
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postavljene mase.

Ulazak iona u
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Slika 11. Shema kvadrupolnog masenog filtera koji se koristi u vecini ICP-MS
instrumenata [“°]

Nakon izlaza iz kvadrupolnog masenog filtera ioni udaraju u detektor ICP-MS
instrumenta. U vedini slucajeva je to diskretni dinodni elektronski multiplikator (engl. discrete
dynode electron multiplier, DDEM) te kada ioni udare u visokonaponsku dinodu oslobadaju
elektrone koji kaskadno pogadaju niz dinoda pri ¢emu stvaraju puls koji biljezi EM elektronika,
Sto je shemtaski prikazano na slici 12. EM detektor ima sposobnost detekcije jako niskih
koncentracija iona i ima jako Siroki dinamicki raspon. Zatim, program za analizu podataka
obraduje brojeve zabiljezene od detektora i izracunava koncentracije pojedinih elemenata

usporedujuci ih s referentnim otopinama.®!

Electron multiplier detector

Slika 12. Prikaz elektronskog multiplikatora (EM) koji pokazuje nakupljanje kaskade
elektrona niz detektorske dinode za generiranje ionskog pulsa [4°1
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2.4.2. Masena spektrometrija

Masena spektrometrija (MS) je analiti¢ka tehnika koja mjerenjem omjera mase i naboja
iona (m/z) odreduje njegovu molekulsku masu. Prvi korak je ionizacija uzorka te ioni ubrzani
elektronskim poljem uzlaze u magnetsko polje gdje ¢e onda ioni ve¢e mase imati ve¢i polumjer
putanje, dok ¢e oni manje mase imati manji. Tim karakteristicnim putanjama samo odredeni
ioni padaju na detektor mase. Kao rezultat dobiva se maseni spektar koji prikazuje ovisnost
intenziteta signala o vrijednostima m/z pojedinih iona. Navedeni koraci masene spektrometrije
shematski su prikazani na slici 13. Masena spektrometrija ima $iroku primjenu te se tako koristi
u forenzici, medicini, analizi okoliSnih spojeva i1 mogih drugih. Ovako veliku primjenu ove
metode moze se pripisati njezinoj visokoj osjetljivosti, to¢nosti, specifi¢nosti i brzini same

analize.[%

MAGNET ™
izolator p s
(/ & s ol Cialiana aiaad
tronsk & 4 NN mogu dosegnuti detekior
SNO{ A’/ pretagani ioni imaju \. ™. X
/ 7L previ$e svinutu putanju / . & detektorske
X O N pukotine
g Pukomne v > X' detektor
al na vakuumsku
:’.‘:“\-' y \ pumpu

akceleratorska

unos uzorak

Slika 13. Shematski prikaz rada masenog spektrometra 5%

Masena spektrometrija moze Se povezati zajedno s plinskom kromatografijom (GC-MS)

i induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS).

2.5. Validacija metode

Validacija metode je postupak provjere njezine uc¢inkovitosti za predvidenu namjenu.
To se prvo postize razvojem same metode, a zatim ispitivanjem kroz niz izvedbenih znacajki
validacije (slika 14). Nije potrebno validirati sve metode, ve¢ samo one koje su nenormirane,

novorazvijene u laboratoriju te prilikom koristenja normiranih metoda izvan radnog podrucja.
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Metode koje su ve¢ prije normirane potrebno je verificirati odnosno potvrditi da odredeni
laboratorij ima sposobnost provesti metodu kroz nekoliko eksperimenata te koji potvrduju
ispravno funkcioniranje koriStenih instrumenata. Postupak validacije potrebno je ponoviti tj.

revalidirati kod:

— promjene proizvodnog postupka sirovine ili formulacije
— promjena analiti¢kih ili predanalitickih parametara

— promjene antikoagulansa prilikom uzimanja uzorka

— prenoSenja metode iz jednog u laboratorija u drugi

— promjene vrsta uzorka (npr. plazma umjesto urina)

— promjene instrumenta

Postoje dva pristupa validaciji, a to su laboratorijski (unutarnje vrednovanje) i
medulaboratorijski (vanjsko vrednovanje). Odabir samog pristupa ovisi o $irini primjene
razvijene metode. Tako Ce se koristiti laboratorijski pristup za metodu koja je razvijena za uzu
primjenu odnosno samo za potrebe jednog laboratorija u kojem je i razvijena. S druge strane,
medulaboratorijski pristup koristi se pri razvoju metode za Siroku primjenu. U ovom pristupu
dva ili vise laboratorija provode ispitivanja uzorka pri istim dogovorenim uvjetima. Ovakav
pristup validaciji omogucuje 1 drugim laboratorijima da u buduénosti koriste odredenu

validiranu metodu &ime se zna¢ajno smanjuje opseg posla.[264748]

Pronadi/modificirati
postojecu metodu ili o Modificirati
razviti novu metoduy

@

v

°°‘W""" "Jl' Ustanovit analititke

zahtjeve

DA
Moguca
moafikacye
metode?
NE
v
e ==

Slika 14. Validacijski proces: od postavljenog analitickog problema do odluke
laboratorija moze li se problemu pristupiti odabranom metodom 2]
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2.5.1. lzvedbene karakteristike validacije

Ovisno o primjeni metode i je li ona kvalitativna ili kvantitativna, procjenjuju se odredene
izvedbene karakteristike validacije. Najcesce ispitivane karakteristike metode su: linearnost,
osjetljivost, selektivnost/specifi¢nost, radno podruéje, robusnost, granica detekcije, granica

kvantifikacije, to¢nost te mjerna nesigurnost.

Linearnost (engl. linearity) analiticke metode govori o proporcionalnoj ovisnosti izmedu
odziva analize i koncentraciji analita u uzorku. Ovakva ovisnost moze se prikazati jednadzbom
pravca (1) u kojoj promjenom vrijednosti jedne varijable, dolazi do promjene vrijednosti druge

varijable. Izrazava se koeficijentom determinacije, R?, koji poprima vrijednosti 0 <R? < 1.

y=ax+b (1)
gdje je:
a — nagib pravca

b — odsjecak pravca na y-0Si
X — odjecak pravca na x-0Si

Za utvrdivanje linearne ovisnosti potrebno je provesti minimalno 5 mjerenja. Dobivene
rezultate moguce je prikazati koeficijentom determinacije ili jednadZbom pravca te grafickom

ovisnosti odziva analize o koncentraciji analita.

Radno podrucje (engl. working range) definira se kao interval izmedu najviSe i najnize
koncentracije analita u uzorku u kojem koriStena metoda daje rezultate sa prihvatljivom
nesigurno$c¢u i to¢nos¢u. Donja granica je naj¢eS¢e granica kvantifikacije, a gornja granica je

koncentracija pri kojoj postoje odstupanja u osjetljivosti metode.

Osjetljivost (engl. sensitivity) je svojstvo uredaja ili metode da razlikuje male promjene u
mjernoj veli¢ini odnosno koncentraciji analita. Definira se kao nagib kalibracijskog pravca u
tocki blizu granice kvantifikacije te Sto je nagib pravca veci to je 1 osjetljivost metode veca.

Naime, ova izvedbena karakteristika nema preveliko znacenje pa se i ne Koristi toliko ¢esto.

Selektivnost (engl. selectivity) je svojstvo metode da odredi Zeljeni analit u uzorku uz
interferenciju raznih drugih komponenti sa sli¢nim svojstvima. Prisutne interferencije imaju
sposobnost pojacavanja ili smanjivanja signala analita §to onda dovodi do pogresnih rezultata.
Vrlo je vazno razlikovati pojam selektivnosti od specifi¢nosti (engl. specificity) metode. Naime,

selektivna je ona metoda koja ima sposobnost odredivanja vise komponenata istovremeno dok
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je specifi¢na metoda ona kojom je moguce odrediti samo jedan specifi¢an analit. Pri samom

odredivanju selektivnosti/specificnosti koriste se identifikacijski testovi i testovi oneciséenja.

Robusnost (engl. ruggedness/robustness) metode pokazuje razinu podloznosti analiticke
metode na promjene uvjeta mjerenja. Pozeljno je ukazati na sve moguée uvjete koji su
promjenjivi, a koji bi potencijalno mogli utjecati na rezultate analize, a odabir istih ovisi 0 samoj
metodi. Testira se na nacin da se promijene uvjeti analize odredene metode te se prati njihov
utjecaj na rezultate analize §to omogucuje utvrdivanje varijabli koje imaju najznacajniji utjecaj

te je iste potrebno striktno kontrolirati.

Granica detekcije (engl. limit of detection, GD) je najmanja koncentracija analita u uzorku
koju je moguce detektirati, ali ne 1 kvantificirati. Postoje 3 nacina na koja se moze odrediti GD

ovisno o tome je li metoda instrumentalna ili ne:

1) Racunanje GD na temelju mjerenja slijepog uzorka — provodi se mjerenje najmanje 10
nezavisnih slijepih uzoraka te se iz dobivenih rezultata racuna standardna devijacija i

srednja vrijednost koncentracije analita (X = 0 jer analit nije prisutan u slijepoj probi)

GD=%+3s 2)

2) Metoda temeljena na omjeru signala i Suma (engl. signal-to-noise, S/N) — izmjereni
signal uzorka s poznatom koncentracijom analita usporeduje se sa signalom slijepe
probe te se za odredivanje minimalne koncentracije analita koristi vrijednost S/N = 3:1

3) Metoda temeljena na standardnoj devijaciji (o) odziva i nagiba kalibracijskog pravca (a)
—u ovom se slucaju standardna devijacija mnozi s 3,3 te dijeli s nagibom kalibracijskog
pravca (jednadzba 3).

