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SAZETAK

Metali u tragovima su u prirodnim vodama raspodijeljeni u razliCite kemijske vrste
(specije). Odredivanje njihove raspodjele (specijacija) klju¢no je za bolje razumijevanje
biogeokemijskog ciklusa i utjecaja u vodenom ekosustavu. Mnogi metali su ve¢inom vezani u
vrlo stabilne komplekse s organskim ligandima. U ovom radu interakcija metala u tragovima s
organskim ligandima ispitana je UV/Vis spektrometrijom, na primjeru interakcije bakra s
EDTA kao poznatim sintetskim organskim ligandom, s kromofornom otopljenom organskom
tvari (CDOM) iz izoliranih frakcija rijecne i morske vode, te s prirodnim organskim ligandima
iz uzorka vode rijeke Save. Prilikom obrade spektara koristene su gotovo sve metodologije za
odredivanje specificnih parametara koje su danas raspolozive u literaturi, a koje su
implementirane u posebno za tu svrhu razvijeni program (ASFit). Pokazana je vaznost izbora
komponenata koje se dodaju u otopinu za mjerenje apsorbancije te utjecaj promjene pH
vrijednosti na topljivost bakra, apsorpciju same organske tvari kao i interakciju bakra s
ispitivanom organskom tvari. Povecanjem koncentracije bakra u otopini doslo je do promjena
u apsorpcijskim spektrima svih ispitivanih organskih tvari s apsorpcijskim maksimumima
(odnosno minimumima kod rije¢ne huminske kiseline) na razli¢itim valnim duljinama.
Parametri odredeni obradom apsorpcijskih spektara dobivenih titracijom dinatrijeve soli
EDTA i diferencijalnih apsorpcijskih spektara modelnih otopina pokazali su statisti¢ki vrlo
znacajnu linearnu ovisnost o koncentraciji nastalog kompleksa procijenjenu pomocu Visual
MINTEQ programa, dok uzorak rijeke Save nije bio u korelaciji s procijenjenim
vrijednostima.

Istrazivanja su pokazala da se derivativni i diferencijalni spektri, te karakteristi¢ni
parametri obrade spektara (maksimum prve derivacije, diferencijalni apsorpcijski koeficijent
na valnoj duljini apsorpcijskog maksimuma, diferencijalni spektralni nagib, omjer
diferencijalnih spektralnih nagiba i visina Gaussovih krivulja) mogu uspjeSno koristiti za
istrazivanje interakcije metala u tragovima s organskim ligandima. Medutim, mogucu
primjenu UV/Vis spektrometrije u tu svrhu, u realnim prirodnim uzorcima, potrebno je

detaljnije istraziti.

Kljuéne rijec¢i: UV/Vis spektrometrija, apsorpcija, metali u tragovima, organski ligandi,
kompleksiranje, ASFit, Visual MINTEQ



SUMMARY

Trace metals in natural waters are distributed in different chemical forms.
Measurements of individual form are required to understand and predict their fate and effect
on aquatic species. Major fraction of many trace metals are present as complexes with ligands
from natural organic matter. In this work UV/Vis spectrometry was used to examine
interactions of copper with known synthetic ligand (EDTA), with chromophoric dissolved
organic matter (CDOM) isolated from river and marine water and with natural organic ligands
from Sava River. For characterization of obtained absorbance spectra were used different
methods and parameters that are implemented in all-in-one computer program (ASFit)
designed for this purpose. It was shown that careful selection of components added to the
solution for absorbance measurements is of great importance, same as maintaining constant
pH value since copper solubility, its interactions with organic matter and absorption of organic
matter itself is strongly pH dependent. All absorbance measurements of copper interactions
with organic ligands have shown differences in the spectral signals between the original
spectra and those changed upon the increase of copper concentrations, with peaks located at
different wavelengths. Parameters derived from absorbance measurements of copper
interactions with organic ligands were compared with bound copper estimated based on Visual
MINTEQ calculations. This examination have shown that parameters derived from EDTA
derivative spectra and model solutions differential spectra strongly correlate with
concentration of bound copper, unlike the parameters derived from changes in absorbance

spectra of Sava River sample.

This study have shown that derivative and differential spectra, along with the
characteristic spectral parameters (maximum of first derivation, differential absorption
coefficient at absorption peak wavelength, differential spectral slope, differential spectral
slope ratio and Gaussian curve height) can be used to generate information concerning the
nature of interaction of trace metals with organic ligands. However application of UV/Vis

spectrometry for this purpose in real natural samples needs to be further explored.

Key words: UV/Vis spectrometry, absorbance, trace metals, organic ligands, complexation,
ASFit, Visual MINTEQ
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1. Uvod




Uvod

Metali u tragovima imaju vaznu ulogu u okoliSu, a njihovo ponasanje i utjecaj na
prisutne organizme ovisi 0 kemijskom obliku u kojem se nalaze. U prirodnim vodama se
nalaze kao slobodni hidratizirani ioni, kao kompleksi vezani na organske ili anorganske
ligande te adsorbirani ili ugradeni u organske i anorganske cestice. Metali nisu
(bio)razgradivi i ostaju prisutni u okoliSu, zbog ¢ega je vazno kontinuirano pracenje i
predvidanje njihovog kruzenja i raspodjele kemijskih vrsta (specijacija) u kojima se nalaze
te razvijanje pogodnih analiti¢kih tehnika u tu svrhu. Mnoge analiticke tehnike omogucuju
mjerenje ukupne koncentracije metala neovisno o kemijskom obliku, dok su za mjerenje

koncentracije odredenog kemijskog oblika potrebne prilagodbe metodologije za te tehnike.

Topljivost metala i njihova rasprostranjenost u prirodnim vodama cesto je
kontrolirana sklono§¢u stvaranja vrlo stabilnih kompleksa s organskim ligandima, te su
mnogi metali ve¢inom prisutni u ovom obliku. Medutim, dok je vezanje metala s
anorganskim i nekim sintetskim organskim ligandima poznato, razumijevanje interakcija s
heterogenim ligandima iz prirodne organske predstavlja velik izazov. Dio otopljene
organske tvari, zahvaljuju¢i kompleksnoj konjugiranoj strukturi, ima sposobnost apsorpcije
zracenja u UV i vidljivom dijelu spektra te se stvaranjem kompleksa s ionima metala
biljezi promjena u intenzitetu apsorbiranog zracenja, §to omogucava primjenu UV/Vis
spektrometrije u svrhu karakterizacije interakcije metala s organskim ligandima. Prednost
ove metode je Sto uz koncentracije kompleksa, prema polozajima apsorpcijskih
maksimuma, daje strukturne informacije o specifi¢nim ligandima. Razvijanje ove metode u
ovu svrhu je predlozeno prakticki tek 2013. godine te je ovo podudje jo§ neistrazeno i
potrebna su detaljna ispitivanja pri razli¢itim uvjetima kako bi se pronaSli najpogodniji

parametri i utvrdila njihova kemijska podloga.

U ovom radu interakcija metala u tragovima s organskim ligandima ispitana je
UV/Vis spektrometrijskom tehnikom, na primjeru interakcije bakra s organskom tvari u
modelnim otopinama i prirodnom uzorku rije¢ne vode iz rijeke Save. Bakar je odabran
zbog razlicitog utjecaja na zive vrste ovisno o koncentraciji odnosno obliku u kojem se
nalazi te zbog jakih konstanti stabilnosti zbog kojih je ocekivana vidljiva promjena. Za
obradu dobivenih apsorpcijskih spektara koristene su razli¢ite metode, prilikom cega je
odredena vecina parametara pronadenih u literaturi te je testirana njihova primjenjivost
usporedbom s racunalnim modelima, a dobiveni rezultati usporedeni su s rezultatima

pronadenim u literaturi.
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2.1 UV/Vis spektrometrija

Spektrometrija je znanstvena disciplina koja prouc¢ava medudjelovanje materije i
svjetla, odnosno elektromagnetskog zraCenja. Elektromagnetsko zracenje (EMZ) ima
dvojnu prirodu; valnu i ¢esticnu. Neka svojstva EMZ, kao §to su refleksija i interferencija,
potjecu od njegove valne prirode, dok se apsorpcija i emisija svjetlosti od strane materije
mogu objasniti iskljuc¢ivo pretpostavkom da je EMZ sastavljeno od Cestica. Svjetlost se
apsorbira ili emitira u jedinicama energije bez mase koje se gibaju brzinom svjetlosti, a
nazivaju se kvanti ili fotoni. Fotoni su povezani s frekvencijom zracenja prema

jednadzbi 1.2
E=h-v=h-c/A 1)

gdje je E — energija fotona, J,
v — frekvencija zracenja, Hz,
A —valna duljina, m,
h — Planckova konstanta, h = 6,266x103* J s,

¢ — brzina svjetlosti, ¢ = 2,998x108 m s,

Elektromagnetsko zraCenje je svrstano u elektromagnetski spektar koji obuhvaca
veliko podrucje frekvencija (slika 2.1). Ultraljubicasta (engl. ultraviolet — UV) i vidljiva
svjetlost (engl. visible — Vis) su samo dio elektromagnetskog spektra u podrucju valnih
duljina od 190 do 780 nm.* lako za sve valove vrijede isti zakoni Sirenja, oni dolaze iz
razli¢itih izvora i razli¢ito djeluju na materiju.? Apsorbirana energija u UV i vidljivom
podrucju uzrokuje promjene u elektronskoj raspodjeli unutar molekule. Molekula prelazi u
ekscitirano stanje skokom elektrona u slobodnu orbitalu veée potencijalne energije.
Apsorbirana energija zracenja odgovara razlici energija izmedu osnovnog i1 pobudenog
stanja. Sto je ta razlika manja valna duljina apsorpcije je ve¢a. Na slici 2.2a prikazane su
molekulske orbitale prema rastu¢im vrijednostima i moguci prijelazi elektrona. Kod
molekula koje posjeduju samo ¢ veze, kao §to su alkani mogu¢i su jedino prijelazi iz 6 u
o* orbitalu za koje je potrebna najveca energija. Kod molekula koje posjeduju n—veze ili
heteroatome sa slobodnim elektronskim parom moze do¢i do nekoliko elektronskih

prijelaza razli¢itih energija.?
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Slika 2.1. Spektar elektromagnetskog zracenja.
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Slika 2.2. Energijski nivoi i moguéi prijelazi elektrona unutar molekule.*

Svaki energijski nivo sadrzi vibracijske i rotacijske podnivoe (slika 2.2b). Zbog
moguénosti istovremenih elektronskih i rotacijsko-vibracijskih prijelaza apsorpcijska vrpca

ima §irok oblik s maksimumom na valnoj duljini najveéeg prijelaza.*

Koli¢ina apsorbiranog zrafenja na danoj valnoj duljini ovisi o velicini
apsorbirajuéeg sustava i vjerojatnosti elektronskog prijelaza. Ovo svojstvo molekule se
naziva molarni apsorpcijski koeficijent ili molarni koeficijent ekstinkcije (g). Osim toga,
apsorpcija raste s porastom broja molekula koje apsorbiraju svjetlost odgovarajuce

energije. 1z ovoga slijedi Lambert-Beerov zakon (jednadzba 2).*
A:—logT:logIT‘):e-c-l @)

gdje je A — apsorbancija (koli¢ina apsorbiranog zracenja), bezdimenzijska veli¢ina,

T — transmisija (udio propustenog zracenja), %,
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lo — intenzitet zradenja prije apsorpcije, W m™?,

| — intenzitet zraenja nakon apsorpcije, W m™,

& —molarni koeficijent apsorbancije, dm® mol™* cm?,

¢ — koncentracija molekula koje apsorbiraju, mol dm,

| — duljina puta zrake, cm.

Dio molekule u kojem razlika izmedu dva energijska nivoa odgovara energiji UV i
vidljivog dijela spektra naziva se kromofor (gré. chroma — boja, phorein — nositi). Vecina
jednostavnih nekonjugiranih kromofora apsorbira svjetlost manjih valnih duljina koje
padaju izvan mjernog podrudja veéine instrumenata (< 200 nm).* lako je upotreba ove
metode analize ogranic¢ena kod proucavanja izoliranih kromofora, daje korisne informacije
kod prouc¢avanja kompleksnijih konjugiranih sustava. Povecanje broja p orbitala koje grade
konjugirani sustav smanjuje razliku izmedu energijskih nivoa pa se valne duljine pomicu
prema ve¢im vrijednostima. Osim toga povecava se veli¢ina apsorbirajuc¢eg sustava kao 1
vjerojatnost elektronskog prijelaza zbog Cega raste i intenzitet apsorbancije. Povecanje
konjugacije moze pomaknuti apsorpcijski maksimum sve do valnih duljina vidljivog dijela
spektra. Kako ljudsko oko opaza propusteno zraCenje, boja spoja koju tada opazamo je

komplementarna apsorbiranoj boji (tablica 2.1).*

Tablica 2.1. Usporedba apsorbirane svjetlosti i opazene boje.*

Boja apsorbirane Amax / nm Boja propustene
svjetlosti svjetlosti
Ljubicasta 400 Zuta
Plava 450 Narancasta
Plavo-zelena 500 Crvena
Zuto-zelena 530 Crveno-ljubicasta
Zuta 550 Ljubicasta
Narancasto-crvena 600 Plavo-zelena
Crvena 700 Zelena

Pomak apsorpcijskog maksimuma prema veéim valnim duljinama naziva se
batokromni ili crveni pomak, a porast intenziteta apsorpcije hiperkromni efekt. Suprotno
tome pomak prema manjim valnim duljinama naziva se hipsokromni ili plavi pomak, a
smanjenje intenziteta apsorpcije hipokromni efekt. Batokromni i hiperkromni pomak mogu

uzrokovati i1 odredeni supstituenti koji se nazivaju auksokromi. Vezanjem na dvostruku
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vezu, uslijed rezonancije, slobodni elektroni supstituenta postaju dio sustava i povecavaju
ga za jo$ jednu orbitalu. NajceS¢e su to hidroksilne, alkoksilne te amino skupine ili

halogeni elementi.*

2.1.1 UV/Vis spektrometar

Instrument koji se koristi u UV/Vis spektrometriji naziva se UV/Vis spektrometar.
Rad uredaja se temelji na usporedbi intenziteta ulaznog i izlaznog zracenja na odredenoj
valnoj duljini. Dobivena razlika jednaka je apsorbiranom zraenju od strane uzorka.
Dijelovi uobicajenog spektrometra su deuterijeva lampa kao izvor UV zraenja i halogena
lampa kao izvor vidljivog dijela spektra te monokromator i detektor. Monokromator
rastavlja zraCenje na pojedinatne valne duljine koje se zatim usmjeravaju na uzorak

prolaskom kroz sustav uskih otvora i ogledala.*

Na slici 2.3 je shematski prikazan UV/Vis spektrometar Perkin EImer Lambda 45.
Ogledalo M1 kontrolira izvor zracenja usmjeravaju¢i zracenje odgovarajuée lampe na
predmonokromator M2. Zrake dalje putuju do pomic¢nog opti¢kog filtra koji propusta
odgovaraju¢e valne duljine. Filtrirano zracenje prolazi kroz podesivi otvor do
monokromatora. Monokromator je rotiraju¢a konkavna resetka s 1053 linija po mm. Kako
se radi o dvozratnom spektrometru monokromatska svjetlost prolazi kroz podesivi izlazni
otvor do ogledala M3 koje ga razdvaja na dvije zrake jednakog intenziteta. Nakon prolaska
kroz uzorak propusteno zracenje se konveksnim le¢ama fokusira na detektor. Detektor su
obi¢no fotomultiplikatorske cijevi ili kao u ovom slu¢aju fotodiode. Kao rezultat se dobiva
graficki prikaz transmisije ili apsorbancije pri odredenoj valnoj duljini. Kod racunanja
transmisije odnosno apsorbancije (jednadzba 2) referentna zraka predstavlja intenzitet

zradenja prije prolaska kroz uzorak.®
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Slika 2.3. Shema UV/Vis spektrometra Perkin Elmer Lambda 45.°

Uzorak pripremljen u obliku otopine se nalazi u kivetama koje mogu biti izradene
od razli¢itih materijala ovisno o intervalu u kojem se provodi mjerenje. Za mjerenja u
vidljivom dijelu spektra se mogu koristiti plasticne kivete (polistiren ili polimetil
metakrilat) ili kivete od opti¢kog stakla koje su transparentne za valne duljine iznad
300 nm dok se za mjerenja pri nizim valnim duljinama koriste kivete od prociS¢enog
sintetickog kvarca. Na slici 2.4 su prikazane transmisije praznih kiveta nacinjenih od
razli¢itih materijala. Za mjerenja u UV dijelu spektra se najcéesc¢e koriste kvarcne Kivete
trgovackog naziva Suprasil koje propustaju vise od 80 % zracenja sve do valnih duljina od

190 nm.
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Slika 2.4. Udio propustenog zradenja praznih kiveta od razli¢itih materijala.®

Najjednostavnija 1 najcesSc¢a primjena spektrometra je za mjerenja na fiksnoj valnoj
duljini. Uzorak se snima na valnoj duljini za koju je prethodno utvrdeno da predstavlja
maksimum apsorbancije za zeljenu komponentu, a ako otopina sadrzi vise apsorbirajuéih
komponenti valna duljina se bira u podru¢ju u kojem ostale vrste ne apsorbiraju ili
apsorbiraju minimalno. Mjerenja se takoder mogu provoditi na viSestrukim valnim
duljinama $to Cesto daje uvid u pojedinosti o sastavu ili ¢isto¢i uzorka. Medutim, kod
kompleksnijih istrazivanja snima se spektar svih valnih duljina u odredenom rasponu
poznat kao skeniranje spektra. Rotiranjem resetke monokromatora mijenja se valna duljina
koja putuje do uzorka. lako je ovaj nacin mjerenja znatno sporiji kao rezultat se dobiva
spektralna krivulja €iji oblik daje mnogo dodatnih informacija i omogucéava tumacenje

odredenih kemijskih promjena u uzorku koji se snima.
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2.2 Metali u tragovima u prirodnim vodama

Elementi u prirodnim vodama se uobicajeno dijele na glavne, ,,minor*, tragove i
ultra-tragove. Glavnim elementima smatraju se oni koji se javljaju u koncentracijama
ve¢im od 102 mol dm=, a ,,minor* izmedu 102 i 10° mol dm™. Elementi u tragovima se
nalaze u koncentracijama manjim od 10° mol dm= $to odgovara koncentraciji veéine
metala u prirodnim vodama. Elementi koji se javljaju u koncentracijama manjim od
10° mol dm™ smatraju se ultra-tragovima. Za elemente u tragovima esto se koriste i
nazivi ,,teski metali* ili ,,eko-toksi¢ni metali“ kao oznaka oneciS¢enja i otrovnosti. Problem
kod naziva teski metali je u tome $to se odnosi i na lake metale, kao $to su nikal i aluminij,
dok se naziv toksi¢ni metali odnosi i na mnoge esencijalne elemente, kao S$to su
dvovalentno zeljezo i cink. Medutim, pojam teski metali se odnosi na metale gustoce veée
od 5 mg cm=, a samo neki od njih kao $to su Ziva, kadmij i olovo su toksi¢ni. Stoga je kao

sveobuhvatni pojam najprikladniji naziv metali odnosno elementi u tragovima.’

2.2.1 Raspodjela metala u prirodnim vodama

Metali u tragovima se u prirodnim vodama nalaze u razli¢itim kemijskim vrstama
(specijama) i fizicko-kemijskim oblicima. Kemijske vrste elemenata definirane su prema
izotopnom sastavu, oksidacijskom stanju ili strukturi molekule odnosno kompleksa.
Specijacija elemenata predstavlja njihovu raspodjelu izmedu razlic¢itih kemijskih vrsta i
ovisi 0 njihovim fizikalno-kemijskim osobinama te o osobinama sustava u kojem se
nalaze.® Odredivanje njihove raspodjele naziva se specijacijska analiza® i kljuéno je za
bolje razumijevanje biogeokemijskog ciklusa 1 utjecaja u vodenom okoliSu, a posredno 1 za
razumijevanje njihovog utjecaja na Covjeka. Za razliku od specijacije, frakcionacija
ukljucuje separaciju prema fizikalnim (npr. veli€ina, topljivost) i kemijskim (npr. vezanje,
reaktivnost) svojstvima.® Metali se u prirodnim vodama razdvajaju prema veli¢ini na
suspendiranu, koloidnu i stvarno otopljenu frakciju (slika 2.5). Suspendirana i koloidna
frakcija se operativno razdvajaju filtrom pora 0,45 pm (u novije vrijeme 0.2 um), dok se
stvarno otopljenima smatraju oni koji su manji od 1 kDa.® Metali u suspendiranoj i
koloidnoj frakciji se nalaze adsorbirani ili ugradeni u organske 1 anorganske cestice dok se
otopljeni pojavljuju kao slobodni hidratizirani ioni ili kao kompleksi vezani na organske ili

anorganske ligande (jednadzba 3).
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Slika 2.5. Raspodjela kemijskih i fizickih oblika metala u prirodnim vodama.
[M] = [M™] + Z[MX] + Z[ML] + Z[Meest ] (3)

gdje je [M™] — koncentracija slobodnog hidratiziranog iona metala,
Y[MX] — zbroj koncentracija anorganskih kompleksa metala,
Y[ML] - zbroj koncentracija organskih kompleksa metala,

Y[Meest] — zbroj koncentracija metala vezanih na Cestice.

