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1. UVOD

Metali se nalaze u svakom odjeljku okoliSa gdje dospijevaju iz prirodnih ili antropogenih izvora.
Metali prve i druge skupine periodnog sustava elemenata (Na, Mg, Ca, K), odnosno njihove soli, ¢ine
glavninu otopljenih konstituenata u morskoj vodi, dok su prijelazni metali prisutni u tragovima
(koncentracijama nizim od 1 pg/mL). Radi se, izmedu ostaloga, i o odredenom broju elemenata koji su
neophodni za Zivot organizama u vodi (Fe, Cu, Zn, Co) ukoliko su prisutni u okolisu do odredene, kriti¢ne
koncentracije. Iznad te razine, metali postaju toksicni. S druge strane, sama prisutnost metala kao sto
su Hg, Cr, Cd i As, opasna je za okoli$ u kojem se nalaze.

U vodi se metali nalaze kao slobodni ioni, u kompleksnim spojevima i adsorbirani na cesticama
razli¢itih veli¢ina. Uz Cinjenicu da manje Cestice lakSe prolaze kroz stanicnu membranu, slobodni ili
labilni oblici su reaktivniji, brze difundiraju i stoga je njihova bioraspoloZivost, tj. toksi¢nost izrazenija.
Iznimke predstavljaju metilZiva (MeHg) i tributilkositreni spojevi (TBT) ¢ija je toksi¢nost ja¢a u odnosu
na slobodnu Zivu, odnosno kositar. Do toga dolazi radi specifiénog slu¢aja molekularne mimikrije koja
omogucava neometan prijenos unutar Zivih organizama putevima namijenjenim bioloski esencijalnim
organskim spojevima.! Kod polumetala toksi¢nost ovisi o valenciji, pa su tako trovalentni arsen i
antimon Stetniji od peterovalentnih. Takoder, Sesterovalentni krom je Stetniji od trovalentnog, dok se
toksi¢nost Cd, Pb, Cu i Al smanjuje kompleksiranjem s prirodnim, organskim ligandima. Pojam
toksi¢nosti (ekotoksi¢nosti) se ovdje odnosi na svaku pojavu stetnih ucinaka tvari iz okolisa u bilo kojem
Zivom organizmu u kojeg je tvar unesena.?

Uz pojam toksi¢nosti, vazno je i definiranje bioraspoloZivosti, odnosno udjela tvari prisutne u
okoliSu koji moZe dospjeti u Zivi organizam u ukupnoj kolicini te tvari u okoliSu u kojem se organizam
nalazi. Za utvrdivanje bioraspoloZivosti je stoga, kao i kod toksi¢nosti, veoma vaZna specijacija,
odnosno frakcionacija metala.?

Obzirom na konstantne kemijske i bioloSke promjene koje se zbivaju u prirodnim medijima,
javlja se problem konzerviranja i €uvanja uzorka. Cak i najrigoroznije tehnike konzerviranja tek
usporavaju procese koji mogu dovesti do promjene sastava uzorka od trenutka uzorkovanja do analize.
Dodatan problem predstavljaju metode uzorkovanja i ekstrakcije koje najcescée daju informaciju samo
o ukupnim koli¢inama metala u tragovima u uzorku, no ne i udjelu slobodnih i labilnih oblika.* Jedno
od rjesenja ovih problema jest uzorkovanje in situ pasivnim uzorkivac¢ima — difuznim gradijentima u
tankom filmu (DGT, engl. diffusive gradients in thin film). Oni omogucavaju uvid u specijaciju i
bioraspoloZivost metala i drugih tvari kao $to su anorganski nutrijenti i organski spojevi. Uz to, ovakvo
uzorkovanje pruza informacije o promjeni koncentracije s vremenom, stabilizira i prekoncentrira
ciliane analite, ima nizak utjecaj na okolis, ekonomski je prihvatljivo, a pritom nije vremenski
zahtjevno.®>* Glavni dio prakti¢éne primjene metode DGT leZi u razvoju modela koji predvidaju
specijaciju i koji mogu imati znacajnu ulogu u predvidanju toksi¢nosti i bioraspoloZivosti tvari u vodi,
sedimentu i tlu.

U ovom seminarskom radu predstavljeni su osnovni pojmovi specijacije i frakcionacije
kemijskih vrsta i navedene su neke od analitickih metoda koje se u tu svrhu mogu koristiti. Predstavljen
je princip rada te prednosti i nedostaci upotrebe metode DGT pri specijaciji i frakcionaciji metala kao i
grada te parametri uzorkivaca DGT. Na nekoliko primjera prikazan je napredak u redoks specijaciji
metala i modeliranju te moguénosti prakti¢ne primjene metode DGT.
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2. SPECIJACHA, SPECIJACIISKA ANALIZA | FRAKCIONACHA

Kao $to je ve¢ receno, u vodenom okoliSu metali postoje u razlicitim kemijskim oblicima.
Nalazimo ih u obliku slobodnih iona, u kompleksnim spojevima ili apsorbirane na koloidnim ¢esticama.
Pri proucavanju toksi¢nosti i bioraspoloZivosti, u fokusu su manje Cestice, dakle slobodni ioni i manje
molekule. Jednako su vazni i kompleksni spojevi koji mogu biti izvor metalnih iona ili mogu sami postati
dio bioraspolozive frakcije izmjenom liganada. Hoce li se to dogoditi ovisi o labilnosti kompleksa,
odnosno sklonosti kompleksa zamjeni liganada.

Pojam specijacije se najcesce u znanstvenim radovima poistovjecuje s frakcionacijom. Oba se
pojma pri istrazivanju bioraspoloZivosti koriste za kvalitativno i kvantitativho odredivanje kemijskih
vrsta koje mogu proci kroz staniénu membranu. Medutim, Medunarodna unija za Cistu i primijenjenu
kemiju (IUPAC) predlaZe razlikovanje &etiri izraza vezana uz kemijske vrste (specije)®:

1. Kemijska specija (engl. chemical species) — odreden oblik elementa, definiran izotopnim
sastavom, elektronskim i oksidacijskim stanjem i/ili kompleksno$¢u molekulske strukture,

2. Specijacija (engl. speciation) — distribucija odredenog elementa izmedu odredenih kemijskih
vrsta u odredenom sustavu (npr. za Hg: Hg?*, CHsHg*, CoHsHg" i CeHsHg?),

3. Specijacijska analiza (engl. speciation analysis) — analiticki postupak ¢iji je cilj identifikacija i/ili
kvantitativno mjerenje jedne ili vise kemijskih vrsta u uzorku,

4. Frakcionacija (engl. fractionation) — klasifikacija odredenog analita ili grupe analita u uzorku
prema fizikalnim i kemijskim svojstvima.