__33s

6D =2 3)

Standardnu devijaciju moguce je izracunati na 2 nacina:
1) Analizom slijepe probe (6 — 10 mjerenja) i raCunanjem standardne devijacije odziva

2) Pomocu kalibracijskog pravca uzoraka koji sadrze analit u rasponu granice detekcije,

pri ¢emu se racuna standardna devijacija pravca ili odsjecka na y-0s, b.
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Granica kvantifikacije (engl. limit of quantification, GK) predstavlja najmanju koncentraciju
analita u uzorku koju je moguce kvantitativno odrediti uz prihvatljivu preciznost i to¢nost.
Takoder se moze odrediti mjerenjem slijepe probe (jednadzba 4 ), metodom omjera S/N koji

mora iznositi 10:1 i metodom standardne devijacije odziva i nagiba pravca prema formuli (5):

GK=%+10s (4)

GK =222 (5)

a

Toénost (engl. accuracy) izrazava bliskost dobivenog rezultata (x;) i prave odnosno referentne
vrijednosti (T). Pojam referentna vrijednost odnosi se na referentnu vrijednost odredenog

standarda. Odreduje se utvrdivanjem preciznosti i istinitosti.

Istinitost (engl. trueness) izrazava slaganje srednje vrijednosti ponovljenih mjerena ()
i prave ili referentne vrijednosti (T), a razlika ovih mjerenja definira se kao mjerno
odstupanje (engl. bias) uzrokovano sustavnom pogreSskom. Moze se odrediti pomocu
rezultata analize referentnog uzorka, dobivenih primjenom standardne metode ili
sintetickog uzorka koji sadrzi poznatu koncentraciju analita (metoda standardnog
dodatka — analiticki povrat). Analiticki povrat (engl. recovery) govori o postotnom

udjelu analita koji je izdvojen tijekom analitickog postupka.

+ 100 (6)

N IR

analiticki povrat (%) =
gdje je:
X — srednja vrijednost ponovljenih mjerenja referentnog standarda poznate

koncentracije analita
T — poznata koncentracija analita u referentnom standardu

Preciznost (engl. precision) je stupanj slaganja izmedu rezultata nezavisnih mjerenja
dobivenih iz istog homogenog uzorka pod unaprijed odredenim uvjetima. Izuzetno je

vazno preciznost odrediti na homogenom uzorku, no u slucaju nemoguénosti priprave
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istog, mogu se koristiti umjetno pripravljeni. Preciznost se iskazuje kao standardna

devijacija (jednadzba 7), relativna standardna devijacija (jednadzba 8) ili varijanca.

_ 2?:1(xi_f)2
s= == (7)
RSD (%) = i + 100 (8)

gdje je:

n - broj ponovljenih mjerenja uzorka

x; — vrijednost pojedinog mjerenja

X — srednja vrijednost ponovljenih mjerenja uzorka

s — standardna devijacija provedenih mjerenja uzorka

Preciznost se moze promatrati na tri razine: ponovljivost (engl. repeatability), medupreciznost
(engl. intermediate precision) i obnovljivost (engl. reproducibility) te je za svaku potrebno

izraCunati standardnu devijaciju, relativnu standardnu devijaciju i interval pouzdanosti.

Ponovljivost se iskazuje rasipanjem rezultata tj. kao kratkoro¢na standardna devijacija
koja nam zapravo govori koliko ponovljenih mjerenja moZzemo napraviti u odredenom
vremenu kako bismo postigli Zeljenu razinu preciznosti. Uvjeti pri kojima se provodi su
da isti analiticar, koriste¢i isti instrument u istom laboratoriju, dobije odgovarajucu

bliskost rezultata ponovljenih uzastopnih mjerenja istom metodom istog uzorka.

Medupreciznost predstavlja dugoro¢nu standardnu devijaciju rezultata unutar
laboratorija u nekom odredenom vremenu kao posljedica promjene analiti¢ara, opreme

ili reagensa.

Obnovljivost je bliskost rezultata ponovljenih mjerenja istog analita pri promjenjenim
uvjetima. Mogu se promijeniti sljede¢i uvjeti kao Sto je analiti¢ar, metoda, instrument,

referentni uzorak te vrijeme odredivanja.[?¢]

Mjerna nesigurnost je broj¢ana vrijednost kvalitete mjernog rezultata koji prikazuje raspon
vrijednosti unutar kojeg se s odredenom vjerojatno$¢u nalazi prava vrijednost rezultata.
Moguce nesigurnosti prilikom provodenja mjerenja su uzorkovanje, uvjeti uvanja uzorka,
utjecaj matrice i interferencija, uvjeti mjerenja, Cistoca standarda, mjerenja mase i volumena,

priprema uzorka te analitiCar. Sastavnice mjerne nesigurnosti prikazuju se Ishikawinim
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dijagramom (dijagram uzrok-ucinak, riblja kost — slika 15.). Prilikom odredivanja ukupne
nesigurnosti potrebno je uzeti u obzir svaki izvor nesigurnosti te izracunati njegov doprinos.

Mjerna nesigurnost iskazuje se standardnom devijacijom.®2%

Uzrok Posledica

Oprema ][ Procesu ][ Ljudi ]

NN
7=

[ Materijali ][ Okruzenje ]{Menadzment

Sekundarni

Primarni
uzrok

Slika 15. Shematski prikaz Ishikawinovog dijagrama 4

Prvo se odreduje standardna mjerna nesigurnost za sve sastavnice, U(Xi), koja predstavlja
nesigurnost rezultata mjerenja xi. Pomocu standardne mjerne nesigurnosti racuna se sastavljena
standardna mjerna nesigurnost, uc, koja predstavlja mjernu nesigurnost rezultata y. Sastavljena
standardna mjerna nesigurnost ra¢una se prema matematickom modelu koji je napisan u obliku

funkcijske ovisnosti sljede¢im i1zrazom:

y= f(x11x21 ""xn) (9)

gdje je y rezultat mjerenja, a X1,X2,...,Xn ulazne veli¢ine. Postoje razli¢iti matematic¢ki modeli po
kojima se raCuna mjerni rezultat, a shodno tome i sastavljena standardna mjerna nesigurnost

prema izrazima:

uy @ g, ) = Vu@?+u(@? + - (10)

u() =y (L2 4 HBy2 .. (11)

Prosirena mjerna nesigurnost, U, definira interval unutar kojeg bi se s odredenom razinom
pouzdanosti trebala nalaziti prava vrijednost. Dobije se mnozenjem Sastavljene mjerne

nesigurnosti s obuhvatnim faktorom, K, ¢iji odabir ovisi o razini pouzdanosti raspona.®

U=k*ucy) (12)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

U eksperimentalnom djelu opisan je postupak razvoja i validacije metode za odredivanje
teSkih metala ICP-MS tehnikom. Postupak validacije proveden je pomocéu temeljnih
standardnih otopina (TSO) metala (Ag, Al, As, Ba, Cd, Cr, Fe, Hg, K, Mn, Na, Ni, P, Pb, S, Sb,
Se, Vi Zn) kako bi se osigurala pouzdanost i to¢nost dobivenih rezultata. Validirana metoda je
zatim primijenjena na realne uzorke vode sa ulaza i izlaza hidroelektrane s podrucja

vapnenackih stijena i na morski sediment iz podrucja srednjeg i juznog Jadrana.

3.1. Kemikalije i instrumentacija

Kemikalije:

® dusi¢na kiselina, HNOs3 (65%, p.a., T.T.O. d.0.0., Hrvatska)

® dusi¢na kiselina, HNO3 (65%, ultra pur, Carlo Erba, Njemacka)
* fluorovodiéna kiselina, HF (48%, p.a., Fluka, Austrija)

® Klorovodic¢na kiselina, HCI (36,5%, p.a., Fluka, Austrija)

* borna kiselina, H3BOs (p.a., Kemika, Hrvatska)

