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Istrazivanje interakcije arsena i huminskih Kkiselina iz zemljiSta

Sazetak

Proces vezivanja arsenita (As**) i huminskih kiselina (HA) izolovanih iz razliitih tipova
zemljista (TCHA-iz tehnosola, LPHA 1 ESHA-iz razlicitih tipova zemljista koji nisu tehnogenog
porekla) ispitivan je koriS¢enjem tehnika izotermalne titracione kalorimetrije (ITC), dinamickog
rasejanja svetlosti (DLS) i laserske Doppler elektroforeze (LDE). Na osnovu vrednosti
koeficijenta korelacije R* (0,996-0,936), oigledno je da su podaci dobijeni ITC merenjima
uspesno interpretirani primenom teorijskog modela viSestrukih nereagujucih mesta (MNIS —
Multiple Non-Interacting Sites), sto je omogucilo odredivanje termodinamickih parametara
vezivanja. MNIS model je prilagoden procesu vezivanja arsenit-HA pod pretpostavkom da je
vodoni¢na veza dominantna vrsta interakcije u sistemu. Negativne vrednosti promene entalpije
(AH) u opsegu od -15,64 do -18,96 kJ mol™ pokazale su da je vezivanje arsenita i HA egzotermni
proces. Negativne vrednosti AG (-(26,83-27,00) kJ mol™) su ukazale na spontanost reakcije
vezivanja, koja dovodi do formiranja kompleksa arsenit-HA. Vrednosti konstante vezivanja
((7,57-5,02)10° M™) nedvosmisleno pokazuju izrazen afinitet vezivanja. Kako su vrednosti
entropijskih promena (AS) o¢igledno pozitivne (0.027-0.041), ali bliske nuli, i kako su apsolutne
vrednosti entalpijskih promena veée od entropijskih (AH>AS), reakcija vezivanja arsenita i
ispitivanih huminskih kiselina se moze smatrati entalpijski vodenom. S obzirom da se tipicna
jaGina vodoni&ne veze nalazi u opsegu od 10 do 40 kJ mol™, dobijene reakcione toplote, odnosno
vrednosti AH (-(15,64-18,96) kJ mol™) potvrdile su da su vodoniéne veze najzastupljeniji tip
interakcije u kompleksu arsenit-HA.

Vrednost stehiometrijskog odnosa (n) arsenita i huminskih kiselina u kompleksu As**-
HA najveca je za LPHA. Neocekivano, stehiometrijski odnos za kompleks As*~ TCHA je veci
u odnosu na As**-~ ESHA, $to je najverovatnije posledica postojanja drugih vrsta interakcija
pored predpostavljene vodoni¢ne veze, kao $to su, npr., Van der Waals-ove.

Negativne vrednosti zeta potencijala (-(45-20) mV) pokazale su da su agregati arsenit-
HA ostali negativno naelektrisani u celom opsegu molarnog odnosa naelektrisanja. Promena
veliCine agregata HA je ocigledna, ali nije posebno izraZzena (Zav = 50-80 nm). MoZe se
predpostaviti da agregacija tokom procesa titracije nije izrazena zbog odbojnih sila izmedu
negativno naelektrisanih Cestica arsenit-HA.

Na osnovu rezultata merenja zeta potencijala i srednjeg dinamickog precnika Cestica
ispitivanih huminskih kiselina u odsustvu arsenita, o¢igledno je da se LPHA razlikuje od TCHA
i ESHA. U intervalu pH od 2 do 9 vrednosti ZP za LPHA su izrazito negativnije u celom opsegu
pH (-20-35 mV), dok se ZP vrednosti za TCHA i ESHA u istom intervalu pH nalaze u opsegu
od -10 do -25 mV. Vrednosti hidrodinami¢kog pre¢nika za sve tri ispitivane huminske kiseline u
opsegu pH od 4 do 10 bliske su nuli, odnosno agregacija nije uocena. Pri pH vrednostima ispod 3
evidentna je izrazena agregacija, pri ¢emu se najveci agregati formiraju u sluc¢aju LPHA (oko



10000 nm), a najmanji za TCHA (oko 4000 nm). Ove razlike su najverovatnije uslovljene
razliCitim sadrzajima funkcionalnih grupa ispitivanih kiselina.

Termodinamicki 1 reakcioni parametri jasno pokazuju da se kompleksi arsenit-HA
formiraju pri uobicajenim pH vrednostima zemljista, Sto potvrduje moguéi uticaj huminskih
kiselina na povecanu pokretljivost arsena i njegovu smanjenu bioraspolozivost.

Kljuéne reci: Huminska kiselina, Arsenit, Termodinamicki parametri, MNIS model, Zeta
potencijal, Veli¢ina agregata
Naucna oblast: Tehnolosko inzenjerstvo
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UDK broj: 502/504(043.3)
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Investigation of the interaction of arsenic and soil humic acids

Abstract

The arsenite-humic acid (HA) binding process was investigated using Isothermal
Titration Calorimetry (ITC), Dynamic Light Scattering (DLS), and Laser Doppler
Electrophoresis (LDE) techniques. Humic acids were isolated from various soil types (TCHA
from tehnosoil, LPHA and ESHA from natural soils of various origins). The ITC data were
successfully (R* = 0.996-0.936) interpreted by applying the MNIS theoretical model (MNIS-
Multiple Non-Interacting Sites), enabling thermodynamic parameters to be determined. The
MNIS model was adjusted to the arsenite-HA binding process assuming that hydrogen bonding
is the dominant type of interaction in the system. Negative enthalpy change values (-(15.64—
18.96) kJ mol™) indicated the arsenite-HA binding as an exothermic process. Negative AG values
(-(26.83-27.00) kJ mol™) pointed out to spontaneous binding reaction, forming the arsenite-HA
complexes. The binding constant values ((7.57-5.02) 10° M) clearly demonstrated pronounced
binding affinity. As AS values are obviously positive (0.027-0.041 kJ mol™) but close to zero,
and AH>AS, the reaction can be considered enthalpy driven. As typical hydrogen bond strength
ranges from 10 to 40 kJ mol™, obtained reaction heats, and AH values (-(15.64-18.96) kJ mol™)
confirmed hydrogen bonds as the most ascendant interaction type in the arsenite-HA complex

Arsenite and HA stoichiometric ratio (n) value in the As**- HA complex is the highest for
LPHA (0.694). Unexpectedly, the stoichiometric ratio for the As**- TCHA complex is higher in
comparison to the As**- ESHA, the difference likely caused by the presence of other interaction
types (i.e. Van der Waals) besides assumed hydrogen bonds.

Negative zeta potential values (-45 to -20 mV) had shown that arsenite-HA aggregates
remained negatively charged in the whole molar charge ratio range. The HA aggregate size
change is evident but not particularly pronounced (Zav = 50-180 nm). It can be speculated that
aggregation during the titration process is not expressive due to repulsive forces between
negatively charged arsenite-HA particles.

Considering the results of zeta potential and HA average hydrodynamic diameter
measurements in the absence of arsenite, it is obvious that LPHA differs from TCHA and ESHA.
In the 2-9 pH range, ZP values are distinctly higher for LPHA (-20 to -35 mV) compared to
TCHA and ESHA (-10 to -25 mV) in the same pH interval. The average hydrodynamic diameter
values for all investigated HA in the 4-10 pH range are close to zero, i.e. aggregation was not
evident. At pH<3 pronounced aggregation is obvious, forming the largest aggregates for LPHA
(approx.10000 nm), and the smallest for TCHA (approx. 4000 nm). These differences are
probably influenced by various HA functional group contents.



Thermodynamic and reaction parameters clearly indicated that arsenite-HA complexes
are formed at common soil pH values, confirming the possible influence of humic acids on
increased As mobility and its reduced bioavailability.

Keywords: Humic acid, Arsenite, Thermodynamic parameters, MNIS model, Zeta potential,
aggregate size
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1. uvoD

Predmet ove disertacije je istrazivanje prirode interakcije arsenita, kao najtoksicnije
hemijske vrste arsena, i huminskih kiselina kao najreaktivnijin komponenti humusnih supstanci u
zemljistu. Da bi se Sto potpunije opisalo vezivanje arsenita i huminskih kiselina, koris¢ene su tri
eksperimentalne metode:

1. Metoda odredivanja termodinamickih parametara tehnikom izotermalne titracione
kalorimetrije (ITC-Isothermal Titration Calorimetry);

2. Metoda odredivanja zeta potencijala tehnikom laser Doppler elektroforeze (LDE-
Laser Doppler Electrophoresis) i

3. Metoda odredivanja srednjeg hidrodinamickog precnika Cestice tehnikom dinamickog
rasejanja svetlosti (DLS-Dynamic Light Scattering).

Kombinacijom ove tri metode, pored termodinamickih parametara, stice se saznanje o
stehiometriji i dominantnoj vrsti vezivanja, kao i o uticaju nastalog kompleksa na proces
agregacije.

Humusne supstance su S$iroko rasprostranjena organska jedinjenja prisutna u vodi,
zemljistu i sedimentima. Zemljisne humusne supstance ¢ine hemijski heterogenu smesu zuto do
crno obojenih organskih jedinjenja, relativno velikih molekulskih masa i meSovite alifati¢ne i
aromati¢ne prirode. Humusne supstance nastaju u reakcijama tzv. sekundarne sinteze,
humifikacije, kao proizvodi mikrobioloskog i hemijskog raspadanja i transformacije ostataka
zivih i uginulih organizama (Pordevi¢ i Radmanovié, 2016). Osobine ovih prirodnih materijala
direktno zavise od vrste raspadnutih tkiva biljaka 1 Zivotinja od kojih su nastali, pojedinacnih
produkata njihove razgradnje i zemlji$ne biomase.

Humusne supstance imaju znaéajnu ekolosku funkciju, u koju spada i kontrola ponasanja
zagadivaca U zivotnoj sredini i biogeohemija organskog ugljenika u globalnom ekosistemu
(Piccolo, 2002). Humusne supstance uti¢u na osobine zemljiSta i vode uc¢e$éem u razli¢itim
dinamic¢kim procesima u kojima njihovi sastavni molekuli reaguju sa drugim molekulima ili
jonima (kompleksiranje/dekompleksiranje), sa Cvrstim povrSinama (adsorpcija/desorpcija), i
medusobno (agregacija/deagregacija) (Avena i Vilkinson, 2002). Raznolikost i obim ovih reakcija
i procesa ukazuju na visoko reaktivnu prirodu humusnih supstanci (McCarthy, 2001). Da bi
predvideli njithovu ulogu u Zivotnoj sredini 1 razumeli fizickohemijske reakcije u kojima
ucestvuju, karakterizacija veli¢ine, oblika, konformacije, strukture i sastava humusnih supstanci
je neophodna. Usled heterogenosti humusnih supstanci njihova karakterizacija je zahtevan
zadatak, kako u pogledu strukture i veli¢ine, tako i njihove sklonosti da agregiraju u rastvorima
sa povecanjem koncentracije (Jones i Brian, 1998).

Procena strukture humusnih supstanci zasniva se na konceptima koji uzimaju u obzir
njihov heterogeni sastav i polidisperznost. Zbog toga se o strukturi humusnih supstanci moze
diskutovati sa razli¢itih aspekata, uklju¢uju¢i molekulsku konformaciju i agregaciju,
makromolekularnost i supramolekularne karakteristike (Schaumann i Thiele-Bruhn, 2011).
Tradicionalni pristup, koji se bazira na konceptu makromolekularnosti, definise humusne
supstance kao konformacije dugih lanaca molekula u obliku kalema, koji mogu biti 1 delimi¢no
ukrsteni (Koopal i sar., 2001). Drugi pristup definiSe humusne supstance kao asocijacije
relativno malih molekula vezanih slabim interakcijama kao §to su hidrofobne i vodoni¢ne veze
(Piccolo, 2002).
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Na osnovu rastvorljivosti u vodenim rastvorima pri razli¢itim pH vrednostima, humusne
supstance se dele na tri grupe: a) huminske kiseline, koje su rastvorne u razblaZzenim alkalnim
rastvorima i taloze se pri pH 2, b) fulvo kiseline, koje su rastvorne na svim pH vrednostima, ¢ak
ispod pH 2, i ¢) humini, koji su nerastvorni na svim pH vrednostima (Dordevi¢ i Radmanovié,
2016).

Huminske i fulvo kiseline se ne mogu smatrati hemijskim jedinjenjima definisanim
jedinstvenom molekulskom formulom. Ova jedinjenja se opisuju strukturnim modelima
formiranim na osnovu dostupnih podataka o njihovom sastavu, strukturi, reaktivnosti i
osobinama. Ove kompleksne strukture sadrze iste osnovne strukturne jedinice i iste vrste
reaktivnih funkcionalnih grupa koje su karakteristicne za pojedinaéne organske molekule
(Pordevi¢ i Radmanovi¢, 2016). Ovi makromolekuli na svojoj povr$ini nose alifati¢ne, lipidne i
lance ugljenih hidrata i aminokiselina, kao i razli¢ite hemijski reaktivne funkcionalne grupe, koje
polimernim huminskim kiselinama daju kiseli karakter. Struktura i sastav fulvo kiselina su
jednostavnijii u odnosu na huminske kiseline, generalno imaju manju molekulsku masu, ali ve¢u
rastvorljivost 1 sadrzaj funkcionalnih grupa koje sadrze kiseonik, kao i izrazeniji alifaticni
karakter.

Huminske kiseline (HA), kao i ostale frakcije humusnih supstanci, imaju veliki broj
reaktivnih grupa 1 izrazen koloidni karakter, §to dovodi do procesa njihove agregacije. U
vodenim suspenzijama, u zavisnosti od razli¢itih uslova Zivotne sredine (pH, jonska jacina,
koncentracija, starenje, vrsta i koncentracija prisutnih organskih i neorganskih jona, prisustvo
¢vrstih Cestica), polidisperzne huminske kiseline spontano menjaju svoja konformaciona i
agregaciona stanja. Pored toga, procesi agregacije zavise i od porekla i procedure pripreme
huminskih kiselina (Tombacz, 1999).

Transport zagadivaca usled dinamike podzemnih i povrSinskih voda je vazan faktor u
proceni rizika od kontaminacije. Zagadivaci koji se ¢vrsto vezuju za mobilnu prirodnu organsku
materiju transportuju se brze kroz Zivotnu sredinu i ovaj fenomen je poznat kao koloidima
potpomognut transport. Takode, mobilnost rastvornih huminskih supstanci je povezana sa
njihovom interakcijom sa zemljisnim mineralnim Cesticama (Koopal i sar., 2001). Zagadivaci u
zemljistu, vezani za nerastvornu organsku materiju ili za rastvornu organsku materiju sorbovanu
na zemljiSnim mineralnim cCesticama, mogu se smatrati slabo pokretnim. Znacajna uloga
humusnih supstanci u proceni rizika od kontaminacije zivotne sredine organskim i neorganskim
zagadujuéim supstancama predmet je mnogobrojnih istraZivanja.

Kako su ve¢ pomenute znacajne razlike u sastavu i strukturi huminskih kiselina zavisno
od ekosistema u kom su nastale, veoma je korisno ispitati procese vezivanja jona teskih metala i
drugih polutanata za konkretne huminske kiseline, poreklom iz zemljiSta sa teritorije Srbije.
Odredivanjem termodinamickih veli¢ina posmatranog procesa dobijaju se podaci koji ukazuju na
to u kojoj meri je odredeni proces spontan, reverzibilan, egzoterman ili endoterman, kao 1 na
uticaj raznih parametara sredine na njegov tok. Dobijene rezultate je moguce Koristili pri
optimizaciji mera rekultivacije ili oplemenjivanja zemljista.

Arsen je izrazito toksiCan metaloid vrlo zastupljen u Zivotnoj sredini. U visokim
koncentracijama nalazi se narocCito u eksploatacionim jalovistima, odakle se, noSen vetrovima 1
vodotokovima, lako rasprostire, zbog ¢ega je od izuzetnog znacaja dobro poznavanje dinamike
njegovog transporta kroz zivotnu sredinu. Od posebnog znacaja su ispitivanja interakcije arsena i
huminskih kiselina kao najreaktivnijih komponenti zemljisne organske supstance. Ovakva
ispitivanja su izuzetno vazna za okolinu Bora, u kojoj arsen, prisutan u visokim koncentracijama
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u vazduhu, vodi i zemlji$tu, predstavlja jedan od najve¢ih ekoloskih problema (Lili¢ i sar.,
2014).