Medu metodama koje mogu dati informaciju o specijaciji i frakcionaciji metala u morskom
okoliSu su ponajprije voltametrijske metode: adsorptivha katodna voltametrija otapanja s
kompetitivnom izmjenom iona (engl. competitive ligand exchange — adsorptive cathodic stripping
voltammetry, CLE-AdCSV) i anodna voltametrija otapanja (engl. anodic stripping voltammetry, ASV) te
kemiluminiscencijska detekcija.>®

U specijaciji znac¢ajnu ulogu imaju i vezani sustavi koji kombiniraju tehnike pripreme, separacije
i detekcije kao Sto su: spektrometrija masa uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-MS), tekucinska
kromatografija (LC), tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC), kapilarna elektroforeza
(CE), razlicite vrste ekstrakcije, plinska kromatografija (GC), laserska ablacija (LA), atomska
fluorescencijska spektrometrija (AFS) i druge. Neki primjeri vezanih sustava su: HPLC-CVG-AFS, CE-ICP-
MS, FI-ICP-MS, GC-ICP-MS, LA-ICP-MS, i LC-ICP-MS. Pri specijaciji se koristi i niz drugih metoda
specificnih za odredeni metal (npr. Hg). Uz navedene analiticke metode, sve se viSe koristi i metoda
difuznog gradijenta u tankom sloju (metode DGT).
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3. METODA DGT

3.1. PRINCIP METODE DGT
Metoda DGT uzorkovanja se Cesto koristi u kemiji okolisa za detekciju elemenata i spojeva u
prirodnom okoliSu. Zasniva se na izlaganju posebnih, pasivnih uzorkivaca okolisu kao $to su voda,
sediment i tlo. Kemijske vrste (specije) difundiraju iz okoline do membrane uzorkiva¢a te kroz
membranu i difuzijski gel s poznatim koeficijentima difuzije analita, do vezuceg gela u kojem se
akumuliraju kroz cijelo vrijeme izlaganja u mediju (Slika 1).*” Uzorkuju se samo odredene kemijske
vrste (diferencijacija in-situ) Cije se koncentracije kasnije utvrduju pogodnim tehnikama.

Binding layer Diffusive layer DBL Environmental mediums
L L A
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<
<
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~

DGT device Solution phase  Solid phase
Slika 1. Difuzijski gradijent u tankom filmu (DGT) — shema uzorkivaca i mehanizam uzorkovanja*

Masa metala koja se akumulira u uzorkivacu jednaka je sumi svih metalnih vrsta koje mogu
difundirati kroz difuzijski sloj poznate debljine i veli¢ine pora, i disocirati na slobodne ione tijekom
vremena difuzije.® Metodom DGT mijeri se fluks koji predstavlja prosje¢nu koncentraciju tijekom
vremena izlaganja uzorkivaca. Uz to, metodom se omogucava istovremena analiza sadrZaja viSe
elemenata, prekoncentriraju se analiti, eliminiraju se problemi s kontaminacijom tijekom
tradicionalnog uzorkovanja, uklanja se efekt matriksa i sniZavaju se granice detekcije.”

3.2. GRADA UZORKIVACA DGT
Uzorkivaci DGT izradeni su od polipropilena i sastoje se iz dva dijela — klipa i poklopca (Slika 2).
Na klip se nanosi vezudi sloj s funkcionalnim skupinama, difuzijski gel i membrana. Difuzijski gel
predstavlja matriks kroz koji ¢e difundirati analiti. Labilne frakcije difundiraju kroz difuzijski sloj nakon
Cega se brzo i ireverzibilno veZu za vezudi sloj na uzorkivacu. Poklopac osigurava da se difuzija iona iz
okoline prema unutarnjim slojevima odvija samo kroz ostavljeni otvor u sredini poklopca, iako neki
autori ostavljaju moguénost difundiranja zakrivljenom putanjom. U potonjem slucaju analiti ulaze u gel

ispod ruba poklopca, pa govorimo o geometrijskoj i efektivnoj povrsini izloZzenog dijela membrane.>*°
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Nakon izlaganja uzorkivaca okolisu, on se rastavlja, membrana se skida, a veZuci sloj se uranja
u odgovarajuéu otopinu (uobi¢ajeno 1M HNOs ili 1M NaOH) u kojoj ¢e se ekstrahirati akumulirani
elementi. Sastav dobivene otopine se ispituje odredenom analitickom metodom, ovisno o analitu, koja
daje informaciju o akumuliranoj masi analita.

< 20mm >‘

< 20mm -

/

Binding gel = * Diffusive gel

Filter membrane

Slika 2. Grada difuznog gradijenta u tankom filmu (a) i dualne izvedbe uzorkiva¢a®

3.3. ODREDIVANJE KONCENTRACIE ANALITA
Difuzijski gradijent se uspostavlja unutar difuzijskog gela i membrane (diffusive layer na Slici 1)
te izvan povrsine membrane (granicni difuzijski sloj, diffusive boundary layer — DBL na Slici 1). Difuzijski
sloj uvjetuje difuziju na molekulskoj razini prema prvom Fickovom zakonu. Koncentracija analita se
moze dobiti prema sljedeéem izrazu*:

_ M(Ag +6)
Cper = T DA (1)

gdje je:

CoGT koncentracija analita
akumulirana masa analita u vezu¢em gelu
debljina difuzijskog sloja (debljina gela+debljina membrane)
debljina grani¢nog difuzijskog sloja
difuzijski koeficijent analita
trajanje uzorkovanja
povrsina izloZzenog dijela membrane uzorkiva¢a DGT

>~ oo
SIS~

(1 vrijedi za stacionarno stanje i vecinu okolind i na¢ina postavljanja uzorkivaca izuzev za slucajeve
kratkog vremena izlaganja (manje od Cetiri sata), sustave s visokom razinom otopljenog organskog
ugljika (DOC) te vodenim medijima s niskom ionskom jakos¢u (<1 mM). Nadalje, debljina granic¢nog
difuzijskog sloja, 6 se moze zanemariti u dobro mijeSanim otopinama i prirodnim vodama. Parametar
postaje znacajan pri niskim brzinama mijeSanja te se moze izraCunati iz modelnog eksperimenta uz
poznatu koncentraciju analita u otopini (bez prisustva organske tvari) iz sliedeceg izraza®:



Kemijski seminar | — Upotreba difuznih gradijenata u tankom filmu za mjerenja in-situ: pregled napretka u kemijskoj frakcionaciji, specijaciji i
bioraspolozivosti metala u vodi

l = ; (i + L + i (2)
M tcpgrde DY  pf DY
gdje je:

M akumulirana masa analita u vezuéem gelu

t trajanje uzorkovanja

Coat koncentracija analita u otopini

Ae efektivna povrsina izloZzenog dijela membrane uzorkiva¢a DGT uzorkivaca (ukoliko se uzima

u obzir mogucénost difundiranja analita i ispod poklopca uzorkivaca)

g debljina difuzijskog gela

D# difuzijski koeficijent analita u difuzijskom gelu

f debljina membrane

Df difuzijski koeficijent analita kroz membranu

1) debljina grani¢nog difuzijskog sloja

D% difuzijski koeficijent analita u mediju kojem je uzorkivac izloZzen

Dobivena koncentracija je usrednjena obzirom na vrijeme izlaganja (engl. time-weighted
average, TWA), Sto moZe dati vrijedne informacije u sustavima gdje su izraZzene fluktuacije
koncentracija odredenih metala. Takoder, radi se o operativno odredenim koncentracijama, odnosno
koncentracijama elementa koji je prisutan u uzorku kao slobodni ion, u anorganskim kemijskim
vrstama i labilnim organskim vrstama. Kemijske vrste koje se mogu uzorkovati uzorkiva¢ima DGT u
literaturi se nazivaju frakcija DGT, specijama DGT ili DGT-labilnim vrstama.