® destilirana deionizirana voda na TKA-GenPure instrumentu

Temeljne standardne otopine (TSO):

e jednoelementna standardna otopina Ag, 1000 + 2 upg/mL (Inorganic Ventures,
Christiansburg, Virginia, SAD)

e jednoelementna standardna otopina Al, 1000 + 2 pg/mL (Inorganic Ventures,
Christiansburg, Virginia, SAD)

e jednoelementna standardna otopina As, 100.31 + 0.43 pg/mL (Inorganic Ventures,
Christiansburg, Virginia, SAD)

e jednoelementna standardna otopina Ba, 998 + 2 pug/mL (Inorganic Ventures,
Christiansburg, Virginia, SAD)

e jednoelementna standardna otopina Cd, 100.00 + 0.44 ug/mL (Inorganic Ventures,
Christiansburg, Virginia, SAD)

e jednoelementna standardna otopina Cr, 1006 + 4 pg/mL (Inorganic Ventures,
Christiansburg, Virginia, SAD)
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jednoelementna standardna otopina Fe, 100.00 + 0.51 ug/mL (Inorganic Ventures,
Christiansburg, Virginia, SAD)

jednoelementna standardna otopina Hg, 10.002 + 0.052 ug/mL (Inorganic Ventures,
Christiansburg, Virginia, SAD)

jednoelementna standardna otopina K, 1000 + 4 pg/mL (Inorganic Ventures,
Christiansburg, Virginia, SAD)

jednoelementna standardna otopina Mn, 1009 + 2 upg/mL (Inorganic Ventures,
Christiansburg, Virginia, SAD)

jednoelementna standardna otopina Na, 1003 + 4 pug/mL (Inorganic Ventures,
Christiansburg, Virginia, SAD)

jednoelementna standardna otopina Ni, 1005 + 2 upg/mL (Inorganic Ventures,
Christiansburg, Virginia, SAD)

jednoelementna standardna otopina P, 999 + 4 ug/mL (Inorganic Ventures,
Christiansburg, Virginia, SAD)

jednoelementna standardna otopina Pb, 101.01 + 0.23 pg/mL (Inorganic Ventures,
Christiansburg, Virginia, SAD)

jednoelementna standardna otopina S, 1003 + 3 ug/mL (Inorganic Ventures, Christiansburg,
Virginia, SAD)

jednoelementna standardna otopina Sb, 998 + 3 ug/mL (Inorganic Ventures,
Christiansburg, Virginia, SAD)

jednoelementna standardna otopina Se, 100.00 + 0.5 pg/mL (Inorganic Ventures,
Christiansburg, Virginia, SAD)

jednoelementna standardna otopina Si, 99.96 + 0.70 ug/mL (Inorganic Ventures,
Christiansburg, Virginia, SAD)

jednoelementna standardna otopina V, 1002 + 2 pg/mL (Inorganic Ventures,
Christiansburg, Virginia, SAD)

jednoelementna standardna otopina Zn, 1003 =+ 2 pug/mL (Inorganic Ventures,
Christiansburg, Virginia, SAD)

viSelementna standardna otopina I1V-ICPMS-71A (Ag, Al, As, B, Ba, Be, Ca, Cd, Ce, Co,
Cr3, Cs, Cu, Dy, Er, Eu, Fe, Ga, Gd, Ho, K, La, Lu, Mg, Mn, Na, Nd, Ni, P, Pb, Pr, RDb, S,
Se, Sm, Sr, Th, Tl, Tm, U, V, Yb, Zn), 10 pg/mL (Inorganic Ventures, Christiansburg,
Virginia, SAD)

viSelementna standardna otopina 1V-ICPMS-71B (Ge, Hf, Mo, Nb, Sb, Si, Sn, Ta, Te, Ti,
W), 10 mg/mL (Inorganic Ventures, Christiansburg, Virginia, SAD)

viSelementna standardna otopina IV-ICPMS-71C (Au, Ir, Os, Pd, Pt, Re, Rh, Ru), 10
mg/mL (Inorganic Ventures, Christiansburg, Virginia, SAD)
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Instrumenti:

e analiticka vaga KERN PRJ (slika 16.)

e Hirschmann pipeta 500 — 5000 pL (slika 17. (lijevo))

e Hirschmann pipea 20 — 200 pL (slika 17.(desno))

e DLAB MicroPette Plus 100 — 1000 uL (slika 18.)

e Milestone ETHOS 1600 mikrovalna peénica (slika 19.)
e Shimadzu ICPMS-2030LF (slika 20.)

Slika 17. Prikaz Hirschmann pipete od 500 —5000 L (lijevo) i od 20 — 200 gL (desno)
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Slika 18. Prikaz pipete DLAB MicroPette Plus 100 — 1000 gL

Slika 19. Prikaz Milestone ETHOS 1600 mikrovalne pecnice
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Slika 20. Prikaz Shimadzu ICPMS-2030LF uredaja

3.2. Validacija metode

Postupak validacije proveden je pomo¢u TSO 19 metala (Ag, Al, As, Ba, Cd, Cr,
Fe, Hg, K, Mn, Na, Ni, P, Pb, S, Sb, Se, Vi Zn) od kojih su pripremljene standardne otopine
(SO). Standardne otopine izmjerene su na Shimadzu ICPMS-2030LF uredaju. Parametri
validacije koji su se ispitani za svaki metal su linearnost, radno podrucje, granica detekcije

(GD), granica kvantifikacije (GK), to¢nost (preciznost i istinitost) i selektivnost.

3.2.1. Postupak pripreme standardnih otopina (SO)

Za pripremu standardnih otopina (SO) koristene su jednoelementne TSO 20 metala
navedene u poglavlju 3.1. i 1 % HNOa3. Pripremljena 1% HNO3s dobivena je razrijedenjem
10 mL ultra pur 65% HNO3 s 1000 mL deionizirane H>O. Svaka TSO prelivena je u plasti¢ne
falkonice do volumena 10 mL. Zbog osjetljivosti mjerenja ICP-MS, potrebno je bilo razrijediti
svaku TSO odnosno pripremiti nize koncentracije svakog pojedinog metala. U falkonicu od
50 mL otpipetirani su to¢no izracunati volumeni za svaku TSO (vidljivi u tablici 1. V(TSO)) te

preostali volumen do 50 mL nadopunjen je ranije pripremljenom 1% HNOs3. Prilikom
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dodavanja TSO i 1% HNO3 masa je pracena na analiti¢koj vagi radi preciznog odredivanja

koncentracija metala prisutnih u SO zbog odstupanja volumena prilikom pipetiranja. Na opisani

nacéin pripremljene su 3 standardne otopine SOI1, SO2 i SO3. U tablici 1. prikazani su svi

ispitivani metali, njihove maksimalne dopustene koncentracije u vodi za pice (MDK),

pripremljene koncentracije (odredena %), koncentracije TSO (1TSO)), volumeni TSO

(V(TSO)) te mase TSO pojedinog metala, m(TSO). Maksimalne dopustene koncentracije

(MDK) preuzete su iz Pravilnika o parametrima sukladnosti, metodama analiza i monitorinzima

vode namijenjene za ljudsku potro$nju. U tablici 1. naran¢astom i crvenom bojom oznaceni su

Mn, Ni, Ag, Cr, Cd, Sb iV koje je bilo potrebno dodatno razrijediti, a zelenom bojom oznacena

je 1 % HNO:s koja se, kao sto je prethodno navedeno, koristila za razrijedivanje SO.

Tablica 1. Prikaz potrebnih podataka za izradu standardnih otopina

SO1 SO2 S03
metal MDK (A odredena y y(TSO)/ppm | V(TSO)/mL | m(TSO)/g | m(TSO)/g | m(TSO)/g
Na 200 ppm 100 ppm 1003 4,99 4,900 4,954 4,944
K 12 ppm 100 ppm 1000 5,00 4,915 4,949 4,939
Si 50 ppm 10 ppm 99,96 5,00 4,937 4,948 4,935
S 250 ppm 100 ppm 1003 4,99 4,834 4,960 4,957
Zn 3000 ppb 10 ppm 1003 0,50 0,498 0,491 0,474
Ba 700 ppb 1 ppm 998 0,050 0,048 0,051 0,051
Al 200 ppb 1 ppm 1000 0,050 0,054 0,050 0,049
P 300 ppb 1 ppm 999 0,050 0,043 0,051 0,049
Fe 200 ppb 1 ppm 100 0,50 0,503 0,489 0,477
As 10 ppb 100 ppb 100.31 0,050 0,052 0,051 0,051

Mn 50 ppb 100 ppb 1009 0,0050 / / /
Ni 20 ppb 100 ppb 1005 0,0050 / / /
Pb 10 ppb 100 ppb 101,01 0,050 0,050 0,052 0,050
Se 10 ppb 100 ppb 100 0,050 0,051 0,052 0,051
Ag 10 ppb 100 ppb 1002 0,0050 / / /
Cr 50 ppb 100 ppb 1006 0,0050 / / /
Ccd 5 ppb 10 ppb 100 0,0050 / / /
Sb 5 ppb 10 ppb 998 0,00050 / / /
Vv 5 ppb 10 ppb 1002 0,00050 / / /
Hg 1 ppb 10 ppb 10,002 0,050 0,044 0,051 0,053
1%
HNO; / / / 28,55 28,347 28,357 28,405
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Metali Mn, Ni, Ag, Cr i Cd dodatno su razrijedeni 10x (10 puta) te su zajedno
pripremljeni u istoj falkonici od 15 mL. U falkonicu je dodano 1,00 mL TSO od Mn, Ni, Ag,
Cr i Cd te je ista nadopunjena 1% HNOs do volumena 10 mL. Iz tako pripremljene otopine
otpipetiran je alikvot od 0,050 mL i dodan u SO1, SO2 i SO3. U tablici 2. prikazan je volumen
TSO metala, V1(TSO), te masa istih, m, i volumen alikvota, V", koji se dodaje za izradu SO1,

S0O2 i SO3 te pripadajuce mase istog, m".

