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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA

1. Odredivanje parametara kapaciteta kompleksiranja bakra za povrSinski mikrosloj mora
i potpovrSinsku vodu oligotrofnog srednjeg Jadrana za razdoblje veljac¢a — srpanj 2019.
godine, $to oznacava odredivanje broja razreda liganada, njihove koncentracije i
prividne konstante stabilnosti nastalih kompleksa.

2. Pracenje utjecaja specificnog atmosferskog donosa na navedene parametre CuCC,
pracenje faktora obogacenja te koli¢ine organskih liganada po masi ukupnog otopljenog
ugljika.

3. Dobivanje uvida u koli¢inu bakra koja moze biti doneSena u more srednjeg obalnog

Jadrana prije nego se pojavi slobodan, a ujedno i toksi¢an oblik metala.



SAZETAK

U radu je proucCavan utjecaj specificnog atmosferskog talozenja organske tvari na kapacitet
kompleksiranja Cu?* (CuCC) u povrsinskim slojevima mora, s naglaskom na povrsinski
mikrosloj mora (SML) srednjeg Jadrana koji je posebno osjetljiv na vanjske utjecaje u
oligotrofnim uvjetima (veljaca — srpanj 2019. godine). Primjenjena je diferencijalno pulsna
voltametrija anodnog otapanja metala (DPASV) sa zivinom kap elektrodom kao radnom
elektrodom. Dobiveni eksperimentalni podaci transformirani su u Langmuir/Gerringa
nelinearni matematicki model u programu ProMCC u kojem su odredeni parametri CuCC (klase
organskih liganada, njihove koncentracije i prividne konstante stabilnosti). Odabrani su
optimalni eksperimentalni uvjeti: Ea=-0,6 V, ta = 120 s, Eq = -1,4 V tijekom 1 s, [Triton-X-
100] = 1 mg/L. Prisustvo L klase liganada ([L2] = 28 — 392 nM) utvrdeno je u svim uzorcima
SML, dok je samo u ¢etiri uzorka pronadena Li klasa liganada s koncentracijama [L1] = 41 —
76 nM. Koncentracije L2 klase liganada u potpovrsinskoj vodi (ULW) bile su u rasponu od 20
— 70 nM. Vrijednosti uvjetnih konstanti stabilnosti za uzorke SML bile su u rasponu logKcut1
=10,34 -11,11 i logKcur2 = 9,51 — 10,18. Dobiveni rezultati su usporedivi s onima poznatima
za istono Sredozemno more. Faktor obogacenja SML u odnosu na ULW za ukupnu
koncentraciju organskih liganada bio je u rasponu od 0,9 — 9,1, s najvis§im koncentracijama u
SML koje ne potjecu iz vodenog stupca, ve¢ su posljedica specificnog atmosferskog donosa
peludi u travnju 2019. Donosi aerosola otvorenog poZzara i Saharske praSine u istraZivanom
razdoblju nisu imali zacajan utjecaj na parametre CuCC. Koncentracija slobodnog bakra (2 —

46 pM) bila je u rasponu procijenjenih toksi¢nih granica koncentracije bakra od oko 10 pM.

Kljuéne rijeéi: atmosfersko talozenje, povrsinski mikrosloj mora, DPASV, kapacitet

kompleksiranja



SUMMARY

We studied the effect of atmospheric organic matter deposition on the Cu?* complexing capacity
(CuCCQ) in the surface seawater layer of the middle coastal Adriatic, especially in the sea-
surface microlayer (SML) during the period of retrieval of the oligotrophic conditions
(February-July 2019). We applied differential pulse anodic stripping voltammetry (DPASV) in
conjunction with static mercury drop working electrode. The obtained experimental data were
fitted into the Langmuir/Gerringa nonlinear mathematical model built in the ProMCC software
to determine CuCC parameters (organic ligand class, its concentration and apparent stability
constant). We defined the optimal experimental conditions: Ea=-0.6 V,ta=120s,Eq=-14V
for 1 s, [Triton-X-100] = 1 mg/L. The presence of L> ligand class ([L2] = 28 - 392 nM) was
determined in all SML samples, while only in four samples L ligand class with concentrations
[L1] = 41 - 76 nM were found. The determined concentrations of L. ligand class in the
underlying water (ULW) ranged from 20 — 70 nM. Values of conditional stability constants for
the SML samples were in the range logKcuL: = 10.34 — 11.11 and logKcuL2 = 8.32 — 10.02, and
for the ULW samples logKcu2 = 9.51 — 10.18. These values are comparable to the values
known for the eastern Mediterranean. The SML showed enrichment by organic ligands with a
factor of 0.9 — 9.1 relative to ULW, with the highest concentrations of organic ligands present
in SML originating from the specific atmospheric deposition of pollen in April 2019. The
deposition of open fire and Saharan dust aerosols in the study period did not have a significant
effect on CuCC parameters. The free Cu concentrations (2 — 46 pM) were in the range of the

estimated toxic Cu concentration limits of about 10 pM.

Keywords: atmospheric deposition, sea surface layer, DPASV, complexation capacity
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1. UVOD



Povrsinski mikrosloj mora (engl. sea-surface microlayer, SML) kao gornji milimetar morske
povrsine ¢ini najveéu prirodnu granicu faza atmosfera - more. Atmosfersko talozenje ima
direktan utjecaj na biogeokemijske procese u SML i od posebnog je znacaja u oligotrofnim
obalnim podru¢jima koja ¢ine oko 60 % globalnog oceana. Atmosferskim unosom aerosola
morska se voda opskrbljuje hranjivim solima (nitrati, nitriti, amonijevi ioni, fosfati), metalima
u tragovima (npr. Cu, Fe, Mn, Zn, Pb, Cd) i organskom tvari, §to izravno utjee na sastav
morskog fitoplanktona i primarnu produkciju. Metali u tragovima su u moru raspodijeljeni
medu anorganskim i organskim kemijskim vrstama te na taj naéin reguliraju svoj
biogeokemijski ciklus i biodostupnost. Neki od metala u tragovima korisni su za rast i razvoj
organizama (npr. Fe, Mn, Zn, Co), neki imaju toksican efekt (Hg, Pb, Cd), dok je za bakar
karakteristi¢cno da, ovisno 0 biodostupnoj koncentraciji, moze imati pozitivan i negativan
ucinak. Tragovi metala utje€u na primarnu produkciju, metabolizam, rast i razmnozavanje
fitoplanktona, dok fitoplankton regulira distribuciju, kemijsku specijaciju i kruzenje tih metala

u moru.

Kemijska specijacija tragova metala oznac¢ava definiranje i kvantificiranje kemijskih vrsta u
kojima je metal prisutan u moru. U moru se najveca pozornost pridaje kemijskoj specijaciji
zeljeza i bakra jer kao mikronutrijenti imaju kljuénu ulogu u reakcijama fotosinteze koja je
temelj prehrambenog lanca. Kako je vise od 99,9 % bakra u morskoj vodi vezano u organskim
kompleksima, interakcija s autohtonim, kao i atmosferom ili rijekama donesenim organskim
ligandima u najvecoj mjeri kontrolira njegov utjecaj na morski zivot. Da bi se istrazila
interakcija bakra s organskim ligandima odreduje se koncentracija organskih liganada koji
imaju afinitet za njegovo vezanje u inertan kompleks odnosno kapacitet kompleksiranja bakra

CuCcC je voltametrija s anodnim otapanjem metala (engl. anodic stripping voltammetry, ASV).

U radu ¢e biti prikazani rezultati za parametre kapaciteta kompleksiranja bakra (broj razreda
liganada, njihove koncentracije i prividne konstante stabilnosti nastalih kompleksa) koji su
odredeni za povrsSinski mikrosloj mora i potpovrsinsku vodu srednjeg Jadrana za razdoblje

veljaca — srpanj 2019. godine u razdoblju izrazene oligotrofije.



Pratit ¢e se utjecaj specificnog atmosferskog donosa poput otvorenog pozara, Saharske praSine
I peludi na navedene parametre CuCC, obogacenje organskih liganada u mikrosloju mora u
odnosu na potpovrsinsku vodu, koli¢ina organskih liganada u ukupnoj masi otopljenog
organskog ugljika te promjena koncentracije organskih liganada s promjenom ukupnog
otopljenog bakra. Izra¢unom parametara CuCC dobit ¢emo uvid u koli¢inu bakra koja moze

biti unesena u more prije nego sto se pojavi slobodan, a ujedno i toksic¢an oblik metala.



2. LITERATURNI PREGLED



2.1. Atmosfersko talozenje u more

Atmosfera predstavlja dominantan put za transport prirodnih i antropogenih lebdecih cestica
(aerosola) i plinova u kratkom i dugoro¢nom vremenskom okviru s kontinenata u obalno i
otvoreno more®™. Morski fitoplankton (primarni proizvoda¢i) odgovoran je za priblizno
polovicu pretvorbe ugljicnog dioksida u organske molekule putem fotosinteze uz oslobadanje
kisika na Zemlji, a za to mu trebaju hranjive tvari koje podrzavaju njegov rast i razvoj®.
Atmosfersko talozenje predstavlja jedan od glavnih puteva unosa hranjivih tvari u more ¢ime
direktno utjece na biogeokemijske procese u moru te na koncentraciju ugljikovog dioksida u
atmosferi kao i globalnu klimu. Atmosfersko taloZenje u more odvija se turbulentnim
mijeSanjem Cestica s povrSinom mora (suho taloZenje) te izravnim taloZenjem nakon §to se

Gestica zarobi unutar kapljice oblaka i ki$e (mokro taloZenje)®@®),

Atmosferski aerosol sadrzi krute i tekuée lebdece Cestice rasprSene u zraku, a Cini ga
kompleksna smjesa spojeva €iji kemijski sastav ovisi o izvoru i lokaciji emisije te vremenskim
I atmosferskim uvjetima u kojima nastaje. Kemijski sastav aerosola generalno ¢ine anorganska
1 organska komponenta te ukljucuje anorganske ione, tragove metala, elementarni ugljik te Sirok
spektar organskih spojeva®. Procesom taloZenja aerosola morska se voda opskrbljuje hranjivim
solima (nitrati, nitriti, amonijevi ioni, fosfati), metalima u tragovima i organskom tvari. Neki
od metala u tragovima korisni su za rast i razvoj organizama (npr. Fe, Mn, Zn, Co), neki imaju
toksican efekt na organizme (Hg, Pb, Cd), dok je za bakar karakteristicno da, ovisno o
biodostupnoj koncentraciji, ima pozitivan i negativan u¢inak®. BioraspoloZivost hranjivih soli
I metala u tragovima iz aerosola u moru povezuje se s njihovim kemijskim i mineralnim

sastavom te interakcijama i kemijskim transformacijama za vrijeme atmosferskog prijenosa.

SML je putem procesa talozenja takoder pod utjecajem atmosferske organske tvari koja u moru
zajedno s autohtonom organskom tvari predstavlja najve¢i izvor ugljika za heterotrofne

bakterije ¢Gime ima kljuénu ulogu u biogeokemijskom ciklusu ugljika®.

Odgovor fitoplanktona i heterotrofnih bakterija na atmosfersko talozenje ovisi o trofickom
statusu okolisa u kojem se razvijaju. Atmosferski donos hranjivih soli i metala u tragovima (npr.
Fe, Cu) izrazito je bitan u oligotrofnim podrucjima oceana gdje je primarna produkcija

ograni¢ena upravo zbog nedostatka tih hranjivih tvari®.



Tako aerosol saharske prasine predstavlja bitan izvor tragova metala i hranjivih soli u
Sredozemlju koje je limitirano dusikom i fosforom®). Uz mineralnu prasinu iz pustinjskih
podrucja, najvazniji izvor metala u tragovima u aerosolu predstavlja izgaranje biomase, ugljena

te industrijska postrojenja®.

2.2. PovrSinski mikrosloj mora

Povrsinski mikrosloj mora (engl. sea-surface microlayer, SML) predstavlja granicu debljine od
10— 1000 pm izmedu atmosfere i oceana koja pokriva oko 70 % Zemljine povrsine®®. Oceani
zauzimaju ukupno 362 milijuna km? stoga SML predstavlja najve¢u prirodnu granicu faza na
planeti®®. Procesi koji se odvijaju u SML imaju znaéajnu ulogu u nizu globalnih klimatskih
procesa, biogeokemijskih ciklusa, kao i kvaliteti zraka®®. SML kontrolira ukupnu razmjenu
energije i tvari izmedu atmosfere i oceana, te samim time utjece na biogeokemijske procese
tvari (Slika 1). Upravo je SML pod direktnim utjecajem atmosferskih ¢imbenika klimatskih
promjena kao S§to su sunfevo zracenje, klimatski relevantni plinovi, brzina vjetra, koli¢ina
oborina, ali i antropogenih ¢imbenika poput donosa hranjivih tvari, toksina, nanocestica, itd, u

more(9),
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Slika 1. Procesi koji utjeéu na prijenos tvari i energije kroz SML®%



Zarazliku od SML, potpovrSinska voda (engl. underlaying water, ULW) nije direktno izloZena
sun¢evom zracenju zbog smanjenog prodora koli¢ine svjetlosti s povecanjem dubine. Dok
razina svjetlosti u SML uvijek prelazi 98 % zracenja, u moru s velikom koli¢inom organske

tvari samo oko 10 % povrsinskog UV-B zra¢enja dosegne od 0,2 — 5 m dubine®?,

lako je ukupni volumen SML vrlo malen u usporedbi s ostatkom vode u oceanima, unutar njega
dogadaju se jedinstvene medufazne reakcije koje ili nisu znacajne u slojevima ispod SML ili ¢e
se tamo odvijati znatno sporije. Zbog najve¢e moguce izlozenosti suncevom zracenju, SML
predstavlja biokemijski mikroreaktor te zajedno s pripadaju¢im povrsinskim slojem (do 5 cm)

predstavlja svojevrsni inkubator $irokog spektra vodenih organizama®.
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Slika 2. Povrsinski mikrosloj mora (SML) kao svojevrsni biokemijski reaktor®

Primarna proizvodnja fitoplanktona ovisi o sun¢evom svjetlu, ali prekomjerna koli¢ina zra¢enja
moze za posljedicu imati inhibiciju fotosinteze. Procesi primarne proizvodnje i stani¢nog
disanja imaju izravan utjecaj na koncentraciju i protok kisika. Metabolicka aktivnost
organizama, posebno mikroorganizama, odreduje proizvodnju, razgradnju i modifikaciju

organskog materijala u SML.