3.3.1. UTJECAJ VREMENA IZLAGANJA

Jednadzba 1 vrijedi za stacionarno stanje (stanje konstantnog fluksa) do kojeg ne dolazi u
trenutku postavljanja uzorkivaca. Stoga vrijeme izlaganja mora biti dovoljno dugo da period postizanja
stacionarnog stanja ne bude znacdajan u odnosu na ukupno vrijeme uzorkovanja. Koliko ée period
postizanja stacionarnog stanja trajati, moze ovisiti o nizu ¢imbenika kao $to su: prisutnost organskih
liganada, stupanj labilnosti kompleksnih spojeva u otopini koja se uzorkuje, postoji li vezanje analita za
membranu ili difuzijski gel te debljina difuzijskog gela.’

Vrijeme potrebno za prolaz kroz difuzijski sloj moZe se izracunati iz Einstein-Smoluchowskijeve

jednadzbe®:
;= 050 (2)
D
gdje je:
t vrijeme difundiranja
1) ukupna debljina difuzijskog sloja
D difuzijski koeficijent tvari

Za standardne parametre uzorkivaca DGT, t iz jednadZbe 3 za metale je reda veli¢ine 10 minuta, dok
se za druge slu¢ajeve moZe modelirati.l°

U prirodnim se vodama preporuca vrijeme izlaganja od minimalno tri dana do nekoliko tjedana.
Ukupno trajanje izlaganja, tj. procjena kraja uzorkovanja moZe biti uvjetovana pojavom obrastaja! ili
kompetitivho$éu iona Ca i Mg u morskom okolidu visokog saliniteta.?
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3.3.2. UTJECAJ IONSKE JAKOSTI

Kod niske ionske jakosti otopine izrazen je Donnanov potencijal izmedu gela s jedne strane
membrane i otopine s druge. Do toga dolazi ako postoji pozitivan ili negativan naboj unutar gela, a
posljedica su razli¢ite koncentracije analita u gelu i u otopini. Donannov potencijal se izrazava sljedec¢im

izrazom®:
— (*T) asinh( 2 (3)
Y= (ﬁ) asmh(ﬁ

gdje je:

Y Donnanov potencijal

R opca plinska konstanta: 8,314 J/(molK)

T temperatura

P gustoca naboja u gelu

z naboj metalnog iona (analita)

F Faradayjeva konstanta: 96485 C/mol

c koncentracija analita u otopini

Donnanov potencijal dobiven jednadZzbom 4 moZe se upotrijebiti za izraCunavanje odnosa
koncentracije analita u gelu (cge) i koncentracije analita u otopini (Cotop) prema sljedeéem izrazu®:

c zFY
29 _ o ~RT (4)

Cotop

Ako je gel pozitivno nabijen, kationi ¢e biti od njega odbijeni, pa ¢e 0dnos cgel/Cotop U Otopinama ionske
jakosti nize od 1 nM za metale biti manji od 1 i obrnuto. Uz uspostavu Donnanovog potencijala,
znacajan utjecaj na odnos Cgel/Cotop takoder mogu imati i specificna vezanja odredenih metala za
pojedine vrste gelova.’

3.3.3. PRISUTNOST ORGANSKIH KOMPLEKSNIH SPOJEVA

U prisutnosti jednostavnih, anorganskih spojeva moze se koristiti jednadzba 1, no, ako su u
otopini prisutni prirodni organski ligandi koji su dovoljno veliki da bi njihovi kompleksi imali nizi
koeficijent difuzije, vrijedi jednadZba 6.° Visoka razina parametra DOC zapravo znadi prisutnost
organskih liganada u znagajnoj mjeri, pa oni koji utje¢u na labilnost metala i uzrokuju steri¢ke smetnje.3

M= (Dycm + Dyrem)tAe (5)
Ag
gdje je:
M akumulirana masa analita u vezuéem gelu
Dwm difuzijski koeficijent metala
cm koncentracija metala
Dw. difuzijski koeficijent metalnog kompleksa
oML koncentracija metalnog kompleksa
t vrijeme (trajanje) uzorkovanja
Ae efektivna povrsina izloZzenog dijela membrane uzorkiva¢a DGT
Ag debljina difuzijskog sloja (debljina gela+debljina membrane)

JednadZba 6 zanemaruje razlike u difuzijskim koeficijentima metala i kompleksa u vodi i gelu te
difuzijski sloj na povrsini membrane. Ako se razliCiti difuzijski koeficijenti uzmu u obzir, jednadzba 6

poprima sljedeéi oblik®:
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) Ag
1 Duyem+Dyrcmr  Dicy + Dy oy (6)
M~ tA,
gdje je:
M akumulirana masa analita u vezuéem gelu
1) debljina grani¢nog difuzijskog sloja
Dm" difuzijski koeficijent metala u vodi (otopini)
cm koncentracija metala
Ag debljina difuzijskog sloja (debljina gela+debljina membrane)
Duw"  difuzijski koeficijent metalnog kompleksa u vodi (otopini)
oML koncentracija metalnog kompleksa
D8 difuzijski koeficijent metala u gelu
Dwi8 difuzijski koeficijent metalnog kompleksa u gelu
t vrijeme (trajanje) uzorkovanja
Ae efektivna povrsina izlozenog dijela membrane uzorkiva¢a DGT

3.4.VEZUCI GELOV!

Vezudi gelovi su najc¢esée hidrogelovi koji sadrze funkcionalne skupine selektivne za pojedine
ione. Prvi i zasad najrasprostranjeniji vezuci gel koji se koristi kod metode DGT jest otopina
polivalentnog kompleksiraju¢eg agensa Chelex-100® (Bio Rad) pomocu kojeg se mogu odrediti Zn, Cd,
Co, Ni, Cu, Al, Pb, Cr, Mn, Fe, As, Hg i U, iako neki autori prosSiruju popis na 24 elementa. Znacajna je
upotreba i gela Metsorb (adsorbens na bazi titanijevog dioksida) za uzorkovanje As, V, Sb, Mo, W, Se,
P, i U, zatim gelova s funkcionalnom 3-merkaptopropilnom skupinom, tiolnom skupinom i ion-
izmjenjivackih smola Duolite GT73 i Ambersep GT74 za specijaciju Hg te N-metil-D-glukamina (NMDG)
za uzorkovanje Cr(VI1).3413

Vise se vrsta gelova koristi za uzorkovanje anionskih analita (metalnih i nemetalnih) i
anorganskih nutrijenata, a sve je viSe i sustava za uzorkovanje organskih tvari. Kod anionskih vrsta radi
se o gelu Metsorb, adsorbensima na bazi Zeljezovog oksihidroksida (ferihidrit) i cirkonijevog oksida.>*3

3.5. DIFUZIJSKI GELOVI
Kemijski sastav (materijal) pojedinog sloja na uzorkivacu ovisi o ciljanom analitu. U slucaju
difuzijskog gela, najcescée se radi o hidrogelu od poliakrilamida ili agaroze. Gel mora imati poznatu,
toéno definiranu debljinu.?