Tablica 2. Prikaz podataka za izradu standardnih otopinaMn, Ni, Ag, Cri Cd

SO1 S0O2 SO1
METAL V4(TSO)/mL | m(TSO)/g | Vi'/mL m'/g m'/g m'/g
Mn 1,00 0,986
Ni 1,00 0,980
Ag 1,00 0,999 0,050 0,047 0,051 0,049
Cr 1,00 0,856
Cd 1,00 0,984
1% HNO; 5,00 4,977 /

Temeljne standardne otopine (TSO) za Sb i V razrijedene su 100x te su pripremljene
istim postupkom kao i za metale, Mn, Ni, Ag, Cr i Cd. U tablici 3. prikazan je volumen TSO
metala, V1(TSO), te masa istih, m(TSO), i volumen alikvota, V1", koji se dodaje za izradu SO1,

S02 i SO3 te pripadajuée mase istog, m".

Tablica 3. Prikaz podataka za izradu standardnih otopina Sb i V

SO1 SO2 SO3
metal V1(TSO)/mL m/g Vi /mL m'/g m'/g m'/g
Sb 0,10 0,098 0,050
v 0,10 0,107 0,049 0,051 0,051
1% HNO; 9,80 9,616

Nakon pripremljenih SO1, SO2 i SO3 od svake su jos priredene po tri koncentracijske
razine: prva koncentracijska razina razrijedenje 10x, druga 2x, a tre¢a nerazrijedena, o
(slika 21.). Prva koncentracijska razina, razrijedenje 10x, pripremeljena je uzimanjem 1 mL
S01, SO2 ili SO3 te dodavanjem 9 mL 1% HNOz3. Druga koncentracijska razina, razrijedenje
2X, pripremeljena je uzimanjem 4 mL SO1, SO2 ili SO3 te dodavanjem 4 mL 1% HNOs, dok

se kod zadnje koncentracijske razine uzeo alikvot 7 mL SO1, SO2 i SO3.
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Slika 21. Shematski prikaz pripreme koncentracijskih razina

Na ovaj nacin priredene otopine analizirane su na ICP-MS uredaju pri radnim
parametrima navedenim u tablici 4. Prije poc¢etka mjerenja SO1, SO2 i SO3 bilo je potrebno
odrediti koji ¢e se metal mjeriti prema kojem internom standardu $to je odredeno usporedbom
relativnih atomskih masa (Ar) metala internog standarda s metalima koji se odreduju. Kao
interni standardi koristeni su skandij, A«(Sc) = 45, itrij, Ar(Y) = 89, i terbij, A((Th) = 159. Iz
izracuna aritmetickih sredina njihovih relativnih atomskih masa dobile su se krajnje granice

koje odreduju koji ¢e se metal mjeriti prema kojem internom standardu (tablica 5.).

Tablica 4. Prikaz radnih parametara tijekom mjerenja ICPMS-2030LF uredajem

Spektrometar ICPMS-2030LF
Plin nosioc Argon
Snaga radiofrekvencije 1,20 kW
Dubina uzorkovanja 10,0 mm
Protok plazme 9,0 L/min
Protok pomoénog plina 1,10 L/min
Protok noseceg plina 0,70 L/min
Protok kroz ¢eliju 6,0 mL/min
Napon éelije 210V
Baklja (engl. torch) mini
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Tablica 5. Prikaz kranjih granica relativnih atomskih masa internih standarada:

Krajnje granice prema Ar Interni standard
1-67 Sc
68 — 124 Y
124 > Th

3.2.2. Kiriteriji validacije

Kako bi se provela ispravna validacija metode potrebno je dobivene rezultate usporediti
s kriterijima prihvatljivosti za odredenu metodu koji su preuzeti iz znanstvenih literatura. U
tablici 6. navedeni su kriteriji prihvatljivosti za ICP-MS metodu. Dobiveni rezultati validacije

prikazani su poglavlju 4.1.

Tablica 6. Prikaz kriterija prihvatljivosti za validaciju ICP-MS metode

lzvedbena

karakteristika Kriterij prihvatljivosti

Linearnost R2>0,99 (56)
Istinitost Analiticki povrat; 80 — 120 % (56)
Preciznost RSD < 20 % (56)

3.3.  Priprema uzorka sedimenta za analizu

Uzorak sedimenta uzet je iz podruéja srednjeg i juznog Jadrana. U svrhu pripreme
uzorka za odredivanje metala ICP-MS tehnikom provodila se kisela digestija mikrovalnim
zracenjem. Cilj digestije bio je razgradnja uzorka i njegovo prevodenje u topljiv oblik, a ista se
provodila u zatvorenom sustavu u mikrovalnoj pe¢nici Milestone ETHOS 1600. U svrhu
potpune razgradnje sedimenta ispitivani su utjecaji temperature i snage mikrovalne pecnice te

se mijenjao volumen HCI, HNOg i HF kao i duljina trajanja same digestije.
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Prva digestija

U prvom ciklusu digestije istrazeni su utjecaji jaCine snage, temperature 1 vremena na
razgradnju uzorka sedimenta. Na temelju istraZzene literature postavljeni su pocetni uvjeti dani
u tablici 7. U 9 teflonskih posuda odvagano je 50 mg uzorka te je dodano 4 mL HNO3 (65%,
p.a.), 1 mL HCI (36,5%, p.a.) i 1 mL HF (48%, p.a.). U 10. teflonskoj posudi nalazila se slijepa
proba koja je sadrzavala iste volumene kiselina kao i u posudama s uzorkom. Postavljeno je
postupno zagrijavanje 50 minuta do 230 °C pri snazi od 1000 W. Nakon 50 minuta, posude su
se ohladile, a zatim se u njih dodalo 6 mL (y (H3BO3) = 40 g L™!) pri ¢emu su se posude vratile
u mikrovalnu pecnicu na iste uvjete temperature i snage, ali na vremenski period od 40 minuta
(tablica 7.). Budu¢i da digestiju nije bilo moguée provesti do kraja pristupilo se izmjenama

temperature i snage.

Tablica 7. Program prve mikrovalne digestije

KORAK TEMPERATURA/C | VRIJEME/min SNAGA/W
1. 230 50 1000
2. 230 40 1000

Druga digestija

U drugoj digestiji smanjena je temperatura koja je bila konstantna, a pracen je utjecaj
vremena i snage mikrovalne pe¢nice. U 3 teflonske posude odvagana je ista koli¢ina uzorka te
su dodani isti volumeni HNOs, HF 1 HCI, kao i u prvoj digestiji. U 4. teflonskoj posudi nalazila
se slijepa proba koja je sadrzavala iste volumene navedenih kiselina kao i u posudama s
uzorkom. Digestija se provela u 3 koraka pri konstantnoj temperaturi od 175 °C, koja je
odabrana prema metodi USA EPA 3051a, a mijenjala se jacina snage.[! U prvom koraku bila
je 400 W tijekom 6 minuta, u drugom koraku 800 W tijekom 15 minuta te u trecem koraku 0

W tijekom 15 minuta, Sto je navedeno u tablici 8.
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Tablica 8. Program druge mikrovalne digestije

KORAK TEMPERATURA/C VRIJEME/min SNAGA/W
1. 175 6 400
2. 175 15 800
3. 175 15 0

Tijekom prve i druge digestije nije postignuta potpuna razgradnja sedimenta.

Treca digestija

U trecoj digestiji temperatura od 175 °C i snaga od 400 W bile su konstantne, a mijenjani su
volumeni kiselina. U ovoj digestiji ispitana je topljivost sedimenta ovisno o0 promjeni omjera
volumena HCI i HNOs te o vremenu provedenom u mikrovalnoj peénici. Odvagana je ista
koli¢ina sedimenta od 50 mg u 9 teflonskih posuda, a dodani volumeni kiselina prikazani su u
tablici 9. U 10. posudi nalazila se slijepa proba koja je sadrzavala 2 mL HCI, 2 mL HNO3z i 1
mL HF. Nakon svakih 10 minuta uzimani su uzorci iz tri posude od svakog omjera kiselina koje
su oznacene naran¢astom, crvenom i zelenom bojom u tablici 9. Digestija je provedena do

kraja, ali je zaostao neotopljeni talog sedimenta.

Tablica 9. Prikaz podataka za provedbu trece digestije

ngSEJ)E SED:\I/\'AA;ES’\'?\TA/Q M,ﬁ;g@ﬁfﬁo 3 | SNAGA/W | V(HCI)/V(HNOg)/mL | V(HF)/mL
PECNICI/min
1 0,050 10 400 1:3 1
2 0,051 20 400 1:3 1
3 0,048 30 400 1:3 1
4 0,047 10 400 16:24 1
5 0,049 20 400 16:24 1
6 0,052 30 400 16:24 1
7 0,054 10 400 2:2 1
8 0,052 20 400 2:2 1
9 0,048 30 400 2:2 1
10 / 30 400 2:2 1
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Cetvrta digestija

U svrhu potpune razgradnje sedimenta ponovljen je prethodni identi¢an postupak, ali

pri vecoj snazi od 500 W (tablica 10.). Digestija je provedena do kraja, uzorci su sacuvani za

daljnju analizu, a sediment ni sada nije bio potpuno razgraden.