Koncentracija slobodnih iona je regulirana kompeticijom izmedu anorganskih
liganada, otopljene organske tvari i reaktivnih koloidnih i suspendiranih cestica. U
luznatim otopinama (pH ~ 8) za mnoge metale dominantani su kompleksi s prirodnim
organskim ligandima. Kod niskog pH funkcionalne skupine su protonirane i bez naboja
dok se povecavanjem pH odnosno deprotonacijom povecava naboj organske molekule i

broj slobodnih mjesta za vezanje metalnih kationa.°

Ligande mozemo razlikovati s obzirom na broj veza koje mogu tvoriti s centralnim
metalnim ionom. Tako imamo unidentantne, bidentantne ili polidentantne ligande.
Potrebno je spomenuti i pojam kelatnog liganda koji je u biti polidentantni ligand sposoban

da u potpunosti (poput rakovih Skara; gré. chelae — klijesta raka) obuhvati metalni ion i
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tvori s njim iznimno stabilan kompleks (slika 2.6). Metali s organskim ligandima u pravilu
stvaraju stabilnije komplekse nego s anorganskim ligandima. Organski ligandi u prirodnim
vodama su huminske i fulvinske kiseline te amino kiseline ali i kelatni ligandi umjetnog
porijekla kao $to su etilendiamintetraoctena kiselina (engl. Ethylenediaminetetraacetic
acid — EDTA) i nitrilotrioctena kiselina (engl. nitrilotriacetic acid — NTA) koji potjecu iz

industrijskih otpadnih voda.

Slika 2.6. Kelatni kompleks EDTA i metalnog iona.!

Vezu izmedu metala 1 liganda nazivamo koordinacijskom vezom. Slobodni
elektronski par liganda popunjava prazne orbitale centralnog metalnog iona ¢ime se postize
stabilnija elektronska konfiguracija. Promotrimo opéenitu jednadzbu nastajanja kompleksa
ML (jednadzba 4). Jakost koordinacijske veze liganda s ionom metala dana je omjerom
konstanti brzine asocijacije (nastajanja, ki) i disocijacije (raspada, k¢) pri ravnoteznim

uvjetima $to u biti predstavlja konstantu stabilnosti kompleksa (Ksr) (jednadzba 5).

ka
M + iL «- ML; 4)
kq
_ [MLj] _ ka
Kt = el = kg ©)

2.2.2 Geokemijsko kruZenje tragova metala u prirodnim vodama

Metali neantropogenog porijekla u prirodnim vodama potjecu pretezito iz litosfere;
ispiranjem iz tla, erozijom stijena te vulkanskom aktivno$¢u. Razvojem industrije sve veci
utjecaj na njihove koncentracije imaju i antropogeni izvori, kao $to su poljoprivreda,
promet, industrija, otpadne vode i odlagalista otpada, a putem vjetra i padalina mogu biti

transportirani na velike udaljenosti.” 1!
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U tablici 2.2 prikazane su prosje¢ne koncentracije zna¢ajnijih metala u tragovima u

rijekama i oceanima. Neki od elemenata u tablici kao Sto su galij, germanij i telurij se

smatraju klju¢nim elementima za razvoj novih tehnologija (engl. Technology Critical

Elemnets — TCE). Ovi elementi se do nedavno nisu smatrali posebno vaznima i njihovo

poznavanje je vrlo oskudno, no poveéana primjena ovih elemenata u novim tehnologijama

otvara pitanja njihovog utjecaja i postavlja ih u fokus mnogih novih istrazivanja.'?

Tablica 2.2. Prosje¢na koncentracija metala u tragovima u oceanima i rijekama.!!

12

Element Simbol i Prosjecna Prosje¢na
atomski broj koncentracija u koncentracija u
oceanima/ nmol dm- rijekama / nmol

Aluminij Al 13 20 1850
Titan Ti 22 <20 -
Vanadij V 23 30 -
Krom Cr24 4 19
Mangan Mn 25 0.3 145
Zeljezo Fe 26 0.5 720
Kobalt Co 27 0.02 3.4
Nikal Ni 28 8 8.5
Bakar Cu 29 4 24
Cink Zn 30 5 460
Galij Ga 31 0.3 1.3
Germanij Ge 32 0.07 0.1
Arsen As 33 23 23
Selenij Se 34 1.7 -
Molibden Mo 42 110 5.2
Srebro Ag 47 0.025 2.8
Kadmij Cd 48 0.6 0.2
Kositar Sn 50 0.004 0.01
Antimon Sb 51 1.6 8.2
Telurij Te 52 <0.001 -
Lantan La 57 0.03 0.4
Cerij Ce 58 0.02 -
Olovo Pb 82 0.01 0.48
Volfram W 74 0.06 -
Platina Pt 78 0.003 -
Zlato Au 79 << 0.001 0.01
Ziva Hg 80 0.002 0.01
Bizmut Bi 83 <0.025 -
Torij Th 90 <0.001 0.4
Uran U 92 14 1
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Sastav metala u rijekama je zbog erozije tla i stijena povezan sa sastavom metala
Zemljine kore.!! Osim na ovaj na¢in metali se u rijeke unose i putem padalina, otpadnih
voda te akumulirani u biljnom materijalu. U oceanima je za neke metale kao $to su olovo,
ziva 1 kadmij primarni mehanizam unosa putem padalina dok su za druge metale to rijecni
ispusti. Velik utjecaj na prijenos metala rijekama do oceana ima mijeSanje slatke i slane
vode u estuarijskom okolisu. Na slici 2.7 su prikazani moguéi nacini ponasanja metala i
organskih tvari s promjenom saliniteta. Zbog razlike u ionskoj jakosti i pH vrijednosti te
smanjenjem protoka dolazi do koagulacije i taloZzenja organskih tvari a time i na njih
vezanih metala. U gradijentu saliniteta, koncentracija otopljenih metala i organske tvari
moze se relativno povecati, smanjiti ili ostati nepromijenjena u odnosu na teoretsku liniju

mijesanja.l!

rijecni
71"end-member"

Koncentracija

morski
"end-member"

0 10 20 30 40
Salinitet

Slika 2.7. Shematski prikaz (ne)konzervativnog ponasanja otopljenih metala

ili organske tvari izmedu dvije krajnje tocke (,,end-member*).:®

2.2.3 BioraspolozZivost metala u prirodnim vodama

Za odredivanje utjecaja metala na prisutne organizme primarno je poznavanje
njegove bioraspolozivosti na koju utjeCu biotski ¢imbenici kao Sto je metaboliti¢ka
aktivnost te abiotski ¢imbenici kao Sto su koncentracija, specijacija, pH 1 temperatura.
Specijacija metala je vrlo vazna jer pojedine kemijske vrste imaju razliitu

bioraspolozivost i odredivanje ukupne koncentracije ne daje dovoljno informacija. Najvecu
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bioraspolozivost metali imaju u ionskom obliku, stoga vezanje s prisutnim organskim

ligandima uglavnom smanjuje njihovu raspoloZivost odnosno toksi¢nost.

Glavni esencijalni metali nuzni za rast i metabolizam organizama unutar vodenog

1.1 Zeljezo se smatra

ekosustava su Zeljezo, cink, bakar, mangan, kobalt, molibden i nika
limitiraju¢im elementom zbog vrlo male topljivosti i bioraspolozivosti. Prema topljivosti
zeljezo hidroksida u morskoj vodi predvidena koncentracija otopljenog Zeljeza u oceanima
iznosi 0,01 nmol dm. Medutim, zbog vezanja s organskim ligandima koji sprje¢avaju
hidrolizu 1 precipitaciju ova je koncentracija znatno visa te se vise od 99 % Zeljeza u
morskoj vodi nalazi u organskim kompleksima.® I drugi esencijalni elementi, a posebno
bakar, se u morskoj vodi najve¢im dijelom nalaze vezani za prirodne organske ligande, no
zbog vece topljivosti se ne smatraju limitiraju¢im elementima. Naprotiv, ovi metali u
povecanim koncentracijama mogu imati toksicne efekte te vezanje u organske komplekse
smanjuje njihov Stetan utjecaj.!’ * Granica toksi¢nosti ovih metala odredena je
koncentracijom slobodnog metala koja je toksi¢na za 5 % vrsta u ekosustavu (engl.
hazardous concentracion — HC5).2® Uz navedene bioloski vazne elemente u vodama se
nalaze i teSki metali kao §to su ziva, kadmij i olovo koji su toksi¢ni ve¢ kod vrlo niskih
koncentracija. Prema EU Water Framework Directive (Directive 2013/39/EU) neki od ovih
metala se smatraju prioritetnim tvarima te je njihova bioraspoloZivost navedena kao

preporucena mjera kakvoée vode.'® 1/

2.2.4 Geokemijsko modeliranje i analiticke tehnike

Za mnoge metale u tragovima potpuna raspodjela kemijskih vrsta (specijacija) u
prirodnim vodama nije poznata. U svrhu njihovog razumijevanja i predvidanja razvijeni su
razni specijacijski (racunalni) modeli. Najc¢esc¢i programi koji se koriste za geokemijsko
modeliranje su Visual MINTEQ®® (MINeral Thermal EQuilibrium model), MINEQL+°,
WHAM? (Windermere Humic Aqueous Model), CHEAQS? (CHemical Equilibria in
AQueos Systems) i PHREEQC?? (pH-REdox-EQuilibrium Calculations) koji se razlikuju
po moguénostima, bazi podataka i ponudenim modelima interakcije elementa s prirodnom

organskom tvari.

Za predvidanje bioraspoloZivosti metala u vodenom okoliSu razvijeni su modeli

biotickog liganda (engl. Biotic ligand model — BLM) i model aktivnosti slobodnog iona
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(engl. free ion activity model — FIAM) koji obraduju reakcije metala s organizmima i
vodenim okoliSem. Ovi modeli su razvijeni na temeljnoj pretpostavci da je
bioraspolozivost ovisna o koncentraciji slobodnih metalnih iona.'® Kao $to je ve¢ navedeno
ova koncentracija je kontrolirana prvenstveno vezanjem u stabilne komplekse s organskim
ligandima. Dok je modeliranje specijacije metala s pojedina¢nim anorganskim (npr. CI,
OH", COs%, S04, itd.) i nekim sintetskim organskim (EDTA, NTA, acetat i sl.) ligandima
poznato (jer su poznate i njihove konstante stabilnosti), modeliranje s heterogenim
ligandima iz prirodne organske tvari predmet je brojnih studija. Najces¢e koristeni modeli
za opisivanje interakcija izmedu otopljenih organskih tvari i metalnih iona u razli¢itim
okolisnim uvjetima su WHAM, SHM (Stockholm Humic Model) i NICA-Donnan
(Nonldeal Competitive Adsorption).%

Jedan od ciljeva mnogih istrazivanja je poboljsati navedene modele ukljucivanjem
eksperimentalnih rezultata.’® Najéesc¢e koristene analiticke metode u ovim istraZivanjima
su voltametrijske i potenciometrijske metode, koje omogucavaju direktno mjerenje u
odredenom uzorku vode. Potenciometrijskim metodama moguce je mjeriti koncentracije
slobodnih iona, a voltametrijskim i labilno kompleksiranih metala. Ove metode

omoguéavaju mjerenje vrlo niskih koncentracija i do 1x10% M 23

Primjena UV/Vis spektrometrije u svrhu karakterizacije interakcije metala s
organskim ligandima zapocela je radom u Korschin grupi.* Prednost ove metode je §to uz
koncentracije kompleksa daje strukturne informacije o specificnim ligandima te na ovaj
na¢in omogucava detaljnije modeliranje.! Medutim, potrebna su daljnja ispitivanja u

relevantnim okoliSnim uvjetima zbog ¢ega je ovo podrucje trenutno od velikog interesa.

2.3 Organska tvar u prirodnim vodama

Organska tvar u prirodnim vodama (engl. natural organic matter — NOM) slozena
je smjesa organskih spojeva koji se nalaze u obliku otopljenih molekula i suspendiranih
Cestica. Prirodna granica izmedu ovih frakcija ne postoji. U operativnom smislu se
razdvajaju na temelju filtracije, prema ¢emu su otopljene organske tvari (engl. dissolved
organic matter — DOM) frakcija koja prolazi kroz membranu uobicajene veli¢ine pora 0,7
um. U novije vrijeme se Kkoriste i filtri pora 0,45 i 0,2 pm.?* 2 Partikulatna organska tvar

(engl. particulate organic matter — POM) se sastoji od zivog i neZivog organskog
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materijala. Njihov udio u ukupno prisutnoj organskoj tvari u prosjeku je manji od 10 %,

osim u podru¢jima visoke produktivnosti ili u podru¢jima gdje su velike turbulencije.?*

Otopljena organska tvar je heterogeni sustav sastavljen od vrsta razlicitih
molekulskih masa s razli¢itim topljivostima, reaktivno$¢u i optickim svojstvima ovisno o
njihovoj strukturi.?* Ova frakcija ¢ini oko 90 % ukupne organske tvari u moru i predstavlja
jedan od najvecih bio-aktivnih spremnika ugljika na Zemlji te ima vaznu ulogu u
globalnom ciklusu ugljika.?® Veéina se organske tvari u moru sporo razgraduje dok je
manji dio bioloSki razgradiv, a to je velinom organska tvar nastala autohtonom
proizvodnjom u vodenom stupcu.?* Prema Zivotnom vijeku dvije glavne skupine DOM-a u
oceanima su labilni DOM u povrSinskim slojevima koji se vrlo brzo mineralizira 1
refraktorni DOM na veé¢im dubinama koji se s vremenom akumulira do eventualne

mineralizacije ili uklanjanja drugim postupcima.?®

Otopljena organska tvar u vodenim ekosustavima ima vrlo bitnu ulogu u
biogeokemijskim procesima. Osim $to je izvor ugljika, kontrolira koncentraciju otopljenog
kisika, dusika, fosfora, sumpora te sudjeluju u prijenosu metala i organskih onecis¢ivala i
kontrolira njihovu bioraspoloZivost. Takoder utje¢e na prodiranje svjetlosti i posreduje u

fotokemijskim procesima.?

2.3.1 Kromoforna otopljena organska tvar u prirodnim vodama

Dio otopljene organske tvari u prirodnim vodama je opticki aktivan. Ova
kromoforna odnosno obojena otopljena organska tvar (engl. chromophoric/colored
dissolved organic matter - CDOM) vazna je komponenta DOM-a i od bitnog je interesa za
pitanja vodenog ekosustava. CDOM je primarni faktor penetracije svjetlosti u oceane i
uzrok je varijacije u boji oceana.?” Zbog apsorpcije u plavom dijelu spektra, gdje klorofili i
fotosintetski karotenoidi imaju apsorpcijske pikove ogranicava prolaz svjetlosti potrebne
za fotosintezu i ometa satelitsku procjenu koncentracije klorofila.?® Zbog moguénosti
apsorpcije UV zratenja CDOM sprjeCava negativan utjecaj UV zraCenja na prisutne
organizme i posreduje u mnogim fotokemijskim procesima u povrsinskim vodama.?®
Fotokemijski produkti ukljucuju ugljikov monoksid, otopljeni anorganski ugljik (COq,
HCOs i COs%), amonijak, fosfate te reaktivne vrste kao §to su H20 i “OH radikali.?®® Na
ovaj nacin doprinosi direktnoj remineralizaciji organskog ugljika? kao i fotolizi biogenog

dimetil sulfida u morskom okolisu, koji je vazan izvor atmosferskog sumpora.? Takoder,
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nepotpunom fotolizom CDOM-a nastaju organske molekule manje molekulske mase ¢ime
postaju biologki dostupne kao nutrijent i izvor energije mikroorganizmima.?® Kao i sve
otopljene organske tvari, CDOM ima vazan utjecaj i na toksi¢nost, biolosku dostupnost i
rasprostranjenost organskih oneci$¢ivala i metala. Osim toga vazna je vrsta spojeva koja se
nalazi u otpadnim vodama, a u procesima obrade voda djeluje kao prekursor Stetnih

dezinfekcijskih nusprodukata (engl. disinfection by-product — DBP).?*

Prema mjestu nastanka razlikujemo alohtoni i autohtoni CDOM. Autohtoni CDOM
je nastao u vodenom stupcu metabolitickim aktivnostima raznih heterotrofnih i autotrofnih
vodenih organizama te njihovim odumiranjem. Nasuprot tome, alohtoni CDOM je
formiran izvan promatranog sustava od ¢ega znacajan dio dolazi rije¢nim ispustima iz
kopnenih izvora kao $to je raspad biljnog materijala. Zbog kopnenih izvora i ispiranja
organske tvari iz tla posebno visoke koncentracije CDOM-a se nalaze u rijekama i
estuarijskim te obalnim vodama dok je na otvorenom oceanu koncentracija znatno niza.?®
Postoje iznimke od ovog uobicajenog odnosa rijeka-ocean, pa je Cesto koncentracija
organske tvari, a time i CDOM-a, niza u rijekama nego u priobalnom moru. Takav je slucaj
u na$im krskim rijekama, odnosno estuarijima kao §to je estuarij rijeke Krke.®® Prema
literaturi®® vrijednost apsorpcijskog koeficijenta na 375 nm u rijekama najée$ée iznosi
izmedu 5 i 25 m, u estuarijskim i obalnim vodama 0,5 i 5 m™, a u oceanima varira izmedu
0 0,5 m™. Postoje i mnoge studije o odnosu izmedu koncentracije CDOM-a i saliniteta

koji je uglavnom obrnuto proporcionalan®! kao $to je prikazano na slici 2.7.

Shematski prikaz kruZenja otopljene organske tvari u prirodnim vodama prikazan je
na slici 2.8. Sastav i struktura CDOM-a ovisi 0 izvornom materijalu koji zatim prolazi kroz
konstantne promjene izazvane fotokemijskom i mikrobioloskom aktivno$¢u, a na njega
utjedu i fizikalni procesi kao $to je mijesanje voda s razli¢itih dubina i iz razli¢itih izvora.®
Sve ovo se odraZava u njihovim optickim svojstvima pa se brojne spektroskopske znacajke

koriste za odredivanje njihovog sastava, a time 1 izvora i na¢ina nastanka.
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kopneni

Slika. 2.8. Kruzenje otopljene organske tvari u prirodnim vodama.

Boja CDOM-a je prvenstveno povezana s huminskom i fulvinskom kiselinom (lat.
fulvus — Zuto).?® Ove kiseline su sli¢ne osnovne strukture, ali kako se radi o heterogenoj
smjesi ne postoji jednoznaéna strukturna formula kojom bi se mogle opisati. Provedena su
brojna istrazivanja i koriStene su mnoge analiticke metode za odredivanje njihovog sastava
i funkcionalnih skupina® te su predlagane razne hipotetske strukture. Na slici 2.9
prikazana je predlozena modelna struktura fulvinske kiseline prema Buffleu, a na slici 2.10
huminske kiseline prema Stevensonu.®® Gradene su od alifatskih lanaca i aromatskih
prstenova na koje su vezane brojne funkcionalne skupine, a molekulska masa im varira od
100 do 1000 Da.?* Ranije se smatralo da je rije¢ o makromolekulama molekulske mase i do
30000 Da,*® ali su istraZivanja pokazala da se zapravo radi o molekulskim agregatima te da
veéinu humusnih tvari ¢ine manje molekule.?® Fulvinska kiselina je opéenito manje
molekulske mase i1 u strukturi sadrzi viSe alifatskih lanaca i hidrofilnih funkcionalnih
skupina, zbog Cega je topiva u cijelom pH rasponu, dok je huminska kiselina zbog veée
aromati¢nosti topiva samo u luznatom mediju.*® Takoder je pronadeno da postoje zna¢ajne
razlike u strukturi izmedu kopnene i morske fulvinske kiseline. Tako veéa aromati¢nost i
veca molekulska masa upucuju na alohtone izvore dok su morske fulvinske kiseline manje
aromatskog, a vise alifatskog karaktera.®® Zbog navedene strukture huminska i fulvinska
kiselina imaju moguénost vezanja hidrofilnih 1 hidrofobnih tvari, a time 1 vazan ekoloski

utjecaj na anorganska i organska onecis¢ivala u vodenom ekosustavu.