Gornji sloj dela jalovista (,,Polje 2°) nastalog flotacijom bakra u okviru Serbia ZiJin Bor
Copper doo Bor rekultivisan je 1991. godine nano$enjem obradivog zemljiSta i revegetacijom.
Prethodna istrazivanja (Lili¢ i sar., 2014), su pokazala da se u procesu rekultivacije formirao sloj
tehnosola koji se odlikuje degradiranom strukturom, niskim sadrzajem humusa, dominantno
kiselom reakcijom, slabom aktivnoséu zemljisnih mikroorganizama i visokim koncentracijama
arsena i bakra. Sa stanoviSta zaStite Zivotne sredine, od posebne vaznosti je ispitivanje procesa
vezivanja izuzetno toksi¢nog arsena huminskim kiselinama izolovanim iz formiranog tehnosola.

Kako bi se dobila $to potpunija slika o prirodi vezivanja arsenita i huminskih kiselina iz
zemljista, cilj ove disertacije je detaljno ispitivanje ovog procesa primenom navedenih metoda.
Dobijeni rezultati i njihova tumacenja daju znacajan doprinos optimizaciji procesa remedijacije
zemljiSta kontaminiranih arsenom, $to je, pored mnogobrojnih drugih lokacija, vazan i akutni
problem okoline Bora.
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2. OSOBINE HUMINSKIH KISELINA

Huminske kiseline predstavljaju frakciju humusnih supstanci, koje se smatraju glavnim
komponentama prirodne organske materije u zemljiStu i vodi, kao i u geoloskim organskim
depozitima, kao $to su jezerski sedimenti, treset, mrki ugalj i $kriljci. U vodenim sistemima, kao
Sto su reke, oko 50% rastvorenih organskih materija su humusne supstance koje utic¢u na njihov
pH i puferski kapacitet. U kopnenim i vodenim sistemima humusne supstance uti¢u na hemijske
procese, bioloski ciklus hemijskih elemenata, kao i transport i degradaciju antropogenih i
prirodnih organskih supstanci. One uti¢u na biolosku produktivnost u vodenim ekosistemima,
kao i na formiranje $tetnih proizvoda pri dezinfekciji vode (Mahler i sar., 2021). Humusne
supstance u najve¢em delu doprinose smedoj do crnoj boji povrSinskog sloja zemljista.

Kao sto je ve¢ reCeno, humusne supstance se mogu podeliti u tri glavne grupe: huminske
kiseline, fulvo kiseline, njihovih soli (humati i fulvati) i humini (tabela 1). Huminske i fulvo
kiseline se ekstrahuju iz zemljiSta i drugih izvora koriS¢enjem jakih baza (NaOH ili KOH).
Huminske kiseline su nerastvorne na niskom pH, i one se taloze dodavanjem jake kiseline (npr.
podesavanje do pH 1 sa HCI). Tretiranjem zemljista baznim rastvorima, humini ostaju vezani sa
mineralnim delom.

Tabela 1. Podela humusnih supstanci zemljista (Dordevi¢ i Radmanovié, 2016)

HUMUSNE SUPSTANCE ZEMLJISTA

HUMUSNE KISELINE
Deo koji se ekstrahuje razblazenim HUMATI | FULVATI HUMINI
rastvorima jakih baza Soli huminskih i
HUMINSKE Fulvo kiselina Deo koji se ne
KISELINE ekstrahuje
Deo koji se talozi razblazenim
rastvorima jakih rastvorima jakih baza
kiselina i kiselina
Huminska Krenska
Ulminska Svetlo zuta
Himetamenalova Apokrenska
Sve su tamne boje, Zuto smeda
od smede do crne

Vodene humusne supstance sadrze samo huminske i fulvo Kiseline, koje se generalno
uklanjaju iz vode snizavanjem pH < 2 i apsorbovanjem obe komponente odgovaraju¢om jono-
izmenjivatkom smolom. Huminske i fulvo kiseline se ekstrahuju iz smole jakom bazom, a
potom se snizava pH < 1 i taloZi se huminska kiselina. Razdvajanje na koloni smolom se takode
koristi za odvajanje fulvokiselina od nehuminskih materija (aminokiseline, peptidi, Seceri, itd.)
ekstrahovanih iz zemljista. Pri niskom pH fulvo kiseline se adsorbuju na smoli, a nehumusne
materije prolaze kroz kolonu. Humusne supstance su visoko hemijski reaktivne iako su relativno
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otporne na biodegradaciju. Vecina podataka o huminskim i fulvo kiselinama, kao i huminima,
odnose se na prose¢ne osobine i strukturu velike grupacije komponenti razli¢ititih struktura i
molekulskih masa. Prose¢ne osobine i struktura datog uzorka humushih supstanci zavise od
porekla zemljista ili vode, kao i od specifi¢nih uslova sredine. Ipak, prose¢na svojstva humina,
huminskih i fulvo kiselina su generalno sli¢na (Davies i Ghabbour, 2001).

ZemljisSne humusne supstance prvenstveno nastaju degradacijom ostataka biljaka,
zivotinja i mikroorganizama. U vodenim sistemima, humusne supstance poticu iz zemljiSnih
slivova ili nastaju na licu mesta humifikacijom organskih jedinjenja nastalih transformacijom
algi, podvodnih biljaka, zivotinja i mikroorganizama.

Humusne supstance imaju znacajnu ulogu u vezivanju organskih (Chiou i sar., 1979;
Murphy i sar., 1994; Koopal i sar., 2001) i neorganskih (Koopal i sar., 2001) zagadujucih
supstanci u zivotnoj sredini. Ove interakcije imaju veliki uticaj kako na slobodnu, tako i na
ukupnu koncentraciju zagadivaca u zemljiSnom rastvoru, povrSinskim i podzemnim vodama
(Koopal i sar., 2001). Koncentracija nevezanih, slobodnih zagadivaca je od suStinskog znacaja
za dostupnost biljkama, kao i za njihovu toksi¢nost. Rastvorljivost i pokretljivost ovih Stetnih
materija u prirodnim vodama mogu biti redukovane vezivanjem za humusne supstance zemljista,
ili poveéane vezivanjem za rastvorene humusne supstance. Na primer, hidrofobni pesticidi, kao
Sto su atrazin ili teflutrin, mogu biti zarobljeni u hidrofobnim Supljinama humusnih supstanci
(Koopal i sar., 2001). Kako su zemljisne humusne supstance generalno hidrofobnije nego one
poreklom iz voda, hidrofobne zagaduju¢e materije se akumuliraju u zemljistu (Murphy i sar.,
1994), sto dovodi do smanjenja njihove rastvorljivosti.

Znacajne kolicine antropogenih organskih zagadivaca (AOZ) mogu dospeti u zemljiSte sa
odredenom namerom, kao $to je npr. primena pesticida u poljoprivrednoj proizvodnji, ili
nenamerno, kada AOZ u zemljiste dolaze iz ¢vrstog i te¢nog industrijskog i komunalnog otpada,
kao i mokrom ili suvom atmosferskom depozicijom koja potice od otpadnih hemikalija ili
spaljivanja Gvrstog otpada. Cvrst i teéni komunalni otpad se &esto koristi i kao dodatak
zemljistima, ¢ime se poboljSavaju njihove osobine, ali istovremeno dolazi do zagadenja tako
tretiranog zemljista.

Senesi (1992) i Chianese i sar. (2020) su objavili rezultate detaljnih prouc¢avanja procesa
adsorpcije i desorpcije AOZ na humusnim supstancama, koja uklju¢uju kvantitativno merenje
izotermi adsorpcije/desorpcije 1 koeficijenata raspodele, kao 1 kvalitativno objasnjenje
mehanizama ovih interakcija. Adsorpcija je verovatno najvazniji oblik interakcije zagadujucih
supstanci sa komponentama zemlji$ta, a naro¢ito sa humusnim supstancama. AOZ se mogu
adsorbovati na humusnim supstancama specificnim fizickim 1 hemijskim mehanizmima
vezivanja realizovanih silama razli¢itih vrsta i jaCina. Ove interakcije ukljuuju vezivanje
jonskim, kovalentnim i vodoniénim vezama, mehanizme transfera naelektrisanja (elektron
donorsko-akceptorski mehanizmi), interakcije dipol-dipol, Van der Waals-ove sile, razmenu
liganada i stvaranje mostova katjonima i molekulima vode. Ipak, adsorpcija nepolarnih
(hidrofobnih) AOZ moZe se bolje objasniti nespecificnim, hidrofobnim procesima ili procesima
njihove raspodele izmedu humusnih supstanci ¢vrste i tecne faze zemljista.

Huminske kiseline, kao frakcija humusnih supstanci, su kompleksne i raznovrsne
mesavine polidisperznih materijala formiranih slozenim biohemijskim i1 hemijskim reakcijama
organskih jedinjenja nastalih tokom raspadanja i transformacije ostataka biljaka, Zivotinja 1
mikroorganizama, i taj proces se naziva humifikacija. Biljni lignin i proizvodi njegove
transformacije, kao 1 polisaharidi, melanin, kutin, proteini, lipidi, nukleinske kiseline, fine Cestice
¢adi, itd., vazne su komponente koje ucestvuju u ovom procesu. Huminske kiseline su veoma
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vazne komponente zemljiSta koje uticu na fizicke i hemijske osobine, kao i plodnost zemljista
(Piccolo, 2002).

Huminske kiseline se smatraju prirodnim organskim polielektrolitima kompleksne
strukture, koja ukljucuje viSe ili manje kondenzovanih aromati¢nih prstenova sa velikim brojem
vezanih -OH i -COOH grupa. One su organski ligandi i igraju klju¢nu ulogu u formiranju,
transportu i taloZenju raznih jedinjenja u rasponu od jona metala do lipofilnih jedinjenja (Livens,
1991). Jedna od predlozenih strukturnih formula huminske kiseline prikazana je na slici 1.

(G{t)ﬂ- 3

Slika 1.  Jedna od predlozenih strukturnih formula huminskih kiselina (Jones i Bryan, 1998).

U zavisnosti od pH vrednosti sredine, huminske kiseline imaju razli€it stepen agregacije,
od potpuno zasebnih osnovnih molekula, pri visokim pH vrednostima, do potpune agregacije |
stvaranja makroskopskih agregata (de Melo i sar., 2016). Ovaj proces je ilustrovan na slici 2.
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A B C D

Slika 2. Ponasanje molekula huminske kiseline u alkalnoj sredini i proces agregacije nakon
redukcije pH vrednosti. Alkalni pH: osnovni zasebni molekuli (A). Smanjenje pH vrednosti:
unutarmolekularna agregacija (B). Dalje smanjenje pH vrednosti: medumolekularna agregacija
(C). Kiseli pH: talozenje (D. (de Melo i sar., 2016)

Pri visokim pH vrednostima dolazi do disocijacije vodonika sa funkcionalnih grupa, tako da se
molekuli huminskih kiselina medusobno odbijaju usled prisutnog negativnog naelektrisanja na
funkcionalnim grupama. Smanjenjem pH vrednosti dolazi do delimi¢nog vezivanja vodonika za
funkcionalne grupe, tako da se uspostavljaju vodoni¢ne veze unutar samih molekula, pri ¢emu
dolazi do intramolekularne agregacije. Daljim smanjenjem pH vrednosti pomenuti proces se
nastavlja tako da dolazi do povezivanja medu molekulima, to jest do intermolekularne
agregacije. Smanjenjem pH vrednosti do kisele sredine dolazi do taloZenja formiranih agregata.

Huminske kiseline, kao polidisperzni polielektroliti, poseduju veliki broj hidrofilnih i
hidrofobnih reakcionih mesta, znacajnu povrsinsku aktivnost i relativno otvorenu, fleksibilnu,
sunderastu strukturu sa velikim brojem Supljina (Koopal i sar., 2001). Sve gore opisane osobine
humusnih supstanci, a naroCito huminskih kiselina, definiSu ih kao organske komponente
dominantne u interakciji sa razli¢itim jedinjenjima.

Huminske Kkiseline, kao heterogeni makromolekuli sa velikim brojem reaktivnih
povrsinskih grupa, pri odredenim uslovima sredine podlezu procesu agregacije (slika 3a), pri
¢emu se formiraju nanocestice razli¢itih veli¢ina, sve do onih koje prevazilaze nano opseg
(Baalousha, 2009; Jovanovié i sar., 2013). Utvrdeno je da huminske kiseline grade komplekse sa
jonima metala (slika 3b) i tako uticu na njihov transport kroz slojeve zemljista, kontrolisuci
njihovo usvajanje od strane biljaka preko korenovog sistema. Ova sposobnost huminskih
kiselina, kao i ostalih humusnih supstanci, da formiraju stabilne komplekse sa razli¢itim
metalima ima i vazne posledice u mineralnoj ishrani biljaka na zemljistima gde ovi metali grade
nerastvorne soli u vodi, pa prema tome nisu lako dostupni biljkama (Fuentez i sar., 2013).
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Slika3. a) Samoagregacija molekula huminske kiseline; b) Vezivanje jona metala i tri
agregata huminske kiseline i formiranje slozenog kompleksa (metalni jon je oznacen zelenom
bojom) (Schaumann i Thiele-Bruhn, 2011)

Adsorpcija/desorpcija AOZ zemljisnim huminskim kiselinama se smatra jednim od
najvaznijih procesa koji kontroliSu osobine i sudbinu organskih zagadivaca u zemljistu,
ukljucujuéi njihovu mobilnost, transport, akumulaciju, dostupnost i toksi¢nost, pa samim tim i
monitoring ostataka AOZ u zemljistu, kao i procenu potencijalno Stetnog uticaja na zivotnu
sredinu.

Prema Scopus bazi podataka, na dan 27.04.2023. godine, pretrazivanje po kljucnoj reci
"humic acids" dalo je 32.542 dokumenta. Evidentirani rezultati proucavanja huminskih kiselina
datiraju od kraja devetnaestog veka, dok je izraziti porast nastupio pocetkom 60-ih godina
proslog veka, $to je prikazano na slici 4a. Procentualna raspodela po oblastima istrazivanja data
je naslici 4b. U najvecem broju zastupljeni su radovi iz oblasti ekologije, hemije, poljoprivrede i
biologije, dok je zastupljenost u ostalim oblastima ispod 10%.
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Slika 4a. Broj objavljenih radova po godinama za kljucnu rec pretraZivanja ,,humic acids” u
periodu od 1881-27.04.2023. (lzvor: www.scopus.com)
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Slika 4b.  Procentualna raspodela objavljenih radova po oblastima istraZivanja za kljucnu rec¢
,,humic acids ” u periodu od 1881-27.04.2023. (Izvor: www.SCOpus.com)
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3. VEZIVANJE JONA METALA HUMINSKIM KISELINAMA

Humusne supstance snazno intereaguju sa katjonima, S§to utiCe na njihovu
rasprostranjenost u zivotnoj sredini. To je posebno vazno i iz razloga $to se osobine slobodnih
metalnih jona razlikuju od osobina organometalnih jedinjenja. Vezivanje metalnih jona za
huminske i fulvo kiseline je vazno za transport jona metala u zivotnoj sredini, jer dovodi do
povecéanja njihove pokretljivosti. Prisustvo huminskih kiselina povecava rastvorljivost toksi¢nih
metala kao S$to su olovo, bakar i cink, Sto takode smanjuje sorpciju ovih metala na Cesticama
gline. Kada je u pitanju vezivanje toksi¢nih metala huminskim kiselinama, bitno je prisustvo
njihovih slobodnih katjona, a ne ukupni sadrzaj metala. U nekim slucajevima, prisustvo
huminskih kiselina povecava ukupnu toksi¢nost sistema sprecavajuci talozenje metala i tako ih
zadrzavajuci u sistemu. Takode, huminske kiseline mogu i da povecaju biolosku dostupnost
metala biljkama, kao sto je slucaj sa npr. kadmijumom (Jones i Bryan, 1998).

Do sad je predlozeno vise modela vezivanja metalnih jona i huminskih kiselina. Kod
najc¢esce koris¢enog modela, vezivanje hidratisanog metalnog jona za karboksilnu funkcionalnu
grupu huminske kiseline pretstavlja se sledecom jednac¢inom (Ghabbour i sar, 2006A):

M(H,0)% + nRCOOg, = M(H;0)p-n(RCO0), s) + nH,0 (1)

Dosada$nji rezultati ukazuju na razliCite oblike kompleksiranja u zavisnosi od
posmatranog metala, kao i od tipa i porekla huminske kiseline. Na slici 3a prikazan je model
medusobnog vezivanja molekula huminskih kiselina i nastajanja agregata (samoagregacija), a na
slici 3b model vezivanja agregata huminskih kiselina i trovalentnog jona metala, pri ¢emu nastaje
sloZzen kompleks.

