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SAZETAK

Ziva je globalno oneéis¢ivalo koje vrlo lako dospijeva u atmosferu, dugo se zadrzava u okoli$u i
Stetno djeluje na ljudsko zdravlje i ekosustav. U okolisu kruzi kroz biogeokemijski ciklus, najprije
isparavanjem u atmosferu, a nadalje u hidrosferu i biosferu. Stoga je prac¢enje koncentracije Zive u
okolisu od izuzetne vaznosti jer se radi o vrlo otrovnoj tvari koja Stetno djeluje na srediSnji ziv¢ani
sustav.

Unaprjedenjem tehnologije, osmisljeni su kemijski senzori koji se mogu minijaturizirati do veliine
mikrometra i dati brz odgovor na koncentraciju zivinih iona u nekom uzorku. Kemijski senzor se
sastoji od receptorskog i1 pretvornickog dijela, a zadatak mu je ,.kemijski signal® pretvoriti u
analiticki koristan signal. Opticki senzor je podvrsta kemijskog senzora koji se zasniva na optickoj
promjeni vidljivoj golim okom. Najc¢esce su to senzori bazirani na fluorescenciji, luminiscenciji,
rasprSenju svjetla, apsorbanciji i dr.

U radu su opisane metode kojima se mogu odrediti male koncentracije Zive u uzorku. To su:
kolorimetrijska detekcija Zivinih iona, Hg?* u vodenom mediju koriste¢i DNA-funkcionalne zlatne
nanocestice, opticki senzor za vizualno otkrivanje Zive koriste¢i mezoporozni silikagel za vezanje
porfirinskih Cestica, visoko selektivni i jednostavni fluorescentni senzor za detekciju Zivinih (II)
iona temeljen na stvaranju kompleksa cisteamin kadmij/telurij kvantnim to¢kama (CA-CdTe QDs),
sintetiziranim metodom povratne reakcije. Opisana su najnovija istrazivanja u cilju detekcije iona

Zive u Zivom organizmu.

Kljuéne rijeci: ziva, biogeokemijski ciklus, kemijski senzori, opti¢ki senzori, kolorimetrijska

detekcija



SUMMARY

Mercury is a global pollutant that is easily absorbed into the atmosphere, long-lasting in the
environment and damaging to human health and the ecosystem. In the environment mercury
circulates through a biogeochemical cycle, first by evaporation into the atmosphere, and further
into the hydrosphere and the biosphere. The monitoring of the concentration of mercury in the
environment is extremely important because it is a highly toxic substance that adversely affects the
central nervous system.

With the advancement of technology, chemical sensors are designed to fit to the size of the
micrometer and give a quick response to the concentration of mercury ions in a sample. The
chemical sensor consists of the receptor and the conversion part, and the task is to turn the
"chemical signal” into an analytically useful signal. The optical sensor is a subtype of a chemical
sensor based on an optical change visible to the naked eye. Most optical sensors are based on
fluorescence, luminence, light disperse, absorbanation, etc.

The paper describes methods for determining small concentrations of mercury in the sample.
Methods are: Colorimetric detection of mercuric ion in aqueous media using DNA-functionalized
gold nanoparticles, Optical sensor for the visual detection of mercury using mesoporous silica
anchoring porphyrin moiety, A highly selective and simple fluorescent sensor for mercury (I1) ion
detection based on cysteamine-capped CdTe quantum dots synthesized by the reflux method. The

most recent research has been described in order to detect the mercury ions in the living organism.

Key words: mercury, biogeochemical cycle, chemical sensors, optical sensors, colorimetric

detection
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1.UVvOD

Kako bi se osigurao zdrav i kvalitetan nacin Zivota, potrebno je konzumirati raznoliku hranu.
Problem predstavlja velika koli¢ina hrane koja je tretirana raznim ksenobioticima kako bi se
poboljsala vizualna svojstva i dulji vijek trajanja namirnice. Tako se u nekoj namirnici mogu
pronaci pesticidi, dioksini, policikli¢ki aromatski ugljikovodici, ali ¢esto i teski metali poput Zive,
olova i kadmija. Stoga su brojna istrazivanja upravo podvrgnuta provjeri koncentracija pojedinih

tvari u namirnicama, vodi te okoliu.

Za detekciju Zivinih iona koristile su se tradicionalne metode, ukljucuju¢i atomsku apsorpcijsku
spektrometriju (AAS), atomsku fluorescentnu spektrometriju (AFS), masenu spektroskopiju s
induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS), spektroskopiju rendgenske apsorpcije i
elektrokemijske metode. Medutim, ove su metode dugotrajne i zahtijevaju kompleksnu i skupu
instrumentaciju. Stoga se nastoje razviti sto jednostavnije i ekonomi¢nije metode za odredivanje

metalnih iona.

Selektivno opti¢ko ispitivanje je vrlo znafajno zato §to nije potrebna nikakva ,high-tech®
instrumentacija za otkrivanje relevantnih kemijskih vrsta u bioloskim i ekoloskim procesima. Uz
jeftinu tehnologiju i izrazena svojstva poput selektivnosti, senzitivnosti, stabilnosti i ¢vrsto¢e, moze
se proizvesti uredaj koji ¢e vrlo brzo detektirati 1 malu koncentraciju pojedine tvari. Takvi uredaji

nazivaju se kemijski senzori.