Gelovi se razlikuju i velicinom pora. Opcenito su poznate dvije vrste gelova (dva sustava)
obzirom na veli¢inu pora: otvoreni i restriktivni. Veli¢ina pora u otvorenim sustavima je priblizno
10 nm, $to omogucava ulaz i ve¢im, organometalnim vrstama. Kod restriktivnog sustava, pore su
velic¢ine priblizno 1 nm. Takve pore omogucavaju ulazak anorganskim vrstama i slobodnim metalnim
ionima. Za koloidne vrste opéenito vrijedi da ne mogu proéi kroz nijednu vrstu pora te da
ne disociraju.®

3.6. MEMBRANE
Membrane izmedu difuznog gela i okoline sluze kao primarno kao filteri. Tipicna velic¢ina pora
je 0,45 um, a ima i zaStitnu ulogu utoliko Sto sprjecava kontaminaciju i ostecenje vanjske povrsine
difuzijskog gela. Najceséi materijali membranskih filera su poliviniliden fluorid (PVDF), celulozni nitrat,
celulozni acetat i hidrofilni polietersulfon (PES).*
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Obzirom na probleme koje moZze izazvati obrastanje uzorkivaca, membrane se prije izlaganja
sustava mogu tretirati kako bi se obrastanje inhibiralo. U tu svrhu je uspjesno ispitano djelovanje
antibiotika, srebra i bakra kao i upotreba polikarbonatne membrane.*

3.7.VRSTE UZORKIVACA DGT
U idealnim uvjetima, slobodni ioni metala su adsorbirani na gelu odmah pri dodiru, potpuno
labilni kompleksi disociraju, nakon ¢ega ion metala ostaje na gelu, dok kod kompleksnih spojeva koji
nisu potpuno labilni, taj proces ovisi o konstanti disocijacije i trajanju difuzije. Vrijeme difuzije izmedu
ostaloga ovisi o putu kojeg Cestica treba proci, a na temelju tog parametra razlikujemo dvije vrste
uzorkivaca DGT:

1. klasi¢an (engl. classic DGT) s ukupnom debljinom difuzijskog sloja od 1,125 mm (tipi¢na debljina
difuznog sloja na povrsini membrane je 0,2 mm, tipicna debljina difuzijskog gela od 0,8 mm i
debljina membrane 0,125 mm),

2. brzoveiudi (engl. fast DGT) s ukupnom debljinom difuzijskog sloja od 0,325 mm (tipicna debljina
difuznog sloja na povrsini membrane je 0,2 mm, debljina membrane 0,125 mm) koji ne sadrzi
difuzijski gel.
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4. SPECIJACIJA | FRAKCIONACHA PRIMJENOM METODE DGT |
MODELIRANJE

Metali i njihovi spojevi se u vodi obzirom na mogucnost detekcije metodom DGT mogu
razlikovati prema najmanje tri razine labilnosti®:

1. Labilne vrste koje se mogu mijeriti uzorkivacima DGT sa standardnom konfiguracijom
difuzijskog gela koja podrazumijeva debljinu sloja od 0,8 mm. Navedeni uzorkivaci uzorkuju
samo labilne vrste. U ovu skupinu spadaju slobodni ioni i spojevi koji lako i potpuno disociraju.

2. Relativno labilni, kompleksni spojevi koji se mogu detektirati odredenim modifikacijama
konfiguracije gela. Variranjem debljine u mjerenjima moZe se povecati tocnost mjerenja
buduci da se labilnosti kompleksiranih metala i otopljenih metala (metalnih iona) razlikuju, pa
se obje vrste mogu mjeriti. Ako se mjeri samo koncentracija otopljenih metala, disocijacija
kompleksnih spojeva se moze promovirati upotrebom difuzijskog gela jace moci adsorpcije, a
ovisi dakako, o kinetici izmjene liganada.”

3. Inertne vrste nisu podloZne disocijaciji, pa radi veli¢ine molekule ne difundiraju u difuzijski gel.

Jedna od najvaznijih odlika metode DGT jest moguénost frakcioniranja in situ, tj. specijacije s
kojom se frakcionacija najcesce poistovjecuje u znanstvenim radovima. Frakcionacija se metodom DGT
vrsi putem odredivanja labilnih vrsta na temelju njihove difuzije unutar difuzijskog gela i njihovim
interakcijama s krutom fazom. Na ovaj se nalin sprje¢ava raspad analita tijekom transporta i
¢uvanja.?

4.1.  SPECIJACIA I SPECIJACIISKA ANALIZA
Saznanje o karakteristikama specijacije odredenog elementa u prirodnim vodama mozZe nam
pomaodi pri odabiru konfiguracije uzorkivaca DGT koja je selektivna za odredeni element ili vrstu spoja.
Ipak, za dobivanje potpunije slike kemijskog sastava odredenog uzorka, metoda DGT bi se trebala
kombinirati s metodama modeliranja ili analitickim metodama kao sto je HPLC-ICP-MS, cija bi svrha
bila dodatna separacija kemijskih vrsta.?

U nastavku je prikazano nekoliko razlicitih vrsta specijacije upotrebom metode DGT: specijacija
kombiniranjem metode DGT i softvera za modeliranje specijacije kojom su se odredivale pojedine
specije istog metala (primjer Mn i Pb) ili ukupan sadrzaj frakcije DGT pojedinog metala (primjer Zn, Cd,
Pb, Cu, Ni i Co), zatim redoks specijacija, tj. specijacija kemijskih vrsta razli¢itog oksidacijskog stanja
(primjer Cr, As i Hg), specijacija kombiniranjem metode DGT metode i drugih, vezanih tehnika analize
(primjer Hg) te specijacija radioaktivnih elemenata (primjer U, Eu i Np).

4.1.1 DGT-LABILNE VRSTE METALA | MODELIRANIJE
Za specijaciju veéine metala najéesée se koristi vezudi gel Chelex-100® u uzorkiva¢u DGT. U
literaturi se mogu naci usporedbe tako dobivenih koncentracija s modeliraju¢im softverima koji
predvidaju specijaciju tvari u okolisu (v. §4.3).