Huminske kiseline vezuju sve prelazne metale, ukljucujudi, alkalne i zemnoalkalne
metale, lantanoide i aktinoide, s tim S§to jaCina ovih veza zavisi od hemijskih osobina
pojedina¢nog metala. Vezivanje metalnih jona za huminske kiseline pokazuje zna¢ajnu zavisnost
od jonske jacine 1 pH. Prema metalima huminske kiseline se ponasaju kao oksido-redukciona
sredstva, pa se tako, npr., vezivanjem za huminsku kiselinu gvozde redukuje od feri- do fero-
jona, kao i u slucaju aktinoida, neptunijuma i plutonijuma (Jones i Bryan, 1998).

Sa aspekta zaStite od radioaktivnih jedinjenja, interesantni su rezultati istrazivanja
vezivanja aktinoida za humusne supstance, koji pokazuju da su konstante stabilnosti kompleksa
ovih metalnih jona sa humusnim supstancama znacajno vece od konstanti stabilnosti kompleksa
sa neorganskim jedinjenjima dostupnim u zivotnoj sredini U koju se radioaktivni otpad odlaze.
Na taj nain, humusne materije bi mogle reagovati sa plutonijumom i drugim aktinoidima
povecavajuci njihovu pokretljivost, koja bi inace ostala mala zahvaljujuéi slaboj rastvorljivosti
njihovih neorganskih jedinjenja. Ispitivanja vrSena radi poredenja ukupne radioaktivnosti u
zemljiStu kontaminiranom americijumom i plutonijumom pokazuju da je specifi¢na aktivnost
huminske kiseline bila oko deset puta veéa od specifiéne aktivnosti ukupnog uzorka zemljista
(Jones i Bryan, 1998).

Kompleksiranje metalnih jona huminskim kiselinama je izuzetno vaZzno za uticaj
zadrZzavanja 1 pokretljivosti metalnih zagadivaca u zemljistu i vodama. Arnold (1998) je
proucavao vezivanje tri organokalajna jedinjenja sa rastvorenim huminskim kiselinama i utvrdio
da je reakcija regulisana kompleksiranjem odgovarajuceg triorganokalajnog katjona negativno
naelektrisanim ligandima huminskih kiselina, odnosno karboksilnim i fenolnim grupama.

10



Puro M. Cokesa Doktorska disertacija

Konstante stabilnosti helata su razlic¢ite za razli¢ite huminske kiseline i jone metala.
Misra i sar. (1996) i Pandey i sar. (1999) su proucavali ulogu huminskih kiselina u vezivanju
metala formiranjem rastvorljivin kompleksa, a Pandey i sar. (2000) su odredili i uporedili
konstante stabilnosti kompleksa huminskih kiselina izolovanih iz zemljista i odredenih jona
metala kako bi utvrdili afinitet metala prema organskim ligandima, a samim i tim ponaSanje
teSkih metala u zivotnoj sredini. Vrednosti konstante stabilnosti (log K) za razli¢ite komplekse
metal - huminska kiselina imale su slede¢i redosled: Cu > Fe > Pb > Ni > Co > Ca > Cd > Zn >
Mn > Mg. Kapacitet izmene humusnog rastvora, molekularni precnik i molekularna povrsina
huminskih molekula su faktori koji uticu na konstante stabilnosti. Znacaj ovih podataka ogleda
se u mogucnosti da se predvidi ponaSanje ovih kompleksa u zivotnoj sredini.

Tipping (1998) je uspostavio model koji pokusava da resi pitanje kompeticije u jonskoj
izmeni proton - metal i metal - metal u molekulima huminskih kiselina. Ovaj model pokazuje
zna€ajnu kompleksnost i sadrzi veliki broj parametara, Sto ukazuje na slozenost sistema. Ova
slozenost je posledica izraZzene heterogenosti i promenljive stehiometrije reakcija vezivanja, kao i
prisustva elektrostatickih interakcija. Takode, kao veoma uspeSan pokazao se i model neidealne
kompetitivne adsorpcije (NICA-Non-Ideal Competitive Adsorption) (Xu i sar., 2018).

U svom radu von Wandruszka (2000) ukazuje na amfifilne (hidrofilne i lipofilne) osobine
metalnih kompleksa huminskih kiselina. Zapazeno je da huminske kiseline u rastvoru stvaraju
flokule poveéavanjem jonske jadine, Sto ukazuje na moguénost da se agregacija huminskih
polimera odvija kontinuirano od stvaranja micela do makroskopskih taloznih veli¢ina sa
poveéanjem koncentracije jona metala (slika 5).

pH >7 Unutarmolekulska Medumolekulska Makroskopski
agregacija agregacija talog
bez dodatog M?* Postepeno dodavanje M?**

Slika5.  Prikaz agregacije huminskih kiselina sa dodavanjem dvovalentnog jona metala M?*
(von Wandruszka, 2000)

Rezultati pokazuju da vodene huminske kiseline postaju efikasnije povrsinski aktivne
materije u prisustvu soli, §to je u potpunosti definisano prirodom katjona. Takode je utvrdeno da
se ove osobine huminskih kiselina u rastvoru poboljSavaju sa pove¢anjem sadrzaja metalnih jona
usled kombinacije neutralizacije naelektrisanja huminske kiseline i premoséavanja funkcionalnih
grupa viSevalentnim katjonima, pri ¢emu se formiraju pseudomicele. Rastvoreni molekuli
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huminskih kiselina nose znacajno negativno naelektrisanje koje spre¢ava unutarmolekulsko i
medumolekulsko povezivanje. Medutim, prisustvo viSevalentnih katjona u rastvoru neutralise
negativno naelektrisanje, omogucavaju¢i grupisanje 1 savijanje polimera. Pored toga,
viSevalentni katjoni povecavaju efekat premoSc¢avanja karboksilnih i hidroksilnih grupa na
susednim lancima (slika 6), sto dovodi do stvaranja ili povecavanja pseudomicela huminskih
kiselina, kao i izrazenijeg amfifilnog efekta.

Hidrofobna

Kiseonik

“
‘ Ugljenik
e
|

Vodonik
Sumpor

‘ Magnezium

Slika 6.  Predpostavljena struktura kompleksa huminske kiseline i jona metala (von
Wandruszka, 2000)

Prema Scopus bazi podataka, na dan 27.04.2023. godine, pretrazivanje po klju¢nim
reCima "humic acids&metals&binding" dalo je 1.124 dokumenta. Graficki prikaz ovih rezultata
dobijenih po godinama dat je na slici 7a, a procentualna raspodela po oblastima istrazivanja data
je na slici 7b. Najzastupljeniji su dokumenti iz oblasti ekologije, nesto manje iz oblasti hemije,
dok zastupljenost u ostalim oblastima iznosi nekoliko procenata.
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Slika 7a. Broj objavijenih radova po godinama za kljucnu rec¢ pretraZivanja ,,humic
acids&metals&binding” u periodu od 1971-27.04.2023. (Izvor: www.SCOpuUs.com)
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Slika 7b.  Procentualna raspodela objavijenih radova po oblastima istrazivanja za kljucne
reci,, humic acids&metals&binding ” u periodu od 1971-27.04.2023. (Izvor: www.scopus.com)
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4. TERMODINAMICKA ISPITIVANJA VEZIVANJA
JONA METALA HUMINSKIM KISELINAMA

Za poznavanje bilo kog konkretnog procesa i utvrdivanje stepena njegove
spontanosti, reverzibilnosti i stabilnosti produkata, kao i merenja toplotnih efekata (egzoterman
ili endoterman proces), neophodno je izvrSiti eksperimentalno odredivanje termodinamickih
veli¢ina (K - konstanta reakcije, AH - promena entalpije, AG - promena Gibbs-ove slobodne
energije i AS - promena entropije) vezanih za odvijanje procesa. Postoje dva osnovna pristupa
odredivanju termodinamickih osobina procesa. Prvi ukljucuje ispitivanje ravnoteznih stanja,
odnosno odredivanje ravnoteznih izotermi, a drugi se odnosi na merenje toplotnih promena koje
se deSavaju u toku procesa (kalorimetrijska merenja).

4.1. Termodinamicka ispitivanja utvrdivanjem ravnoteznih izotermi

Za utvrdivanje ravnoteznih izotermi potrebno je meriti koncentracije slobodnog
metalnog jona i metalnog jona vezanog za huminsku kiselinu u stanju ravnoteze pri odredenoj
temperaturi. Postoji vise matemati¢kih modela izotermi (tabela 2) za predstavljanje ravnoteznih
koncentracija, na osnovu C¢ijih linearnih oblika se iz odsecka i nagiba odreduju konstante
ravnoteze i1 stehiometrijski odnosi izucavane reakcije.

Tabela 2. RavnoteZne izoterme

Om

Izoterma Nelinearni oblik Linearni oblik K* n

br

Ce/0e=(1/0m)Cet1/(qmKL) B/A 1/B

Qe=(amKLCe)/(1+K C,) 1/9e=(1/(gmK L)) 1/ce+1/gm A/B 1/A

Qe= -(1/K\) ge/Cetqnm -1/B A
Qe/Ce = -KL Qe +0mKL -B -A/B

ge=Kece ™" Inge= (1/n)Inc.+InKg exp” 1/B
0.=(RT/br)InK1+(RT/b7)Inc, 0.=(RT/br)InK1+(RT/by)Inc, exp™® RT/B
Inge= Ingm - k In(1+1/c,)? -B exp”
0e=0mexp™?  e?=(1+1/c,)?
Qe=0m- de/(KcCe) 0e=-(1/K¢)ge/Cet0m -1/B A

*Kr Ki, Ke, Kr, K, by, n - konstante karakteristicne za navedene izoterme; (e - ravnotezna
koli¢ina vezanog jona metala, qm - kapacitet vezivanja; ¢, i Ce - pocetna i ravnotezna
koncentracija; T - temperatura; R - univerzalna gasna konstanta; A - odsecak; B - nagib prave.

Na osnovu jednacine za promenu Gibbs-ove slobodne energije (2):
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AG=-RT InK 2
I veze izmedu AG, AH i AS (3):
AG = AH — TAS (3)
dobija se linearni oblik jednacine (4):
InK = -AH/RT + AS/R 4)

na osnovu koga je moguce eksperimentalno odrediti promene entalpije i1 entropije iz
temperaturske zavisnosti konstanti ravnoteze.

U literaturi su prikazani rezultati primene metode ravnoteznih izotermi u
termodinamickim ispitivanjima procesa vezivanja razli¢itih jona metala huminskim kiselinama.

Ghabbour i sar. (2001) su ispitivali vezivanje nestabilnih katjona (Co**, Ca?*, Cu**, Fe**,
Mg®* i Mn?**) u vodenom rastvoru zemljisnih huminskih kiselina, koje se odvija u sekvencijalnim
stupnjevima. Dobijene izoterme su dobro opisane Langmuir-ovim modelom. U ovom radu je
izvrSeno poredenje kapaciteta raspolozivih mesta u strukturi huminskih kiselina i ravnoteznih
konstanti vezivanja metalnih katjona za razli¢ite aktivne centre. Merenja na razliCitim
temperaturama dala su linearnu korelaciju izmedu promene entalpije i entropije, ukazujuci da su
konformacijske promene i hidratacija/dehidratacija katjona i huminskih kiseline vazni faktori u
vezivanju i1 otpuStanju metala od strane huminskih kiselina.

Baker i Khalili (2005) su proucavali reakciju kompleksiranja zemljisne huminske kiseline
i teskih metala Cd** i Zn* na pH 4 i 5, pri konstantnoj jonskoj ja&ini (0,1) i na razliGitim
temperaturama (25, 35, 45, 55 i 65 C). Ovo ispitivanje je izvr§eno koris¢enjem Schubert-ove
metode jonske izmene, kao i njene modifikovane verzije. Odredene su konstante stabilnosti
kompleksa metal-huminska kiselina i zaklju¢eno je da su formirani kompleksi 1:1 i 1:2 tipa.
Vrednosti konstanti stabilnosti za sve komplekse povecavaju se sa povecanjem pH i temperature.
Konstante stabilnosti su veée za kompleks Cd - huminska kiselina nego za Zn - huminska
kiselina na svim temperaturama i pH vrednostima. Na osnovu temperaturske zavisnosti konstanti
stabilnosti odredeni su odgovaraju¢i termodinamicki parametri (AG, AH 1 AS) 1 rezultati
pokazuju da su kompleksi metal-huminska Kiselina stabilni, a njihovo formiranje entropijski
favorizovano (pozitivna vrednost AS). Reakcija stvaranja kompleksa je bila endotermna, a
negativne vrednosti AG ukazuju na spontanost procesa. Navedeni autori su istom metodom
proudavali termodinamicki aspekt i jadinu vezivanja Cu®* i Ni** zemljisnim huminskim
kiselinama i dobijeni su sli¢ni rezultati. Vrednosti konstanti stabilnosti su ve¢e za kompleks Cu -
huminska kiselina nego za kompleks Ni - huminska kiselina.

Vezivanje i otpuStanje metala od strane huminskih kiselina uti¢e na pokretljivost 1
bioraspolozivost metala. Ghabbour i sar. (2006A) su odredili izoterme za vezivanje metalnih
jona Fe**, Pb?* and Cu®* i huminskih kiselina u zemljistima i sedimentima na pH 2 i zakljugili da
se ovaj proces moze opisati Langmuir-ovom izotermom. Niska pH vrednost je izabrana da se
karboksilne grupe u huminskim kiselinama protonuju, ali i da se izbegne hidroliza metalnih
katjona. Vezivanje metalnih katjona desava se u jednom koraku. Kapacitet raspolozivih mesta u
strukturi huminske kiseline ne zavisi od temperature u opsegu od 10-40 'C i ukazuje da se
formiranje stabilnih kompleksa M(OOC-R), (n=2 za Pb*" i 3 za Fe®") vrii neutralizacijom
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naelektrisanja. Afinitet vezivanja metalnih katjona i huminske kiseline ima redosled Fe** > Cu®*
> Pb?*. Isti autori (Ghabbour i sar. 2006B) su dobili sli¢ne rezultate za vezivanje zemlji$nih
huminskih kiselina i katjona Mn?*, Co(NH3)*'s i Hg**. Vezivanje se odigrava takode u jednom
koraku, sa slede¢im redosledom: Co(NH3)3+5 > Hg2+ >Mn?*,

Ying i sar. (2008) su proucavali termodinamicke i kineticke osobine procesa adsorpcije
Cr®" iz vodenog rastvora na huminske kiseline. Rezultati su pokazali da se ravnoteZa najbolje
opisuje Freundlich-ovom izotermom. Negativne AG vrednosti ukazuju na spontanost
adsorpcionog procesa. Pozitivne AH i AS vrednosti potvrduju endotermnu prirodu i
ireverzibilnost procesa. Prouc¢avani adsorpcioni proces je reakcija drugog reda. Sa povecavanjem
koncentracije Cr®" u rastvoru, konstanta brzine adsorpcije opada, dok se maksimalni kapacitet
adsorpcije povecava. Interakcijom izmedu huminskih kiselina i rastvorenog hroma moguce je
smanjiti toksi¢nost Cr®" u vodenom rastvoru.

4.2. Termodinamicka ispitivanja merenjem toplotnih promena

Prvi nacin ovih ispitivanja se zasniva na merenju toplotnih promena praéenjem promene
temperature sistema u kom se proces odvija u adijabatskim uslovima, koristeé¢i jednacinu (5):

Q=mcAT=mc (To-T)=AH (5)

gde su:
Q — toplota generisana tokom reakcije,
m — masa rektanata,
¢ — specifi¢ni toplotni kapacitet,
AT — promena temperature tokom reakcije,
To — temperatura na pocetku reakcije,
T — temperatura na kraju reakcije,
AH — promena entalpije.
Ovom metodom je moguce dobiti samo vrednosti promene entalpije reakcije.

Drugi nadin je merenje toplotnih promena preko snage koju generiSe kalorimetar,
odrzavaju¢i konstantnu temperaturu sistema pri adijabatskim uslovima. UKoliko se reakcija
odvija putem titracije, pracenje toplotnih promena u toku reakcije vrsi se tehnikom izotermalne
titracione kalorimetrije (ITC-Isothermal Titration Calorimetry).

