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POPIS SIMBOLA I KRATICA

A —povrSina po molekuli

AC voltammetrija — voltammetrija izmjenicne struje

C — kapacitet

Cs ' — modul povriinske kompresije

CV - ciklicka voltammetrija

DOC - otopljeni organski ugljik

DOPC — 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilkolin; [IUPAC nomenklatura: [(2R)-2,3-bis[[(Z)-
oktadek-9-enoil]oksi]propil]2-(trimetilazaniumil)etil fosfat

E — elektrodni potencijal

GC-MS — plinska kromatografija spregnuta sa masenom spektroskopijom

IHP — unutarnja Helmholtzova ravnina

1. — kapacitetna struja

K — kruto stanje

K,w — oktanol-voda particijski koeficijent

LC-MS - tekuéinska kromatografija spregnuta sa masenom spektroskopijom

OHP - vanjska Helmholtzova ravnina

P — plinovito stanje

PAH — policikli¢ki aromatski ugljikovodik

POC — Cesti¢ni organski ugljik

POPC —1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilkolin; [UPAC nomenklatura: [(2R)-3-
heksadekanoiloksi-2-[(Z)-oktadek-9-enoil Joksipropil] 2-(trimethilazaniumil)etil fosfat
SVE — standardna vodikova elektroda

TE — tekuc¢e ekspandirano stanje

TG — gliceril trioleat; IUPAC nomenklatura: 2,3-Bis[[(Z)-oktadek-9-enoil]oksi]|propil (Z)-
oktadek-9-enoat

TK — tekuce kruto stanje

UV-Vis-RS — refleksijska spektroskopija u ultraljubi¢astom i vidljivom spektru

VZKE — viseéa zivina kap elektroda

ZKE — zasi¢ena kalomel elektroda

7 — povrsinski tlak

o — povrsinska napetost
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Uvod

1. Uvod

U danasnje doba ubrzanog tehnoloskog razvoja i nedovoljnog poznavanja Stetnog
utjecaja Covjeka na okolis, vodeni se sustavi sve vise nekontrolirano zagaduju. Prema
podatcima iz 1983., godisnje se proizvede oko 1000 novih kemijskih spojeva koji najcesce
zavrSavaju u vodenim sustavima (Health protection, 1983), a danas je taj broj zasigurno
mnogo veéi. Od svih zagadivala koja zavrSe u morskom okolisu 80 % dolazi s kopna, dok
preostalih 20 % dolazi in-situ, ve¢inom ispustanjem zagadivala s naftnih platformi, otpadnim
vodama te ispiranjem ekotoksi¢nih protuobrastajnih boja za brodove. Da bi neki spoj uopce
bio smatran znaCajnim zagadivalom 1 imao znacajan utjecaj na vodeni okoli§, mora

zadovoljavati nekoliko uvjeta (Bayona i Albaiges, 2006):

e proizvodnja u velikim koli¢inama, kao primarnog proizvoda ili kao popratnog
spoja u proizvodnji kakve druge kemikalije, ili kontinuirano ispustanje u okolis
e otpornost na abioticke i bioti¢ke oblike razgradnje

e sklonost bioakumulaciji

Medu najrasirenijim organskim zagadivalima nalaze se postojana organska zagadivala (POP),
kao Sto su poliklorirani bifenili (PCB-ovi), heksaklorocikloheksani, klordan, toksafen, te
policiklicki aromatski ugljikovodici (PAH-ovi). Navedeni spojevi predstavljaju opasnost za
vodene ekosustave, posebno vodene organizme i ljude.

Analiticke metode koje se tradicionalno koriste u detekciji policiklickih aromatskih
ugljikovodika ukljuuju plinsku ili tekuéinsku kromatografiju spregnutu s masenom
spektroskopijom (GC-MS, LC-MS), zbog velike tocnosti 1 niske granice detekcije (Poster i
sur., 2006; Ma 1 sur., 2010). Nedostatak ovih metoda je predobrada uzoraka te postupci
ekstrakcije analita, Sto ith Cini dugotrajnima i1 skupima. Spomenuti nedostatci potaknuli su
razvoj razli¢itih imunokemijskih 1 elektrokemijskih metoda za detekciju PAH-ova (Li 1 sur.,
2000; Lin i sur., 2007). Medutim, mnoge razvijene metode imaju vrlo slozen dizajn, i/ili
nezadovoljavajuce granice detekcije (Wei i sur., 2009). Iz navedenih razloga javlja se nuznost
razvoja brzih, jednostavnih i financijski prihvatljivih senzora za ranu detekciju policiklickih

aromatskih ugljikovodika u okoliSu.



Uvod

1.1. Cilj i opseg rada

Cilj ovog rada je razviti elektrokemijski senzor sa zivinom mikroelektrodom za
primjenu u djelomi¢no automatiziranom proto¢nom sustavu za ranu detekciju policiklickih
aromatskih ugljikovodika u uzorcima prirodnih voda. Smatra se kako ¢e lipofilna priroda
PAH-ova omoguciti mjerljivu interakciju odabranih molekula PAH-ova i modelne membrane
sastavljene od mijeSanog sloja lipida elektrostatski adsorbiranog na povrSini zivine
mikroelektrode. Razvoj senzora ukljucivat ¢e upotrebu elektrokemijskih metoda za
istrazivanje svojstava zivine mikroelektrode, od samog stvaranja elektrode, preko utvrdivanja
njezine stabilnosti, dugotrajnosti, nacina ¢iS¢enja, do pogodnosti za modifikaciju modelnom
membranom. Elektrokemijske metode ¢e se takoder koristiti i za pronalazenje modelne
membrane pogodne za upotrebu u senzorskom sustavu koji se razvija. Ocekuje se da ce
metoda brze ciklicke voltammetrije omoguditi kvantificiranje interakcija izmedu analita 1
modelne membrane. Nadalje, istraZivati ¢e se potencijalni interferiraju¢i spojevi koji bi mogli
utjecati na kvalitetu analize kao i utjecaj kompleksnih matrica na izvedbu sustava, kako bi se
procijenila mogucénost upotrebe senzora za analizu prirodnih uzoraka vode. Uz
elektrokemijske metode, u istrazivanju ¢e se koristiti i spektroskopske metode, te tehnika
Langmuir-Blodgett kade S$to ¢e omoguditi bolje razumijevanje ponaSanja odabranog

mijeSanog sloja, ali 1 interakcija izmedu odabranog mijeSanog sloja 1 molekula analita.
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L iteraturni pregled

2. Literaturni pregled

2.1. Policikli¢ki aromatski ugljikovodici

Policiklicki aromatski ugljikovodici su organski spojevi koji su vrlo rasprostranjeni u
okoliSu, a sadrze dva ili viSe benzenskih prstenova. PAH-ovi su organska zagadivala koja
nastaju kao nusprodukti nepotpunog gorenja fosilnih goriva i drugog organskog materijala, pri
¢emu dospijevaju u atmosferu. U vode, tlo i sedimente ulaze osim atmosferskim donosom,
putem industrijskih i1 gradskih otpadnih voda, a Cesto zbog havarija tijekom transporta i
proizvodnje fosilnih goriva. PAH-ovi su hidrofobne/lipofilne molekule ¢ija topljivost u vodi
opada s porastom broja benzenskih prstenova i porastom particijskog koeficijenta izmedu
oktanola i vode (K,v) (Baumard 1 sur., 1999). Manje topljivi PAH-ovi, s ve¢im vrijednostima
u vodi 1 imaju manje vrijednosti K, u vodi biti prisutni i u otopljenom obliku, ¢ime njihova
biodostupnost za vodene organizme postaje bitno vec¢a (Akkanen i sur., 2012). Neki PAH-ovi,
poput benzo[a]pirena, imaju kancerogena svojstva, dok nusprodukti nekih PAH-ova koji
nastaju tijekom metaboli¢kih procesa, pokazuju mutagena svojstva. U morskom okoliSu
koncentracije PAH-ova krecu se od nanograma po litri (Dachs i sur. 1997; Cripps, 1992; Wu i
sur., 2011) do mikrograma po litri (Law 1 sur., 1997), a najvise koncentracije zabiljeZene su u
priobalnim vodama uz velika naselja (ili vece gradove) kao posljedica ljudskih aktivnosti.
Kako su skloni bioakumulaciji, ovi spojevi predstavljaju prijetnju za zdravlje vodenih
organizama 1 ¢ovjeka, pa je brzo i pouzdano pracenje njihove koncentracije u prirodnim
vodama izuzetno vazno. Prema Uredbi o standardu kakvoce vode, koju je donijela Vlada
Republike Hrvatske 2013. godine (Vlada RH, 2013), PAH-ovi spadaju u prioritetne opasne
tvari, a maksimalna dopuStena koncentracija u povrsinskim, prijelaznim i priobalnim vodama

za PAH-ove navedene u Uredbi iznosi:

antracen — 0,4 pg dm >
benzo[a]piren — 0,1 pg dm™>

fluoranten — 1 pg dm .



L iteraturni pregled

2.1.1. Policikli¢ki aromatski ugljikovodici u vodenim sustavima

Prirodne vode sadrze kompleksnu smjesu organskih tvari razli¢itog porijekla, sastava,
te fizicko-kemijskih svojstava. Uloga organske tvari u vodenim sustavima od iznimne je
vaznosti jer utjeCe na kemijske (adsorpcija, kompleksiranje, fotokemijski procesi), bioloske
(produktivnost i razvoj organizama), geoloske (sedimentacija, remobilizacija) te fizikalne
procese (prigusenje valova). Organska tvar u prirodnim vodama dijeli se na cCesti¢nu i
otopljenu, pri ¢emu se Cesti¢na organska tvar obi¢no oznacava kao ona organska tvar koja
zaostaje na staklenom filteru odredene veli¢ine pora (primjerice 0,7 pm ili 0,45 um), a njihove
se koncentracije izrazavaju koncentracijama cesti¢nog (POC), odnosno otopljenog organskog
ugljika (DOC). Materijal koji prolazi kroz pore koriStenog staklenog filtera oznacava se kao
otopljena organska tvar i ¢ini oko 89 % ukupne organske tvari u morima (Duursma 1 Dawson,
1981), te izmedu 10 1 90 % ukupne organske tvari u rijekama, ovisno o koli¢ini prisutne
suspendirane tvari (Maybeck, 1982). Otopljena organska tvar ukljucuje koloidnu i otopljenu
fazu (Libes, 2009). Organska tvar u moru dijeli se u nekoliko osnovnih skupina:
ugljikohidrati, lipidi, proteini te huminske tvari (Romankevich, 1984).

Ugljikohidrati su spojevi opcenite molekulske formule C,(H,O),, a osnovna im je
jedinica monosaharid sastavljen od 3 do 9 atoma ugljika. Koncentracije ugljikohidrata u
prirodnim vodama kreéu se izmedu 0,065 i 3 mg dm ™, te &ine 5-10 % ukupne otopljene
organske tvari, a najzastupljenija frakcija ugljikohidrata su polisaharidi (Thurman, 1985;
Borsheim 1 sur, 1999; Panagiotopoulos i Sempere, 2005).

Lipidi se definiraju kao spojevi topljivi u organskim otapalim, a slabo topljivi u vodi
za razliku od ostalih klasa prirodnih biomolekula kao Sto su proteini, aminokiseline,
ugljikohidrati te monosaharidi, od kojih su i1 bioloski otporniji. Lipidi ¢ine oko 4-30,5 %
otopljene organske tvari u razli¢itim podruc¢jima oceana i taj se sadrzaj ne mijenja bitno s
udaljenoscu od obale ili dubinom vodenog stupca (Romankevich, 1984, Derieux 1 sur., 1998;
Penezi¢ 1 sur., 2010), te 10-25 % cesti¢ne organske tvari u povrsinskim vodama (Duursma i
Dawson, 1981).

Proteini su bioloske makromolekule sastavljene od lanaca aminokiselina, koje
obavljaju cijeli niz funkcija u zivim organizmima. U vodene sustave dospijevaju kao
izvanstanicni metabolicki produkti vodenih organizama, raspadanjem uginulih vodenih

organizama, pri razliitim stupnjevima polimerizacije 1ili razgradenosti u obliku
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aminokiselina. U prirodnim vodama polimerizirani proteini ¢ine oko 2 % otopljene organske
tvari, a njihove koncentracije u morskoj vodi kreéu se izmedu 50-200 pg dm ", dok su
koncentracije ukupnih otopljenih aminokiselinama, ukljucujuéi i proteine razlicitih stupnjeva
polimerizacije, izmedu 50-1000 pg dm > (Thurman, 1985; Boge i sur., 2013).

Huminske tvari su slozeni organski spojevi Sirokog raspona molekulskih masa koji
nastaju procesima razgradnje, polimerizacije 1 kondenzacije otopljene organske tvari prisutne
u prirodnim vodama te su otporne na daljnju razgradnju (Cacosian i Lee, 1981; Skopinstev,
1981). Huminske tvari predstavljaju najznacajniju komponentu otopljene organske tvari. S
obzirom na njihovu topljivost u alkalnim, odnosno kiselim otopinama, dijele se na: huminske
kiseline, koje precipitiraju u kiselim otopinama, fulvinske kiseline, koje su topljive u kiselom,
te humine, netopljive huminske komponente (Thurman, 1985; Hayes, 2001). Fulvinske
kiseline topljivije su u vodi od huminskih kiselina i neSto su manje molekulske mase.
Huminske tvari ¢ine oko 50 % ukupne otopljene organske tvari u prirodnim vodama, te su
njihove koncentracije izrazene kao vrijednosti DOC-a. U morskoj vodi te se koncentracije
kre¢u u rasponu od 0,1-0,25 mg dm™ , dok su u rijekama znatno vise i krec¢u se u rasponu od
1-4 mg dm (Thurman, 1985).

Kada dospiju u morsku vodu, policiklicki aromatski ugljikovodici ¢e se rasporediti
izmedu Cesticne 1 otopljene frakcije organske tvari ovisno o njihovim fizi¢ko-kemijskim
svojstvima (topljivost u vodi, tlak para, koeficijent sorpcije), kao i1 o parametrima
promatranog okoliSa (koncentracija Cesticne i1 otopljene organske tvari, koliina suspendirane
CestiCne tvari, vrsta prisutnog sedimenta (Shi 1 sur., 2007). PAH-ove u otopljenoj frakciji
uzorka ¢ine oni vezani na koloidnu 1 otopljenu organsku tvar, ali 1 oni potpuno otopljeni
(Fernandes 1 sur., 1999). Zbog njihovog velikog afiniteta prema organskoj tvari, podatci o
koncentracijama potpuno otopljenih PAH-ova su rijetki, no upravo je ovaj podatak vrlo
znacajan u procjeni njihove biodostupnosti u nekom sustavu (Xia 1 sur., 2013). Prema
Borneffu, u povrSinskim se vodama tre¢ina PAH-ova nalazi vezana na ¢esti¢nu organsku tvar,
tre¢ina je vezana na fino rasprSene organske Cestice, dok je tre¢ina u otopljenom obliku
(Borneft, 1977). Uz ovako grubu podjelu, u literaturi postoje razliciti podatci o raspodjeli
PAH-ova u vodenim sustavima, pa tako u radovima Hatzianestis 1 sur. (2002) te Maldonado i
sur. (1999), gdje su mjerene koncentracije PAH-ova u morskim sustavima, udio PAH-ova u
otopljenoj frakciji €¢ini izmedu 33 1 99 % njihove ukupne koli¢ine. U radu Wang i sur. (2008),

gdje je koncentracija PAH-ova odredivana u Cesti¢noj i otopljenoj frakciji uzoraka vode iz
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rijecne delte, otopljena frakcija PAH-ova Cinila je 73 % ukupne koli¢ine. Smatra se kako ¢e
samo potpuno otopljeni policikli¢ki aromatski ugljikovodici biti biodostupni (Neff, 1979). U
radu Wodzinski 1 sur. (1974), pokazano je da su bakterije iz roda Pseudomonas kao izvor
ugljika mogle koristiti otopljeni oblik fenantrena.

Stani¢na membrana je slabo propusna za polarne i nabijene molekule, no nepolarni
spojevi, kao Sto su ciklicki ugljikovodici te policikli¢ki aromatski ugljikovodici, zbog male
topljivosti u vodi i velikog koeficijenta particije izmedu oktanola i vode, mogu u¢i u stani¢nu
membranu, te se prijenos ovakvih molekula kroz membranu smatra pasivnim transportom duz
koncentracijskog gradijenta izmedu okoliSa i stanice (Sikkema i sur., 1995; Chauhan 1 sur.,
2008). Upravo zbog toga Sto postoji interakcija izmedu stani¢ne membrane i1 policikli¢kih
aromatskih ugljikovodika, istrazivanja su bila usmjerena ka razvoju elektrokemijskih sustava

koji bi kao radni element ukljucivali modelnu bioloSku membranu.
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2.2. Elektrokemijski senzori

Elektrokemijski senzori se u danasnje vrijeme vrlo ¢esto koriste u analizama uzoraka
iz okolisa te sluze za detekciju postojanih organskih zagadivala (Centi 1 sur., 2008), toksina
(Campas 1 sur., 2007), nutrijenata u svrhu pracenja eutrofikacije (Kirstein i sur., 1999),
tragova metala (Cuculi¢ i1 sur., 2009) i sl.. Razlozi njihove Siroke primjene su visoka
osjetljivost, kratko vrijeme analize, moguénost minijaturizacije i mjerenja in situ, kao i mala
cijena instrumentacije. Signali koji se odreduju obi¢no su napon, struja, vodljivost, kapacitet
ili neka njihova kombinacija. NajceS¢e korisStene metode su ciklicka voltammetrija,
kronoamperometrija, kronopotenciometrija te impedancijska spektroskopija (Grieshaber i

sur., 2008).

2.2.1. Stani¢na membrana kao model u konstrukciji biosenzora

Stani¢na membrana koja predstavlja granicu izmedu stanice i njezine okoline, sastoji
se od fosfolipidnog dvosloja unutar kojeg su ugradene funkcionalne molekule kao Sto su
membranski proteini, ugljikohidrati, proteinski kanali, kolesterol, glikolipidi (Slika 1). One
stanicnoj membrani omogucavaju obavljanje razli¢itih funkcija kao S$to je selektivna

propusnost za ione i organske molekule.

lzvanstaniéna tekucina P
Proteinski kanal Udliikohidrat

(transportni protein)
Globularni protein

Hidrofilne glave

Glikoprotein

PR s M
n‘“ !{ Fosfolipidni dvosloj
UU (OO Rl Y

J ’(“) ’(’[1'
Vv, J

Molekula
fosfolipida

Integralni protein

Kolesterol . : =
(globularni protein) Povrsinski protein

Glikolipid

Periferni protein

Filamenti / Alpha-Helix protein

. = Hidrofobni repovi
citoskeleta (Integral protein)

Citoplazma
Slika 1. Detaljni prikaz staniéne membrane sa njezinim glavnim elementima. Preuzeto s
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Cell membrane detailed diagram en.svg i

prilagodeno.
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Stani¢na membrana je djelomi¢no tekuca (fluidna) i molekule koje ju ¢ine nisu ucvrScene, a
fosfolipidi difundiraju unutar membrane lateralno i transverzalno (mnogo sporiji proces). Za
funkcionalne molekule ovakva struktura predstavlja vrlo specificno okruzenje i moze se
koristiti u svrhu proucavanja procesa koji se dogadaju u membrani, ali i detekcije iona ili
molekula koje interagiraju s membranom ili nekom funkcionalnom molekulom u/na
membrani.

Modificiranje povrSina elektroda bioloskim materijalima koji oponasaju stanicne
membrane, kako lipidnim dvoslojevima tako 1 monoslojevima, provodi se u svrhu povecanja
specificnosti, selektivosti i poboljSanja granica detekcije za zeljene analite. Na taj nacin
dobiva se povrsina specificno prilagodena za interakcije s molekulom koja se analizira. Prve
modelne membrane bile su tzv. ,crne lipidne membrane” koje se izraduju nanoSenjem
premaza lipida u organskom otapalu preko otvora u teflonskom drzacu, pri ¢emu dolazi do
spontanog stvaranja lipidnog dvosloja. Crne lipidne membrane koriStene su u
elektrokemijskim istrazivanjima ugradnje proteina u modelne membranske spojeve, prijenosa
protona kroz modelnu membranu, te kod proucavanja interakcija izmedu modelnih membrana
1 organskih molekula (Micelli 1 sur., 2002; Gassa i sur., 1997; Brunaldi i sur., 2004).
Thompson i sur. (1982) su koristili crnu lipidnu membranu u proto¢nom elektrokemijskom
sustavu u svrhu detekcije interakcije lipidne membrane s antibiotikom valinomicinom.
Problem kod koriStenja crnih lipidnih membrana je njihova nestabilnost 1 krhkost. Daljnji
korak u razvoju modelnih membrana su istrazivanja Millera i sur. (Bach i sur., 1970; Miller i
sur., 1970; Pagano 1 sur., 1973) u kojima se opisuje modelna bioloSka membrana sastavljena
od monosloja lipida elektrostatski adsorbiranog na povrSinu Zivine elektrode, a koja se
pokazala kao odlican izbor radne elektrode za istraZivanja modelnih membrana. U
spomenutim je radovima kapajuca zivina elektroda s adsorbiranim monoslojem fosfolipida
koriStena za pracenje prijenosa iona kroz adsorbirani monosloj. Daljnja istrazivanja svojstava
modelnih bioloSkih membrana na povrsini Zivine elektrode te njihovih interakcija s organskim
zagadivalima nastavili su Nelson 1 sur. (Nelson i Benton, 1986; Nelson i sur., 1990; Nelson i
Auffret, 1988). U spomenutim radovima opisana je 1 Zivina elektroda modificirana
elektrostatski adsorbiranim monoslojem fosfolipida za detekciju policikli¢kih aromatskih

ugljikovodika.
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2.3. Procesi na zivinoj elektrodi

Zivina elektroda odlikuje se velikim prenaponom izlu¢ivanja vodika, pa zbog toga ima
Siroku primjenu u analitickoj kemiji. Primjerice, koristi se za odredivanje metala kao Sto su
bakar, kadmij i olovo u prirodnim vodama (posebno morskoj), ¢iji je elektrodni potencijal
pozitivniji od elektrodnog potencijala vodika (Bond, 1980; Bruland i Cole, 1985; Gonzales i
sur., 2003). Anodna granica radnog prozora zivine elektrode u otopinama klorida je oko
-0,1 V zbog stvaranja kalomela Hg,Cl,, dok je katodna granica radnog prozora u vodenim
otopinama izmedu -1,1 V vs. ZKE pri pH 1, do -2,8V pri pH 13 (Lovrié, 2010). Ziva je na
sobnoj temperaturi tekuca, ima atomski glatku povrsinu i hidrofobna je. Zbog svoje glatke i
homogene povrsine hidrofobnog karaktera osobito je pogodna za istrazivanja koja ukljucuju
adsorpcijske procese amfifilnih molekula poput fosfolipida uslijed komplementarnosti
hidrofobnih lanaca fosfolipida s glatkom povrSinom zive. Adsorpcijski procesi na zivinoj
elektrodi dogadaju se pod utjecajem promjene elektrodnog potencijala koji utjece na gustocu
povrSinskog naboja na povrSini elektrode. Promjenom potencijala na elektrodi nastaje
elektriéni dvosloj, odnosno ureduje se dvosloj nabijenih iona, orijentiranih dipola vode te

hidratiziranih 1 nehidratiziranih iona u blizini povrSine elektrode. Prema Bockrisu i sur.