U ovom radu opisana su svojstva kemijskih senzora kao i njihove podvrste. Od znacajnijih su
opticki senzori te je prema njima i dan pregled metoda za otkrivanje vrlo malih koncentracija Zive

u nekom okoliSnom uzorku.



2. OPCI DIO

2.1. Ziva

Poznato je da se ziva na Zemlji javlja kao sastavni dio vise od 25 minerala s prosje¢nom
koncentracijom od 0,5 ppm. Glavna ruda je zivin sulfid poznatiji kao mineral cinabarit (HgS) koji
je CovjeCanstvu poznat i Kkoristan vise od 2300 godina. Glavna nalazista zive su Almaden

(Spanjolska), Idria (Slovenija) i Monte Amiata (ltalija).

Ziva (Hg) se nalazi medu prijelaznim elementima periodnog sustava u 12. skupini uz cink i kadmij.
U elementarnom, metalnom obliku nalazi se u tekucoj fazi pri sobnoj temperaturi. Gustoca joj je
pri 25 °C, 13,534 gcm ™3 stoga se jo§ naziva i ,,te§kim metalom* (gustoéa vode je 0,997 gcm™3).[1,
2]

Elektronska konfiguracija atoma Zive je [Xe]4f1*5d'%6s%. Kemijska svojstva Zive odredena su
elektronima zadnje i predzadnje ljuske. Tehnoloski vazna fizikalno-kemijska svojstva ukljucuju:
visoku povrSinsku napetost koja je posljedica privla¢nih van der Waalsovih sila i omogucuje da se
ziva skuplja u oblik kapljice (najstabilnije stanje), visoku specificnu tezinu, slab elektri¢ni otpor te
Sirenje volumena u cijelim temperaturnim podruc¢jem tekuce faze. Kemijski je otporna gotovo
poput plemenitih metala jer ima pozitivan standardni elektrodni potencijal. Zahvaljuju¢i mnogim
korisnim svojstvima, tijekom industrijske revolucije ubrzano se povecao njezin gospodarski znacaj

u trgovini, industriji, rudarstvu, metalurgiji, proizvodnji, medicini i stomatologiji.[1, 2]

Ziva moZe postojati u tri oksidacijska stanja: 0, + 1 i + 2, a uglavnom se nalazi u elementarnom
obliku (oksidacijsko stanje 0). Kemijska i fizikalna svojstva Zive i njenih spojeva vazna su za
razumijevanje ponasanja istih u atmosferi i njihovom znacaju oneciséenja okolisa. Odabrana

fizikalna i1 kemijska svojstva nekih ekoloski znacajnih vrsta zive sazete su u tablici 2.1.



Tablica 2.1. Fizikalno kemijska svojstva zive i Zivinih spojeva. [3]

Svojstva Hg°® HgCl, HgO HgS CH;HgCl (CH3),Hg
dekompr. pri 584 167
Taliste (°C) -39 277 _ -
500 °C (sublim.) | (sublim.)

Vreliste 357 pri 303 pri 96 pri
(°C) 1 atm 1 atm 1 atm
Tlak pare | 0,180 pri | 8,99x 1073 | 9,20 x 10~ 12 1,76 pri 8,30 x103

(Pa) 20 °C pri 20 °C pri 25 °C 25 °C pri 25 °C

Topljivost u | 49,4x 10~¢ 66 pri 53x1072 pri | ~2x1072* | ~5-6pri | 2,95 pri 24
vodi (g/L) | pri20°C 20 °C 25°C pri25s°C | 25°C °C

Ziva se moze kombinirati s plemenitim metalima poput srebra, zlata, platine i paladija kako bi se
oblikovale legure odnosno amalgami (engl. ,,amalgams®) pomocu kojih se onda taj plemeniti metal

moze odvojiti od rude.[3]

Promatrajuci elektrokemijski niz elemenata, za razliku od metala iste skupine, cinka i kadmija, Ziva
se nece otapati u neoksidiraju¢im kiselinama uz razvijanje vodika. Otapat ¢e Se samo U
oksidiraju¢im kiselinama do oksidacijskog stanja +1 kao $to je razrijedena nitratna kiselina prema
reakciji:

6Hg(l) + 8H* + 2NO;~ — 3Hg,*" + 2NO(g) + 4H,0. (1)

U koncentriranoj kiselini, uz visak kiseline, otapa se prema reakciji:

Hg(l) + 4H* + 2NO;~ — Hg?* + 2NO,(g) + 2H,0. (2)
Takoder, moze se otapati i u vrucoj koncentriranoj sumpornoj kiselini ako je ziva u suvisku prema
reakciji:

2Hg(l) + 2H* + 2HSO,~ — Hg,S0,(s) + SO,(g) + 2H,0. (3)

Ukoliko je kiselina u suvisku onda se odvija reakcija:



Hg(l) + 3H* + HSO,~ — Hg?* + S0,(g) + H,O0. (4)

[4]

U reakciji s ugljikom nastaje organski oblik zive, tj metilna i dimetilna ziva koje se nalaze u obliku

soli. Metilna ziva je bijela kristalini¢na kruta tvar, dok je dimetil ziva bezbojna tekucina.[1]