Najvazniji dio strukture ovih kiselina su funkcionalne skupine koje odreduju
njihovu reaktivnost s metalima ili drugim organskim spojevima. Veéinom se
kompleksiranje s metalima odvija vezanjem na prisutne karboksilne i fenolhidroksilne

skupine koje lako reagiraju s kationima i stvaraju stabilan bidentatni kompleks (slika 2.11).
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Kako fulvinske kiseline sadrze viSe karboksilnih i hidroksilnih skupina posjeduju veci

kapacitet za interakciju s metalima.®’

OH COOH CHon
HOOC CH, CH CH
~ 3
~ c ~ \CH
I ~CH,—COOH
O
HOOC CH, _CHOH
~
CH,—C ~
COOH OH O .
0

Slika 2.9. Modelna struktura fulvinske kiseline prema Buffleu.®®
HOOC

CHO HOOC
0 oM |
H(‘T—()H _

HO—CH

OH ‘
O CO0OH 1 i(“ —0OH
0 \4<

HC“ —oH
10 OH R f—0
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Slika 2.11. Mehanizam kompleksiranja metala s funkcionalnim skupinama
fulvinskih i huminskih kiselina.®’
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2.4 Metode karakterizacije kromofornih otopljenih organskih tvari

Proucavanje otopljenih organskih tvari u prirodnim vodama ometeno je njihovom
kompleksnom strukturom i stvaranjem molekulskih agregata. U svrhu njihove
karakterizacije se koriste razne analiticke metode kao §to su masena spektrometrija,?” 3
infracrvena  spektrometrija®, nuklearna magnetska rezonancija®* te razlicite
kromatografske®* % i mnoge druge metode. Spektroskopske metode su najéesée
primjenjivane, jer se odlikuju jednostavnoscu, brzim odzivom, niskom cijenom i visokom
osjetljivos¢u.?’” Najéesce se koriste fluorescencijska spektroskopija i UV/Vis
spektrometrija koje imaju dodatnu prednost Sto istovremeno daju kvalitativne i
kvantitativne informacije.?®?” Ove metode se u studijama CDOM-a koriste ve¢ 80 godina
(prve radove nalazimo ve¢ 1910. godine®®, no konkretniju primjenu ostvario je 1938.
njemacki znanstvenik Kurt Kalle proucavajuéi fluorescenciju morskih voda®°). Zadnjih
godina sve vise raste interes za ovo podrucje, posebno za proucavanje interakcija CDOM-a

s metalima.

Fluorescencija je pojava emisije svjetlosti koja se odvija samo pri povratku
elektrona iz najnizeg vibracijskog stanja, pobudenog elektronskog stanja, u osnovno
elektronsko stanje. Fluorescencijskom spektroskopijom se dobiva trodimenzionalni spektar
ekscitacije/emisije (engl. excitation-emission matrices — EEM)? koji daje vise podataka o
strukturi molekule,?’ ali je njezin nedostatak $to se moZe primijeniti samo za mali dio
otopljene organske tvari koji sadrzi fluorofore?’ (engl. fluorescence dissolved organic
matter — FDOM). Kako vezanjem metala na odredeni fluorofor dolazi do odgovarajuce
promjene u intenzitetu fluorescencije, ova metoda se Cesto koristi u analizi interakcije

funkcionalnih skupina FDOM-a s metalima.®

UV/Vis spektrometrija pokriva veci dio otopljene organske tvari koja zahvaljujuci
kompleksnoj konjugiranoj strukturi ima sposobnost apsorpcije zra¢enja u UV i vidljivom
dijelu spektra. Apsorpcijski spektar CDOM-a ima karakteristi¢an oblik s eksponencijalnim
padom apsorbancije izmedu 240 1 600 nm te Cesto s blagom grbom izmedu 260 i 270 nm
(slika 2.12). Pojednostavljeno objasnjenje je da je ovakav oblik spektra rezultat
preklapanja apsorpcijskih spektara samostalnih kromofora koji su elektronski izolirani
jedan od drugoga. Na ovaj naCin se lako moZe objasniti izgled spektra na valnim duljinama
ispod 350 nm, ali ne i postupni pad apsorbancije prema visim valnim duljinama

karakteristican za CDOM.? Iz ovoga se izvodi zakljudak da vazan utjecaj na oblik spektra
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CDOM-a imaju elektronske interakcije medu kromoforima $§to je 1 podrzano

istrazivanjima.*!
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Slika 2.12. Prikaz karakteristi¢nog apsorpcijskog spektra kromoforne otopljene
organske tvari i lineariziranog oblika spektra prikazanog u umetku.

2.4.1 Literaturni pregled metoda karakterizacije apsorpcijskog spektra kromofornih

otopljenih organskih tvari

Intenzitet apsorbancije CDOM-a mjera je njihove koncentracije dok oblik spektra
daje uvid u sastav.?® Takoder, proucavanje promjena u obliku spektra daje korisne
informacije o nacinu nastanka, stupnju degradacije te reakcijama s metalima 1
onecis¢ivalima, Sto olakSava razumijevanje 1 predvidanje njihove sudbine 1 procesa u koje
su uklju€eni. U tu svrhu su razvijeni razli€iti pristupi karakterizaciji apsorpcijskog spektra

opisani u slijede¢im poglavljima.

2.4.1.1 Apsorpcijski koeficijent

Kako se za mjerenje apsorbancije koriste kivete razli¢ite duljine puta, radi lakse
usporedbe rezultata iz razlic¢itih studija nuzno je izrazavanje apsorbancije preko
apsorpcijskog koeficijenta. Apsorpcijski koeficijent (ax) na odredenoj valnoj duljini je
najces¢e koriSten parametar u terenskim studijama i Cesto se koristi za procjenu
koncentracije DOC i saliniteta.?” > Vazno je napomenuti da se u literaturi apsorpcijski

koeficijent izrazava na dva razli¢ita nacina te je radi lakSe usporedbe rezultata potrebno
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naglasiti na koji nacin je izracunat. U studijama slatkih voda i otpadnih tokova se najc¢esce
koristi dekadski apsorpcijski koeficijent definiran kao dekadska apsorbancija na odredenoj
valnoj duljini (A;) podijeljena s duljinom puta zrake (). Kod istrazivanja apsorpcije
CDOM-a u morskoj vodi apsorpcijski koeficijent se obicno izrazava prema Napierianu

pomocéu prirodnog logaritma.® Ova dva koeficijenta su povezana jednadzbom 6:
A
a, = 2,303 -2 (6)

Cesto se koriste i omjeri apsorpcijskih koeficijenata na razli¢itim valnim duljinama
koji predstavljaju razli¢ite frakcije CDOM-a. U literaturi?’ se spominje 10 omjera
apsorpcijskih koeficijenata na razli¢itim valnim duljinama. Pomoc¢u ovih parametara se
odreduju svojstva CDOM-a kao $to su molekulska masa, aromati¢nost, hidrofobnost i
stupanj humifikacije. Za odredivanje aromati¢nosti 1 molekulske mase najces¢e se koristi
omijer E2/E3 (azso/ases)*®®, za odredivanje porijekla CDOM-a omjer E2/E4 (azsalauss)*, a za
odredivanje stupnja humifikacije omjer E3/E4 (asoo/a400)®.

2.4.1.2 Spektralni nagib

1981. godine su Bricaud i suradnici*® razvili eksponencijalni model (jednadzba 7) i
predlozili spektralni nagib kao parametar za opisivanje spektra CDOM-a. Spektralni nagib
je od tada Siroko upotrebljavan parametar u studijama CDOM-a te mu primjena u zadnjih
10 godina naglo raste.® Oko ovog parametra su vodene razne diskusije. Vrijednost nagiba
ovisi o §irini intervala za koji je izra¢unat, a posebno o donjoj granici intervala.?® Stoga
razli¢ite rezultate pokazuju nagibi izraCunati za razliCite raspone valnih duljina Sto

predstavlja veliki nedostatak kod usporedbe rezultata iz razlicitih studija.
ay =ay, e SA ) + K (7)

gdje je a,—apsorpcijski koeficijent na odredenoj valnoj duljini, m™,

Ao — referentna valna duljina, naj¢es¢e 275 nm i 350 nm,
K — pozadinska konstanta, m™,

S — spektralni nagib, m™.

Pozadinska konstanta (K) se koristi u slu¢ajevima kada se apsorpcijskim spektrima
ne oduzima ,bazna“ apsorbancija na valnim duljinama vi§im od 500-600 nm, a koja

potje¢e od drugih komponenata u analiziranom uzorku (npr. lagano zamudcenje, pomak
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instrumenta ili rasprsivanje u kiveti), a ne od CDOM-a. U tom podruéju valnih duljina, pri
uobicajenim koncentracijama CDOM-a u prirodnim vodama, apsorpcija CDOM-a je

gotovo zanemariva.

Veca vrijednost spektralnog nagiba ukazuje na brzi pad apsorbancije s porastom
valnih duljina pa je veca vrijednost apsorbancije na vi§im valnim duljinama povezana s
manjim S.?° U korelaciji je s prosje¢nom molekulskom masom CDOM-a pa se moze koristi
u njenu zamjenu te ukazuje na aromati¢nost i porijeklo CDOM-a.26?" U studijama
interakcije CDOM-a s metalima se pokazalo da S raste proporcionalno povecanju
koncentracije metala vezanog na CDOM.*’ Takoder ukazuje na potencijal za stvaranje
DBP-a, a istrazivanja su pokazala da bi mogao biti koristan i kod procjene procesa u
okolisu koji su povezani s otopljenim organskim tvarima, kao $to su mikrobioloska
razgradnja, fotodegradacija i kompostiranje.’’ S se smanjuje s porastom prosjecne
molekulske mase. Ovo je objasnjeno ve¢om mogucénos$éu izmjene naboja u veéim
masa povezana s kopnenim izvorima CDOM-a, tako je S CDOM-a iz kopnenih izvora
manji.?® Ssoo600 CDOM-a iz kopnenih izvora izra¢unat eksponencijalnim modelom
najéesée iznosi 0,015-0,019 nm™ a Sy7s.205 0,01-0,02 nm™* dok se u oceanima Ssoo-s00 kreée
izmedu 0,01 i 0,03 nm™ a Sy7s-205 izmedu 0,02 i 0,06 nm™.2° Spektralni nagib, kao i
intenzitet apsorbancije CDOM-a u oceanima jako varira ovisno o sezonskom dotoku slatke
vode i 0 dubini.?® U povriinskim vodama je manja apsorbancija na valnim duljinama iznad
300 nm te je Syrsz0s veéi, S$to je povezano s fotokemijskom degradacijom.?® Porast
apsorbancije i smanjenje S s dubinom ukazuje na proizvodnju CDOM-a od strane
fitoplanktona i drugih organizama. Unato¢ tome spektar morskog CDOM-a je relativno

bezizrazajan $to ukazuje na brzu mikrobiolosku razgradnju.?

S se moze racunati i nelinearnim fitanjem na jednadzbu 7 ili logaritmiranjem cijelog

spektra (jednadzba 8), kao §to je prikazano na umetku slike 2.12.
In(a;) =S-In(A) + K (8)

Nakon linearizacije spektra na ovaj nacin S se moze izraCunati linearnom
regresijom. Linearni model za racunanje spektralnog nagiba su predlozili Helms i suradnici
2008. godine.”® Razli¢iti nadini radunanja spektralnog nagiba donijeli su jo§ vede
komplikacije kod usporedbe rezultata. Zato je bitno kod koriStenja ovog parametra uz

raspon valnith duljina naglasiti na koji nain je izraCunat. Kako bi se umanjio ovaj
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nedostatak predlagane su razli¢ite metode. Neke od njih su koriStenje omjera spektralnih

nagiba (Sr)* i krivulje spektralnih nagiba (S)*°.

2.4.1.3 Krivulja spektralnih nagiba

Krivulju spektralnih nagiba (slika 2.13) su predlozili Loiselle i suradnici 2009.
godine.** Dobiva se racunanjem spektralnih nagiba za svaku valnu duljinu prema
odabranom rasponu valnih duljina. Odabirom veéih intervala uklanjaju se Sumovi, ali
preveliki intervali previSe utjeCu na oblik krivulje. 1z ovog razloga se najcesS¢e racunaju
nagibi za raspon od 20 nm, s korakom od 1 nm (S200-219, S201-220, ... S481-500). Zbog mogucih
vrlo niskih apsorbancija na valnim duljinama iznad 450-500 nm, $to uzrokuje veliki Sum,
krivulja spektralnih nagiba postaje nepouzdana te se kao relevantno podruc¢je promatraju

valne duljine do oko 500 nm.

—— Huminska kiselina
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£ 0.015 4
2
=)
©
c
z
© 0.010 A
x
[}
o
)

0.005 4

0.000 T T T T T T

200 250 300 350 400 450 500

valna duljina (nm)

Slika 2.13. Prikaz krivulje spektralnih nagiba na primjeru fulvinske i huminske Kiseline.

2.4.1.4 Omjer spektralnih nagiba

Omijer spektralnih nagiba (Sg) su predlozili Helms i suradnici 2008. godine.*® Sg se
ra¢una iz omjera spektralnih nagiba u intervalima 275-295 nm i 350-400 nm.?’ Prvi je
interval UVB dijela spektra koji sadrzi znacajne informacije o CDOM-u jer vecina

aromatskih spojeva pokazuje apsorpcijske maksimume u ovom dijelu spektra.?®
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Ovaj parametar je povezan s molekulskom masom i fotokemijskom degradacijom.
Sr CDOM-a visokog stupnja fotodegradacije i CDOM-a u oceanima iznosi vise od 1,5, a
CDOM-a iz kopnenih izvora manje od 1.2

2.4.1.5 Derivativni spektar

Promjene u obliku spektra se mogu proucavati i deriviranjem apsorpcijske krivulje.
Derivativni spektar je kontinuirani prikaz prve ili vi§ih derivacija apsorbancije s porastom
valnih duljina (dA/di, d"A/di"...).° Na ovaj na¢in je moguée uoéiti slabo vidljive
apsorpcijske maksimume, a u istrazivanjima CDOM-a se ve¢inom koristi kod odredivanja

njenog porijekla.?’

2.4.1.6 Specifi¢na apsorbancija

U literaturi se Cesto spominje i specifi¢éna apsorbancija (SUVA) koja predstavlja
prosjecnu apsorpciju svih organskih molekula u uzorku na 254 nm. Definira se kao
apsorbancija uzorka na 254 nm u cm?, Aga/l podijeljena s koncentracijom DOC u
mg dm=.28 SUVA2s4 je povezana s molekulskom masom i aromati¢nosti organske tvari.?®
Standardni je parametar u istraZivanjima CDOM-a iz prirodnih voda, a ¢esto se koristi i u

industriji za izrazavanje kvalitete vode.?*

2.4.1.7 Diferencijalni spektar

Za istrazivanje reaktivnosti CDOM-a cesto se koristi diferencijalni spektar.
Ovom metodom se mogu proucavati razliGiti procesi kao §to je fotodegradacija®,
deprotonacija® ** i interakcija s mineralnim koloidima®, halogenim elementima®® kao i
metalima u tragovima?” 31 53 57. %8 Diferencijalni spektar je razlika u spektru prije i nakon
odredenih promjena (jednadzba 9).*’

AAy = Ay — A res %)

gdje je AA; — diferencijalna apsorbancija,
A, — apsorbancija nakon odredene promjene,

A, ref — apsorbancija referentnog stanja.
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Parametri koji se mogu izvesti iz ove metode su osim diferencijalne apsorbancije na
odredenoj valnoj duljini, diferencijalna logaritmirana apsorbancija, AlnAY % relativna
diferencijalna apsorbancija, AA/A, omjer diferencijalnih apsorbancija, AR. Vrlo Cesto se
koristi i diferencijalni spektralni nagib?’ (AS) koji odgovara promjeni spektralnog nagiba u
odnosu na referentni spektralni nagib (jednadzba 10).*’ Prema literaturi, navedeni
parametri koreliraju s koncentracijom metala vezanim na DOM procijenjenom

NICA-Donnan modelom.27 47.53,57-58
AS350—4-00 = S350—4-00,i - 5350—400,ref (10)

gdje je ASsso-400 — diferencijalni spektralni nagib, m,
Sss0-400,i — spektralni nagib nakon odredene promjene, m*

Sas0-a00,ref — Spektralni nagib kod referentnog stanja, m=.

2.4.1.8 Gaussove krivulje u karakterizaciji apsorpcijskog spektra

Apsorpcijski spektri se mogu vrlo dobro rekonstruirati linearnom kombinacijom
Gaussovih krivulja §to se veéinom primjenjuje za istrazivanje interakcije CDOM-a s
metalima.?’” Gaussov pristup karakterizaciji spektra su razvili Korshin i suradnici su 1997.
godine.®® U pocetku je koristen kod pracenja promjena u strukturi organskih tvari prilikom
procesa kloriranja i koagulacije, a od 2013. godine! se ve¢inom koristi u kombinaciji s
diferencijalnim spektrom pri prou¢avanju interakcije CDOM-a s metalima.?” Temelji se na
identifikaciji apsorpcijskih maksimuma koji se javljaju kao odstupanja od eksponencijalne
krivulje za koja se pokazalo da imaju Gaussov oblik kada se valne duljine pretvore u

energiju fotona prema jednadzbi 11.5

1240
E =22 (11)

Prema literaturi Gaussove krivulje mogu potjecati od deprotonacije CDOM-a ili
interakcija halogena, oksidansa ili metala s izoliranim skupinama CDOM-a. Pokazalo se da
pozicije i Sirine Gaussovih krivulja imaju sli¢nosti s deprotonacijom CDOM-a>*%* |
interakcijama s metalima te da promjenom pH i koncentracije metala dolazi do promjene

visine krivulja.#’:53 5758
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Svaka Gaussova krivulja odredena je s tri parametra (jednadzba 12, vidi sliku 2.14):

E—/Ji)z

Aag = Yo ; - e_(di'ﬁ (12)

gdje je Aae — suma identificiranih Gaussovih komponenti, m™,
n — broj Gaussovih komponenti,
o — $irina krivulje na polovici visine apsorpcijskog maksimuma, nm,
@ — visina krivulje odredena maksimumom apsorpcije, m™,

1 — polozaj sredine apsorpcijskog maksimuma, nm.

Aa/m?

E/eV

Slika 2.14. Prikaz Gaussove krivulje s osnovnim parametrima.

Dok se za rekonstrukciju diferencijalnih apsorpcijskih spektara koriste samo
Gaussove krivulje, Massicotte i Markager su 2016. godine®! predlozili rekonstrukciju
cijelog apsorpcijskog spektra CDOM-a pomocu linearne kombinacije eksponencijalne

funkcije i nekoliko Gaussovih krivulja (jednadzba 13).