4.2.1. Termodinamicka ispitivanja izotermalnom titracionom kalorimetrijom

Opsti princip ITC zasniva se na merenju toplote koja se oslobada ili apsorbuje u
interakciji dva jedinjenja, u uslovima strogo kontrolisane konstantne temperature. U odredenu
zapreminu uzorka poznate koncentracije dodaje se rastvor titranta (drugog elementa ili jedinjenja
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odredene koncentracije) u odredenim inkrementima, i mere nastale toplotne promene, pri ¢emu
se generiSe karakteristiéni termogram. Odgovarajuom matematiCkom obradom dobijenog
termograma odreduju se promena entalpije, konstanta afiniteta i stehiometrijski odnos reakcije,
koje omogucavaju izracunavanje promene slobodne Gibbs-ove energije i entropije reakcije.
Takode, kombinacija sa drugim eksperimentalnim tehnikama omogucava potpunije sagledavanje
razli¢itih slozenih hemijskih reakcija (Tan i sar., 2009; Turkeova i sar., 2015A; Loosli i sar.,
2015). Za razliku od drugih tehnika, izotermalna titraciona kalorimetrija omogucava odredivanje
ne samo intenziteta vezivanja, ve¢ i promene entalpije i entropije kao termodinamic¢kih veli¢ina
koje definiSu afinitet vezivanja (Leavitt i Freire, 2001).

Bryan i sar. (1998), su mikrokalorimetrijskom metodom ispitivali interakciju jona metala
(Cu?*, Cd**, La*" i AI**) sa huminskim i fulvo kiselinama razli¢itih molekulskih masa (od 2800
(vodene fulvo kiseline) do 40500 (huminske kiseline iz treseta)) u vodenom rastvoru pri jonskoj
jagini od 50 mmol dm™ do 5 mol dm™. Osim interakcije La>* pri niskim jonskim jaginama,
entalpije su imale pozitivan predznak, odnosno interakcije svih ostalih katjona sa huminskim i
fulvo kiselinama su endotermne. Glavni doprinos promeni Gibbs-ove slobodne energije pri
razelektrisanju dvostrukog elektri¢nog sloja potice od velikog povecanja entropije.

Tan i sar. (2009) su koristili ITC i tehniku dinamickog rasejanja svetlosti (DLS-Dynamic
Light Scattering) za ispitivanje afiniteta kompleksiranja proteina lizozima i Aldrich komercijalne
huminske kiseline. Na osnovu dobijenih rezultata, autori su zaklju¢ili da je afinitet
kompleksiranja vrlo izrazen, da nagradeni kompleksi lako agregiraju u prisustvu soli, i da
(narocCito oko izoelekti¢ne tacke kompleksa), hidrofobne interakcije imaju najvazniju ulogu. Na
osnovu ovoga se moze konstatovati da, kada su u Zivotnoj sredini prisutni huminska kiselina i
katjonski proteini, agregati ¢e se lako formirati. Agregacija je delimi¢no reverzibilna i stepen
agregacije zavisi od pH, koncentracije soli, relativne koncentracije proteina u odnosu na
huminsku kiselinu, redosleda dodavanja, kao i od tipa huminske kiseline i proteina. Hidrofobne
interakcije i enkapsulacija, koje se prisutne prilikom kompleksiranja i agregacije, mogu da utic¢u
na proteinsku aktivnost.

Loosli i sar. (2015) su dali veoma studiozan pristup izucavanju vezivanja TiOy i
huminskih kiselina primenom izotermalne titracione kalorimetrije. Kako dobijeni termogrami
predstavljaju snagu koju kalorimetar generi$e tokom titracije da odrzi malu i konstantnu razliku
u temperaturi izmedu referentne i reakcione ¢elije u adijabatskim uslovima, negativni pikovi u
termogramu ukazuju da je interakcija izmedu TiO, i huminske Kkiseline egzoterman proces.
Zavisnost promene toplote po molu titranta (dQ/dn,) u funkciji odnosa molarnog naelektrisanja
(Z = [L)/[M] ili [M]/[L]) fitovana je modelom visestrukih nereagujuc¢ih mesta (MNIS-Multiple
Non-Interacting Sites) (Courtois i Barret, 2010). Loosli i sar. (2015) su, pod identi¢nim
uslovima, merili zeta potencijal (ZP) i raspodelu veli¢ine Cestica dobijenih (Particle Size
Distribution - PSD) tehnikama Laser Doppler elektroforeze (Laser Doppler Electrophoresis -
LDE) i dinami¢kog rasejanja svetlosti (Dynamic Light Scattering - (LDS) i dobijene rezultate
povezali sa ITC rezultatima. Pri visokim koncentracijama huminske kiseline dolazi do procesa
samoagregacije, i ovaj entalpijski favorizovan proces se u najve¢oj meri odvija putem
mehanizama ,,zakrpa i mostova“ (patches and bridges). Uporedno koris¢enje metode DLS
omogucilo je bolje razumevanje mehanizma interakcije (i/ili aglomeracije), kao i prirode sila
(hidrofobne, elektrostaticke), u procesu asocijacije. Na osnovu rezultata dobijehih LDE i DLS
tehnikama zaklju¢eno je da mehanizmi ,,zakrpa i mostova*“ dovode do formiranja velikih
aglomerata kada se postigne inverzija naelektrisanja kompleksa TiO; - huminska kiselina. Osim
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toga, utvrdeno je da Van der Waals-ove interakcije takode igraju znacajnu ulogu u toku
interakcionih procesa usled amfifilnog karaktera huminskih kiselina.

Turkeova i sar. (2015B) su, takode, koriste¢i prethodno optimizovanu metodu ITC,
ispitivali interakciju sola huminskih kiselina (iz lignita i komposta) i metalnih jona Pb®* i Cu®*
kao vaznih zagadivaCa zivotne sredine. Karakterizacija huminskih kiselina izvrSena je
koris¢enjem NMR 1 FTIR spektroskopije. Na osnovu ITC merenja, dobijene su termodinamicke
veli¢ine (AG, AH i1 AS), kao i konstante vezivanja metalnih katjona i huminskih kiselina. | ovi
autori su, kao i prethodni, potvrdili da se metalni joni ne vezuju za huminske kiseline samo
kiselim funkcionalnim grupama, kao i da su interakcije dvovalentnih katjona i huminskih
kiselina entropijski favorizovane.

Na osnovu pregleda literature, ocigledno je da su termodinamicka ispitivanja interakcije
metalnih katjona i huminskih kiselina utvrdivanjem ravnoteznih izotermi viSe zastupljena u
odnosu na ispitivanja vrsena merenjem toplotnih promena.

Glavna ogranicenja izotermalne titracione kalorimetrije su dugo vreme pripreme uzorka i
analize, kao i visoke koncentracije huminskih kiselina, koje se iz zemljista ekstrahuju u relativno
malim koli¢inama. Ipak, ITC je nedestruktivna tehnika koja omogucava kvantifikaciju
medupovrsinskih interakcija, kao 1 ispitivanje reverzibilnosti i stabilnosti reakcija asocijacije, $to
je od velikog znacaja za sveobuhvatno razumevanje ponaSanja i1 transporta organskih i
neorganskih vrsta u zemljiSnim i vodenim sistemima. Takode, ova metoda omoguéava
prucavanje nastalih strukturnih promena u toku posmatranih interakcija.

Prema Scopus bazi podataka na dan 27.04.2023. godine, pretrazivanje po klju¢noj reci
"isothermal titration calorimetry” dalo je 13.902 dokumenta. Graficki prikaz ovih rezultata
ostvarenih po godinama dat je na slici 8a. Grafik ukazuje da je ova tehnika relativno skorijeg
datuma i1 da od devedesetih godina proslog veka njena primena naglo raste. Procentualna
raspodela po oblastima istrazivanja data je na slici 8b. ITC tehnika je najzastupljenija u
oblastima biohemije, genetike i molekularne biologije. NeSto manja zastupljenost zapaza se u
oblasti hemije, dok je u ostalim oblastima zastupljenost svega nekoliko procenata.
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Slika 8a. Broj objavljenih radova po godinama za kljucne reci pretraZivanja ,,isothermal
titration calorimetry” u periodu od 1971-27.04.2023. (Izvor: www.sCcOpus.com)
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Slika 8b.  Procentualna raspodela objavljenih radova po oblastima istrazivanja za kljucnu rec¢
,,isothermal titration calorimetry ” u periodu od 1971-27.04.2023. (lzvor: www.Scopus.com)
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S. OSOBINE ARSENA

Arsen (As) je ekstremno toksi¢an metaloid koji dospeva u zemljiste i vode mobilizacijom
iz prirodnih izvora, ali 1 kao rezultat antropogenih aktivnosti od kojih su najvazniji rudarstvo,
industrija i poljoprivreda. Usled svoje izrazene toksi¢nosti i zastupljenosti, ovaj element je
prepoznat kao jedan od najopasnijih neorganskih zagadivaca zivotne sredine, a posebno izvorista
pijace vode (Bissen i Frimmel, 2003). Cak i pri niskim koncentracijama arsen je izuzetno $tetan
za ljudsko zdravlje i moze izazvati kancer, kardiovaskularne i respiratorne probleme (Catrouillet
I sar., 2015). Sa ciljem da se zastiti zdravlje ljudske populacije, preporuka Svetske zdravstvene
organizacije je da maksimalna koncentracija arsena u vodi za pi¢e ne prelazi 10 ug dm™ (WHO,
2022).

U skladu sa nacionalnom regulativom Republike Srbije, evropskom direktivom i
kriterijumima definisanim Dutch standardom za remedijaciju kontaminiranih zemljiSta, grani¢ne
i remedijacione vrednosti koncentracije arsena u zemljistu date su u tabeli 3.

Toksi¢nost arsena je direktno povezana sa hemijskim oblikom u kom se nalazi i koji
zavisi od razli¢itih uslova Zivotne sredine, kao $to su pH i redoks potencijal, kao 1 prisustvo
organskih i neorganskih jedinjenja i mikroorganizama (Ren i sar., 2017). U zivotnoj sredini AS
se primarno javlja u obliku arsenita (As®") i arsenata (As®). Usled relativno spore
oksidoredukcione reakcije transformacije, ova dva oblika mogu postojati istovremeno. U
zivotnoj sredini se mogu naci i razli¢ita organska jedinjenja arsena. Neorganske Vvrste arsena su
generalno toksi¢nije od organskih. U odnosu na As>*, As®* i njegova jedinjenja su toksi¢nija,
rastvorljivija i mobilnija u Zivotnoj sredini (Bissen i Frimmel, 2003; Liu i sar., 2011; Costa i
sar., 2022). Suprotno, sadrzaj arsenata u kontaminiranim zemljiStima je vi$i u poredenju sa
arsenitima (Garcia-Manyes i sar., 2002).

Tabela 3. Grani¢ne i remedijacione koncentracije arsena u zemljistu (Mg g™ suve materije)

Koncentracija arsena

Potencijalno

Uredba Grani¢na | Remedijaciona | Nezagadeno Alarmantno
Vrednost Vrednost zagadeno zagadeno
Sl. glasnik RS * NN 55,0 29,0 29,0 - 55,0 55,0

86/278/EEC" - -
Dutch 29,0 55,0
standard °©

2 Sl. glasnik RS, br. 30/2018 i 64/2019 (Uredba o grani¢nim vrednostima zagadujuéih, stetnih i
opasnih materija u zemljiStu)

b 86/278/EEC Council Directive of 12 June 1986 on the protection of the environment, and in
particular of the soil, when sewage sludge is used in agriculture

(Official Journal OJ L 181, 8. 7. 1986, Strana 6)

° Dutch Target and Intervention Values, Version 4, 2000 (Annex A: Target Values, Soil
Remediation Intervention Values and Indicative Levels for Serious Contamination)

(-) nema podataka za As.
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Mobilnost arsena u Zivotnoj sredini je primarno kontrolisana sorpcijom na povrSinama
metalnih oksida. Njegova stabilnost je takode uslovljena i1 prisustvom prirodne organske
supstance (POS), sa kojom reaguje i gradi As-POS komplekse, koji dalje uticu na adsorpciju
arsena na mineralnim povrSinama, kao i na njegovu rastvorljivost, mobilnost, dostupnost
biljkama i toksi¢nost (Bissen i Frimmel, 2003; Ren i sar., 2017; Pothier i sar., 2020; Costa i
sar., 2022)

Prema Scopus bazi podataka, na dan 27.04.2023. godine, pretrazivanje po kljucnoj reci
"arsenic” dalo je 126.178 dokumenata. Graficki prikaz rezultata ovog pretrazivanja po godinama
dat je na slici 9a. Evidentirani rezultati izuavanja arsena datiraju od polovine devetnaestog veka,
a lizraziti porastje nastupio pocetkom 60-ih godina proslog veka. Evidentan skok broja
objavljenih radova dogodio se 2008. godine. Procentualna raspodela po oblastima istrazivanja
data je na slici 9b. U najve¢em broju zastupljeni su radovi iz oblasti ekologije, hemije 1 medicine,
dok je zastupljenost u ostalim oblastima ispod 10%.

21



Puro M. Cokesa Doktorska disertacija

8k

7k

Bk

5k

4k

Dokumenti

3k

2k

1k

0
1862 1877 1892 1907 1922 1937 1952 1967 1982 1997 2012 2027

Godina

Slika9a. Broj objavijenih radova po godinama za kljucnu rec¢ pretrazivanja ,,arsenic” u
periodu od 1861-27.04.2023. (Izvor: www.Scopus.com)
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5.1.  Vezivanje arsena huminskim kiselinama

Mnogi autori su proucavali proces interakcije arsena i huminskih kiselina. Warwick i sar.
(2005) su ispitivali interakciju As®* i As®*, kao i organskog oblika arsena (dimetilarsinska
kiselina - DMAK) sa huminskom Kkiselinom, metodom ravnoteznih izotermi pri razli¢itim
eksperimentalnim uslovima (pH, jonska jacina, koncentracije arsena i huminske Kkiseline).
Pokazali su da svi ispitivani oblici arsena reaguju sa huminskom kiselinom i da se interakcija
odvija vezivanjem metala i deprotonovanih funkcionalnih grupa huminske kiseline. Asocijacija
zavisi od pH, jonske jatine i koncentracije arsena. U sludaju As>* i DMAK interakcija je
intenzivnija u opsegu pH 8-10, dok se za As®* taj opseg progiruje do pH 12. IzraZena zavisnost
od pH vrednosti verovatno je posledica postojanja razli¢itih hemijskih oblika arsena u vodenim
rastvorima. Dobijene vrednosti konstanti asocijacije ukazuju na formiranje nestabilnih
kompleksa arsena i huminske kiseline.

Kompleksiranje As®* i standardne huminske kiseline proutavano je kombinacijom
razli¢itih analitickih tehnika (SEC-UV i ICP-MS), koje omogucavaju merenje koncentracije
kako slobodnog, tako i huminskom kiselinom kompleksiranog arsena (Liu i Cai, 2010).
Koeficient raspodele (Kg), koji ukazuje na kapacitet huminske Kiseline za vezivanje arsena, i
prividna konstanta stabilnosti (Ks), koja se odnosi na stabilnost formiranog kompleksa, odredeni
su sa ciljem da se karakteriSe ispitivana reakcija kompleksiranja. Primenjen je model vezivanja
liganda za dve vrste aktivnih centara, koji uzima u obzir heterogenost centara vezivanja
huminske kiseline i klasifikuje ih kao jake (S1) i slabe (S2). Dobijeni rezultati pokazuju da Ky
vrednosti rastu sa porastom pH. Suprotno, vrednosti log Ks se smanjuju sa porastom pH, naro¢ito
za S1 centre.

Liu i Cai (2013) su proucavali interakciju As>* i huminske kiseline primenom SEC (Size
exclusion chromatography) metode u kombinaciji sa UV spektrofotometrijom i ICP-MS tandem
tehnikom. Ova kombinovana tehnika omogucava direktno razdvajanje formiranih kompleksa
As®*" - huminska kiselina i slobodnog arsena u rastvoru. Dobijeni rezultati su obradeni primenom
Scatchard-ove zavisnosti i nelinearne regresije modela vezivanja liganda. Zakljuceno je da, u
skladu sa definicijom huminskih kiselina kao polielektrolita, u reakciji kompleksiranja ucestvuju
dve grupe aktivnih centara vezivanja huminske kiseline (S1 i S2), za koje su izraunate
odgovarajuce konstante stabilnosti.

Fakour 1 Lin (2014 A) su ispitivali efekte huminske kiseline na Kkinetiku
adsorpcije/desorpcije arsena, kao i na promene njegovih vrsta. Pracene su interakcije arsenata i
arsenita sa huminskom kiselinom razli¢itih koncentracija, u prisustvu adsorbenta na bazi oksida
gvozda u razli¢itim eksperimentalnim uslovima relevantnim za Zivotnu sredinu. Eksperimentalno
dobijeni podaci adsorpcije/desorpcije fitovani su teorijskim kinetickim modelima adsorpcije
pseudo-prvog i drugog reda. Rezultati su ukazali na znacajan efekat prisustva huminskih kiselina
na kinetiku adsorpcije 1 redoks transformacije razliCitih vrsta arsena, pa samim tim i na
ponasanje, transport i mobilnost arsena u Zivotnoj sredini.