Za odredivanje labilne Mn frakcije koristio se Chelex-100® gel i softver (model) CHEAQS.
Rezultati su pokazali da je moguée predvidjeti koncentraciju slobodnog iona Mn?%* te donekle
Mn(SOa4)aq). Negativno nabijene manganove vrste detektirane su upotrebom DE81® membrane, dok je
model CHEAQS pokazao dobro slaganje s uzorkom uzorkovanim kroz P81® membranu za ione Mn%" i
Mn(OH)* u uzorcima s niskim koncentracijama iona Ca?*.®®)

10
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Cindri¢ i sur.™® usporedili su rezultate koncentracija frakcija DGT za Cd, Ni, Zn, Pb, Cui Co s
modelom dobivenim Sustavom vMINTEQ na uzorcima morske vode uzetim na uscu rijeke Rjecine u
Rijeci. Kao vezuci gel upotrebljen je Chelex-100®. Ulazni parametri za modeliranje su bili: udio fulvi¢ne
i huminske kiseline od 90%, odnosno 10% u ukupnoj organskoj tvari u uzorku, modeliranje interakcija
s organskom tvari po modelu NICA-Donnan, tipi¢ni sastav morske vode stvarno izmjerenog saliniteta
te stvarno izmjerena vrijednost parametra DOC. Uoceno je dobro slaganje frakcija DGT za Cd, Ni i Zn.
Kod Pb i Cu model je predvidio niZe vrijednosti, a za Co previsoke. Kao razlog neslaganja navodi se
mogucénost difuzije organskih kompleksa u uzorkivace DGT te upotreba difuzijskih koeficijenata kiselina
umjesto spojeva tih kiselina i pojedinog metala. Uz to, dostupni modeli su razvijeni primarno za slatke
vode te se baziraju na svojstvima organskih spojeva u slatkovodnom okolisu, dok se prilagodbe modela
na morski okolis tek trebaju uciniti.

Ista autorica je sa suradnicima usporedila ukupne koncentracije frakcija DGT s modelnim
podacima u uzorcima iz estuarija rijeke Krke. Za izracun predvidenih, DGT-labilnih koncentracija
pojedinog metala koristena je jednadzba 8'2:

Cdyn = Cinorg + ClngFA + CIBqDHA (8)
eff eff
gdje je:
Cayn predvidena (dinamicka) koncentracija metala
Cinorg  koncentracija anorganskih kompleksa metala
Cen koncentracija kompleksa metala i fulvicne kiseline
Dea difuzijski koeficijent kompleksa metala i fulvicne kiseline
Cha koncentracija kompleksa metala i huminske kiseline
Dua difuzijski koeficijent kompleksa metala i huminske kiseline
Dett efektivni difuzijski koeficijent anorganskog kompleksa metala

Predvidena koncentracija oznacena je dinamickom jer metoda DGT ovisi o kinetici disocijacije metalnih
kompleksa, za parametre Deai Dua korisSteni su difuzijski koeficijenti same fulviéne, odnosno huminske
kiseline u koristenom gelu, dok su D¢ utvrdene eksperimentalno. Za modeliranje specijacije koristen
je softver vMINTEQ, koncentracije aniona i kationa izracunate su prema Dittmarovom zakonu, a DOCi
koncentracije otopljenih metala su izmjerene. Za 90% organske tvari se smatralo da je Cini fulvinska, a
za 10% huminska kiselina. Najbolje slaganje stvarnih i predvidenih koncentracija su pokazali rezultati
za Cd, za Pb i Cu predvidene su niZze koncentracije, a za Ni i Co viSe. U slucaju Zn, doslo je do
kontaminacije i rezultati nisu bili usporedivi.

Kao alternativa vezucoj fazi za uzorkovanje Pb koristio se i Saccharomyces cerevisae
imobiliziran u agaroznom gelu. Takva konfiguracija pokazala se selektivnom za kationske olovljeve
vrste u slatkoj i morskoj vodi s granicom detekcije od 0,75 pg/L za izlaganje od 72 sata. Modelirajuci
softver CHEAQS ukazao je na prisutnost gotovo iskljuéivo kationskih vrsta (Pb?*, Pb(NOs)* i Pb(OH)*) pri
priblizno neutralnoj pH vrijednosti vode.?

4.1.2 REDOKS SPECIJACIJA KROMA METODOM DGT
Trovalentne i ¢etverovalentne kromove vrste se nalazi u kationskim i anionskim oblicima, pa
se za specijaciju Cr koristi kombinacija vezuéih faza koja je selektivna i za anione i za katione. Drugi
pristup podrazumijeva ukljudivanje dodatnih metoda detekcije ili selektivnih agensa za eluciju.?
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Gel Chelex-100® zadrzava kationske vrste kroma, dok se ferihidrit pokazao ucinkovitim za
zadrZavanje anionskih. Neki su su gelovi selektivni za pojedina oksidacijska stanja kroma, bez obzira na
naboj Cestice (npr. NMDG koji zadrZava primarno Cr(VI)). Separacija vrsta prilikom elucije mogucéa je
upotrebom NaOH koji eluira samo Cr(VI1).> 13

4.1.3 REDOKS SPECIJACIJA ARSENA METODOM DGT
Radi Stetnog djelovanja koje As ima na okoli$ i ljudsko zdravlje, uz Hg i Cr, istraZivanje ovog
elementa medu najces¢im je fokusima istraZivanja redoks specijacije. Kod specijacije arsena metodom
DGT, kombiniraju se gelovi koji selektivnho vezu vrste istog oksidacijskog stanja As s onima koji
zadrzavaju ukupan anorganski As. Koncentracije pojedine vrste se zatim dobivaju jednostavnim
oduzimanjem. Gelovi i membrane uzorkivaca se odabiru prema ciljanom oksidacijskom stanju As, dok
se Metsorb Kkoristi za uzorkovanje ukupnog As.?

4.1.4 REDOKS SPECIJACIJA ZIVE METODOM DGT
Za specijaciju Hg, odnosno metilzZive (MeHg) koristi se veZzuci gel s funkcionalnom
3-merkaptopropilnom skupinom. Daljnjim istrazivanjem utvrdeno je da difuzijski sloj, uobicajeno
poliakrilamidni, utjece na specijaciju iona. Isti fenomen pokazuje i agarozni gel, sto znaci da je obje
metode potrebno vezati s dodatnim metodama separacije, npr. plinskom kromatografijom.?

Sli¢an pristup se primijenio za odredivanje &etiri specije Hg: Hg**, CHsHg*, C;HsHg' i CeHsHg'. Za
njihovo odredivanje koristile su se kombinacije metode DGT (ion-izmjenjivacka smola i funkcionalne
tiolne skupine, Duolite GT73® i Ambersep GT74®) i kemijskog odredivanja tekucinskom
kromatografijom (LC), atomskom fluorescencijskom spektrometrijom s hladnim parama (CV-AFS) i
vezanim sustavom ionski kromatograf — induktivho spregnuta plazma — masena spektroskopija
(IC-ICP-MS). 1617

4.1.5 DGT-LABILNE VRSTE URANA | RADIONUKLIDA | MODELIRANJE SPECIJACIE
Specijacija urana se uglavnom bazira na uzorkovanju anionskih oblika koristenjem kationskih
funkcionalnih grupa u difuzijskom gelu. Radi se o ionima urana koji kompleksiraju s ionima (COs)?, a
spoznaja o tome koji vezuci gel zadrZzava odredene kemijske vrste dobivena je uz pomo¢ softvera za
modeliranje. Ispitane su smole DE81° i Chelex-100°, pri ¢emu su dobiveni zadovoljavajuéi rezultati za
alkalne, prirodne, slatke vode. Koncentracije dobivene upotrebom smole Dowex resin® pokazale su
najbolje slaganje s koncentracijom ukupnog urana.?