Tablica 10. Prikaz podataka za provedbu Cetvrte digestije

MASA

VRIJEME U

PgESSE SEDIMENTA | MIKROVALNOJ | SNAGAW | V(HCI)/V(HNOg/mL. | V(HF)/mL
/g PECNICI/min
1 0,050 10 500 1:3 1
2 0,051 20 500 1:3 1
3 0,049 30 500 1:3 1
4 0,050 10 500 1,6:24 1
5 0,048 20 500 1,6:24 1
6 0,051 30 500 1,6:24 1
7 0,053 10 500 2:2 1
8 0,049 20 500 2:2 1
9 0,049 30 500 2:2 1
10 / 30 500 2:2 1

Nakon provedene digestije otpipetirani su volumeni od 0,1 mL bistrog supernatanta koji je

vagan te je dodan volumen od 9,9 mL deionizirane vode, koji je takoder vagan (tablica 11.).

Vaganje je provedeno radi daljnjeg odredivanja to¢nije koncentracije, a tako pripremljeni uzorci

postavljeni su na autosampler za ICP-MS analizu.

44




Tablica 11. Prikaz mjernih podataka za pripremu uzorka sedimenta za analizu

DRUGA DIGESTIJA

m(supernatanta)/g m(deionizirana voda)/g
Posuda 1 0,109 9,830
Posuda 2 0,109 9,857
Posuda 3 0,110 9,838
Posuda 4 (slijepa proba) 0,110 9,857

TRECA DIGESTIJA

Posuda 1 0,113 9,890
Posuda 2 0,115 9,849
Posuda 3 0,110 9,858
Posuda 4 0,111 9,869
Posuda 5 0,114 9,836
Posuda 6 0,114 9,863
Posuda 7 0,110 9,865
Posuda 8 0,112 9,853
Posuda 9 0,112 9,863
Posuda 10 (slijepa proba) 0,114 9,851

CETVRTA DIGESTIJA

Posuda 1 0,113 9,795
Posuda 2 0,116 9,865
Posuda 3 0,110 9,842
Posuda 4 0,111 9,878
Posuda 5 0,117 9,852
Posuda 6 0,113 9,857
Posuda 7 0,110 9,856
Posuda 8 0,114 9,835
Posuda 9 0,114 9,821
Posuda 10 (slijepa proba) 0,113 9,841




3.4. Priprema uzorka vode za analizu

Uzorci vode sa ulaza i izlaza hidroelektrane s podruc¢ja vapnenackih stijena prije
ICP-MS analize pripremljeni su na nacin da se na 10 mL uzorka doda 100 pL 65 % HNO:s.
Ovim postupkom zakiseljavanja nastojalo se sprijeciti taloZzenje metala. Ovako priredeni uzorci

postavljeni su na autosampler za ICP-MS analizu.

3.5. Analiza uzoraka ICP-MS tehnikom

Nakon pripremljenih realnih uzoraka, a prije samog mjerenja potrebno je pripremiti
otopine za kalibraciju ICP-MS instrumenta. Kalibracija instrumenta provedna je pomocu dvije
odvojene standardne otopine (SOK1 i SOK2), ukljucujudi slijepu probu (1% HNO3). Koristene
su temeljne multielementne standardne otopine 71A, 71B i 71C (Inorganic Ventures,
Christiansburg, Virginia, SAD), a za odredivanje glavnih elemenata Na, Ca, Mg i K koriStene
su njihove TSO. Kalibracijske otopine pripremljene su u falkonicama od 50 mL razrjedivanjem
TSO, tako da SOKI1 sadrzi 71A, 71B i 71C u koncentraciji od 20 ppb i Na, Ca, Mg i K u
koncentraciji od 20 ppm. SOK2 sadrzi 71A, 71B i 71C u koncentraciji od 50 ppb, te Na, Ca,
Mg i K u koncentraciji od 50 ppm. Preostali volumen do 50 mL nadopunjen je 1% HNOs.
Podaci volumena i masa otopina navedeni su u tablici 12., a parametri pri kojima se provodila

kalibracija prikazani su u tablici 4.
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Tablica 12. Prikaz podataka za pripremu SOK1 i SOK2

SOK1 SOK?2

TSO | V(TSO)mL | m(TSO)g | MHNO3)/g | (TsoymL | m(TsO)g | M(HNOs)/g
71A 0,1 0,105 0,25 0,262
71B 0,1 0,106 0,25 0,257
71C 0,1 0,105 0,25 0,267

K 1,0 1,035 46,291 2,5 2,537 39,478
Na 1,0 1,037 2,5 2,534

Mg 1,0 0,998 2,5 2,550

Ca 1,0 1,040 2,5 2,551

Pripremljeni uzorci vode i sedimenta podvrgnuti su multielementnoj analizi na

Shimadzu ICPMS-2030LF instrumentu koji je povezan s autosamplerom AS-10. Prije mjerenja

realnih uzoraka provedena je kalibracija instrumenta, koji su mjereni pri istim uvjetima pri

kojima je provedena i validacija metode, te su navedeni u tablici 4.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Rezultati validacije

U radu je proveden razvoj i validacija ICP-MS tehnike za mjerenje teskih metala. U
svrhu validacije metode mjerene su TSO 19 elemenata (Ag, Al, As, Ba, Cd, Cr, Fe, Hg, K, Mn,
Na, Ni, P, Pb, S, Sb, Se, Vi Zn). Cilj validacije ICP-MS metode je dokazati njezinu prikladnost
za vjerodostojnu detekciju i kvantifikaciju ispitivanih metala. Za svaki izmjereni element
odredene su izvedbene karakteristike validacije od kojih su to linearnost, radno podrucje,
granica detekcije (GD), granica kvantifikacije (GK), to€nost (preciznost i istinitost) i
selektivnost. Svaki parametar validacije mora zadovoljiti Kriterij prihvatljivosti ¢ije su

vrijednosti prethodno navedene u tablici 6. u poglavlju 3.2.2.

Provedena mjerenja na Shimadzu ICPMS-2030LF instrumentu pokazala su veliko odstupanje

za Si te je izostavljen iz daljnjih ispitivanja.

Na slikama od 22. do 32. prikazane su graficke ovisnosti koncentracije svakog elementa
0 intenzitetu signala odnosno umjerne krivulje. 1z dobivenih se grafova pomocu koeficijenta
determinacije, R?, odredila linearnost metode odnosno dobiveni su umjerni pravci. Za sve
izmjerene elemente R? zadovoljava kriterij prihvatljivosti, R? > 0,99. Za Ag, Al, As, Cd, Cr,
Fe, K, Mn, Sb, Se, Vi Zn R? iznosi 1.00, dok za Ba, Hg, Na, Ni, P, 2%Ph, 20’Pp, 2%8pPp i S iznosi
0,99.

Ag y=5,36x+4,26 Al  v=50.194,79x + 536,52
R?=1,00 R?=1,00

600 60000

500 @ 50000 @
© 400 @ 40000
£ 7_ S
£ 300 9 £ 30000 &
£ 200 £ 20000

100 pe 10000 ps

0 & 0 &
0 200 40 60 80 100 0 02 04 06 08 1
7/ppb y/ppm

Slika 22. Graficki prikazi umjernih pravaca za Ag i Al
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Slika 23. Graficki prikazi umjernih pravaca za As i Ba
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Slika 24. Graficki prikazi umjernih pravaca za Cd i Cr
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Slika 25. Graficki prikazi umjernih pravaca za Fe i Hg
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Slika 26. Graficki prikazi umjernih pravaca za K i Mn
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Slika 27. Graficki prikazi umjernih pravaca za Na i Ni
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Slika 28. Graficki prikazi umjernih pravaca za P i 2%°Pb
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Slika 29. Graficki prikazi umjernih pravaca za 2°’Pb i 2%Pb
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Slika 30. Graficki prikazi umjernih pravaca za S i Sh
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Slika 31. Graficki prikazi umjernih pravaca za Se i V
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Slika 32. Graficki prikaz umjernog pravca za Zn

U tablicama od 13. do 15. prikazani su dobiveni parametri validacije za sve tri
koncentracijske razine SO. Standardno odstupanje (S) govori nam o veli¢ini slu¢ajne pogreske
I ponovljivosti rezultata mjerenja. Njegove vrijednosti dobivene su u excel-u fukcijom stdev.
Pomoc¢u standardnog odstupanja i srednje vrijednosti intenziteta ponovljenih mjerenja uzorka,
Xsr, odreduje se relativno standardno odstupanje (RSD) odnosno preciznost metode
(jednadzba (8)). Poznata koncentracija elementa u referentnom standardu (SO) oznacena je

slovom T, a razlicita je za svaki pojedini element.