Kompleksiranje huminskih i fulvo kiselina sa arsenom u vodi bilo je predmet istrazivanja
istih autora (Fakour i Lin, 2014 B). Na osnovu dobijenih eksperimentalnih rezultata zaklju¢eno
je da arsen formira komplekse sa huminskim i fulvo kiselinama, kao i da je afinitet izraZeniji za
arsenate. U prisustvu adsorbenta na bazi oksida gvozda, vezivanje arsena za huminske i fulvo
kiseline bilo je znacajno slabije, §to je verovatno posledica adsorpcije arsena, huminske i fulvo
kiseline na povrsini adsorbenta. Razvijeni model vezivanja liganda za dve vrste aktivnih centara
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pokazao je da je broj S2 centara desetostruko veéi za huminske, kao i za fulvo kiseline.
Koncentracije obe vrste aktivnih centara bile su proporcionalne koncentraciji huminske kiseline,
dok se konstante stabilnosti nisu menjale sa promenom koncentracije huminske Kkiseline.
Rezultati ovih istrazivanja bi mogli da nadu primenu u izboru efikasnijih metoda za tretman
prirodnih voda na bazi adsorpcije.

Pored navedenih eksperimentalnih tehnika, interakcija arsena i huminskih Kkiselina
ispitivana je i tehnikama dijalize, voltametrije, fluorescencije (Lenoble i sar., 2015), ravnotezne
dijalize (Buschmann i sar., 2006), "batch" ravnoteznom metodom (Catrouillet i sar., 2016),
"batch™ i eksperimentima u koloni (Qian i sar., 2022), diferencijalnom pulsnom polarografijom
(Ren i sar., 2017), tangencijalnom proto¢nom ultrafiltracijom (Costa i sar., 2022), itd.

Na osnovu napred izlozenog, evidentno je, da je ispitivanje interakcije arsena i huminskih
kiselina vrSeno razliCitim eksperimentalnim tehnikama, sa ciljem odredivanja koeficijenta
raspodele i konstante stabilnosti kao osnovnih parametara formiranja kompleksa

Prema Scopus bazi podataka, na dan 27.04.2023. godine, pretrazivanje po klju¢nim
re¢ima "humic acids & arsenic & binding" dalo je 72 dokumenta. Graficki prikaz ovih rezultata
po godinama dat je na slici 10a, a procentualna raspodela po oblastima istrazivanja data je na
slici 10b. Preko 50% ¢ine radovi iz oblasti ekologije, zastupljenost u oblasti hemija je oko 20%,
dok zastupljenost u ostalim oblastima iznosi samo nekoliko procenata.
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Dokumenti
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Godina

Slika 10a. Broj objavljenih radova po godinama za kljucne reci pretraZivanja ,,humic acids &
arsenic & binding” u periodu od 1979-27.04.2023. (lzvor: www.SCOpus.com)
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Slika 10b. Procentualna raspodela objavijenih radova po oblastima istraZivanja za kljucne reci
,,humic acids & arsenic & binding” u periodu od 1979-27.04.2023. (Izvor: www.Scopus.com)
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Prema Scopus bazi podataka, na dan 27.04.2023. godine, pretrazivanje po klju¢nim
re¢ima "humic acids & arsenite & binding" dalo je 16 dokumenata (15 radova i 1 revijalni rad).
Graficki prikaz ovih rezultata po godinama dat je na slici 1la, a procentualna raspodela
objavljenih radova po oblastima istrazivanja data je na slici 11b. 56% ¢ine radovi iz oblasti
ekologije, zastupljenost u oblasti hemija ¢ini 0ko 24% radova, dok ostale oblasti ucestvuju sa po
4%.

Dokumenti

2001 2003 2005 2007 2009 20M 2013 2015 2017 2019 2021 2023

Godina

Slika 11a. Broj objavijenih radova po godinama po kljucnim recima ,,humic acids & arsenite &
binding” u periodu od 2001-27.04.2023. (I1zvor: www.scopus.com)
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" Ekologija (56.0%)
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Slika 11b. Procentualna raspodela objavijenih radova po oblastima istrazivanja za kljucne reci
,,humic acids & arsenite & binding” u periodu od 2001-27.04.2023. (I1zvor: www.SCOpus.com)
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Prema Scopus bazi podataka, na dan 27.04.2023. godine, pretrazivanjem po klju¢nim
re¢ima "humic acids & arsenite & isothermal titration calorimetry” dobijaju se se samo dva rada.
Prvi (Martin i sar., 2009) se odnosi na ispitivanje procesa vezivanja arsenita i sistema ferihidrit-
kaolinit u prisustvu huminske kiseline 1TC tehnikom. U drugom radu (Cokesa i sar., 2023)
publikovan je deo rezultata proisteklih u toku izrade ove disertacije.

Analizom prikazanih rezultata pretrazivanja Scopus baze podataka moze se zakljuciti sledece:

1. IzuCavanje huminskih kiselina datira od kraja 19. veka, s tim da je intenzivirano u
poslednjih 50 godina.

2. Izucavanje arsena datira od polovine 19. veka. Kao i u slu¢aju huminskih kiselina, do
naglog porasta broja radova doslo je u poslednjih 50 godina.

3. Izucavanje vezivanja metala i huminskih kiselina pocinje desetak godina posle
porasta broja radova koji prouc¢avaju osobine huminskih kiselina, i ima znac¢ajan uspon
sve do danas, sto ukazuje na aktuelnost i znacaj ispitivanja ovih interakcija.

4. IzuCavanje vezivanja arsena i huminskih kiselina je skorijeg datuma i broj
dokumenata je relativno mali, a naro¢ito onih koji se odnose na As®** (16 radova, od kojih
1 revijalni).

5. Prethodno navedena izuCavanja su najvise zastupljena u oblasti ekologije, a nesto
manje u oblasti hemije.

6. Period primene ITC eksperimentalne tehnike ispitivanja interakcija je relativno
kratak, sa naglim porastom u poslednjih 20 godina, s tim da je ova tehnika najvise
koriS¢ena u oblastima mikrobiologije, genetike i molekularne biologije. NeSto manje je
primenjivana u oblasti hemije, dok je primena u oblasti ekologije neznatna.

Na osnovu izloZenog literaturnog pregleda moze se zakljuciti, da ispitivanje procesa
vezivanja arsena i huminskih kiselina u sistemu u kome su ovo jedine prisutne komponente, do
sada nije vrSeno tehnikom izotermalne titracione kalorimetrije. Primenom ITC u ispitivanju ovih
interakcija dobijaju se toplote reakcije, kao i termodinamicki i reakcioni parametri interakcije
arsena i huminske kiseline. Vrednosti ovih veli¢ina, koje ukazuju na dominantno prisutan tip
interakcije, mehanizmi vezivanja i struktura formiranog kompleksa, nisu poznati u literaturi.
IzloZene cinjenice nedvosmisleno ukazuju na potrebu ispitivanja procesa interakcije arsena i
huminskih kiselina sa istrazivackog aspekta.

Kao §to je vec istaknuto, vezivanje arsena huminskim kiselinama iz zemljiSta utice na
njegovu mobilnost, rastvorljivost i bioraspolozivost, tako da je ispitivanje ovog procesa izuzetno
znacajno i sa stanoviSta zaStite Zivotne sredine. Bez obzira na veéu zastupljenost arsenata u
kontaminiranim zemljistima, interakcija As®*" sa huminskim kiselinama je izabrana kao predmet
izuCavanja ove doktorske disertacije, upravo zbog njegove izraZenije toksi¢nosti i mobilnosti u
zivotnoj sredini.
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6. OPREMA ZA ISPITIVANJE

Oprema za ispitivanje ukljucuje: monitor termalne aktivnosti, automatski titrator i uredaj
za merenje veli¢ine Cestica i zeta potencijala.

6.1. Monitor termalne aktivnosti

Toplotni efekti interakcije As®* i huminskih kiselina mereni su koris¢enjem monitora
termalne aktivnosti (TAM) (LKB, model 2277). Ovaj monitor omogucava pracenje toplotnih
promena na nivou delova pW, tako da se mogu detektovati temperaturne promene manje od
10 °C. Ove karakteristike ¢ine TAM povoljnim za pracenje toplotnih efekata velikog broja
hemijskih 1 bioloskih reakcija. Reakcija se odvija u reakcionom sudu titracione ¢elije. Titracija
uz mesanje se izvodi u titracionoj ¢eliji, koja se postavlja u merni cilindar TAM-a.

TAM je cCetvorokanalni mikrokalorimetrijski sistem koji prati toplotne promene u
temperaturno definisanim reakcionim ¢elijama merenjem dodate (endotermni procesi) ili oduzete
(egzotermni procesi) toplote. Dodata ili oduzeta toplota prolazom kroz termoelektri¢ne baterije
(Peltier-ov elemenat) generise odgovarajucu elektri¢nu struju, preko koje se vrsi kvantifikacija
razmenjene toplote (slika 12). Temperaturska stabilnost sistema postize se tako $to su merni
cilindri, u kojima se nalaze reakcione ¢elije, uronjeni u vodeni termostat od 25 dm® koji ih
odrzava na konstantnoj temperaturi + 2:10™ °C. Svaki cilindar, zajedno sa svojim pojativatem,
¢ini nezavisni merni kanal, tako da su sva Cetiri kanala istovremeno operativna.

apsorber toplote apsorber toplote

f |
A= | - ‘
- lektrid termoelektri¢éna
Leal::::_ea ektricna baterija
(Peltiil‘-ov sy (Peltier-ov element)

Slika 12.  Princip merenja razmene toplote
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6.1.1. Opis i postupak rada monitora termalne aktivnosti

TAM se sastoji od vodenog termostata, spoljasnjeg cirkulatora, vodene pumpe, jedinice
za regulaciju i kontrolu temperature, kontrolne table, digitalnog voltmetra i racunara (slika 13). U
vodenom termostatu smestena su 4 merna cilindra. Na kontrolnoj tabli nalaze se 4 pojacivaca,
izvor napajanja za titracionu ¢eliju i digitalna kalibraciona jedinica.

digitalni voltmetar

poklopac kontrolne
table

podizac reakcionog
suda
razmenjivac toplote

merni cilindar

vodeni termostat

l vodena pumpa

jedinica za regulisanje
temperature

konekcija za eksterni
vodeni cirkulator

Slika 13. Monitor termalne aktivnosti
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Vodeni termostat se sastoji od rezervoara sa duplim zidovima u kome su smesteni merni
cilindri. Voda se pomocu pumpe preko preciznog grejaca, predgrejaca, hladnjaka cirkulatora i
temperaturskog senzora iz vodenog omotaca uvodi na dno rezervoara, iz koga se preliva u
vodeni omota¢. Ovakav sistem omogucava precizno odrzavanje zadate temperature unutar
rezervoara. PodeSavanje i kontrola temperature unutar termostata vrSe se pomocu jedinice za
regulisanje temperature. Princip rada vodenog termostata je shematski prikazan na slici 14.

: B e
PUMP PRE % FINE % C TURE
READY FAIL <5 >90 <10 =90 ‘IMEERRL?gSTrEAB‘I"zERA
@ @@ e DVM |
INDIKATOR LAMPICE
2 =
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TERMOSTATA
=
— ¥
TERMISTOR [oos }={PrECIZNI
o § GREJACI
YY ' P ——
e N
( A N
& =
NAPAJANIJE ) PREDGREJAC
- PRECIZNOG =7
GREJACA S
KONTROLA
GREJACA | |
NAPAJANIE Fe /1
PREDGREJACA
L[G_&GRESLI %
KOMPARATOR
A
20-50°C
DEKADNI REZISTOR TEMPERATURE A
TERMOSTATA '
e o o o P |
50-80°C

JEDINICA ZA REGULACIIU TEMPERATURE /

Slika 14.  Sistem kontrole vodenog termostata
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U kanalima broj 1 i 2 su instalirani kombinovani merni cilindri (slika 15), koji prihvataju
reakcione sudove od nerdajuéeg Gelika (5,0 cm?) ili stakla (2,5 cm®).

podiza¢ reakcionog suda

protok uzorka

spiralni razmenjivac toplote

pozicija za uravnotezavanje
reakcionog suda

merna éelija

\

il — Peltier element.

metalni apsorber toplote

elektri¢éni kalibracioni
rezistor

Slika 15. Kombinovani merni cilindar
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Ovi cilindri imaju spiralnu cev€icu od zlata, namotanu na zid merne celije, koja
omogucava proto¢na merenja (slika 16).

spiralna proto¢na
cevcica

Peltier element

metalni apsorber
toplote

Slika 16.  Celija protocnog mernog cilindra

Merni cilindar u kanalu 3 ne poseduje cevcice za proto¢na merenja, Sto ga ¢ini stabilnijim
i najpogodnijim za merenja sa titracionom ¢elijom (slika 17).
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A

Peltier elemem)( .\b | |

stakleni reakcioni sud

1
~__" metalni apsorber toplote

Slika 17.  Celija mernog celindra kanala 3

Kanal 4 ima najslozeniji merni cilindar koji, za razliku od cilindara u kanalima 1 i 2,
dodatno poseduje i ¢eliju za mesanje (Slika 18).
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. e f ..
1zlazna cevcica 1 alazna ceveica

1
ulazna cevcica — T

metalni apsorber

toplote : '

(- ;
‘- protocna celija

za meSanje

Slika 18.  Celija mernog celindra sa protocnom Celijom za meSanje

Prvi korak u postupku rada TAM-a je podeSavanje rada vodenog termostata. Za odabranu
temperaturu ispitivanja toplotnih promena na osnovu tabele proizvodaca podese se parametri
jedinice za regulaciju i kontrolu temperature, kao i temperatura spoljasnjeg cirkulatora. Zadata
temperatura je postignuta kada zelena sijalica READY svetli, $to znaci da je temperatura
vodenog termostata stabilna unutar opsega + 5-10* °C. Kada se jednom postigne stabilna
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temperatura termostata, neophodno je sacekati najmanje 6 sati (preporuceno preko noci), zbog
stabilizacije temperature mernih cilindara.

Elektri¢na kalibracija kao slede¢i korak obavlja se kada se monitor Kkoristi prvi put,
ukoliko je doslo do promene eksperimentalnih uslova ili do nestanka struje. Na slici 19 prikazan
je blok dijagram mernog sistema sa digitalnom kalibracionom jedinicom.

kanal pojacivac

{

diferencijalni range
signal | zero switch fine
set gain
‘ o X n
‘Ar%" “u):( ,'
—
DVM |
sirovi :igznql
korekeija i filtriranje ‘
kalibracioni grejaci e . o Tacunar
2 ¢
———*
7
.
—T=9 o= .. .
| kalibraciono
merni cilindar 4 napajanje
.—”"/
/ C RS 232¢ T
inputioutput — radunar ‘
sockets ‘
O e

A
jedinica za digitalnu kalibraciju

Slika 19. Blok dijadram mernog sistema

Svaki pojaciva¢ ima sedam opsega merenja (3, 10, 30, 100, 300, 1000 i 3000 pWw). U
toku kalibracije struja izabranog opsega prolazi kroz odgovarajuéi greja¢ ugraden u obe merne
¢elije svakog cilindra, pri cemu se oslobada tacno definisana koli¢ina toplote. Tako se dobije
kalibracioni toplotni nivo na osnovu koga se vrsi kvantifikacija ispitivanih toplotnih promena.

Pre ispitivanja toplotnih efekata odredene reakcije preporucuje se izvodenje
preliminarnog eksperimenta, na osnovu kog se utvrduje opseg podeSavanja pojaivaca i
vremenska skala reakcije.
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6.1.2. Opis i postupak rada titracione Celije

Titraciona celija se sastoji od reakcionog suda, toplotnog izmenjivaca, distributera
protoka, titracionih cevcica, mesalice i motora sa jedinicom za napajanje. Reakcioni sud po
izboru moze biti zapremine 1, 2 ili 3,5 cm? (slika 20).