U Svedskoj je provedeno istrazivanje koje dokazuje da anorganski oblici Zive, koji se ispustaju u
okolis bioloskim procesima, prelaze u visoko toksi¢nu metilnu zivu CH;Hg™*. Sposobnost CH;Hg*
da se snazno bioakumulira u vodenom hranidbenom lancu, glavni je razlog za zabrinutost poveéane
koncentracije Zive u biosferi. To je rezultiralo smjernicama o potros$nji ribe i zdravstvenim

savjetima u Skandinaviji, Sjevernoj Americi i drugdje u industrijaliziranom svijetu. [3, 5]

U jednostani¢ni organizam, ziva ulazi preko lipidne membrane koja ih okruzuje. Vec¢ina metala u
stanice organizma ulazi pomocu transportnih proteina. Mikrobni unos zive je stoga klju¢an korak

u metilaciji i njegovoj bioakumulaciji. [6]

Metilna ziva moze liofilno pro¢i kKrvno-mozdanu barijeru koja normalno Stiti ljudski mozak od
toksina u krvotoku te tako negativno utjeCe na centralni zivéani sustav. Metilna ziva i zivin (I1)
klorid (HgCl,) navedeni su na na USEPA-inom Integriranom sustavu za otkrivanje rizika (IR1S).[3,
7, 8]

Cilj IRIS-a je zastititi ljudsko zdravlje i okoli§ davanjem informacija o opasnostima pojedinih

kemikalija prisutnih u okolisu. [7]

Na podruc¢ju Republike Hrvatske, zabiljeZeno je zagadenje mora s pove¢anom koncentracijom zive
u Kastelanskom zaljevu. Uzrok oneciS¢enju je bila tvornica Jugovinil u kojoj je elementarna ziva

koriStena kao katoda u reakciji elektrolize za proizvodnju natrijevog hidroksida i klora.[9]

2.1.1. Toksi¢nost zZive

Ziva se klasificira kao izuzetno opasna tvar za okoli§ i ljudsko zdravlje. Pri vi§im temperaturama
dolazi do isparavanja i razvijanja otrovnih para. Toksi¢na svojstva ovog elementa proizlaze iz
reakcije u kojoj zivin atom gubi dva elektrona. Anorganske soli Zive su korozivne i vrlo otrovne.

Jedan od glavnih primjera je i zivin klorid (HgCl,), korozivna, bijela, kristalna i sublimirajuca, vrlo



otrovna tvar koja se u ranijim razdobljima Cesto rabila kao baktericid i fungicid. Dobiva se
zagrijavanjem zive u kloru. Takve soli, dovoljno su hlapljive da odlaze kao plinovi u atmosferu.
Ipak, njihova topljivost u vodi i kemijska reaktivnost vode do mnogo brzeg uklanjanja iz atmosfere

nego u slucaju elementarne zive.

Anorganska ziva, obi¢no u obliku Zivinog oksida (HgO) Koristi se u proizvodnji baterija. [1, 10]
Na taj se nacin sprjecava nakupljanje unutarnjih plinova koji mogu uzrokovati da se baterija izbusi
I procuri.[11] Baterije na bazi zivinog oksida od posebnog su interesa jer mogu eksplodirati u
zatvorenim prostorima i visokim temperaturama, sto dovodi do akutne izloZenosti zivom i drugim
toksi¢nim metalima. U takvom obliku koristi se 1 kao esencijalna komponenta fluorescentne
zarulje, a vrlo Cesto i u kremama za svjetliji ten koze Sto ponekad rezultira teSkim oSte¢enjem

bubrega.

1881.godine otkriveno je da zivin sulfat katalizira reakciju pretvorbe acetilena u acetaldehid $to
dovodi do razvoja industrije temeljene na ovom procesu u malom gradu u Japanu, Minamati gdje
je doslo do velike ekoloske katastrofe. Katalitickom reakcijom, nastajali su toksi¢ni nusprodukti
koji su u to doba bili nepoznanica te su nehoticno ispraznjeni u obliznji Minamata zaljev.
Bioakumulacija se dogodila u vodenom hranidbenom lancu do te mjere da su ribari koji su
konzumirali ribu otrovani, neki od njih sa smrtnim posljedicama. U to vrijeme, bilo je tesko

vjerovati da je kemijsko otpustanje tvari u tako veliki ocean moglo uzrokovati toliku $tetu.[10, 12]

U slucaju trovanja zivom ili nekim drugim teSkim metalima koji imaju sposobnost stvaranja
kompleksa, provodi se kelatacijska terapija. Ona se zasniva na unosenju tvari koje ¢e vezati zivin
ion te zadovoljavati kriterij tiofilnosti gdje tiolne (-SH) skupine s metalnim ionom stvaraju jaku
kovalentnu vezu. Protuotrovi, u ovim slu¢ajevima su ligandi - spojevi koji se veZu za katione metala

dajuci koordinacijske spojeve ili komplekse koji se mogu izluciti urinom. [4]