SML je specificno podrucje vodenog stupca u kojem dominiraju adsorbirane povrsSinski aktivne
tvari (PAT) koje smanjuju povrsinsku napetost na granici voda — atmosfera. Kemijski sastav
PAT ukljucuje velik broj polisaharida, polipeptida, lipida, ugljikohidrata, aminokiselina, kao i

bogatstvo mikrobnih zajednica®.

Proteini, polisaharidi i humini kvantitativno dominiraju u SML, ali prisustvo lipida, ftalata i
aromatskih ugljikovodika u niskim koncentracijama ima takoder znatan utjecaj na njegova
fizikalno — kemijska svojstva. SML takoder mozZe biti obogacéen tragovima metala (npr. Cu, Pb,
Zn) koji mogu formirati komplekse s organskom tvari te tako regulirati svoj biogeokemijski
ciklus, biodostupnost i potencijalnu toksi¢nost. Kemijski sastav SML i ¢imbenici obogacivanja
pojedine tvari vremenski se i prostorno razlikuju te su ovisni o stanju morskog sustava, rezimu

vjetra, godiinjem dobu te antropogenom donosu®.

2.3. Bakar u morskoj vodi

Bakar (Cu) se u more unosi rijekama, mokrim i suhim atmosferskim taloZenjem,
hidrotermalnim otvorima te resuspenzijom iz sedimenta (Slika 3). lzvori bakra mogu biti
prirodni kao §to su vulkani, pustinjska prasina, hidrotermalni otvori i sedimenti, te antropogeni

poput prometa i industrije (Slika 3)®.
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Slika 3. Unos, prijenos i transformacija Cu u morskom okoligu®



Koncentracija otopljenog bakra u oceanu je u rasponu od 0,2 nM u povrSinskim slojevima do 4

nM u dubljim slojevima. U obalnim morima prosje¢na koncentracija otopljenog bakra iznosi

od 1-100 nM12,

Ukupna koncentracija bakra je u moru raspodijeljena izmedu razli¢itih fizicko-kemijskih vrsta
u otopljenoj (<0,45 um) i Cesticnoj (>0,45 um) frakciji:
[Cu]u = [Cu?'] + Z[CuXi] + Z[CuLi] + Z[Cuges]
gdje je
[Cu?'] - koncentracija slobodnog iona Cu?*
2[CuXi] — ukupna koncentracija anorganskih kompleksa Cu

2[CuLi] — ukupna koncentracija organskih kompleksa Cu

2[Cugest] — ukupna koncentracija kemijskih vrsta Cu vezanih na Cestice.

Otopljeni bakar u moru postoji u obliku slobodnih hidratiziranih iona (Cu?*), anorganskih
kompleksa sa sulfidima, kloridima, hidroksidima, arsenidima i karbonatima (CuX;) te
kompleksa s organskim ligandima (CuLi)®?. Metal uglavnom ulazi u biologke stanice u
ionskom obliku kroz ionske kanale te se labilna anorganska frakcija (Cu?* i CuXi) uglavnom

smatra bioraspolozivom3(4),

Bioloski procesi imaju snazan utjecaj na raspodjelu elemenata u tragovima u moru koji imaju
funkciju hranjivih tvari (Fe, Mn, Zn, Cu, Co, Cd). Interakcija izmedu tih metala u tragovima i
morskog fitoplanktona je wuzajamna: tragovi metala utjecu na primarnu produkciju,
metabolizam, rast 1 razmnoZavanje fitoplanktona jer imaju klju¢nu ulogu u asimilaciji glavnih
hranjivin makroelemenata (N, Si, P i C)®®, dok fitoplankton ima znadajan u¢inak na
distribuciju, kemijsku specijaciju i kruZenje tih metala u moru®®. Zbog uzajamne interakcije
izmedu bakra i morskog fitoplanktona sezonske se promjene u specijaciji bakra djelomi¢no
pripisuju varijacijama u sastavu fitoplanktona™. Kemijska specijacija, odnosno raspodjela
kemijskih vrsta metala u morskom okoliSu vazna je za razumijevanje njihove toksicnosti,

reaktivnosti i biogeokemijskog ponasanja.

Specijacija brojnih metalnih iona kontrolirana je interakcijom s organskim ligandima putem

stvaranja kompleksa, ¢ime se kontrolira njihova bioraspoloZivost odnosno toksi¢nost?,



Vise od 99,9 % otopljenog bakra u morskoj vodi vezano je s organskim ligandima u otopljene,
niskomolekularne  organske komplekse®® koji smanjuju  koncentraciju  slobodnog
hidratiziranog Cu?" do vrlo niskih razina (0,001 — 10 pM), dok bi u njihovoj odsutnosti
koncentracije Cu?* dosezale vise vrijednosti (500 pM) koje su toksiéne za odredene vrste

morskog fitoplanktona®,

Posto biota predstavlja glavni izvor organskih liganada koji veze bakar smatra se da
povecanjem koli¢ine bakra u morskoj vodi raste i koli¢ina izlu¢enih organskih liganada. Veliki
utjecaj na kompleksiranje bakra s organskim ligandima imaju i abiotski ¢imbenici kao $to su

pH i temperatura®®),

2.4. Kapacitet kompleksiranja metala (MCC)

Kapacitet kompleksiranja metala (engl. metal complexing capacity, MCC) predstavlja ukupnu
koncentraciju organskih liganada koji imaju afinitet za vezanje odredenog metalnog iona u

inertan kompleks.

Kapacitetu kompleksiranja odredenog metala doprinose organski ligandi koji imaju razli¢itu
jakost vezanja metala, a za interpretaciju MCC najcesce se koristi ,,diskretni model* prema
kojem su organski ligandi grupirani na temelju sli¢nih afiniteta funkcionalnih skupina za
vezanje metala. Ukupna sposobnost tih liganada za vezanje metalnog iona izrazava se preko
uvjetne konstante stabilnosti®. MCC obi¢no ne daje informaciju o strukturi liganada niti
kompleksa ve¢ su koncentracije pojedinih razreda liganada (L;) te njihove uvjetne konstante
stabilnosti (K) glavni parametri za MCC. Pritom je K odredena za fizikalno-kemijske uvjete
(pH, temperatura, ionska jakost) u analiziranom uzorku vode. Operativna podjela bakrovih
kompleksirajucih liganada navodi se prema jakostima uvjetnih konstanti stabilnosti, te prema
tome razlikujemo dvije klase liganada: jaki ligandi (L1) s vrijednostima logK 12 — 14 i
koncentracija u rasponu od 1 — 40 nM, te slabi ligandi (L2), s vrijednostima logK 8 — 10 i
koncentracija u rasponu od 6 — 150 nM®@9), Za odredivanje specijacije metala u tragovima poput
bakra ¢ija je koncentracija u morskoj vodi vrlo niska (< nM) potrebno je koristiti vrlo osjetljive
elektrokemijske metode s pretkoncentracijskim korakom. Jedna od naj¢es¢ih metoda koristenih
za odredivanje parametara CuCC je voltametrija s anodnim otapanjem metala (engl. anodic

stripping voltammetry, ASV) uz stati¢nu zivinu kap kao radnu elektrodu.
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Postupak odredivanja CuCC parametara sastoji se od dodavanja standardne otopine Cu?* u
uzorak pri prirodnom pH i mjerenja strujnog odziva sve dok nagib krivulje ovisnosti struje vrha

pika o koncentraciji ukupnog Cu?* u uzorku ne postane konstantan (Slika 4)©@,
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Slika 4. Titracijska krivulja kapaciteta kompleksiranja bakra u uzorku

Prema prikazanoj titracijskoj krivulji koncentracija organskih liganada koji kompleksiraju s
Cu?* u uzorku veéa je od prirodno prisutne koncentracije metala jer se devetim dodatkom
standardne otopine Cu?* po¢elo izlaziti iz podruéja kapaciteta. Prije te to¢ke se svaka dodana
koncentracija Cu?* raspodijelila izmedu inertnih organskih kompleksa (CuL;j) koji se ne
reduciraju pri odabranom potencijalu akumulacije i labilnih vrsta (anorganskih i nekih slabih

organskih kompleksa, CuXi) koji su elektroaktivni.

Tijekom akumulacije dolazi do selektivne redukcije Cu?* iz labilnih vrsta CuXi pri ¢emu nastaje

amalgam:

Cu?*+ 2" — Cu°(Hg) (1)
a prilikom , stripping® koraka dolazi do reoksidacije Cu®:

Cu’(Hg) — Cu* +¢ (2)

11



Zbog visoke koncentracije kloridnih iona u morskoj vodi (~0,55 M) oksidacijom nastaje
[CuCl].

U literaturi je dostupno nekoliko interpretacija dobivenih titracijskih krivulja na na¢in da se
eksperimentalni podaci iz titracijske krivulje uklope u odgovaraju¢i matematicki model na

temelju ¢ega se izraCunavaju parametri za CuCC.

Najpoznatiji su Ruzié-van den Berg®¥@ i Scatchard® linearizacijski modeli te
Langmuir/Gerringa® nelinearni model. Prema , diskretnim* mjestima vezanja metala u
prirodnom uzorku ovi modeli pretpostavljaju da jedan, dva ili tri razreda liganada (L) formiraju

1:1 metal:ligand kompleks. Iz toga slijedi stvaranje kompleksa prema sljedecoj jednadzbi:
M + Li+— ML, 3)
Uvjetna konstanta stabilnosti dana je izrazom:

_ ML)
= ML (4)

gdje je [M] — suma svih ravnoteznih koncentracija odgovarajucih vrsta metala osim [ML;]
(odnosno [M] je ,,nadena“ koncentracija metala), a [MLi] je koncentracija kompleksa metala s

organskim ligandom L. Nadalje, ukupna koncentracija liganda c. u otopini je zbroj [MLi] i
[Li]:

c,= [MLi] +[L] ()
Dalje slijedi:

[MLi] = ¢, - [Li] (6)

Uvrstavanjem izraza za [Li] iz (4) u (6) dobiva se:

ML) = ¢, - 24 ™

Sredivanjem ove jednadzbe dobiva se izraz za Ruzi¢-van den Berg linearizacijski model:

M] _ [M], 1

=B, = ®)

[ML,:] Cy, Kcy,

Ova jednadzba transformira titracijsku krivulju u pravac ovisnosti [M]/([MLi]) o [M]) pri ¢emu
se iz nagiba dobivenog pravca (1/c; ) izra¢una ukupna koncentracija liganada, dok se iz odsjecka

na ordinati (1/K'c;) odredi vrijednost uvjetne konstante stabilnosti.

12



Konacan izraz za Scatchardov linearni model daje ovisnost omjera vezanog metala i slobodnog

metala 0 vezanom metalu:

Mg _ _ : :
A= ~KIML] + K [L]

9)

Langmuir/Gerringa model adsorpcijske izoterme prikazuje ovisnost stupnja vezanja metala o

slobodnom metalu:

Svi navedeni transformacijski modeli ugradeni su u matematicki program ProMCC@? te se vrlo

lako primjenjuju za racunanje parametara MCC.

(10)
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Slika 5. Interpretacija titracijske krivulje u ProMCC programu: A) izvorna titracijska krivulja

uzorka (plavo) 1 zakiseljenog 1 UV svjetlu izloZzenog alikvota (crveno), matematicke

transformacije prema B) Langmuir/Gerringa, C) Ruzi¢-van den Berg i D) Scatchard

modelu®

13




Kod odredivanja parametara MCC ASV tehnikom vazan je odabir potencijala akumulacije -
potencijala kod kojeg ¢e se selektivno reducirati sav slobodan i labilno vezan metal, ali ne i

inertni kompleksi istog metala, a taj odabir vr$i se na temelju snimljenog pseudopolarograma.

2.5. Pseudopolarografija

Pseudopolarografija je elektroanaliticka metoda prikladna za razlikovanje elektrokemijski
labilnih i inertnih kompleksa otopljenih tragova metala u njihovim prirodnim koncentracijama
(<10 M) s organskim ligandima®). Ova tehnika ne zahtjeva dodatak novog liganda koji bi
potencijalno promijenio prirodnu ravnotezu unutar otopine te na taj nacin omogucuje

proucavanje stvarnih kompleksa metala®®®),

Posebno se moze primijeniti za specijaciju metala u tragovima koji tvore amalgam (Cu, Cd, Zn
I Pb) koriste¢i voltametriju s anodnim otapanjem. Glavni parametri koriSteni za specijaciju
metala u tragovima pomoc¢u pseudopolarografskih podataka su poluvalni potencijal i grani¢na
struja®®. Pseudopolarografija ukljuéuje izvodenje niza uzastopnih ciklusa ASV pri razli¢itim
potencijalima akumulacije®”. Kao rezultat dobivamo voltamograme koji sigmoidalno ovise o

potencijalu akumulacije i analogni su klasi¢cnom polarogramu pa su nazvani pseudopolarogrami
(Slika 6).