(1963), elektri¢ni dvosloj (Slika 2) Cine:

e metalni sloj - elektoda

e unutraSnja Helmholzova ravnina (engl. inner Helmholz plane (IHP)) - ravnina koja
prolazi kroz sloj molekula otapala 1 specificno adsorbiranih iona na samoj povrSini
elektrode te Cine prvi solvatacijski sloj

e vanjska Helmholzova ravnina (engl. outer Helmholz plane (OHP)) — ravnina koja
prolazi kroz sloj solvatiziranih iona adsorbiranih na prvi solvatacijski sloj

e difuzni sloj — dolazi nakon vanjske Helmholzove ravnine i ukljucuje ione 1 molekule

otapala od vanjske Helmholzove ravnine do unutrasnjosti otopine
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Slika 2. Prikaz elektricnog dvosloja prema Bockrisu koji pokazuje povrSinu elektrode s
orijentiranim dipolima vode, ionima i solvatiranim ionima, te unutarnju (IHP) i
vanjsku Helmholzovu ravninu (OHP) i otopinu (preuzeto i prilagodeno iz Brett 1 Brett,

1993).

Kapacitet elektricnog dvosloja konstanta je proporcionalnosti izmedu naboja koji se stvara
zbog slaganja vrsta u otopini u blizini povrsine elektrode i potencijala koji se primjenjuje na
elektrodu (Brett 1 Brett, 1993). Za proucavanje kapaciteta elektricnog dvosloja pri razli¢itim
naponima narinutim na elektrodu koriste se impedancijske tehnike ili elektrokapilarna
mjerenja. Elektrokapilarna mjerenja temelje se na mjerenjima povrSinske napetosti Zive u
ovisnosti o narinutom naponu. Time dolazi do mijenjanja naboja na povrsini elektrode, pa se
mijenja 1 povrSinska napetost () na granici elektroda/elektrolit. Krivulja ovisnosti povrsinske
napetosti 1 primjenjenog napona naziva se elektrokapilarna krivulja (Slika 3), a njezin
maksimum naziva se elektrokapilarnim maksimumom ili izoelektricnom tockom 1 predstavlja

podrucje u kojem je naboj na povrsini elektrode jednak nuli.
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E. E
Slika 3. Elektrokapilarna krivulja, ovisnost povrSinske napetosti o potencijalu primjenjenom

na elektrodu. E, predstavlja izoelektricnu toc¢ku, u kojoj je naboj na elektrodi jednak

nuli.
Elektrokapilarna krivulja opisana je Lippmannovom jednadzbom (Adamson i Gast, 1997):

(06/0E),= — Oa (1.1)

iz koje je moguce izraziti kapacitet kondenzatora koji €ini elektricni dvosloj na Zzivinoj

elektrodi, odnosno diferencijalni kapacitet elektricnog dvosloja:
(6°6/0E™), = — OQAPE = C (1.2.)

gdje je:

o = povrSinska napetost

E = elektrodni potencijal

Oa = naboj na povrsini elektrode po jedinici povrSine

C = diferencijalni kapacitet elektri¢nog dvosloja,

desni donji indeks, kemijski potencijal p, oznaCava da su sastav otopine i1 metalne faze

konstantni.

Ovisnost diferencijalnog kapaciteta o primjenjenom naponu objasnjena je Bockrisovim

modelom lateralnog odbijanja (Slika 4). Prema ovom modelu, za napone pozitivnije od

11
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izoelektricne toCke diferencijalni kapacitet raste i postize lokalni maksimum, tzv. ,,grbu®. Do
toga dolazi zbog toga Sto elektroda postaje pozitivnije nabijena, koli¢ina adsorbiranih iona
raste 1 postize lokalni maksimum nakon cCega kapacitet poc¢inje padati zbog odbijanja iona
istog naboja koji se akumuliraju oko elektrode. Primjenom jo§ pozitivnijeg napona na
elektrodu, elektricne ¢e privlacne sile postati jace od lateralnih odbojnih sila i diferencijalni

kapacitet ponovno ¢e poceti rasti.

prijenos naboja

i

-
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=*

S . .

= minimum

S
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< %

5 | elektricne  lateralne

= . v . e
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A |sile sile konstantnog

1
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sile sile . sile sile kontakta
) Naboj “-)

Slika 4. Prikaz modela lateralnog odbijanja prema Bockrisu.

Kod potencijala negativnijih od izoelektricne tocke formira se podrucje konstantnog
kapaciteta uslijed akumuliranja iona i hidratiziranih iona u podru¢ju vanjske Helmholzove
ravnine koji ne ovisi o ionskom sastavu otopine. Kapacitet ovog podrucja analogan je

kapacitetu plocastog kondenzatora te se definira jednadzbom:

C = Agg/d (1.3.)

gdje je:
A = povrSina kondenzatora
g0 = dielektri¢na konstanta vakuuma, 8,854 x 10> Fm’!

d = udaljenost ploca kondenzatora

12
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Hidratizirani 1 ostali ioni u ovom podrucju nisu u direktom doticaju s povrSinom elektrode pa
govorimo o adsorpciji bez kontakta. Po analogiji s plo¢atim kondenzatorom i imajuci na umu
Bockrisov model elektricnog dvosloja, ukupni diferencijal kapacitet elektricnog dvosloja,

jednak je zbroju kapaciteta dvaju serijski spojenih kondenzatora:

1/C=1/Cy + 1/C; (1.4))

C = kapacitet unutrasnjeg Helmholzovog sloja
C, = kapacitet vanjskog Helmholzovog sloja

C = ukupni diferencijalni kapacitet

Adsorpcijom organskih molekula na povrsini elektrode, dolazi do mjenjanja diferencijalnog
kapaciteta dvosloja, i sloj adsorbiranih amfifilnih molekula opisuje se tre¢im kondenzatorom,

koji je takoder analogan plocastom kondenzatoru (Slika 5), a ¢iji je kapacitet dan sa:
C = (&08org)/d) (1.5.)
gdje je:

€org = dielektricna konstanta adsorbiranih organskih molekula

d; = debljina adsorbiranog sloja

> Hidrofobnirepovikao “dielektrik”
Povtsina elektrode |

¢ini jednu plocu
kondenzatora

Polarne glave kao druga ploca

kondenzatora

Slika 5. Shematski prikaz monosloja amfifilnih molekula na povrsini Zivine elektrode kao

model jednostavnog plocastog kondenzatora.

Ukupni kapacitet elektricnog dvosloja definira se kao kapacitet dva serijski spojena
kondenzatora paralelno spojena s tre¢im koji predstavlja povrSinu prekrivenu adsorbiranim

13



L iteraturni pregled

molekulama. U slu¢aju potpune pokrivenosti elektrode organskom tvari, ukupni je kapacitet u
potpunosti odreden ovim tre¢im kondenzatorom. Struja koja nastaje zbog punjenja ili
praznjenja elektricnog dvosloja bez elektrodne reakcije odnosno prijenosa naboja, naziva se

kapacitetnom ili ne-faradayskom strujom:

I.= do/dt (1.6.)

gdje je:
0O = naboj

t = vrijeme

Kapacitetna struja ovisi o vremenu nabijanja elektricnog dvosloja, odnosno o brzini promjene
potencijala elektroda i zajedno s faradayskom strujom, koja se javlja kao posljedica oksidacije
ili redukcije elektroaktivnih vrsta na elektrodi, ¢ini ukupnu struju koja tece kroz elektrolit.
lako se kapacitetna struja u vecini elektrokemijskih metoda pokuSava izbjeéi jer je Cesto
nepozeljna komponenta u mjerenom odzivu struje, kod proucavanja ne-faradayskih procesa
(adsorpcija organskih molekula na povrsinu elektrode) upravo je kapacitetna struja ona
komponenta odziva struje koja se mjeri.

Elektrokemijske metode za proucavanje adsorpcijskih procesa organskih molekula i mjerenje
kapacitetne struje su voltammetrija izmjeni¢ne struje izvan faze (AC voltammetrija) te brza

ciklicka voltammetrija (Slika 6).

napon A) napon B)
&X&q f S A ““““
vrijeme vrijeme
T

Slika 6. Shematski prikaz signala pobude kod voltammetrije izmjeni¢ne struje (A) i kod

ciklicke voltammetrije (B).

Kod voltammetrije izmjeni¢ne struje signal pobude je potencijal koji se linearno mijenja i na

koji je superponiran sinusoidalni izmjeni¢ni potencijal male amplitude. Signal odziva je samo
14
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izmjeni¢na komponenta ukupne struje, prikazana u ovisnosti o primjenjenom, linearno
promjenjivom potencijalu. Kako faradayska i kapacitetna struja imaju razli¢ite fazne kuteve u
odnosu na primjenjeni izmjenicni sinusoidalni potencijal, fazno osjetljiva mjerenja, ako se
izvode izvan faze, odnosno pod faznim kutem ¢ = 90°, omogucuju mjerenje samo kapacitetne
komponente ukupne struje sustava.

Kod ciklicke voltammetrije, faradayska struja vrha vala proporcionalna je korijenu brzine

promijene potencijala, dok je kapacitetna struja proporcionalna brzini promjene potencijala:

I.=vC (1.7.)

gdje je:
1. = kapacitetna struja

v = brzina promjene potencijala (Vs ')

Brzina promjene napona proporcionalna je kapacitetnoj struji, pa tako ciklicka voltammetrija
s velikom brzinom promjene potencijala (v > 10 V s uzrokuje vecu kapacitetnu struju i
omogucava proucavanje kapacitetnih procesa na elektrodi, povezanih s punjenjem i
praznjenjem kondenzatora kojeg tvori sloj organskih molekula adsorbiran na povrSini
elektrode. Stoga je ciklicka voltammetrija prikladna za karakteriziranje lipidnih slojeva, te za
promatranje utjecaja interakcija izmedu lipidnih slojeva i molekula analita na kapacitetnu

struju promatranog sustava.
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2.3.1. Kisik kod elektrokemijskih mjerenja

Prisutnost kisika predstavlja problem u elektrokemijskim mjerenjima sa zivinom
elektrodom zbog redukcije kisika u vodikov peroksid na povrsini elektrode. Taj proces se
odvija u nekoliko koraka, a zapoCinje adsorpcijom molekula vode na elektrodu i nastajanjem
molekulskog iona kisika, a moze se prikazati slijedecom jednadzbom (Van Velzen i sur.,

1982) :

0O, +2H,0 2 H,0, + OH

Pri kojim ¢e se potencijalima dogoditi redukcija kisika ovisi o pH otopine, pa se tako pri
pH = 7,4 redukcija odvija u rasponu potencijala od 0,015 do -0,105 V (vs. ZKE), a pri
pH = 12,5 u rasponu potencijala od -0,130 do -0,22 V (vs. ZKE). Kada su na povrsini
elektrode adsorbirane povrsinski aktivne molekule, poput sloja fosfolipida, redukcija kisika se
pomife prema negativnijim potencijalima. Primjerice, u radu Nelsona i Auffreta (1988)
pokazano je kako se redukcija molekulskog kisika u ion superoksida dogada na Zivinoj
elektrodi s adsorbiranim slojem 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfokolina (DOPC-a) na
potencijalima izmedu -0,4 i -0,7 V (vs. Ag/AgCl/3,5 mol dm~ KCI). Spomenute reakcije
utjecu na stabilnost slojeva fosfolipida na povrSini Zivine elektrode zbog Cega je za rad na

modificiranim elektrodama potrebno uklanjanje kisika iz elektrolitnih otopina.

2.3.2. Adsorpcija amfifilnih molekula na Zivinoj elektrodi

Adsorpcija amfifilnih molekula na povrSinu Zivine elektrode najizraZenija je u
podrudju izoelektri¢ne tocke zbog nedostatka naboja na elektrodi u tom podrucju. Kao §to je
ve¢ spomenuto, amfifilne molekule zamjenjuju¢i molekule vode 1 hidratizirane ione
adsorbirane na povrSini elektrode, mjenjaju sastav dvosloja, a samim time 1 kapacitet
dvosloja, Sto posljedi¢no utjece 1 na kapacitetnu struju.

Proucavanje fosfolipidnih slojeva na Zivinoj elektrodi zapoceo je Miller sa
suradnicima (Miller, 1968; Bach i sur., 1970; Miller 1 Great, 1970; Pagano i Miller, 1973),
koriStenjem kapajuce Zivine elektrode s adsorbiranim slojem fosfolipida kao radne elektrode,
za mjerenje prijenosa iona kroz lipidni sloj. Nelson i1 suradnici (Nelson i Benton, 1986;
Nelson 1 Auffret, 1988; Nelson i sur., 1990; Nelson, 2001) proucavali su fosfolipidne
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monoslojeve koristenjem viseée Zivine kapi elektrode (VZKE). Adsorpcija fosfolipidnog sloja
na vise¢u zivinu kap elektrodu radi se mehanicki, nanoSenjem sloja fosfolipida otopljenih u
lako hlapivom organskom otapalu (pentan, kloroform i sl.) na povrsinu elektrolita. Nakon S§to
otapalo ispari amfifilni fosfolipidi se orijentiraju na granici faza elektrolit/zrak tako da je
hidrofilni dio molekule fosfolipida u elektrolitu, a hidrofobni u zraku. Kroz tako orijentiran
sloj molekula uranja se VZKE, pri ¢éemu dolazi do adsorpcije fosfolipida na povrsinu Zivine

kapi (Slika 7).

A)

B)

| | l‘r\\ 7

Sloj fosfolipida |

| Elektrolit |

Slika 7. Vise¢a Zivina kap elektroda (A) i shematski prikaz mehanic¢ke adsorpcije sloja

fosfolipida na povrs$inu elektrode (B).

Zbog cinjenice da fosfolipidne molekule zadrZavaju svoju orijentaciju na granici povrSina
ziva/elektrolit uslijed njihove ve¢ spomenute komplementarnosti, Cesto se koriste kao
modelne bioloSke membrane.

Sloj fosfolipida adsorbiran na povrSinu Zzivine elektrode stabilan je 1 moZe se
karakterizirati AC voltammetrijskim mjerenjima izvan faze te brzom ciklickom

voltammetrijom (Slika 8).
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Slika 8. Ciklicki voltamogram fosfokolina izoliranog iz govedeg mozga na povrsini visece
zivine elektrode (Nelson i Benton, 1986), kod kojeg se razlikuju tri podrucja:
A — podrucje kapacitetnog minimuma, B — fazni prijelazi sloja pod utjecajem napona i
C — desorpcijski vrhovi sloja. Brzina promjene potencijala = 57,6 V s~ . Potencijali su

izrazeni u odnosu na referentnu elektrodu Ag/AgCl/3,5 mol dm ™ KCI.

Na slici 8 razlikujemo tri podrucja: A, B 1 C. Podrucje A je oko izoelektri¢ne tocke elektrode,
odnosno podrucje kapacitetnog minimuma, kada je povrSina elektrode potpuno prekrivena
slojem fosfolipida. U ovom podrucju adsorbirani sloj je nepropustan za metalne ione (Nelson
1 Benton, 1986; Moncelli 1 sur., 1994). Kako narinuti potencijal ide prema negativnijim
vrijednostima, na povrSini elektrode dolazi do reorijentacije fosfolipida (Nelson i Benton,
1986), podrucje B na slici 8. Lijevi, prvi ili pozitivniji kapacitetni vrh predstavlja prvi fazni
prijelaz adsorbiranog sloja, a povezan je sa stvaranjem pora u samom sloju, pri ¢emu sloj
postaje propustan za ione prisutne u otopini. Desni, drugi ili negativniji kapacitetni vrh,
odnosno drugi fazni prijelaz, povezan je s procesima nukleacije i rasta spomenutih defekata
pri ¢emu se na povrSini elektrode stvaraju podrucja dvosloja. U podru¢ju C dolazi do
desorpcije lipidnog materijala s povrSine elektrode Sto je okarakterizirano desorpcijskim
kapacitetnim vrhovima. Spomenuti procesi potvrdeni su 1 koriStenjem metode
samokonzistentnog polja te Monte Carlo simulacije u radu Brukhno i sur. (2011), ali i

direktnim mjerenjima uz koristenje mikroskopije atomskih sila na povrsini Zivine elektrode
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pod naponom (Vakurov i sur., 2014). Reproducibilni fazni prijelazi karakteristicni za pojedini
sloj omogucéeni su fluidnoS¢u fosfolipidnih monoslojeva ¢ija se struktura mijenja pod
utjecajem promjenjivog elektri¢nog polja. Upravo ta karakteristika fosfolipidnih slojeva, kao i
osjetljivost spomenutih strukturnih promjena na promjene u monosloju (Nelson, 2010),
omogucila je njihovu upotrebu u razvoju senzora. Ovako modificirana elektroda koristena je
za proucavanje funkcioniranja ionskih kanala, prijenosa iona kroz fosfolipidni monosloj
(Nelson 1 Benton, 1986; Nelson i Auffret, 1988; Nelson, 2001), te interakcije izmedu
fosfolipidnog monosloja i hidrofobnih organskih molekula (Nelson i sur., 1990; Stoodley i
sur., 2002). Takoder, u radu Nelsona i Auffreta (1988) promatran je i utjecaj razli¢itih iona na
ponasanje kapacitetnih vrhova fosfolipidnog monosloja DOPC-a. Primjeceno je kako morska
voda, te magnezij 1 kalcij, koji su uz ione natrija i klora u morskoj vodi u najvecoj mjeri (oko
87 %) zastupljeni u obliku hidratiziranih iona (Bryne, 2008), pokazuju znacajan utjecaj na
kapacitetne vrhove DOPC-a. Dvovalentni kationi interagiraju s fosfatnim grupama fosfolipida
uzrokujuéi na taj nain strukturne promjene u monosloju i ¢ine¢i ga gusée slozenim i
kompaktnijim (Chen i Huang, 2000).

Povrs$inu Zivine elektrode moguée je modificirati slojem fosfolipida i elektrokemijskim putem
iz suspenzije liposoma fosfolipida. U slucaju liposoma fosfolipida modificiranje elektrode
fosfolipidnim slojem je proces koji se sastoji od vise koraka. Liposom prvo dolazi u doticaj s
povrSinom elektrode gdje se pod utjecajem napona raspukne i tada dolazi do formiranja sloja
fosfolipida na povrsini elektrode. Tako je u radu Hellberga i sur. (2002) opisana interakcija
izmedu liposoma sastavljenih od fosfatidilkolina 1 mijeSanih masnih kiselina sa statiénom
zivinom elektrodom, pri ¢emu su pucanje liposoma i adsorpcija lipidnog monosloja na
povrsini elektrode zabiljeZeni kronoamperometrijskim mjerenjima, u obliku strujnih vrhova.
Slika 9 pokazuje odnos frekvencije strujnih vrhova i napona primjenjenog na elektrodu iz
kojeg je vidljivo kako je interakcija izmedu liposoma 1 Zivine elektrode najslabija upravo u

podrucju izoelektri¢ne tocke gdje je uoceno najmanje kapacitetnih procesa.
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Slika 9. Ovisnost frekvencije strujnih vrhova detektiranih kronoamperometrijom uslijed
adsorpcije liposoma na povrsSinu elektrode i napona primjenjenog na zivinu elektrodu.

Preuzeto iz Hellberg i sur., 2002, i prilagodeno.

Razlog tome je §to je za pucanje liposoma potrebno polarizirati elektrodu, jer u protivnom ne
dolazi do adsorpcije fosfolipida iz liposoma na povrsinu elektrode.

lako vise¢a zivina kap elektroda pokazuje veliki potencijal u razvoju senzora, ogranienja
poput krhkosti 1 velikih koli¢ina Zive koje koristi, ¢ine je neupotrebljivom za senzorsku
upotrebu. Iz tog je razloga razvijena Zivina mikroelektroda kod koje je Ziva elektrodeponirana
na platinsku podlogu na ¢ipu od silicija (Coldrick i sur., 2009). U spomenutom radu pokazano
je kako je ciklickom voltammetrijom od podrucja oko izoelektri¢ne to¢ke do podrucja iza
desorpcijskog potencijala fosfolipida DOPC-a, moguc¢e na povrsini zivine mikroelektrode
adsorbirati stabilan i1 reproducibilan monosloj iz vodene suspenzije lipida, prema shemi na

Slici 10.
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Slika 10. PredloZeni mehanizam adsorpcije monosloja fosfolipida iz lipidne suspenzije

molekula DOPC-a. Preuzeto iz Brukhno i sur., (2011) i prilagodeno.