S\ LT5—— motor
&l !
= \_T ——____titraciona cevcica
7\ {-"_“1‘
s \\ =2~ ~—
g = - distributor protoka
\\. 1 :

{14 — 113 e o
e I v razmenjivaci toplote
uravnotezavanja - \, | >

|
4 :

reakcioni sud

Slika 20.  Titraciona celija
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Mesanje reakcionih komponenti obezbeduje se turbinskom i/ili propelerskom mesalicom.
Izbor tipa mesalice vr$i se van TAM-a koris¢enjem transparentnog suda identi¢nog reakcionom.
Na slici 21 prikazan je reakcioni sud sa turbinskom mesalicom. Izbor broja i smera obrtaja, kao i
intervala mesanja u toku merenja, vrsi se jedinicom za napajanje.

MY

‘\
— .
TN

Slika 21.  Reakciona celija sa turbinskom mesalicom
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Titraciona ¢elija moze da radi u titracionom i perfuzionom modu. U perfusionom modu
te¢nost se kontinualno propusta kroz reakcioni sud pri protoku do 25 cm® h™.

U titracionom modu tecan ili ¢vrst uzorak se unosi u reakcioni sud pre spustanja celije u
TAM. Nakon termostatiranja, automatskim titratorom titrant se uvodi kroz injekcionu kanulu
spoljnog pre¢nika 0,4 mm. Preporudena koli¢ina titranta je 10 mm®.

6.2. Automatski titrator

Za dodavanje titranta koriS¢ena je automatska bireta (Radiometer ABU 80) koja je
sastavni deo automatskog titratora (Radiometer TTT 85), (slika 22.).

e

i TTT85 TITRATOR

Slika 22. Automatski titrator

Radna zapremina staklene birete je 0,25 cm®. Bireta ima mogucnost izbora brzine
dodavanja titranta. Radom automatskog titratora upravlja raunar po zadatom programu Koji
definise koli¢inu titranta i ucestalost dodavanja.
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Upravljanje TAM-om i automatskim titratorom vrsi se personalnim racunarom pomocu
hardvera i softvera razvijenih u Laboratoriji za hemijsku dinamiku i permanentno obrazovanje
Instituta za nuklearne nauke ,,Vin¢a“. Blok Sema ITC sistema i algoritam upravljanja merenjima
dati su na slikama 23 i 24.

TAM
= =1t
R ABI = racdunar Q=IV)
~ pH=1(As)
f 3
B AB2 -
As| HA
pHmetar

Slika 23. Blok Sema sistema za ITC merenja

Analogni signal generisan u TAM-u se u analogno-digitalnom konvertoru (ADC) prevodi
u digitalni i uvodi u racunar za obradu podataka. Na osnovu algoritma prikazanog na slici 24,
racunar daje digitalni izlazni signal automatskoj bireti (AB1). Bireta u odredenom trenutku
zadatom brzinom dodaje definisanu zapreminu rastvora As®* u reakcioni sud sa huminskom
kiselinom.
Isti ra¢unar kontrolise i rad birete AB2 koja vrsi pH-metrijsku titraciju pod identi¢nim
uslovima kao i pri ITC merenjima, pri ¢emu se digitalni signal sa pH-metra generise u obliku
zavisnosti pH vrednosti od dodate zapremine rastvora As**.
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Slika 24. Algoritam upravljanja ITC merenjima
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6.3. Uredaj za odredivanje raspodele velicine estica i zeta potencijala

Raspodela veli¢ine cCestica i promena zeta potencijala u toku titracije praceni su
kori$¢enjem zeta-sizer-a sa He-Ne laserskom svetlos¢u talasne duzine 633 nm (Malvern, Nano

ZS) (slika 25).

Slika 25.  Zeta-sizer za odredivanje velicine Cestica i zeta potencijala

Upravljanje merenjem 1 analiza rezultata vrSeni su raCunarom (program Zetasizer
Software Version 6.20 (Malvern)).

Velicina Cestica se odreduje tehnikom dinamickog rasejanja svetlosti (DLS) primenom
detekcije pozadinskog rasejanja na 173°. KoriS¢ene su kivete od polistirena (Sarstedt). Provera
rada instrumenta izvrSena je merenjem dva standarda za veli¢inu Cestica (polistirenske nano
Cestice veli¢ine 60 1 220 nm u vodi, Nanosphere™ Size Standards, Duke Scientific Corporation)

Zeta potencijal se izracunava Henry-jevom jedna¢inom na osnovu elektroforetske
mobilnosti merene tehnikom laser Doppler elektroforeze (LDE). Merenja se vrse u kapilarnim
¢elijama sa elektrodama, posebno dizajniranim za ovu namenu (Malvern). Rad instrumenta se
proverava merenjem standarda vrednosti zeta potencijala od -50 mV (Malvern).
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1. MATERIJALI | METODE

Pregledom literature u oblasti interakcije huminskih Kiselina i raznih hemijskih vrsta
utvrdeno je da ne postoje termodinamicki podaci o interakciji arsena i huminskih kiselina, na
osnovu ¢ega je evidentna potreba da se ovaj proces ispita primenom ITC tehnike. Potpuniji uvid
u prirodu vezivanja arsena i huminskih kiselina dodatno su omogucile LDE i DLS tehnike.

Glavna ogranicenja izotermne titracione kalorimetrije su dugo vreme pripreme uzorka i
analize, kao 1 visoke koncentracije huminskih kiselina, koja se iz zemljista ekstrahuje u relativno
malim koli¢inama. Ipak, ITC je tehnika koja omogucava kvantifikaciju medupovrsSinskih
interakcija, kao i ispitivanje reverzibilnosti i stabilnosti reakcija asocijacije, $to je od velikog
znacaja za sveobuhvatno razumevanje ponaSanja 1 transporta organskih i neorganskih vrsta u
zemljisnim 1 vodenim sistemima. Takode, ova metoda omogucéava razumevanje nastalih
strukturnih promena u toku posmatranih interakcija.

Ha osnovu dosadasnjih istrazivanja u ovoj oblasti, u ovom radu izvrSen je izbor
materijala i metoda eksperimentalnog ispitivanja interakcije As** i huminskih kiselina tehnikom
ITC. Takode, odabran je odgovatajuci teorijski model za tumacenje dobijenih rezultata.

7.1.  lIzbor i opis huminskih kiselina

Rekultivacija jednog dela jalovista Rudarsko-topionicarskog basena Bor (danas Serbia
Zijin Bor Copper doo Bor), nastalog flotacijom bakra, izvrSena je 1991. godine i taj deo je
nazvan ,Polje 2“ (slika 26.).

Slika 26. Lokalitet uzorkovanja tehnosola (TC) - Bor, Polje 2
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Slika 27. Lokalitet uzorkovanja zemljista Leptosol (LS) - Negotin

Rekultivacija je izvrSena prekrivanjem jalovista slojem zemljista iz okoline Bora debljine
oko 40 cm. Na jednom delu posejana je trava, a na drugom zasadeno drvece. U proteklom
periodu nije vrSena dodatna obrada zemljista. Tokom vremena formirao se sloj tehnosola (TC)
debljine oko 45 cm, koji je heterogena smesa dodatog zemljista i jalovine u razli¢itim odnosima.
Formirani tehnosol odlikuje se degradiranom strukturom, niskim sadrzajem humusa, kiselim
karakterom, visokim koncentracijama As i Cu, kao i slabom aktivnoséu zemljis$nih
mikroorganizama (Lili¢ i sar., 2014).

Uzorak tehnosola uzet je sa dubine od 0 do 25 cm na rekultivisanom jalovistu. Izdvajanje
huminske kiseline (TCHA) izvrseno je modifikovanom IHSS (International Humic Substances
Society) metodom (Source Materials for IHSS Samples, http://humic-substances.org/source-
materials-for-ihss-samples, 2017). U cilju poredenja HA iz tehnosola sa huminskim kiselinama
koje nisu tehnogenog porekla, koris¢ene su dve huminske kiseline razli¢itog porekla. Prva
(LPHA) je istom metodom izolovana iz obradivog zemljista (Rendzic Calcaric Leptosol
(Loamic)) iz okoline Negotina (slika 27.). Druga (ESHA) je IHSS (IHSS-International Humic
Substances Society) standardna huminsa kiselina izolovana iz zemljista Elliot soil (USDA-NRCS
Elliot Series, 2015).

Karakterizacija navedenh huminskih kiselina prikazana je u tabelama 4, 5,61 7.
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Tabela 4. Elementalni sastav, sadrzaj pepela, atomski odnos i stepen unutra$nje oksidacije (o)
huminskih kiselina TCHA, LPHA i ESHA (Radmanovic¢ i sar., 2020)

N Ash C/N O/C H/IC O/H

wt% (bez pepela i vlage) Atomski odnos
e fAe 5368 | 546 |3581| 491 | 0,002 | 12,76 | 0,490 | 1,221 | 0,401 | -0,006
SRRV 5182 | 4,80 [39,98| 3,40 | 0,19 |17,80| 0,721 | 1,111 | 0,649 | 0,215
=Sig/A8 58,13 | 3,68 |34,08| 4,14 | 0,88 | 16,39 | 0,770 | 0,743 | 1,037 | 0,981

Tabela 5. Sadrzaj funkcionalnih grupa i veli¢ina Cestica najintenzivnijeg pika u raspodeli
veli¢ina ¢estica huminskih kiselina LPHA, i standarda ESHA (Jovanovié i sar., 2022)

Uzorak SadrZaj funkcionalnih grupa, mqe gC™
HA
Karboksilne Fenolne

82+172 30+x11
7,5%+0,5 2,7+0,1

Tabela 6. Neki relativni intenziteti linija ATR-FTIR spektara (u odnosu na intenzitet C=C
aromati¢ne linije na 1520 cm'l) i indeks aromati¢nosti huminskih kiselina TCHA, LPHA, i
standarda ESHA (merna nesigurnost <5%) (Radmanovi¢ i sar, 2020)

Ora 9 0 620 080 030 620/ 12920
A

A 0,65 0,18 1,00 1,40 0,67 0,66 2,42
PHA 0,88 0,18 1,26 1,52 0,83 0,88 2,08
A 0,90 0,11 1,35 1,74 0,86 0,91 4,24

Tabela 7. Velicina Cestica (PS) i zeta potencijal (ZP) huminskih kiselina TCHA, LPHA, i
standarda ESHA (0,02 g dm™) (Radmanovic i sar., 2020)

mV nm mvV
15,0 -319+14 3284 -194+13
74,7 -29,8+24 893 -20,1 £ 0,7
10,2 -185+4,7 4658 -16,9+2,0
* Rezultati dobijeni u ovom radu; # Merna nesigurnost < 6%.

44



Puro M. Cokesa Doktorska disertacija

7.2.  Priprema uzoraka huminskih kiselina za analizu

Osnovne suspenzije huminskih kiselina TCHA, LPHA i ESHA koncentracije 2 g dm™ su
pripremljene u 0,01M KOH i ¢uvane na temperaturi od 4 °C. Pre svake titracije pripremana je
suspenzija huminske kiseline koncentracije 0,8 g dm™, tako §to su osnovna suspenzija i 0,1 M
KNO; pomesane u odnosu 1:1,5. Tako pripremljenoj suspenziji podesena je zadata pH vrednost.

7.3.  Priprema rastvora As**

U slucaju trovalentnog arsena, neutralne vrste AS(OH)3 i HAsO2 dominiraju pri pH<9,
jednovalentne anjonske vrste H,AsO3 i1 AsO, zastupljene su u opsegu pH od 9 do 11, dok su
dvovalentni joni AsO,OH % prisutni pri pH>11 (Warwick i sar., 2005).

Za pripremu rastvora trovalentnog arsena koriS¢en je natrijum-meta-arsenit (NaAsOs,
Merck), koji je, kao i suspenzije huminskih kiselina, pripremljen u 0,1 M KNOs. Na osnovu
preliminarnih ispitivanja utvrdeno je da se najbolji ITC rezultati dobijaju pri titraciji HA sa
rastvorom As>* koncentracije 5 mmol dm™.

7.4.  Merenje toplote interakcije izotermalnom titracionom kalorimetrijom

U toku ITC titracije, titrant se u suspenziju HA dodaje u odredenim delovima zapremine;
u zadatim vremenskim intervalima i snima promena snage koju kalorimetar generiSe ili
apsorbuje u toku vremena, pri ¢emu se dobija karakteristicni termogram. Termogram predstavlja
promenu toplote u vremenu izvodenja titracije. Pozitivne orijentacije dobijenih pikova ukazuju
na reakcije kod kojih dolazi do oslobadanja toplote (egzotermne, AH<0), dok se negativne
odnose na reakcije sa apsorpcijom toplote (endotermne, AH>0).

Provera validnosti rezultata dobijenih pri ITC eksperimentima izvrSena je titracijom 0,2
M rastvora tri(hidroksimetil)metilamina (TRIS) rastvorom 0,0409 M HCI. Dobijena vrednost
promene entalpije protonovanja TRIS-a (-44,36 kJ mol™) u skladu je sa literaturnom vredno$éu
(-46,67 kJ mol™), sa odstupanjem od oko 5 % (Markovié i Milonji¢, 1992).

Ispitivanje je izvrSeno po slede¢oj metodi: u reakcioni sud titracione ¢elije odmeri Se 2,5
cm™ suspenzije huminske kiseline pripremljene za titraciju. Sud se postavlja u titracionu éeliju
(brzina me$anja 120 min™). Pre spustanja u radni poloZaj mernog cilindra, titraciona ¢elija se
uravnotezava spustanjem u Cetiri Stupnja. Radna temperatura za sve cikluse merenja je 298,15 K.
Posle postizanja stabilne bazne linije, izvodi se titracija automatskom biretom.

Na osnovu preliminarnih merenja zakljuceno je da se najbolji rezultati dobijaju
dodavanjem rastvora As®* u porcijama od 30 mm?® na svakih 30 min, pri pocetnoj pH vrednosti
suspenzije huminskih kiselina jednakoj 5, i brzini dodavanja rastvora As** od 50 mm® min™.
Toplotni efekti se za svaki titracioni korak kontinualno snimaju u vidu zavisnosti promene
generisane snage (LW) od vremena (min), koja predstavlja karakteristiCan termogram.
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Racunarski program za upravljanje radom automatske birete i akviziju podataka, kao i
program za odredivanje povrSina pikova na termogramu, razvijeni su u Laboratoriji za hemijsku
dinamiku i permanentno obrazovanje Instituta za nuklearne nauke ,,Vinca“.

7.5.  Teorijski model i termodinamicka analiza

U dosadasnjem modelovanju ITC eksperimentalnih rezultata ispitivanja interakcije
huminskih kiselina i razli¢itih jedinjenja koriS¢eni su slede¢i matematicki modeli: model
fitovanja jednaCinom najmanjih kvadrata za jednu vrstu vezivanja (Turkeova i sar., 2015B);
model viSestrukih nereaguju¢ih mesta (MNIS) (Loosli i sar., 2015), i model neidealne
kompetitivne adsorpcije (NICA) (Xu i sar., 2018).

Trovalentni arsen se u vodenim rastvorima nalazi u obliku pet hemijskih vrsta (slika 28):
neutralne vrste As(OH); i HAsO, preovladuju do oko pH 9, jednom naelektrisane anjonske vrste
H2AsO3™ 1 AsO; su zastupljene izmedu pH 9 i 11, dok iznad pH 11 dominira dvostruko
naelektrisani anjon AsO,OH?* (Warwick i sar., 2005).
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Slika 28. Zastupljenost vrsta As** u zavisnosti od pH vrednosti rastvora (Warwick i sar., 2005).

Kako pH u reakciji As®* sa huminskim kiselinama u toku titracionih eksperimenata ne
prelazi vrednost 9, moze se zaklju€iti da su u rastvoru prisutne samo neutralne vrste As(OH); i
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HAsO,. Imajuéi navedeno u vidu, za opisivanje eksperimentalnih rezultata interakcije As®* i
huminskih kiselina izabran je MNIS model. NICA model se odnosi na vezivanje jonskih vrsta i
kao takav nije primenljiv na eksperimente ispitivanja interakcije As>* i huminskih kiselina.

Medutim, da bi se primenio MNIS model, neophodno je izvrsiti dodatne eksperimente
merenja pH vrednosti za svaki stupanj titracije. Eksperimenti pH-metrijske titracije su izvrSeni
van TAM-a, u uslovima identicnim onim pod kojim su izvedena ITC merenja.

Na eksperimentalnu zavisnost promene toplote po molu titranta (dQ/dn.) u funkciji
odnosa molarnog naelektrisanja (Z = [L)/[M] = [As]w/[HA]m) primenjen je MNIS model
(Courtois i Berret, 2010).