Scq n -0.4
Poten tias ,
14

-0.2

0.0

Slika 6. VVoltamogrami dobiveni pri snimanju pseudopolarograma®”
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Ovakve krivulje odrazavaju termodinamicka i kineti¢ka svojstva kompleksa i pomaknute su
prema negativnijim potencijalima akumulacije prilikom smanjenja koncentracije iona
slobodnog metala. Veli¢ina pomaka izravno je povezana s termodinamickom konstantom
stabilnosti kompleksa na nacin da je kompleks stabilniji §to je poluvalni potencijal sigmoidalne

krivulje negativniji®.

Termodinamicka konstanta stabilnosti moze se izracunati iz razlike standardnih potencijala
redoks reakcija slobodnog i inertno kompleksiranog metala, a ovakav se teorijski koncept

uspjesno primjenjuje za specijaciju metala u tragovima u prirodnim vodenim sustavima®®),

2.6. Voltametrija

Voltametrija je naziv za skupinu elektroanalitickih metoda u kojima je signal pobude elektri¢ni
napon, a signal odziva struja mjerena kao funkcija narinutog napona. Otuda i naziv voltametrija
kao skracenica za volt —amper — metrija. Voltametrija se razvila iz polarografije te je tumacenje
signala odziva voltametrije analogno signalu odziva klasi¢ne polarografije. Razlika je u tome
§to se u voltametriji koristi elektroda stalne povrsine, a u polarografiji se koristi isklju¢ivo
kapajuca zivina elektroda kojoj se radna povr$ina neprestano obnavlja i mijenja tijekom samog

mjerenja.
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Slika 7. (1) Klasi¢ni polarografski val dobiven uz lineranu promjenu potencijala (detalj na
slici), (2) voltametrijska krivulja struja — potencijal (uz linearnu promjenu potencijala s

vremenom)
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Negativiranjem potencijala elektrode dolazi do depolarizacije elektrode redukcijom odredenog

depolarizatora prisutnog u otopini, pri ¢emu, ukoliko je metal topljiv u Zivi, nastaje amalgam:
O +ze < R (Hg) (11)
gdje su O oksidirani oblici, R reducirani oblici, a z broj elektrona u reakciji.

Obzirom na niske koncentracije tragova metala u prirodnim vodama, najosjetljivije metode pri
analizi tragova metala su tehnike s pretkoncentriranjem poput ve¢ spomenute ASV i
adsorptivne voltammetrije s katodnim otapanjem (engl. adsorptive cathodic stripping
voltammetry, AACSV). Prag detekcije spomenutih metoda doseze i do 1012 M. Obje metode
obuhvacaju akumulaciju analiziranog metala (u ASV) ili inerthog kompleksa (u AdCSV) na
radnu elektrodu koja je obi¢no od Zive zbog dobro definirane i obnovljive povrSine i moguénosti

rada u sirokom podrucju negativnih potencijala.

2.6.1. Diferencijalno pulsna voltametrija anodnog otapanja metala (DPASV)

Najpoznatija metoda za kvantifikaciju tragova metala koji sa zivinom elektrodom stvaraju
amalgam (Cu, Cd, Zn, Pb) je ASV. Primjenjuje se za odredivanje niskih koncentracija metala

u prirodnim vodama i sedimentu. Metoda ASV se sastoji od tri koraka (Slika 8):

e pretkoncentracijski korak (akumulacija) - metalni ion se akumulira na zivinoj radnoj
elektrodi na odredenom potencijalu (oko 100 - 200 mV negativnijem od redoks
potencijala labilnog metala®®), pri ¢emu se otapa u Zivi stvarajuéi amalgam

e smirivanje otopine - potrebno zbog ujednacavanja koncentracije nastalog amalgama u
Zivi

e reoksidacija (anodno otapanje) - reducirani metal se oksidira iz amalgama promjenom
potencijala u anodnom smjeru, te se mjeri struja (signal odziva) kao funkcija

potencijala.

Osijetljivost uvelike ovisi o vrsti pobudnog signala. Vecéoj osjetljivosti doprinosi primjena

pulsne pobude kao $to je pravokutnovalni ili diferencijalno pulsni signal.
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Slika 8. Princip voltametrije s anodnim otapanjem, ta — vrijeme akumulacije (uz mijeSanje),

teq — vrijeme smirivanja (bez mijeSanja) i tsy — vrijeme anodne oksidacije (bez mijeSanja)

Posto prirodni uzorak vode sadrzi razli¢ite organske molekule (ligande) koji s ispitivanim
metalom stvaraju stabilne komplekse, za odredivanje ukupne koncentracije metala potrebno je
prije same analize adekvatno pripremiti uzorak: zakiseliti na pH<2 s kiselinom visoke ¢istoce
(poput HNOs, suprapure) te ga izloziti UV zracenju kako bi se razorili prisutni kompleksi i
ligandi te tako oslobodio metal iz kompleksa. Odredivanje ukupne koncentracije metala u
uzorku vrsi se metodom standardnog dodatka, te se linearnom regresijom dobivenih vrijednosti
vr$nih struja (ip) prema koncentraciji dodanog metala izracuna koncentracija metala prisutna u
samom uzorku. ASV metodom mogu se odredivati samo metali koji sa Zivom stvaraju
amalgam: Zn, Cd, Pb, Cu, Sn, Bi, Sb, Tl, Ga, In i Mn. Granice kvantifikacije odredene ASV-
om za Zn, Cd, Pb i Cu su 10 ng/L, 1 ng/L, 2 ng/L i 5 ng/L®?®. Metali poput Se, Hg, Ag, Te i As
mjerljivi su na krutoj uglji¢noj ili zlatnoj elektrodi® ili AdCSV.
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Procesom akumulacije redovito pove¢avamo koncentraciju metala u zivi za najvise 1000 puta
u odnosu na koncentraciju u analiziranoj otopini. Koli¢ina metala (n) izlu¢enog na radnoj

elektrodi dana je izrazom:

_ lati
n=- (12)

Gdje je t; vrijeme akumulacije, i¢ grani¢na struja, z broj elektrona i F Faraday — eva konstanta.
Pretpostavimo li jednolicnu koncentraciju metala u zivi, ona je u zivinoj kapi polumjera r

jednaka:

¢ =gl (13)

)
zF;n’r 3
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. Uzorkovanje i priprema uzoraka

U radu su analizirani uzorci povrsinskog mikrosloja mora (SML) i potpovrsinske vode (ULW)
uzorkovani u obalnom dijelu srednjeg Jadrana na postajama Jadrija (J, 43°43'45.8"N
15°48'48.7"E) i Martinska (M, 43°44'09.7"N 15°52'41.8"E) (Slika 9). Uzorci SML su sakupljeni
pomocu elektri¢nog rotiraju¢eg bubnja od pleksiglasa te stavljeni u PE boce, dok su uzorci
ULW sakupljeni na oko 1 m dubine u PE boce. PE boce su prethodno oprane 10 %-tnom
otopinom HNOs i dobro isprane MQ vodom. Uzorci su odmah smrznuti (-20 °C, ISO 5667 —
3:1994) te su prije samog mjerenja odmrznuti preko noéi u hladnjaku (+4 °C). Svaki je uzorak
(25 mL) pomocu Sprice profiltriran kroz celulozno acetatni (CA) filter veli¢ine pora 0,45 um
(Sartorius) da bi se odvojile Cestice od otopljene organske tvari. Filteri su prije koriStenja isprani

sa 180 mL MQ vode te 180 mL UV-tretirane morske vode.

Skradinge UL

Martinska

Sibenik
Panilo Biran)

Jadrija

Zlarin

Slika 9. Obalno podruéje srednjeg Jadrana s postajama Martinska i Jadrija
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3.2. Instrumentacija i pribor

Sva elektrokemijska mjerenja  provedena su pomoéu uAUTOLAB tip |l
potenciostata/galvanostata, troelektrodnog sustava 663VA Stand (Metrohm, Herisau,
Svicarska) te IME (engl. Interface for Mercury Electrode) modula koji ih povezuje (Slika 10).
Instrumentnim sustavom upravljalo se putem osobnog rac¢unala uz pomo¢ programskog paketa

GPES 4.9 (engl. General Purpose Electrochemical System) koji omoguc¢uje primjenu velikog

broja elektrokemijskih metoda kao §to su voltametrija, potenciometrija, amperometrija, itd.

Slika 10. (1) IME modul, (2) Elektrokemijski instrument tnAUTOLAB, (3) elektrodni sustav

663VA Stand te (4) osobno rac¢unalo koristeni u mjerenjima

Elektrokemijska mjerenja napravljena su u staklenoj mjernoj posudi (¢eliji) radnog volumena
otopine 25 mL u koju su bili uronjeni: staklena kapilara sa zivom, protuelektroda, referentna
elektroda, cjevéica za ulaz inertnog plina dusika te rotirajuée teflonsko mijesalo (Slika 10).
Celija ima teflonski poklopac s otvorima za navedene elektrode, cjevéicu i mijesalo te jedan
otvor kroz koji se moZe dodavati standardna otopina, namjestiti bireta ili pH elektroda. Radna
elektroda je bila viseca Zivina kap (engl. static mercury drop electrode, SMDE) povrsine 0,52
mm?. Kao referentna elektroda koristena je komercijalna Ag/AgCl (3M KCI) te su svi mjerni
potencijali izraZeni prema njoj. Kao protuelektroda koristen je Stapi¢ od staklastog ugljika (engl.
glassy carbon, GC). Protuelektroda i radna elektroda zatvaraju strujni krug u elektrolitnoj
otopini.
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Slika 11. Lijevo: elektrodni sustav koristen u eksperimentu, desno: shematski prikaz
elektrodnog sustava: 1-clektrokemijska celija, 2-protuelektroda, 3-referentna elektroda, 4-
staklena kapilara, 5-drzac od teflona, 6-cjev¢ica za dovod dusika, 7-rotirajuce teflonsko
mijesalo
Svi koraci u mjerenju koji ukljucuju stvaranje nove zivine kapi kao obnovljive i Ciste radne

elektrode, mijesanje te propustanje dusika kroz elektrolit automatski su kontrolirani ra¢unalom.

Ostala oprema koristena tijekom eksperimentalnog rada bila je:

e analiti¢ka vaga, Mettler — Toledo, XS205 (Svicarska)
e UV lampa (150 W srednjetlacna Hg lampa, Hanau,Njemacka)

e mikropipete Research Plus (Eppendorf), (0,2 — 20) uL, (10 — 100) uL, (10 — 1000) uL,
(1-5) mL

e odmjerne tikvice, laboratorijske case

22



3.3. Uvjeti 1 na¢in mjerenja

Sva voltametrijska mjerenja provedena su DPASV u sljede¢im uvjetima:

e korak potencijala (AE) = 4,05 mV
e amplituda impulsa (a) = 25,02 mV
e vrijeme trajanja impulsa = 0,05 s

e vrijeme izmedu impulsa = 0,61 s

Ostali uvjeti mjerenja (potencijal akumulacije (Ea) i vrijeme akumulacije (t2)) izabrani su na

temelju uvodnih eksperimenata te su navedeni u opisu svake slike.

Otopljeni kisik u uzorcima uklanjan je propusStanjem inertnog plina dusika kroz otopinu u
trajanju od 5 minuta. Tijekom propustanja dusika kroz otopinu i koraka akumulacije otopina je
mijeSana brzinom 3000 okretaja/min. Sva su mjerena provedena na sobnoj temperaturi (23 + 1)
°C. Za vrijeme dusiciranja osim S$to dolazi do uklanjanja kisika propustanjem inertnog plina,
dolazi i do uspostavljanja ravnoteze u raspodjeli dodane koncentracije Cu?" unutar uzorka.
Slijedi akumulacija metalnog iona u zivinu radnu elektrodu pri odabranom potencijalu u
odredenom vremenu pri ¢emu dolazi do stvaranja amalgama. Nakon akumulacije se promjenom

potencijala u anodnom smjeru mjeri struja oksidacije kao funkcija potencijala.
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3.4. Obrada podataka

Podaci dobiveni titracijskim krivuljama (ovisnost vr$ne struje o potencijalu) su u programu
ProMCC matematicki transformirani u Ruzi¢-van den Berg, Scatchard i Langmuir/Gerringa
model, a posljednji je omoguéio odredivanje parametara kapaciteta kompleksiranja bakra:
koncentraciju pojedinih razreda organskih liganada (Li) i uvjetnu konstantu stabilnosti (K)
inertnog kompleksa. ProMCC je dostupan na web stranici:
https://sites.google.com/site/daromasoft/home/promcc, a njegova primjena detaljno je opisana

u radu‘@,

Svi grafi¢ki prikazi pripremljeni su u programu OriginPro, a ukupna koncentracija bakra u
pojedinom uzorku i modelnoj otopini aerosola izracunata je pomocu programa StandAdd
(https://www.irb.hr/Zavodi/Zavod-za-istrazivanje-mora-i-okolisa/L aboratorij-za-fizicku-
kemiju-tragova/Clanci/Software/Standard-Addition-Plot).

Izgled pojedinih voltamograma (Slike 15 B), 16 B), 17 B) te 19) poboljsan je u programu
ECDSOFT (https://www.irb.hr/Zavodi/Zavod-za-istrazivanje-mora-i-okolisa/Laboratorij-za-
fizicku-kemiju-tragova/Clanci/Software/ECDSOFT).