Dostupna su i istrazivanja drugih radionuklida, pa se Chelex-100° pokazao prikladnim za
uzorkovanje iona Eu®* pri pH vrijednosti oko 7, iona UO»?* u podruéju pH vrijednosti do 10,7 i iona
NpO;* u podrudju pH vrijednosti do 11,7.2

4.2.  FRAKCIONACUA

4.2.1. LABILNI ANORGANSKI I ORGANSKI KOMPLEKSNI SPOJEVI METALA
Veliku vaznost pri analizi metala u tragovima u uzorcima iz okolisa ima podatak o tome jesu li
prisutni spojevi analita i huminske kiseline buduéi da ligandi iz huminske kiseline utje¢u na mobilnost
metala. S druge strane, ukoliko su takvi spojevi podlozni disocijaciji, sama prisutnost spojeva huminske
kiseline ne mora nuzno znaditi da analiti neée difundirati u gel uzorkivaca.?

Anorganske vrste su generalno manje velicine i brze i lakse difundiraju od organskih. Stoga se
paralelnim uzorkovanjem iste otopine upotrebom viSe uzorkivaca s razli¢itim vrstama smola i razlicitih
veli¢ina pora (paralelnom upotrebom otvorenih i restriktivnih sustava) mogu na temelju razlike u

12
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difuzijskim koeficijentima odvojiti frakcije organskih i anorganskih tvari. Koncentracije pojedinih
frakcija mogu se izradunati sljedeéim izrazima3:

OM T'M
ODorg TDorg
Canorg = op ™D (9)
k( O[c)morg _ rlc;norg
org org
°M ™
ODanorg rDanorg
Corg = °p D (10)
k( 5 org 5 org
anorg anorg
gdje je:
Canorg  koncentracija anorganskih vrsta
Corg koncentracija organskih vrsta
°M akumulirana masa u uzorkivacu otvorenih pora
"M akumulirana masa u uzorkivacu restriktivnih pora
°Dorg  difuzijski koeficijent organskih vrsta u uzorkivacu otvorenih pora
"Dorg difuzijski koeficijent organskih vrsta u uzorkivacu restriktivnih pora
°Danorg  difuzijski koeficijent anorganskih vrsta u uzorkivacu otvorenih pora
'Danorg  difuzijski koeficijent anorganskih vrsta u uzorkivacu restriktivnih pora
k konstanta ovisna o parametrima samog uzorkivaca: povrsini i debljini gela te vremenu

izlaganja

S druge strane, neka su istrazivanja pokazala da neki spojevi huminske kiseline (500-1750 Da)
ipak difundiraju u restriktivni sustav DGT, $to dovodi u pitanje upotrebu navedenih izraza pri
frakcionaciji organskih i anorganskih spojeva metala.!> 18

Metoda DGT se moZe koristiti i za proucavanje labilnosti i pokretljivosti kompleksnih spojeva.
Variranjem debljine difuzijskog sloja dokazano da su kompleksi Zn(ll) i Cd(ll) s huminskom kiselinom
labilniji od spojeva te kiseline i Pb(ll) ili Cu(ll), kao i da odredeni difuzijski gelovi selektivno zadrzavaju
metalne ione, no ne i njihove komplekse. Natrijev poliakrilat tako zadrZava ione Cu?* i Cd*, no ne i
njihove komplekse s EDTA te ion Ni?*, ali ne i komplekse koje Ni stvara s huminskom kiselinom.% 2% 21

4.2.2. FRAKCIONACIJA NANOCESTICA
Teoretski, jako sitne nanocestice bi se mogle detektirati upotrebom metode DGT te
diferencirati paralelnom upotrebom uzorkivaca razli¢ite grade. Dobiveni rezultati se mogu usporediti
s analizom filtrata nakon ultrafiltracije. Eventualno viSe vrijednosti koncentracija metala u filtratu u
odnosu na frakciju DGT mogu ukazivati na prisutnost inertnih koloidnih ¢estica u uzorku.?

4.3.  MODELIRANJE SPECIJACIJE

Softveri za modeliranje specijacije mogu na temelju poznatih, ulaznih podataka o okoliSu (npr.
pH, ionska jakost, podaci o ukupnim koncentracijama metala i organske tvari) simulirati specijaciju
pojedinog metala. Usporedba rezultata mjerenja metodom DGT s rezultatima softverskog modeliranja
moze pomoci pri interpretaciji mjerenja te validiranju podataka prikupljenih mjerenjem, ali i onih
dobivenih modeliranjem. Metoda DGT se najcesce i koristi u kombinaciji s modeliranjem ili vezanim
tehnikama analize. Najcesce koristene platforme za modeliranje su: Windermere Humic Aqueous
Model (WHAM) temeljen na ionu huminske kiseline i Visual MINTEQ (vMINTEQ) temeljen na modelu
NICA — Donnan i modelu Stockholm Humic (SHM, varijanta modela WHAM). U primjeni je Cest i
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Chemical Equilibria in Aquatic Systems (CHEAQS) baziran na takoder na modelu WHAM. Softveri
vMINTEQ i CHEAQS su besplatni programi dostupni na internetu.

Meylan i sur.?? usporedili su rezultate voltametrijske analize Cu i Zn s predvidanjima modela
WHAM, vMINTEQ i SHM. Predvidanja koncentracije slobodnog, otopljenog Cu i anorganski vezanog Cu
su bila visa od onih odredenih voltametrijski, Sto se pripisalo jakom vezanju Cu i organske tvari.
Otopljena frakcija se dobiva analizom filtrata uzorka filtriranog kroz pore velicine 0,45 um. Rezultati
koncentracija Zn su u ovom radu pokazali dobro slaganje.

Unsworth i sur.?® usporedili su rezultate koncentracija Cd, Cu, Ni i Pb dobivene metodom DGT
s ravnotezZnim koncentracijama dobivenim modelima WHAM i vYMINTEQ. Koncentracije Cu frakcije DGT
Cinile su 13% ukupne koncentracije Cu nakon filtracije, Sto se poklapalo s predvidanjima modela koja
su iznosila 20% udjela. U sluéaju Pb, frakcija DGT iznosila je svega 3%, Sto ukazuje na dominaciju
inertnih olovljevih vrsta u uzorku. Model WHAM je realno predvidio koncentraciju Cd uzimajudi u obzir
prisutnost koloidnog Fe, dok je model vMINTEQ, predloZio nize koncentracije. Sto se ti¢e Ni, frakcija
DGT je pokazala niZze koncentracije u odnosu na oba modela vjerojatno zbog spore disocijacije Ni u
odnosu na druge metale. Niz drugih istraZivanja pokazao je slicne fenomene za navedene metale.
Takoder, primijeéeni su manji udjeli frakcija DGT u filtriranim uzorcima za Fe, Pb, Cui Al (5%, 12%, 42%,
odnosno 50%) radi tendencije stvaranja organskih kompleksa ili pojave u koloidnom obliku.?