Opisani sustav pokazao se nespecificno osjetljivim na prisutnost membranski aktivnih spojeva
ukljucujuéi 1 piren koji spada u grupu policiklickih aromatskih ugljikovodika (Mohamadi i
sur., 2014).

U Zelji da se dalje razvije senzorski sustav s mikroelektrodom modificiranom modelnom
membranom, ovaj rad obuhvaca daljnja istrazivanja koja su provedena kako bi se povecala

specificnost 1 osjetljivost sustava na policiklicke aromatske ugljikovodike.

2.4. Langmuirovi monoslojevi

Kao izvrsni modeli za bioloske membrane Cesto se koriste Langmuirovi monoslojevi,
odnosno monoslojevi sastavljeni od jednog sloja povrSinski aktivnih (amfifilnih) molekula na
granici faza zrak/tekucina. Proucavanje Langmuirovih monoslojeva moze dati podatke o
orijentaciji molekula u monosloju, gusto¢i slaganja molekula, interakciji izmedu molekula
monosloja te o interakciji izmedu molekula monosloja 1 molekula koje se nalaze u tekucini na
¢ijoj je povrSini Langmuirov sloj (Dynarowicz-Latka i sur., 2001; Toimil i sur., 2010;
Crawford i1 Leblanc, 2014). Saznanja proizasla iz proucavanja Langmuirovih slojeva imaju
znacajnu primjenu u podrucjima znanosti 1 tehnologije, kao §to su kemija, fizika, znanost o

materijalima 1 biologija (Dynarowicz-Latka 1 sur., 2001).
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Za proucavanje svojstava modelnih membrana sastavljenih od fosfolipida ili mjeSavina
razlicitih lipida, koristi se Langmuir-Blodgett kada (Slika 11). Kod proucavanja monoslojeva
amfifilnih molekula, u Langmuir-Blodgett kadu se na povrSinu Zeljene tekucine, odnosno
subfaze, (vode, elektrolita) nanosi otopina amfifilnih molekula u lako hlapivom otapalu te
nakon $to otapalo ishlapi, amfifilne molekule ostaju na povrsini tekucine ¢ineci netopljivi sloj

debljine jedne molekule, odnosno Langmuirov monosloj.

Slika 11. Langmuir Blodgett kada od teflona s dvije pomicne pregrade.

Zbog amfifilnog karaktera lipidnih molekula na granici faza voda/zrak, hidrofilni dijelovi
molekula bit ¢e uronjeni u vodenu fazu, a hidrofobni ¢e stajat u zraku. PonaSanje amfifilnih
molekula na granici faza voda/zrak moguce je donekle usporediti s onim na granici faza
zivina elektroda/elektrolit. Amfifilne molekule su na povrsini Zivine kapi orijentirane tako da
su hidrofobni dijelovi molekula okrenuti prema zivi, a hidrofilni prema elektrolitu.
Langmuir-Blodgett kada omogucava zbijanje lipidnih monoslojeva na povrsini tekuéine $to
daje bolji uvid u njihova svojstva, kao $to su medusobna mjesljivost komponenata koje ¢ine
monosloj te povrSina koju zauzima pojedina molekula unutar monosloja, ali moze dati i
informacije o interakciji izmedu promatranog monosloja 1 molekula analita prisutnih u
vodenoj otopini na kojoj se monosloj nalazi.

Na molekule tekucine koje se nalaze na povrsini uz privlacne sile izmedu ostalih molekula na

povrsini, djeluje 1 privla¢na sila prema unutrasnjosti otopine, pa tako povecanje povrSine
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povecava slobodnu energiju sustava. Ovo povecanje slobodne energije po jedinici povrSine
ekvivalentno je povecanju sile po jedinici duljine i naziva se povrSinskom napetoséu (o), a
definira se kao promjena Gibbsove slobodne energije sustava po jedinici povrSine pri

uvjetima konstantnog volumena, vanjskog tlaka i temperature:

o= (dG/dA)y,p.r (1.8.)

pri cemu je:

G = Gibbsova slobodna energija

A = povrSina

donji desni indeksi V, p, T, oznaCavaju uvjete konstantnog volumena, vanjskog tlaka, odnosno

temperature.

Kada se nanesu na povrsSinu Zeljene otopine, amfifilne molekule ¢e smanjiti povrSinsku
napetost. PovrSinski tlak (7) koji amfifilne molekule vrSe na stijenke kade definiran je upravo
razlikom izmedu povrSinske napetosti Ciste tekucine (gp) 1 povrSinske napetosti tekucine na

¢ijoj se povrSini nalaze amfifilne molekule (o) 1 opisuje se jednadzbom:

T =00— 0] (1.9.)

Povrsinski tlak mjeri se koriStenjem Wilhelmyeve vage c¢iji se princip rada temelji na
mjerenju razlike tezine tanke ploCice od platine, stakla ili papira na zraku te uronjene u
teku¢inu. Kada je ploc¢ica do pola uronjena u teku¢inu na nju ¢e djelovati gravitacijska sila te
sile povrSinske napetosti, a razlika teZine suhe i1 uronjene plocice proporcionalna je sili
povrsinske napetosti. Kompresijom monosloja amfifilnih molekula na povrSini tekucine
povrsinski tlak se mijenja, a molekule monosloja nalaze se u razliitim stanjima koja su
analogna stanjima trodimenzionalnih plinova, tekucina i krutina (Gaines, 1966). Stanja
monosloja prate se mjerenjem -4 izotermi, odnosno dijagrama koji prikazuju ovisnost
povrSinskog tlaka o povrSini koju zauzimaju molekule monosloja tijekom kompresije (Slika
12). Odmah po nanoSenju na povrsinu tekuc¢ine, molekule se nalaze polegnute na granici faza
otopina/zrak, interakcije medu njima su slabe i ovakvo se stanje naziva plinovitim (P).

Komprimiranjem monosloja molekule se po€inju medusobno pribliZzavati te dolazi do faznog
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prijelaza iz plinovitog u tekuce ekspandirano (TE) stanje, $to se obi¢no ocituje pojavom
platoa u 7-4 dijagramu. Ovakvi platoi predstavljaju ravnotezu izmedu dva stanja sloja, gdje

tlak uslijed daljnje kompresije ostaje gotovo nepromijenjen (P—TE).

I I
Vihatdisks

P—>TE

7/ mN m-!

ey

f —
AOK AOTK AOTE
A/ nm?

Slika 12. Prikaz n-4 izoterme sa shematskim prikazima stanja sloja pri razlicitim tlakovima.
P = plinovito stanje, TE = tekuce ekspandirano stanje, TK = tekuce kondenzirano

stanje, K = kondenzirano stanje.

U tekuce ekspandiranom stanju hidrofilni su dijelovi molekula vezani za otopinu, dok se
hidrofobni repovi uzdiZu iznad povrSine, a njihova je orijentacija nasumic¢na. Ekstrapolacijom
linearnog dijela izoterme do 7= = 0, dobiva se podatak o grani¢noj povrSini po molekuli u
tekuéem ekspandiranom stanju (4o'") (Gaines, 1966). Daljnjom kompresijom, kako se
molekule jo§ viSe priblizavaju, sloj dolazi u metastabilno stanje prelaze¢i iz tekuceg
ekspandiranog u teku¢e kondenzirano stanje (TK). Tekuée kondenzirano stanje i
kondenzirana faza (K) kod koje su polarne glave gusce slozene nego u TK stanju, su stanja u
kojima je sloj slabo stla¢iv zbog pojave medumolekulskih sila uslijed pravilnog i gustog
slaganja molekula. Ekstrapolacijom linearnih djelova izoterme mogu se dobiti podatci o
grani¢nim povr§inama po molekuli u tekuée kondenziranoj (4o"™) i kondenziranoj fazi (4¢"),

koje su bliske vrijednostima presjeka amfifilne molekule okomito orijentirane na povrSinu.
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Nakon postizanja kondenzirane faze, u kojoj su molekule vrlo gusto i pravilno pakirane,
daljnja ¢e kompresija dovesti monosloj do tlaka kolapsa, odnosno najveceg tlaka do kojeg se
monosloj moze komprimirati, nakon cega, daljnjim povecanjem tlaka, slijedi raspad sloja u
izolirane nakupine ili viSeslojne strukture uzrokovane istiskivanjem molekula iz monosloja.
Kod 7-4 izotermi mijeSanih slojeva, kod kojih se tlakovi kolapsa pojedinih komponenti
razlikuju, pri odredenom se tlaku nazvanom tlakom ovojnice (engl. envelope pressure),
pojavljuje netipi¢an fazni prijelaz iz tekuce ekspandiranog u tekuce kondenzirano stanje pri
kojem se sastav mijeSanog sloja mijenja. Naime, komprimiranjem mijeSanih slojeva pri tlaku
ve¢em od tlaka kolapsa jedne od komponenti u sloju, dolazi do istiskivanja te komponente iz
sloja, te se tako mijenja sastav sloja u odnosu na prvotni omjer komponenti (Mitsche i sur.,
2010). Dakle, tlak ovojnice predstavlja maksimalni tlak pri kojem je sastav monosloja jo§
uvijek jednak sastavu nekomprimiranog monosloja. Kao i kod monoslojeva sastavljenih od
jedne komponente, ekstrapolacijom linearnog dijela 7-4 izoterme do 7 = 0 moguce je odrediti
koliku povrsinu zauzima pojedina molekula u mijeSanom sloju (43), s tom razlikom Sto ¢e se
kod mijeSanog sloja ekstrapolirati dio izoterme neposredno prije tlaka ovojnice, dok sastav
sloja jo§ uvijek odgovara sastavu sloja nanesenom na povrSinu otopine. Parametar A4,
omogucéava odredivanje povriinskog suviska (4%, engl. excess area) mijeSanog monosloja
pomocu kojeg se utvrduje mjesljivost komponenata koje ¢ine monosloj. PovrSinski suvisak
definira se kao razlika eksperimentalno dobivenog podatka za povrSinu po molekuli
mijeSanog monosloja (412) 1 izracunate povrSine po molekuli za idealno mjeSanje dviju

komponenata koje ¢ine monosloj (4iq):

A¥= 41, - Aig (1.10.)

Povrsina po molekuli kod idealnog mijeSanja komponenata sloja racuna se po slijedecoj

jednadzbi:

Aig= AN, + A2V, (1.11.)
pri ¢emu su:
Ay 1 4; - povrSine po molekuli slojeva pojedinih komponenti;

Ni 1 N, - molarni udjeli komponenata u mijeSanom sloju koji se ispituje.
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U slucaju idealnog mijesanja ili potpunog ne-mijeSanja komponenti, vrijednosti 4iq i A;, biti
ée jednake, A" ¢e biti nula, a krivulja ovisnosti 41, 0 N; biti ée predstavljena ravnom linijom.
Svaka devijacija od ove krivulje znacit ¢e da su komponente koje Cine sloj samo djelomi¢no
mjesljive, a ovisno o tome je li devijacija od krivulje u pozitivnom (4, > Aiq; A© > 0) ili
negativnom smjeru (41, < 4ia; A" < 0), moguée je zakljuéiti jesu li sile izmedu komponenata
mijeanog sloja odbojne (4" > 0) ili privlaéne (4" < 0), buduéi da vrijednost A" ovisi upravo o
intermolekulskim silama komponenata mijeSanog sloja (Handa, 1993).

Jos jedan parametar koji se koristi za karakterizaciju lipidnih monoslojeva jest modul
povrsinske kompresije C '. Iz modula povriinske kompresije moguée je preciznije odrediti

tlak kolapsa i fizicko stanje sloja, a definira se slijede¢om jednadzbom:

Cs ' =—A(dn/dA) (1.12)

gdje je:
A = povrsina po molekuli pri odredenom tlaku

7 = povrsinski tlak

Tako je za slojeve koji se nalaze u tekuce ekspandiranom stanju modul povrSinske kompresije
izmedu 12,5 i 50 mN m ', kod slojeva u teku¢e kondenziranoj fazi te vrijednosti su veée od
50 mN m', a za slojeve koji se nalaze u kondenziranoj fazi vrijedosti modula povriinske
kompresije veci su od 250 mN m ! (Davies 1 Rideal, 1963; Broniatowski 1 Dynarowicz-tatka,
2004). Upravo je iz krivulje ovisnosti modula povrSinske kompresije o povrSinskom tlaku
moguce to¢nije odrediti fazne prijelaze pojedinog sloja jer se modul kompresije kod faznih
prijelaza naglo mijenja uslijed promjene orijentacije molekula u monosloju. Ako monosloj
prijede u fazu u kojoj su molekule gusc¢e slozene, modul povrSinske kompresije pocet ¢e naglo
rasti 1 dosti¢i ¢e vrijednosti karakteristicne za fazu u kojoj se nalazi. Pri tlaku kolapsa
monosloja vrijednosti modula povrSinske kompresije takoder ¢e se promijeniti, no u ovom
slucaju te ¢e vrijednosti naglo pasti na nulu.

Kao §to je spomenuto, Langmuir-Blodgett tehnika koristi se i za proucavanje interakcija
izmedu molekula analita u teku¢ini 1 Langmuirovog monosloja na povrsini tekuc¢ine pri cemu
se koriste dva pristupa, pristup konstante povrSine, te pristup konstantnog tlaka (Ter-

Minassian-Saraga, 1986). Kod pristupa konstantne povrsSine, mjeri se promjena povrsinskog
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tlaka. U slucaju ugradivanja molekula u monosloj s vriemenom ¢e doc¢i do porasta povrsinskog
tlaka zbog dotoka novog materijala na granicu faza tekuéina/zrak. Drugi pristup temelji se na
odrzavanju povrSinskog tlaka na Zeljenoj vrijednosti pri ¢emu se mjeri promjena povrsine
kade. Kod ovog pristupa ugradnjom molekula u monosloj dolazi do povecanja povrsine koju
monosloj zauzima, takoder zbog dotoka novog materijala na granicu faza tekucéina/zrak. U
sluc¢aju da se molekule analita ne ugraduju u monosloj, nego se samo adsorbiraju na molekule
monosloja, parametar koji se prati (promjena povrsinskog tlaka ili promjena povrsine) ostat ¢e
konstantan.

Kompresijom i ponovnim Sirenjem monosloja na granici faza tekudéina/zrak, odnosno
zatvaranjem i otvaranjem barijera Langmuirove kade, dobiva se kruzna m-A izoterma koja
predstavlja jo$ jedan parametar u karakterizaciji monoslojeva. Tako se kod monoslojeva kod
kojih kompresija 1 ponovno Sirenje nisu procesi u ravnotezi, javlja fenomen histereze.
Prilikom kompresije i nakon toga Sirenja monoslojeva DOPC-a javlja se blaga histereza
Sirenja koja je uvijek malo ispod izoterme kompresije (Notter i sur., 1982). Ovakvo ponasanje
znaci da je za proces kompresije potreban veci povrSinski rad nego za proces Sirenja (Cotisel 1
sur., 1989). Komprimiranjem monosloja preko tlaka kolapsa i njegovim ponovnim S§irenjem
do¢i ¢e do pojave znacajne histereze, a kod monoslojeva kod kojih kompresijom dolazi do
gubitka materijala iz monosloja u tekucinu, histereze ¢e sukcesivnim snimanjem kruznih
izotermi biti zna€ajno pomaknute prema sve manjim vrijednostima povrsine. Tako je u radu
Sudheesh sa sur. (2012) pokazano kako se komprimiranjem i Sirenjem monosloja sastavljenog
od stearinske kiseline 1 N-oktadecil-N'-feniltiouree sastav monosloja zna¢ajno mijenja uslijed

istiskivanja molekula N-oktadecil-N'-feniltiouree iz monosloja (Slika 13).
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Slika 13. Histereza monosloja sastavljenog od stearinske kiseline i N-oktadecil-N'-feniltiouree

u molarnom omjeru 0,496 : 0,504. Preuzeto i prilagodeno iz Sudheesh i sur., 2012.
Ovisno o obliku histereze, moguée je okarakterizirati tip interakcije izmedu monosloja na

granici faza tekuc¢ina/zrak 1 molekula analita koja se nalaze u subfazi, tj. postoji li ugradnja

molekula analita u monosloj ili je interakcija adsorpcijskog karaktera.
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2.4.1. UV — Vis refleksijska spektroskopija

Za karakterizaciju Langmuirovih monoslojeva koriste se i spektroskopske metode, kao
Sto su infracrvena spektroskopija (Widayati i sur., 1997), fluorescencijska spektroskopija (Itoh
1 sur., 1991), absorpcijska spektroskopija (Tuskanova i sur., 2002) te UV-Vis refleksijska
spektroskopija (Griiniger i sur. 1983; Roldan-Carmona i sur., 2014). Metoda UV-Vis
refleksijske spektroskopije (UV-Vis-RS) temelji se na mjerenju razlike refleksije upadajuceg
svjetla od granice faza teku¢ina na kojoj se nalazi Langmuirov sloj koji sadrzi kromoforne
molekule/zrak 1 refleksije upadajuceg svjetla od granice faza cCista tekucina/zrak (AR)
(Griiniger 1 sur., 1983). Ova metoda koriStena je najviSe za proucavanje interakcija izmedu
kromofornih molekula u otopini i monosloja na povrSini otopine (Ohnishi i sur. 1995;
Kozarac 1 sur., 1997), budu¢i da omogucéava detektiranje kromofornih molekula koje su ili

ugradene ili adsorbirane na Langmuirov monosloj (Slika 14).

1|
RefSpec?
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Spektrometar
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lipidni sloj

Nima kada

elektronika kade

kromofor

Slika 14. Shematski prikaz dijelova refleksijskog spektrometra kao dijela Langmuir-Blodgett
kade.
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Kemikalije i otopine

Lipidi koriSteni za formiranje mijeSanog sloja na povrSini Hg elektrode,
1,2- dilinoleoil-sn-glycero-3-fosfatidilkolin (DLPC), 1,3-bis (sn-3'-fosfatidil)-sn-glicerol
(kardiolipin), N-oleoil-D-eritro-sfingozin (ceramid), N-acil-Dsfingozin-1-fosfatidilkolin
(sfingomijelin), gliceril tristearat, gliceril trioleat (TG), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfatidilkolin (POPC) kupljeni su preko tvrtke Sigma Aldrich. Analizirani policiklicki
aromatski ugljikovodici, piren, fenantren, antracen te fluoranten, analiticke Cistoce, kupljeni
su preko tvrtke Sigma Aldrich. Modelne tvari koriStene u ovom radu, polisaharid dekstran T-
500 (Sigma Aldrich, SAD), protein albumin iz govedeg seruma (Sigma Aldrich, SAD),
Na-humat (Ega Chemie, Steinheim, Njemacka), Cisto¢e 99 % i vise, koristene su kako su
kupljene. Takoder, modelna zagadivala, 2,4,4'-triklorobifenil, ¢isto¢e minimalno 99 % (LGC
Standard, GmbH, Wesel, Njemacka), 2-nitrofenol, ¢isto¢e minimalno 99 % (Sigma Aldrich,
SAD), okadai¢na kiselina u obliku amonijeve soli, ¢isto¢e minimalno 90 % (Sigma Aldrich,
SAD) te klorooctena kiselina Cisto¢e minimalno 99 % (Sigma Aldrich, SAD), kao i antibiotici
streptomicin (Calbiochem, EMD Chemicals, SAD), kanamicin (Gibco, Life Technologies,
UK) i sulfametoksazol (Sigma-Aldrich, SAD) koristeni su kako su kupljeni. Elektrolitne

otopine koristene u radu su 0,55 mol dm™

otopina NaCl, 1 morska voda uzeta u zimi na
sjevernom Jadranu i o€iS¢ena od tragova organske tvari, tzv. Cista morska voda. Prezasi¢ena
otopina NaCl pripremljena je otapanjem NaCl (Kemika, Zagreb, Hrvatska) prethodno Zarenog
u mufolnoj pe¢i (450 °C/4 h), u ultra Cistoj vodi (Mili-Q voda, Direct—Q, Millipore system,
Massachusetts) nakon cega je u otopinu dodan aktivni ugljen koji na sebe adsorbira
eventualno zaostale tragove organske tvari. Nakon Sto aktivni ugljen stoji u otopini preko
no¢i, otopina se filtrira koriStenjem sinteriranog lijevka za filtriranje 4. stupnja (Duran,
Wertheim/Main, Njemacka). Opisanim postupkom dobiva se 5,5 mol dm™ otopina NaCl, koja
se razrjeduje do koncentracije od 0,55 mol dm >, te joj se dodaje NaHCOs (0.252 g NaHCO;
u 100 cm™ 0.55 mol dm > otopine NaCl) kako bi se postigla pH vrijednost morske vode od
8,1. Cista morska voda pripremljena je fitriranjem morske vode kroz stakleni GF/F filter

veli¢ine pora od 0,7 pum (Whatman, Maidstone, Engleska), nakon Cega je obradena UV

zracenjem 24 h (Zivina lampa 150 W, Hanau, Njemacka). Potom se u tako obradenu morsku
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vodu dodaje aktivni ugljen koji se ostavlja preko noci i1 otopina se prije upotrebe filtrira
koriStenjem sinteriranog lijevka za filtriranje 4. stupnja (Duran, Wertheim/Main, Njemacka).
Uzorku rijeke Save dodana je 5,5 mol dm ™ otopina NaCl kako bi se dobila 0,55 mol dm™
otopina, te uzorak nije obradivan ni na koji drugi nacin.