U statistickoj obradi podataka su jakost 1 smjer linearne korelacije izraZene pomocu
Pearsonovog koeficijenta korelacije (r) pri ¢emu je uzeta razina statisticke znacajnosti p < 0,05.
Jakost linearne korelacije izrazena je ovisno o vrijednosti za r: za 0 < |r] < 0,3 vrlo
slaba ili nikakva povezanost, za 0,3 < |r] < 0,5 slaba povezanost, za 0,5 < |r] < 0,7 dobra
povezanost i za 0,7 < |r| < 1 vrlo dobra do izvrsna povezanosti. Ako je vrijednost r pozitivna
onda je i korelacija izmedu dvije varijable takoder pozitivna, a isto vrijedi i za negativne

vrijednosti (https://www.waterguality.gov.au/anz-guidelines/monitoring/data-

analysis/correlation-between-variables, preuzeto 23. 03. 2021. godine).
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3.5. Koristene kemikalije 1 priprema otopina

Tijekom eksperimentalnog rada koristene su sljedece kemikalije:

e standardna otopina bakrovog (Il) nitrata, Cu(NOs)., y=1 g/L, (Merck, Darmstadt,
Njemacka)

e Triton-X-100 (T-X-100, Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

e dusicna kiselina (HNOs, 65 %, analiticke Cistoce (pro analysis, p.a.) i visoke Cistoce
(supra pure, s.p,) Fisher Scientific, UK)

e bovin serum albumin (BSA, liofiliziran, Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

Za pripremanje razrijedenih otopina kao i za pranje Celije 1 elektrodnog sustava koriStena je

Milli-Q voda (otpornost 18,2 MQ cm).

Priprema standardnih otopina bakra

Standardna otopina 10* M Cu?* dobivena je dodatkom 1000 uL 10~ Cu?* u 9000 uL vode, dok
je standardna otopina 10> M Cu?* dobivena dodatkom 100 uL 107 Cu?*u 9900 pL vode.

Za pripremu otopine T-X-100 otopljeno je 0,0836 g T-X-100 u 100 mL vode, y (T-X-100) =
0,836 g/L.

Priprema modelnog elektrolita

Elektrolit morske vode (bez organske tvari) pripremljen je filtriranjem morske vode
(uzorkovana kraj otoka Visa, stajala u mraku na +4°C barem 3 mjeseca) kroz 0,7 um staklasti
filter (GF/F, Whatman) da bi se uklonila ¢esticna organska tvar. Filtrat s otopljenom organskom
tvari zatim je bio izloZzen 24 h UV zracenju (zivina lampa 150 W, Hanau, Njemacka) tijekom
kojeg se oksidirala organska tvar i razorili svi organski ligandi. Dobivena je morska voda koja

sadrzi samo anorganske ione prirodno prisutne u moru (modelni elektrolit).

Priprema modelnih otopina aerosola i BSA

Uzorak aerosola umjetnog pozara pripremljen je otapanjem isjecka dijela filtera (kruga)
promjera 1,7 cm u 100 mL modelnog elektrolita morske vode. Da bi se metali i organska tvar
(adsorbirani na aerosolu nakupljenom na filteru) isprali s filtera, otopina je bila 20 min uronjena
u ultrazvuénu kupelj te ostavljena 26 h na +4 °C nakon ¢ega je profiltrirana kroz CA filter

veli¢ine pora 0,45 um (Sartorius).
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Jedan alikvot filtrata pripremljen je za odredivanje ukupnog otopljenog Cu: dodano je 50 uL
koncentrirane dusi¢ne kiseline (s.p., pH<2) i izlozen je 24 h UV zracenju da bi se oslobodio sav
bakar vezan u organskim kompleksima. Uzorak je zatim titriran standardnom otopinom Cu?*.
Mijerila se struja u ovisnosti o dodanoj koncentraciji Cu®* te se iz odsje¢ka dobivenog pravca
na x-osi izra¢unala koncentracija ukupnog otopljenog Cu?* u uzorku. Ovaj postupak pripreme
uzorka za odredivanja ukupne koncentracije bakra proveden je i sa svim SML i ULW uzorcima
u skladu s dobro poznatom metodologijom odredivanja koncentracije ukupnog metala koji s

Zivinom radnom elektrodom stvaraju amalgam (Cu, Pb, Zn, Cd)®?,

Podatak o ukupnoj koncentraciji otopljenog bakra potreban je za odredivanje parametara CuCC.
Drugi alikvot filtrata, kao i svih uzoraka SML i ULW, titriran je standardnom otopinom Cu?*
pri prirodnom pH, a rezultati su prikazani titracijskim krivuljama ovisnosti vr$ne struje o

potencijalu.

Otopina BSA (y =5 mg/mL) pripremljena je otapanjem 12,86 mg proteina u 2,5 mL MQ vode.

Za titraciju u celiji pripremljena je otopina 1 mg/L BSA.
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4.1. Definiranje eksperimentalnih uvjeta mjerenja

U radu su najprije ispitani i odabrani optimalni eksperimentalni uvjeti u kojima su se provela
titracijska mjerenja metodom DPASV dodatkom standardne otopine Cu?* u svrhu odredivanja
parametara CuCC u uzorcima SML i ULW obalnog srednjeg Jadrana. Provijeren je utjecaj
ispranog i neispranog CA filtera na struju reoksidacije bakra u pripremljenom elektrolitu
morske vode. Pomoc¢u pseudopolarograma odabran je pogodan potencijal Ea pri kojem ¢e se
vrsiti akumulacija u titracijskim mjerenjima. Na temelju uvodnih eksperimenata odabran je i
odgovarajuci potencijal desorpcije (Eq) te vrijeme akumulacije (ta). Prate¢i ovisnost anodne
vrsne struje reoksidacije bakra o vremenu akumulacije pri razli¢itim koncentracijama dodane
povrsinski aktivne tvari (neionskog deterdzenta T-X-100), odabrana je koncentracija T-X-100
koja ¢e biti dodana svim uzorcima prilikom mjerenja. U odabranim optimalnim
eksperimentalnim uvjetima te uz dodatak T-X-100 dobivene su titracijske krivulje koje su prvi

korak u odredivanju parametara CuCC.

4.1.1. Priprema filtera

Filtriranjem uzoraka kroz CA filter veli¢ina pora 0,45 um uklonjena je prisutna esticna od
otopljene organske tvari te su parametri CuCC odredeni za dobivenu otopljenu frakciju, jer su
svi kompleksi bakra dobro topljivi i nalaze se u toj frakciji. KoriStene filtere prije upotrebe
potrebno je isprati kako je opisano u eksperimentalnom dijelu (180 mL MQ vode i 180 mL UV
izloZzeno more). Usporedbom titracijske krivulje bakra u nefiltriranom, UV izlozenom moru, te
u UV izloZenom moru profiltriranom kroz prethodno isprani CA filter dobiveni su gotovo

identi¢ni pravci (Slika 12).
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Slika 12. Titracijska krivulja bakra u elektrolitu morske vode bez i nakon filtriranja kroz
prethodno isprani CA filter, Ea=-0,6 V, ta=120s,Eq=-1,4 V.

Na slici je vidljivo da kod manjih i ve¢ih koncentracija dodanog bakra u filtriranoj morskoj
vodi ne dolazi do povecanja struje u odnosu na nefiltriranu morsku vodu, te zakljuc¢ujemo da
filtriranje uzoraka kroz isprani CA filter nece utjecati na struju bakra u uzorcima. Vazno je
istaknuti da kod nizih koncentracija bakra nije uoceno zakrivljenje koje bi upucivalo na

prisutnost organske tvari i njen kapacitet kompleksiranja bakra nakon filtriranja morske vode.

4.1.2. Pseudopolarografija

Pseudopolarogram prikazuje sigmoidalno oblikovane polarografske valove koji odgovaraju
slobodnim ionskim i kompleksiranim vrstama metala. Polozaj i oblik pojedinog vala ovisan je
0 jakosti vezivanja u kompleksu metal — ligand, reverzibilnosti kemijske reakcije i procesu
prijenosa elektrona do elektrode®@”,
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Cilj polarografskog mjerenja i prikaza dobivenog rezultata bio je odrediti pogodan potencijal
akumulacije (Ea) pri kojem u odabranom vremenu ta dolazi do selektivne redukcije slobodnog
i labilno kompleksiranog bakra, te ispitati utjecaj povrSinski aktivne tvari (PAT) na
elektrokemijsku redukciju bakra. Na Slici 13 je prikazan pseudopolarogram za uzorke
mikrosloja mora (15 JSML), potpovrSinske vode (12 JULW) te UV izlozenog mora, bez i u

prisustvu povsinski aktivne tvari T-X-100.

40
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Slika 13. Pseudopolarogrami bakra u uzorcima mikrosloja, potpovrsinske vode te UV
izlozenog mora, s i bez T-X-100, [T-X-100] = 1 mg/L, [Cu?®*] =560 nM, t,=60s, Eq=-1,4 V

Na svakom je pseudopolarogramu jasno vidljiv jedan val na potencijalu oko -0,2 V (prema
Ag/AgCl (3M KCI) elektrodi) gdje dolazi do redukcije labilnih vrsta i slobodnog bakra.

Na potencijalima akumulacije negativnijim od -0,8 V nije uo¢en drugi val koji bi potjecao od
redukcije inertnih kompleksa. Za pogodan potencijal akumulacije obi¢no se uzima onaj koji je
malo negativniji od potencijala redukcije labilnih kompleksa, u naSem slucaju to je Ea
negativniji od -0,3 V. Na temelju dobivenih rezultata mjerenja odabran je potencijal
akumulacije -0,6 V pri kojem Ce se vrsiti akumulacija tijekom titracijskih mjerenja metodom

DPASV.
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Struje pseudopolarografskog vala u uzorku 15 JSML su nize od struja izmjerenih u UV
izlozenom moru i u uzorku 12 JULW (za dodanih 560 nM Cu?*) zbog visoke koncentracije
inertnih organskih liganada prisutnih u uzorku 15_JSML koji kompleksiraju bakar (vidi Tablicu
3).

Kod oba navedena uzorka (12_JULW, 15 JSML) jasno se vidi razlika u visini struje
pseudopolarografskog vala kod Ea < -0,6 V nastala zbog dodatka neionske povrsinski aktivne
tvari, T-X-100. Poznato je da adsorbirani sloj T-X-100 povecava osjetljivost detekcije bakra jer
povisuje pik reoksidacije bakra, a pritom ne utje¢e na njegovu elektrokemijsku redukciju®V. T-
X-100 dodan u uzorke dokazano ima negativan u¢inak na adsorpciju prisutnih PAT, a pozitivan

u¢inak na specijaciju bakra u uzorcima®?,

4.1.3. Eliminacija interferencija

Kod prirodnih uzoraka smetnje prilikom mjerenja najéesée nastaju zbog adsorpcije PAT na
povrsini radne elektrode. Taj proces ometa korak redukcije slobodnog i labilno vezanog Cu?*
1/ili korak njegove reoksidacije u ASV, §to kona¢no rezultira niZzom osjetljivosti tehnike ili
nepravilnim izgledom voltametrijskog pika. O sastavu uzorka i vrsti PAT-a ovisi u kojoj ¢e se
mjeri PAT adsorbirati na povrSinu radne elektrode. Kao kona¢nu posljedicu adsorpcije PAT
dobivamo neprecizne parametre specijacije bakra. S obzirom na to da PAT mogu ¢initi znacajan
udio otopljene organske tvari u morskoj vodi®, analiza takvih uzoraka zahtjeva primjenu
odredenog negativnog potencijala desorpcije i dodatak T-X-100 da bi utjecaj PAT prirodno

prisutne u uzorcima na elektrokemijske procese bakra bio minimalan®?.

4.1.3.1. Dodatak T-X-100

Kod uzoraka s visokim sadrzajem otopljene organske tvari moguce je smanjiti interferencije u
vidu smanjivanja njihove adsorpcije na radnu elektrodu dodatkom modelne povrsinski aktivne
tvari. Adsorbirani sloj prirodne organske tvari koja ima svojstva povrSinske aktivnosti utjece
na redoks procese na granici faza elektroda-otopina. U slucaju redukcije metalnog iona iz
otopine u zivinu radnu elektrodu, adsorbirani sloj organske tvari blokira prijenos Cu?* iona do
elektrode, inhibira kemijsku reakciju prije ili nakon prijenosa elektrona te usporava prijenos

elektrona®?,
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Hidrofobne PAT se maksimalno adsorbiraju na zivinoj elektrodi na potencijalu od oko —0,6 V
kod kojeg povrsina Zivine kapi ne nosi naboj®V. T-X-100 je neionski deterdZent koji se Siroko
koristi kao modelna povrSinski aktivna tvar za kvantificiranje PAT u prirodnim vodenim

uzorcima®?,

Slika 14 prikazuje ovisnost anodne vrine struje bakra, [Cu?*] = 560 nM o koncentraciji T-X-
100.
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Slika 14. Ovisnost anodne vr$ne struje bakra o koncentraciji T-X-100 za uzorke
povrsinskog mikrosloja mora i potpovriinske vode, [Cu?*] = 560 nM, vrijeme dusiciranja

120s, Ea=-0,6 V,ta=60s,Eq=-14 V.