4.4,  OTOPLJENI SADRZAJ METALA | FRAKCIJE DGT
Uobicajen je postupak filtracije uzoraka vode kroz filter veli¢ine pora 0,45 um pri ¢emu se
razdvajaju otopljene i koloidne cestice od neotopljenih vrsta. Otopljene vrste su potencijalno
bioraspoloZive buduci da lakse prolaze kroz stanicne membrane. Stoga se filtrirane frakcije mogu
koristiti za procjenu bioraspoloZivosti kada je formiranje koloidnih Cestica zanemarivo. Usporedbom
koncentracija metala u filtriranim uzorcima s koncentracijama dobivenim pomodu uzorkivaca DGT
(frakcija DGT), moZe se kvantificirati udio koloidnih i inertnih vrsta.3

Iz rezultata u literaturi moZe se zakljuciti da su frakcije DGT u vecini realnih sustava nizih
koncentracija u odnosu na ukupno dostupan metal u filtriranom uzorku na kojima se provode mjerenja
in situ. To, naravno, u prvom redu ovisi o kemijskim vrstama u sustavu, buduci da ¢e metal u kompleksu
s organskim (labilnim) ligandom dospjeti u frakciju DGT uz maniji difuzijski koeficijent. Isto tako, treba
uzeti u obzir da je metoda DGT u prvom redu ovisna o vremenu izloZenosti uzorkivaca te se tako veoma
razlikuje od konvencionalne metode diskretnog uzorkovanja, pa razli¢iti rezultati mogu biti posljedica
vremenskih promjena, tj. unosa ili uklanjanja tvari iz okolisa koji se ispituje. Nadalje, Sto je Cestica
(molekula) veéa, njen koeficijent difuzije je nizi, pa su posljedi¢no koncentracije takvih tvari odredene
metodom DGT niZe. Druge moguce pogreske ukljucuju parametre samog uzorkivaca kao $to su njegova
geometrija, difuzijski grani¢ni sloj ili obrastanje.> 12

Odnos frakcija DGT i sadrzaja otopljenih metala u uzorku je obrnuto proporcionalan sklonosti
metala ka stvaranju organskih kompleksa. Redoslijed metala prema jakosti njihove veze s ligandima,
odnosno kapacitetu za vezanje liganada je: Cu>Co=Ni=Pb>Cd. Na pocetku niza je Cu koji se u velikom
udjelu u okolisu nalazi u organskim kompleksnim spojevima, dok je kod Cd izrazen afinitet prema
stvaranju anorganskih vrsta. Neke studije pokazuju da se taj afinitet kod Cd smanjuje s povecanjem
saliniteta u vodi, odnosno da je vise organskih spojeva Cd u podrucjima viseg saliniteta, dok Co
pokazuje obrnutu tendenciju.?
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4.5.  USPOREDBA S DRUGIM INSTRUMENTNIM METODAMA
Cindri¢ i sur.}? usporedili su rezultate dobivene metodom DGT metodom s rezultatima
dobivenim voltametrijskom, metodom ASV za Cu. Ova je voltametrijska metoda pogodna za usporedbu
s metodom DGT jer se njome mogu odrediti anorganske i slabo vezane organske bakrove vrste.
Otopine iz uzorkivaca DGT analizirane su na ICP-MS uredaju visoke rezolucije (HR ICP-MS).

Koncentracije dobivene voltametrijskom metodom su generalno niZze od onih iz uzorkivaca
DGT. Radi se o prosje¢no 34% nizim vrijednostima. NiZze koncentracije su bile o¢ekivane radi razlike u
efektivnom trajanju mjerenja (~0,1 s za ASV i ~13,5 s za DGT) i razlike u debljini difuzijskog sloja (~10
um za ASV i ~0,9 mm za DGT). Takoder, iako su obje metode osjetljive za Cu, kod voltametrijske
metode je izraZenija uloga organskih kompleksa u akumulaciji nego $to je to kod metode DGT.*?
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5. PRAKTICNA PRIMJENA UZORKIVACA DGT

Direktive Europske unije 2000/60/EZ, 2008/105/EZ i 2013/39/EU definiraju tzv. standarde
kakvoce okolisa (SKO; engl. environmental quality standards, EQS) kao alate za procjenu kemijskog
statusa voda te ukupno 45 kemijskih tvari koje su proglasene prioritetnima u podrucju vodene politike.
Za te se kemijske tvari drzi da Stetno utjecu ili potencijalno mogu Stetno djelovati na vodni okolis.
Zemlje ¢lanice Europske unije su duzne osigurati odredeni nivo kvalitete vodnog okolisa te uspostaviti
programe pracenja i klasifikacije voda obuhvacenih navedenim direktivama. Standard kakvo¢e mora
biti utvrden za vodu, sediment i biotu te za krajnje receptore medu kojima su i ljudi.

Za metale je propisano i odredivanje bioraspoloZivosti koja se moZe odredivati i modelima,
uzimajuéi u obzir parametre kakvoce vode koji mogu utjecati na specijaciju (pH, tvrdoéa, DOC i dr.).
Kljucna je uloga metode DGT u razvoju modela koji ée moci opisati i predvidati stanje morskog okolisa
na odredenom podrucju. Ti se modeli sve ¢escée i koriste za predvidanje bioraspoloZivosti i toksi¢nosti,
od kojih neki pokazuju dobro slaganje s mjerenjima, dok prikladnost drugih tek treba ispitati.

Metoda DGT ima vaznu primjenu pri utvrdivanju sastava komponenti morskog okolisa,
bioraspoloZivosti i toksi¢nosti. Za labilne i male kompleksne spojeve metala postoji velika vjerojatnost
prolaska kroz staniche membrane, pa su stoga organizmi podloZniji njihovom utjecaju, odnosno
njihove su toksi¢nosti i bioraspoloZivosti vece. Buduci da se upravo takve vrste odreduju upotrebom
uzorkivaca DGT, jasan je potencijal ove metode za odredivanje bioraspolozivih frakcija pojedinih
metala. IstraZivanja koja su provedena paralelno na bioti i uzorkiva¢éima DGT, pokazala su dobro
slaganje koncentracija frakcija DGT s koncentracijama tvari u Zivim organizmima pri kojima se
manifestiraju jasni efekti (npr. inhibicija rasta).

Pojednostavljen pristup bioraspoloZivosti s kemijskog aspekta jest da se prvo odijele inertne
od aktivnih (labilnih) specija. Postoje i neutralne kemijske vrste koje mogu proéi kroz stanicnu
membranu pri ¢emu ne disociraju, pa njihova koncentracija u okoliSu u kojem se organizam nalazi
direktno utjece na bioraspoloZivost. Bududi da razlicite specije istog metala mogu imati veoma razlicito
djelovanje na zZive organizme (npr. kod Hg, Pb ili Sn), takoder se mozZe izvesti zaklju¢ak da labilnost nije
jedini uvjet da bi odredena tvar, tj. kemijska specija bila bioraspoloZiva.!!