E—,ui)z

@ = Gy eSO K4 Sy i (13)

Modeliranjem spektra na ovaj nacin se uklanjaju greske vezane uz odabir raspona
valnih duljina koriStenog za procjenu S te se dobiva S s greSkom dva reda manjom od onog
dobivenog tradicionalnim metodama.5! Primjer obrade spektara ovom metodom prikazan

je u eksperimentalnom dijelu na slici 3.2.
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Eksperimentalni dio

3.1 Kemikalije i materijali

Prilikom provodenja eksperimenata i pripreme otopina koriStena je ultracista voda,
ASTM Tip I, (MQ, 18.2 MQcm, Merck-Millipore). Sve otopine su pripremljene pri sobnoj

temperaturi pri ¢emu su koristene navedene kemikalije 1 materijali:

« AAS standardna otopina bakra, y(Cu?*) = 1,000 g dm, Fluka,

« Klorovodicna kiselina, 37 %, HCI, TraceSelect, Fluka,

- Vodikov peroksid, 30 %, H>O, TraceSelect, Fluka,

« Natrij perklorat, NaClO4, suprapur, Merck,

« Perklorna kiselina, 70 %, HCIO4, suprapur, Merck,

« Natrij hidroksid, 30 %, NaOH, suprapur, Merck,

« Nitratna kiselina, 65 %, HNO3, suprapur, Merck,

« Natrij nitrat, 0,1 M, NaNOs, TraceSelect, Fluka/Sigma Aldrich,

 Dinatrijeva sol kiseline EDTA, C10H1408N2Na>x2H-0, Merck,

. Bakrena Zica,

. Otopina natrij azida, 1 M, NaNs, Trace metal grade, Sigma Aldrich,

« Standardni uzorak rije¢ne huminske kiseline, 200 mg dm™, 600-1000 Da, Fluka,

«  Modelna otopine rije¢ne fulvinske kiseline, 100 mg dm, IHSS (International
Humic Substances Society),

« Fulvinska kiselina izolirana iz morske vode, 222 mg dm3,®*)

« Huminska kiselina izolirana iz morske vode, 120 mg dm3,(

. Hidrofobna organska tvar izolirana iz morske vode DAX-8, 77 mg dm,(*)

. Hidrofobna organska tvar izolirana iz morske vode XAD-4, 40 mg dm3,(*)

. Hidrofilna organska tvar izolirana iz morske vode XAD-4, 216 mg dm3,*)

« Prirodni uzorci rije¢ne (Sava) i morske vode.
(*) Otopine izolirane organske tvari dobivene su od dr. Jean-Pierre Gagnéa s ,,Institut des

sciences de la mer de Rimouski, Université du Québec a Rimouski, Québec, Canada‘“

posredstvom dr. Cedric Garniera sa Sveucilista u Toulonu (Francuska).
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3.2 Instrumentacija

Prilikom izrade ovog rada Koristeni su navedeni instrumenti:

« Apsorpcijski spektri snimani su UV/Vis spektrometrom, Perkin EImer Lambda 45.
« Za uparivanje uzorka vode iz rijeke Save koriSten je uparivac, Caliper TurboVap LV.

« Za odredivanje koncentracije otopljenog organskog ugljika koriSten je TOC

analizator, Shimadzu TOC-Vcpuicen + SSSM-5000.

3.3 Racunalni programi

3.3.1 ASFit

Glavni alat za obradu 1 analizu eksperimentalnih podataka bio je ra¢unalni program
ASFit, izraden na Institutu Ruder Boskovi¢. Autor programa je dr. sc. Dario Omanovicé.
Radi se o novom softveru koji je nadogradivan i testiran za vrijeme izrade ovog rada.
Program trenutno radi s ASCII i binarnim datotekama dobivenim pomocu softvera Perkin
Elmer UV WinLab 6. Ulazne podatke prikazuje graficki (2D ili 3D prikaz) kao ovisnost
apsorpcije ili transmisije o valnoj duljini. Program je All-in-one alat; omogucuje obradu i
karakterizaciju apsorpcijskih spektara odnosno izracun karakteristi¢nih parametara, jer ima
implementirane sve do sada poznate metode obrade CDOM spektara opisane u
poglavlju 2.4.1.

Na slici 3.1 prikazano je suCelje programa. Klikom na Load spectra mogu¢ je
istovremeni unos viSe apsorpcijskih spektara. Rezultate je mogucée prikazati
preracunavanjem apsorbancije u apsorpcijski koeficijent prema Napierianu (jednadzba 6)
te u logaritmiranom ili deriviranom obliku (prva ili druga derivacija). Diferencijalni
spektar se racuna oduzimanjem Zeljene datoteke klikom na Blank File, a krivulja
spektralnih nagiba klikom na Show moving S. Ovako obradene krivulje se mogu spremiti
kao nove datoteke klikom na Save working spectra, a postoji i moguénost kopiranja grafa u
meduspremnik. Mogu¢ je i prikaz kontrolnog grafa (broj 1 na slici 3.1) ozna¢avanjem u
izborniku te desnim klikom misSa na Zeljenu valnu duljinu. Desnim klikom miSa na neku od
datoteka i klikom na Assign x value otvara se prozor u kojem je moguce podesiti

vrijednosti x-osi kontrolnog grafa (broj 2 na slici 3.1).
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Oznacavanjem zeljene jednadzbe u odjeljku General fitting equation podatke je
moguce fitirati eksponencijalnim modelom prema jednandzbi 7 ili uz linearnu kombinaciju
s Gaussovim modelom (do 6 Gaussovih krivulja) prema jednadzbi 13. Klikom na
Calculate program racuna spektralne nagibe u Zeljenim intervalima i omjer spektralnih
nagiba, ukoliko je oznacen eksponencijalni model te parametre Gaussovih krivulja, ukoliko
je oznacen Gaussov model. Desnim klikom miSa na traku u kojoj su prikazani parametri
otvara se prozor u kojem je moguce oznaciti parametre koji se zele ispisati tablicno (broj 3
naslici 3.1). U tablici je moguce prikazati i vrijednosti apsorbancije odnosno apsorpcijskog
koeficijenta na odredenoj valnoj duljini desnim klikom mi$a na Zeljenu valnu duljinu, pri
¢emu mora biti oznacen prikaz kontrolnog grafa. Tablicu je moguée kopirati u

meduspremnik ili spremiti u obliku Excel datoteke.

N
3 | I J A= | I Q ] Moving windon (# ports)
loadspectra  SaveTable  CopyTable  CopyGraph Set defauits E [ save final data (=:sip) Bxit
Number of fies: 9 General fittng equation WL for Spectral slopes (5) Baseline Msc
[Time of calculation: a(h) = a(h0)*exp(-S(h-0)) +K+n"Guass  |gu 1 mia @ No baselne subtraction Path length (m) [0.01 | [ Convert to =
[INo exponential fit (only Gauss) O AVG baseline Shoy I}
Hgh WL 1285 | Hghwi 2[00 |
EFta@o) O linear baselne Dlshon
Fit K (abs. at high-end; K=0if not fitted] Smooth
R N J O Blank Fie(s) m
WE coleuate | Dt Gauszpeste (o to6) Ackd aQL: .+ Clver
Weighted fittng Constrained RS LEE Use only data above (nm)
1= Add fies | []select Al N sezs HE  sen0 sE  a@zs a@d0 wii  wz w 2P 0Pkt
1 11Q_imgl._SH.Semple R Plot data from column: "V@201 nm" Abs. coeff, (n-1) [ Autorange
[ 12_MQ_2mgl_SH.Sam v S@275
2 13_MQ_3mgl._SH.Sem;
v
21.MQ_tmgl_IHSS.S: 5 3. =0
2_MQ_am v seuo
23 MQ_ v £SE
431.MQ_imgl_org.Sample.R: v a0
£432_MQ_2mgl_org Sample. Raw.asc v 2@3% 2.0
v WL
v oW
v
WwL3 150
¥ SR(275/350)
913_MQ_3moL_SH.Say
Byt Y T
Ho-tma v o«
v 1004
¥ G-H1
v Wi
v GM
v cH2 50
B3 Copy all cheeked spectr N
opy all checked spectra
Y & ¥ GP2
Remove file from list Ctl+R v GH o
BB Paste XY spectra data CerleV & . . . . . . . .
v 63 20 250 300 350 00 0 00 550
i Assign Xvalue
_ v GH4 WL ()
v cw Bbs. cockt, (n-) bs. coeff. (m]
| em 1 100
v GHS 0809 0.80
¥ GWs 060 0.60
Y G
€ 0.40 0.40
¥ G-H6
o LESE 0.20
¥ GP6 0. T T T T 0.00 T
0.00 0.0 0.60 080 100 . 0.20
WL (om)

Slika 3.1. Korisni¢ko sucelje racunalnog programa ASFit.

Klikom na Fit "n" Gauss peaks i odabirom broja Gaussovih komponenti otvara se
prozor u kojem je moguce rucno podesSavanje parametara Gaussovih krivulja. Navedeni
prozor prikazan je na slici 3.2 gdje pl oznacava visinu krivulje, p2 Sirinu krivulje na
polovici visine, a p3 polozaj apsorpcijskog maksimuma. Takoder je prikazano a) grubo
ruéno podeSavanje pocetnih parametara za modeliranje spektra pomocu kombinacije
eksponencijalnog i Gaussovog modela te b) konacni rezultat nakon fitanja. Zelena linija

prikazuje eksponencijalnu krivulju, a crvena linija model dobiven zbrojem eksponencijalne
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krivulje i Gaussovih komponenti. Donji lijevi graf prikazuje poklapanje modela s
eksperimentalnim podacima, a desni ,rezidualne tocke, odnosno razlike izmedu

eksperimentalnih i modeliranih vrijednosti.

Abs. coeff. (m-1) ] Autorange 18_0,01M_NaClO4_10mgl_org_20uM_Cu.Sample Raw.asc Abs. coeff, (m-1) [ Autorange 18_0,01M_NaCIO4_10mgl._org_20uM_Cu.Sample Raw.asc

k)

a)

[0 Fix width of peak
Fix position of peak

[ Fix width of peak
Fix position of peak

Scroll mouse wheel i cel to change the value

Scrol mouse wheel in cel to change the value

Gauss1 Gass2 Gass3  Gansd  Gaus5  Gaussb

Expon.  Gaussl Gaws)  Gauss3  Gauss4  GaussS  Gausse
o1 05 {02045 617102  48.6529 285182 10235  9.28%
2 0025 278166 234362 228017 0.05% 243547  8.657
p3 o 180 240 200 30

Pt 73.0041 (851961 ] 10.9930  7.5042 24788 05347 0.1734
2 000752 1247 3463 %51 838 2W 665
2200 200 3400

Abs. coeff. (m-1) Aps. coeff. (m-1) Residuals Aps. coeff. (m-1) 2bs. coeff. (m-1) Residuls

100

00 W0 2 30 3 40 450 200 300 0 500 200 00

20 3 3 %0
Wi m) WL {om) WL {om) WL (om)

Slika 3.2. Modeliranje spektra kombinacijom eksponencijalnog i Gaussovog modela.

All-in-one znacajka softvera ¢ini njegovu veliku vrijednost. Pregledom literature
nije utvrdeno postojanje softvera ovih moguénosti te je u planu prezentacija programa §iroj

znanstvenoj zajednici u obliku ¢lanka u medunarodnom ¢asopisu.

3.3.2 Visual MINTEQ

Koncentracija nastalog kompleksa Cu-CDOM i Cu-EDTA procijenjena je pomoc¢u
programa za modeliranje Visual MINTEQ ver 3.1. Visual MINTEQ se moze koristiti za
izraun ravnoteznog kemijskog sastava razrijedenih vodenih otopina u laboratoriju ili u
prirodnim vodenim sustavima. Softver sadrzi bazu podataka ravnoteznih konstanti koje
ukljuc¢uju ravnotezu izmedu kiselina 1 baza, ravnoteZe otapanja i talozenja te redoks i

adsorpcijske ravnoteze.

Modeliranje zapoc€inje definiranjem problema u glavnom izborniku (slika 3.3);
podesavanjem pH, ionske jakosti 1 temperature te dodavanjem komponenti prisutnih u
otopini i njihovih koncentracija u Zeljenim jedinicama. U vecini slu€ajeva se ionska jakost
odreduje programom. Za modeliranje interakcije s organskom tvari ponudena su tri

modela: Gauss DOM, SHM ili NICA-Donnan. Takoder je moguce podeSavanje parametara
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organske tvari kao $to je postotak huminske i fulvinske kiseline ili omjer aktivhog DOM 1
DOC.

File Parameters Solid phases and excluded species  Adsorption  Gases Redox  Multi-problem / Sweep  Database management Help

Visual MINTEQ

Activity Davies

P [Fiedat.. v

lonic strength | Fixed at...

Mdielad

Add components
Component name Total concentration Fixed activity
|poc quica-Donnan) v| @ 5 | ) Add to list
g Run
View / edit list MINTEQ
Show organic components

View output files
Reset

Slika 3.3. Visual MINTEQ - glavni izbornik.

KoriStenjem izbornika na alatnoj traci moguce je modificiranje podataka na
razli¢ite nacine kao S§to je definiranje redoks potencijala, anorganskog ugljika,
adsorpcijskih izotermi, ¢vrstih i plinovitih faza ili redoks parova kao i dodavanje modela
biotickog liganda (BLM). Odabirom izbornika Multi-problem/Sweep moguce je provesti
viSe simulacija istovremeno. Tako je na primjer odabirom Multi-problem generator
moguce definiranje niza problema s razli¢itim vrijednostima komponenti u istoj datoteci.
Moguca je i simulacija titracije odabirom opcije Titration gdje je potrebno definirati
volumen otopine, volumen titranta u svakom koraku te sastav titranta. U ovom radu kod
procjene nastalog kompleksa titracijom s otopinom bakra kori$tena je opcija Sweep (slika
3.4). Ova opcija omogucava promjenu vrijednost jedne komponente, kao §to je u ovom
slucaju ukupna koncentracija bakrovih iona u otopini, dok su ostale komponente

konstantne.
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Sweep: one parameter is varied

[] Titration ! mixing with a titrant with defined composition

Simulat jon ! 5

|:| Multi-problem generator - add several problems to the same run

State the number of problems

O

Choose sweep component

pH
Enter values for the
(@) GO sweep component
O pe Which one?
() Fixed log activity | pressure, other species Cu+2 w 15332-3(7;
Total ion, an -
@ Y 2 00E-06
Unit: Molal 300606
2.00E-06 x
Results for the pH / sweep component and for up to thiteen additional species can be shown on a separate page 5 D0F-06
5.00E-06 18 values read!
Choose components / species for sweep output 7.00E-06
- 3.00E-06
Add comp. ! species  Which type? Present selection New selection 1.00E-05
Add Ccus2 Total dissolved Next &
Log Concentration FA1-Cu(B)(ag)  Concentration Delete
fd“’:‘; FA2-Cu(G)(aq) Concentration Delete Specify start and increment
ogActivity HA1-Cu(7)(aq) Concentration Delete values only
HAZ-Cu(7)(aq) Concentration Delete

Slika 3.4. Visual MINTEQ — Multi-problem izbornik, opcija Sweep.

File  Options

No.ofiterations 24 |
pH | 7.000 Sum of cations (eqikg)
lonic strength | 755205 Sum of anions (eq/kg)
Charge difference (%)

Concentrations and activities of aq| inorganic species (mol / I} Print to Excel
Concentration Activity Log activity o
Cu(OH)2 (aq) 1.8752E07 1875307 £727
Cu(OH)3- 73I716E-11 7.2956E-11 -10.137
Cu(0HM-2 6.1B11E-17 5.9300E-17 -16.227
Cus2 3.3196E-05 3.1847E05 4497
Cu2{0H)2+2 3.3896E-06 3.2519E-06 -5.488
Cu20H+3 2.1710E09 1977609 -8.704
Cu3{0HpM+2 5.4854E-07 5.2626E-07 £.279
CuOH+ 1.0246E-05 1.0141E-D5 4.994
DOC {NICA-Donnan) 4.1667E-04 41667E-4 -3.380
FA1-Cu(6)(aq) 8.8385E-06 8.83B5E-D6 -5.054
FA1-H(BYaq) 43999507 43399607 £.357
FA2-Cu(B){ad) 34341606 34341608 5464
FAZ-H{6)aq) 5.9527E-06 5.9527E-06 -5.225
H+1 10104607 1.0000E-07 -7.000
HA1-Cul7Haq) 1.0006E-06 1.0006E-DE -£.000
HA1-H{7)aq) 5.2364E09 5.2364E-09 -8.281 v

View species distribution Display saturation indices Equilibrated mass distribution

Execution time (s): .75 Back to input menu

Slika 3.5. Visual MINTEQ - stranica s rezultatima.

Nakon definiranja problema i pokretanja programa prva stranica koja se otvara
(slika 3.5) prikazuje ravnotezni pH, ionsku jakost, izratunate ukupne koncentracije kationa
i aniona te koncentracije i aktivitet za sve prisutne kemijske vrste. Klikom na View Species
Distribution otvara se stranica koja prikazuje molarni udio ukupne koncentracije svake
kemijske vrste dok je na stranici Equilibrated Mass Distribution prikazana koncentracija
svake komponente kao kompleksirane, otopljene, adsorbirane ili precipitirane faze. Sve

rezultate je moguce izvesti u Excel datoteku.
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3.4 Uzorci otopljenih organskih tvari

3.4.1 Standardni uzorci

Na slici 3.6 prikazani su standardni uzorci otopljene organske tvari izolirane iz
rijecne vode koriSteni u ovom radu. Proizvodac¢ koriStene fulvinske kiseline je
medunarodna zajednica humusnih supstanci (engl. International Humic Substances Society
— IHSS), a huminske kiseline Fluka (Sigma Aldrich). Huminska kiselina nabavljena je u
obliku modelne otopine i izoliranog krutog uzorka. Uzorak je otopljen u deioniziranoj vodi

podesavanjem pH otopine u luznato podrucje otopinom natrijeva hidroksida.

Slka 3.6. Standardni uzorci organskih tvari izoliranih iz rije¢ne vode.

Na slici 3.7 prikazani su standardni uzorci otopljene organske tvari izolirane iz
morske vode koristeni u ovom radu. Navedene izolirane/koncentrirane frakcije organske
tvari dobivene su separacijom iz ~50 m® oceanske vode. Oznaka AHSLE oznacava
huminsku a AFSLE fulvinsku kiselinu, a izdvojene su sukladno standardnom IHSS
protokolu. Oznake XAD-4 i DAX-8 oznacavaju nacin frakcioniranja huminskih tvari u
navedenim kolonama koje razdvajaju hidrofobne i hidrofilne frakcije prema sposobnosti
adsorpcije. Obje kolone adsorbiraju hidrofobnu frakciju dok XAD-4 adsorbira i slabo

hidrofilnu kiselu frakciju.%?

Slika 3.7. Standardni uzorci organske tvari izoliranih iz morske vode.
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3.4.2 Prirodni uzorci

3.4.2.1 Uzorkovanje

U radu su koriSteni prirodni uzorci rijecne 1 morske vode. Uzorak rijecne vode je iz
rijeke Save (uzorkovanje 28. ozujka 2017. kod Mosta Slobode u Zagrebu). Uzorkovanje je
provedeno s obale uranjanjem PET (polietilen tereftalat) boce od 5 dm? na dubinu od oko
5 cm (slika 3.8).

Slika 3.8. Uzorkovanje rijeke Save.

Uzorak morske vode uzet je u podrucju juzne strane otoka Zlarina (salinitet = 38).

Uzorkovanje je provedeno na isti na¢in kao i uzorkovanje rijecne vode.

3.4.2.2 Filtracija

Uzorci rije¢ne i morske vode su filtrirani pod tlakom dusika kroz celulozno-nitratni
filtar veli¢ine pora 0,45 um (cellulose nitrate filter, Sartorius Stedium biotech) koristenjem
polikarbonatnog sustava za filtriranje pod tlakom (Sartorius polycarbonate filter holder,
model 16511; slika 3.9). Prije filtriranja uzorka svaki filtar je ispran MQ vodom i uzorkom,
nakon Cega je uzorak filtriran u teflonske boce. Na slici 3.10 prikazan je izgled filtara

nakon propustanja uzorka rijeke Save.
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Slika 3.9. Sartorius polikarbonatni sustav za filtriranje pod tlakom dusika.

Slika 3.10. Izgled celulozno-nitratnih filtara nakon filtriranja uzorka rijeke Save.

3.4.2.3 Mjerenje otopljenog organskog ugljika

U filtriranom uzorku rijeke Save koncentracija otopljenog organskog ugljika (engl.
dissolved organic carbon — DOC) odredena je metodom visokotemperaturne kataliti¢ke
oksidacije pomocu analizatora ugljika, Shimadzu TOC-Vcpricen (Slika 3.11) i iznosila je
1,01 mg dm=. Instrument samostalno uzima mikrolitarske koli¢ine uzorka koristenjem
ASI-V autosamplera. Princip rada instrumenta se zasniva na katalitickom sagorijevanju
teku¢eg uzorka na temperaturi od 680 °C u struji ekstra Cistog zraka te odredivanjem
nastalog ugljikovog dioksida nedisperzivnom infracrvenom spektroskopijom (engl.
non-dispersive infrared — NDIR). Koncentracija DOC-a u mg dm= se odreduje pomoéu
eksterne kalibracijske krivulje izmjerene s kalij hidrogen ftalatom kao organskim
standardom.
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R -

Slika 3.11. TOC analizator, Shimadzu TOC-Vcpricen + ASI-V autosampler.