Iznos vrs$ne struje bakra u oba uzorka povecava se u rasponu koncentracija T-X-100 od 0,2 do
1 mg/L nakon ¢ega postize priblizno konstantnu vrijednost. Porast struje bakra u prisustvu T-
X-100 dogada se najvjerojatnije kao posljedica elektrokemijskih procesa bakra uslijed
promjene u mehanizmu kemijske reakcije, ako uzmemo u obzir Cu* u ukupnom procesu
reoksidacije bakra iz amalgama®Y. Na Slici 15 je prikazana titracijska krivulja Cu?* u
elektrolitu morske vode sa i bez dodatka T-X-100.
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Slika 15. A) Titracijska krivulja Cu?* u elektrolitu morske vode sa i bez 1 mg/L T-X-100, B)
DPASV voltamogrami sa i bez T-X-100 za [Cu?*] = 16 i 80 nM, vrijeme dusiciranja 300 s, Ea

=-0,6 V,ta=120s,Eq=-1,4 V.
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Vidljivo je da na pocetku titracijskih krivulja nema zakrivljenog dijela karakteristicnog za
uzorke u kojima su prisutni inertni organski ligandi. To ukazuje da uslijed dodatka T-X-100 u
elektrolit morske vode nije doslo do kompleksiranja bakra te je prisutan linearan odnos koji
prati porast koncentracije bakra jer u elektrolitu nema organske tvari (oksidirana je tijekom UV
izlaganja). Negativan pomak kao i uzi te definiraniji anodni pik oksidacije bakra moze se
objasniti destabilizacijom inace stabilnog [CuCl.]” zbog adsorbiranog sloja T-X-100 tijekom
anodne promjene potencijala®¢?),

Nadalje, ispitan je utjecaj dodatka 1 mg/L T-X-100 u uzorke SML i ULW na vr$nu struju bakra.
Na Slici 16 prikazana je titracijska krivulja bakra u uzorku potpovrsinske vode (12_JULW) sa
i bez dodatka 1 mg/L T-X-100 te pripadajuéi voltamogrami bakra pri [Cu?*] = 60 i 320 nM.
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Slika 16. A) Titracijska krivulja bakra u uzorku potpovrsinske vode (12 JULW) sa i bez
dodatka povrSinski aktivne tvari, [T-X-100] = 1 mg/L, vrijeme duSiciranja 300 s, Ea =-0,6 V,
ta=120s, Eq = -1,4 V, B) DPASV voltamogrami bakra za [Cu?*] = 60 i 320 nM, bez i sa
dodatkom 1 mg/L T-X-100.

Porast struje bakra u prisustvu T-X-100 u uzorku potpovrSinske vode ovisan je o koncentraciji
dodanih Cu?* iona. Mjerenje je izvrieno u rasponu koncentracija Cu?* iona od 4 — 320 nM, a
najvedi utjecaj na vr$nu struju vidljiv je kod visih koncentracija bakra, §to potvrduje pozitivan
ucinak na oksidaciju bakra. Nakon dodatka T-X-100 pik bakra postaje simetri¢niji i visi, te je
istodobno pomaknut prema negativnijim vrijednostima potencijala $to oznacava olakSanu
oksidaciju. Sve navedene razlike uzrokovane adsorbiranjem T-X-100 na povrSinu Zivine

elektrode tijekom elektrokemijskih reakcija bakra.

Na Slici 17 prikazana je titracijska krivulja bakra u uzorku mikrosloja mora (15_JSML) bez i
sa dodatkom 1 mg/L T-X-100 te pripadajuéi voltamogrami bakra pri [Cu?"]= 160 i 320 nM.
Mijerenje je izvrSeno u rasponu koncentracija Cu?* iona od 4 — 560 nM pri potencijalu
akumulacije od -0,6 V, uz vrijeme duSiciranja od 300 s te korakom desorpcije na -1,4 V u

trajanju od 1 s.
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Porast struje bakra u uzorku mikrosloja vidljiv je prilikom svakog dodatka Cu?* jona. Pozitivan

utjecaj T-X-100 na prirodu pika bakra vidljiv je i u navedenom uzorku mikrosloja.

U uzorku bogatom otopljenom organskom tvari nije doslo do znatnijeg povecanja iznosa vrSne
struje, no jasno se vidi poboljSanje u izgledu anodnog pika koji je s dodatkom T-X-100 znatno

uzi i pomaknut prema negativnijim potencijalima.
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Slika 17. A) Titracijska krivulja bakra u uzorku mikrosloja mora (15_JSML) s i bez dodatka
T-X-100, [T-X-100] = 1 mg/L, vrijeme dusiciranja 300 s, Ea =-0,6 V,ta=120s, E4=-1,4 V.
B) DPASV voltamogrami bakra za [Cu?*] = 160 i 320 nM, s i bez dodatka T-X-100.

4.1.3.2. Potencijal desorpcije

Pri potencijalima negativnijim od -1,3 V dolazi do desorpcije PAT s povrSine elektrode. Stoga
se za uklanjanje PAT kao interferencija tijekom mjerenja na kraju koraka akumulacije
primjenjuje tzv. korak desorpcije na vrlo negativnoj vrijednosti potencijala (Eq< -1,3 V) u vrlo
kratkom trajanju (1 — 3 s). Korak desorpcije u velikoj mjeri smanjuje ucinke interferencija PAT
i omogucuje bolji odziv elektrode te stvaranje dobro definiranog pika bakra®?. Na Slici 18 je
prikazana ovisnost anodne vrsne struje bakra o potencijalu desorpcije (Eq) pri koncentraciji
Cu?* od 560 nM.
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Slika 18. Ovisnost anodne vr$ne struje bakra o potencijalu desorpcije za elektrolit morske
vode te uzorke mikrosloja i potpovrsinske vode, [Cu?*] = 560 nM, vrijeme dusiciranja 120 s,

Ea=-0,6 V,ta=60s.

Kod sva tri uzorka opaza se da promjena Eq 0d -1,3 V do -1,6 V nema utjecaj na vr$nu struju
bakra, dok se na Eq -1,7 V struja smanjila. Treba navesti i da potencijal prilikom koraka
desorpcije ne bi trebao biti negativniji od -1,8 V kako se ne bi izaSlo iz radnog prozora Hg
elektrode zbog razvoja vodika na vrlo negativnim potencijalima. NajviSe vrijednosti vrSnih
struja zabiljeZene su u elektrolitu morske vode iz kojeg je uklonjena otopljena organska tvar,
dok su najnize vrSne struje bakra zabiljeZzene kod uzorka mikrosloja (15 JSML) bogatog
otopljenom organskom tvari. Na temelju ovog eksperimenta odabran je potencijal desorpcije
od-1,4 V utrajanju od 1 s za sva budu¢a mjerenja. Na Slici 19 A i B dan je prikaz voltamograma

bakra snimljenog u uzorku mikrosloja mora i potpovrsinske vode.
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Slika 19. DPASV voltamogrami bakra u uzorku A) povrsinskog mikrosloja mora
(15_JSML) s dodanih 400 nM Cu?* i B) potpovrinske vode (12 JULW) s dodanih
320 nM Cu?*, dobiveni sa i bez koraka desorpcije na Eq = -1,4 V u trajanju od 1 s,

[T-X-100] =1 mg/L.
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Voltamogrami s nizim pikom odgovaraju mjerenju bez koriStenja koraka desorpcije, dok su visi
pikovi dobiveni uz Eq =-1,4 V tijekom 1 s na kraju koraka akumulacije. Iznos vrsne struje pika
uz korak desorpcije za uzorak SML iznosi i = 10,96 nA, dok je iznos vrsne struje pika bez
koraka desorpcije i = 4,59 nA, $to znaci da se struja pika uz primjenu Eq povisila 2,4 puta, sto
ide u prilog povecanju osjetljivosti. Iznos vr$ne struje kod ULW uzorka uz korak desorpcije
iznosi i = 25,04 nA, dok je iznos struje bez koraka desorpcije i = 14,64 nA, $to je 1,7 puta manja
vrijednost. lako korak desorpcije nije imao utjecaj na izgled pika, doslo je do znatnog povecanja

iznosa vr$ne struje primjenom istog®”.

4.1.4. Vrijeme akumulacije

Metalni ion Cu?* se za vrijeme akumulacije na odredenom potencijalu reducira pri ¢emu se
otapa u Zivi stvaraju¢i amalgam. Prilikom odredivanja parametara CuCC obi¢no se koristi
vrijeme akumulacije od 60 do 300 s. Vrijeme akumulacije krace od 60 s onemogucava
odredivanje labilnih kemijskih vrsta kod vrlo niskih prisutnih koncentracija bakra®¥. Zbog
vaznosti odabira vremena akumulacije i sa pogleda osjetljivosti DPASV metode ispitana je
ovisnost vrine struje bakra o vremenu akumulacije od 15 do 180 s u elektrolitu morske vode,
uzorku mikrosloja mora (15_JSML) i potpovrsinske vode (12_JULW) (Slika 20).
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Slika 20. Ovisnost anodne vrsne struje bakra o vremenu akumulacije za uzorke mikrosloja
mora (15_JSML), potpovrsinske vode (12 JULW), te elektrolit morske vode, [Cu?*] = 560
nM, vrijeme duSiciranja 120s, Ea=-0,6 V,Eq=-1,4 V.

Kod sva tri uzorka opaza se porast vr$ne struje bakra s duzim vremenom akumulacije koji ne
slijedi linearnu ovisnost. Najvise vrijednosti vr$nih struja zabiljeZene su kod elektrolita morske
vode (uklonjena otopljena organska tvar), dok su najnize vrsne struje bakra zabiljezene kod
uzorka mikrosloja mora (15 JSML) bogatog otopljenom organskom tvari i visokom

koncentracijom organskih liganada ( Tablica 1 i Tablica 3).
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Slika 21. DPASV voltamogrami pri razli¢itim vremenima akumulacije za uzorak A)
potpovrsinske vode (12_JULW), i B) mikrosloja mora (15 JSML), vrijeme duSiciranja 300 s,
Ea=-0,6 V,Eq=-1,4V, [T-X-100] = 1 mg/L.
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Najvise vrijednosti struja su za ULW uzorak zabiljezene pri 180 s akumulacije (i = 50,43 nA),
dok su najnize vrijednosti zabiljezene pri 15 s akumulacije (i = 7,58 nA). Najvise vrijednosti
struja za SML uzorak zabiljezene su takoder pri 180 s akumulacije (i = 33,29 nA), dok su
najnize vrijednosti zabiljezene pri 15 s (i = 6,13 nA) akumulacije. Odabrano vrijeme
akumulacije za daljnja titracijska DPASV mjerenja nakon provedenog eksperimenta iznosi 120

S.

Na temelju dobivenih pseudopolarograma te mjerenja pri razlictim potencijalima desorpcije,
vremenima akumulacije i koncentraciji T-X-100, definirani su eksperimentalni uvjeti u kojima

¢e se mjeriti titracijske krivulje bakra u svim uzorcima:

e Potencijal akumulacije (Ea) =-0,6 V
e Potencijal desorpcije (Eq) =-1,4V

e Vrijeme akumulacije (ta) =120 s

e Koncentracija T-X-100 = 1 mg/L

Iako je kod oba analizirana uzorka prisutno znacajno poboljsanje u izgledu pika bakra kao
posljedica dodatka T-X-100, primijenjen je i korak desorpcije u trajanju od 1 s koji uzrokuje

jo$ visu struju pika bakra u kona¢nim voltamogramima®?.
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4.2. Promjena parametara CuCC tijekom razdoblja veljaca — srpanj 2019.

Svrha odredivanja parametara CuCC je procjena sposobnosti uzorka da kompleksira s bakrom
pri njegovoj povecanoj koncentraciji. Parametre CuCC pod koje ubrajamo broj razreda
organskih liganada Li, njihovu koncentraciju i odgovarajuc¢e prividne konstante stabilnosti
kompleksa odredili smo za uzorke mikrosloja (SML) te uzorke potpovrSinske vode (ULW)
uzorkovane u razdoblju od veljace do srpnja 2019. godine. Na Slici 22 su prikazani DPASV
voltamogrami za uzorak mikrosloja mora (15_JSML) mjereni pri razli¢itim koncentracijama
standardne otopine Cu?*, a na Slici 23 titracijska krivulja i matemati¢ke transformacije
napravljene u ProMCC programu. Smatra se da jedna, dvije ili ¢ak tri klase liganada koji tvore
komplekse bakar — ligand u omjeru 1:1 pouzdano prikazuju titracijsku krivulju, odnosno

kompleksiranje bakra s organskim ligandima.

ly — bazna, 0 nM Cu
{——40nM Cu
— 80 nM Cu
207 ——120nM Cu
| —— 160 nM Cu
—— 240 nM Cu
< 159 ——320nM Cu
£ | =400 nM Cu
" —— 480 nM Cu
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Slika 22. DPASV voltamogrami oksidacije bakra za uzorak mikrosloja mora (15_JSML),
vrijeme dusiciranja 300 s, Ea =-0,6 V, Eq=-1,4V, ta = 120 s, [T-X-100] = 1 mg/L.
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Slika 23. A) izvorna titracijska krivulja uzorka mikrosloja mora 15 JSML te pripadajuce
matematicke transformacije prema B) Langmuir/Gerringa, C) Ruzi¢-van den Berg i D)

Scatchard modelu dobivene u ProMCC programu.

Mijerenije struje oksidacije bakra u ovisnosti o dodanoj koncentraciji standardne otopine Cu?*
napravljeno je u rasponu koncentracija od 4 — 560 nM. Porast struje bakra u uzorku mikrosloja
mora ovisan je o koncentraciji dodanih Cu?* iona te o kapacitetu prisutnih organskih liganada
za vezanje dodanog Cu?* u inertne komplekse. Dodatkom Cu?* koncentracija manjih od 40 nM
nije detektiran pik bakra (Slike 22 i 23) jer se sav dodani Cu?* tijekom uravnotezenja (5 minuta
uvodenja dusika nakon svakog dodatka Cu®*) vezao u inertne elektroinaktivne komplekse.
Povec¢anjem koncentracije Cu?* do oko 160 nM dolazi do zasiéenja organskih liganada za
vezanje Cu?* nakon Gega slijedi linearna ovisnost vrha titracijske kivulje koji oznacava tzv.
nekompleksirajuéi  dio. lako se wu teoriji linearni raspon asimptotski priblizava
nekompleksiraju¢em odnosu, Cesto se koristi za prikaz osjetljivosti metode odnosno za

transformiranje intenziteta signala u izmjerene koncentracije potrebne za daljne izracune.
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Do eventualnih poteSko¢a moze do¢i ukoliko je u otopini prisutan i npr. tre¢i, najslabiji organski

ligand (Ls) koji zasi¢enje postize upravo u linearnom dijelu dobivene titracijske krivulje®.