5.1. MODELI ZA PROCESE OGRANICENE BRZINOM PROLASKA KROZ MEMBRANU

Kod spojeva koji su skloni disocijaciji, dio spoja koji stvarno prode kroz stanicnu membranu jest
najéesée slobodni ion metala (npr. Cu?*). No, postoje mnoge iznimke kod kojih ¢e bioraspoloZivost
ovisiti o sposobnosti konverzije u bioraspoloZive oblike tijekom prolaska kroz membranu, tj. o brzini
ulaska u stanicu. Ako je ta brzina mala u odnosu na brzinu difundiranja tvari do povrSine membrane,
ulaskom cestice u stanicu neée se znacajno mijenjati koncentracija tvari u okoliSu (na povrsini
membrane) i tada govorimo o bioloSkom unosu koji ovisi o brzini prolaska kroz membranu. Fenomen
ovisi o aktivitetu iona, pa se naziva i modelom aktiviteta slobodnih iona — FIAM (engl. free ion activity
model).}!

Dogradnja modela FIAM temelji se ¢injenici da postoji interakcija izmedu iona metala i povrsine
bioloske membrane te da su u zauzimanju vezuéih mjesta na membrani odredeni ioni kompetitivniji
od drugih. Ovaj model, koji je takoder primjenjiv u slucajevima kad je brzina prolaska metala kroz
membranu mala u odnosu na brzinu difuzije do povrSine membrane, naziva se bioticki ligand model —
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BLM (engl. biotic ligand model).** Model BLM je implementiran u Sjedinjenim Ameri¢kim DrZzavama za
odredivanje Cu i u testnoj je fazi u mnogim zemljama ¢lanicama Europske unije.

5.2. PROCESI OGRANICENI BRZINOM DIFUZIJE
U slucaju kad je kriticni dio procesa bioloskog unosa brzina difuzije kojom slobodni ioni dolaze
do vanjske povrsine bioloSke membrane, dolazi do pojave znacajnog koncentracijskog gradijenta u
otopini, a koncentracija slobodnih iona uz povrSinu membrane je veoma blizu nuli. U podrucju
gradijenta, kompleksni spojevi disociraju i doprinose bioloskom unosu tvari. Svi kemijski oblici kojima
je vrijeme potrebno za difuziju kroz gradijent dovoljno za disocijaciju, postaju bioraspolozivi. Mjerenja
DGT se generalno dobro slazu s ovim modelom.!

5.3. PREDVIDANJE TOKSICNOSTI
Predvidanje toksicnosti je uglavnhom vezano uz okolise s visokom koncentracijom tvari. U
takvim okolnostima dobro je slaganje s mjerenjima pokazao model BLM. lako uzorkivaci DGT ne mogu
u potpunosti stvoriti stvarne uvjete bioloSkog unosa, tj. kompeticiju iona u slu¢aju primjene modela
BLM, rezultati dobiveni metodom DGT pokazuju dobru korelaciju s rezultatima dobivenim modelom.
Slaganje je opaZeno kod koncentracija metala pri kojima su vidljive reakcije nekih organizama na
toksi¢an okoli$.!!
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6. ZAKLJUCAK

U ovom seminarskom radu prikazan je pregled podataka iz znanstvene literature o kemijskoj
frakcionaciji, specijaciji i bioraspolozivosti metala u vodi s naglaskom na metodu difuznog gradijenta u
tankom filmu (metoda DGT). Prikazana je i grada uzorkivaca te princip primjene metode.

Od ukupnog udjela metala u vodenom okolisu, samo je dio bioraspoloZiv. Radi se o udjelu u
ukupnoj masi metala koji moZe, ali ne mora nuzno biti i toksi¢an. U istraZivanju bioraspoloZivosti
metala prvi problem predstavlja specijacija, odnosno utvrdivanje koje kemijske vrste (specije) mogu
proci kroz stani¢nu stijenku Zivog organizma. U svrhu specijacije koriste se neke voltametrijske metode
i kemiluminiscencijska detekcija, a sve su prisutniji i vezani instrumentni sustavi analize. Dodatan se
problem javlja pri konzerviranju i transportu uzorka od mjesta uzorkovanja do mjesta analize buduci
da u tom vremenu moZe doci do znatnih promjena te u konacnici, krive slike stanja okolisa.

Jedno od rjesenja oba problema je metoda DGT- upotreba posebnih, pasivnih uzorkivaca
kojima se uzorkuju samo odredene kemijske vrste i pritom ostaju nepromijenjene do trenutka analize.
Pasivni uzorkivaci uzorkuju odredenu kemijsku vrstu (ili vise njih), ¢ija se koncentracija kasnije odreduje
pogodnom tehnikom. Uzorkivaci su jednostavne grade i ekonomicni, a razvojem velikog broja razlicitih
difuznih i vezuéih gelova te membrana uzorkivaca, postizZe se visoka selektivnost za ciljane kemijske
vrste. Znacajan napredak ucinjen je u istraZivanju specijacije i frakcionacije tvari upotrebom uzorkivaca
DGT u vodi, sedimentu i tlu. Upotrebom razli¢itih gelova moze se utvrdivati potencijalno bioraspoloZiva
frakcija metala (frakcija DGT), zatim specijacija na osnovu naboja Cestice (pozitivho i negativno
nabijene vrste koje sadrZe odredeni element) ili oksidacijskog stanja. Frakcionacija na anorganske i
organske spojeve moZe se dobiti paralelnom uporabom vise uzorkivaca razlicite velicine pora.
Metodom DGT se primarno uzorkuju slobodni ioni metala, njihovi anorganski te labilni organski
spojevi, no sve je vise primjene i u detekciji anorganskih nutrijenata i organskih tvari.

Prednosti metode DGT su u prekoncentraciji analita, smanjenju moguénosti kontaminacije
uzorka, smanjenju efekta matriksa, niskim granicama detekcije i stabiliziranju kemijskih vrsta od
trenutka uzorkovanja do analize. Ogranicenja kod uzorkovanja metala postoje u vremenu izlaganja i
sastavu otopine koja se uzorkuje (probleme predstavljaju niska ionska jakost otopine koja se uzorkuje
i prisutnost organske tvari).

Velika je uloga rezultata dobivenih metodom DGT u razvoju i validaciji modela specijacije.
Dosad je razvijeno nekoliko razli¢itih modela, a na razvoju novih se i dalje radi u svrhu dobivanja
informacija o bioraspoloZivosti, tj. toksi¢nosti te definiranju standarda kakvoce okolisa u skladu s
direktivama Europske unije 2000/60/EZ, 2008/105/EZ i 2013/39/EU. Razvijena su i dva modela koja
opisuju fenomene, odnosno ograni¢enja ulaska kemijske tvari u stanicu, FIAM i BLM. Primijeéeno je
dobro slaganje podataka dobivenih metodom DGT s modelom BLM koji pokazuje dobre rezultate i u
predvidanju toksicnosti.
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