Uzorak sjevernog Jadrana prije analize je filtriran koriStenjem staklenog GF/F filtera veli¢ine
pora od 0,7 pum.

Iz svih je otopina prije elektrokemijskih mjerenja uklonjen kisik koriStenjem struje Cistog

dusika.

3.2. Metodologija rada

3.2.1. Elektrokemijska mjerenja - vise¢a Zivina kap elektroda (VZKE)

Prva istrazivanja lipidnih monoslojeva radena su metodom voltammetrije izmjenicne
struje (AC voltammetrije) koristenjem VZKE u standardnoj troelektrodnoj ¢eliji volumena
50 cm’ s Ag/AgCl referentnom elektrodom s unutarnjim punjenjem 3 mol dm~> KCI i
vanjskim 0,55 mol dm™ NaCl te platinskom Zicom kao protuelektrodom. Za mijerenja je
koriSten pAutolab tipa III (Methrom Autolab, Utrecht, Nizozemska) kontroliran programom
GPES 4,9 (General Purpose Electrochemical System, Methrom Autolab, Utrecht,
Nizozemska). Mjerenja metodom AC voltammetrije provedena su pri faznom kutu od ¢ = 90°,
frekvenciji pobudnog izmjeni¢nog napona od 75,12 Hz 1 amplitudi izmjeni¢nog napona od
5 mV. VZKE je mehani¢ki modificirana lipidnim slojem, a preliminarno prouc¢avanje
interakcija izmedu molekula analita i lipidnih monoslojeva radeno je kombiniranjem metode
AC voltammetrije i cikli¢ke voltammetrije s brzinom promjene potencijala > 10 Vs koju
omogucava Ivium Compactstat potenciostat (Ivium Technologies, Eindhoven, Nizozemska).

KoriStenjem metode AC voltammetrije u kombinaciji s ciklickom voltammetrijom na
Ivium Compactstatu interakcija izmedu monosloja i analita provodi se na nacin da se
monosloj tijekom zeljenog vremenskog perioda drzi na potencijalu kapacitetnog minimuma
(oko -0,4 V vs. Ag/AgCl/3 mol dm™ KCl), uz mijeSanje kako bi analit interagirao s
monoslojem Nakon toga se snima AC voltamogram ili ciklicki voltamogram kako bi se
utvrdilo je li doslo do interakcije izmedu monosloja i analita. Za analizu hidrofobnih
membranski aktivnih molekula ovakav pristup ima vrlo ogranicene mogucnosti jer ne
omogucava pracenje interakcija izmedu analita 1 monosloja u realnom vremenu, a interakcija

izmedu monosloja 1 analita dogada se pri to¢no odredenom potencijalu. Unatoc
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ograniCenjima, kombinacija ciklicke 1 AC voltammetrije pokazala se korisnom u
preliminarnoj karakterizaciji lipidnih monoslojeva, na temelju ¢ega je i procijenjeno da se

provedu daljnja i detaljnija istrazivanja pojedinih slojeva.

3.2.2. Zivina mikroelektroda

Zivine mikroelektrode koje se u ovom radu koriste kao radne elektrode, dio su
troelektrodnog sustava na Cipu od silicija koji je opisan u radu Coldricka i sur. (2011) i
izraden na Tyndall National Institute, Cork, Velika Britanija. Na ¢ipu od silicija dimenzija
28 - 28 mm, nalazi se osam platinskih podloga u obliku diskova radijusa 500 pm, te dvije
pravokutne platinske elektrode (1,8 - 8,3 mm) od kojih jedna sluzi kao referentna elektroda, a

druga kao protuelektroda (Slika 15).

A) Radne elektrode (8 kom) Protuclektroda B)

S
Pseudo - referentna
clektroda \
—

Izolirani spojevi
(Silicijev nitrid)
28 mm

Silicijev Cip -
(0,5 mm debljine)

Plocice za spajanje __—

sa instrumentom
(10 kom)

A

28 mm

Slika 15. Shematski prikaz silicijevog ¢ipa sa troelektrodnim sustavom (A) preuzeto iz
Coldrick i sur., 2011 i prilagodeno. Fotografija silicijevog ¢ipa sa osam neovisnih

radnih elektroda i elektrodeponiranom Hg (B).

Platinska se elektroda moze koristiti kao referenta elektroda u sluc¢ajevima kada
konvencionalna refrentna elektroda nije dobar izbor, kao $to su primjerice elektrokemija pri
visokim temperaturama ili kod upotrebe rastaljenih elektrolita, ali i kod obi¢nih vodenih
elektrolitnih otopina (Kasem i sur. 2008). Potencijal platinske referentne elektode je stabilan i
ovisi o sastavu i koncentracji otopine, a ove se elektrode jo$§ nazivaju i pseudo-referentnim

elektrodama (Bott, 1995). U radu Coldrick i sur. (2011) primjeceno je kako kod upotrebe
32



Eksperimentalni dio

platinske pseudo-referentne elektrode moze do¢i do pomaka potencijala elektrode uslijed
kontaminacije povrSine platine organskim molekulama, zbog cega je potrebno ispitati
mogucénost upotrebe pseudo-referentne elektrode u ovom radu.

Osam platinskih diskova na ¢ipu sluzi za elektrodepoziciju filma zive ¢ime se dobiva osam
neovisnih radnih elektroda. Metalni spojevi koji povezuju elektrode s plo¢icama za spajanje s
instrumentom sastavljeni su od sloja Ti debljine oko 30 nm i sloja Pt debljine oko 100 nm, a
napravljeni su procesom uklanjanja metala (engl. /ift-off process), te izolirani slojem SizNy4
debljine 500 nm, koji je naneSen postupkom kemijskog talozenja para pojacanog plazmom
(engl. plasma enhanced chemical vapour deposition (PECVD)). Preko 10 plocica za spajanje
od platine Sirine 2,54 mm, ¢ip je spojen s instrumentom karticnim modulom s 8 prekidaca
(Velleman VM129-8-Channel Relay Card Module), dok je aktiviranje Zeljene elektrode
kontrolirano racunalom pomocu USB eksperimentalnog sucelja (Velleman VMI110-
Assembled USB Experiment Interface Board).

Hg mikroelektrode dobivaju se kronokulometrijskom elektrodepozicijom zive iz otopine
Hg(NOs), na platinske diskove. Koli¢ina naboja koja je potrebna kako bi se formirala radna
elektroda izracunava se koristenjem Faradayevog zakona elektrolize prema kojem je koli¢ina
naboja izmjenjena kroz medupovrSinu elektroda-otopina proporcionalna masi tvari izlucenoj

na elektrodi:

m = OMr/zF (1.13)

pri ¢emu je:

m = masa materijala izlu¢ena na elektrodi
0 = koli¢ina izmjenjenog naboja

z = broj elektrona koji sudjeluju u reakciji
F = Faradayeva konstanta, 96487 C mol ™'

Mr = molarna masa izlucene tvari

Redukcija Zive proces je koji ukljucuje prijenos 2 elektrona:

Hg™ +2¢ 2 Hg
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Zbog oblika platinske podloge, procjenjuje se da ¢e volumen zive koji se deponira na platinski

disk biti za faktor 0.3 manji od volumena polovine kugle:
Vig= (4/6 F’m) - 0,3 (1.14.)

gdje je:
Vhg = volumen Zive

r =radijus elektrode
Koristenjem jednadzbi 1.13. 1 1.14. dobivamo slijedeéi izraz:
Q:ZFyHgVHg/MI' (115)

Kako je radijus zZivine elektrode 500 pum, iz izraza 1.15. moguce je izracunati da naboj koji je
potreban za elektrodepoziciju jedne elektrode iznosi 1,02 C, odnosno, za elektrodepoziciju 8
elektroda potreban je naboj od 8,16 C.

Prije izrade mikroelektroda, €ip je ociS¢en krom-sulfatnom kiselinom i acetonom te ispran
Mili-Q vodom. Elektrodepozicija je radena u teflonskoj ¢eliji s otvorenim vrhom, koriStenjem
pAutolaba tipa III kontroliranog programom GPES 4,9. Kao referentna elektroda koriStena je

Ag/AgCl elektroda s unutarnjim punjenjem 3 mol dm™

KCl 1 vanjskim punjenjem
0,1 mol dm™ perklorne kiseline, dok je kao protuelektroda koristena platinska protuelektroda
na samom &ipu. Otopina za depoziciju bila je 66,5 mmol dm™ otopina Zivinog nitrata u
0,1 mol dm™ perklornoj kiselini. Nakon $to je kroz radne elektrode proslo ukupno 8,16 C
naboja, postupak je prekinut 1 ¢ip s deponiranim elektrodama izvaden je iz teflonske celije te
viSekratno ispran acetonom 1 Mili-Q vodom. Ovako pripremljen €ip s 8 radnih elektroda moze
se koristiti oko 8 mjeseci, ovisno o uspjeSnosti elektrodepozicije Hg kod pojedine

mikroelektrode.
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3.2.3. Proto¢ni sustav za analizu

Nakon izrade zivinih mikroelektroda, ¢ip se stavlja u proto¢nu celiju od pleksiglasa
(Slika 16) sastavljenu od podloska na koji se stavlja Cip 1 poklopca koji sadrzi otvor koji
omogucava umetanje drzaca za vanjsku referentnu elektrodu Red Rod 201 (E = 0,194 vs.

SVE) (Radiometer Analytical SAS, Villeurbanne Cedex, Francuska).

Slika 16. Sastavljanje protoc¢ne ¢elije. 1 — donji podlozak od pleksiglasa; 2 — stavljanje ¢ipa na
podlozak; 3 — zatvaranje celije poklopcem od pleksiglasa; 4 — umetanje vanjske
referentne elektrode u ¢eliju; 5 — potpuno sloZzena protoc¢na Celija sa prikazom smjera

protoka elektrolita (crvene strelice).
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Protok tekucine kroz protocnu ¢eliju omogucen je prolazima u poklopcu proto¢ne ¢elije, koji
su smjesteni prije i poslije elektrokemijske éelije volumena oko 0,5 cm®, a curenje tekuéine iz
¢elije sprijeCava gumeni prsten promjera 18 mm koji okruzuje radne elektrode, pseudo-
referentnu 1 protuelektrodu. ProtoCna celija dio je posebno dizajniranog djelomicno

automatiziranog sustava (Slika 17) koji sluzi za modificiranje elektrode slojem lipida 1 analizu

uzoraka.
‘ instrumenti
r —
spremnik za
elektrolit . . . -
dvostrani peristalticka proto¢na uotpad
. ventil umpa ¢elija
spremnik za pump !
uzorak

[ mikro pumpa ]

spremnik za lipidnu
suspenziju

Slika 17. Shematski prikaz djelomi¢no automatiziranog sustava za analizu.

Djelomi¢no automatizirani sustav za analizu sastoji se od spremnika za elektrolit, spremnika
za uzorak, spremnika za suspenziju lipida, protocne Celije, peristalticke pumpe, zavojnicom
kontroliranog razvodnika i mikropumpe. Spremnici za elektrolit 1 uzorak su cjev€icama od
teflona i tygona”™ povezani s proto&nom éelijom preko zavojnicom kontroliranog razvodnika
(Bio Chem Fluidics, Boonton, New Jersey) koji omogucava kontrolu nad protokom elektrolita
ili uzorka kroz sustav, te peristalticke pumpe (Ismatec, Wertheim, Njemacka) kojom se
kontrolira protok otopina kroz sustav. Spremnik koji sadrzi lipidnu suspenziju povezan je s
protocnom celijom preko mikro pumpe (Bio Chem Fluidics, Boonton, New Jersey).

Prelazak na protocnu elektrokemijsku celiju zahtjevao je 1 promjenu do tada koriStenih
instrumenata. Tako je daljnji razvoj metode ukljucivao spajanje potenciostata s instrumentom
Powerlab 4/26 (ADInstruments, Sydney, Australija), koji je omogucio kontroliranje brzine
promjene potencijala brze ciklicke voltammetrije 1 prikupljanje velikih koli¢ina podataka,

odnosno snimanje velikog broja uzastopnih voltamograma, pomocu programa SCOPE
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(ADInstruments, Sydney, Australija). SCOPE program koristen je i za uklanjanje Sumova
nastalih prilikom mjerenja. Uvodenjem Powerlaba 4/26 omoguéeno je pracenje interakcije
izmedu monosloja 1 analita u realnom vremenu, a time i prelazak na sustav protoc¢ne
elektrokemijske celije sa Zivinom mikroelektrodom.

Za sve analize provedene koriStenjem protocne elektrokemijske celije, kao 1 za
formiranje lipidnog sloja na povrsini Hg mikroelektrode, koriStena je metoda brze ciklicke
voltammetrije upotrebom Ivium Compactstat potenciostata spojenog s instrumentom
Powerlab 4/26 (Slika 18). Lipidni sloj na povrsini Hg mikroelektrode iz lipidne suspenzije
formiran je brzom ciklickom voltammetrijom s brzinom promjene potencijala > 10 V s}, u

podrucju potencijala od -0,4 do -3 V vs. Red Rod Ref 201, dok je brzina promjene potencijala

koriStena u analizama bila 34,4 Vs ', uz raspon potencijala od -0,38 do -1,16 V.

A) B)

Slika 18. IVIUM potenciostat (A) i Powerlab 4/26 (B).

Po zavrSetku analize, radna elektroda Ccisti se elektrokemijski upotrebom ciklicke
voltammetrije, uz protok elektrolita, u istom rasponu potencijala koji se koristi pri stvaranju

sloja, od -0,4 do -3 V vs. Red Rod Ref 201.

3.2.4. Stvaranje modelne membrane na povrsini Zivine mikroelektrode

Za modificiranje povrSine Zivine mikroelektrode koriSten je mjeSani sloj 1-palmitoil-2-
oleoil-sn-glicero-3-fosfokolina (POPC) i gliceril trioleata (TG), triglicerida oleinske kiseline,
u molarnom omjeru 3:1. Za proces adsorpcije koristila se elektrolitna suspenzija liposoma
sastavljenih od POPC-a i TG-a. Suspenzija lipida priprema se tako da se odabrani lipidi
pomjesaju u kloroformu u molarnom omjeru 3:1, nakon ¢ega kloroform isparava pod strujom

dusika. Tako osusenoj mjesavini lipida dodaje se 0,55 mol dm™ otopina NaCl, nakon ¢ega se
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otopina mijeSa 4 h koriStenjem laboratorijske treskalice. Ovim se postupkom dobiva
elektrolitna suspenzija liposoma koncentracije 1,3 mmol dm™ &ja veli¢ina niti debljina
slojeva nije strogo odredena. Raspodjela veli¢ine liposoma koji se nalaze u dobivenoj
suspenziji mjerena je instrumentom Zetasizer Nano ZS opremljenim zelenim laserom
(532 nm) primjenom metode dinamic¢kog rasprSenja svjetlosti.

Adsorpcija mijeSanog lipidnog sloja POPC-TG radena je brzom ciklickom voltammetrijom
nakon $to je u elektrolitnu ¢eliju uneseno 50 pL suspenzije liposoma, od napona pri kojem je
povrsina elektrode neutralna (-0,4 V vs. Red Rod Ref 201) do napona pri kojima dolazi do
desorpcije sloja s elektrode (-3 V vs. Red Rod Ref 201). Pod utjecajem linearno promjenjivog
ciklickog napona u tako Sirokom rasponu, liposomi u blizini povrSine elektrode se raspadaju
uslijed vrlo negativno polarizirane elektrode (-3 V vs. Red Rod Ref 201) te dolazi do
adsorpcije lipida na povrsinu elektrode, Sto se ocituje smanjenjem kapacitetne struje pri manje
negativnim vrijednostima potencijala (oko -0,4 V vs. Red Rod Ref 201). U trenutku pojave
kapacitetnih vrhova mijeSanog sloja raspon napona se smanjuje kako bi obuhvatio samo dva
spomenuta vrha nakon cCega se moze pristupiti analizi. Sve analize uzoraka radene su u
triplikatu, a vertikalne linije na slikama predstavljaju standardne devijacije izmjerenih
vrijednosti. Analiza uzorka rijeke Save radena je koriStenjem metode standardnog dodatka

(Kastelan-Macan, 2003).
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3.3. Analizirani PAH-ovi

U radu su analizirana cCetiri policiklicka aromatska ugljikovodika: antracen, fenantren,

piren i fluoranten. To su PAH-ovi molekulske mase do 202,26 g mol ' i maksimalnim brojem

od Cetiri benzenska prstena (Tablica 1), pri cemu se fluoranten sastoji od tri benzenska prstena

spojena jednim peteroClanim prstenom.

Tablica 1. Svojstva analiziranih PAH-ova

Topljivost  Topljivost

. . Broj u vodi u moru A
Naziv spoja Molekulska struktura prstenova (25 °C), (25 °C), logKow
pgdm>  pgdm’
Fenantren QOQ 3 1002° 663" 4,52
Antracen ~ 3 75€ 318 4,5
Piren * 4 135" 86" 5,0
odatci nisu
Fluoranten 4 265 P 5.2
pronadeni

APreporucene vrijednosti iz LOGKOW © baze podataka procijenjenih particijskih
koeficijenata oktanol-voda.

BMay 1sur., 1987; CKlevens, 1950; DMackayi Shiu, 1977.
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Navedena cetiri spoja odabrana su zbog relativno dobre topljivosti u vodi u usporedbi s PAH-
ovima vece molekulske mase i veceg broja prstenova, pri ¢emu se smatra kako ¢e ove
molekule prije biti prisutne u vodama u potpuno otopljenom obliku, §to ¢e ih Ciniti posebno
opasnima zbog biodostupnosti.

Odabrani PAH-ovi pripremljeni su za analizu otapanjem u metanolu, nakon ¢ega su alikvoti
ove otopine dodavani u uzorke elektrolita tako da je postotak metanola u uzorku uvijek

iznosio 0,1 %, $to nije utjecalo na analizu.

3.3.1. Interakcija PAH-ova i modelne membrane — opis rada analitickog sustava

3.3.1.1. Kalibracijske krivulje u 0,55 mol dm™ NaCl

Nakon $§to je utvrdeno da ispitani PAH mijenja svojstva mijesanog sloja POPC — TG,
napravljene su kalibracijske krivulje za svaki PAH kao 1 za njihovu smjesu. Prvi korak u
konstrukciji kalibracijskih krivulja za PAH-ove ukljucuje propustanje puferirane otopine
0,55 mol dm~> NaCl kroz protoénu ¢éeliju u trajanju od 700 uzastopnih snimanja
voltamograma. U prvih 100 voltamograma adsorbiran POPC-TG sloj na povrsini elektrode
postaje stabilan, a sav visak lipida isprire se iz sustava, dok se u slijede¢ih 600 voltamograma
prati interakcija izmedu puferirane otopine 0,55 mol dm™ NaCl i adsorbiranog sloja kako bi
se utvrdilo postoji li u sustavu neko oneciS¢enje. Nakon toga se na elektrodu adsorbiran novi
sloj lipida i nakon propustanja elektrolita u trajanju od 100 uzastopnih voltamograma, kroz
sustav se pusta uzorak s odredenom koncentracijom analiziranog PAH-a u rasponu od 0,25 do
1,5 ug dm™, ponavljajuéi 600 uzastopnih cikli¢kih voltamograma. Rezultat ovakve analize
obraduje se tako da se moguéi pomak potencijala kapacitetnog vrha zbog utjecaja Cistog
elektrolita oduzima od pomaka potencijala kapacitetnog vrha uzorka 1 na taj se nac¢in dobiva

utjecaj iskljucivo analiziranog PAH-a na mijeSani lipidni sloj.
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3.3.1.2. Kalibracijske krivulje u ¢istom moru

Kalibracijske krivulje u ¢istom moru konstruirane su tako da se kroz sustav prvo pusta
Cisti elektrolit u trajanju od 100 uzastupnih ciklickih voltamograma kako bi se sloj ustabilio 1
kako bi se sav viSak lipida isprao iz sustava, a zatim se kroz sustav propusta ¢isto more u
trajanju od 600 uzastopnih voltamograma. Nakon toga se cijeli sustav Cisti, adsorbira se novi
sloj lipida i ponovno se za stabilizaciju i ispiranje viska lipida kroz sustav pusta Cisti elektrolit
u trajanju od 100 uzastopnih voltamograma, da bi se zatim kroz sustav pustio uzorak, u ovom
slucaju cisto more, koji sadrzava odredenu koncentraciju analiziranog PAH-a u rasponu
koncentracija od 0,25 do 1,5 pug dm™ u trajanju od 600 uzastopnih voltamograma. Dobiveni
rezultati analiziraju se tako da se utjecaj Cistog mora na potencijal kapacitetnog vrha oduzima
od utjecaja uzorka, odnosno cistog mora koje sadrzi odredenu koncentraciju analiziranog
PAH-a, ¢ime se dobiva utjecaj iskljucivo analiziranog PAH-a na mijeSani sloj lipida

adsorbiranog na elektrodi.

41



Eksperimentalni dio

3.4. Mjerenja na granici faza elektrolit/zrak

Mjerenja na granici faza elektrolit/zrak radena su koriStenjem NIMA Langmuir
Blodgett Deposition kade (Nima Technology Ltd, Coventry, Ujedinjeno Kraljevstvo) povrSine
975 cm? i zapremine oko 800 cm’. Langmuir-Blodgett kada nalazi se unutar kutije koja se
moze zatvoriti kako bi se sprijecilo oneciS¢enje prasinom tijekom mjerenja, a cijeli se

instrument nalazi na antivibracijskom stolu s mramornom plo¢om (Slika 19).

Slika 19. NIMA Langmuir-Blodgett Deposition kada unutar kutije s poklopcem, na

antivibracijskom stolu.