Nakon titracijske krivulje slijedi korak izra¢una parametara CUCC, odnosno izrac¢un ukupne
koncentracije liganada te uvjetne konstante stabilnosti prilagodavanjem eksperimentalnih
podataka odgovaraju¢em modelu. Matematicka transformacija prema Langmuir/Gerringa
modelu koja je odabrana za odredivanje parametara CuCC u uzorcima srednjeg Jadrana daje
nelinearnu ovisnost labilnog [ML] i nadenog odnosno mjerenog metala [Mmess]. Mjerena
koncentracija Cu?" dobiva se pomoéu izmjerenih intenziteta podijeljenim s faktorom
osjetljivosti (S). Ruzi¢/van den Berg model prikazuje linearnu ovisnost [Mmeas]/[ML] 0 [Mmeas].
Matematicka transformacija prema Scatchard modelu prikazuje ovisnost [ML]/[Mmeas] 0 [ML].
Prema izgledu krivulje napravljene prema Scatchard modelu procijenili smo broj prisutnih
liganada na nacin da je linearna ovisnost ukazivala na prisutnost jednog tipa liganda, a

nelinearna konveksna ovisnost na prisutnost dva tipa liganda @),

U uzorku mikrosloja mora 15 JSML prisutna je koncentracija organskih liganada koji
kompleksiraju bakar veca od prirodno prisutne koncentracije ukupnog bakra (13,20 nM) jer se
tek dodatkom 60 nM Cu?* pocelo izlaziti iz podruéja kapaciteta (Slika 23 A - titracijska
krivulja). Matematic¢ka transformacija prema Scatchard modelu nije slijedila linearnu ovisnost
te zakljucujemo da su u uzorku mikrosloja mora (15_JSML) bila prisutna dva tipa liganda (L1
i L2).

Na Slici 24 su prikazani voltamogrami za uzorak potpovrsinske vode (12_JULW) za razliCite
koncentracije bakra, a na Slici 25 pripadajuca titracijska krivulja i matematic¢ke transformacije
dobivene u ProMCC programu. Mjerenje je izvrSeno u rasponu koncentracija od 4 — 320 nM
Cu?" iona. Za uzorak 12_JULW, prema prikazanoj titracijskoj krivulji, koncentracija organskih
liganada koji kompleksiraju bakar takoder je veca od prirodno prisutne koncentracije bakra
(4,10 nM) jer se dodatkom > 16 nM Cu?* pogelo izlaziti iz podruéja kapaciteta. Niza dodana
koncentracija Cu?* vezala se u jake inertne organske komplekse koji se ne reduciraju pri
odabranom potencijalu akumulacije. Matematicka transformacija prema Scatchard modelu
slijedi linearnu ovisnost te zaklju¢ujemo da je u uzorku potpovrsinske vode prisutan jedan tip
liganda (L1).
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Slika 24. DPASV voltamogrami bakra za uzorak potpovrsinske vode (12_JULW), vrijeme
dusiciranja=300s, Ea=-0,6 V, E4=-1,4 V, ta = 120 s, [T-X-100] = 1 mg/L.
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Slika 25. A) izvorna titracijska krivulja uzorka mikrosloja mora 12 JULW te pripadajuce
matematicke transformacije prema B) Langmuir/Gerringa, C) Ruzi¢-van den Berg i D)

Scatchard modelu dobivene u ProMCC programu.

U Tablici 1 dan je prikaz analiziranih 12 uzoraka mikrosloja mora s postaje Jadrija (J_SML) te
4 uzorka s postaje Martinska (M_SML) uzorkovanih u razdoblju od veljace do srpnja 2019.

godine.

Tablica 2 prikazuje rezultate analize 12 uzoraka potpovrsinske vode s postaje Jadrija (J_ULW)
te 3 uzorka s postaje Martinska (M_ULW) uzorkovanih u razdoblju od veljace do srpnja 2019.

godine.

Za sve uzorke su prikazane vrijednosti saliniteta (S), temperature (T/°C), koncentracija
otopljenog organskog ugljika (DOC) te koncentracija ukupnog otopljenog bakra [Cultot S

vrijednostima pogreske.
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Tablica 1. Datum uzorkovanja, oznaka uzorka, salinitet, temperatura mora, otopljeni organski
ugljik, koncentracija otopljenog bakra s pripadaju¢im vrijednostima pogreske u uzorcima

povrsinskog mikrosloja mora.

Datum Oznaka uzorka S T/°C DOC / mg/L Cutot / nM +

07. 02. 1_JSML 38,60 12,82 0,985 20,12 0,84
20. 02. 5_JSML 29,30 12,40 0,793 2,98 0,14
06. 03. 7_JSML 37,94 12,62 1,521 22,52 0,78
21.03. 9 JSML 38,38 13,59 0,877 5,14 0,30
02. 04. 11 JSML 37,79 14,38 6,762 11,53 0,49
17.04. 15 JSML 36,48 14,67 1,16 13,20 1,19
30. 04. 17 _JSML 37,92 16,22 1,026 3,82 0,22
16. 05 19 JSML 3842 16,12 1,002 3,27 0,35
29. 05 21_JSML 36,88 19,23 0,420 2,38 0,42
13. 06. 25 JSML 31,31 22,93 0,670 4,84 0,17
27. 06. 27_JSML 36,89 23,88 0,920 12,09 1,12
09. 07. 29 JSML 34,79 2541 0,205 7,83 0,88
07.02. 3_MSML 5,53 9,44 0,807 4,52 0,21
02. 04. 13_MSML 14,88 13,22 7,250 7,34 0,64
29. 05. 23_MSML 9,12 19,96 0,445 6,79 0,36
09. 07. 31_MSML 21,25 26,16 0,345 9,07 0,82
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Tablica 2. Datum uzorkovnja, oznaka uzorka, salinitet, temperatura mora, otopljeni organski
ugljik, koncentracija ukupnog otopljenog bakra s pripadaju¢im vrijednostima pogreske u

uzorcima potpovrsinske vode.

Datum Oznaka uzorka S T/°C DOC / mg/L Cutt/ NM +

07.02. 2_JULW 36,20 13,20 0,821 2,92 0,13
20. 02. 6_JULW 36,20 13,25 0,809 2,85 0,32
06. 03. 8_JULW 38,15 12,88 0,790 2,88 0,21
21.03. 10_JuLw 38,38 13,58 0,847 4,75 0,14
02. 04. 12_JULW 3796 1441 0,971 4,10 0,15
17.04. 16_JULW 36,94 14,74 0,965 3,97 0,28
30. 04. 18 JULW 37,92 16,23 0,969 2,62 0,18
16. 05 20_JULW 38,45 16,08 0,972 2,15 0,19
29. 05 22_JULW 37,14 18,55 0,900 2,73 0,10
13. 06. 26_JULW 33,88 23,01 0,940 4,06 0,21
27. 06. 28_JULW 37,22 23,46 0,835 3,57 0,23
09. 07. 30_JUuLw 34,75 2541 0,895 6,57 0,47
02. 04. 14_MULW 22,60 14,38 0,837 5,63 0,28
29. 05. 24_MULW 11,16 19,79 0,921 3,21 0,14
09. 07. 32_MULW 22,53 26,29 0,945 5,44 0,33
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U Tablici 3 prikazane su vrijednosti koncentracija za dvije klase liganada (L1 i L2) prisutne u
uzorcima mikrosloja mora, kao i ukupna koncentracija prisutnih liganada (L1 + L») |
odgovarajuce prividne konstante stabilnosti kompleksa. Za uzorak mikrosloja mora (15_JSML)
koji smo prethodno analizirali ukupna koncentracija prisutnih liganada koja ujedno predstavlja
i kapacitet kompleksiranja iznosi 119,60 nM. Od ukupno 16 analiziranih uzoraka mikrosloja
mora, u cCetiri uzorka su bile prisutne dvije klase liganada, od kojih su tri uzorka mikrosloja
mora s postaje Jadrija (06. 03., 17. 04., 27. 06.) te jedan uzorak s postaje Martinska (02. 04.).
Koncentracije liganada klase L1 u rasponu su od 40,50 — 76,1 nM, dok su koncentracije klase
L2 u rasponu od 28,4 - 392 nM.

U uzorcima potpovrSinske vode bila je prisutna samo jedna klasa liganada (L2). U Tablici 4
prikazane su vrijednosti koncentracija za L klasu liganda prisutnu u uzorcima potpovrSinske
vode (ULW) kao i odgovarajuce prividne konstante stabilnosti kompleksa te vrijednosti
koncentracije slobodnog Cu?*. Za uzorak potpovriinske vode (12_JULW) koji smo prethodno
analizirali ukupna koncentracija prisutnih liganada koja ujedno predstavlja i kapacitet
kompleksiranja iznosi 43,1 nM. Navedeni podatak oznacava koncentraciju organskih liganada
koja je sposobna vezati bakar u inertne komplekse, odnosno koncentraciju nakon koje ¢ée se

pojaviti labilan/slobodan bakar.
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Tablica 3. Koncentracije za L1 i L2 klasu liganada, ukupna koncentracija liganada (Ltwt = L1 + L2), prividne konstante stabilnosti kompleksa i

koncentracija slobodnog bakra u uzorcima mikrosloja mora.

Datum

07.02.
20. 02.
06. 03.
21.03.
02. 04.
17.04.
30. 04.
16. 05
29. 05
13. 06.
27. 06.
09. 07.
07.02.
02. 04.
29. 05.
09. 07.

Uzorak

1_JSML
5_JSML
7_JSML
9 JSML
11_JSML
15_JSML
17_JSML
19_JSML
21_JSML
25 _JSML
27_JSML
29 _JSML
3_MSML
13_MSML
23 MSML
31_MSML

[Li]/ nM

40,50

52,80

45,00

76,10

+

14,60

9,90

14,50

22,50

[L2]/ nM

119,0
28,4
42,9
64,1

392,0
66,8
46,8
36,2
41,0
44,2
49,4
40,5
78,2

200,0
91,0
48,4

+

4,15
0,72
12,80
2,84
8,34
8,20
1,21
1,64
1,08
1,82
11,00
1,49
2,29
18,30
1,69
1,07

[Ltot]/ nM

119,00
28,40
83,40
64,10
392,00
119,60
46,80
36,20
41,00
44,20
94,40
40,50
78,20
276,10
91,00
48,40
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4,15
0,72
27,40
2,84
8,34
18,10
1,21
1,64
1,08
1,82
25,50
1,49
2,29
40,80
1,69
1,07

logK1

11,11

10,34

10,41

10,65

+

2,76

0,35

0,39

1,62

logK2

9,62
9,69
8,89
9,30
9,11
8,64
9,48
9,54
9,58
9,72
8,84
10,02
9,53
8,32
9,60
9,75

+

0,12
0,03
0,32
0,07
0,07
0,15
0,05
0,07
0,04
0,07
0,35
0,09
0,08
0,18
0,05
0,05

[Cusiob] / pM

46,14
16,70
9,25
36,90
22,60
14,20
25,20
24,10
14,20
21,20
13,20
21,40
16,70
2,34
19,00
36,90



Tablica 4. Koncentracije za L» klasu liganda, prividne konstante stabilnosti kompleksa i

koncentracija slobodnog bakra u uzorcima potpovrsinske vode.

Datum Uzorak [L2]/ nM + logK2 + [Cusiob] / pM
07.02. 2_JULW 19,9 1,04 9,61 0,16 31,80
20. 02. 6_JULW 33,2 0,70 9,86 0,06 11,80
06. 03. 8_JULW 26,4 0,74 10,18 0,18 7,61
21. 03. 10_JULW 33,7 1,02 9,93 0,06 17,60
02. 04. 12_JULW 43,1 2,53 9,76 0,07 16,60
17. 04. 16_JULW 62,1 2,68 9,51 0,10 18,97
30. 04. 18_JULW 25,8 1,06 10,02 0,17 9,89
16. 05 20 JULW 26,9 1,02 9,79 0,08 12,30
29. 05 22_JULW 31,2 0,82 9,60 0,04 20,20
13. 06. 26_JULW 36,4 1,18 9,61 0,05 26,40
27. 06. 28 JULW 37,5 2,12 9,78 0,08 15,70
09. 07. 30_JULW 353 1,85 10,03 0,11 19,80
02. 04. 14 MULW 60,4 1,75 9,66 0,05 20,70
29. 05. 24 MULW 69,6 2,88 9,51 0,10 9,28
09. 07. 32_MULW 47,5 1,19 9,80 0,04 18,90
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Slika 26. Kapaciteti kompleksiranja za uzorke mikrosloja i potpovrsinske vode za
postaje A) Jadrija i B) Martinska s oznac¢enim razdobljima specifi¢ne atmosferske

depozicije: zuto-pozar, narancasto-pelud, zeleno-Saharska prasina.
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Na Slici 26 su prikazane razlike u iznosu kapaciteta kompleksiranja za uzorke mikrosloja
mora i potpovrsinske vode s postaja Jadrija (A) i Martinska (B). Zutom bojom oznagena
su razdoblja emisije otvorenog pozara, narancastom datumi kad su prilikom uzorkovanja
zabiljezene velike koli¢ine peludi, a zelenom je bojom oznacen period donosa Saharske
prasine. Za postaju Jadrija najvece razlike u kapacitetima zabiljezene su kod uzoraka
11 JSML i 12_JULW uzorkovanih 02. 04. Uzorak 11_JSML ujedno ima najveci iznos
kapaciteta kompleksiranja (392 nM). Slijede uzorci 15 JSML (17.04.), 1 JSML (07.02.)
te 27 JSML (27. 06.). Kod wuzoraka potpovrSinske vode, najve¢i Kkapaciteti
kompleksiranja zabiljezeni su za uzorke 16 JULW (17. 04.) i 12_JULW (02. 04.). Kod
uzoraka mikrosloja mora s postaje Martinska najveéi kapacitet kompleksiranja (276,10
nM) ima uzorak 13_MSML uzorkovan 02. 04., a od analiziranih uzoraka potpovrsinske
vode najvecu vrijednost (69,6 nM) ima uzorak 24_MULW (29. 05). Za uzorke mikrosloja
mora detektirane su klase liganada [L1] od 40,50 — 76,1 nM i [L2] od 28,4 — 392 nM, dok

je za uzorke potpovrsinske vode odredena samo klasa L liganada, [L2] od 19,9 — 69,6
nM.