3.4.2.4 Uparivanje u struji dusika

Kako bi se povecala koncentracija otopljenog organskog ugljika dio uzorka rijecne
vode je uparivan u struji dusika pomocu uparivaca, Caliper TurboVap LV (slika 3.12) pri
temperaturi od 40 °C. Uzorak je uparivan 6 sati a prema volumenu otopine uzorka prije i
nakon uparivanja, faktor ugusc¢ivanja bio je 3,46. Stoga je oc¢ekivano da nakon uparivanja

koncentracija otopljenog organskog ugljika u uzorku iznosi 3,48 mg dm.

Slika 3.12. Uparivac, Caliper TurboVap LV.
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3.4.2.5 UV zracenje — razaranje organske tvari

Dio uzoraka morske i rije¢ne vode podvrgnut je UV zra¢enju pomocu visokotlaéne
(engl. high pressure — HP) lampe na 254 nm radi razaranja prisutne organske tvari. UV
oksidacija je provedena u kvarcnim bocama tijekom 48 sati. Nakon UV razaranja rijecne
vode na stjenkama boca se stvorio bijeli talog zbog precipitacije karbonata, zbog ¢ega je
uzorak ponovno filtriran. Mjerenje koncentracije DOC-a nakon UV razaranja pokazalo je
da je njegova koncentracija na razini slijepe probe (blanka) (< 0,05 mg dm™), a $to je
potvrdeno i UV/Vis spektrometrijom gdje je apsorbancija izmjerena na 254 nm bila na
razini blanka MQ vode.

3.5 Opis mjerenja

Apsorpcijski spektri snimani su UV/Vis spektrometrom, Perkin Elmer Lambda 45
(slika 3.13) s MQ vodom kao referentnim uzorkom i slijepom probom. Princip rada
instrumenta opisan je u poglavlju 2.1.1. Snimanje spektra provedeno je u rasponu valnih
duljina od 200-700 nm s intervalom od 1 nm i brzinom snimanja 245 nm min. Otvori na
putu zrake podeSeni su na 1 mm Sirine. Uzorci su stavljani u kivete Sirine 1 cm nacinjene
od kvarca (Suprasil). Svakodnevno prije provodenja mjerenja snimana je bazna linija s MQ
vodom, a potom je testirana tocnost i ponovljivost snimanjem slijepe probe. Apsorpcijski

spektri slijepih proba su bili unutar Suma instrumenta (£ 0,0005 jedinica apsorbancije).

Slika 3.13. UV/Vis spektrometar, Perkin EImer Lambda 45.
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Eksperimentalni dio

3.5.1 Titracije s otopinom bakra

Otopina bakra koriStena u titracijama pripremljena je otapanjem bakrene zice u
otopini klorovodi¢ne kiseline i vodikovog peroksida (HCI : H2O2 = 1 : 1). Nakon otapanja
odredena je koncentracija bakra u otopini 0,12 M. Iz ove otopine pripremljene su stock
otopine koncentracije 102 i 10* mol dm. Titracije su provedene dodavanjem potrebnih
volumena stock otopine bakra u otopine organske tvari (koncentracije do ekvivalenta
DOC = 5 mg dm™) kako bi se provela mjerenja s porastom koncentracije bakra. Otopine
organskih tvari koritene za titraciju pripremljene su u volumenima od 20 cm® s
konstantnom ionskom jako$¢u podeSenom pomocu osnovnog elektrolita (natrij perklorat,
NaClO4) u koncentraciji 0,01 mol dm=. Promjena pH vrijednost otopina je kontrolirana
dodacima otopina perklorne Kkiseline (HCIO4) 1 natrijeva hidroksida (NaOH) u
koncentracijama 0,1 i 0,01 mol dm® Nakon svakog dodatka otopina je radi
uravnotezavanja stajala 20 minuta nakon &ega je uzet alikvot od 3 cm?® za analizu. Nakon

mjerenja i prije iduceg dodatka alikvot je ponovno vrac¢an u otopinu.
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Rezultati

Proucavanje interakcije metala s organskom tvari spektrometrijskom tehnikom
temelji se prvenstveno na karakterizaciji spektara same organske tvari. Tek na temelju
dobro istrazenih karakteristika/parametara spektara same organske tvari mogu se dalje
istrazivati interakcije s ionima metala. U podrucju apsorpcije CDOM-a (220-500 nm)
znatan utjecaj mogu imati interferencije drugih komponenata otopine koja se mjeri. Zbog
toga je odabir pogodnih komponenata za sastav otopine, kemijske forme metala koji se
dodaje, pufera i sl. od velike vaznosti za uspjesna i kvalitetna mjerenja. Stoga je u ovom
radu znatan dio eksperimenata posvecen upravo Kkarakterizaciji CDOM-a i nalazenju
najpogodnijih uvjeta za provodenje eksperimenta sa Sto manje nezeljenih interferencija, a
potom je proucavana interakcija s ionima metala koja je znatno osjetljivija i kompliciranija

nego CDOM sama po sebi.

4.1 Ispitivanje interferencija

4.1.1 Utjecaj azida

Prirodni uzorci su konzervirani dodatkom otopine natrij azida (NaNs3) u svrhu
mikrobioloske inhibicije, $to je uobiajeni postupak kod mjerenja organske tvari.®®
Medutim, UV/Vis mjerenjima je utvrdeno da natrij azid ima znacajan utjecaj na apsorpciju
pri valnim duljinama nizim od 260 nm. Na slici 4.1 prikazani su apsorpcijski spektri samog
natrij azida te uzoraka pri istim koncentracijama sa i bez dodatka natrij azida iz kojih
mozemo vidjeti da natrij azid ne utjee na izgled spektra pri viSim valnim duljinama. S
obzirom da vecéina parametra obrade CDOM spektara promatra valno podrucje iznad
260 nm, konacni utjecaj azida nije znacajan za karakterizaciju CDOM-a, ali, kako ¢emo
kasnije vidjeti, moze imati utjecaj kod istrazivanja interakcije CDOM-a i iona metala.
Paznja se mora posvetiti u slu¢ajevima ako obrada podataka (npr. fitanje eksponencijalnom
funkcijom) ukljucuje podrucje valnih duljina ispod 260 nm, jer je uobicajeno snimanje

CDOM spektara do 220 ili 230 nm.
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80 A — 0,5 mM azid
—— 2mg dm™ AHSLE + azid
2 mg dm™ AHSLE
2 mg dm™ AFSLE + azid
60 - 2 mg dm™ AFSLE
-
£
'S 40 -
20 A
O ——— T
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Alnm

Slika 4.1. Spektar natrij azida u koncentraciji 5x10* mol dm™ te izolirane morske
huminske i fulvinske kiseline u koncentraciji 2 mg dm sa i bez dodatka natrij azida.

4.1.2 Apsorpcijski spektar bakra i utjecaj nitrata

Na slici 4.2 prikazani su apsorpcijski spektri otopina bakra pripravljenih iz AAS
standardne otopine bakra koja izvorno sadrzi 0,44 mol dm™ nitratne kiseline (HNO3). Na
slici je vidljiv apsorpcijski maksimum na 300 nm za koji se pokazalo da pripada prisutnim
nitratima u otopini, a ne bakru. Na umetku slike 4.2 je prikazana ,,]Jazna“ linearna ovisnost
maksimuma na 300 nm o koncentraciji bakra u otopini. U literaturi se nalaze sli¢na
spektrometrijska mjerenja u kojima su koriSteni nitratne soli metala, medutim pojava
maksimuma nije uvijek zabiljezena.® Stoga su dodatno ispitane otopine nitrata (NaNOs) u

ne kiseloj otopini.

Na slici 4.3 prikazani su apsorpcijski spektri otopine NaNO3z koji pokazuju vrlo
visoku apsorpciju na valnim duljinama nizim od 260 nm. Ve¢ pri koncentraciji
10 mol dm™ apsorpcija nitrata na valnim duljinama ispod 220 nm dostiZe vrijednost
gornje granice mjernog podrudja instrumenta (a = 800 m™). Na umetku slike 4.3 su
prikazani isti spektri s prilagodenom skalom gdje se vidi porast apsorpcije s maksimumom
na 300 nm koji odgovara apsorpcijskom maksimumu primije¢enom u AAS standardnoj
otopini bakra. Jednake rezultate daje snimanje spektara nitratne kiseline (HNO3) u istim

koncentracijama. Sli¢na mjerenja napravljena su i s drugim metalima (Fe, Cd, Pb, Zn, Co)
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Rezultati

i svi su spektri imali maksimum na valnoj duljini oko 300 nm zbog prisutnosti nitrata u

originalnim standardima metala (stock otopina).

2.0 ‘

1.2 4
— 2uMCu 10 4
—— 7uMcCu '
12 uM Cu - 0.8 A
1.5 - 20 uM Cu IS 0.6 -
—— 30 uM Cu S o4 4
- 0.2 4
E 10 N 00 T T T T T T
© 0 5 10 15 20 25 30
c(Cu) / uM
0.5 ~
0.0 - - ﬁ
300 400 500 600 700
Al nm

Slika 4.2. Apsorpcijski spektri otopina bakra pripravljenih iz AAS standardne otopine
u koncentracijama 2, 7, 12, 20 i 30 pmol dm
(c(NO3) = 2x10%; 3,4x10%; 5,7x10* i 8,7x10* mol dm™3).

Kako bi se izbjegao utjecaj nitrata pripravljena je stock otopina otapanjem bakrene
zice, koja je koriStena u daljnjim ispitivanjima. Apsorpcijski spektri ove otopine u
koncentracijama 30, 100 i 400 umol dm prikazani su na slici 4.4. Iz slike mozemo vidjeti
apsorpciju bakra u ,,dubokom* UV dijelu spektra ve¢ pri nizim koncentracijama te porast
apsorpcije s porastom koncentracije bakra. Kod 400 umol dm= bakra u otopini javlja se
apsorpcija 1 u vidljivom dijelu spektra iznad 600 nm. Pri viSim koncentracijama otopina
bakra je plave boje $to odgovara apsorpciji narancasto-crvene svjetlosti na ovim valnim

duljinama (tablica 2.1).
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800
—— 14 uM NaNO,
—— 50 uM NaNO,
100 uM NaNO,
600 - —— 1000 puM NaNO,
2.0
' 1.5 -
E 400 -
© N 4
=10
T0.5 -
200 -
0.0 -
200 300 400 500 600 700
& Alnm
0 T T T T
200 300 400 500 600 700
Alnm

Slika 4.3. Apsorpcijski spektri natrijeva nitrata (NaNO3) u koncentracijama
1,4x10°; 5x10°°; 10* i 10° mol dm’.
Umetak: apsorpcijski spektri s prilagodenom Y-skalom.

200
—— 30 uM Cu
—— 100 uM Cu
400 uM Cu
150 -
2.0
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£ 100 |
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Slika 4.4. Apsorpcijski spektri otopine bakra pripravljene otapanjem bakrene zice
(c(Cu) =30, 100 i 400 pmol dm3).
Umetak: apsorpcijski spektri s prilagodenom Y-skalom.
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lako su se u ovom radu gornje razine koncentracije dodanog bakra nalazile na
razini ovog eksperimenta, veéina bitnih promjena u spektrima koje su se izravno koristile
kod obrade bile su do koncentracije bakra oko 50 pmol dm?, $to prema prikazanim
spektrima nije imalo znatnog utjecaja na valnim duljinama viSim od 240 nm, S$to je

podrucje karakterizacije CDOM spektara.

4.1.3 Apsorpcijski spektar bakar hidroksida

Kako bi prepoznali precipitaciju bakra prilikom izvodenja eksperimenata testiran je
oblik i podrucje promjene spektra bakar hidroksida u otopini natrij hidroksida i bakrovih
iona prikazan na slici 4.5. Na slici je vidljiv porast apsorpcije prilikom poveéanja
koncentracije bakra u Sirokom podru¢ju apsorbancija, s izrazenim maksimumom na
250 nm. pH ovih otopina bio je oko 10, $to je znacajno iznad pH vrijednosti kod koji su
kasnije izvodena mjerenja, ali je na ovaj nacin dobiven uvid u utjecaj precipitacije na
spektre koja nastaje i kod nizih koncentracija bakra. Usporedbom s apsorbancijama sa slike
4.4 vidi se da je vrijednost apsorbancije pri koncentraciji bakra od oko 30 pmol dm za
oko 6 puta veca kod ovako visokog pH, nego kod nizeg pH (slika 4.4), $to upuéuje na

znacajne promjene u otopini.

30 1 —— 5uM Cu
—— 5uM Cu + 0,3 mM NaOH
25 - 10 uM Cu + 0,3 mM NaOH
—— 20 uM Cu + 0,4 mM NaOH
—— 20 uM Cu + 0,5 mM NaOH
20 A 40 uM Cu + 0,5 mM NaOH
£
~ 15 -
©
10 -
5 -
O & T T
300 400 500 600 700
Alnm

Slika 4.5. Apsorpcijski spektri bakrovih iona pri razli¢itim koncentracijama
uz variranje koncentracije natrij hidroksida (pH ~ 10).
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4.2 Apsorpcijski spektri otopljene organske tvari

4.2.1 Modelne otopine s izoliranom organskom tvari

Na slici 4.6 prikazani su apsorpcijski spektri fulvinske (FA), a na slici 4.7 huminske
kiseline (HA) izoliranih iz rijeéne vode, u koncentracijama 1, 2, 3, 4, 6, 8 i 10 mg dm™.
Radi lakse usporedbe, skala apsorpcijskog koeficijenta (Y-os) je na slijede¢im slikama koje
prikazuju spektre izoliranih organskih tvari iz rije¢ne i morske vode, fiksirana na istu
maksimalnu vrijednost od 160 m™. U prikazanim spektrima rije¢ne FA i HA vidljiv je pad
apsorpcijskog koeficijenta s porastom valne duljine i blagom grbom na 265 nm. Takoder je
vidljiv proporcionalni porast apsorbancije s porastom koncentracije organske tvari.
Usporedujuci oblik krivulja fulvinske i huminske kiseline primjecuje se strmiji pad
apsorbancije u spektru fulvinske kiseline odnosno veca apsorpcija pri vi§im valnim
duljinama kod huminske kiseline. Apsorpcija huminske kiseline na svim valnim duljinama
objasnjava smedu boju otopine dok veca apsorpcija ljubiCaste, plave i plavo-zelene

svjetlosti objas$njava zutu boju otopine fulvinske kiseline (slika 3.6).

160
—— 1mgdm?FA
140 1 —— 2mgdm®FA
3mgdm™FA
120 A 4 mg dm?®FA
—— 6mgdm?FA
_, 100 + —— 8mgdm®FA
' 10 mg dm™ FA
E 80 -
©
60 A
40 -
20 A
O x - _ .
200 300 400 500 600 700

A nm

Slika 4.6. Apsorpcijski spektri fulvinske kiseline
(y(FA)=1,2,3,4,6,8i10 mgdm3).
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©
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Slika 4.7. Apsorpcijski spektri huminske kiseline
(y(HA)=1,2,3,4,6,8i10 mgdm?).

Na slici 4.8 prikazani su apsorpcijski spektri fulvinske (AFSLE), a na slici 4.9
huminske kiseline (AHSLE) izoliranih iz morske vode, u koncentracijama 2, 4, 6, 8 i
10 mg dm. Za razliku od spektara rije¢ne huminske i fulvinske kiseline ovi su spektri
gotovo glatki, bez posebno izraZzenih ,grba“. Takoder pokazuju puno strmiji pad
apsorbancije odnosno vecu vrijednost apsorpcijskog koeficijenta na nizim, a puno manju
na viSim valnim duljinama nego Sto je slucaj kod rijecnih kiselina. Apsorpcija na valnim

duljinama nizim od 500 nm objasnjava zutu boju ovih otopina (slika 3.7).

Na slikama 4.10 i 4.11 prikazani su apsorpcijski spektri organske tvari izolirane iz
morske vode pomocu kolone XAD-4 na hidrofobnu (slika 4.10) i hidrofilnu frakciju (slika
4.11), a na slici 4.12 apsorpcijski spektri hidrofobne frakcije izdvojene pomocu kolone
DAX-8. Usporedbom oblika prikazanih spektara kod hidrofobnih frakcija se moZze uociti
strmiji pad apsorbancije s porastom valnih duljina te manja vrijednost apsorpcijskih

koeficijenata pri svim valnim duljinama.
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Slika 4.8. Apsorpcijski spektri morske fulvinske kiseline
(y(AFSLE) =2, 4,6, 8 i 10 mg dm™).

160
—— 2mg dm™® AHSLE
140 - —— 4mgdm® AHSLE
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100 -
80 A
60 -
40 A
20 -
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Slika 4.9. Apsorpcijski spektri morske huminske kiseline
(y(AHSLE) =2, 4, 6, 8 i 10 mg dm™).

a/m*
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Slika 4.10. Apsorpcijski spektri hidrofobne frakcije zaostale na koloni XAD4
(y(XAD4 Hfob) =2, 4,6 i 8 mg dm®).

160
2 mg dm™ XAD4 Hfil
140 - 4 mg dm™ XAD4 Hil
6 mg dm™® XAD4 Hfil
120 A 8 mg dm™ XAD4 Hfil
10 mg dm™ XAD4 Hfil
100 -
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©
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Slika 4.11. Apsorpcijski spektri hidrofilne frakcije propustene kroz kolonu XAD4
(y(XAD4 Hfil) = 2, 4,6, 8 i 10 mg dm?).
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2 mg dm™® DAX8 Hfob
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120 - 8 mg dm™ DAX8 Hfob
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Slika 4.12. Apsorpcijski spektri hidrofobne frakcije zaostale na koloni DAX8
(y(DAX8 Hfob) = 2, 4, 6, 8 10 mg dm™).

4.2.2 Prirodni uzorci

Na slici 4.13 prikazani su apsorpcijski spektri nefiltriranog uzorka morske vode i
istog uzorka nakon UV zraCenja, a na slici 4.14 apsorpcijski spektri filtriranog uzorka vode
iz rijeke Save i istog uzorka nakon UV zracenja te nakon uparivanja u svrhu povecanja

koncentracije otopljenog organskog ugljika (potrebno za naknadna mjerenja).

Uzorak morske 1 rije¢ne vode pokazuje spektar karakteristican za kromofornu
otopljenu organsku tvar s eksponencijalnim padom apsorbancije prema viSim valnim
duljinama 1 blagom grbom u oba slucaja na 270 nm. Takoder je vidljivo povecanje
koncentracije CDOM-a nakon uparivanja uzorka rijeke Save. Medutim, struktura CDOM-a
se nije promijenila jer oba uzorka (upareni i originalni) pokazuju prakticki istu krivulju

spektralnih nagiba (umetak na slici 4.14).

Kako nakon razgradnje organskih tvari u uzorku morske vode UV razaranjem dolazi do
potpunog smanjenja apsorbancije na valnim duljinama visim od 254 nm na kojima se
provodilo zracenje, moZemo pretpostaviti kako anorganske tvari prisutne u morskoj vodi,
koje se ne razgraduju ovim putem, ne pokazuju apsorpciju u ovom dijelu spektra te da je za

apsorpciju na visim valnim duljinama odgovorna organska tvar.
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Povecanje apsorpcije na nizim valnim duljinama nakon UV zraCenja moze biti
posljedica apsorpcije produkata nastalin razgradnjom organske tvari ili nastajanja
karbonatnih iona reakcijom hidrogenkarbonata s hidroksilnim radikalima. Kod uzorka
rijeke Save se ovo povecanje ne primjecuje jer je uzorak prije zracenja sniman tek nakon

dodatka natrij azida dok u uzorak izdvojen za UV oksidaciju nije dodavan natrij azid.

10
—— UV - morska voda

8 netretirana morska voda

6 .
E
(v} 4
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0 - =

200 300 400 500 600 700
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Slika 4.13. Apsorpcijski spektri nefiltriranog uzorka morske vode i istog uzorka
nakon UV zraCenja.

Nakon UV zracenja uzorka rije€ne vode u apsorpcijskom spektru se javlja manji
pik na 350 nm. Kako bi provjerili potjece li ovaj pik od tvari prisutnih u uzorku prije UV
zraCenja ili od tvari nastalih prilikom ovog postupka na isti nacin je testiran uzorak pitke
vode uzet iz slavine. I na ovom uzorku je uo€eno nastajanje maksimuma na istoj valnoj
duljini nakon UV zracenja. Apsorpcija u ovom dijelu spektra je najvjerojatnije posljedica
precipitacije karbonata nakon UV zraCenja. Talozenje karbonata je posljedica lokalnog

povecanja koncentracije karbonatnih iona i poviSenja temperature prilikom UV zracenja.
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Slika 4.14. Apsorpcijski spektri filtriranog uzorka rijeke Save (DOC = 1,01 mg dm®) i
istog uzorka nakon UV zracenja te nakon uparivanja (DOC < 3,48 mg dm®).
Umetak: krivulje skpetralnog nagiba za originalni i upareni uzorak rijeke Save

4.3 Titracije s otopinom bakra

4.3.1 Titracije otopine dinatrijeve soli EDTA

Na slici 4.15 su prikazani spektri otopine dinatrijeve soli EDTA, u koncentracijama
10, 5x10°, 10 i 2x10™* mol dm= iz ¢ega se moze vidjeti da EDTA ne apsorbira svjetlost

na valnim duljinama vi$im od 260 nm.