Prije svakog mjerenja unutrasnjost teflonske kade i pomicne barijere detaljno su ociSc¢eni
kloroformom 1 pentanom te viSestruko isprani Mili-Q vodom. PovrSinski tlak mjeren je
Wilhelmijevom plo¢icom od filter papira dimenzija 23 - 10 mm, s to¢nodéu od 0,1 mN m ™",
koja je odredena koriStenjem kalibracijskog utega. Mjerenja su radena tako da se u kadu
povriine 868 cm’ s maksimalno otvorenim barijerama dodaje otopina 0,55 mol dm™> NaCl,
pH = 8,1, volumena 800 cm’ i ostavlja 10 minuta radi stabilizacije. Nakon toga se na povriinu
elektrolita pomocu injekcije (Hamilton, Microliter Syringe) nanosi 86 puL u kloroformu
otopljenih POPC-a, TG-a ili POPC-TG u molarnom omjeru 3:1, ovisno o tome koji monosloj
se proutava. Koncentracije svih navedenih otopina lipida iznosile su 1 mg cm. Tako
nanesena otopina ostavlja se 10 minuta kako bi sav kloroform ispario, a na povrsini ostao

samo monosloj lipida, nakon cega se pristupa mjerenju n-4 izotermi iz kojih se dobivaju
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vrijednosti modula povrSinske kompresije. Dobiveni rezultati obradeni su koriStenjem moving
average metode za izgladivanje krivulja, sa intervalom od 5 tocaka. Lipidni monoslojevi
komprimirani su brzinom od 50 cm min '. Daljnja su mjerenja napravljena s mijesanim
slojem POPC-TG nanesenim na elektrolitnu otopinu koja je sadrzavala fenantren u
koncentraciji od 100 pg dm™>. U ovom slu¢aju mjerena je promjena povriinskog tlaka u

vremenu te su napravljene histereze monosloja.

3.4.1. Mjerenja UV-Vis refleksijskim spektrometrom

Paralelno s mjerenjima povrSinskog tlaka radena su i mjerenja UV-Vis refleksijskim
spektrometrom koji je dio Langmuir-Blodgett kade. Za spektroskopska mjerenja koriSten je
Accurion RefSpec? refleksijski spektrometar (Accurion GmbH, Goettingen, Njemacka) &iji se
izvor svjetlosti FiberLight DTM 6/50, sastoji od deuterijeve i volframove zarulje.
Spektrometar omogucava mjerenja s upadnim snopom svjetlosti pod pravim kutem u odnosu
na povrsinu tekucine, odnosno monosloj. Refleksija svjetlosti s granice faza elektrolit/zrak
detektira se u rasponu valnih duljina od 240 do 1000 nm. Dobiveni rezultati obradeni su

koriStenjem moving average metode za izgladivanje krivulja sa intervalom od 10 tocaka.
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4. Rezultati

4.1. Viseca Zivina kap elektroda (VZKE)

Pocetna istrazivanja provodena su AC voltammetrijom 1 brzom ciklickom
voltammetrijom koriStenjem visece zivine kapi kao radne elektrode, (Slika 20) mehani¢kim

nanosenjem monoslojeva na povrsinu elektrode kako je to opisano u poglavlju 3.2.1.
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Slika 20. AC Voltamogram (A) i cikli¢ki voltamogram (B) VZKE u 0,55 mol dm™ NaCl,
pH = 8,1. Potencijal je izrazen u odnosu na Ag/AgCl/3 mol dm~ KCI referentnu

elektrodu.

Tijekom istraZivanja bilo je potrebno odabrati sloj to¢no odredenih svojstava ukljucujuci
jasno izrazene kapacitetne vrhove ¢ija promjena ukazuje na promjenu u sloju te se koristi kao
indikator interakcije, reproducibilnost, stabilnost 1 osjetljivost na niske koncentracije analita.
Istrazene  su  karakteristike  slojeva  sastavljenih od lipida kao S§to su
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilkolin (POPC), 1,2-dilinoleoil-sn-glycero-3-
fosfatidilkolin (DLPC), 1,3-bis(sn-3'-fosfatidil)-sn-glicerol (kardiolipin), N-oleoil-D-eritro-
sfingozin (ceramid), gliceril tristearat, gliceril trioleat (TG). Mnogi od istrazivanih lipida nisu
dali zadovoljavaju¢e rezultate, na primjer, monoslojevi DLPC-a pokazali se se

nereproducibilnima (Slika 21).
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Slika 21. AC voltamogrami dva razlicita sloja DLPC-a nakon mehani¢kog prenoSenja na
VZKE ( =—; =—); 0,5 mol dm™ NaCl, pH = 8,1 (-). Potencijal je izrazen u odnosu na
Ag/AgCl/3 mol dm ™~ KCI referentnu elektrodu.

Nadalje, kod monoslojeva kardiolipina i gliceril tristearata primje¢eno je da sloj ne pokazuje
kapacitetne vrhove koji oznacavaju fazne prijelaze, ve¢ su zabiljezeni samo desorpcijski

(Slika 22).
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Slika 22. AC voltamogram kardiolipina (A) te ciklicki voltamogram kardiolipina (B) na
VZKE u 0,5 mol dm™ NaCl, pH = 8,1 (). Potencijal je izrazen u odnosu na

Ag/AgCl/3 mol dm > KCI referentnu elektrodu.
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Ti su slojevi bili neupotrebljivi zbog svojih karakteristika (nestabilnost, neosjetljivost na
analit, nereproducibilnost), a neki slojevi koji su pokazivali reproducibilnost i stabilnost, npr.

ceramid (Slika 23), nisu dali dovoljnu osjetljivost za niske koncentracije analita.
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Slika 23. AC voltamogram ceramida na VZKE u 0,5 mol dm NaCl, pH = 8,1 (-+).

Potencijal je izrazen u odnosu na Ag/AgCl/3 mol dm > KCl referentnu elektrodu.

Kako bi se povecala osjetljivost monosloja na niske koncentracije analita istraZivani su i
razli¢iti mijeSani monoslojevi sastavljeni od dvaju ili viSe razli¢itih lipida. Kod mijeSanih
slojeva Cesto je uocen problem nereproducibilnosti slojeva, kao npr., kod mijeSanog sloja

POPC-a s 30 % linoleinske kiseline (Slika 24).
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Slika 24. AC voltamogrami dva razli¢ita sloja sastavljena od POPC-a 1 30% linoleinske
kiseline nakon mehani¢kog prenosenja na VZKE (=; =—); 0,5 mol dm™ NaCl,
pH = 8,1 (). Potencijal je izraZen u odnosu na Ag/AgCl/3 mol dm > KClI referentnu
elektrodu.

Mijesani sloj ceramida i gliceril tristearata u molarnom omjeru 10:1 na VZKE pokazao je
stabilnost 1 osjetljivost na fenantren u puferiranom elektrolitu pa se pristupilo izradi
kalibracijske krivulje. Analiza interakcije izmedu monosloja 1 analita provedena je
koriStenjem AC voltammetrije u kombinaciji s ciklickom voltammetrijom. Interakcija izmedu
monosloja 1 analita uzrokovala je pomak potencijala kapacitetnog vrha sloja prema
negativnijim vrijednostima. Dobiveni rezultati, iako su pokazali postojanje interakcije izmedu
mijesanog sloja ceramida i gliceril tristearata te molekula analita, nisu dali zadovoljavaju¢u
osjetljivost na niske koncentracije analita. Sloj koji je u preliminarnim istrazivanjima
zadovoljavao trazene kriterije, od stabilnosti, preko reproducibilnosti 1 osjetljivosti , bio je
mijeSani sloj POPC-a 1 TG-a, pri ¢emu se od razli¢itih isprobavanih omjera dviju komponenti,
najboljim pokazao molarni omjer 3:1. Na Slici 25 prikazane su kalibracijske krivulje
interakcije fenantrena s mijeSanim slojem ceramida-gliceril tristearata u molarnom omjeru

10:1 1 POPC-TG, u molarnom omjeru 3:1. MijeSani sloj POPC-TG u omjeru 3:1 puno je
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y/ pgdm™

Slika 25. Kalibracijska krivulja na VZKE za detekciju fenantrena sa ceramid-gliceril

tristearatom molarnog omjera 10:1 (¢) i POPC-TG molarnog omjera 3:1 (®).

IzraCunata granica detekcije za fenantren u slucaju mijeSanog sloj ceramida-gliceril tristearata
iznosi Gak 14,90 pg dm™, dok je izraGunata granica detekcije za fenantren u slucaju

mije$anog sloja POPC-TG manja i iznosi 1,99 pg dm™.

4.2. Prelazak na zivinu mikroelektrodu

Uslijed velike osjetljivosti sloja POPC-TG (3:1) na fenantren na VZKE, odlugeno je
da se upravo ovaj sloj detaljnije istrazi koriStenjem zivine mikroelektrode. Daljnja istraZivanja
provodena su koriStenjem Zivine mikroelektrode koje su dobivene kronokulometrijskom
elektrodepozicijom Hg na platinske podloge (Slika 26), iz otopine Zivina nitrata kao §to je

opisano u poglavlju 3.2.2.
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Slika 26. Kronokulometrijska depozicija Hg na platinske diskove na silicijevom ¢ipu.

Kroz sustav je propusteno 8,16 C naboja §to prema proracunima odgovara elektrodepoziciji
koli¢ine Hg dovoljne za stvaranje 8 radnih elektroda promjera 500 um na ¢ipu od silicija, od
kojih se svaka koristi zasebno. Na Slici 27 prikazani su cikli¢ki voltamogrami na VZKE i
mikroelektrodi iz kojih je vidljivo da ove dvije elektrode imaju jednake karakteristike

(Coldrick i sur. 2009, 2011).
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Slika 27. Cikli¢ki voltamogram na VZKE (=) (potencijal u odnosu na Ag/AgCl/3 mol dm™
KCl) 1 na zivinoj mikroelektrodi (==) (potencijal u odnosu na Red Rod Ref 201);
0,55 mol dm™ NaCl, pH=38,1.
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Koristenjem platinske elektrode na Cipu kao pseudo-referentne elektrode primijeceno je da
dolazi do pomaka potencijala uslijed kontaminacije povrSine elektrode organskim
molekulama (Slika 28), te su daljnje analize provodene upotrebom vanjske Red Rod
referentne elektrode u odnosu na koju su izrazeni svi potencijali u nastavku, osim ako nije

navedeno drugacije.
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Slika 28. Ciklicki voltamogrami na Zivinoj mikroelektrodi snimljeni na pocetku koristenja
pseudo-referentne platinske elektrode (==), te nakon nekoliko sati koriStenja (==).

Potencijal je izraZen u odnosu na pseudo-referentnu platinsku elektrodu.

Nakon §to je po€etnim istraZzivanjima na visecoj Zivinoj kap elektrodi utvrdeno kako mijeSani
sloj POPC-TG u molarnom omjeru 3:1 pokazuje moguénost koriStenja za detekciju
policikli¢kih aromatskih ugljikovodika, zapoceta su prva istrazivanja s ovim slojem u
proto¢noj elektrokemijskoj ¢eliji sa zivinim mikroelektrodama.

Najznacajnija razlika izmedu upotrebe VZKE i zivine mikroelektrode je postupak
modifikacije povrsine elektrode monoslojem lipida, koji se kod VZKE radi mehanicki, a kod
mikroelektrode elektrokemijski. Kod mehani¢kog modificiranja otopljene molekule lipida u
lako hlapivom organskom otapalu nanose se na povrSinu otopine u elektrolitnoj ¢eliji. Kod
elektrokemijske modifikacije molekule lipida ¢ine mijeSane liposome pa je tako mijeSani sloj
POPC-TG na povrsinu elektrode adsorbiran iz vodene suspenzije liposoma. Analiza veli¢ine

liposoma u vodenoj suspenziji POPC-a i1 TG-a provedena je metodom dinamickog rasprSenja
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svjetlosti. Izmjerena raspodjela veli¢ine liposoma, izrazena je po broju, pokazujuci postotni
udio Cestica odredenog promjera u ukupnom broju Cestica (Slika 29). Analizom je odredeno
da je promjer 98 % ukupnog broja liposoma izmedu 89 1 134 nm, dok je promjer preostalih

2 % liposoma izmedu 671 1 1075 nm.
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Slika 29. Raspodjela veli¢ine liposoma po broju u vodenoj suspenziji POPC-a i TG-a,

odredena koristenjem metode dinamickog rasprSenja svjetlosti

Adsorpcija mijeSanog sloja POPC-TG iz vodene suspenzije radena je uz linearno mijenjajuci
ciklicki potencijal u rasponu od -0,4 do -3 V (vs. Red Rod Ref 201), prema postupku
opisanom u poglavlju 3.2.4., tijekom ¢ega prvo dolazi do djelomicne, a zatim i1 potpune

adsorpcije lipidnog sloja (Slika 30).
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Slika 30. Proces adsorbcije mijesanog sloja POPC-TG na zivinu mikroelektrodu upotrebom
ciklicke voltammetrije. Istaknuta su tri koraka. Prije same adsorpcije provjerava se
Cistoca Zivine mikroelektrode (----), nakon ¢ega se u sustav pusta suspenzija liposoma i
dolazi do djelomi¢ne adsorpcije lipidnog sloja (==), a u trenutku pojavljivanja dva

karakteristi¢na kapacitetna vrha na potencijalima oko —0,9 V (==) adsorpcija se prekida.

Primjecena je razlika izmedu monosloja sastavljenog od jedne vrste molekula, kao Sto je
primjerice monosloj sastavljen od molekula 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfokolina (DOPC) i
mijeSanog sloja sastavljenog od POPC-a 1 TG-a. Naime, monosloj DOPC-a ne mijenja svoje
karakteristike u ovisnosti o nacinu modifikacije elektrode, kako je vidljivo iz ciklickih
voltamograma DOPC-a adsorbiranih na povrSinu zivine elektrode, mehanicki i

elektrokemijski (Slika 31).
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Slika 31. Cikli¢ki voltamogrami DOPC na VZKE (potencijal u odnosu na
Ag/AgCl/3 mol dm ™ KCI) (A) i na Zivinoj mikroelektrodi (potencijal u odnosu na Red
Rod Ref 201) (B).

S druge strane, kod mijesanog sloja POPC-TG uocena je razlika u karakteristikama slojeva
adsorbiranih na dva spomenuta nacina. Razli¢itost mehanickog i elektrokemijskog pristupa
modifikacije elektrode mijeSanim slojem POPC-TG zabiljezena je na ciklickim

voltamogramima (Slika 32).
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Slika 32.Cikli¢ki voltamogram mije$anog monosloja POPC-TG, 3:1 na VZKE (potencijal u
odnosu na Ag/AgCl/3 mol dm™ KCI) (A) i na zivinoj mikroelektrodi (potencijal u

odnosu na Red Rod Ref 201) (B) u 0,5 mol dm > NaCl, pH=8,1 ().
53



Rezultati

Naime, kod mehani¢kog nanoSenja monosloja pojavljuje se jedan kapacitetni vrh dok se kod
mijeSanog sloja POPC-TG adsorbiranog iz suspenzije liposoma pojavljuju dva, jedan na

potencijalu od oko —0,8 V i drugi na potencijalu od oko —1 V u odnosu na Red Rod Ref 201.

4.3. Optimiziranje eksperimentalnih uvjeta

Kako mijesani sloj POPC-TG pokazuje dva kapacitetna vrha povezana s faznim
prijelazima sloja, raspon potencijala pogodan za analizu je podrucje potencijala izmedu
kapacitetnog minimuma te oba kapacitetna vrha mijesanog sloja (Slika 33).

20

1 5 T ‘. e .‘....'\.,-«..,‘..
104 ¢

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
-E/V

Slika 33. Cikli¢ki voltamogram mijeSanog sloja POPC-TG (==) u proto¢noj ¢eliji u
0,5 mol dm™ NaCl, pH=8,1 (---*).

Nadalje, eksperimentalno je potvrdena pretpostavka o utjecaju kisika na kapacitetne vrhove

mijesanog sloja POPC-TG te su sve analize provedene nakon uklanjanja kisika iz elektrolitnih

otopina (Slika 34).
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Slika 34. Cikli¢ki voltamogrami mije§anog sloja POPC-TG u 0,55 mol dm > NaCl, bez kisika

u otopini (==) i s kisikom u otopini (==).
4.4. Interakcija PAH-ova i mijeSanog lipidnog sloja POPC-TG

Interakcija izmedu mijeSanog sloja POPC-TG i molekula PAH-ova ocituje se u
pomacima potencijala te promjeni visine kapacitetnih vrhova mijeSanog sloja (Slika 35).
Kako se za mijeSani sloj biljeZze dva kapacitetna vrha bilo je potrebno odrediti koji je od dva
spomenuta parametra (promjena visine 1 potencijala dvaju vrhova) najpogodniji za pracenje

interakcije izmedu molekula analita i mijeSanog sloja.
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Slika 35. Kapacitetni vrhovi 1 i1 2 mijeSanog sloja POPC-TG prije () 1 nakon propustanja
otopine 0,55 mol dm > NaCl, pH=8,1 s fenantrenom koncentracije 0,75 pg dm™ (—) i
1,5 g dm™ (=).

Istrazivanjem interakcije izmedu mijeSanog sloja i rastu¢ih koncentracija fenantrena, te
pracenjem dva navedena parametra (Slika 36) zakljuceno je kako je upravo pomak potencijala
kapacitetnog vrha 2, povezanog s procesima nukleacije i rasta defekata u sloju (mjestimi¢na
toga su sva istraZivanja usmjerena na mjerenje pomaka potencijala kapacitetnog vrha 2
mijeSanog sloja u ovisnosti o koncentraciji prisutnog analita. Mjerenjem uzorka pirena
koncentracije 1,5 pg dm ™ u 0,55 mol dm > NaCl deset puta, odredena je relativna standardna

devijacija ponovljivosti od 8,06 %.
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Slika 36. Promjena dva parametra kod dva kapacitetna vrha u odnosu na rastu¢u koncentraciju
fenantrena. Promjena struje kapacitetnog vrha 1 (A) 1 kapacitetnog vrha 2 (B) te pomak

potencijala kapacitetnog vrha 1 (C) i kapacitetnog vrha 2 (D).

Protok otopina kroz sustav za analizu kontrolira se peristaltiCkom pumpom, pa je napravljena
analiza utjecaja brzine protoka na analizu interakcije. Utvrdeno je kako brzi protok povecava
osjetljivost sustava na nize koncentracije analita (Slika 37). Optimalna brzina protoka pri
kojem je mije3ani sloj stabilan tijekom vremena trajanja analize, iznosi 5 cm® min”', te su sva

daljnja mjerenja radena pri ovom protoku.
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16

y/ pgdm

Slika 37. Razlika izmedu kalbracijskih krivulja za fenantren u 0,55 mol dm™ NaCl, pH = 8,1,

radenih pri brzinama protoka od 3,2 cm® min ™' ()i 5 cm’ min' (e).

Nadalje, jedan od vaznih parametara analize jest i samo trajanje mjerenja. Kako bi se utvrdilo
optimalno vrijeme mjerenja koje bi omogucilo vecu osjetljivost sloja na niske koncentracije
analita, a da pritom ne utjece na njegovu stabilnost, provedena su mjerenja utjecaja trajanja
analize na u&inkovitost sustava, pri protoku od 5 cm® min~'. Na Slici 38 prikazan je utjecaj
analita prisutnog u puferiranoj 0,55 mol dm~™ NaCl, pH = 8,1, na potencijal drugog
kapacitetnog vrha mijeSanog sloja. Kako je vidljivo na Slici 38, produljenjem vremena analize
utjecaj analita postaje sve izraZeniji, dok Cista puferirana otopina NaCl nema utjecaja na

potencijal kapacitetnog vrha.
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Slika 38. Utjecaj puferirane 0,55 mol dm* otopine NaCl, () te pirena (y = 1,5 ng dm™) (e)
na pomak potencijala kapacitetnog vrha 2 mijeSanog sloja POPC-TG, u ovisnosti o

trajanju analize, pri protoku od 5 cm’ min ™",
Vrijeme analize u kojem je snimljeno 600 uzastopnih cikli¢kih voltamograma u trajanju oko

10 minuta, pokazalo se najpogodnijim za analizu, jer sloj u tom vremenskom periodu ostaje

stabilan.
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4.4.1. Kalibracija sustava

4.4.1.1. Kalibracijske krivulje u 0,55 mol dm NaCl, pH=38,1

Nakon $to su odabrani uvjeti za eksperimente u kojima je pra¢ena interakcija izmedu

mijesanog monosloja POPC-TG i1 molekula analita u modelnom elektrolitu, konstruirane su

kalibracijske krivulje za odabrane PAH-ove. Kalibracijske krivulje za cetiri policiklicka

aromatska ugljikovodika, antracen, fenantren, piren te fluoranten (Slika 39), dobivene su

postupkom opisanim u poglavlju 3.3.1.1.
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Slika 39. Kalibracijske krivulje za antracen, fenantren, piren i fluoranten u 0,55 mol dm™

NaCl, pH =8,1.
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Iz regresijskih jednadzbi pravaca kalibracijskih krivulja odredene su granice detekcije za
pojedine PAH-ove (Tablica 2). Granice detekcije odredene su koristenjem standardne greske

linearne regresijske krivulje.