2.1.2. Biogeokemijski ciklus Zive

U znanosti se za svaku tvar koja se nalazi u prirodi moze re¢i da kruzi kroz okoliS. Pojedine tvari
se mogu nalaziti na razli¢itim prostorima na Zemlji, bilo da se radi o stijenama, tlu, vodi ili
atmosferi. Ciklus je niz promjena kojima je neka tvar podvrgnuta, a da se opet moze vratiti na
pocetnu tocku od koje je krenula. Kruzni ciklus zive krece od samog isparavanja Zive iz vode, tla

ili stijena. U plinovitom stanju, ziva se kre¢e kroz atmosferu i podlijeze reakcijama fotokemijske

5



oksidacije prilikom ¢ega dolazi do nastanka anorganske Zive koja se putem kiSe opet vrac¢a u vodu.
Pomocu bakterija koje se nalaze u vodi Ziva moZze prelaziti iz anorganskog oblika u organski i

obratno. Organski oblik zive moze uéi u tijelo ribe koju naposljetku konzumira ¢ovjek.[13]

Pregled dostupnih informacija o globalnom kruzenju zive pokazuje da je ziva iz atmosfere u stalnoj
ravnotezi sa zivom u oceanu. Nazalost, najvece koli¢ine zive potjecu iz ljudskih aktivnosti
(rudarstvo, spaljivanje fosilnih goriva). Mehanizmi kojima se reaktivni oblik Zive moze smanyjiti
na elementarnu Hg u oceanima su slabo poznati, ali se smatra da je smanjenje uglavnom bioloske
prirode. Oko polovice antropogenih emisija ulaze u globalni atmosferski ciklus, dok je druga
polovica pohranjena lokalno. Razlog tome je vjerojatno zbog prisutnosti reaktivne Zive u dimnim
plinovima. Procijenjeno je da je tijekom proslog stoljea antropogena emisija utrostrucila
koncentracije Hg-a u atmosferi i u povrSinskom oceanu §to dovodi do zakljucka da dvije tre¢ine
danaSnje sedimentirane zive (kao Sto su izlaganje na kopnu i na oceanu) su izravno ili neizravno
antropogenog podrijetla. Kako bi se u potpunosti uklonilo antropogeno opterecenje iz oceana i
atmosfere trebalo bi proc¢i petnaest do dvadeset godina nakon prekida svih antropogenih
emisija.[14, 15]

Unato¢ dugotrajnoj i povecanoj nacionalnoj i medunarodnoj svijesti o zivi kao prijetnji okolisu,
nekoliko razli¢itih udruzenja obratila su pozornost na slozeno ponasanje zive u okolisu ili stupanj
u kojem su ljudi promijenili njen biogeokemijski ciklus. Kontrola emisije Zive provodi se na
razli¢itim prostorima u ovisnosti o izvoru i vrstama koje se kontroliraju. Prirodni tok zive u
atmosferi iz primarnih geoloskih izvora je mali u odnosu na danasnje izravne antropogene emisije

zive.[16]

Na slici 2.1. moze se vidjeti koji su izvori Zive te njeno ponasanje u svakodnevici, kao i 6 glavnih

koraka kruznog ciklusa. NaZzalost, krajnji ishod je taloZenje u Zivom organizmu.

Kruzni ciklus zive se ukratko moze prikazati pomocu 6 glavnih koraka:

e Isparavanje zive iz stijena, tla i povrSinskih voda, vulkanska emisija, izgaranje fosilnih

goriva te ostale antropogene aktivnosti.



e Gibanje u plinovitom obliku kroz atmosferu.

e Nekontrolirano odlaganje zive na kopnu i povrs$inskim vodama.

e Pretvorba elementa u netopljivi zivin sulfid.

e Talozenje ili biokonverzija u vise hlapljive ili topive oblike kao $to je metilna Ziva.

e Ulazak u atmosferu ili bioakumulacija u hranidbenim lancima. [13]

fotokemijska oksidacija !
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Slika 2.1. Biogeokemijski ciklus zive. [13]



2.2.Senzorli

2.2.1.Definicija

Senzor ili pretvornik je uredaj koji mjeri neku fizikalnu veli¢inu te je pretvara u signal koji je
pogodan za daljnju obradu. Na slici 2.2. prikazan je primjer senzora za mjerenje temperature koji

se koristi u automobilskoj industriji.

o

§

Slika 2.2. Senzor za mjerenje temperature motora u automobilu; model: Bosch Coolant

Temperature Sensor [17]

Jednokratni senzori su ekonomicni i dizajnirani da se upotrijebe samo jednom tako da ne
zahtijevaju daljnju prethodnu obradu prije koriStenja ili ¢iS¢enja izmedu mjerenja. Zajedno s
biosenzorima imaju mnoga podru¢ja primjene, kao §to su zaStita okolisa, analiza hrane i

medicinska dijagnoza. [18]

U ovom radu opisani su kemijski senzori kao i niz podvrsta kemijskih senzora (opticki,

elektrokemijski, elektricni, maseni, magnetski, termometrijski i dr.)

2.2.2. Kemijski senzori

Kemijski senzor je uredaj koji pretvara kemijsku informaciju u korisni analiticki signal, u rasponu
od koncentracije specifiéne komponente uzorka do ukupne analize sastava. Navedena kemijska
informacija moze nastati iz kemijske reakcije analita ili iz fizickog svojstva sustava Koji se

istrazuje.

Kemijski senzor je osnovna komponenta analizatora. Uz senzor, analizator moze sadrzavati uredaje
koji obavljaju sljedeée funkcije: uzorkovanje, prijenos uzorka, obradu signala te obradu podataka.