Na slici 4.16 su prikazani apsorpcijski spektri snimani prilikom titracije otopine
EDTA koncentracije 7,5%10° mol dm s otopinom bakra, pri pH = 6,0. Koncentracije
dodataka bakra prikazane su na slici. Iz ovih krivulja se moze vidjeti apsorpcija nastalog
kompleksa Cu-EDTA koji pomice apsorpciju obje komponente prema visim valnim
duljinama s maksimumom na 265 nm. Ovaj maksimum (grba) pri koncentraciji visoj od
~70 pumol dm™ bakra prestaje rasti, a nakon poveéanja koncentracije bakra iznad

200 umol dm dolazi do skoka apsorbancije na valnim duljinama manjim od 260 nm.
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25
1x10° M EDTA
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Slika 4.15. Apsorpcijski spektri otopine dinatrijeve soli EDTA
u koncentracijama 10, 5x10°, 10* i 2x10** mol dm™ (pH = 6,0).
Umetak prikazuje dio spektaradoa=1m™7,
300
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Slika 4.16. Apsorpcijski spektri otopine dinatrijeve soli EDTA koncentracije
7,5x107° mol dm tijekom titracije s otopinom bakra (pH = 6,0).
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4.3.2 Titracije modelne otopine rijecne fulvinske i huminske Kiseline

Na slikama 4.17, 4.18 i 4.19 su prikazani apsorpcijski spektri rijecne fulvinske
kiseline, a na slici 4.20 huminske kiseline, snimani prilikom titracije modelne otopine s
otopinom bakra na nac¢in opisan u poglavlju 3.5.1. Koncentracije dodataka bakra prikazane

su na slikama.

Titracije fulvinske kiseline su provedene pri razli¢itim pH vrijednostima. Na slici
4.17 je prikazana titracija pri izmjerenom pocetnom pH = 4,5 koji se lagano sniZzavao
dodatkom blago kisele otopine bakra, na slici 4.18 pri konstantnom pH = 6,3, a na slici
4.19 pri konstantnom pH = 9,0. Iz slika je vidljivo razli¢ito ponaSanje apsorpcijskog
spektra iste organske tvari u razli¢itim uvjetima pH vrijednosti. Pri pH vrijednostima 4,5 i
6,3 promjene u spektru dodatkom bakra su vrlo male i jasno su vidljive samo promjene na
valnim duljinama manjim od 230 nm, dok je kod pH = 9,0 razlika u cijelom spektru
vidljiva ve¢ kod manjih koncentracija bakra i oblikom promjena odgovara ranije

prikazanim spektrima bakra kod visokog pH (slika 4.5).
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Slika 4.17. Apsorpcijski spektri rijeéne fulvinske kiseline (FA) koncentracije 5 mg dm™
tijekom titracije s otopinom bakra (ionska jakost = 0,01 M, pocetni pH = 4,5).
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Slika 4.18. Apsorpcijski spektri rije¢ne fulvinske kiseline (FA) koncentracije 10 mg dm™
tijekom titracije s otopinom bakra (ionska jakost = 0,01 M, pH = 6,3).
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Slika 4.19. Apsorpcijski spektri rije¢ne fulvinske kiseline (FA) koncentracije 5 mg dm™
tijekom titracije s otopinom bakra (ionska jakost = 0,01 M, pH = 9,0).
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Titracija huminske Kiseline je provedena pri konstantnom pH = 6,3 koji se pokazao
kao najprikladniji za kompleksiranje bakra s fulvinskom kiselinom. Titracije huminske i
fulvinske kiseline u koncentracijama 5 i 10 mg dm™ pri ovoj pH vrijednosti su ispitivane
viSe puta pri cemu se pokazala dobra ponovljivost rezultata te su u ovom radu prikazani

rezultati samo jednog eksperimenta.

Kao i kod fulvinske kiseline promjene u spektru dodatkom bakra kod huminske
kiseline su vrlo male te se i ovdje vidi porast apsorbancije na valnim duljinama manjim od
230 nm, no dok se povecanjem koncentracije bakra na vis§im valnim duljinama apsorpcija

fulvinske kiseline povecava kod huminske se smanjuje (slika 4.20).
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Slika 4.20. Apsorpcijski spektri rije¢ne huminske kiseline (HA) koncentracije 5 mg dm™
tijekom titracije s otopinom bakra (ionska jakost = 0,01 M, pH = 6,3).
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4.3.3 Titracije modelne otopine morske fulvinske i huminske kiseline

Na slikama 4.21 i 4.22 su prikazani apsorpcijski spektri morske fulvinske odnosno
huminske Kiseline u koncentraciji 10 mg dm, snimani prilikom titracije modelne otopine s
otopinom bakra, pri pH = 6,3 na nacin opisan u poglavlju 3.5.1. Koncentracije dodataka
bakra prikazane su na slikama. Kod morske organske tvari je do zasi¢enja doSlo pri vrlo
niskim koncentracijama bakra te su snimani apsorpcijski spektri do koncentracije dodataka
bakra od 6 odnosno 12 umol dm=. Kao i kod rije¢ne organske tvari promjene u spektru
dodatkom bakra, posebno kod ovako niskih koncentracija, su vrlo male te su na ovim

slikama vrlo slabo vidljive.
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Slika 4.21. Apsorpcijski spektri morske fulvinske kiseline (AFSLE) koncentracije
10 mg dm? tijekom titracije s otopinom bakra (ionska jakost = 0,01 M, pH = 6,3).
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Slika 4.22. Apsorpcijski spektri morske huminske kiseline (AHSLE) koncentracije
10 mg dm? tijekom titracije s otopinom bakra (ionska jakost = 0,01 M, pH = 6,3).

4.3.4 Titracije prirodnog uzorka rije¢ne vode

Na slici 4.23 prikazani su apsorpcijski spektri snimani prilikom titracije uparenog
prirodnog uzorka rijecne vode iz rijeke Save s otopinom bakra na nac¢in opisan u poglavlju
3.5.1. Koncentracije dodataka bakra prikazane su na slikama. Prirodni pH ovog uzorka je
8,1 pri kojem je topljivost bakra relativno mala. Kako bi se izbjegao utjecaj precipitacije
bakra pri ovom pH titracija je provedena, sli¢no kao i u drugim eksperimentima, pri
pH = 6,0. Kao $to je navedeno u poglavlju 3.5.2.4 oc¢ekivana koncentracija otopljenog
organskog ugljika, prema volumenu otopine uzorka prije i nakon uparivanja, je
3,49 mg dm, no prosje¢ni omjer apsorbancije uzorka nakon i prije uparavanja iznosi 2,70
prema kojem je izracunata koncentracija otopljenog organskog ugljika u uparenom uzorku

2,73 mg dm,
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Slika 4.23. Apsorpcijski spektri uparenog prirodnog uzorka rije¢ne vode iz
rijeke Save tijekom titracije s otopinom bakra (DOC < 3,48 mg dm, pH = 6,0).
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5.1 Utjecaj nitrata

Kao §to je prikazano na slici 4.3 otopina nitrata pokazuje apsorpciju na valnim
duljinama znaCajnim za kompleksiranje organskih liganada s metalima, Sto se odnosi
posebno na apsorpcijski maksimum na 300 nm. Kako su promjene u CDOM spektrima
nastale kompleksiranjem s metalom vrlo male, apsorpcijski maksimum nitrata
onemogucava proucavanje ove interakcije zbog Cega su daljnja ispitivanja provedena s

otopinom bakra pripravljenom otapanjem bakrene Zice.

Medutim, Yin i suradnici®® su u svojoj studiji istraZivanja interakcija organskih
liganda (EPS — extracellular polymeric substances) s razli¢itim metalima koristili otopine
pripravljene iz soli nitrata. U navedenoj studiji prikazani su apsorpcijski spektri organske
tvari prilikom titracije s otopinama Zeljeza, bakra i1 olova te natrija i kalcija s prisutnim
nitratima iz samih otopina metala. Dobiveni rezultati pokazuju porast apsorpcije na valnim
duljinama manjim od 240 nm prilikom dodataka metala dok to nije sluc¢aj kod dodataka
otopine natrija i kalcija, iako je u ovom radu potvrden znacajan porast apsorbancije na
ovim valnim duljinama dodatkom nitrata (slika 4.3). U ovom radu je takoder utvrdeno da
poveéanjem koncentracije nitrata iznad 50 umol dm dolazi do porasta apsorpcijskog
maksimuma na 300 nm (vidljivo na umetku slike 4.3), a u navedenoj studiji je
diferencijalni apsorpcijski koeficijent na ovoj valnoj duljini predlozen kao parametar za
procjenu vezanih metala na organske ligande. Ne ulazeéi u vjerodostojnost i ispravnost ove
studije, ipak je bitno istaknuti problem odabira kemijskih formi metala koji moze imati

znatan utjecaj na rezultate mjerenja, a time i na konacéne zakljucke studije.

5.2 Obrada apsorpcijskih spektara modelnih otopina

Uobicajeni parametar kvantitativne mjere koncentracije kromoforne organske tvari
je mjerenje apsorbancije na 254 nm, koja uz odredeni faktor odgovara i koncentraciji
DOC-a. Za prirodne uzorke, ovisnost apsorbancije o koncentraciji DOC-a slijedi odredenu
generalnu linearnu ovisnost te se za podru¢ja gdje je utvrdena direktna korelacija
apsorbancije i koncentracije DOC-a ona moze uspjesno koristiti za brzu procjenu DOC-a.%
Medutim, s obzirom da je prirodna organska tvar heterogenog karaktera te svaki tip
CDOM-a ima karakteristicni molarni apsorpcijski koeficijent, ta ovisnost se uglavnom
koristiti samo za grubu procjenu koncentracije DOC-a. Na slici 5.1 je prikazana vrijednost

apsorpcijskog koeficijenta na 254 nm (azss) dobivenog snimanjem spektara rijene i
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morske fulvinske i huminske kiseline. Vrijednost apsorpcijskog koeficijenta
proporcionalno raste s porastom koncentracije Sto je definirano porastom broja
apsorbiraju¢ih molekula Lambert-Beerovim zakonom (jednadzba 2). Prema literaturi
apsorpcija na 254 nm korelira s molekulskom masom i aromati¢nosti organske tvari.?®
Fulvinske kiseline su opc¢enito manje molekulske mase i aromati¢nosti od huminskih pa
pokazuju manju apsorpciju na ovoj valnoj duljini. Prema literaturi takoder postoje razlike u
strukturi izmedu morskih i rije¢nih huminskih i fulvinskih kiselina pa morske kiseline

pokazuju manju apsorpciju Sto je isto tako povezano s manjom molekulskom masom i

aromati¢noS$cu.
80
® FA
@ HA
ol @ HA nova otopina
® AHSLE
@ AFSLE

40 -

-1
a254 /'m

20 -

y/ ng dm”
Slika 5.1. Vrijednost apsorpcijskog koeficijenta na 254 nm u ovisnosti 0 koncentraciji
rijecne 1 morske fulvinske i huminske kiseline.

Na slikama 5.2 i 5.3 prikazane su krivulje spektralnih nagiba*® izraunatih s
,prozorom™ od 20 nm i korakom 1 nm. Na slici 5.2 prikazane su krivulje spektralnih
nagiba modelnih otopina rijecne huminske i fulvinske kiseline u koncentracijama 2, 4, 6, 8
i 10 mg dm, a na slici 5.3 modelnih otopina morske huminske i fulvinske kiseline u

koncentracijama 4, 6 i 10 mg dm,
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Slika 5.2. Krivulje spektranih nagiba modelnih otopina rije¢ne huminske i
fulvinske kiseline u koncentracijama 2, 4, 6, 8 i 10 mg dm=,
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Slika 5.3. Krivulje spektranih nagiba modelnih otopina morske huminske i
fulvinske kiseline u koncentracijama 4, 6 i 10 mg dm3.
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Za razliku od apsolutnih vrijednosti apsorbancija koje rastu s povisenjem
koncentracije organske tvari, ocekuje se da se spektralni nagibi za istu organsku tvar ne
mijenjaju s promjenom koncentracije organske tvari. Krivulje na slikama 5.2 i 5.3 jasno
pokazuju tu karakteristiku, koja je vrlo bitna jer omogucava usporedbu optickih svojstava
uzoraka pri razli¢itim koncentracijama organske tvari u sluc¢ajevima kao §to je npr. titracija
s ionima metala. Male razlike izmedu pojedinih krivulja pripisuju se spektralnom Sumu
(noise) koje dolazi vise do izrazaja kod vecih valnih duljina, jer je u tim podru¢jima

apsorbancija vrlo mala.

Spektralni nagibi fulvinske kiseline su vece vrijednosti §to je povezano s manjom
molekulskom masom. Rije¢na huminska kiselina pokazuje porast spektralnih nagiba na
valnim duljinama iznad 250 nm, s dva maksimuma na 330 i 380 nm. Fulvinska kiselina
pokazuje vece promjene u spektru s porastom valnih duljina i izrazajnije maksimume na

230, 275, 300 i 380 nm.

Izgled krivulja spektralnih nagiba morskih organskih tvari je razli¢it u odnosu na
rijeCne organske tvari zbog sastava elektrolita i nacina izolacije koje je prilagodeno
morskoj vodi. Ovdje se javlja nagli pad vrijednosti spektralnih nagiba do valne duljine
250 nm kao posljedica znatnog pada apsorbancije u tom podrucju (slike 4.8 i 4.9). Na
valnim duljinama iznad 250 nm, promjene su manje s karakteristicnim maksimumima koji

su manje izraZzeni nego u rijecnim modelima.

Na slici 5.4 je prikazana vrijednost omjera karakteristicnih spektralnih nagiba
izraCunatih u podru¢ju valnih duljina 275-295 nm i 350-400 nm (Sr = S275.295/S350-200) U
ovisnosti o koncentraciji rije¢ne 1 morske huminske 1 fulvinske kiseline. Kako je ve¢ gore
spomenuto, vrijednost spektralnog nagiba neovisna je o koncentraciji te su stoga i
vrijednosti njihovih omjera za odredenu tvar konstantne, kao $to je i prikazano na slici 5.4.
Prema literaturi?® spektralni nagibi su obrnuto proporcionalni molekulskoj masi i
aromati¢nosti te najmanji omjer spektralnih nagiba pokazuje rijecna huminska kiselina, a

najve¢i morska fulvinska kiselina.
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Slika 5.4. Vrijednost omjera spektralnih nagiba u ovisnosti o koncentraciji
rijecne i morske fulvinske i huminske kiseline.

Na slikama 5.1 i 5.4 takoder mozemo vidjeti poklapanje vrijednosti apsorpcijskog
koeficijenta na 254 nm i omjera spektralnih nagiba za huminsku kiselinu iz modelne
otopine (iz 2008 godine) i svjeze otopine pripravljene otapanjem krutog uzorka. Prema
tome zakljuCujemo da su uz dobro skladistenje (tamno i hladno mjesto) otopine huminske
kiseline stabilne kroz duzi vremenski period (¢ak nekoliko godina), odnosno UV/VIS

spektri se ne mijenjaju niti po apsorbanciji na 254 nm niti po obliku.

5.3 Usporedba prirodnih uzoraka s modelnim otopinama

U tablici 5.1 su prikazane usporedbe parametara prirodnih uzoraka i modelnih
otopina organske tvari s vrijednostima pronadenim u literaturi.?® Vidi se da su svi izmjereni
parametri iz ovog rada u podru¢ju koje se navodi u literaturi. Nize vrijednosti su
zabiljezene samo za apsorpcijski koeficijent (aszs) izmjeren u rijeci Savi u odnosu na
uobicajeni raspon ,,svjetskih® rijeka. Kako je apsorbancija ovisna o koncentraciji DOC-a,
vrlo je moguce da je niza vrijednost posljedica niske razine DOC izmjerene u rijeci Savi

(DOC = 1,01 mg dm), a da je pripadajuéa ,,svjetska“ koncentracija DOC-a znatno visa.
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Tablica 5.1. Pregled usporedbe karakteristicnih parametara mjerenih spektralnih krivulja s
literaturnim podacima.

Literatura Uzorci Modelne otopine (2 mg dm-3)

rijeke more Sava more HA FA AHSLE AFSLE

S300-600/ Nm* 0,015-0,019 0,01-0,03 0,020 0,031 0,010 0,016 0,016 0,020
So7520s/ nm*  0,01-0,02 0,02-0,06 0,017 0,035 0,007 0,014 0,012 0,014
Sr/nmt <1 >150 0893 1,121 0,6/3 0,865 0,784 0,728
asrs / mt 5,00-25,00 0,00-0,50 0,895 0,063 6,083 3,455 2,242 0,543

5.4 Titracije s otopinom bakra

5.4.1 Obrada spektara dobivenih titracijom dinatrijeve soli EDTA

Na slici 5.5 prikazani su derivirani apsorpcijski spektri (sa slike 4.16) snimani
prilikom titracije otopine dinatrijeve soli EDTA koncentracije 7,5x10° mol dm? s
otopinom bakra. Derivativni oblik prikaza je odabran radi lakSeg uocavanja promjena u
spektrima, koji u ovom slucaju daju maksimum na 290 nm. Na slici se jasno vidi porast
maksimuma s koncentracijom dodanog bakra, odnosno formiranog Cu-EDTA kompleksa.
Pra¢enjem porasta maksimuma deriviranih spektara na 290 nm moZemo zakljuciti da pri
koncentraciji od 70 umol dm™ dolazi do zasiéenja aktivnih mjesta EDTA slobodnih za
vezanje bakrovih iona. Nakon zasi¢enja raste koncentracija slobodnog bakra u otopini, a
pri koncentracijama iznad 90 umol dm dolazi do precipitacije bakra (slika 5.5). Ovo je
vidljivo i na slici 4.16 gdje nakon poveéanja koncentracije bakra iznad ~200 pmol dm
dolazi do veceg porasta apsorbancije na valnim duljinama ispod 260 nm $to odgovara
izgledu apsorpcijske krivulje slobodnog bakra (slika 4.4). Prema skoku apsorpcije pri
koncentracijama 500 pmol dm™ zaklju¢ujemo da dolazi do znatne precipitacije slobodnog
bakra u otopini, $to potvrduje pad apsorbancije smanjenjem pH vrijednosti na 5,6 zbog

ponovnog otapanja bakra te ponovni porast dodatkom otopine NaOH.
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Slika 5.5. Prva derivacija apsorpcijskih spektara snimanih prilikom titracije otopine
dinatrijeve soli EDTA koncentracije 7,5x107° mol dm™ s otopinom bakra (pH = 6,0).

Bakar s EDTA gradi vrlo jaki kelatni kompleks s konstantom stabilnosti
logK = 20.49 te se, shodno modelu, oc¢ekivalo da u koncentraciji do 75 pM bakar
bude > 99 % u Cu-EDTA kompleksu. Na slici 5.6 prikazane su vrijednost prve derivacije
apsorbancije na 290 nm, gdje ovi spektri pokazuju derivativni maksimum, u odnosu na
koncentraciju bakra dodanog u otopinu. Jasno se vidi linearan porast maksimuma do
koncentracije od 75 uM, a nakon zasi¢enja EDTA, vrijednost ostaje konstantna. Umetak na
slici 5.6 pokazuje ovisnost maksimuma na 290 nm o modeliranoj koncentraciji Cu-EDTA
kompleksa pomoc¢u Visual MINTEQ programa. Dobivena je vrlo jasna i statisticki
znaGajna linearna ovisnost (R? = 0.998), sto dokazuje primjenjivost spektrometrijske
metode za karakterizaciju bakra s EDTA i da se maksimum prve derivacije moze uspje$no

koristiti kao znacajka kod obrade UV/Vis spektara.
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Slika 5.6. Vrijednost prve derivacije apsorbancije na 290 nm u odnosu na koncentraciju
bakra dodanog u otopinu (c(EDTA) = 7,5x10° mol dm™, pH = 6,0). Umetak: ovisnost prve
derivacije apsorbancije na 290 nm o koncentraciji Cu-EDTA kompleksa izra¢unatog
pomocu Visual MINTEQ pri pH = 6,0 i koncentraciji EDTA u otopini 75 uM.