Tablica 2. Regresijske jednadzbe i granice detekcije za antracen, fenantren, piren i
fluoranten u 0,55 mol dm™, pH=38,1

PAH Regresijska jednadzba granica detekcije /ug dm >
antracen AV = 8,74 x [antracen] + 0,6 (R2 =0,98) 0,19
fenantren AV = 9,98 x [fenantren] - 0,4 (R* =0,97) 0,26

piren AV = 6,47 x [piren] + 1,2 (R* = 0,99) 0,14

fluoranten AV = 6,61 x [fluoranten] + 1.0 (R* = 0,97) 0,26
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4.4.1.2. Kalibracijske krivulje u ¢istom moru

4.4.1.2.1. Utjecaj morske vode na sloj

Poznato je da pojedini ioni prisutni u morskoj vodi utjecu na kapacitetne vrhove
monoslojeva fosfatidilkolina pa je pretpostavljeno da ¢e Cista morska voda (morska voda
ociS¢ena od organske tvari, postupkom objasnjenim u poglavlju 3.1.) utjecati i na kapacitetne
vrhove mijesanog sloja POPC-TG, $to je potvrdeno i eksperimentom. Kako bi se utvrdili
uzroci ovog utjecaja, pripremljen je elektrolit s 1300 mg dm  magnezijevih i 400 mg dm
kalcijevih iona, Sto odgovara njihovim koncentracijama u morskoj vodi, i utvrdeno je da

magnezij i kalcij imaju utjecaj istovjetan onom ¢istog mora (Slika 40 1 41).

—10 T T T
0,6 0,7 0,8 0,9 1 1,1
—-E/V

Slika 40. Usporedba utjecaja &istog mora (=) i 0,55 mol dm > NaCl koja sadrzi ione kalcija
(400 mg dm_3) 1 magnezija (1300 mg dm_3) (==) na mijesani lipidni sloj ().
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Slika 41. Pomak potencijala kapacitetnog vrha 2 pod utjecajem Cistog mora (®) te otopine
kalcija (400 mg dm™) i magnezija (1300 mg dm>) u 0,55 mol dm > NaCl (e), u

ovisnosti o trajanju analize.

Iako je utjecaj iona prisutnih u morskoj vodi na mijesani sloj adsorbiran na elektrodi znacajan,
pokazano je da ipak postoji mjerljiva interakcija izmedu analita i mijeSanog lipidnog sloja
kada se kao elektrolit koristi ¢isto more. Tako je na Slici 42 prikazan utjecaj €istog mora 1

Cistog mora koje sadrZi analit na potencijal kapacitetnog vrha.
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Slika 42. Utjecaj istog mora (e) i pirena (y = 1,5 pg dm ) u &stom moru (®) na pomak
potencijala kapacitetnog vrha 2 mijeSanog sloja POPC-TG, u ovisnosti o trajanju

analize.
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Kalibracijske krivulje za antracen, fenantren, piren i fluoranten u ¢istom moru dobivene su
postupkom opisanim u poglavlju 3.3.1.2. i prikazane su na Slici 43, dok su regresijske
jednadzbe 1 granice detekcije navedene u Tablici 3. Granice detekcije odredene su koriStenjem

standardne greske linearne regresijske krivulje.
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Slika 43. Kalibracijske krivulje za antracen, fenantren, piren i fluoranten u ¢istom moru.
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Tablica 3. Regresijske jednadzbe i granice detekcije za antracen, fenantren, piren i
fluoranten u ¢istom moru

PAH Regresijska jednadzba granica detekcije / pg dm >
antracen AV =7,58 x [antracen] + 0,3 (R2 =0,99) 0,15
fenantren AV =746 x [fenantren] + 0,5 (R* = 0,95) 0,33

piren AV= 6,51 x [piren] + 0,4 (R*=0,95) 0,35

fluoranten AV=17,54 x [fluoranten] - 0,2 (R* = 0,96) 0,32

4.4.2. Utjecaj mjeSavine PAH-ova na mijeSani lipidni sloj POPC — TG

Policiklicki aromatski ugljikovodici u vodama se najceS¢e nalaze kao smjesa
molekula, stoga je bilo potrebno pokazati na koji nacin ¢e smjesa analiziranih PAH-ova
utjecati na mijesani lipidni sloj POPC-TG. U ¢isto more dodana su cCetiri analizirana PAH-a, u
rasponu koncentracija pojedinanog analita od 62,5 ng dm " do 0,25 pg dm, odnosno
ukupne koncentracije PAH-ova u &stom moru u rasponu od 0,25 do 1 pg dm™. Analiza
ovako pripremljenih otopina pokazala je da je utjecaj smjese PAH-ova usporediv sa zbrojem

utjecaja pojedinih PAH-ova na mijesani lipidni sloj, $to je prikazano na Slici 44.
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Slika 44. Usporedba kalibracijskih krivulja utjecaja smjese PAH-ova (®) i zbroja utjecaja

pojedinacnih PAH-ova (®) na mijeSani lipidni sloj POPC-TG u ¢istom moru.

Regresijska jednadZzba za smjesu PAH-ova u ¢istom moru je:
AV = 6,8 x [smjesa PAH-ova] + 1,75 (R* = 0.932),

dok granica detekcije za analiziranu smjesu PAH-ova iznosi 0,32 pg dm .

4.5. Utjecaj prirodnih organskih molekula na interakciju mijeSanog sloja i PAH-ova

Prirodne vode u sebi sadrze Citav niz organskih molekula koje bi mogle do¢i u
interakciju s mijeSanim lipidnim slojem na povrSini Hg elektrode i tako utjecati na interakciju
izmedu sloja POPC-TG 1 PAH-ova. Zbog toga je bilo potrebno eksperimentalno provjeriti
utjecu li reprezentativne organske molekule na mijeSani sloj 1 na interakciju izmedu analita i
sloja. Glavne skupine organske tvari u vodenim sustavima spomenute su u poglavlju 2.1.1. te
ukljucuju polisaharide, proteine, lipide i huminske tvari, pa su odabrani spojevi koji
predstavljaju te Cetiri navedene skupine.

Dekstran D-500, neutralni Secer molekulske mase 500000 g mol™', odabran je kao model

polisaharida, ispitivane koncentracije 3 mg dm . Albumin izoliran iz govedeg seruma, kao

66



Rezultati

modelna tvar za proteine, koristen je u koncentraciji od 1 mg dm™. Kao model huminskih
tvari koriStena je topljiva natrijeva sol huminske tvari fulvicnog tipa, niskog stupnja
kondenzacije i molekulskih masa od 1000 i 5000 g mol ', koncentracije od 1 mg dm .
KoriSteni lipidi smjese su lipida iz otopljene frakcije uzoraka ekstrahiranih s podrucja
sjevernog Jadrana u sije¢nju 2014., ispitivane koncentracije 100 pg dm . Slika 45 pokazuje
kako analizirane organske molekule nemaju utjecaj na potencijal kapacitetnog vrha 2

mijeSanog sloja POPC-TG u ¢istom moru.
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Slika 45. Potencijal drugog kapacitetnog vrha mijeSanog sloja POPC-TG u ¢istom moru (=),
te u ¢istom moru koji sadrzi Na-humat, 1 mg dm73(—), albumin, 1 mg dm73(—) i

Dekstran T-500, 3 mg dm73(—).

Tablica 4 daje kvantitativne rezultate utjecaja analiziranih organskih molekula na mijeSani
sloj POPC-TG pokazuju¢i kako albumin iz govedeg seruma, Na-humat, te smjesa lipida
uopce ne utjecu na potencijal kapacitetnog vrha, dok dekstran T-500 pokazuje zanemariv

utjecaj.
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Tablica 4. Pomak potencijala drugog kapacitetnog vrha uslijed interakcije sa

albuminom iz govedeg seruma, dekstranom T-500, Na humatom i otopljenim lipidima

Naziv spoja y/ mg dm™ AEyh 2/ mV
Albumin 1 0
Dekstran T-500 3 1
Na - Humat 1 0
Otopljeni lipidi 0,1 0

Kako bi se utvrdilo utjecu 1li dekstran T-500, albumin, Na-humat te smjesa lipida na
interakciju izmedu mijeSanog sloja 1 PAH-ova, napravljene su slijede¢e analize: pojedini
spojevi u ve¢ navedenim koncentracijama, dodani su u uzorak ¢istog mora u kojem se nalazio
piren, kao model za PAH-ove, u koncentraciji od 1,5 pg dm™, pa je tako pripremljen uzorak
propustan kroz protocnu celiju. U slucaju dekstrana T-500, albumina i smjese lipida,
interakcija izmedu pirena i mjeSanog sloja na elektrodi bila je jednaka onoj kad ti spojevi nisu

bili prisutni u uzorku.

4.5.1. Utjecaj huminskih tvari na analizu PAH-ova

lako se pokazalo da Na-humat ne utjece na mijeSani sloj POPC-TG, primjeceno je da
utjece na interakciju izmedu pirena i sloja. Naime, kada je u otopinu pirena koncentracije
1,5 pg dm™ u &istoj morskoj vodi dodan Na-humat koncentracije 1 mg dm >, utjecaj pirena
bio je manji nego kad u uzorku nije bio prisutan Na-humat. Toc¢nije, u prisustvu Na-humata
izmjereni pomak potencijala kapacitetnog vrha iznosio je 2,5 + 0,5 mV Sto je ekvivalentno

koncentraciji pirena od 0,30 + 0,07 pg dm .

4.5.2. Utjecaj odabranih zagadivala na mijeSani sloj

Nekoliko odabranih spojeva analizirano je koriStenjem novog elektrokemijskog
sustava kako bi se utvrdila specificnost koriStenog mijesanog sloja za PAH-ove. Odabrani
spojevi ukljucivali su zagadivala 2-nitrofenol, 2,4,4'-triklorobifenil (PCB-28), klorooctenu
kiselinu, morski toksin okadai¢nu kiselinu, te antibiotike streptomicin, kanamicin i

sulfametoksazol.
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Fenoli se smatraju vaznim vodenim zagadivalima dok je 2,4,4'-triklorobifenil postojano
organsko zagadivalo iz skupine polikloriranih bifenila. Okadai¢na kiselina morski je toksin
koji proizvode dinoflagelate, a klorooctena kiselina je spoj ¢ija je proizvodnja vrlo znacajna
zbog upotrebe u sintezi pesticida, ljekova 1 bojila. Koncentracije analiziranih spojeva
odabrane su tako da su bile vece od koncentracija prisutnih u vodenom okolisu. U Tablici 5

prikazani su rezultati dobiveni analizom navedenih spojeva u 0,55 mol dm > NaCl.

Tablica 5. Utjecaj odabranih molekula zagadivala na potencijal drugog kapacitetnog
vrha mijeSanog sloja POPC-TG.

Naziv spoja v/ g dm™ AE > / mV
2,4,4'-triklorobifenil (PCB-28) 5 0
2-nitrofenol 100 0
Okadaic¢na kiselina 1-10 0
Klorooctena kiselina 100 0
Streptomicin 5000-100000 0
Kanamicin 10000-100000 0
Sulfametoksazol 2 -800 0

Analiza odabranih spojeva pokazala je da ni jedan od njih nema utjecaja na kapacitetni vrh 2

mijeSanog sloja POPC-TG.
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4.6. Testiranje sustava

4.6.1. Uzorak rijeke Save

Kako bi se testirala izvedba razvijenog elektrokemijskog senzora pri analizi prirodnog
uzorka, koriStena je metoda standardnog dodatka za analizu uzorka rijeke Save. Prethodno je
koncentracija PAH-ova izmjerena i plinskom kromatografijom spregnutom s masenom
spektroskopijom (GC-MS) (Tablica 6). Metoda standardnog dodatka s fenantrenom i pirenom
odabrana je jer se pokazalo da utjecaj matrice nije omogucavao direktno odredivanje PAH-
ova. Izmjerena vrijednost pH uzorka Save iznosila je 7,7. Ukupna koncentracija PAH-ova u
uzorku odredena GC-MS analizom iznosila je 0,646 pg dm™>, a fenantrena i pirena
0,166 pug dm 10,020 pg dm .

Tablica 6. Koncentracije pojedinih PAH-ova u uzorku rijeke Save analiziranom
GC-MS metodom. (elektrokemijski analizirani PAH-ovi u ovom radu su podcrtani)

PAH log Kow™ y/ug dm™
naftalen 3,35 0,00237
naftalen 2-metil 4,0 0,03795
naftalen 1-metil 3,87 0,01965
acenaftilen 3,61 -
acenaften 3,92 -
flouren 4,18 0,02762
fenantren 4,52 0,16628
antracen 4.5 0,02504
piren 5.0 0,02052
fluoranten 5,20 0,08458
benz[a]antracen 5,91 0,00302
krizen 5,86 0,01264
benzo[k]fluoranten 6,11 -
benzo[b]fluoranten 5,78 -
benzo[a]piren 6,35 0,12136
benzo[ghi]perilen 6,9 0,05193
dibenz[a,h]antracen 6,75 0,07312
indeno[ 1,2,3-cd]piren 6,3 -

Apreporugene vrijednosti oktanol — voda particijskog koeficijenta preuzete iz LOGKOW baze

podataka (www.databib.org).
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Metoda standardnog dodatka radena je tako da je u uzorak dodavan fenantren odnosno piren u
koncentracijskom rasponu od 0,5 do 1,5 ug dm ™, a ukupna koncentracija PAH-ova u uzorku
odredena je kao tocka u kojoj ekstrapolirana regresijska linija sijece os koncentracije (Slika
46). Kad je kod metode standardnog dodatka koristen fenantren, ukupna koncentracija PAH-
ova procjenjena je na 0,13 pug dm >, dok je koristenjem pirena ukupna koncentracija PAH-ova

u uzoku procijenjena na 0,11 pg dm™>.

10 1
L
8 4
E 6 -
83
<
sjeciste ]
0s1 X
uy=0
\2
0,5 0 0,5 1 1,5

y/ ngdm™
Slika 46. Prikaz odredivanja koncentracije PAH-ova u nepoznatom uzorku rijeke Save

metodom standardnog dodatka pirena (@) i fenantrena (X).

4.6.2. Uzorak mora sjevernog Jadrana

Elektrokemijski je senzor koriSten za analizu uzorka mora sjevernog Jadrana
prikupljenog na postaji 107 (45° 02,9 N, 13° 19,0 E), oligotrofnoj postaji koja se nalazi 30
kilometara od grada Rovinja, s dubine od 0,5 m. Sam uzorak nije imao utjecaj na mijesani sloj
POPC-TG. Filtriranom 1 nefiltriranom uzorku sjevernog Jadrana dodan je piren u
koncentraciji od 1,5 pg dm™, nakon &ega su uzorci pojedinacno analizirani. Kod nefiltriranog
uzorka pomak potencijala kapacitetnog vrha mijeSanog sloja iznosio je 5,5 = 0,5 mV, S§to
odgovara koncentraciji pirena od 0,78 + 0,08 pg dm . Kod filtriranog uzorka pomak
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potencijala kapacitetnog vrha iznosio je 7 mV, §to odgovara koncentraciji pirena od

1,01 pgdm™.
4.7. Langmuir-Blodgett i sprega s refleksijskom spektroskopijom

Dodatna karakterizacija mijeSanog monosloja POPC-TG 3:1 izvrSena je Langmuir-
Blodgett tehnikom. Na Slici 46 prikazane su 7-4 izoterme monoslojeva TG-a, POPC-a i
mijeSanog monosloja molarnog omjera POPC-a i TG-a 3:1, na povrsini 0,55 mol dm~ NaCl,
pH = 8,1. Monosloj TG-a pri tlaku od oko 12,7 mN m ' pokazuje faznu promjenu koja
oznacava kolaps monosloja dok se kod monosloja POPC-a tlak kolapsa nalazi na tlaku od oko

49mNm .
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Slika 47. 7-A izoterma monosloja POPC-a (=), monosloja TG-a (=) 1 mijeSanog monosloja
POPC-TG (=) na povrsini 0,55 mol dm~ NaCl, pH = 8,1, s ekstrapoliranim linijama

() pomocu kojih je odredena povrSina po molekuli pojedinog monosloja.

Tlak kolapsa mije$nog monosloja POPC-TG takoder iznosi 49 mN m ' no kod ovog se
monosloja pri tlaku od 23,7 mN m™' primjeéuje promjena nagiba izoterme. Ovakve promjene
obiéno su izraZenije na krivuljama ovisnosti modula povrsinske kompresije (Cs ') o
povrSinskom tlaku (Slika 48 A) Sto pokazuje 1 usporedni prikaz 7-4 izoterme i modula

povrsinske kompresije mijeSanog monosloja na Slici 48 B.
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Slika 48. Modul povrsinske kompresije za TG (=), POPC (=) i mijesani sloj POPC-TG
(==), s istaknutim stanjima monosloja: P = plinovito stanje; TE = teku¢e ekspandirano
stanje; TK = tekuée kondenzirano stanje (A); Usporedni prikaz 7-4 izoterme (==) i
ovisnosti modula povrSinske kompresije (==) o povrSinskom tlaku mijeSanog

monosloja POPC-TG (B).
Povrsina po molekuli za pojedini se sloj odreduje ektrapolacijom povrSine iz 7-4 izoterme,
kako je opisano u poglavlju 2.4. U tablici 7. prikazane su vrijednosti povrSina po molekuli

odredene za pojedine slojeve.

Tablica 7. PovrSine po molekuli monoslojeva POPC-a, TG-a i mijeSanog monosloja

POPC-TG
Monoslo PovrSina po molekuli Molarni udio
Onosio] (4, / nm?) POPC (xpopc)
TG 1,48 0
POPC:TG 0,85 0,75
POPC 0,77 1
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Ovisnost povrsina po molekuli o udjelu POPC-a u sloju prikazana je na Slici 49 iz koje je
vidljivo da povrSina po molekuli za mijeSani sloj odstupa od linije koja pokazuje idealno

mijeSanje komponenata u sloju.

L5 &
144

0,7 . T . .
0 0,25 0,5 0,75 1

XpoPC
Slika 49. Povrsina po molekuli slojeva TG, POPC-TG 3:1 1 POPC u ovisnosti 0 molarnom
udjelu POPC-a.

Refleksijska spektroskopska mjerenja pokazala su da mijeSani monosloj POPC-TG nanesen
na povrSinu elektrolita ne pokazuje refleksijski spektar. Isti je rezultat dobiven i mjerenjem
refleksijskog spektra elektrolitne otopine koja je sadrzavala fenantren, kada na povrsini nije
bio prisutan mijeSani monosloj. Medutim, primjeceno je kako se refleksijski signal fenantrena
pojavljuje ¢im se na elektrolit koji sadrzi fenantren nanese mijeSani monosloj POPC-TG

(Slika 50).
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Slika 50. Refleksijski spektri elektrolita s fenantrenom, 100 pg dm™; nulti spektar (-+) i prvi
mjereni spektar (==) (A), Cistog elektrolita s mijeSanim slojem POPC-TG; nulti spektar
() 1 prvi mjereni spektar (=) (B) i elektrolita s fenantrenom 100 pg dm >, na kojem

je mijeSani sloj POPC-TG; nulti spektar (--+) 1 prvi mjereni spektar (==) (C).

Refleksijski spektri snimljeni su i1 nakon komprimiranja mijeSanog monosloja do tlaka
ovojnice, na povrsini elektrolita u kojem se nalazio fenantren. Refleksijski spektar pri tlaku
ovojnice 1 spektar potpuno ekspandiranog sloja vrlo su sli¢ni, §to znaci da ne dolazi do jace

interakcije izmedu molekula analita i monosloja uslijed kompresije (Slika 51.).
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200 400 600 800 1000

Slika 51. Refleksijski spektar elektrolita s fenantrenom, 100 pg dm (-), nakon nano$enja

mijesanog sloja POPC-TG (=) i nakon kompresije monosloja do tlaka ovojnice (==).

Paralelno s refleksijskim mjerenjima radena su i mjerenja povrSinskog tlaka tako da je
povrsina kade odrzavana na konstantnoj vrijednosti. PovrSinski tlak mijeSanog monosloja na
elektrolitu u kojem se nalazio fenantren koncentracije 100 pg dm ™, mjeren je pri potpuno
raSirenom monosloju, odnosno pri potpuno otvorenim barijerama kade, bez znacajne
promjene tlaka u vremenu od 2000 sekundi. Isto tako, povrSinski je tlak monosloja mjeren na
elektrolitu u kojem se nalazio fenantren koncentracije 100 pg dm™, ali tako da je monosloj
prvo komprimiran do tlaka ovojnice, a potom je povrSina kade drzana na dostignutoj
vrijednosti 2000 sekundi tijekom mjerenja povrSinskog tlaka. Kao i kod potpuno raSirenog
sloja nije uo¢ena znacajna promjena tlaka . Snimljene su i kruzne n-4 izoterme mijeSanog
monosloja bez i s fenantrenom u elektrolitu i1 to nakon $to je monosloj drzan 2000 sekundi pri

tlaku ovojnice (Slika 52).
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Slika 52. Histereze monosloja POPC-TG nakon 2000 s na tlaku od 23,8 mN m' na povrsini
Cistog elektrolita (==) 1 na povrSini elektrolita koji sadrzi fenantren u koncentraciji

100 pg dm > (=).
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5. Rasprava

Mogu¢énosti kvalitativnog 1 kvantitativnog odredivanja PAH-ova elektrokemijskim
metodama ograni¢ene su njihovim strukturnim znacajkama. Naime, PAH-ovi nemaju
funkcionalne skupine koje bi uzrokovale ionske interakcije vezanja na neki senzorski sloj, niti
su zabiljezeni oksidacijski ili redukcijski procesi. Medutim, lipofilnost PAH-ova daje
mogucnost pracenja ovih molekula s obzirom da interagiraju s lipidnim materijalima (slojem).
Ti procesi mogu se vrlo jednostavno pratiti elektrokemijskim tehnikama mjerenjem promjena

kapacitetne struje adsorbiranog lipidnog sloja uslijed interakcije s molekulama PAH-ova.