Analizator moze biti vrlo bitan dio automatiziranog sustava.[19]



Kemijski senzor se sastoji od dvije osnovne funkcionalne jedinice odnosno od receptorskog i

pretvornic¢kog dijela, dok neki senzori mogu sadrzavati i razdjelnik npr. membranu.

U receptorskom dijelu senzora, kemijska informacija se pretvara u oblik energije koji se moze
mjeriti pretvornikom. Pretvornicki dio senzora pretvara energiju koja nosi kemijsku informaciju o
uzorku u koristan analiti¢ki signal. Takav nacin rada senzora je pojednostavljeno prikazan na slici

2.3.

Receptorski dio kemijskog senzora moze se objasniti na temelju fizikalnih, kemijskih i

biokemijskih nacela:

e FIZIKALNA- kemijska reakcija se ne odvija. Tipi¢an primjer je senzor temeljen na

mjerenju apsorbancije, refrakcijskog indeksa, vodljivosti, temperature ili promjene mase.

e KEMIJSKA- dolazi do kemijske reakcije u kojoj sudjeluje analit i omoguéuje pretvorbu

kemijskog signala u analiticki.

e BIOKEMIJSKA- biokemijski proces predstavlja izvor analitickog signala. Tipi¢ni primjer
je mikrobioloski potenciometrijski senzor ili imunosenzor. Ovi senzori se mogu smatrati

podgrupom kemijskih senzora te se jo§ nazivaju i biosenzori.



Uzorak KEMIJSKI SENZOR

* "kemijski signal" analiticki signal
Receptor

Slika 2.3. Pretvaranje kemijske informacije u koristan analiticki signal [20]

Razvoj instrumentacije, mikroelektronike i racunala omogucuje projektiranje senzora koji koriste

vec¢inu poznatih kemijskih, fizi€kih 1 bioloskih nacela koja su koriStena u kemiji.

Prema nacelima rada pretvornika kemijski senzori mogu biti:

1. OPTICKI SENZORI

a)

b)

Opticki senzori se temelje na reakciji koja uzrokuje opticku promjenu, a ona je rezultat
interakcije analita s receptorskim dijelom. Opcenito se opticki senzori mogu podijeliti

na ekstrinzi¢ne i intrinzi¢ne senzore.[19, 21]

Ekstrinzi¢ni- mjerenje se odvija neizravno, preko posrednika, a signal je posljedica
interakcije analita 1 posrednika. Ekstrinzi¢ni opticki kemijski senzori su ces¢i od
intrinzic¢nih jer analit sam po sebi Cesto ne pokazuje mjerljiva opticka svojstva, a sam
senzor (odnosno molekula receptora koja pokazuje mjerljiva opticka svojstva) reagira
sa analitom ¢ime se mijenja jedno od optickih svojstava koje se mjeri.

Intrinzi¢ni- analit se ne mjeri izravno ve¢ se mjeri u¢inak na neka svojstva analita—

primjerice fluorescenciju, apsorpciju ili refleksiju elektromagnetskog zracenja.[21]
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2. ELEKTROKEMIJSKI SENZORI

Elektrokemijski senzori su uredaji koji pretvaraju efekt elektrokemijske interakcije izmedu

analita i elektrode u koristan signal. Navedeni efekti mogu biti potaknuti elektricki ili mogu

rezultirati spontanim interakcijama pri uvjetima nulte struje. Oni se dalje mogu podijeliti

na:

a)

b)

voltametrijski senzori, ukljucuju¢i i amperometrijske senzore- mjeri se struja u DC
(engl. Direct current, istosmjerna struja) ili AC (engl. Alternating current,
izmjeni¢na struja) modu. Ova podgrupa ukljucuje senzore koji se temelje na kemijski
inertnim, reaktivnim ili modificiranim elektrodama kao i galvanske senzore sa ili bez
vanjskog izvora struje.

potenciometrijski senzori- mjeri se potencijal indikatorske elektrode (ionselektivna
elektroda, redoks elektroda, metal/metalni oksid elektroda) u odnosu na referentnu
elektrodu.

CHEMFET (eng. Chemically Sensitized Field Effect Transistor)- efekt interakcije
izmedu analita i aktivnog sloja pretvara Se U promjenu izvor-ponor struje.
Promatrano s kemijskog stajalista, interakcija izmedu analita i aktivnog sloja je

slicna onoj kod potenciometrijskih ion-selektivnih senzora.

d) plinski potenciometrijski senzori sa ¢vrstim elektrolitom- razlikuju se od podjele pod

2b) jer rade s visokotemperaturnim krutim elektrolitima 1 obi¢no se koriste za

mjerenja plinske faze.