5.4.2 Obrada spektara dobivenih titracijom rije¢ne fulvinske kiseline

Kako su promjene u apsorpcijskim spektrima prilikom titracija otopina organske
tvari s bakrom vrlo male, spektri su prikazani u diferencijalnom obliku (jednadzba 9), koji
prikazuje razlike u spektru (u apsorbancijama) nakon svakog dodatka otopine bakra u

odnosu na spektar bez prisutnog bakra u istim uvjetima. Bitno je ne mijesati diferencijalni,

i prethodno spomenuti, derivativni oblik (kod Cu-EDTA spektara).

5.4.2.1 Interakcija bakra s fulvinskom kiselinom (FA) kod pH = 4,5

Na slici 5.7 prikazani su diferencijalni spektri dobiveni oduzimanjem apsorpcijskog
spektra modelne otopine rijeéne fulvinske kiseline koncentracije 5 mg dm™ pri pH = 4,5 od
spektara dobivenih titracijom navedene otopine otopinom bakra. Kao i na slici 4.17
moZemo vidjeti porast apsorbancije na valnim duljinama manjim od 240 nm koji odgovara

izgledu apsorpcijske krivulje slobodnog bakra.
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Slika 5.7. Diferencijalni spektri dobiveni oduzimanjem apsorpcijskog spektra modelne
otopine rijeéne fulvinske kiseline (y(FA) = 5 mg dm, ionska jakost = 0,01 M, pH = 4,5)

od spektara dobivenih titracijom navedene otopine otopinom bakra. Umetak: vrijednost
apsorpcijskog koeficijenta na 220 nm u odnosu na koncentraciju bakra dodanog u otopinu.

Na umetku slike 5.7 je prikazan linearni porast apsorpcijskog koeficijenta na
220 nm s porastom koncentracije bakra dodanog u otopinu. Kako je ve¢ ranije bilo
naglaSeno, u ovom podru¢ju valnih duljina predominantna je apsorpcija samog bakra te
ova linearna ovisnost nije vezana za kompleks bakra s fulvinskom kiselinom. U
diferencijalnom spektru je takoder vidljivo smanjenje apsorbancije pri valnim duljinama
iznad 240 nm s dva pika na 275 i 360 nm $to prema literaturi®* odgovara protonaciji zbog
pada pH vrijednosti dodatkom kisele otopine bakra. Prema ovome mozemo zakljuéiti da pri
pH vrijednosti manjoj od 4,5 ne dolazi do znatnijeg vezanja bakra na funkcionalne skupine
fulvinske kiseline te da smanjenjem pH vrijednosti i protonacijom ovih funkcionalnih

skupina dolazi do smanjenja apsorbancije pri ¢emu se javljaju dva pika na 275 1 360 nm.
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5.4.2.2 Interakcija bakra s fulvinskom kiselinom (FA) kod pH = 6,3

Na slici 5.8 prikazani su diferencijalni spektri dobiveni oduzimanjem apsorpcijskog
spektra modelne otopine rije¢ne fulvinske kiseline koncentracije 10 mg dm™ pri pH = 6,3
od spektara dobivenih titracijom navedene otopine otopinom bakra. Ovdje su vidljiva tri

pika na 250, 310 i 400 nm te je jasno vidljiv porast apsorbancije ovih pikova s porastom

koncentracije bakra. 1zgled spektra slaZe se s rezultatima pronadenim u literaturi.>® %’
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Slika 5.8. Diferencijalni spektri dobiveni oduzimanjem apsorpcijskog spektra modelne
otopine rije¢ne fulvinske kiseline (y(FA) = 10 mg dm, ionska jakost = 0,01 M, pH = 6,3)
od spektara dobivenih titracijom navedene otopine otopinom bakra.

Do zasiéenja dolazi kod koncentracije bakra oko 25 pmol dm™ sto je vidljivo na
slici 5.9 u kojoj su prikazane vrijednosti diferencijalnih apsorpcijskih koeficijenata na
valnim duljinama apsorpcijskog maksimuma (310 1 400 nm), koje upucuju na mjesta

funkcionalnih skupina, u ovisnosti o koncentraciji bakra.

Na slici 5.9 prikazana je i vrijednost diferencijalnog spektralnog nagiba (razlika
spram spektralnog nagiba bez dodanog bakra) izracunatog pomocu eksponencijalnog
modela u intervalu od 350-400 nm (jednadzba 10) u odnosu na koncentraciju bakra u

otopini, gdje je takoder vidljivo zasi¢enje pri koncentraciji bakra od oko 25 pmol dm,
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Slika 5.9. Vrijednost diferencijalnog apsorpcijskog koeficijenta na 310 i 400 nm te
diferencijalnog spektralnog nagiba u intervalu 350-400 nm u odnosu na koncentraciju
bakra dodanog u otopinu (y(FA) = 10 mg dm, ionska jakost = 0,01 M, pH = 6,3).
Umetak: ovisnost diferencijalnog spektralnog nagiba (ASsso-400) 0 diferencijalnom
apsorpcijskom koeficijentu (Aasoo ).

5.4.2.3 Interakcija bakra s fulvinskom kiselinom (FA) kod pH =9

Na slici 5.10 prikazani su diferencijalni spektri dobiveni oduzimanjem
apsorpcijskog spektra modelne otopine rijeéne fulvinske kiseline koncentracije 5 mg dm™
pri pH = 9,0 od spektara dobivenih titracijom navedene otopine s bakrom. Razlike u
spektru su puno vece nego kod pH = 6,3 pri ¢emu se javlja samo jedan maksimum na
240 nm, §to odgovara izgledu apsorpcijskih spektara bakar hidroksida (slika 4.5). Da su
razlike u spektru rezultat precipitacije a ne nastajanja kompleksa potvrduje i linearni porast
apsorpcijskog maksimuma 1 pri ve¢im koncentracijama bakra nego Sto je utvrdeno kao
zasi¢enost funkcionalnih skupina (umetak na slici slike 5.10). Ovaj eksperiment pokazuje
da visoke pH vrijednosti nisu adekvatne za karakterizacija kompleksa bakra s fulvinskom
kiselinom. Prema modelu kemijske specijacije programom Visual MINTEQ, pri ovom pH

precipitacija nastaje ve¢ kod koncentracije bakra od 1 pM.
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Slika 5.10. Diferencijalni spektri dobiveni oduzimanjem apsorpcijskog spektra modelne
otopine rijeéne fulvinske kiseline (y(FA) =5 mg dm, ionska jakost = 0,01 M, pH = 9) od
spektara dobivenih titracijom navedene otopine otopinom bakra.

Umetak: vrijednost diferencijalnog apsorpcijskog koeficijenta na 240 nm u odnosu na
koncentraciju bakra dodanog u otopinu.

5.4.2.4 Primjena Gaussove ,,dekompozicije“ za obradu diferencijalnih spektara

U novije vrijeme je pokazano da se CDOM spektri mogu rekonstruirati pomocu
linearne kombinacije eksponencijalne funkcije i nekoliko Gaussovih krivulja®! (jednadzba
13) dok se za rekonstrukciju diferencijalnih apsorpcijskih spektara kod titracije s ionima
metala koriste samo Gaussove krivulje® 8. Broj Gaussovih krivulja za fitanje CDOM
spektara kre¢e se od 2 do 6, a za rekonstrukciju spektara kod titracije organske tvari s
ionima metala bilo je optimalno 6 Gaussovih krivulja (uobi¢ajeno oznaceni Al do A6). U
ovom radu fitanje je izvedeno tako da je u odnosu na pocetni, pomak polozaja maksimuma
Gaussove krivulje bio ograni¢en na + 10 nm, dok je za parametar poluSirine prozor
prilagodbe bio £ 5 nm. Krivulje su fitane u podrucju valnih duljina od 210 do 500 nm. Kao
pocetni polozaji (kod koncentracije bakra od 2 uM) uzete su slijedeée vrijednosti:
Al =200 nm, A2 = 245 nm, A3 = 275 nm, A4 = 310 nm, A5 =400 nm i A6 =490 nm. Za
svaki slijede¢i diferencijalni spektar, prethodno odredene vrijednosti sluzile su kao pocetni

parametri. Na slici 5.11 prikazana su dva primjera primjene ove metode za rekonstrukciju
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diferencijalnih spektara kod titracije modelne rijecne fulvinske kiseline s bakrom pri

pH = 6,3 (diferencijalni spektri su prikazani na slici 5.8).
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Slika 5.11. Rekonstrukcija diferencijalnih spektara sa 6 Gaussovih krivulja modelne
otopine rije¢ne fulvinske kiseline (y(FA) = 10 mg dm, ionska jakost = 0,01 M, pH = 6,3)
pri koncentracijama bakra 2 uM (A) i 15 uM (B).

Kako je ve¢ ranije naglaseno, dobiveni diferencijalni spektri karakterizirani su s
nekoliko maksimuma kao §to je ranije prikazano u radu od Yan i Korshina® koji su
takoder koristili modelnu rijeénu fulvinsku kiselinu (Suwannee River). U toj studiji,

polozaji maksimuma 6 Gaussovih krivulja bili su na oko 200 nm (Al), 240 nm (A2),
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276 nm (A3), 316 nm (A4), 385 nm (A5) i 550 nm (A6), dok je analiza diferencijalnih
spektara u ovom radu pokazala slijedeée srednje vrijednosti: 196 nm (A1), 246 nm (A2),
275 nm (A3), 309 nm (A4), 398 nm (A5) i 484 nm (A6) (tablica 5.2). Vidljivo je da se
osim kod posljednje Gaussove krivulje (A6), vrijednosti ostalih maksimuma vrlo dobro
slazu. U radu Yin i suradnika® koristena je razli¢ita organska tvar (EPS) te nije bilo za
oc¢ekivati poklapanje svih maksimuma diferencijalnih spektara. Treba napomenuti da su u
tom radu sve Gaussove krivulje imale isti parametar polusirine, dok su u ovom radu (sli¢no
kao i u radu Yan i Korshina®') za Gaussove krivulje A1, A2, A3, A4 dobivene vrijednosti
parametra polusirine izmedu 10 i 26 nm, a za A5 i A6 oko 40 nm. Na slikama 5.11A i
5.11B jasno se vidi da je 6 Gaussovih krivulja bilo sasvim dovoljno za jako dobru
rekonstrukciju diferencijalnih spektara (spektralni Sum koji je na slici 5.11A vise izrazen
nego na slici 5.11B samo je posljedica skale Y-osi, i u apsolutnim iznosima jednak je kao
na slici 5.11B. Maksimumi Gaussovih krivulja Al do A6 prikazani su na slici 5.12. Svi
maksimumi su rasli gotovo linearno s dodatkom bakra do koncentracije od oko 20 puM.
Iznad te koncentracije maksimumi Al i A6 su i dalje rasli, medutim taj porast
najvjerojatnije nije posljedica nastalog kompleksa, ve¢ nekompleksiranog bakra koji
pokazuje apsorbanciju na valnim duljinama nizim od 220 nm (A1) ili je porast nastao kao
posljedica djelomi¢ne precipitacije bakra odnosno efekta rasprSivanja u Kiveti (engl.

scattering effect).

U radu od Yan i suradnika® pokazano je da polozaji maksimuma Gaussovih
krivulja odgovaraju poloZajima maksimuma u diferencijalnim spektrima same fulvinske
kiseline snimani kod razli¢itih pH vrijednosti (pH = 3 je uzeta kao referentna vrijednost).
Promjenom pH dolazi do deprotonacije odredenih skupina u fulvinskoj kiselini te je na taj
nacin protumaceno i kompleksiranje s bakrom. Nadalje, u svojim istrazivanjima Yan i
Korshin®” su pokazali da omjer maksimuma odredenih Gaussovih krivulja odgovara
kovalentnom indeksu pojedinog metala. U tablici 5.3 usporedene su srednje vrijednosti
dobivene tijekom izrade ovog diplomskog rada s onima iz rada od Yan i Korshina®’, gdje

se vidi relativno dobro slaganje omjera.
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Slika 5.12. Maksimumi Gaussovih krivulja (Al do A6) dobiveni fitanjem diferencijalnih
krivulja kod razli¢itih koncentracija dodanog bakra.

Tablica 5.2. Srednje (SV), minimalne (Min) i maksimalne (Maks) vrijednosti parametra
polusirine (W) i polozaja (P) Gaussovih krivulja kod rekonstrukcije
diferencijalnih spektara kompleksa bakra s modelnom fulvinskom
kiselinom. Svi rezultati su izrazeni u nm.

Al A2 A3 A4 A5 A6

W P W P Y P W P W P W P

SV 20 196 12 246 13 275 14 309 39 398 42 484
Min 15 185 11 244 10 272 11 308 30 395 29 460
Maks 26 202 12 248 17 277 16 312 46 404 47 497

Tablica 5.3 Omjeri maksimuma apsorbancije Gaussovih krivulja.

A2/A5 A3/A5 A4/A5
Ovaj rad 2,40 0,82 0,93
Yan i Korshin (2014) 2,28 0,92 0,74
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5.4.2.5 Usporedba s racunalnim modelima

Za opisivanje interakcija izmedu otopljenih organskih tvari i metalnih iona u
razli¢itim okolisnim uvjetima koriste se mnogi racunalni modeli. U ovom radu je
koncentracija nastalog kompleksa bakra i rije¢ne fulvinske kiseline pri pH = 6,0
procijenjena pomocu 4 razli¢ita modela: SHM, NICA-Donnan, Gaussian DOM i WHAM-7
(slika 5.13). Rezultati dobiveni ovom procjenom usporedeni su s eksperimentalnim
vrijednostima  diferencijalnog apsorpcijskog koeficijenta na valnim duljinama
apsorpcijskih maksimuma (Aazss, Aazio i Aaseo), diferencijalnog spektralnog nagiba
(ASss0-400) te omjera diferencijalnih spektralnih nagiba (ASr). Usporedba je pokazala da je
procijenjena koncentracija nastalog kompleksa linearno povezana s navedenim
parametrima samo do koncentracije bakra od oko 20 pmol dm, koja je u ovom radu
utvrdena kao granica zasi¢enja funkcionalnih skupina, iako prema navedenim modelima do
zasi¢enja dolazi pri viSim koncentracijama bakra. U studijama povezanim s istrazivanjima
interakcije bakra i fulvinske kiseline®® *’ je prikazana korelacija eksperimentalnih rezultata
s rezultatima procijenjenim pomocu racunalnih modela do Kkoncentracije bakra
10 pmol dm pri pH = 7 odnosno 24 pmol dm pri pH = 5. U navedenim studijama su ove
granice predlozene zbog utjecaja precipitacije bakra na viSim koncentracijama. Testirani
modeli u ovom radu pokazuju da do precipitacije pri pH = 6,3 dolazi kod ukupne
koncentracije bakra u otopini od oko 40 umol dm? (slika 5.13). Medutim, treba
napomenuti da vrlo mali pomak pH uzrokuje veliku razliku u koncentraciji bakra kod koje
dolazi do precipitacije. Kod pH = 6,0 precipitacija po¢inje kod oko 100 umol dm a kod
pH = 6,5 kod oko 20 umol dm dodanog bakra. Strogo odrzavanje pH vrijednosti u ovom
podrucju, bez pufera, je vrlo slozeno te se treba uzeti u obzir da je kod prikazanih
eksperimenata moguca varijacija pH u odnosu na deklarirani unutar 0,1-0,2 jedinice.
Odredene devijacije i nesavrSenosti dobivenih spektara i ovisnosti se stoga mogu pripisati 1

toj komponenti.
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Slika 5.13. Procjena koncentracije nastalog Cu-FA kompleksa pomocu razli¢itih modela
(»(FA) = 10 mg dm, ionska jakost = 0,01 M, pH = 6,0) uz uvjet da nema precipitacije
bakra. Isprekidanom linijom su prikazane NICA-Donnan simulacije uz dozvoljenu
precipitaciju kod 3 razli¢ite pH vrijednosti.

Tablica 5.4. Usporedba korelacije eksperimentalnih rezultata titracije modelne otopine
fulvinske kiseline s bakrom s rezultatima dobivenim procjenom pomocéu
razliCitih raCunalnih modela.

SHM NICA-Donnan Gaussian DOM WHAM-7

AS3s0-200 0.969 0.986 0.971 0.996
ASr  0.989 0.995 0.990 0.988
Aazs  0.995 0.997 0.995 0.984
Aasio  0.965 0.982 0.968 0.987
Aaso  0.972 0.986 0.973 0.994

77



Rasprava

Iako se vide znacajne razlike u apsolutnim vrijednostima rezultata dobivenih
razli¢itim modelima (slika 5.13) trendovi su gotovo isti i usporedba s eksperimentalnim
rezultatima je pokazala da sva 4 modela dobro opisuju kompleksiranje bakra s fulvinskom
kiselinom pri koncentracijama bakra ispod 10 umol dm? §to se vidi iz regresijskih
koeficijenata prikazanih u tablici 5.4. Prema vrijednostima regresijskih koeficijenta

eksperimentalni rezultati su najbolje opisani NICA-Donnan i WHAM-7 modelom.

Na slici 5.14 predocena je korelacija navedenih parametara s procijenjenom
koncentracijom nastalog kompleksa pri koncentracijama bakra do 10 pumol dm?® na
primjeru ovisnosti diferencijalnog apsorpcijskog koeficijenta na 400 nm o koncentraciji
bakra vezanog na fulvinsku kiselinu procijenjenoj NICA-Donnan modelom pri pH = 6,3.
UzZe podruéje za provjeru korelacije odabrano je radi izbjegavanja precipitacije koja
po¢inje u ovom podru¢ju koncentracija bakra. Kako je ve¢ ranije navedeno, slicno

podru¢je odabrano je i u drugim radovima.>® %’
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Slika 5.14. Vrijednost diferencijalnog apsorpcijskog koeficijenta na 400 nm u odnosu na
koncentraciju bakra vezanog na fulvinsku kiselinu procijenjenu NICA-Donnan modelom
(y(FA) = 10 mg dm, ionska jakost = 0,01 M, pH = 6,3).

Usporedbom maksimuma A4 i A5 Gaussovih krivulja sa slike 5.12 s krivuljama
maksimuma diferencijalne apsorbancije na asio i aso prikazanoj na slici 5.9, vide se

slaganja u podru¢ju koncentracija dodanog bakra do 20 uM te se i za navedene
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maksimume Gaussovih krivulja moZze ocekivati potpuno slaganje s modeliranom

koncentracijom nastalog Cu-FA kompleksa, kao §to je prikazano na slici 5.14.

Treba dalje napomenuti da je u radu od Yan i Korshina® utvrdena generalna
linearna ovisnost izmedu A2/A5 maksimuma s parametrima vezanja iz NICA-Donnan
modela (logKzi, logKz, ny, i n2), medutim u ovom radu nisu razmatrani detalji usporedbe s

navedenim modelom.

Iz navedenih eksperimenta se moze zakljuciti da se diferencijalni spektri mogu
Upotrijebiti za istrazivanje prirode interakcije izmedu aktivnih mjesta iz prirodne organske
tvari (CDOM-a) i iona metala. Medutim, svakako su potrebna daljnja istrazivanja da bi se
utvrdila bolja povezanost odredenih spektralnih parametara s kemijskom prirodom veze

izmedu metala i organske tvari.