Tablica 13. Prikaz validacijskih parametara za svaki element za razrjedenje 10x

10x
ELEMENT S Xsr RSD/% T
Ag /ppb 2,124 58,699 3,60 10,0
Al /ppm 139,507 2730,456 2,44 0,1
As /ppb 0,309 13,690 2,27 10,0
Ba /ppb 1,312 57,450 2,22 100,0
Cd /ppb 0,186 3,980 4,69 1,0
Cr /ppb 5,104 200,018 2,57 10,0
Fe /ppb 61,101 2376,057 2,58 100,0
Hg /ppb 0,052 0,943 5,42 1,0
K /ppm 224,141 14962,363 1,50 10,0
Mn /ppb 3,200 126,623 2,54 10,0
Na /ppm 14756,544 635203,659 2,32 10,0
Ni /ppb 6,067 208,565 2,93 10,0
P /ppm 0,698 15,926 4,39 0,1
205ph /ppb 0,412 18,210 2,25 10,0
207Ph /ppb 0,387 15,563 2,45 10,0
208ph /ppb 0,923 38,272 2,38 10,0
S /ppm 1,822 63,806 2,85 10,0
Sb /ppb 0,134 5,683 2,33 1,0
Se /ppb 0,068 0,956 7,11 10,0
V /ppb 0,830 23,872 3,48 1,0
Zn /ppb 219,770 8041,992 2,76 1000,0
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Tablica 14. Prikaz validacijskih parametara za svaki element za razrjedenje 2x

2x
ELEMENT S Xsr RSD/% T
Ag /ppb 4,487 273,199 1,65 50,0
Al /ppm 660,943 25420,587 2,60 0,5
As /ppb 1,163 64,470 1,80 50,0
Ba /ppb 2,683 270,544 0,97 500,0
Cd /ppb 0,399 17,713 2,25 5,0
Cr /ppb 20,033 899,935 2,26 50,0
Fe /ppb 247,902 10818,329 2,30 500,0
Hg /ppb 0,194 3,705 5,26 5,0
K /ppm 1352,522 65164,706 2,08 50,0
Mn /ppb 13,317 585,860 2,32 50,0
Na /ppm 63744,117 2669452,222 2,41 50,0
Ni /ppb 23,164 962,320 2,45 50,0
P /ppm 1,332 36,704 3,70 0,5
205Pp /ppb 1,331 85,657 1,59 50,0
27Ph /ppb 1,521 73,360 2,11 50,0
208Ph /ppb 3,396 179,598 1,93 50,0
S /ppm 3,834 162,220 2,36 50,0
Sb /ppb 0,412 25,862 1,60 5,0
Se /ppb 0,148 4,145 3,56 50,0
V /ppb 2,717 109,848 2,50 5,0
Zn /ppb 1060,429 37358,697 2,87 5000,0

Tablica 15. Prikaz validacijskih parametara za svaki element za nerazrjedenje o

]

ELEMENT S Xsr RSD/% T
Ag /ppb 7,996 539,295 1,48 100,0
Al /ppm 1327,251 50820,519 2,61 1,0
As /ppb 1,538 126,822 1,21 100,0
Ba /ppb 5,066 533,988 0,95 1000,0
Cd /ppb 0,655 35,060 1,88 10,0
Cr /ppb 43,840 1815,979 2,42 100,0
Fe /ppb 570,424 21860,866 2,60 1000,0
Hg /ppb 0,145 7,955 1,80 10,0
K /ppm 2913,087 127955,615 2,29 100,0
Mn /ppb 30,982 1186,522 2,63 100,0
Na /ppm 153889,664 5401639,704 2,86 100,0
Ni /ppb 54,967 1957,188 2,82 100,0
P /ppm 1,191 62,744 1,90 1,0

205pp /ppb 2,286 172,703 1,33 100,0

207pp /ppb 1,747 147,700 1,20 100,0

208pp /ppb 4,848 362,309 1,34 100,0
S /ppm 6,280 284,054 2,21 100,0
Sb /ppb 1,065 51,963 2,05 10,0
Se /ppb 0,198 8,057 2,45 100,0
V /ppb 5,632 221,331 2,55 10,0
Zn /ppb 2146,810 75809,180 2,83 10000,0
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U tablici 16. prikazane su srednje vrijednosti standardnog odstupanja, 5, analitickog
povrata i RSD za sve tri SO te GD i GK za svaki element. Vrijednosti za GK i GD izracunate
su prema jednadzbama (3) i (5). Najmanja GD dobivena je za Sb i iznosi 0,344 ppb, dok
najmanja vrijednost GK za isti element iznosi 1,042 ppb. Najve¢a GD dobivena je za S i iznosi

5,389 ppm, dok najveca vrijednost GK za isti element iznosi 16,331 ppm.

Tablica 16. Prikaz GD i GK te srednje vrijednosti §, analitickog povrata te RSD za svaki
element

ELEMENT s GD GK Analiti¢ki povrat/% | RSD/%
Ag /ppb 4,869 2,997 9,084 100,58 2,25
Al /ppm 709,234 0,053 0,161 100,93 2,55
As /ppb 1,003 2,627 7,962 100,51 1,76
Ba /ppb 3,020 17,780 53,932 99,80 1,38
Cd /ppb 0,413 0,393 1,191 101,19 2,94
Cr /ppb 22,992 4,220 12,788 101,09 2,42
Fe /ppb 293,143 44,560 135,151 101,17 2,50
Hg /ppb 0,130 0,545 1,650 102,67 4,16
K /ppm 1496,583 3,918 11,873 100,96 1,96
Mn /ppb 15,833 4,432 13,429 101,03 2,49
Na/ppm | 77463,442 4,824 14,619 101,21 2,53
Ni /ppb 28,066 4,759 14,422 101,23 2,73
P /ppm 1,074 0,068 0,205 101,92 3,33
206pp /ppb 1,343 2,577 7,810 100,83 1,72
27Pp /ppb 1,218 2,735 8,288 100,84 1,92
208pp /ppb 3,056 2,793 8,464 100,81 1,88
S /ppm 3,979 5,389 16,331 98,78 2,48
Sh /ppb 0,537 0,344 1,042 101,06 1,99
Se /ppb 0,138 5,685 17,226 99,75 4,38
V /ppb 3,060 0,461 1,398 100,08 2,84
Zn /ppb 1142,337 499,962 1515,035 101,20 2,82

Na slikama 33., 34. i 35. grafi¢ki je prikazana vrijednost RSD u % za svaki element pri
razli¢itom razrjedenju. Na grafovima narancasta linija na 20 % oznacava kriterij prihvatljivosti
za RSD koji je naveden u tablici 6. u poglavlju 3.2.2. 1z dobivenih vrijednosti vidljivo je da je
RSD za sve elemente manji od 20 % $to znaci da je zadovoljen kriterij prihvatljivosti. Takoder,
moguce je uociti odredene trendove rasta i pada vrijednosti RSD. Tako je trend rasta RSD od

najveceg razrjedenja prema manjem, odnosno nerazrjedenju vidljiv kod Al, K 1 Na, dok je trend
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pada vidljiv kod Ag, As, Ba, Cd, Hg, P, 2°°Pb, 2°’Pb, 2%pPb, S i Se. Kod Cr, Fe, Mn, Ni, Sb i V
najmanja vrijednost RSD postignuta je za razrjedenje 2x $to predstavlja koncentraciju elementa

pri kojoj je postignuta najveca preciznost mjerenja.

RSD za 10x razrjedenje

25,00

20,00

15,00

RSD/ %

10,00

5,00

Ag Al As Ba Cd Cr Fe Hg K Mn Na Ni P 2“"207;‘:% S Sb Se V zn

Slika 33. Graficki prikaz RSD za svaki element za 10x razrjedenje

RSD za 2x razrjedenje
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Slika 34. Graficki prikaz RSD za svaki element za 2x razrjedenje
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Slika 35. Graficki prikaz RSD za svaki element za o

Dobivene vrijednosti za analiti¢ki povrat za sve elemente nalaze se unutar Kkriterija
prihvatljivosti 80 - 120 % (narancasti pravci na 80 % i 120 %), $to je vidljivo i na grafickom
prikazu na slici 36. Vrijednosti analitickog povrata za sve elemente kre¢u se oko 100 % te

najvisa vrijednost iznosi 102,67 % za Hg, a najmanja 98,78 % za S.
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Slika 36. Graficki prikaz analitickog povrata za svaki element
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Za dobivene vrijednosti izvedbenih karakteristika validacije radno podruc¢je ICP-MS
metode je od 10 ppb do 100 ppm. Prema dobivenim rezultatima ova metoda je pogodna za
mjerenje Ag, Al, As, Ba, Cd, Cr, Fe, Hg, K, Mn, Na, Ni, P, 2%Pp, 207ph, 2%8pp, S, Sh, Se, V i

Zn za pripremljene koncentracije.

4.2. Rezultati mjerenja ICP-MS

Mjerenje realnih uzoraka sedimenta i vode provela su se na Shimadzu ICPMS-2030LF
instrumentu pri istim uvjetima navedenim u tablici 4. pri kojima se provodila i validacija

metode.