Podesavanja parametara izvrseno je primenom jedna¢ine MNIS modela (6):

1
do _1 o [L] G AN
d_nL(Z) ) AHb 1+ (1 n[M] nKb[M]) ((1 T n[M] T nKb[M]) n[M]) ] (6)

gde su parametri fitovanja: entalpija vezivanja AH, [kJ mol™], konstanta afiniteta
vezivanja Ky [M™] i stehiometrija reakcije n. Vrednosti ovih parametara podesavane su tako da
se eksperimentalni rezultati najbolje tumaée ovim modelom, odnosno da su odstupanja
minimizirana.

Prema dijagramu na slici 28, odnos koncentracija neutralnih vrsta je konstantan u opsegu
pH vrednosti tokom reakcije, sa udelima: As(OH); = 0,46 i HAsO, = 0,54, i pod pretpostavkom
da se aktuelne vrste vezu vodoni¢nim vezama, koncentracija u molovima naelektrisanja po
jedinici zapremine [As]m, izrazava se jednac¢inom (7):

[As]m = 1,92 [AS]m (7
gde je [As]m- molarna koncentracija As*".

Koncentracija u molovima naelektrisanja po jedinici zapremine za huminsku kiselinu,
[HA]m, data je jedna¢inom (8) (Loosli i sar., 2015):

[HA]m = [HAIm Qut 10°° C% / 100 (8)

gde su: [HA]wm - molarna koncentracija huminske kiseline, Qi - ukupna gustina naelektrisanja
huminske kiseline [meq gC™] i C% - procenat ugljenika u huminskoj kiselini.

Veli¢ina Qo data je modifikovanom Henderson-Hasselbalch-ovom jednacinom (9):
Quot = (Qu/ (1+ (Ko [HD™)+ (Qz/ (1+ (K [H)'™) ©)

Vrednosti maksimalnih gustina naelektrisanja karboksilnih i fenolnih funkcionalnih
grupa, Q1 i Q,, konstante disocijacije ovih grupa, Ky i Ky, i empirijski parametri ny i n, preuzeti
su iz Ritchie i Perdue (2003).
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Dobijene vrednosti konstante afiniteta vezivanja i1 entalpije vezivanja su omogucile
izraGunavanje promene Gibbs-ove slobodne energije, AGyp [kJ mol™] koristeéi jed. (2), i promene
entropije, ASp [kJ K™* mol ], koristeéi jed. (10):

ASp=(AHp — AGy) / T (10)

7.6.  Merenje zeta potencijala i srednjeg dinamickog precnika ¢estica

Pod identi¢nim uslovima kao kod ITC eksperimenata, izvedeni su eksperimenti merenja
zeta potencijala 1 srednjeg dinamickog pre¢nika cCestica pri svakom dodavanju inkrementa
zapremine rastvora As>* u suspenziju huminske kiseline. Dobijeni rezultati su graficki prikazani
kao zavisnost srednjeg dinamic¢kog pre¢nika Cestica i zeta potencijala u funkciji odnosa molarnog
naelektrisanja ([As]m/[HA]m).

Takode, izvrSena su merenja zeta potencijala rastvora As®* (5 mmol dm™), kao i zeta
potencijala i srednjeg dinamickog prec¢nika suspenzija huminskih kiselina (TCHA, LPHA i
ESHA koncentracije 0,8 g dm™) u funkciji pH vrednosti.
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8. REZULTATI I DISKUSIJA

8.1. Termodinamika interakcije arsenita i huminskih kiselina

Graficki prikaz odredivanja termodinamickih parametara primenom MNIS matemati¢kog
modela prdstavljen je na slici 29.

e
P
)

i

Q (uW)

_10111]111[1]1]111[111

0 120 240 360 480 600 720 840 960

dQ/d[As] (kJ mol™)

0,0 0,2 0,4 0,6
[As]m/[HA]m

Slika 29. Graficki prikaz odredivanja termodinamickih parametara primenom MNIS
matemati¢kog modela
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Eksperimentalni rezultati dobijeni u obliku termograma prikazani su na slici 29a.
Generisane toplote (dQ) po svakoj dodatoj koli¢ini arsenita (dAs3+) jednake su povrsini ispod pri
tome nastalog pika. Kada se ove veli¢ine predstave u zavisnosti od odnosa molarnih
naelektrisanja, za svako od dodavanja, dobije se rezultat prikazan punim crnim kvadrati¢ima (#)
(slika 29b). Primenom MNIS matematickog modela (jednacina 6) na dobijene rezultate dobija se
S-kriva prikazana crvenom linijom. Rastojanje izmedu donjeg i gornjeg platoa S-krive, po osi
dQ/ dAs*, jednako je promeni entalpije vezivanja arsenita i huminskih kiselina (AHp). Nagib
prave u prevojnoj tacki S-krive jednak je konstanti reakcije vezivanja (Kp), a projekcija prevojne
tacke na [As]w/[HA]m osu daje stehiometrijski odnos arsenita i huminske kiseline u nastalom
kompleksu As**- HA.

Termogrami generisani ITC merenjima ilustrovani su na slikama 30a—32a. Integraljeni
pikovi na termogramu, koji odgovaraju promeni toplote reakcije pri svakoj dodatoj kolicini
rastvora As>* (dQ/d[As]), u funkciji odnosa molarnih naelektrisanja ([As]m/[HA]m), prikazani
punim crnim kvadrati¢ima (m) ili (#), ilustrovani su na slikama 30b—32b. Primena MNIS modela
na eksperimentalne podatke prikazana je punom linijom crvene boje (——). Dobijene vrednosti
koeficijenta korelacije R? u opsegu od 0,996 do 0,936, ukazuju da se MNIS model moze
uspesno Kkoristiti za predstavljanje procesa interakcije As>* i huminskih kiselina. Tabele
prorac¢una primene MNIS modela za TCHA, LPHA i ESHA date su u prilozima 1, 2 i 3,
respektivno. Kao rezultat primene MNIS modela, dobijene su vrednosti promene entalpije
vezivanja (AHp), konstante vezivanja (Kp) i stehiometrija reakcije (n), koje su sumirane u tabeli
8. Takode, u istoj tabeli predstavljene su i izraCunate vrednosti promene Gibbs-ove slobodne
energije (AGy) i promene entropije (ASp).

Tabela 8. Vrednosti AHp, K, i n dobijene kao parametri podeSavanja eksperimentalnih ITC
podataka MNIS modelom, i izra¢unate AGy i ASp vrednosti.

TCHA LPHA ESHA
AH, (kJ mol™) - (15,64 % 0,36) - (16,24 + 0,26) - (18,96 + 0,19)
Ky 10° (M) 7,57 £2,12 5,02 + 0,84 5,36 + 0,51
n 0,586 + 0,006 0,694 + 0,006 0,498 + 0,002
R? 0,936 0,980 0,996
AGy, (kJ mol™) -27,85 - 26,83 - 27,00
ASp, (kJ mol™ K™ 0,041 0,035 0,027

Posmatranjem termograma prikazanim na slikama 30a—32a moze se uoditi da intenziteti
pikova postepeno opadaju sa vremenskim napredovanjem titracije. Ova tendencija je ocekivana i
uzrokovana je interakcijom izmedu As®* i HA, jer arsenit u toku titracije progresivno zauzima
sve veci broj slobodnih aktivnih mesta huminskih kiselina, sto dovodi do smanjenja visine i
povrsine pikova, a samim tim i toplote vezivanja. Termohemijska reakcija se moze smatrati
zavrSenom kada visina pikova dostigne nivo fona, odnosno bazne linije.

Negativni pikovi na ITC termogramima ukazuju na oslobadanje toplote prilikom
interakcije As®* i HA, $to kao rezultat daje negativne vrednosti promene entalpije, tako da se
moze smatrati da je reakcija vezivanja As*" i HA egzoterman proces.
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Sto se ti¢e negativnih vrednosti promene Gibbs-ove slobodne energije, moze se zakljugiti
da je interakcija spontana i dovodi do formiranja kompleksa As>*- HA.

Vrednosti konstante vezivanja jasno ukazuju na afinitet ka vezivanju.

Kako su AS vrednosti oc¢igledno pozitivne, ali blizu nule, 1 AH>AS, reakcija se moze
smatrati entalpijski vodenom, tj. favorizovanom.

Kao Sto je ve¢ pomenuto, ne postoje literaturni podaci za termodinamicke parametre
interakcije As®* i HA, tako da nije moguée izvrsiti poredenje sa rezultatima dobijenim u ovoj
disertaciji.

Martin i sar. (2009) su jedini autori koji su, koriste¢i ITC, ispitivali sistem koji sadrzi
arsenit i HA, ali su pratili uticaj HA na adsorpciju arsenita u sistemu kaolinit-ferihidrit. Dobijeni
termodinamicki parametri ukazuju da se vezivanje arsenita samo neznatno smanjuje u prisustvu
huminske kiseline usled blokiranja adsorpcionih centara ligandima HA, kao i prostornim
blokiranjem arsenita velikim organskim molekulima.
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Slika30. (a) ITC termogrami, (b) integrisani podaci promene toploti po dodatom As

(dQ/d[As]) — (m) i MNIS model — (——), (c) zeta potencijal (ZP) i (d) srednji hidrodinamicki
pre¢nik (Zav) kao funkcija odnosa molarnih naelektrisanja ([As]m/[HA]m), za TCHA.
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Slika31. (a) ITC termogrami, (b) integrisani podaci promene toploti po dodatom As
(dQ/d[As]) — (¢) i MNIS model — (——), (c) zeta potencijal (ZP) i (d) srednji hidrodinamicki
pre¢nik (Zav) kao funkcija odnosa molarnih naelektrisanja ([As]m/[HA]m), za LPHA.
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Slika 32 (a) ITC termogrami, (b) integrisani podaci promene toploti po dodatom As (dQ/d[As]) —
(#) i MNIS model — (——), (c) zeta potencijal (ZP) i (d) srednji hidrodinamicki pre¢nik (Zav)
kao funkcija odnosa molarnih naelektrisanja ([As]w/[HA]m), za ESHA
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Mnoge studije se bave odredivanjem termodinamickih i reakcionih parametara vezivanja
razli¢itih liganada za HA koriste¢i ITC tehniku pod razli¢itim eksperimentalni uslovima
(temperatura, koncentracija, pH). Tako, u poredenju sa entalpijski vodenim procesom vezivanja
arsenita i huminske Kkiseline, entropijski vodena interakcija TiO,-HA ima manje negativnu
promenu entalpije, sli¢énu vrednost konstante vezivanja i visu reakcionu stehiometriju, kao i
neznatno negativniju promenu Gibbs-ove slobodne energije i ve¢u pozitivnu promenu entropije
(Loosli i sar., 2015). lako su podaci dobijeni u ovoj disertaciji i u radu Loosli-ja i sar. (2015)
uspesno opisani koris¢enjem MNIS modela, ove razlike su verovatno prouzrokovane specifi¢nim
interakcijama vezivanja. Naime, ispod izoelektricne tacke TiO,, sugeriSe se da mehanizmi
stvaranja tzv. mostova i zakrpa igraju vaznu ulogu U toku interakcije. Nasuprot tome, van der
Waals-ove interakcije su prisutne iznad izoelektri¢ne tacke.

U ovoj disertaciji, vrednost pH pripremljenih huminskih kiselina na pocetku titracije bila
je 5, ne prelaze¢i 8 za LPHA 1 9 za ESHA i TCHA na kraju titracije (slika 33). Posmatranjem
promene pH sa odnosom molarnih naelektrisanja arsenita i huminskih kiselina, evidentno je da
se do vrednosti odnosa od oko 0,4 zavisnosti za ESHA, LPHA i TCHA neznatno razlikuju. Pri
odnosima vec¢im od 0,4, krive se razdvajaju, pri ¢emu je ocigledno da se zavisnost za LPHA
znacajno razlikuje u odnosu na TCHA i ESHA. Ovo je jo$ jedna potvrda o znacajnijem
vezivanju arsenita od strane LPHA u odnosu naTCHA i ESHA.
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Slika 33. Promena pH vrednosti sa promenom odnosa molarnih naelektrisanja u toku titracije

Posto As®* formira stabilne neutralne hidrokso komplekse (As(OH)s i HAsO,) pri pH
ispod 8 (Warwick i sar., 2005), ove hemijske vrste su jedine prisutne u rastvoru uzorka do kraja
titracije. Pri pH vrednostima iznad 8, postoji mogucnost formiranja anjona AsO, i vezivanje
reakcijom jonske izmene, uzrokujuci da se MNIS model ne moze primeniti na podatke dobijene
u ovom pH opsegu. Medutim, iznad opsega stehiometrije reakcije (n = 0,694-0,498), kada se
titracija moze smatrati zavrSenom, ocigledno je da MNIS model i dalje uspesno prati dobijene
eksperimentalne tacke (slike 30b—32b), sugerisu¢i vodoni¢ne veze kao dominantan tip interakcije
izmedu arsenita i huminske kiseline.

Sa ciljem da se bolje upoznaju mehanizmi vezivanja arsenita i HA, razli¢iti parametri
interakcije odredivani su pod razli¢itim eksperimentalnim uslovima koriS¢enjem mnogih
analitickih tehnika. Prema Buschmann-u i sar. (2006), iako pH zavisnost koeficijenta raspodele
arsenit-HA nije pokazala ocigledan maksimum, vezivanje je bilo jace pri nizim pH vrednostima.
Ovi autori su razmatrali i formiranje stabilnog kompleksa arsenita i fenolne grupe huminske
kiseline reakcijom razmene liganda. U slucaju karboksilnih grupa kao slabijih elektronskih
donora, reakcija razmene liganda se verovatno ne deSava. Nasuprot ovome, karboksilne grupe
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mogu vezati arsenit formiranjem negativno naelektrisanog kompleksa, stabilizovanog
vodoni¢nim mostovima (Buschmann i sar., 2006; Ren i sar., 2017). Liu i Cai (2010) su
klasifikovali HA funkcionalne grupe kao jake i slabe centre vezivanja arsena putem razlicitih
mehanizama. Oni su sugerisali da su jaka mesta centri vezivanja sa helatnim funkcionalnim
grupama koje sa arsenitom mogu da formiraju bi-dentatne (ili multi-dentatne) komplekse.
Nasuprot tome, slabi centri ne sadrze helatne grupe i formiraju samo monodentatne komplekse.

Prethodno objavljeni podaci nisu ukljucivali rezultate merenja toplota reakcija.
Razmatrajué¢i rezultate ove disertacije, reakcione toplote merene ITC tehnikom i vrednost
AH = - (18,96-15,64) kJ mol™ dobijene primenom MNIS modela, potvrduju vodoniéne veze
(tipi¢na jagina veze od 10 do 40 kJ mol™) kao dominantan tip interakcije u kompleksu As**- HA
za karboksilne i fenolne funkcionalne grupe. Sematski prikaz mogué¢ih na¢ina formiranja
vodoni¢ne veze (---) prisutnih vrsta arsenita As(OH); i AsH,O, sa karboksilnim i fenolnim
funkcionalnim grupama dat je na slici 34. Pored toga, eksperimentalni stehiometrijski odnos (n),
dobijen MNIS modelom, nalazi se u opsegu od 0,498 do 0,694, sto je u saglasnosti sa vrednoscu
0,69, teorijski izradunatom na osnovu odnosa vrsta As®" i predpostavljene vodoniéne veze.
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Slika 34. Sematski prikaz mogu¢ih nagina formiranja vodoni¢ne veze vrsta arsenita (As(OH)s -
iznad, HAsO; - ispod) sa karboksilnim i fenolnim funkcionalnim grupama huminske kiseline
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8.2.  Zeta potencijal rastvora As®* i zeta potencijal i srednji dinami¢ki preénik
huminskih kiselina u zavisnosti od pH vrednosti

Kako pri ITC eksperimentima dolazi do znacajne promene pH vrednosti (slika 33),
prouzrokovane visokom pH vrednoscu As®* rastvora (pH = 10,08), izvrSeno je eksperimentalno
oderdivanje zeta potencijala za rastvor As®*, kao i zeta potencijala i srednjeg dinamitkog
precnika Cestica suspenzija huminskih kiselina u zavisnosti od pH vrednosti. Za ove
eksperimente rastvor As®* i suspenzije HA su pripremljeni identi¢no kao i za ITC eksperimente.
Rezultati ovih eksperimenata prikazani su na slikama 35 i 36.