3. ELEKTRICNI SENZORI

Elektri¢nim senzorima nazivaju se uredaji temeljeni na mjerenjima gdje se ne odvijaju

elektrokemijski procesi ve¢ signal proizlazi iz promjene elektrickog svojstva

uzrokovanog interakcijom analita. Dijele se na:

a)

b)

d)

poluvodicki senzori od metalnih oksida- koriste se najcesce kao detektori plinske
faze, a temelje se na reverzibilnim redoks procesima plinovitih komponenata
analita.

poluvodicki organski senzori- uredaji temeljeni na formiranju kompleksa koji
prenose naboj.

konduktometrijski senzori.

senzori dielektricne permitivnosti.
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4. MASENI SENZORI

Maseni senzori se temelje na pretvaranju promjene mase uzrokovanoj akumulacijom

analita u promjenu svojstva nosefeg materijala. Promjena se odvija na posebno
modificiranoj povrsini. Senzori se dalje dijele na:

a) piezoelektri¢ni senzori- upotrebljavaju se uglavnom u plinovitoj fazi, a temelje se
na mjerenju promjene frekvencije plocice od kvarcnog oscilatora uzrokovane
adsorpcijom mase na oscilator. Piezoelektricnim efektom se naziva pojava
stvaranja elektricnog naboja na povrSini posebno odrezanog kristala odnosno
¢vrstog izolatora koji je elasticno deformiran vanjskom silom. Jedna strana tog
kristala nabit ¢e se negativno, a druga pozitivno.

b) senzori temeljeni na povrsinskim akusti¢nim valovima- temelje se na modifikaciji
propagacije brzine generiranih akusti¢kih valova uzrokovanih depozicijom

odredene mase analita.

5. MAGNETSKI SENZORI

Magnetskim senzorima se nazivaju uredaji temeljeni na promjeni paramagnetskih svojstava

plina koji se analizira.

6. TERMOMETRIJSKI SENZORI

Termometrijski senzori se temelje na mjerenju topline specifi¢ne kemijske reakcije ili

adsorpcije koja ukljucuje analit.

7. PREMA DRUGIM FIZIKALNIM SVOJSTVIMA

Ostala fizikalna svojstva, kao §to su X-, - ili I'- zracenje, mogu predstavljati osnovu za
kemijski senzor, a koriste se za odredivanje kemijskog sastava.

Ova podjela nije jedinstvena, stoga se senzori mogu podijeliti ne samo prema primarnom
efektu ve¢ 1 prema metodi mjerenja primarnog efekta. Npr. kataliticki uredaj u kojem se

javlja efekt topline koji predstavlja primarni proces, a mjeri se promjena vodljivosti.

Takoder, jedna od podjela senzora ukljucuje klasifikaciju prema primjeni za detekciju odredenog

analita. Primjeri takvih uredaja su senzori za pH, metalne ione ili za odredivanje kisika te ostalih
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plinova. Prema nacinu primjene napravljeni su senzori namijenjeni za primjenu in vivo (unutar

Zivog organizma), kao i razni senzori za pracenje tijeka procesa.

Osim klasi¢nih kemijskih senzora, postoje i biosenzori koji nisu predstavljeni kao posebna skupina
jer je proces na kojem su temeljeni zajednicki kemijskim senzorima. Biosenzore mozemo
razlikovati prema bioloSkim elementima upotrijebljenim u receptorskom dijelu ( organizmi, tkiva,

stanice, organele, membrane, enzimi, antitijela, itd. )

Takoder, biosenzori mogu imati i nekoliko enzimskih sustava koji im omogucuju pojacanje signala,

a kombinacija vi$e senzora ¢ini multisenzor. [19, 22, 23]

2.2.3. Opticki senzori

Opticki senzori koriste opticke transdukcijske (prijenosne) tehnike i temelje se na reagensima koji
mijenjaju njihova opticka svojstva na interakciju s analitom od interesa. NajceS¢e izmjerena
opticka svojstva su apsorpcija, luminiscencija koja predstavlja emisiju elektromagnetskog zracenja
koje nije pobudeno toplinskim procesom ve¢ nekim drugim oblikom energije, reflektivnost, te
refrakcijski indeks. Vecina optickih senzora bazirana na promijeni pH iskazuju upotrebu
kolorimetrijskih fluorescentnih indikatora, a promjena boje se koristi za pra¢enje koncentracije

analita, pri ¢emu analit posjeduje intrinzi¢no opti¢ko svojstvo. [24]

Oni se dalje mogu podijeliti prema tipu optickih svojstava koja su primijenjena u kemijskom

Senzoru:

a) apsorbancija- mjeri se u transparentnom mediju, a uzrokovana je apsorpcijom
samog analita ili reakcijom analita s prikladnim indikatorom.

b) reflektancija- mjeri se u netransparentnom mediju, najcesce se koristi imobilizirani
indikator.

¢) luminiscencija- temelji se na mjerenju intenziteta svjetla emitiranog kemijskom
reakcijom u receptorskom dijelu sustava.

d) fluorescencija- mjeri se kao pozitivni emisijski efekt uzrokovan iradijacijom.
Temelj ovakvih uredaja moze biti selektivno gasenje fluorescencije, tj. tehnologije
kojom se postize visoka to¢nost mjerenja optickih senzora bez prisutstva

elektrolita.
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e) refrakcijski indeks- mjeri se kao rezultat promjene u sastavu otopine.

f) optotermalni efekt- temelji se na mjerenju toplinskog efekta uzrokovanog
apsorpcijom svjetla.

g) rasprSenje svjetla- temelji se na efektu uzrokovanom cesticama odredene veli¢ine
prisutnih u uzorku. Primjena ovih pojava u senzorima je postala moguca zbog
upotrebe optickih vlakana u raznim konfiguracijama. Takvi senzori se nazivaju

optode.[19]

2.2.3.1. Svojstva optickog senzora i Spojeva za odredivanje zivinih iona

Senzori s brzim vremenom odziva i vi§im selekcijama su najpozeljniji za pracenje koncentracije
toksi¢nih metalnih iona. Kako bi neki senzor bio napredniji i bolji od prethodnog mora se raditi na
povecanju osjetljivosti, selektivnosti, roku trajanja, toleranciji i troSkovima. SloZeni odnosi izmedu
funkcije 1 sastava, pripreme i metode te krajnjih uvjeta senzorskih materijala Cesto otezavaju

primjenu u stvarnim uvjetima.