4.2.1. Uzorak sedimenta

U tablici 17. prikazani su rezultati mjerenja uzorka sedimenta nakon provedene druge
digestije. Za sve tri posude izracunato je standardno odstupanje, s, i srednja vrijednost
dobivenih koncentracija elemenata, xsr. Vidljivo je da nakon provedene digestije u sedimentu
nisu detektirani Ag, As, Ba, Cd, Hg, K, Na, 2%Pb, 207Pb, 29pp, Sh, Se i Zn jer su njihove
vrijednosti xsr manje od njihovih vrijednosti GD, ali se ne moze sa sigurnos¢u tvrditi da nisu
prisutni zbog nepotpune razgradnje sedimenta. S druge strane, za Cr, Mn i Ni vrijednosti Xsr Su
izmedu njihovih vrijednosti za GD i GK te se iste moraju uzeti s oprezom. Vrijednosti xsr vece
od GK imaju Al, Fe, P i V te su mjerenjem detektirani, ali se njihova to¢na koncentracija u
sedimentu ne moze odrediti zbog nepotpune razgradnje sedimenta. Za P Xsr iznosi 6,33 ppb,
koja je znatno niza od MDK vrijednosti od 300 ppb i ne uzrokuje stetan ucinak. Za Al i Fe Xsr
iznosi 201,00 ppm, odnosno 1431,26 ppb, koje su znatno vise od njihovih MDK vrijednosti od
200 ppb. Za V xsr iznosi 7,50 ppb, koja je visa od MDK vrijednosti od 5,00 ppb.
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Tablica 17. Prikaz rezultata mjerenja za uzorak sedimenta nakon druge digestije

ELEMENT DRUGA DIGESTIJA
posudal | posuda2 | posuda3 s Xsr
v(Ag)/ppb -0,03 -0,01 0,01 0,02 <GD
v(Al)/ppm 153 363 87 144,12 | 201,00
v(As)/ppb 1,791 1,841 1,901 0,06 <GD
v(Ba)/ppb 1,97 1,74 1,56 0,21 <GD
v(Cd)/ppb 0,0247 0,3598 0,1058 0,17 <GD
v(Cr)/ppb 5,38 5,59 5,27 0,16 541*%*
y(Fe)/ppb 1397,88 1327,88 1567,88 | 123,42 | 1431,21
v(Hg)/ppb -0,09 -0,32 0,31 0,32 <GD
y(K)/ppm 0,6505 0,5535 0,4595 0,10 <GD
y(Mn)/ppb 12,009 11,809 13,109 0,70 | 12,31 *
y(Na)/ppm 1,5445 1,6045 1,0245 0,32 <GD
v(Ni)/ppb 6,9215 6,6815 8,0415 0,73 7,21 %
v(P)/ppb 5,3 0,9 12,8 6,02 6,33
v(2%Pb)/ppb 1,465 1,455 1,475 0,01 <GD
1(>*’Pb)/ppb 1,351 1,421 1,351 0,04 <GD
v(2°8Pb)/ppb 1,365 1,425 1,425 0,03 <GD
v(Sb)/ppb 0,074 0,066 0,062 0,01 <GD
v(Se)/ppb 0,0366 0,0506 0,0085 0,02 <GD
v(V)/ppb 7,3299 7,2299 7,9399 0,38 7,50
v(Zn)/ppb 4,38 4,18 3,98 0,20 <GD

*vrijednosti koncentracija nalaze se izmedi GD i GK te se moraju uzeti s oprezom

U tablici 18. prikazani su rezultati mjerenja uzorka sedimenta nakon provedene trece
digestije. Za izmjerene uzorke takoder je izra¢unato S i Xsr za Svih 9 posuda, a iste su grupirane
po jednakom trajanju digestije od 10, 20 i 30 minuta. Prema dobivenim rezultatima xsr hakon
trece digestije isti elementi, osim Hg, nisu detektirani u sedimentu kao i nakon druge digestije.
Razlika kod Hg pojavila se nakon 10 i 20 minuta gdje je xsrizmedu vrijednosti za GD i GK, dok
je nakon 30 minuta ona manja od GD. S obzirom, da se vrijednosti izmedu GD i GK ne mogu
sa sigurno$c¢u prihvatiti potrebno je provesti dodatna mjerenja. Za Cr, Mn i Ni vrijednosti Xsr Su
takoder izmedu GD i GK, kao i nakon druge digestije. I nakon trece digestije detektirani su Al,
Fe, P i V u uzorku sedimenta. Vidljivo je da je koncentracija Al znatno veéa nego nakon druge
digestije Sto znaci da su uvjeti pogodniji za njegovo uklanjanje iz sedimenta. Najveca
koncentracija odredena je u posudi 7 u koju je dodano 2 mL HCI, 2 mL HNO3z i 1 mL HF i koja
se digestirala 10 minuta. | za Fe, P i VV koncentracije su vec¢e nakon trece digestije, ali se iste

znacajno ne mijenjaju ovisno o trajanju digestije.
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Tablica 18. Prikaz rezultata mjerenja za uzorak sedimenta nakon trece digestije

TRECA DIGESTIJA
;Téé:_::ji 10 min 20 min 30 min
ELEMENT posuda 1l | posuda4 | posuda 7 s Xsr posuda2 | posuda5 | posuda 8 posuda3 | posuda6 | posuda9
y(Ag)/ppb 0,13 0,05 0,01 0,06 <GD
y(Al)/ppm 1815 1815 2465 | 37528 | 2031,67
v(As)/ppb 1,604 1,514 1,824 0,16 <GD
y(Ba)/ppb 2,17 3,19 2,16 0,59 <GD
y(Cd)/ppb 0,0146 0,022 0,0256 0,01 <GD
y(Cr)/ppb 5,99 5,13 59 047 | 567*
v(Fe)/ppb 1696,7 1556,7 2016,7 235,80 | 1756,70
y(Hg)/ppb 1,756 0,134 0,623 0,83 | 0,84*
y(K)/ppm 0,864 0,825 0,989 0,09 <GD
y(Mn)/ppb 9,25 9,85 12,15 1,53 | 10,42*
y(Na)/ppm 0,369 -0,084 0,344 0,25 <GD
y(Ni)/ppb 7,2841 | 86441 | 83941 072 | 811*
y(P)/ppb 12,1 15,2 21,88 5,00 16,39
y(*°Pb)/ppb | 1,313 1,183 1,423 012 | <GD
y(*’Pb)/ppb 1,146 1,176 1,416 0,15 <GD
y(**®Pb)/ppb 1,214 1,184 1,414 0,13 <GD
(Sb)/ppb 0,074 0,066 0,064 0,01 <GD
y(Se)/ppb -0,0546 | -0,0724 | -0,0768 | 0,01 <GD
y(V)/ppb 6,036 5,626 7,466 0,97 6,38
¥(Zn)/ppb 2,08 2,54 -0,14 1,43 <GD

*vrijednosti koncentracija nalaze se izmedi GD i GK te se moraju uzeti s oprezom

59



U tablici 19. prikazani su rezultati mjerenja uzorka sedimenta nakon provedene Cetvrte
digestije. Isti elementi koji nisu detektirani u sedimentu nakon druge i trec¢e digestije nisu ni
nakon provedene Getvrte digestije (Ag, As, Ba, Cd, Hg, K, Na, 2%Pb, 207Ph, 2%8pp, Sh, Se i Zn).
Takoder, ovim rezultatima se potvrdilo da su dobivene Xsr vrijednosti izmedu GD 1 GK u trecoj
digestiji nepouzdane te Hg nije detektirana u sedimentu. I dalje su xsr vrijednosti za Cr, Mn i Ni
izmedu GD i1 GK. Neocekivano dobivene Xsr vrijednosti za Al su manje od onih nakon trece
digestije, Sto potencijalno moze biti posljedica reakcije Al s nekim drugim elementima ili
spojevima prisutnim u sedimentu. | dalje su to koncentracije Al u sedimentu koje se mogu
detektirati, ali je za precizno odredivanje potrebno provesti daljnja istrazivanja ponajvise u
smjeru potpune digestije sedimenta. U ovoj digestiji uo¢ava se povisena koncentracija 2°°Pb,
207Pp j 2%8Ph u posudama nakon 30 minuta, no ona se nalazi izmedu GD i GK te se iste mogu
smatrati manje relevantnim u usporedbi sa ostalim dobivenim rezultatima u prethodnim

digestijama.

Iz rezultata provedenih digestija moze se zakljuciti da Ag, Ag, As, Ba, Cd, Hg, K, Na,
206pp, 207pp, 208phy, Sh, Se i Zn nisu detektirani u sedimentu, dok su Al, Fe, P i V detektirani. Za
Cr, Mn i Ni ne moZemo sa sigurno$¢u tvrditi jesu li prisutni u sedimentu jer su dobivene
koncentracije uvijek izmedu GD i GK, te je potrebno provesti dodatna istrazivanja u svrhu
potpune razgradnje sedimenta kako bi se preciznije odredila prisutnost i koncentracija svih
elemenata. Takoder, prema dobivenim rezultatima kao najoptimalnija digestija pokazala se
treca digestija koja pruza dobivanje vecih vrijednosti koncentracija odnosno uzorak sedimenta
se udinkovitije razgradio. Cetvrta digestija takoder daje zadovoljavajuce rezultate, no ona se
provodi pri snazi od 500 W tako da je s ekonomskog stajalista pogodnija trec¢a digestija pri
400 W. Za preciznije odredivanje koncentracija elemenata u sedimentu preostali talog koji se

nije razgradio moze se podvrgnuti XRF metodi.
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Tablica 19. Prikaz rezultata mjerenja za uzorak sedimenta nakon cetvrte digestije