Slika 27 prikazuje prividne konstante stabilnosti kompleksa za uzorke s postaja Jadrija i
Martinska.

19,5
| ® J_SML-log K1
18,0 - J_SML - log K2
| J_ULW - log K2
1654 ™ M_SML-log K1
| M_SML - log K2
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X
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o
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Datumi

Slika 27. Prividne konstante stabilnosti kompleksa za uzorke s postaje Jadrija i

Martinska.
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Za uzorke mikrosloja mora vrijednosti logKj iznose od 10,34 — 11,1, a vrijednosti logK>
iznose od 8,32 — 10,02. Vrijednosti logK> za uzorke potpovrsinske vode u rasponu su od
9,51 do 10,18. Prosje¢na vrijednost uvjetnih konstanti stabilnosti za uzorke mikrosloja
iznosi 10,63 za logKcur1 i 9,35 za logKcuL2, a za uzorke potpovrsinske vode, logKcu2 je
9,78.

4.3. Koli¢ina liganada po masi otopljenog organskog ugljika

U uzorcima mikrosloja mora i potpovrsinske vode povecanjem ukupne koncentracije
otopljenog organskog ugljika raste i koncentracija organskih liganada koji vezu bakar
(Slika 28). Najvece vrijednosti otopljenog organskog ugljika i organskih liganada
odredene su u SML uzorcima mikrosloja mora uzorkovanog 02. 04. 2019. na postaji
Jadrija (DOC = 6,76 mg L™, Lt = 392 nM) i Martinska (DOC = 7,25 mgL™?, [Liot] =
276,1 nM). NajviSe koncentracije DOC u potpovrsinskoj vodi izmjerene su u uzorku
20 _JULW (DOC = 0,972 mgL™), dok su najvise koncentracije liganada bile u uzorku
24_MULW ( [Ltot]= 69,6 nM).

Korelacija Lt i DOC je za SML i ULW uzorke statisti¢ki znac¢ajna (p<0,05), pozitivna i

ukazuje na odli¢nu povezanost ta dva parametra (r = 0,90).
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Slika 28. Promjena koncentracije organskih liganada u odnosu na ukupnu
koncentraciju otopljenog organskog ugljika (DOC) u povrsinskom mikrosloju mora
(SML) i potpovrsinskoj vodi (ULW).

Normalizacijom koncentracije Lt prema vrijednostima DOC izracunata je koli¢ina
organskih liganada po masi organskog ugljika u otopljenoj frakciji pojedinog uzorka,
[Ltot]/DOC (nmol/mg) (Tablica 5). Vrijednosti koncentracija za otopljeni organski ugljik
(DOC) navedene su u Tablicama 1 2.
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Tablica 5. Normalizacija koncentracije Lt prema vrijednostima DOC-a.

Datum i postaja

07.
20.
06.
21.
02.
17.
30.
16.
29.
13.
217.
09.
07.
02.
29.
09.

C — ugljik, / - nije mjereno

02.
02.
03.
03.
04.
04.
04.
05.
05.
06.
06.
07.
02.
04.
05.
07.

[ N S N Sl P P P S P P e

<L Z Z

M

SML

[Ltt]/DOC
nmol/mg C
120,81
35,81
54,83
73,09
57,97
103,10
45,61
36,13
97,62
65,97
102,61
197,56
96,90
38,08
204,49
140,29
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ULW
[Ltot]/DOC

nmol/mg C
24,24
41,04
33,42
39,79
44,39
64,35
26,63
27,67
34,67
38,72
4491
39,44

/
72,16
75,57
50,26



Koli¢ina liganada po masi otopljenog organskog ugljika za uzorke mikrosloja mora je u
rasponu od 35,81 — 204,49 nmol/mg C, a u prosjeku iznosi 91,91 nmol/mg C, dok
vrijednosti za potpovrSinsku vodu variraju izmedu 24,24 — 75,57 nmol/mg C, a u prosjeku
iznose 43,82 nmol/mg C. Najveta koli¢ina liganada po masi organskog ugljika
zabiljezena je 29. 05. 2019. na postaji Martinska u uzorku mikrosloja mora (204,49
nmol/mg C) i u uzorku potpovrsinske vode (75,57 nmol/mg C). Najmanja koli¢ina
liganada po masi organskog ugljika dobivena je za postaju Jadrija u uzorku mikrosloja
mora uzorkovanog 20. 02. 2019. (35,81 nmol/mg C) te u uzorku potpovrsinske vode
uzorkovane 07. 02. 2019. (24,24 nmol/mg C).

2257 B smL
200 | I J_ULW I
] M_SML

175 - M_ULW

150 H
125 H
100

75

([L,x/DOC) / nmol/mg C

50

25

PP N RN N P PR - SR N P
SO S S

Datum

Slika 29. Promjena koli¢ine organskih liganada po masi organskog ugljika u

uzorcima srednjeg Jadrana tijekom perioda veljaca-srpanj 2019. godine.
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4.4. Modeli specificnog atmosferskog talozenja

U morskoj vodi topljiva frakcija aerosola umjetnog pozara i otopina proteina BSA bile su
model specifi¢nog atmosferskog talozenja radi potvrde utjecaja istih na parametre CuCC

u analiziranim uzorcima srednjeg Jadrana.

4.3.1. Aerosol pozara

U krugu ~ 30 km od mjesta uzorkovanja na postajama Jadrija i Martinska u periodu
veljaca — srpanj 2019. zabiljezeni su otvoreni pozari, odnosno gorenje poljoprivrednog
otpada i borove Sume (16. 02. — 21. 02. 2019. godine, 31. 03. — 03. 04. 2019. godine) te
niskog bilja i maslina (06. 05. — 14. 06. 2019. godine). Zbog procjene utjecaja atmosferske
depozicije aerosola pozara na parametre CuCC u uzorcima SML i ULW, odredeni su
parametri CuCC u elektrolitu morske vode u kojem je otopljen filter sa sakupljenim
aerosolom umjetnog pozara. U titracijskoj krivulji nije uoceno zakrivljenje koje bi

upucivalo na kapacitet kompleksiranja bakra (Slika 30).

Ovaj rezultat nam je potvrdio da je utjecaj poZara u vidu atmosferskog unosa organskih
liganada u more na parametre CuCC tijekom perioda uzorkovanja bio minimalan ili

gotovo nikakav.
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Slika 30. Titracijska krivulja ovinosti vr$ne struje o koncentraciji bakra, [T-X-100] = 1
mg/L, vrijeme duSiciranja 300 s, Ea =-0,6 V,ta =120s, Eg=-1,4 V.

4.3.2. BSA kao model za proteine u peludu

BSA je standardni protein Cesto koriSten u analitickim metodama kao model za proteine.
Tijekom travnja 2019. godine zabiljeZene su velike koli¢ine peludi na povr§ini mora obje
postaje Sto je u analizama organske tvari uzrokovalo izrazito visoku koncentraciju
Cesticnog (engl. particulate organic carbon, POC) i otopljenog (engl. dissolved organic
carbon, DOC) organskog ugljika, a time i visoku koncentraciju otopljenih organskih
liganada (Tablica 3 i 4). Posto je pelud razli¢itih biljaka vrlo bogata organskim spojevima
poput proteina (do 60 %)®®G") koji bi mogli doprinijeti kapacitetu kompleksiranja bakra,
odredeni su parametri CuCC za otopinu BSA u elektrolitu morske vode koji su bili

usporedivi s koncentracijama liganada L> te logKcuL2 odredenih za SML uzorke.
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Na Slici 31 prikazana je titracijska krivulja ovisnosti vr$ne struje bakra o potencijalu za
pripremljenu modelnu otopinu BSA, [BSA] = 1 mg/L.

18
|—®—BSA

16
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[Cu?"]/ nM

Slika 31. Titracijska krivulja ovisnosti vr$ne struje o potencijalu za modelnu otopinu

BSA, [BSA] = 1 mg/L, [T-X-100] = 1 mg/L, Ea=-0,6 V, ta = 120's, Eq = -1,4 V.

Tablica 6. Koncentracija BSA, koncentracija L klase liganada i pripadaju¢a konstanta
stabilnosti.
[BSA]/mg/L  [L2]/nM + logK +
1 152 3,07 9,29 0,56

Iz dobivenih rezultata zaklju¢ujemo da i otopljeni proteini porijeklom iz peluda unesenom
atmosferskim taloZzenjem u povrSinski mikrosloj mora najvjerojatnije doprinose

kapacitetu kompleksiranja bakra u uzorcima SML iz travnja 2019. godine.
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4.5. Faktori obogacenja za organske ligande i DOC

Obogacivanje tvari u povrSinskom mikrosloju mora u odnosu na potpovrSinski sloj
oznacava utjecaj atmosferskog taloZzenja odnosno specifi¢nih atmosferskih dogadaja kao
Sto su donosi aerosola pozara i saharske praSine te utjecaj intenzivnih oborina 1 vjetra.
Ako razmatramo utjecaj atmosferske depozicije na bioloske parametre unutar povrsSinskih
slojeva mora, vazno je navesti kako je SML pod utjecajem donosa hranjivih tvari iz
atmosfere, dok je ULW opskrbljen hranjivim tvarima ¢ije su koncentracije sli¢ne onima
koje se nalaze unutar vodenog stupca. Za SML pretpostavljamo da je kao gornji milimetar
povrSine mora bogatiji organskim materijalom od potpovrSinske vode. IzraCunom faktora
obogacenja (engl. enrichment factor, EF) dobivamo omjer odredene kemijske
komponente (x) u mikrosloju mora i potpovrsinskoj vodi, te ukoliko je EF > 1 potvrdit

¢emo prethodno navedenu pretpostavku.

Za svaki je par uzoraka SML-ULW odreden faktor obogacenja u povr$inskom mikrosloju

mora za:

1) Lot

EF = Ltor(SML) (14)

Leot(ULW)

gdje Lt (SML) oznacava koncentraciju ukupnih bakrovih liganada u mikrosloju, a Lot

(ULW) koncentraciju liganada u potpovrsinskoj vodi, i

2) DOC

DOC (SML)

EF = DpOC (ULW)

(15)

gdje DOC oznacava koli¢inu otopljenog organskog ugljika u mikrosloju (SML), odnosno
u potpovrsinskoj vodi (ULW). Za uzorke kod kojih je zabiljeZzena veca koli¢ina peludi

(travanj 2019. godine) zabiljezene su i puno vise vrijednosti za DOC.
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Na Slici 32 su prikazane dobivene vrijednosti faktora obogacenja za Liot i DOC za uzorke
s postaje Jadrija i Martinska.

Faktor obogacenja Cu liganada, EF ot u povrSinskom mikrosloju mora varira izmedu 0,9
1 9,1 s projecnom vrijednosti od 2,58. Vrijednosti EFpoc variraju izmedu 0,2 i 8,7 sa

prosjecnom vrijednosti od 1,83.

Osim u uzorku 20. 02. na postaji Jadrija, SML je tijekom veljace - srpanj 2019. godine na
postajama Jadrija i Martinska bio obogacen Cu organskim ligandima (EF > 1). U 15 od
16 analiziranih uzoraka faktor obogacenja liganada ima vrijednost > 1 §to ukazuje na ve¢u
koli¢inu prisutnog organskog materijala u povrSinskom mikrosloju mora u odnosu na
potpovrsinsku vodu. Kako povrSinski mikrosloj mora predstavlja gornji milimetar
povrsine mora, odnosno granicu faza atmosfera — more, zaklju¢ujemo da organski
materijal prisutan u SML ne potjeCe iz vodenog stupca, ve¢ iz atmosferskog donosa.
Znacajno obogacéenje organskim materijalom (EF > 2) zabiljezeno je kod ukupno $est od
16 analiziranih uzoraka. Posebno se isti¢u uzorci 02. 04. s EF 9,1 za Jadriju i EF 4,6 za
Martinsku u kojima su dobivene i najviSe vrijednosti [Ltwt] kao i iznadprosjecne
vrijednosti DOC-a za oligotrofno more. Razlog navedenih visokih koncentracija je
atmosferski donos i otapanje velike koli¢ine peludi zabiljeZzene u SML tijekom travnja
2019. godine. U kemijskom sastavu peludi prevladavaju organski spojevi poput proteina
&iji udio je izmedu 2,5 - 61 % 7, a dobro je poznato da peptidi i aminokiseline stvaraju
komplekse s bakrom u morskoj vodi©®.
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Slika 32. Faktor obogacenja (EF) za A) Liwt i B) DOC za postaje Jadrije i Martinska u

razdoblju veljaca — srpanj 2019. godine. Crnom crtom oznacen je EF = 1.