U optic¢kim senzorima, promjena boje izlozene kromoforima, dijelovima molekule gdje energetska
razlika dviju zasebnih molekulskih orbitala pada unutar raspona vidljivog spektra, signalizira
reakciju s metalnim ionima. Kromofori se koriste jer su rezultati lako vidljivi izravnom
vizualizacijom i ne zahtijevaju skupu opremu. Sve se vise koriste i razne organske sonde koje se

baziraju na nanomaterijalima kao senzorskim receptorima. [25]

Fluorescentni kemosenzori sadrze receptor i fluorofore. Receptor je uglavhom odgovoran za
prepoznavanje analita, dok fluorofor pretvara , kemijski signal* u opticki. Fluorescentni kemijski
senzori za Hg (IT) sintetizirani su pomocu razlicitih fluorofora (npr. pirena, rodamina, fluoresceina,
antracena i dr.). Boje na bazi rodamina su poznate po odli¢nim spektroskopskim svojstavima i
velikim molarnim ekstinkcijskim koeficijentima stoga se rodamin B i njegovi derivati najc¢esce

koriste za izradu fluorescentnih kemosenzora za detekciju Zivinih iona. [25]

Fan 1 Wang su proucavali kationske konjugirane polimere te zakljucili da djeluju kao ,, Turn-on*
senzor za otkrivanje Hg (II) iona u vodenim otopinama s visokom osjetljivos¢u i selektivnosti.
Takav senzor brzo otkriva mikromolarne koncentracije Hg (Il) iona izravnim, vidljivim

promatranjem.[25, 26]
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Istrazivana je izrazito visoka selektivnost materijala poput politiofena koji sadrzi timin i omogucuje
nastajanje timin- Hg2*-timin koordinacijske veze koja nije kompementarna. Zhu i Li kao izrazito
znacajni znanstvenici u podrucju kemije, pokazali su da postoje specifi¢ne sonde oligonukleotida
(MSO) i zlatnih nanocestica (AUNPS) koje se mogu koristiti u elektrokemijskim senzorima za
otkrivanje vrlo niskih koncentracija Hg?* u vodenim otopinama. Sonda MSO sadrzi sedam timina

i oblikuje okosnicu baznih parova u prisutnosti zivinih iona. [27]

Gavina i Palomares pokazali su da Hg?* ioni snaZno utjecu i na benzotiazol-hemicijanin boju zbog
prisutnosti sumpora s kojim stvaraju koordinacijsku vezu. Sintetizirali su organsku molekularnu
sondu (OMP) koja se sastoji od kompleksa ¢ija elektronska svojstva (UV-vidljivi i fluorescentni
emisijski spektri) mogu biti snazno izrazeni u prisutstvu zivinih iona (npr. hemicijaninske boje).
Selektivna, kolorimetrijska i fluorometrijska detekcija pomocu benzotiazol-hemicijanin boja u

vodenoj otopini ima grani¢nu vrijednost od 100 ppb pod fluorescentnom spektroskopijom. [28]

Od materijala najcesce koristeni sintetizirani spoj je oxazin-thion, vrlo selektivan i osjetljiv te
pogodan za otkrivanje Hg (II) iona u vodama kompatibilnim otapalima s razli¢itim pH

vrijednostima. Uz njega jednake kvalitete je i senzor na bazi azobenzena.[29]

Za detekciju Zivinih iona u Kiselim uvjetima, mogu se koristiti i p-konjugirani polimeri. Prednost

im je jednostavna priprema, niski troSkovi 1 Siroka primjena.

Kolorimetrijski senzori omogucuju kvalitativnu 1 polukvantitativnu detekciju iona na licu mjesta,
u stvarnom vremenu bez upotrebe kompliciranih analitickih instrumenata; medutim, izrada

kolorimetrijskih senzora ¢vrstog stanja je vrlo kompleksna. [25]

2.2.3.2. Prednosti i nedostaci optic¢kih senzora

Opticki kemijski senzori (optode) najces$ce su alternativna rjeSenja za otkrivanje koncentracije
pojedinih ionskih vrsta. Velika prednost im je S§to se mogu minijaturizirati do dimenzija
mikrometra, a da ne zahtijevaju odvojeni referentni senzor. Osim toga, u kombinaciji s optickim
slojem mogu pruziti minimalno invazivna 1 daljinska mjerenja. Opticki senzori takoder su
atraktivni zbog jednostavnosti rukovanja, moguénosti kontinuiranog mjerenja, niske potrosnje

energije, niskih troskova proizvodnje i moguénosti masovne proizvodnje. Kako bi se zadovoljila
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maksimalna kvaliteta nekog senzora potrebno je obratiti paznju na osnovna svojstva kao §to su
selektivnost, osjetljivost, stabilnost, ¢vrstoca, brzina reakcije itd. U praksi je vrlo tesko zadovoljiti

sve uvjete takvog senzora. [21]
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3. PREGLEDNI DIO