CETVRTA DIGESTUA

BTQ;::;: 10 min 20 min 30 min
ELEMENT | posudal | posuda4 | posuda 7 s Xsr posuda2 | posuda5 | posuda 8 posuda 3 | posuda 6 | posuda 9
v(Ag)/ppb 0,01 -0,02 0,01 0,01 <GD

y(Al)/ppm 610 830 1060 | 225,02 | 833,33

v(As)/ppb 1,686 1,816 1,766 0,07 <GD

v(Ba)/ppb 1,58 2,16 2,59 0,51 <GD

y(Cd)/ppb | 0,0134 | 0,0076 | 0,0341 0,01 <GD

Y(Cr)/ppb 5,13 5,22 5,67 0,29 5,34 *

y(Fe)/lppb | 17756 | 18256 | 18856 | 55,08 | 182893

y(Hg)/ppb | -0,5638 | -1,637 -0,342 0,69 <GD

y(K)/ppm 0,843 0,879 0,918 0,04 <GD
y(Mn)/ppb 8,81 10,31 11,31 1,26 | 10,14 *
y(Na)/ppm | 0,1565 | 0,0205 | -0,0856 | 0,12 <GD
y(Ni)/ppb 8,637 7,937 7,977 039 | 818*
v(P)/ppb 6,91 8,71 13,31 3,30 9,64
¥(*5Pb)/ppb -0,88 -0,79 -0,71 0,09 <GD
y(*"Pb)/ppb | -1,01 -0,9 -0,88 0,07 <GD
y(**®*Pb)/ppb | 0,81 -0,77 -0,73 0,04 <GD
v(Sb)/ppb 0,03 0,052 0,037 0,01 <GD

y(Se)/ppb 0,052 | -0,0295 | -0,0384 | 0,01 <GD

y(V)/ppb 6,576 6,816 7,356 0,40 6,92

¥(Zn)/ppb 1,72 2,37 2,34 0,37 <GD

*vrijednosti koncentracija nalaze se izmedi GD i GK te se moraju uzeti s oprezom
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4.2.2. Uzorak vode

Uzorci vode za analizu prikupljeni su sa uredaja za pro¢i$¢avanje voda na ulazu i izlazu
sa akumulacijskog jezera hidroelektrane (HE) vapnenackog podrucja (radi zastite podataka nije
imenovana HE) u razdoblju od sije¢nja do svibnja 2024. Rezultati mjerenja koncentracije
elemenata za uzorke vode prikazani su u tablici 20. 1z dobivenih rezultata vidljivo je da nisu
prisutne poveéane koncentracije elemenata Al, As, Ba, Cd, Cr, Hg, K, Mn, Na, Ni, P, 2°°Pb,
207pp, 2%8pp, Sh, Se i V. Povecana koncentracija Fe je odekivana buduéi da se u postupku
prociscavanja dodaje kao koagulant. Povecane koncentracije S uocljive su na ulazu dana 14.3.
1 24.4.2024. te prilikom doziranja s Fe. Spomenute koncentracije vece su od MDK vrijednosti
za S (MDK = 250 ppm) te iznose 265 ppb i 349 ppb, no iste su smanjene na izlazu uredaja. Kod
Zn je takoder vidljivo da su koncentracije na izlazu iz uredaja u sije¢nju i ozujku. veée od MDK
vrijednosti za Zn (1 ppb) i iznose 1,41 ppb i 213 ppb. Pozeljno je provesti dodatna istrazivanja

kako bi se otkrio moguéi uzrok povecanja koncentracije.
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Tablica 20. Prikaz rezultata mjerenja za uzorak vode

ELEMENT sijecanj ulaz sijecanj izlaz 14.3.ulaz | 14.3.izlaz | 12.4.ulaz | 12.4.izlaz | 24.4.ulaz | 24.4.izlaz | 8.5. ulaz 8.5. doziranje Fe 8.5. izlaz
y(Al)/ppb 0,267 4,03 0,743 5,09 2,05 5,98 -2,85 -0,518 8,93 22,6 9,67
Y(As)/ppb -0,216 -0,204 -0,212 -0,201 -0,177 -0,221 -0,220 -0,182 -0,143 -0,157 -0,149
y(Ba)/ppb 8,25 8,10 8,19 8,14 8,44 8,45 8,08 8,82 8,76 9,36 9,00
v(Cd)/ppb -0,213 -0,181 -0,215 0,0130 -0,227 -0,228 -0,237 -0,224 -0,194 -0,195 -0,208
¥(Cr)/ppb 0,195 -0,0412 0,254 0,0317 0,459 0,106 0,509 0,233 1,41 2,10 0,397
v(Fe)/ppb -2,15 -0,894 -2,70 2,49 2,11 7,25 -2,47 1,36 15,4 508 11,6
y(Hg)/ppb -0,872 0,925 -1,34 -0,718 -1,56 -0,426 -1,09 0,293 -1,44 -0,625 -0,585
Y(K)/ppm 0,336 0,360 0,308 0,359 0,428 0,331 0,487 1,55 0,567 0,535 0,541
y(Mn)/ppb -0,369 -0,379 -0,281 0,205 0,0489 2,54 -0,369 1,78 5,07 9,86 3,13
y(Na)/ppm 5,51 6,24 4,14 5,30 6,08 4,06 5,44 54,1 8,74 8,61 62,7
v(Ni)/ppb -0,576 -0,498 -0,291 1,76 -0,488 -0,106 -0,656 -0,503 -0,560 2,56 -0,501
v(P)/ppb -7,01 -17,3 -16,2 17,4 9,34 -7,15 -14,0 -1,22 52,0 18,8 -0,647
¥(*°°Pb)/ppb 1,09 1,03 1,04 1,15 1,04 1,06 1,03 4,47 1,63 4,67 1,19
v(*°’Pb)/ppb 1,03 1,02 0,949 1,07 1,02 0,985 0,964 4,06 1,52 4,61 1,16
v(*°®Pb)/ppb 1,04 1,01 0,962 1,12 0,977 0,969 0,986 4,33 1,59 4,72 1,16
¥(S)/ppb 219 63,4 265 60,0 128 108 349 11,8 197 293 -2480
y(Sb)/ppb 0,0923 0,0855 0,0658 0,130 0,0811 0,0870 0,0815 0,0873 0,0866 0,117 0,0945
y(Se)/ppb 0,0148 0,164 0,0003 0,0668 0,183 0,0426 0,138 0,0780 0,0824 0,0915 0,0998
y(V)/ppb 0,126 0,386 0,292 0,446 0,409 0,404 0,327 0,362 0,417 0,446 0,402
y(Zn)/ppb 2,02 1,41 0,0154 213 1,25 -1,60 -2,68 -1,51 12,1 58,5 -0,832
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5. ZAKLJUCAK

U radu je proveden razvoj i validacija ICP-MS tehnike za mjerenje teskih metala. U
svrhu validacije metode mjerene su TSO 19 elemenata (Ag, Al, As, Ba, Cd, Cr, Fe, Hg, K, Mn,
Na, Ni, P, Pb, S, Sb, Se, V i Zn). Za svaki eclement odredene su izvedbene karakteristike
validacije od kojih su to linearnost, radno podruc¢je, granica detekcije (GD), granica
kvantifikacije (GK), to¢nost (preciznost i istinitost) i selektivnost. Dobiveni rezultati
izvedbenih karakteristika validacije zadovoljavaju kriterije prihvatljivosti, stoga je ova metoda

pogodna za mjerenje navedenih elemenata.

Validirana metoda primijenjena je na realne uzorke vode sa ulaza i izlaza hidroelektrane
s podrucja vapnenackih stijena i na morski sediment iz podrucja srednjeg i juznog Jadrana.
Uzorak sedimenta pripremljen je pomocu kisele mikrovalne digestije kojom se nastojala postici
potpuna razgradnja. U tu svrhu mijenjali su se uvjeti digestije, pri ¢emu nije postignuta potpuna
razgradnja sedimenta. Optimalni uvjeti razgradnje uzorka sedimenta postignuti su u trecoj
digestiji nakon 10 minuta, pri snazi od 400 W i volumenima kiselina; 1 mL HCI, 3 mL HNO3
i 1 mL HF. Prema rezultatima u uzorku sedimenta detektirani su Al, Fe, P i V. Uzorci vode
pokazuju povecane koncentracije S i Zn, ali su ispitivani elementi (Al, As, Ba, Cd, Cr, Hg, K,
Mn, Na, Ni, P, ?%Pb, 207pp, 208pp, S, Sb, Se, V i Zn) uspjesno uklonjeni prije ulaska vode u

samu hidroelektranu.
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7. POPIS KRATICA

AAS - Atomic absorption spectrometry

Acetil CoA - acetil koenzim A

ALAD - delta aminolevulinska kiselina dehidrataza
CRC - Collision/reaction cell

Cys — cistein

DDEM - Discrete dynode electron multiplier
DNA — Deoxyribonucleic acid

EM — elektronski multiplikator

GC-MS - Gas chromatography/mass spectrometry
GD - granica detekcije

GK - granica kvantifikacije

GR - glutation reduktaza

GSH - reducirani glutation

GSSG - oksidirani glutation

HPLC - High-performance liquid chromatography

IARC — International Agency for Research on Cancer
ICP-MS - Inductively coupled plasma mass spectrometry

ICP-OES - Inductively coupled plasma optical emission spectrometry

KED - Kinetic energy discrimination

MDK — maksimalna dopustena koncentracija
MS — masena spektrometrija

MT — metalotionein

PCB - poliklorirani bifenili
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PVC — polivinil klorid

RNA - Ribonucleic acid

RNS - reactive nitrogen species

ROS - reactive oxygen species

RSD - relativno standardno odstupanje

SEM - skenirajuca elektronska mikroskopija

TEM - transmisijska elektronska mikroskopija

U.S. EPA - United States Environmental Protection Agency

XRF - X-ray Fluorescence
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