5
i * As™
oL —e—LPHA
i —a—TCHA
—u— ESHA
S Linearni fit
10
s
= i
N 201
25 L
30
35 I : I I I I
2 4 6 8 10
pH

Slika 35. Zeta potencijal u zavisnosti od pH vrednosti za rastvor As®* i suspenzije TCHA,
LPHA i ESHA.
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Slika 36. Srednji dinamicki preénik Cestica u zavisnosti od pH vrednosti za suspenzije TCHA,
LPHA i ESHA

Na osnovu rezultata zeta potencijala i srednjeg dinami¢kog pre¢nika Cestica prikazanih
na slikama 35 i 36, ocigledno je da se LPHA razlikuje od TCHA i ESHA. Vrednosti ZP za
LPHA su izrazito negativnije u celom opsegu pH (-20 do -35 mV), dok se ZP vrednosti za
TCHA i ESHA u intervalu pH od 2 do 9 nalaze u opsegu od -10 do -25 mV. Za razliku od
zavisnosti zeta potencijala od pH, vrednost hidrodinamickog pre¢nika za sve tri ispitivane
huminske kiseline u opsegu pH od 4 do 10 bliska je nuli, odnosno agregacija nije uoc¢ena. Pri pH
vrednostima ispod 3 evidentna je izraZena agregacija, pri ¢emu se najveci agregati formiraju u
slucaju LPHA (oko 10000 nm), a najmanji za TCHA (oko 4000 nm). Ove ve¢ ranije naglasene
razlike su najverovatnije uslovljene razli¢itim sadrzajima funkcionalnih grupa. U tabeli 5 dati su
sadrzaji funkcionalnih grupa za LPHA 1 ESHA. SadrZaj funkcionalnih grupa za TCHA nije bilo
moguce odrediti primenjenom metodom kiselinsko-bazne titracije, najverovatnije zbog niskog
sadrzaja funkcionalnih grupa (Jovanovic i sar., 2022).

Takode, ocigledno je da je vrednost stehiometrijskog odnosa (n) arsenita i huminskih
kiselina u kompleksu As**- HA najveéa za LPHA (tabela 8). Neocekivano, stehiometrijski odnos
za kompleks As**- TCHA je veéi u odnosu na As*- ESHA, §to je najverovatnije posledica
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postojanja drugih vrsta interakcija pored predpostavljene vodoni¢ne veze, kao §to su, npr., Van
der Waals-ove. Medutim, kao $to se moglo oc¢ekivati, ispitivanje agregacije huminskih kiselina u
funkciji pH vrednosti (slika 36) pokazuje da intenzitet agregacije opada od LPHA do TCHA, sto
je u skladu sa sadrzajem funkcionalnih grupa (tabela 5).

8.3.  Zeta potencijal i srednji hidrodinami¢ki pre¢nik &estica kompleksa As>*- HA

Vrednosti zeta potencijala (ZP) i srednjeg hidrodinamickog prec¢nika (Zav) u funkciji
odnosa molarnih naelektrisanja ([As]m/[HA]m) prikazani su na slikama 30c-32c i 30d-32d,
respektivno. Negativne vrednosti ZP pokazale su da agregati arsenit-HA u celom opsegu odnosa
molarnih naelektrisanja ostaju negativno naelektrisani (-45 do -20 mV). Ovo negativno
naelektrisanje moze biti prouzrokovano vodoni¢nim vezama kao dominantnim u formiranju
agregata As**- HA, koje, nasuprot vezivanju metalnih katjona jonskom izmenom neutralisuéi
HA funkcionalne grupe (Xu i sar., 2018), nisu promenile njihovo negativno naelektrisanje.

Promena veli¢ine agregata je evidentna tokom titracije huminskih kiselina rastvorom
arsenita, ali nije posebno izrazena (Zav = 50-180 nm). Krive za ESHA i TCHA dostizu plato pri
molarnom odnosu naelektrisanja ~ 0,6, dok se veli¢ina agregata kod LPHA neznatno povecava
bez platoa. Uzimajucéi sve u obzir, agregacija tokom procesa titracije je slabo izrazena verovatno
zbog odboijnih sila izmedu negativno naelektrisanih Gestica As>*- HA kompleksa.

TCHA, LPHA i ESHA su izolovani iz zemljiSta formiranih u razli¢itim uslovima Zivotne
sredine. Uprkos njihovom razli¢itom poreklu, dobijene vrednosti termodinamickih, reakcionih 1
agregacionih parametara, dobijene u ovoj disertaciji, nalaze se u slinom opsegu i sa istim
trendom za sve ispitivane huminske kiseline.

8.4.  Uticaj interakcije arsenita i huminskih kiselina na Zivotnu sredinu

Usled izraZzenog prisustva toksi¢nih organskih i neorganskih vrsta arsena u Zivotnoj
sredini, njihova interakcija sa prirodnom organskom supstancom ima veliki znacaj sa stanovista
zaStite zivotne sredine, 1 stoga je sveobuhvatno proucavana u literaturi. Tako, manja smrtnost
mikroorganizama prisutnih u realnim vodenim sistemima (Artemia salina) izlozenim As** i As>*
u prisustvu zemljisnih huminskih supstanci potvrduje redukovanu mobilnost ovih toksi¢nih vrsta,
Sto je od izuzetnog znacaja za zivotnu sredinu. Ovaj rad potvrduje postojanje interakcije arsena i
huminskih supstanci, kao i znacaj prirodne organske materije u kompleksiranju i smanjenju
bioraspolozivosti ovih izuzetno toksi¢nih jedinjenja (Costa i sar., 2022). Poveéana pokretljivost
vrsta arsena moze dovesti do njihovog prelaska iz zemljista i sedimenata u zemlji$ni rastvor i
podzemne vode, prouzrokuju¢i njihovu kontaminaciju. Takode, interakcije arsena 1 huminskih
supstanci mogu biti korisne u procesima remedijacije zemljista. Huminske kiseline kao frakcija
prirodne organske supstance vezuju vrste arsena prisutne u zemljiStu 1 sedimentima 1 tako uticu
na povecanje njihove mobilnosti i oslobadanje u zemljisni rastvor. Qian i sar. (2022) su
proucavali primenu i efekte huminskih i fulvo kiselina na migraciju arsena u jalovistima
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kontaminiranim arsenom, i primenu ovih humusnih supstanci u tretmanu zemljista
kontaminiranih teSkim metalima. Rezultati su pokazali da huminske i fulvo kiseline uti¢u na
povecano otpustanje arsena i prate¢ih metala (Ca, Fe, Al i Mn) iz jalovista zagadenih ovim
toksi¢nim jedinjenjima. Li i sar. (2020) su ispitivali uticaj huminskih i fulvo kiselina na
povecanje efikasnosti remedijacije veStacki kontaminiranih zemljiSta. Rezultati primenjene
elektrokineticke remedijacije su ukazali na kompetitivnu adsorpciju, rastvaranje i kompleksiranje
kao dominantne procese koji pospesuju otpustanje arsena i povecavaju efikasnost remedijacije.

Razmatranjem napred izloZenih literaturnih podataka i poredenjem sa rezultatima ove
doktorske disertacije, oigledno je da termodinamicki i reakcioni parametri vezivanja arsenita i
huminskih kiselina dobijeni u ovom radu nedvosmisleno potvrduju da se kompleksi As**- HA
formiraju na pH vrednostima uobiCajenim za zemljiSte, Sto ukazuje na evidentan uticaj
huminskih kiselina na povecanu pokretljivost arsenita u zemljiStu, a samim tim i na njegovu
redukovanu bioraspolozivost.
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9. ZAKLJUCAK

Prema literaturnim izvorima, interakcija arsena 1 huminskih kiselina prouCavana je
razli¢itim eksperimentalnim tehnikama. ITC tehnika je koriS¢ena samo za ispitivanje vezivanja
arsenita i sistema ferihidrit-kaolinit u prisustvu huminske Kiseline. Proces vezivanja arsena i
huminskih kiselina u sistemu u kome su ovo jedine prisutne komponente do sada nije proucavan
tehnikom ITC. Takode, termodinamicki i reakcioni parametri interakcije arsena i huminske
kiseline, koji ukazuju na mehanizme vezivanja i strukturu formiranog kompleksa, nisu poznati u
literaturi.

Na osnovu svega izlozenog, mogu se izvesti sledeci zakljucci:

e Proces interakcije arsenita i tri ispitivane huminske Kkiseline prouc¢avan je tehnikom
izotermalne titracione kalorimetrije. Eksperimentalni podaci su uspe$no interpretirani teorijskim
MNIS modelom, $to je omogucilo odredivanje termodinamickih i reakcionih parametara
vezivanja.

o Negativne vrednosti entalpijskih promena (-(18,96-15,64) kJ mol™') odredile su vezivanje
arsenita i HA kao egzoterman proces. Negativne vrednosti promene Gibbs-ove slobodne energije
(-(27,00-26,83) kJ mol™') ukazale su na spontanost reakcije vezivanja, koja dovodi do formiranja
kompleksa arsenita i huminske kiseline. Vrednosti konstante vezivanja (7,57-5,02) 10° M)
nedvosmisleno ukazuju na izrazen afinitet vezivanja. Kako su vrednosti entropijske promene
ocigledno pozitivne, ali bliske nuli, i AH>AS, reakcija se moze smatrati entalpijski vodenom.

e Teorijski MNIS model je primenjen na proces vezivanja arsenita i huminskih kiselina pod
predpostavkom da je vodoni¢na veza dominantan tip interakcije u sistemu. Toplote reakcije
merene tehnikom ITC i vrednosti AH dobijene primenom MNIS modela potvrduju da je
vodonina veza zaista najzastupljenija vrsta interakcije u As**-HA kompleksu, kako za
karboksilne, tako i za fenolne grupe. Validnost ove pretpostavke potvrdena je vrednostima
koeficijenta korelacije (R* = 0,996-0,936) za primenu MNIS modela, kao i dobijenog
stehiometrijskog odnosa (n = 0,498-0,694), bliskog teorijskom za pretpostavljenu vezu.

e Proces agregacije huminskih kiselina u toku vezivanja arsenita i huminske kiseline pracen je
tehnikama DLS | LDE. Negativne vrednosti zeta potencijala (-45 do -20 mV) pokazale su da
agregati As**-HA kompleksa ostaju negativno naelektrisani u celom opsegu odnosa molarnih
naelektrisanja. Promena veli¢ine agregata je evidentna, ali nije posebno izraZena (Zav = 50-180
nm), Sto se mozda mozZe tumaciti odbojnim silama izmedu negativno naelektrisanih Cestica
agregata As>*-HA.

e Na osnovu rezultata merenja zeta potencijala 1 srednjeg dinamickog precnika Cestica
ispitivanih huminskih kiselina u odsustvu arsenita, o¢igledno je da se LPHA razlikuje od TCHA
i ESHA. U intervalu pH od 2 do 9 vrednosti ZP za LPHA su izrazito negativnije u celom opsegu
pH (-20 do -35 mV), dok se ZP vrednosti za TCHA i ESHA u istom intervalu pH nalaze u
opsegu od -10 do -25 mV.

e Vrednosti hidrodinamickog pre¢nika za sve tri ispitivane huminske kiseline u opsegu pH od
4 do 10 bliske su nuli, odnosno agregacija nije uocena. Pri pH vrednostima ispod 3 evidentna je
izrazena agregacija, pri cemu se najveci agregati formiraju u slu¢aju LPHA (oko 10000 nm), a
najmanji za TCHA (oko 4000 nm). Ove razlike su najverovatnije uslovljene razliitim

63



Puro M. Cokesa Doktorska disertacija

sadrzajima funkcionalnih grupa ispitivanih kiselina. Poredenjem ovih podataka sa rezultatima
ispitivanja agregacionog procesa u toku titracije moze se zakljuciti da je odsustvo arsenita
znacajno uticalo na veli¢inu formiranih agregata, Sto je vrlo izrazeno na niskim vrednostima pH.

e Termodinamicki i reakcioni parametri dobijeni u ovom radu jasno ukazuju da se As®* -HA
kompleksi formiraju na pH vrednostima tipi¢énim za zemljiSte, $to potvrduje uticaj huminskih
kiselina na pove¢anje mobilnosti i smanjenje bioraspolozivosti arsena.

Rezultati predstavljeni u ovoj disertaciji doprinose boljem poznavanju uticaja huminskih

kiselina na mobilnost arsena u zivotnoj sredini i njegovu dostupnost zivim organizmima, kao i na
eventualne primene u procesima rekultivacije zagadenih podrucja.
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Puro M. Cokesa Doktorska disertacija

BIOGRAFIJA AUTORA:

Puro Cokesa roden je 07.02.1960. godine u Gornjem Primislju, Republika Hrvatska, gde
je zavrsio prvih Sest razreda osnovne $kole, a sedmi i osmi razred u Lacarku, op$tina Sremska
Mitrovica. Srednju tehni¢ko-tehnolosku Skolu zavrsio je u Sremskoj Mitrovici. Prve dve godine
fakulteta zavrsio je na Tehnoloskom fakultetu Univerziteta u Novom Sadu, odeljenje u Sremskoj
Mitrovici. Drugi deo fakulteta zavrSio je na Tehnolosko-metalurskom fakultetu Univerziteta u
Beogradu, smer Hemijsko inZenjerstvo. Fakultet je upisao Skolske 1978/79. godine i diplomirao
1983. godine odbranom diplomskog rada sa ocenom 10. Diplomiranjem na Tehnolosko-
metalurSkom fakultetu, sa prosecnom ocenom 8,36, stekao je strucni naziv diplomirani inZenjer
tehnologije, koji je u pogledu prava izjednacen sa akademskim nazivom master. Doktorske
akademske studije upisao je Skolske 2015/16. godine na Tehnickom fakultetu u Boru, studijski
program Tehnolosko inZenjerstvo. Sve ispite predvidene studijskim programom polozio je sa
prose¢nom ocenom 9,89.

0Od 01.06.1984. godine do danas radi u Institutu za nuklearne nauke ,,Vinc¢a®, Institut od
nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju, Univerzitet u Beogradu i trenutno je u zvanju stru¢nog
savetnika.

Bio je ucesnik na 9 projekata koje je finansiralo Ministarstvo nauke Republike Srbije.
Sada je ucesnik projekta finansiranog od strane Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog
razvoja Republike Srbije (Ugovor broj 451-03-47/2023-01/ 200017; Program: Zivotna sredina i
zdravlje, Podprogram: Zastita od hemijskih i fizi¢kih agenasa, Tema: Imobilizacija neorganskih 1
organskih zagadivaca zemljisnim huminskim kiselinama)

Autor ili koautor je 13 radova publikovanih u medunarodnim Casopisima iz kategorije
M20 (4 rada kategorije M21, 6 radova kategorije M22, 5 radova kategorije M23, 2 rada
kategorije M24), 29 saopstenja na konferencijama medunarodnog znacaja iz kategorije M30 (11
saopStenja kategorije M33 1 18 saopStenja kategorije M34), 6 radova publikovanih u ¢asopisima
nacionalnog znacaja iz kategorije M50 (kategorija MS52), 20 saopStenja na konferencijama
nacionalnog znacaja iz kategorije M60 (6 saopStenja kategorije M63 1 14 saopStenja kategorije
M64), kao 1 11 tehnickih reSenja (kategorija M85)
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Izjava o autorstvu

Potpisan: Puro Cokesa
Broj indeksa: 16/2015

Izjavljujem
da je doktorska disertacija pod naslovom:

Istrazivanje interakcije arsena i huminskih kiselina iz zemljiSta

[J rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

[ da predlozena disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena
za dobijanje bilo koje diplome prema studijskim programima drugih
visokos§kolskih ustanova,

] dasu rezultati korektno navedeni i

[1 danisam krSio autorska prava i koristio intelektualnu svojinu
drugih lica.

U Boru, Potpis doktoranda
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Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora: Puro Cokesa
Broj indeksa: 16/2015
Studijski program: TehnoloSko inzenjerstvo

Naslov rada: Istrazivanje interakcije arsena i huminskih kiselina iz zemljista

Mentor: prof dr Snezana Serbula
Potpisan: Puro Cokesa

Izjavljujem
da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam
predao za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja
doktora nauka, kao §to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi liéni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

U Boru, Potpis doktoranda
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Izjava o koriSéenju

Ovlaséujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢* da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Istrazivanje interakcije arsena i huminskih kiselina iz zemljiSta

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste svi koji poStuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne zajednice
(Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo

2. Autorstvo — nekomercijalno

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade]

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima

5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je na
poledini lista).

U Boru, Potpis doktoranda
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Rad proistekao iz doktorske disertacije:

Cokesa, D., Radmanovié, S., Potkonjak, N., Markovié, M., Serbula, S. (2023) Soil humic
acid and arsenite binding by isothermal titration calorimetry and Dynamic Light
Scattering: Thermodynamics and aggregation, Chemosphere 315, 137687
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2022.137687

(1F(2021)=8,943 (Environmental Sciences (33/279))

(ISSN: 0045-6535
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