5.1. Vise¢a Zivina kap elektroda (VZKE)

Razvoj elektrokemijskog senzora za detekciju policikli¢kih aromatskih ugljikovodika
zapocet je istrazivanjima na visecoj zivinoj kap elektrodi. Tijekom pocetnih istrazivanja
ispitivani su razli€iti slojevi lipida sastavljeni od jedne ili vise komponenti, koji su morali
zadovoljavati jasno postavljene kriterije uklju¢uju¢i dobro definirane kapacitetne vrhove
senzorskog sloja, reproducibilnost, specificnost za odabrane analite, osjetljivost na niske
koncentracije analita i stvaranje stabilne vodene suspenzije liposoma. Zivina elektroda s
visecom kapi pokazala je veliki potencijal u detekciji membranski aktivnih zagadivala
koriStenjem modelne membrane (Nelson i sur., 1990), medutim ona s druge strane ima i
nedostatke kao Sto je koriStenje znatnih koli€ina Zive, krhkost elektrode i1 neprikladnost za
terenski rad. Bez obzira na spomenute nedostatke, VZKE je u ovom radu pokazala izuzetnu
vaznost u pocetnim istrazivanjima karakteristika lipidnih monoslojeva i njihovih interakcija s
PAH-ovima.

Lipidni slojevi koji su istraZivani birani su prema karakteristikama koje su ukazivale na
mogucénost formiranja slojeva koji bi bili prikladni za interakciju s PAH-ovima. Glavno
svojstvo lipidnih slojeva koje je potrebno za uspjesSna istrazivanja interakcije izmedu analita i
sloja lipida, jest promjena karakteristika kapacitetnih vrhova vezanih uz fazne prijelaze sloja.
Jedan od prvih ispitivanih fosfolipida bio je DLPC, fosfatidilkolin sastavljen od dva lanca
linoleoilske kiseline koja sadrzi dvije dvostruke veze, odabran zbog sli¢nosti s DOPC-om.
Monoslojevi DOPC-a su, naime, osim iznimne stabilnosti na VZKE, pokazali i osjetljivost na

prisutnost nekih PAH-ova (Nelson 1 sur., 1988). Pretpostavilo se da DLPC, s dvije dvostruke
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veze viSe u hidrofobnim lancima od DOPC-a, ima jak afinitet prema hidrofobnim
zagadivalima zbog jacih m-m interakcija izmedu analita i monosloja. Medutim, sloj DLPC-a
pokazao se nestabilnim na povrsini VZKE pa je zbog toga odbaden.

Smatralo se da bi povecanje broja hidrofobnih lanaca povecalo osjetljivost sloja na PAH-ove,
pa su istrazivani slojevi kardiolipina koji sadrze ¢ak 4 hidrofobna lanca. Medutim, pokazalo
se da na voltamogramima kardiolipina nisu zabiljezeni kapacitetni vrhovi vezani uz fazne
prijelaze sloja ve¢ samo desorpcijski vrhovi. Biljezenje samo desorpcijskog vrha vjerojatno je
povezano s reorijentacijom adsorbiranog sloja koju odmah slijedi desorpcijski proces,
sprjecavajuci zapravo reorjentaciju sloja. Naime, polarni segment takvih lipidnih molekula
ima manji ili jednak afinitet prema polariziranoj povrsini zivine elektrode kao i molekule
vode, pri ¢emu tijekom pokusaja reorijentacije ovih molekula na povrSini zZivine elektrode
dolazi do njihove desorpcije (Nelson i Leermakers, 1990). U obzir su, osim fosfolipida, uzeti i
drugi lipidi, kao Sto je npr. ceramid, lipid sa sfingozinskom osnovom, kod kojeg je registiran
kapacitetni vrth u AC i CV voltamogramima, i pokazalo se da je sloj stabilan i osjetljiv na
PAH-ove. Medutim, daljnjim je mjerenjima ustanovljeno je da je izmjerena osjetljivost
nezadovoljavajuca. Kako bi se sloju ceramida povecala osjetljivost za hidrofobne molekule
PAH-ova, formirani su mijeSani slojevi vece hidrofobnosti. Komponenta koja povecava
hidrofobnost mijeSanog sloja bili su trigliceridi, koji su glavni sastojak masnih naslaga
morskih sisavaca, a upravo u tom tkivu dolazi do akumulacije zagadivala i toksina (Krahn 1
sur, 2004). Paralelno s modifikacijom sloja ceramida gliceril tristearinom, modificirani su i
slojevi fosfolipida masnim kiselinama, npr. linoleinska kiselina. Sloj fosfolipida POPC-a,
modificiran linoleinskom kiselinom pokazao se nestabilnim, dok je sloj ceramida modificiran
trigliceridom pokazao znacajniju, ali ne 1 zadovoljavajucu osjetljivost na molekule PAH-ova
(granica detekcije za fenantren iznosila je visokih 14,9 pg dm™). Kako se trigliceridi, a
posebno triolein, koriste kao adsorbenti u procjeni apsorpcije, biodostupnosti 1 raspodjele
PAH-ova (Ke 1 sur., 2006; Tao 1 sur., 2008; Tao i sur, 2012), triolein je koriSten za
modifikaciju sloja fosfolipida, to¢nije POPC-a. Najveca osjetljivost dobivena je koriStenjem
mijeSanog monosloja POPC i TG u molarnom omjeru 3 prema 1, gdje je granica detekcije za
fenantren iznosila 1,99 pg dm”. Dobivena granica detekcije mogla se smatrati
zadovoljavaju¢om s obzirom na nacin provedbe analize interakcije analita i1 monosloja na
VZKE koristenjem kombinacije AC voltammetrije i ciklicke voltammetrije, pri jednom, to¢no

odredenom potencijalu kako je opisano u poglavlju 3.2.1. S druge strane, dobivena granica
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detekcije nezadovoljavajuca je za analiticku primjenu, zbog Cega se pristupilo daljnjem

istrazivanju ovog mijesanog sloja i razvoju sustava.

5.2. Prelazak na zivinu mikroelektrodu

S obzirom da mijesani monosloj POPC-TG (3:1) ima najbolje karakteristike u smislu
reproducibilnosti, stabilnosti 1 osjetljivosti na PAH-ove, istrazivan je 1 na Zivinoj
mikroelektrodi uz koriStenje protocne elektrokemijske celije. Istovremeno su istrazivane i
njene osnovne karakteristike, s ciljem razvoja prenosivog senzora za in-situ detekciju PAH-
ova u prirodnim vodama. Na ¢ipu od silicija, elektrokemijski su napravljene zivine
mikroelektrode, ¢&ija je usporedba s VZKE pokazala da te dvije elektrode imaju jednaka
svojstva (Slika 27). Pocetna istrazivanja stabilnosti proto¢nog sustava pokazala su da
platinska pseudo-referentna elektroda nije prikladna za upotrebu jer njen potencijal nije
konstantan tijekom eksperimenata, Sto su primjetili i Coldrick i sur. (2011), te Mohamadi i
sur., (2014). Naime, tijekom rada s organskim materijalima povrSina platinske pseudo-
referentne elektrode moze se zagaditi pa dolazi do pomaka potencijala elektrode. Zbog toga
su analize vrSene uz upotrebu vanjske referentne elektrode RedRod Ref 201 sa dobro
definiranim poznatim potencijalom. Prelazak na Zivinu mikroelektrodu u protocnoj celiji
zahtjevao je 1 drugaciji pristup modificiranju elektrode lipidnim slojem, odnosno koristenje
vodene suspenzije lipida. Suspenzija smjese lipida POPC-a 1 TG-a u molarnom omjeru 3:1
napravljena je jednostavnim postupkom dodavanja otopine elektrolita osuSenoj smjesi lipida 1
mijeSanjem dobivene suspenzije. Tako dobivena suspenzija pokazala se stabilnom, no u
literaturi je opisana kao suspenzija liposoma ¢ija veli€ina i broj lamela nisu jasno definirani
(Sessi 1 Weismann, 1967). Da se utvrdi veli¢ina liposoma, izmjerena je raspodjela veliine
Cestica uporabom dinamickog rasprSenja svjetlosti (Slika 29). Izmjerena raspodjela Cestica je
bimodalna: velika vec¢ina liposoma (98 %) imala je promjer u rasponu izmedu 89 i 134 nm,
dok je prestalih 2 % imalo promjere izmedu 671 i 1075 nm. Potonja skupina predstavlja
agregate liposoma. Dobiveni se rezultati slazu s literaturnim podatcima o postojanju dviju
faza u vodenim suspenzijama liposoma POPC-a i TG-a (Delund 1 sur., 2013). Iako lipidna
suspenzija nije homogena, to se nije odrazilo na reproducibilnost odziva. Elektrokemijsko
modificiranje povrSine Zivine mikroelektrode mijeSanim slojem POPC-TG formira sloj koji se
razlikuje od monosloja nanesenog mehani¢kim modificiranjem VZKE. Dok mijesani sloj
POPC-TG na VZKE na voltamogramima biljezi jedan kapacitetni vrh, kod Zivine
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mikroelektrode zabiljezena su dva (Slika 31). S druge strane, slojevi DOPC-a imaju jednake
karakteristike i na VZKE i Zivinoj mikroelektrodi (Slika 30), neovisno o na¢inu nano$enja
sloja. To svojstvo mijesanog sloja POPC-TG moze se objasniti specificnoS¢u liposoma koje
ova dva lipida tvore. Naime, u liposomima sastavljenim od molekula POPC-a i TG-a, lipidi su
organizirani tako da hidrofobne glave fosfolipida imaju ograni¢enu slobodu u usporedbi s
liposomima sastavljenim samo od molekula POPC-a, te u mjeSanim liposomima postoji
povecana mobilnost alkilnog dijela molekule (Li i sur, 1993). Prema radu Khandelie i sur.
(2010), unutar fosfolipidnih dvoslojeva POPC-a molekule TG-a stvaraju pokretne neutralne
lipidne agregate. Iz toga se moze zakljuciti da su liposomi sastavljeni od POPC-a i TG-a
heterogeni, posebno u usporedbi s otopinom ovih lipida u lako hlapivom organskom otapalu
pa je i za ocekivati kako ¢e se slojevi formirani elektrokemijski i mehani¢ki medusobno
razlikovati. Upravo iz tog razloga za mijeSani sloj POPC-a i TG-a na povrSini Zivine
mikroelektrode radije biramo naziv ,sloj“, umjesto ,,monosloj*, jer pravi izgled ovog

mijesanog sloja na povrsini zivine mikroelektrode jos nije to¢no definiran.

5.3. Optimiziranje eksperimentalnih uvjeta

Kako bi se pronasli uvjeti pri kojima ¢e interakcija izmedu analita i1 sloja biti
najizrazenija, mijenjani su razliciti parametri kao npr. raspon potencijala koji ¢e se koristiti za
snimanje uzastopnih cikli¢kih voltamograma tijekom analize. Odabir odgovaraju¢eg raspona
potencijala vrlo je vazan jer utjee na stabilnost sloja. Naime, ukoliko raspon potencijala
obuhvaca 1 desorpcijske vrhove, moze do¢i do djelomicne desorpcije sloja s povrSine
mikroelektrode, a time do promjene karakteristika kapacitetnih vrhova neovisno o njihovoj
interakciji s molekulama analita. Zato je radni raspon potencijala odabran tako da obuhvaca
samo kapacitetne vrhove faznih prijelaza adsorbiranog sloja, osjetljive na promjene sloja
modificiranog adsorpcijom ili apsorpcijom PAH-ova. Kako mijeSani sloj POPC-TG ima dva
takva kapacitetna vrha, bilo je potrebno odrediti koji od dva vrha i dva parametra, a to su
promjena visine prvog, odnosno drugog kapacitetnog vrha, te pomak potencijala prvog,
odnosno drugog kapacitetnog vrha, pokazuje najvecu osjetljivost na prisutnost molekula
analita (Slika 35).

Interakcija je najbolje vidljiva iz pomaka potencijala drugog kapacitetnog vrha s obzirom na
njegov reproducibilan pomak prema negativnijim vrijednostima uz porast koncentracije
analita. Vazno je napomenuti da pomak potencijala drugog kapacitetnog vrha ne ovisi o
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povrsini elektrode, Sto dodatno pojednostavljuje postupak analize. Drugi kapacitetni vrh je
odziv stvaranja podrucja dvosloja na povrsini zivine kapi (Vakurov i sur., 2014), koji ukazuje
na formiranje hidrofobnih dijelova sloja okrenutih prema otopini gdje dolazi do interakcije s
molekulama PAH-ova. Kao najbolji na¢in provodenja analize odredeno je prac¢enje pomaka
potencijala u odnosu na eventualni pomak potencijala uzrokovan propusStanjem baznog
elektrolita kroz sustav.

Vazni parametri proto¢nog sustava su trajanje analize te brzina protoka tekucine kroz sustav.
600 uzastopnih ciklickih voltamograma tijekom otprilike 11 minuta, pokazao se kao dobro
uravnotezen vremenski period izmedu rastuc¢eg utjecaja molekula analita na mijeSani sloj i
stabilnosti samog mijeSanog sloja.

Povecanjem brzine protoka analita kroz sustav utjecaj analita na mijeSani sloj postaje
izrazeniji. Posebnu paznju smo posvetili ispitivanju najboljih uvjeta s obzirom na protok
budu¢i da kod prevelikih brzina dolazi do mehanicke desorpcije sloja lipida s povrSine

mikroelektrode. Pokazalo se da je protok od 5 cm® min™' optimalan za provodenje analiza.

5.4. Interakcije izmedu PAH-ova i mijeSanog lipidnog sloja

Cetiri analizirana PAH-a, antracen, fenantren, piren i1 fluoranten, relativno su dobro
topljivi u vodi u usporedbi s PAH-ovima ve¢e molekulske mase i veceg broja benzenskih
prstenova pa imaju i1 nesto niZze vrijednosti oktanol-voda particijskog koeficijenta (K,y) od
PAH-ova vec¢e molekulske mase. Zbog navedenih se karakteristika ocekivalo da ce
hidrofobniji PAH-ovi ve¢e molekulske mase prije interagirati s mijeSanim lipidnim slojem.
Medutim, pokazalo se da postoji znacajan afinitet izmedu mijeSanog sloja 1 sva cetiri
analizirana PAH-a, te pokuSaj detektiranja interakcija izmedu PAH-ova veceg oktanol voda-
particijskog koeficijenta i mnogo manje topljivosti u vodi, kao §to je krizen (log Kow = 5,6
(www.databib.org); topljivost u vodi = 1,9 pg dm™ (Mackay i Shiu, 1977) i mijeSanog sloja,
nije bio uspjesan. Interpretacija dobivenih rezultata u svjetlu analize pravih vodenih uzoraka
govori kako ¢e hidrofobniji PAH-ovi zapravo biti uklonjeni iz vodenog stupca uslijed
dostupniji za analizu.

Pocetni eksperimenti pracenja interakcije izmedu odabranih molekula PAH-ova i mijeSanog
sloja radeni su u modelnom elektrolitu za morsku vodu (0,55 mol dm™ NaCl, pH = 8.,1). U
navedenom elektrolitu napravljene su kalibracijske krivulje za cetiri odabrana PAH-a,
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antracen, fenantren, piren i fluoranten, s izraCunatim granicama detekcije od 0,19, 0,26, 0,14,
odnosno 0,26 pg dm™ (Penezi¢ i sur., 2014). Iz regresijskih jednadzbi dobivenih pravaca
vidljivo je da su odzivi za sva Cetiri PAH-a vrlo sli¢ni, Sto znaci da niti jedan od Cetiri
analizirana PAH-a ne pokazuje znaCajniji afinitet prema mijeSanom sloju i pojedine se
molekule ne mogu razlikovati.

Kako je cilj rada razvoj elektrokemijskog sustava koji bi se mogao koristiti za analizu
prirodnih vodenih uzoraka iz okolisa, slijede¢i korak bila je analiza navedenih PAH-ova u
morskoj vodi prethodno oc¢iS¢enoj od organske tvari. lako bez organske tvari, uzorci Cistog
mora su bili bitno kompleksniji zbog prisutnih anorganskih iona. Ve¢ je otprije poznato da
razli¢iti ioni utjeu na monoslojeve fosfolipida (Seimiya i Ohki, 1973; Nelson i Auffret,
1988), a isto je potvrdeno i za mijesani sloj POPC-TG. Na Slikama 40 i 41 prikazan je utjecaj
Cistog mora i otopine elektrolita s dodatcima magnezija i kalcija u prirodno prisutnim
koncentracijama u morskoj vodi. Provedena analiza pokazala je da je utjecaj morske vode
skoro istovjetan onom otopini magnezijevih i kalcijevih iona, tako da je utjecaj morske vode
na mijesani sloj pripisan ve¢inom upravo tim ionima. Unato¢ znacajnom utjecaju koji sama
Cista morska voda ima na mijeSani sloj POPC-TG, interakcija izmedu molekula PAH-ova
dodanih u uzorke ¢iste morske vode i mijeSanog sloja uspjesno je detektirana. Pokazalo se da
je utjecaj Ciste morske vode na mijesani sloj vidljiv nakon vrlo kratkog perioda. Naime,
najveci pomak potencijala drugog kapacitetnog vrha prema pozitivnijim vrijednostima doseze
se u roku od oko 30 sekundi. Potencijal vrha pomice se prema pozitivnijim vrijednostima
uslijed interakcije kationa sa fosfatnom skupinom hidrofilnog dijela molekula fosfolipida.
Tako ¢e uzorak Cistog mora u kojem se nalazi PAH na samom pocetku analize uzrokovati
pomak potencijala kapacitetnog vrha prema pozitivnijim vrijednostima, nakon cega Cega ce se
postupno biljeziti pomak potencijala vrha prema negativnijim vrijednostima, zbog interakcije
izmedu molekula PAH-ova 1 mijeSanog sloja. Zbog toga je ipak omoguceno izradivanje
kalibracijskih krivulja za Cetiri odabrana PAH-a u ¢istoj morskoj vodi, te su odredene granice
detekcije za antracen, fenantren, piren 1 fluoranten u ¢istoj morskoj vodi iznosile redom 0.15,
0,33, 0,35,1 0,32 ug dm (Penezi¢ 1 sur., 2014). Kod regresijskih jednadzbi za mjerenja u
¢istom moru, kao i kod onih u modelnom elektrolitu, vidljivo je da su odzivi za pojedine
PAH-ove vrlo sli¢ni zbog slicnog afiniteta ova Cetiri spoja za mijesani sloj POPC-TG. Uz to,
iako su granice detekcije nesto viSe u ¢istom moru nego u modelnom elektrolitu, nije uocena

znacajna razlika izmedu afiniteta PAH-ova prema mijeSanom sloju u ta dva elektrolita.

83



Rasprava

5.4.1. Utjecaj smjese PAH-ova na mijeSani lipidni sloj

Kako su PAH-ovi u prirodnim vodama obi¢no prisutni u obliku smjese mnostva
molekula ove grupe spojeva, detektiranje Cetiri odabrana PAH-a pruzit ¢e informaciju i o
mogucem postojanju drugih PAH-ova u uzorku. Tako je u ovom radu analizirana i smjesa
Cetiri odabrana PAH-a u Cistom moru, i dobiveni rezultati su usporedivi s utjecajima koji
pojedina¢ne molekule imaju na mijesani sloj. Utjecaj ¢etiri PAH-a na mijesani sloj se zapravo
zbraja. Takoder je odredena i granica detekcije za ovako analiziranu smjesu od 0,32 pg dm >
Sto je u dobrom slaganju s rezultatima dobivenim za granice detekcije pojedinih analiziranih
PAH-ova u ¢istom moru. Ovaj rezultat ukazuje da sustav nema dobru selektivnost na
pojedinacne PAH-ove, ali je vrlo vazan jer pokazuje da je moguée odrediti utjecaj smjese
PAH-ova na mijesani sloj POPC-TG. Mogu¢nost detektiranja ukupne koncentracije analita
razvijenim elektrokemijskim sustavom moZe nedvosmisleno posluZziti za rano uocavanje

povisenih koncentracija ovih molekula u uzorcima prirodnih voda.

5.5. Interferencije

Kod svakog istrazivanja koje ukljucuje razvoj senzora za odredeni analit, jedna od
najvaznijih karakteristika je njegova specifi¢nost za zeljeni analit, te veli¢ina interferencije. U
radu s prirodnim uzorcima vode velik je broj moguc¢ih interferiraju¢ih molekula. Zbog toga je
vrlo vazno odrediti specifi¢nosti na Zeljeni analit, identificirati najznacajnije grupe
interferiraju¢ih molekula, te odabrati predstavnike pojedinih grupa i analizirati ih u svrhu
procjene utjecaja na uspjesnost i1 kvalitetu analize. U prirodnim vodenim uzorcima
razlikujemo dvije grupe potencijalnih interferiraju¢ih molekula. Prva grupa su organske
molekule koje se prirodno nalaze u vodenim sustavima, dok se druga grupa odnosi ve¢inom
na alohtone molekule koje uzrokuju zagadenje vodenih sustava.