Sto se ti¢e faktora obogadenja za DOC (EFpoc), u 10 od 15 analiziranih uzoraka faktor
obogacenja je ve¢i od 1 Sto dokazuje vecu koli¢inu otopljenog organskog ugljika u
mikrosloju mora u odnosu na potpovrsinsku vodu. Kod uzoraka kod kojih je EF <1 (Slika
32) ne postoji obogacivanje DOC-om u SML-u ve¢ je veca koncentracija organskog
ugljika u ULW posljedica biokemijskih procesa u samom vodenom stupcu koji nije

direktno izloZen atmosferskom donosu.

4.6. Povezanost koncentracije organskih liganada i ukupne koncentracije bakra

Slika 33 prikazuje ovisnost ukupne koncentracije liganada o koncentraciji ukupnog

otopljenog bakra za uzorke mikrosloja mora i potpovrsinske vode.

400 °®
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Slika 33. Ovisnost ukupne koncentracije liganada o koncentraciji ukupnog bakra u

otopljenoj frakciji uzoraka mikrosloja mora i potpovrsinske vode.

Iz prikaza je vidljivo da povecanjem koncentracije ukupnog bakra raste i koncentracija
organskih liganada koji imaju klju¢nu ulogu u regulaciji optimalne biodostupne
koncentracije bakra. Izmedu navedena dva parametra dobivena je statisticki znacajna

(p<0,05) slaba pozitivna korelacija (r = 0,427).
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Takva ovisnost koncentracije bakra i organskih liganada od posebne je vaznosti u
oligotrofnim podru¢jima mora upravo zbog njihove povecane osjetljivosti na nagle
promjene koncentracija bakra. Organski spojevi bioloS8kog porijekla (izluceni iz stanica
fitoplanktona)®® kao i atmosferskog porijekla® kompleksiraju bakar u povrsinskim

slojevima mora.

Slika 34 prikazuje ovisnost koncentracije slobodnog bakra o koncentraciji ukupnog bakra

za otopljenu frakciju uzoraka mikrosloja i potpovrsinske vode.

Zabiljezen je pozitivan trend koji oznacava porast koncentracije slobodnog bakra s

povecanjem koncentracije ukupnog bakra.
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Slika 34. Ovisnost koncentracije slobodnog bakra o koncentraciji ukupnog bakra za

otopljenu frakciju uzoraka mikrosloja i potpovrSinske vode.
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4.7. Procjena koncentracije slobodnog bakra

Jedan od glavnih ciljeva odredivanja specijacije metala u prirodnim vodama je upravo
procjena njihove biodostupnosti. Pokazalo se da koncentracije slobodnog bakra iznad 1-
10 pM u prirodnom morskom okoliu $tetno djeluju na neke vrste fitoplanktona®9@0“1),
dok je razina ispod 0,01 pM utvrdena kao biolimitiraju¢a za viSe razli¢itih

mikroorganizamal?81(31(32],
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Slika 35. Koncentracija slobodnog bakra u uzorcima mikrosloja mora i potpovrsinske

vode za postaje Jadrija i Martinska.

Slika 35 prikazuje procijenjenu koncentraciju slobodnog bakra u uzorcima mikrosloja

mora i potpovrSinske vode za postaje Jadrija 1 Martinska.

Navedene koncentracije dobivene su u programu ProMCC uz logo = 20, gdje je
koeficijent sporednih anorganskih reakcija a (,,side reaction coefficient™) jednak omjeru

zbroja koncentracija svih anorganskih vrsta bakra i koncentracije slobodnog bakra @®4),

Najveca koncentracija slobodnog, odnosno potencijalno biodostupnog bakra zabiljezena

je za uzorak mikrosloja mora s postaje Jadrija (07. 02.) te iznosi 46,14 pM.
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Kod potpovrsinske vode, najveéa koncentracija zabiljezena je za uzorak 2 JULW (07.
02.) te iznosi 31,80 pM. Najmanja koncentracija slobodnog bakra zabiljezena je za uzorak
13_MSML (02. 04.) te iznosi 2,34 pM. Navedene vrijednosti su vrlo blizu procijenjene
granice toksi¢ne koncentracije Cu od oko 10 pM. Udio slobodnog bakra u ukupnoj
koncentraciji bakra za uzorke mikrosloja mora varira od 0,03 do 0,74 %, dok je za uzorke
potpovrsinske vode u rasponu od 0,26 — 1,09 % $to je u skladu s otprije poznatom

¢injenicom da se <1 % ukupnog bakra u moru nalazi u slobodnom hidratiziranom obliku.

Na Slici 36 prikazan je omjer slobodnog i ukupnog bakra u otopljenoj frakciji analiziranih
uzoraka za postaje Jadrija i Martinska u povrSinskom mikrosloju i potpovrSinskoj vodi.
Udio slobodnog bakra u ukupnoj koncentraciji bakra za uzorke potpovrsinske vode
najveci je zauzorak 2 JULW (07. 02., 1,09 %), dok najniza vrijednost dobivena za datum
uzorkovanja 06. 03. (8 _JULW, 0,26 %). Za uzorke mikrosloja mora najveci je udio
prisutan u uzorku 19 JSML (16. 05., 0,74 %), dok je najnizi udio zabiljezen kod uzorka
13_MSML (02. 04., 0,03 %).

YO I o_swmL
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~ | J_uLw
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. . . . . b‘. <’J <’)' b. ('c>. /\.
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Slika 36. Omjer slobodnog i ukupnog bakra u otopljenoj frakciji analiziranih uzoraka za

postaje Jadrija i Martinska u povrSinskom mikrosloju mora i potpovrsinskoj vodi.
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4.8. Usporedba parametara CuCC u povrsinskom sloju mora razli¢itih dijelova
Europe

Parametri CuCC dobiveni za povrsinski mikrosloj mora obalnog srednjeg Jadrana u ovom
radu usporedeni su s literaturno poznatim parametrima CuCC odredenim u povrSinskom
mikrosloju mora nekoliko podru¢ja u Europi: Norveskih fjordova te podrucje SZ

Sredozemlja®®) j Isto¢nog Sredozemlja®.

U svim navedenim radovima su parametri CuCC bili odredeni u nefiltriranim uzorcima,
vjerojatno zato jer je udio otopljenog organskog ugljika u ukupnom organskom ugljiku
bio vrlo visok, dok je udio ¢esti¢nog organskog ugljika bio zanemariv. U ovom radu su
parametri CuCC odredeni u filtriranim uzorcima odnosno u otopljenoj frakciji (<0,45 um)
u kojoj se i nalaze sve kemijske vrste bakra. Najnize vrijednosti Lot zabiljeZzene su u
oligotrofnom obalnom podruéju srednjeg Jadrana, dok su najvise vrijednosti zabiljezene
u subarti¢kom podrucju Norveskih fjordova (Tablica 9). U svim navedenim podru¢jima
zabiljezen je EF >1 za Lot $to dovodi do zakljucka kako je SML bogatiji organskom tvari
od ULW-a.

Dobivene su identi¢ne vrijednosti logK za sva Cetiri navedena podrucja Sto upucuje na
prisustvo sli¢nih organskih liganada koji kompleksiraju bakar, odnosno prisustvo
liganada sa funkcionalnim grupama sli¢nog afiniteta za vezanje iona bakra u analiziranim
podru¢jima te slicnom L2 klasom slabijih organskih liganada koji u najvecem dijelu

doprinose regulaciji optimalne koncentracije bakra u moru®?.

U podru¢jima Sredozemlja i Jadrana dobivena je sli¢na Koli¢ina organskih liganada po
jedinici mase otopljenog ugljika, dok je ona u Norveskim fjordovima bila i do 3 puta
visa (Tablica 7).
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Tablica 7. Usporedba dobivenih rezultata s rezulatima dobivenim u SML drugih

podrucja Europe.

Podrucje

Norveski fjordovi®”
Obalno podrucje SZ
Sredozemlja®®)
Obalno podrucje Istocnog
Sredozemlja®
Obalno podrucje srednjeg
Jadrana (rezultati dobiveni u
ovom radu)

/ - nisu poznate vrijednosti

Ltot / NM

230 - 1790

280 - 940

52 - 680

28,4 - 392
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EF

2,5

1,2

1,2

2,6

logK

6,8—-7,8

6,6-7,9

8,32 —
111

([Ltt)/DOC) /
pmol/mg C

0,11-0,65
0,1-0,23

0,03-0,17

0,03- 0,2
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5. ZAKLJUCCI



Na temelju eksperimentalno dobivenih rezultata elektrokemijskog (DPASV) odredivanja

parametara kapaciteta kompleksiranja bakra (CuCC) u otopljenoj frakciji uzoraka

povrsinskog mikrosloja mora (SML) 1 potpovrSinske vode (ULW) obalnog srednjeg

Jadrana zakljuc¢eno je:

Celulozno acetatni (CA) filteri veli¢ine pora 0,45 pm nakon pretpripreme
(ispiranja) prikladni su za filtriranje uzoraka kojima se odreduju parametri CuCC.
Prilikom odredivanja parametara CuCC iznimno je vazno odabrati pogodan
potencijal akumulacije pri kojem <¢e se selektivno reducirati labilno
kompleksirana vrsta. Pogodan potencijal pri kojem se vr$i akumulacija tijekom
titracijskin mjerenja metodom DPASV odabire se na temelju snimljenog
pseudopolarograma, a za nasa je mjerenja odabran E; = -0,6 V.

Kod uzoraka s visokim sadrzajem otopljene organske tvari (DOC) moguce je
smanjiti interferencije u vidu smanjivanja adsorpcije povrsinski aktivne organske
tvari (PAT) na radnu elektrodu dodatkom modelne PAT T-X-100. Adsorbirani
sloj T-X-100 ne utjeée na elektrokemijsku redukciju labilnih vrsta bakra, a
povecava osjetljivost detekcije bakra na nac¢in da povisuje struju oksidacije bakra.
T-X-100 dokazano ima negativan uc¢inak na adsorpciju prisutnih PAT, a pozitivan
uc¢inak na specijaciju bakra u otopini. Odabrana koncentracija T-X-100 u ovom
radu bila je 1 mg/L.

Korak desorpcije takoder u velikoj mjeri smanjuje ucinke interferencija PAT i
omogucuje bolji odziv elektrode te stvaranje dobro definiranog pika oksidacije
bakra.

U ovom je radu odabran potencijal desorpcije Eq =-1,4 V u trajanju od 1 s.
Porast vrine struje bakra poveéava se duzim vremenom akumulacije, a odabrano
vrijeme akumulacije za titracijska DPASV mjerenja iznosilo je 120 s.

Porast struje bakra u titracijskim mjerenjima ovisan je o koncentraciji dodanih
Cu?* jona te o kapacitetu prisutnih organskih liganada za vezanjem dodanog Cu?*
u inertne komplekse.

Prisustvo Li 1 L» liganada odredeno je u uzorcima mikrosloja mora s
koncentracijama [L1] = 40,50 — 76,1 nM i [L2] = 28,4 — 392 nM, dok je za uzorke
potpovrsinske vode odredena samo L klasa liganada, [L2] = 19,9 — 69,6 nM.
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Vrijednosti uvjetnih konstanti stabilnosti za SML uzorke su bile u rasponu
logKcurr = 10,34 - 11,11 i logKcur2 = 8,32 — 10,02, a za ULW uzorke logKcuL2 =
9,51 -10,18.

Otopljeni proteinski materijal prisutan u peludu unesenom atmosferskim
talozenjem U povrsinski mikrosloj mora u travnju 2019. godine znacajno
doprinosi povecanju kapaciteta kompleksiranja bakra u tim uzorcima.

Utjecaj otvorenog pozara i Saharske prasine u vidu atmosferskog donosa
organskih liganada na parametre CuCC u uzorcima SML i ULW tijekom perioda
veljaca-srpanj 2019. godine bio je zanemariv.

Koli¢ina liganada po masi otopljenog organskog ugljika koja je kompleksirala
Cu?* za uzorke SML varira od 35,81 — 204,49 nmol/mg C, a u prosjeku iznosi
91,91 nmol/mg C, dok vrijednosti za ULW variraju od 24,24 — 75,57 nmol/mg C,
a u prosjeku iznose 43,82 nmol/mg C, sto znaci da je veca koli¢ina liganada po
masi otopljenog organskog C nadena za uzorke SML koji su imali visu
koncentraciju DOC-a od uzoraka ULW.

Na temelju dobivenog faktora obogacenja za ukupne organske ligande EF >1
zakljucujemo da je povrSinski mikrosloj mora kao prvi milimetar morske povrsine
u direktnom doticaju s atmosferom bogatiji organskim ligandima u odnosu na
potpovrSinsku vodu te da prisutan organski materijal u SML ne potjece iz vodenog
stupca ve¢ iz atmosferskog donosa.

Raspon koncentracija slobodnog bakra bio je od 2,3 do 46,1 pM, §to nisu puno
viSe vrijednosti od procijenjenih granica toksi¢nih koncentracija koje su oko 10
pM.

Koncentracije otopljenog bakra bila je u statisticki znacajnoj (p < 0,05) slaboj
pozitivnoj korelaciji (r = 0,461) s ukupnom koncentracijom prisutnih organskih
liganada potvrduju¢i regulaciju optimalne biodostupne koncentracije bakra u
prirodnim vodama kompleksiranjem s organskim ligandima.

Na temelju usporedbe dobivenih rezultata za parametre CuCC s ve¢ objavljenim
rezultatima za podrucje Norveskih fjordova, podrucje SZ i Isto¢nog Sredozemlja,
zaklju¢ujemo kako su u navedenim istrazivanim SML uzorcima prisutna
koncentracija organskih liganada i njihov afinitet za kompleksiranje bakra
usporedivi s koncentracijama organskih liganada i prividnim konstantama

stabilnosti kompleksa u srednjem Jadranu.
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