U istrazivanjima interakcije metala u tragovima i1 organske tvari voltametrijskim
metodama, uobi¢ajeno se prati promjena odziva nekompleksiranog metala.?® Takva
titracijska krivulja ima specifican oblik te se matematickim transformacijama iz njih
izraGunavaju prividne konstante stabilnosti nastalih organskih kompleksa s metalom (npr.
bakrom) i koncentracija organskih liganda koji mogu kompleksirati metal. Primjer takve
modelne krivulje prikazan je na slici 5.15 (puna linija) uz usporedbu s nekopleksiranim
metalom (crtkana linija). Razlika izmedu dvije krivulje predstavlja metal kompleksiran s
organskim ligandima. Uzimaju¢i u obzira da bakar pokazuje porast apsorbancije na valnim
duljinama ispod 240 nm (slika 4.4) te uz pretpostavku da se apsorbancija odnosi samo na
nekompleksirani bakar, za ocekivati je da se na tim niskim valnim duljinama dobije sli¢na
titracijska krivulja kao $to je prikazano na modelnoj titraciji na slici 5.15. Na umetku slike
5.15 prikazani su apsorpcijski koeficijenti o€itani na 220 nm za odgovarajuce koncentracije
bakra. Oc¢ekivana zakrivljenost titracijske krivulje nije dobivena. Podru¢je niskih valnih
duljina vrlo je nestabilno, tako da je ponovljivost apsorbancija na valnim duljinama niZim
od 220 nm relativno slaba te je upitna primjenjivost ove metode. Svakako bi trebalo dalje
ispitati ovu moguénost, uz strogo odrzavanje eksperimentalnih uvjeta i uz duzi put zrake

svjetla (npr. 10 cm kiveta).
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Slika 5.15. Titracijska krivulja bakra modelirana NICA-Donnan modelom pri pH = 6,3 uz
koncentraciju fulvinske kiseline od 10 mg dm. Umetak: ovisnost apsorpcijskog
koeficijenta na 220 nm o koncentraciji bakra u otopini (ostali podaci isti kao na slici 5.11)

5.4.3 Obrada spektara dobivenih titracijom rije¢ne huminske Kkiseline

Na slici 5.16 prikazani su diferencijalni spektri dobiveni oduzimanjem
apsorpcijskog spektra modelne otopine rije¢ne huminske kiseline koncentracije 5 mg dm™
pri pH = 6,3 od spektara dobivenih titracijom navedene otopine s bakrom. Na slici je
vidljivo smanjenje apsorbancije s porastom koncentracije bakra s minimumima na 260,
310 1 450. Prate¢i smanjenje apsorbancije na valnoj duljini najveéeg apsorpcijskog
minimuma kao Sto je prikazano na umetku slike 5.16 vidimo da do zasi¢enja dolazi kod
koncentracije bakra 60 pmol dm, dok kod fulvinske kiseline do zasiéenja dolazi veé pri
koncentracijama bakra 25 pmol dm™ kod vise koncentracije kiseline (10 mg dm?) sto je

prikazano u poglavlju 5.4.2.2.
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Slika 5.16. Diferencijalni spektri dobiveni oduzimanjem apsorpcijskog spektra modelne
otopine rijeéne huminske kiseline (y(HA) = 5 mg dm, ionska jakost = 0,01 M, pH = 6,3)
od spektara dobivenih titracijom navedene otopine otopinom bakra. Umetak: vrijednost
apsorpcijskog koeficijenta na 310 nm u odnosu na koncentraciju bakra dodanog otopinu.

Ovi rezultati se ne slazu s literaturom prema kojoj fulvinske kiseline posjeduju veci
kapacitet za interakciju s metalima.3” Objasnjenje moZe biti §to su ove organske tvari od
razli¢itih dobavljaca te su izolirane na razli¢ite nacine. Tako je fulvinska kiselina izolirana
pomoc¢u DAXS8 kolone te se radi samo o hidrofobnoj frakciji. U radu od Yan i Korshina
titracijski diferencijalni spektri huminske kiseline su bili sli¢ni spektrima kod titracije
fulvinske kiseline (u oba slucaja radi se o izolaciji kiselina iz Suwannee River; SRFA 1
SRHA).%" Ovaj eksperiment bi trebalo ponoviti i utvrditi radi li se o stvarnoj razlici u
nisu registrirani. Nazalost, zbog ograniCenog vremena 1 tijeka izvodenja drugih

eksperimenta, ovaj eksperiment nije ponovljen u sklopu ovog rada.
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5.4.4 Obrada spektara dobivenih titracijom morske fulvinske i huminske kiseline

Kao i kod rije¢ne organske tvari, zbog vrlo malih promjena u apsorpcijskim
spektrima prilikom titracija otopina morske organske tvari s bakrom spektri su prikazani u
diferencijalnom obliku, koji prikazuje razlike u spektru nakon svakog dodatka otopine
bakra u odnosu na spektar bez prisutnog bakra u istim uvjetima. Na slici 5.17 prikazani su
diferencijalni spektri dobiveni oduzimanjem apsorpcijskog spektra modelne otopine
morske fulvinske, a u slici 5.18 huminske kiseline koncentracije 10 mg dm= pri pH = 6,3

od spektara dobivenih titracijom navedenih otopina otopinom bakra.

Na slikama je vidljivo da kod oba uzorka s dodacima bakra dolazi do povecanja
apsorbancije. U spektrima fulvinske kiseline javlja se jedan apsorpcijski maksimum na
260 nm, a u spektrima huminske kiseline dva maksimuma na 340 i 395 nm. U umecima
slika prikazan je porast apsorpcijskog koeficijenta na valnim duljinama ovih maksimuma,
koje upucéuju na mjesta funkcionalnih skupina, u ovisnosti o koncentraciji bakra. Iz
navedenog je vidljivo da kod morske fulvinske kiseline do zasi¢enja dolazi ve¢ kod
4 pmol dm=, a kod huminske kod 10 pmol dm bakra u otopini. Kod ovako malih
koncentracija bakra vrijednosti diferencijalnih apsorpcijskih koeficijenata su vrlo male te je
zbog krace Y-osi na slikama vidljiv i spektralni Sum, koji je u apsolutnim vrijednostima

jednak kao i u ostalim eksperimentima.

Kako se radi o vrlo malim promjenama u apsorbanciji procijenjena koncentracija nastalog
Cu-FA odnosno Cu-HA kompleksa usporedena je s porastom prve derivacije diferencijalne
apsorbancije na 265 odnosno 245 nm, gdje su razlike u spektru izraZenije. Ova usporedba

je pokazala linearnu ovisnost s visokim regresijskim koeficijentima (0,988/0,984)

Iz dobivenih rezultata mozemo zakljuciti kako ispitivani uzorci morske organske
tvari sadrZe vrlo malo funkcionalnih skupina raspoloZivih za vezanje metala, posebno u
usporedbi s ispitivanim uzorcima rije¢ne organske tvari. ObjaSnjenje moZe biti Sto su
organske tvari u moru pod ve¢im utjecajem fotokemijske degradacije i brze mikrobioloske
razgradnje. Utjecaj fotokemijske degradacije je vidljiv i na slikama 4.8 i 4.9 iz puno manje
apsorbancije na valnim duljinama iznad 300 nm u odnosu na apsorbancije na nizim valnim
duljinama, dok relativno bezizrazajan spektar ukazuje na utjecaj mikrobioloske razgradnje.
Ovaj utjecaj je vidljiv i na slici 5.3 na kojoj su prikazane krivulje spektralnih nagiba
morskih organskih tvari s vrlo slabo izrazenim apsorpcijskim maksimumima na valnim

duljinama iznad 250 nm.
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Slika 5.17. Diferencijalni spektri dobiveni oduzimanjem apsorpcijskog spektra modelne

otopine morske fulvinske kiseline (y(AFSLE) = 10 mg dm, ionska jakost = 0,01 M,
pH = 6,3) od spektara dobivenih titracijom navedene otopine otopinom bakra. Umetak:
vrijednost apsorpcijskog koeficijenta na 260 nm u odnosu na koncentraciju bakra dodanog

otopinu.
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Slika 5.18. Diferencijalni spektri dobiveni oduzimanjem apsorpcijskog spektra modelne
otopine morske huminske kiseline (y(AHSLE) = 10 mg dm, ionska jakost = 0,01 M,
pH = 6,3) od spektara dobivenih titracijom navedene otopine otopinom bakra. Umetak:
vrijednost apsorpcijskog koeficijenta na 240 i 395 nm u odnosu na koncentraciju bakra
dodanog otopinu.
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5.4.5 Obrada spektara dobivenih titracijom prirodnog uzorka rije¢ne vode

Na slici 5.19 prikazani su diferencijalni spektri dobiveni oduzimanjem
apsorpcijskog spektra uparenog prirodnog uzorka rije¢ne vode iz rijeke Save pri pH = 6,0
od spektara dobivenih titracijom navedene otopine otopinom bakra. Kao u vedini
provedenih ispitivanja ovdje je takoder vidljivo povecanje apsorbancije s povecanjem
koncentracije bakra u otopini pri ¢emu se javljaju dva izrazena maksimuma na 250 i 370

nm, a kod koncentracije bakra od oko 20 pmol dm™ javlja se i tre¢i maksimum na 225 nm.

U umetku slike 5.19 prikazan je porast apsorpcijskog koeficijenta na valnim
duljinama prva dva maksimuma u ovisnosti 0 koncentraciji bakra. 1z navedenog je vidljivo
da do pada apsorbancije na 250 nm dolazi kod koncentracije bakra od oko 30 umol dm=, a

na valnoj duljini 370 nm kod koncentracije bakra od oko 150 pmol dm,

v v

4 uM Cu
v . Aazso / I'T'Ir1 6 HM Cu
Vv Aag,/ m-l 10 HM Cu
14 uM Cu
611 o 22 uM Cu
c(Cu) / uM 28 uM Cu
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Slika 5.19. Diferencijalni spektri dobiveni oduzimanjem apsorpcijskog spektra uparenog
prirodnog uzorka rije¢ne vode iz rijeke Save (pH = 6,0) od spektara dobivenih titracijom
navedene otopine otopinom bakra. Umetak: vrijednost apsorpcijskog koeficijenta na 250 i
370 nm u odnosu na koncentraciju bakra dodanog otopinu.
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Vrijednosti apsorpcijskog koeficijenta na 370 nm usporedene su s procjenjenom
koncentracijom Cu-FA kompleksa pomoéu NICA-Donnan modela pri koncentraciji
otopljenog organskog ugljika 3,5 mg dm= i pH = 6,0 te pri i istim uvjetima uz prisutne
ione kalcija i magnezija u koncentracijama koje odgovaraju koncentracijama u rijeci
Savi.®® U oba slu¢aja koncentracije nastalog kompleksa predvidene modelom su veée od
pripadajucéeg porasta apsorpcijskog koeficijenta na valnoj duljni apsorpcijskog maksimuma
(slika 5.20). Uspredba je provedena i uz procjenjenu koncentraciju nastalog Cu-HA
kompleksa te su dobiveni vrlo sli¢ni rezultati. Moguéi razlog nepodudarnosti s modelom
moze biti razlika u organskoj tvari prisutnoj u rijeci Savi u odnosu na modeliranu fulvinsku

i huminsku kiselinu.

Ovaj eksperiment predstavlja moguéu primjenu UV/Vis spektrometrije za
karakterizaciju interakcije metala s organskim ligandima u prirodnim sustavima. Medutim,

potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se utvrdila slaganja s modelom ili potvrdila

neslaganja.
12
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Slika 5.20. Vrijednost diferencijalnog apsorpcijskog koeficijenta na 370 nm u odnosu na
koncentraciju bakra vezanog na fulvinsku kiselinu procijenjenu NICA-Donnan modelom
(»(FA) = 3,5 mg dm, ionska jakost = 0,01 M, pH = 6,0).
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U ovom radu koriStene su razli¢ite metode obrade apsorpcijskih spektara u svrhu
karakterizacije kromoforne otopljene organske tvari (CDOM) u modelnim otopinama i
prirodnim uzorcima rije¢ne i morske vode te interakcije organske tvari iz ovih otopina s
ionima bakra. Prilikom obrade spekatara koriStene su gotovo sve metodologije za
odredivanje specificnih parametara koje su danas raspolozive u literaturi, a koje su
implementirane u posebno za tu svrhu razvijeni program (ASFit). Kako bi se pronasli
najpogodniji uvjeti za provodenje eksperimenata, prethodno je provedeno ispitivanje
mogucih interferencija te je na valnim duljinama znacajnim za kompleksiranje organskih
liganada s metalima utvrdena apsorpcija natrij azida koji se uobiCajeno Kkoristi za
mikrobioloSku inhibiciju prirodnih uzoraka i znacajna apsorpcija nitrata prisutnih u
standardnoj otopini bakra. Apsorpciju u ovom dijelu spektra pokazali su i svi testirani
puferi §to predstavlja nedostatak jer je interakcija bakra s ispitivanom organskom tvari, ali 1
topljivost bakra te apsorpcija same organske tvari, vrlo osjetljiva na promjene pH
vrijednosti. Stoga je izbor komponenata koji se dodaju u otopinu za mjerenje apsorbancije
od vitalne vaznosti za valjanu karakterizaciju CDOM-a, a posebice interakcije s ionima

metala.

Ispitivani prirodni uzorci morske i rije¢ne vode, kao i modelne otopine, pokazali su
spektar karakteristican za CDOM s eksponencijalnim padom apsorbancije prema viSim
valnim duljinama i blagom grbom kod oba prirodna uzorka na 270 nm. Vrijednosti
karakteristi¢énih parametara ispitivanih uzoraka rije¢ne i morske huminske i1 fulvinske
kiseline i prirodnih uzoraka su u uobifajenom rasponu koji se navodi u literaturi za te
tipove uzoraka. Nizu vrijednost pokazuje samo apsorpcijski koeficijent (aszs) izmjeren u
rijeci Savi $to ukazuje na nizu koncentraciju CDOM-a u odnosu na svjetski prosjek uzet za
odredivanje raspona. Usporedene su i vrijednosti apsorpcijskih koeficijenata na 254 nm
(az2s4) kod odredene koncentracije, krivulje spektralnih nagiba te omjeri spektralnih nagiba
(Sr = S275-205/S350-400) modelnih otopina morske i rije¢ne huminske i fulvinske kiseline.
Dobiveni rezultati ukazuju na manju molekulsku masu i aromati¢nost fulvinske kiseline u
odnosu na huminsku te morskih kiselina u odnosu na rijecne, §to se slaze s literaturom.
Potvrdena je 1 neovisnost spektralnih nagiba o koncentraciji organske tvari §to moze biti
olakSavaju¢a karakteristika kod usporedbe optickih svojstava uzoraka pri razli¢itim

koncentracijama organske tvari u slu¢ajevima titracije s ionima metala.

Interakcija metala s organskim ligandima testirana je titracijom dinatrijeve soli

EDTA, (kao izoliranog liganada), modelnih otopina rije¢ne i morske huminske i fulvinske
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kiseline te uparenog prirodnog uzorka rijeke Save, s ionima bakra. U svim navedenim
ispitivanjima povecanjem koncentracije bakra, a pri konstantnoj koncentraciji organske
tvari, dolazi do promjene u apsorbanciji na valnim duljinama na kojima sam bakar ne
pokazuje apsorpciju (240-500 nm). Valne duljine dobivenih apsorpcijskih maksimuma

odnosno minimuma upucuju na mjesta funkcionalnih skupina.

Pra¢enjem vrijednosti prve derivacije apsorbancije na 290 nm prilikom titracije
EDTA i usporedbom s modeliranom koncentracijom Cu-EDTA kompleksa, pomocu
Visual MINTEQ programa, dobivena statisticki vrlo znafajna linearna ovisnost
(R? = 0.998), sto dokazuje primjenjivost spektrometrijske metode za karakterizaciju bakra s
EDTA i moguénost koristenja maksimuma prve derivacije kao znacajke kod obrade
UV/Vis spektara.

Promjene u apsorpcijskim spektrima prilikom titracija modelnih otopina rije¢ne i
morske fulvinske kiseline te uparenog prirodnog uzorka rijeke Save s bakrom su vrlo male
(za razliku od titracije otopine dinatrijeve soli EDTA) te su ovi spektri prikazani u
diferencijalnom obliku koji prikazuje razlike u spektru (u apsorbancijama) nakon svakog

dodatka otopine bakra u odnosu na spektar bez prisutnog bakra u istim uvjetima.

Utjecaj pH vrijednosti na interakciju bakra s organskim ligandima ispitan je
titracijom modelne otopine rijecne fulvinske kiseline pri razli¢itim pH vrijednostima
(pH =4,5; 6,3 19,0), pri ¢emu se najpogodniji pokazao pH = 6,3. Pri pH vrijednosti manjoj
od 4,5 nisu uocene promjene u spektrima koje bi upucivale na znatnije vezanje bakra na
funkcionalne skupine fulvinske kiseline. Smanjenjem pH vrijednosti i protonacijom ovih
funkcionalnih skupina dolazi do smanjenja apsorbancije pri ¢emu se javljaju dva pika na
2751 360 nm. S druge strane, pri pH = 9,0 javlja se samo jedan maksimum na 240 nm, §to
odgovara izgledu apsorpcijskih spektara bakar hidroksida nastalog zbog vrlo male
topljivosti bakra pri ovom pH. Ovi eksperimenti pokazuju da visoke i preniske

pH vrijednosti nisu adekvatne za karakterizaciju kompleksa bakra s fulvinskom kiselinom.

Titracijom fulvinske kiseline pri pH = 6,3 dolazi do porasta apsorbancije s
povecanjem koncentracije bakra, s apsorpcijskim maksimumima na 250, 310 i 400 nm, $to
se slaze s rezultatima pronadenim u literaturi. Pri ovom pH provedene su i titracije rije¢ne
huminske kiseline te modelnih otopina morskih organskih tvari. Kod rije¢ne huminske
kiseline dolazi do smanjenja apsorbancije s porastom koncentracije bakra s minimumima

na 260, 310 1 450 nm, Sto se ne slaze s rezultatima pronadenim u literaturi, a razlog moze
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biti razlika u koristenoj huminskoj kiselini. Titracijom modelnih otopina morske huminske
1 fulvinske kiseline, kao 1 kod rijecne fulvinske kiseline, dolazi do povecanja apsorbancije S
dodacima bakra. U spektrima morske fulvinske kiseline javlja se jedan apsorpcijski
maksimum na 260 nm, a u spektrima morske huminske kiseline dva maksimuma na 240 i
395 nm. Kod obje otopine vrlo brzo dolazi do zasi¢enja iz ¢ega mozemo zakljuciti kako
ispitivani uzorci morske organske tvari sadrze vrlo malo funkcionalnih skupina
raspolozivih za vezanje metala, posebno u usporedbi s ispitivanim uzorcima rije¢ne
organske tvari, a razlog moze biti veca fotokemijska degradacija i mikrobioloska

razgradnja organske tvari u moru.

Obradom apsorpcijskih spektara dobivenih titracijom rijecne fulvinske kiseline pri
pH = 6,0 odredeni su razli¢iti parametri (Aazss, Adzio, Addoo, ASss0-400 i ASR). Navedeni
apsorpcijski spektri su takoder rekonstruirani pomocu 6 Gaussovih krivulja s polozajima
maksimuma: Al = 200 nm, A2 = 245 nm, A3 = 275 nm A4 = 310 nm, A5 = 400 nm i
A6 =490 nm te vrijednostima parametra polusirine za krivulje A1, A2, A3, A4 izmedu 10
I 26 nm, a za A5 i A6 oko 40 nm. Dobiveni poloZaji u skladu su s vrijednostima iz
literature. Kao i vrijednosti ostalih odredenih parametara, visina ovih krivulja je rasla
gotovo linearno s dodatkom bakra do koncentracije od oko 20 uM. Iznad te koncentracije
maksimumi Al i A6 su i dalje rasli Sto je najvjerojatnije posljedica nekompleksiranog
bakra. Vrijednosti navedenih parametara kod odredene koncentracije bakra u otopini
usporedene su s koncentracijom nastalog kompleksa procijenjenom pomocu razli€itih
racunalnih modela (SHM, NICA-Donnan, Gaussian DOM i WHAM-7), pri ¢emu je
dobivena znacajna linearna ovisnost u podrucju koncentracija dodanog bakra do 20 uM.
Vrlo dobro poklapanje s modelom pokazuju i prve derivacije diferencijalne apsorbancije
na 265 nm kod morske fuvinske kiseline odnosno na 245 nm kod morske huminske

kiseine.

Iz svega navedenog se moze zakljuciti da se diferencijalni spektri i navedeni
parametri mogu upotrijebiti za istrazivanje interakcije prirodne organske tvari i iona
metala, no ovo podrucje je potrebno detaljnije istraziti pri razli¢itim uvjetima kako bi se

odredeni parametri povezali s kemijskom prirodom nastale interakcije.

Kao u vecini provedenih ispitivanja i prilikom titracije uparenog uzorka rijeke Save
vidljivo je povecanje apsorbancije s povecanjem koncentracije bakra, pri ¢emu se javljaju

dva izrazena maksimuma na 250 i 370 nm. Usporedba s NICA-Donnan modelom pokazala
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je manje vrijednosti promjena u apsorbanciji na 370 nm u odnosu na procjenjenu
koncentraciju Cu-FA i Cu-HA kompleksa. Razlog tome moze biti djelomi¢na razlika u tipu
organske tvari prisutne u rijeci Savi u odnosu na modelirane. Ovaj eksperiment predstavlja
mogucu primjenu UV/Vis spektrometrije za karakterizaciju interakcije metala s organskim
ligandima u prirodnim sustavima. Medutim, potrebna su daljnja istraZivanja kako bi se

utvrdila slaganja s modelom.
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