Najvaznije potencijalne interferiraju¢e molekule iz prve grupe prirodnih organskih molekula
su huminske tvari, polisaharidi, proteini i lipidi. Svaka od ovih Cetiriju vrsta je analizirana 1
pokazano je da niti jedan od analiziranih spojeva ne utjeCe na mijeSani sloj POPC-TG
(Tablica 4). Koncentracije pojedinih spojeva odgovaraju njihovim prirodno prisutnim
vrijednostima u vodenom okoliSu. Kako je poznato da se molekule PAH-ova veZzu na
otopljenu organsku tvar prisutnu u vodenom okolisu (Wang i Zhang, 2014.), napravljena je i

analiza pirena u Cistoj morskoj vodi u prisutnosti spomenutih Cetiriju analiziranih organskih
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molekula. Analiza je pokazala da lipidi, polisaharidi i proteini ne utjecu na interakciju izmedu
mijesanog sloja i pirena, odnosno, da ne dolazi do interakcije izmedu spomenutih spojeva i
pirena. S druge strane, u prisustvu huminske tvari, to¢nije Na-humata, piren je pokazao ¢ak
75 + 5 % manji utjecaj na mijeSani sloj nego kada Na-humat nije prisutan. Naime, poznato je
da se molekule PAH-ova adsorbiraju na organske Cestice zbog svoje hidrofobnosti, ali tvore i
komplekse s otopljenim huminskim tvarima iz voda (Rav-Acha i Rebhun, 1992; Jung i sur.,
2010). Huminske tvari iz razli¢itth izvora razlikuju se veli¢inom, aromati¢noscéu,
hidrofobnosc¢u i sl. (Chin i sur, 1994). Huminske tvari u rijekama, koje su ve¢inom porjeklom
iz visih biljaka, pokazuju vec¢u aromati¢nost od huminskih tvari u morskom okolisu, u kojem
su prisutne uglavnom kao alifatski spojevi (Saito i Hayano, 1980). Aromatska struktura
huminskih tvari pojacava interakciju s hidrofobnim organskim zagadivalima, npr. PAH-ovima
(Chin 1 sur., 1997), §to dovodi do smanjenja koncentracije PAH-ova u vodenom stupcu, ali 1
utjeCe na njihovu biodostupnost (Landrum i sur., 1984; Akkanen 1 sur., 2012). Na-humat
koriSten u ovom radu tresetnog je porijekla pa je njegova aromati¢nost ve¢a od one huminskih
tvari u morskom i slatkovodnom okoliSu (Rice i MacCarthy, 1991). Zbog toga Na-humat
bitno utjeCe na analizu pirena. Specificnost sastava organske tvari u vodenim uzorcima
razlicitog porjekla uzrokovati ¢e razlicite utjecaje na analizu PAH-ova.

Drugu grupu potencijalnih interfereiraju¢ih molekula €ine zagadivala koja interagiraju s
mijeSanim slojem. U ovom je radu analizirano nekoliko zagadivala: orto-nitrofenol,
poliklorirani bifenil 2,4,4'-triklorobifenil, klorooctena kiselina, okadai¢na kiselina kao
predstavnih morskih toksina, te tri antibiotika. Niti jedan od analiziranih spojeva nije pokazao
utjecaj na mijesSani sloj POPC-TG, S§to znac¢i da je u prisutnosti ovih spojeva moguce
detektirati PAH-ove u uzorku (Tablica 5). Kako bi se potvrdila specificnost mijeSanog

monosloja za PAH-ove, svakako je potrebna analiza veceg broja zagadivala.

5.6. Testiranje stvarnih uzoraka

5.6.1. Uzorak rijeke Save

Elektrokemijski je sustav testiran na uzorku rijeke Save, kako bi se elektrokemijski
rezultati usporedili s podatcima dobivenim GC-MS analizom PAH-ova u istom uzorku.
Elektrokemijska je analiza provedena metodom standardnog dodatka, zbog niske
koncentracije PAH-ova dostupnih za analizu elektrokemijskim senzorom. Za metodu

standardnog dodatka koriStena su dva razli¢ita PAH-a, piren i fenantren, ¢ija se koncentracija,
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prema rezultatima GC-MS analize, u uzorku znacajno razlikovala, tj. koncentracija fenantrena
bila je 8 puta veca od koncentracije pirena. UnatoC toj znacajnoj razlici , elektrokemijska je
analiza dala vrlo sli¢ne rezultate, odnosno 0.11 pg dm " uz piren i 0,13 pg dm ™ uz fenantren.
Takav rezultat zapravo je potvrda prijasnjeg zakljuCka o aditivnosti utjecaja PAH-ova koje
senzor detektira, dok se razlika u dobivenim koncentracijama PAH-ova u uzorku koristenjem
fenantrena odnosno pirena, moze se objasniti neSto vecim afinitetom pirena za organsku tvar
zbog vece hidrofobnosti (Plaza 1 sur., 2009). Razlika izmedu rezultata dobivenih
elektrokemijskom analizom 1 GC-MS analizom, prema kojoj je ukupna koncentracija PAH-
ova 0,646 pg dm >, moZe se objasniti spomenutim afinitetom molekula PAH-ova za organsku
tvar u okoliSu. Naime, GC-MS metoda mjeri ukupnu koncentraciju PAH-ova ukljucujuéi
CestiCnu 1 potpuno otopljenu frakciju, ali i otopljenu frakciju kompleksiranu s otopljenom
organskom tvari. Elektrokemijska metoda mjeri samo potpuno otopljenu frakciju PAH-ova
prisutnih u uzorku, pa su rezultati manji od rezultata GC-MS analize za 79 % odnosno 83 %,
ovisno o tome je li u metodi standardnog dodatka koriSten fenantren ili piren. Ako se pak
koncentracije dobivene elektrokemijskim senzorom usporede sa zbrojem koncentracija
antracena, fenantrena, pirena i fluorantena dobivene GC-MS analizom, ukupne vrijednosti
0,29 pg dm >, primje¢uje se da su vrijednosti dobivene elektrokemijskim senzorom 62 % (za
piren) odnosno 55 % (za fenantren) manje od vrijednosti GC-MS analize. Dobiveni su
rezultati vrlo vazni jer pokazuju da je moguce detektirati PAH-ove koji pokazuju afinitet
prema mijeSanom sloju, bez obzira na velike koncentracije otopljene organske tvari u
rijekama. U rijeci Savi (Ogrinc i sur., 2008) nadene su visoke koncentracije otopljene
organske tvari, izraZene kao koncentracije DOC-a u rasponu od 0,8 mg dm> do &ak
63 mg dm . Zbog toga je pretpostavljeno da ¢e elektrokemijska analiza uzorka dati jo§ niZe
koncentracije PAH-ova. Medutim, s obzirom na dobivene rezultate zakljucili smo da organska
tvar prisutna u prirodnim uzorcima ne ometa elektrokemijsku analizu koliko se o¢ekivalo, pa

se elektrokemijski sustav moZe uspjesno koristiti za analizu prirodnih uzoraka voda.

5.6.2. Uzorak sjevernog Jadrana

Testiranje uzorka sjevernog Jadrana provedeno je kako bi se pokazala uspjeSnost
odredivanja analita u prirodnoj morskoj vodi. Analiza nefiltriranog i filtriranog uzorka kojima
je dodan piren, potvrdila je utjecaj organske tvari na analizu pirena. Utjecaj pirena na mijesani
sloj u nefiltriranom uzorku je 45 + 5 % manji u usporedbi sa utjecajem pirena na mijesani sloj
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u ¢istom moru, dok je u filtriranom uzorku samo 30 % manji. Do razlike dolazi zbog prisustva
ukupne, odnosno otopljene organske tvari koja na sebe veze piren i ostale PAH-ove. U
analiziranom uzorku iz sjevernog Jadrana izmjerene koncentracije Cesticnog organskog
ugljika (POC) iznosile su 0,119 mg dm™ (= 10 % ukupne organske tvari), dok je koncentracija
otopljenog organskog ugljika (DOC) iznosila 1,524 mg dm™ (= 90 % ukupne organske tvari).
Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je detekcija pirena moguca u prisustvu
organske tvari u moru, ¢ak i bez predobrade uzoraka filtriranjem. Za to¢niju procjenu utjecaja
Cesticne 1 otopljene organske tvari na analizu odabranih PAH-ova u prirodnim uzorcima
potrebno je provesti detaljniju analizu na ve¢em broju uzoraka uz paralelnu karakterizaciju

prisutne organske tvari.

5.7. Mjerenja na granici faza elektrolit/zrak

Za bolju karakterizaciju mijeSanog monosloja POPC-TG, analizirani su monoslojevi
POPC-a, TG-a, te smjese POPC-a 1 TG-a, koriStenjem monoslojne tehnike na Langmuir-
Blodgett kadi. Snimljene 7-4 izoterme sva tri monosloja omogudile su izradivanje krivulja
ovisnosti modula povriinske kompresije (Cs ') o povrinskom tlaku (Slika 48 A i B). Analiza
je pokazala znacajne razlike izmedu monoslojeva sastavljenih od pojedinacnih molekula
POPC-a odnosno TG-a i mijeSanog monosloja. Naime, monoslojevi POPC-a i TG-a pokazuju
konstantan rast Cs ', te se neposredno prije dosezanja tlaka kolapsa, kada vrijednosti Cy '
padaju na nulu, oba monosloja nalaze u teku¢e kondenziranom stanju. Kako modul
povrsinske kompresije odgovara recipro¢noj vrijednosti druge derivacije Gibbsove energije,
diskontinuiteti u krivulji ovisnosti modula povrSinske kompresije o povrSinskom tlaku
predstavljati ¢e fazne prijelaze drugog reda (Limura i Kato, 2012), npr. kolapsa monosloja
(Jurak 1 Conde, 2013). Kod mijeSanog sloja POPC-TG, uz diskontinuitet uslijed kolapsa
monosloja, javlja se jo§ jedan diskontinuitet modula povrSinske kompresije, 1 to pri tlaku
ovojnice, kad vrijednosti C; ' naglo padaju. Buduéi da se u ovom sluaju radi o
dvokomponentnom monosloju i da vrijednost C; ' ne pada na nulu nego na oko 30 mN m,
mozemo zakljuciti da ne dolazi do kolapsa cijelog monosloja nego do istiskivanja
komponente s nizim pragom kolapsa (u ovom slucaju molekula TG-a) iz monosloja, tj.
uvjetno receno kolapsa TG komponente (Jurak i Conde, 2013). Istiskivanjem TG-a sloj
postaje rjedi i prelazi u stanje koje odgovara TE fazi nakon ¢ega daljnjom kompresijom Cy '
vrijednosti nastavljaju rasti sve do tlaka kolapsa mijeSanog monosloja koji je jednak tlaku
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kolapsa monosloja POPC. Vrijednosti C; ' mijeSanog monosloja POPC-TG manje su od
vrijednosti C; ' monosloja POPC-a, §to pretpostavlja mijeSani monosloj POPC-TG kao
kompresibilniji 1 neuredeniji od monosloja POPC-a (Chen i rus., 2011). Pojavom faznog
prijelaza drugog reda dolazi do izrazenijeg utjecaja molekula TG na ponaSanje mijeSanog
monosloja. U literaturi je opisano da kod mijeSanog monosloja sastavljenog od
fosfatidilkolina izoliranog iz jaja i TG-a, pri tlaku ovojnice dolazi do istiskivanja molekula
TG-a u hidrofobni dio monosloja (Mitsche i sur., 2012) pa se ovakvo ponasanje moze
pretpostaviti 1 kod mijeSanog monosloja POPC-TG. Istiskivanje molekula TG-a iz monosloja
pri tlaku ovojnice znaci da se nakon tlaka ovojnice sastav mijeSanog monosloja mijenja.
Uzimajuéi u obzir vrijednosti Cs ', neposredno prije tlaka ovojnice monosloj se nalazi u svom
najkompaktnijem stanju. Zbog toga se za mijeSani monosloj POPC-TG povrSina po molekuli
odreduje ekstrapolacijom 7-4 izoterme upravo iz podrucja neposredno prije tlaka ovojnice.
Na temelju povrSina po molekuli monoslojeva POPC-a, TG,-a i mijeSanog monosloja POPC-
TG, odredenih iz 7-A izotermi, procjenjeno je da je povrsinski suvisak, 4" mijeSanog
monosloja negativan, $to znaci da se, unato¢ tome §to su komponente mijeSanog monosloja
samo djelomicno mjesljive, izmedu molekula POPC-a i TG-a u mijeSanom monosloju javljaju
privlaéne interakcije.

Langmuir-Blodgett kada spregnuta s metodom UV-Vis refleksijske spektroskopije omogucila
je mjerenja koja pokazuju postoji li interakcija izmedu monosloja i kromofornih molekula
PAH-ova. Cinjenica da elektrolit koji sadrzi fenantren ne pokazuje refleksijski spektar
ukazuje na povrSinsku inaktivnost fenantrena, koji se ne akumulira na granici faza
elektrolit/zrak. Medutim, refleksijski spektar fenantrena (Slika 50) snimljen kada je na
povrsinu elektrolita s fenantrenom nanesen mijeSani sloj POPC-TG, pokazuje da u prisustvu
mijeSanog monosloja fenantren interagira s monoslojem. Sli¢na istrazivanja proveli su
Kozarac 1 sur. (1997.), koriStenjem monoslojeva fosfolipida s jednom vrstom molekula. U
navedenom radu takoder je ustanovljeno da analizirani PAH (piren) ne pokazuje povrSinsku
aktivnost, no afinitet izmedu PAH-a i ¢ak dva ispitana fosfolipidna monosloja, 1,2-dimiristoil-
sn-glicero-3-fosfatidilkolina i 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilkolina, nije primjecen.
Daljnja istraZivanja interakcije fenantrena i mijeSanog sloja POPC-TG pokazala su da s
vremenom ne dolazi do daljnje akumulacije fenantrena na monosloj kao da ni komprimiraniji

sloj ne pospjesuje njegovu akumulaciju na povrsini.
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Paralelnim pracenjem povrSinskog tlaka pri konstantnim vrijednostima povrSine kade
pokazalo se da interakcija izmedu monosloja i fenantrena ne ukljucuje ugradivanje molekula
fenantrena u monosloj, s obzirom da promjena povrSinskog tlaka u vremenu nije primjecena.
Kruzne 7-4 izoterme mijeSanog monosloja pokazale su pojavu blagih histereza (Slika 52), sa i
bez prisutnosti fenantrena, $to je ocekivano za monoslojeve fosfolipida (Notter 1 sur., 1982),
no minimalne razlike izmedu dviju dobivenih histereza potvrdile su da interakcija izmedu
fenantrena i mijeSanog monosloja ne ukljucuje njegovu ugradnju (Sudeesh i sur., 2012).

Istrazivanja povrsinskog tlaka, te refleksijska istrazivanja provedena na Langmuir Blodgett
kadi svakako je potrebno prosiriti, jer, iako su Langmuirovi monoslojevi donekle uspjeli dati
uvid u ponasanje mijeSanog monosloja POPC-TG, tesko je povuci korelaciju izmedu
monosloja na granici faza elektrolit/zrak s dinamickim ponasanjem mijesanog sloja POPC-TG
koji se na povrsini Zivine elektrode nalazi pod utjecajem linearno mjenjajuceg napona usljed

¢ega prolazi kroz strukturne promjene.
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6. Zakljucak

U ovom je radu razvijan elektrokemijski senzor za detekciju policiklickih aromatskih

ugljikovodika u prirodnim vodama, koji kao radni element sadrzi Zivinu mikroelektrodu

modificiranu mijesanim slojem lipida. U svrhu razvoja senzora te karakteriziranja rada

senzora, koriStene su elektrokemijske i spektroskopske metode na temelju kojih su doneseni

slijedeci zakljucci:

Svojstva zivine mikroelektrode i1 klasi¢ne zivine elektrode s viseCom kapi se ne
razlikuju, pa je zivina mikroelektroda odli¢an izbor za radnu -elektrodu
elektrokemijskog senzora. Stabilna zivina mikroelektroda moze se pripremiti
elektrodepozicijom iz otopine zivnog nitrata. Uporaba zivine mikroelektrode je
ekoloski vrlo prihvatljiva jer rjeSava problem velikih koli¢ina Zive koje se troSe
koristenjem Zivine elektrode sa vise¢om kapi. Zivina se mikroelektroda uspje$no Gisti
elektrokemijskim postupkom.

Preliminarna istrazivanja na vise¢oj zivinoj kap elektrodi pokazala su da je afinitet
mijeSanog sloja sastavljenog od molekula I-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfatidilkolina (POPC) i triglicerida trioleina (TG) u molarnom omjeru 3:1, optimalan
za detekciju policiklickih aromatskih ugljikovodika, u usporedbi sa svim ispitivanim
lipidnim slojevima sastavljenim od jedne ili viSe vrsta lipida.

MijeSanim slojem POPC-TG u molarnom omjeru 3:1 uspjeSno je modificirana
povr§ina Zivine mikroelektrode, koji na voltamogramima kao odziv daje dva
karakteristi¢na kapacitetna vrha, povezana s faznim prijelazima. Svojstva ta dva
kapacitetna vrha mijenjaju se uslijed interakcije mijeSanog sloja i molekula PAH-ova,
te upravo ove promjene omogucavaju detekciju spomenute interakcije. Pomak
potencijala negativnijeg kapacitetnog vrha prema negativnijim vrijednostima
otopinama.

Uspjesno su odredene granice detekcije za Cetiri PAH-a u jednostavnom elektrolitu
(0,55 mol dm NaCl, pH = 8,1), te one za antracen, fenantren, piren i fluoranten
iznose redom: 0,19, 0,26, 0,141 0,26 ug dm™.

Utvrdeno je da u morskoj vodi oc¢iS¢enoj od organske tvari, prisustvo iona magnezija i

kalcija ima znacajan utjecaj na kapacitetne vrhove mijeSanog sloja POPC-TG. Unato¢
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tome, granice detekcije za antracen, fenantren, piren i fluoranten uspjesno su odredene
1 u ovoj matrici, odnosno moru oc¢is¢enom od organske tvari, te iznose redom: 0,15,
0,33, 0,351 0,32 pg dm".

Utvrdeno je da smjesa Cetiri analizirana PAH-a, u Cistoj morskoj vodi, pokazuje
utjecaj na mijesani sloj POPC-TG, koji je istovjetan zbroju utjecaja pojedinacnih
analiziranih PAH-ova, i uspjeSno je odredena granica detekcije za analiziranu smjesu
koja iznosi 0,32 pg dm>. Na temelju ovog rezultata zaklju¢eno je kako je senzor
sposoban detektirati smjesu PAH-ova, daju¢i podatak o ukupnoj koncentraciji PAH-
ova koji interagiraju s mijesanim slojem, prisutnih u uzorku.

Specificnost mijesanog sloja POPC-TG za odabrane moleklule PAH-ova potvrdena je
analizom odabranih molekula prirodno prisutnih u vodenim uzorcima, to¢nije dextrana
T-500 kao modela za polisaharide, Na-humata huminskih tvari, albumina iz govedeg
seruma proteina, te mjesavine lipida ekstrahirane iz uzoraka sjevernog Jadrana kao
modela za lipide. Niti jedna od istrazivanih molekula ne utjece na mijesani sloj POPC-
TG.

Mjerenja su pokazala da piren u prisutnosti Na-humata pokazuje 75 £ 5 % manji
utjecaj na mijesani sloj POPC-TG, a paralelna analiza uzorka rijeke Save
elektrokemijskim sustavom i GC-MS metodom, pokazala je da su rezultati dobiveni
elektrokemijskom analizom podcjenjeni za 79 do 83 % u odnosu na rezultate dobivene
GC-MS analizom. Iz navedenih podataka zakljuceno je da je elektrokemijski senzor
pogodan za detekciju odabranih PAH-ova kada se oni nalaze u potpuno otopljenom
stanju, odnosno kada nisu adsorbirani na organske Cestice niti su u kompleksima s
organskim molekulama prisutnim u uzorku. Elektrokemijskim se senzorom mjeri
koncentracija potpuno otopljenih PAH-ova, §to je izuzetno vazno s obzirom da su
biodostupni, a time opasni za vodene organizme u kojima se akumuliraju.

Analiza uzorka sjevernog Jadrana u koji je dodana odredena koli¢ina pirena, u svrhu
daljnje procjene utjecaja kompleksnih matrica na uspjeSnost analize, ukazuje da je
utjecaj pirena na mijeSani sloj uslijed interferencije organske tvari samo 45 £ 5 %
manji od utjecaja pirena na mijesani sloj u ¢istom moru. Iz toga proizlazi zakljucak da
je uspjeSna analiza morskih uzoraka te procjena ukupne koncentracije cetiri odabrana

PAH-a moguca, uz uzimanje u obzir utjecaja organske tvari iz uzorka.
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e Specificnost mijeSanog monosloja za odabrane molekule PAH-ova potvrdena je i
analizom odabranih molekula zagadivala koje bi mogle biti prisutne u vodenim
uzorcima, ukljucujuci orto-nitrofenol, 2,4,4'-triklorobifenil (poliklorirani bifenil),
klorooctenu kiselinu, okadai¢nu kiselinu te tri razliCita antibiotika (streptomicin,
kanamicin i sulfametoksazol). Niti jedna od analiziranih molekula nije imala utjecaj na
mijesani sloj.

e [z provedenih mjerenja povrSinskog tlaka mijeSanog monosloja POPC-TG u Langmuir
Blodgett kadi zakljuCeno je da su komponente mijeSanog monosloja medusobno
djelomicno mjesljive te da medu njima postoje privlacne interakcije.

e Na temelju rezultata dobivenih kombinacijom Langmuir Blodgett kade i UV-Vis
refleksijske spektroskopije, zaklju¢eno je da izmedu fenantrena, odabranog kao
predstavnika analiziranih PAH-ova, i mijeSanog monosloja nanesenog na povrsinu
kade postoji interakcija koja ne ukljucuje ugradnju molekula fenantrena u monosloj,

ve¢ adsorpciju na dio monosloja koji se nalazi u elektrolitu.

Provedena istrazivanja doprinjela su boljem razumijevanju interakcija izmedu policikli¢kih
aromatskih ugljikovodika i modelne membrane sastavljene od fosfolipida i triglicerida, te
pokazala da razvijeni elektrokemijski sustav ima veliki potencijal u analizi stvarnih prirodnih
uzoraka, kao sustav koji bi zaista mogao sluZiti za ranu detekciju povecanih koncentracija
ovih zagadivala u vodenom okoliSu. Podatci o povecanoj koncentraciji otopljene frakcije
smjese antracena, fenantrena, pirena 1 fluorantena prisutnih u nekom prirodnom uzorku,

potaknuli bi daljnja detaljnija mjerenja koncentracija svih prisutnih PAH-ova.
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