U ovom poglavlju bit ¢e prikazan literaturni pregled optickih senzora za zivu.
Metilna Ziva se generira mikrobnom biometilacijom u vodenim sedimentima iz topljivin Hg?*
iona. Stoga se koncentracija Hg?* iona kontinuirano nadzire u okoliSu rijeka i mora kako bi se

procijenila sigurnost hrane koja se konzumira iz navedenih sredina.

Tradicionalne metode za odredivanje tvari u nekom uzorku uklju¢uju zahtjevnu i1 skupu
instrumentaciju poput atomske apsorpcijske spektrometrije (AAS), atomske fluorescencijske
spektrometrije (AFS), masene spektrometrije s induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS),
elektrokemijske metode. Takve metode su najcesc¢e dugotrajne pa nisu pogodne za slucajeve gdje

je potrebna brza reakcija. [30]

U novije vrijeme, razvijeno je nekoliko metoda za odredivanje Zivinih iona koje se temelje na
organskim fluoroforima i kromoforima, poluvodi¢kim nanokristalima, ciklickoj voltametriji,
polimernim materijalima te proteinima. Kolorimetrijske metode su posebno atraktivne jer se ioni
mogu lako uociti golim okom, u nekim slu¢ajevima ¢ak i na mjestu uporabe. Iako sada postoji
nekoliko kromoforskih kolorimetrijskih senzora za Hg?*, svi su ograni¢eni s obzirom na
osjetljivost (trenutna granica detekcije 1 uM) i selektivnost, kineticku nestabilnost ili

nekompatibilnost s vodenim sredinama.[31]

3.1. Kolorimetrijska detekcija Zivinih iona, Hg?* u vodenom mediju koristeéi

DNA-funkcionalne zlatne nanocestice

Umjetnici ve¢ stolje¢ima koriste koloidne zlatne nanocestice zbog zivih, zarkih boja u interakciji s
vidljivim svjetlom. Zlatne nanocestice dostupne su u veli¢inama od 5 do 400 nm u promjeru. U
novije vrijeme, istrazivana su optoelektri¢na svojstva takvih Cestica te se pocinju primjenjivati u
visokoj tehnologiji kao senzorske sonde, terapijski agensi, u biologiji i medicini. Opticka i
elektronska interakcija zlatnih nanocestica sa svjetlom snazno je diktirana njihovom okolinom,
veli¢inom 1 fizickim dimenzijama. Oscilirajuca elektri¢na polja svjetlosne zrake koja se rasprSuje

blizu koloidne nanocestice, djeluju u interakciji sa slobodnim elektronima uzrokujuéi zajednicku
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oscilaciju te popunjavanje elektronima koja rezonira frekvencijom vidljive svjetlosti. Ove
rezonantne oscilacije poznate su kao povrsinski plazmoni. Za male (~ 30 nm) monodisperzne zlatne
nanocestice, fenomen povrSinske plazmonske rezonancije uzrokuje apsorpciju svjetlosti u plavo-
zelenom dijelu spektra (~ 450 nm) dok se reflektira crvena svjetlost (~ 700 nm), dajuci intenzivnu
crvenu boju . Svojstva zlatnih nanoc¢estica mogu se podesiti promjenom veli¢ine, oblika ili
agregacijskog stanja sto dovodi do cestica s prilagodenim opti¢kim svojstvima za razlicitu

primjenu.

Kako se veli¢ina Cestica povecava, valna duljina apsorpcije koja se odnosi na rezonanciju
povrsinskog plazmona prebacuje se na dulje, crvene valne duljine. Crvena svjetlost se zatim
apsorbira, a reflektira se plavo svjetlo, dajuéi otopine svijetlo plave ili ljubicaste boje. Budu¢i da
se veli¢ina Cestica i dalje poveéava prema maksimalnoj granici, valne duljine rezonancijske
povrsine plazmona prelaze u IR dio spektra i odrazavaju se kao najvidljivije valne duljine, dajuci

nanocesticama jasnu ili prozirnu boju. [32]

Ziva se moze selektivno odrediti koriitenjem DNA sekvenci. Nekoliko oblika Zive, ukljuéujuéi
anorganske i organske tipove, mogu se vezati na DNA i rezultirati konformacijskim promjenama
u strukturi DNA.

Nedavno su DNA-funkcionalizirane zlatne Cestice (engl. DNA-Au NP) koristene u razli¢itim

oblicima za detekciju proteina, oligonukleotida, odredenih metalnih iona 1 drugih malih molekula.

DNA-Au NP imaju visok koeficijent ekstinkcije (3-5 reda veli¢ine veée od onih molekula
organskih boja) te jedinstvena opti¢ka svojstva ovisna o udaljenosti koja se mogu kemijski
programirati upotrebom specificnih DNA medusobnih veza $to omogucuje, u odredenim
slu¢ajevima, otkrivanje ciljeva interesa pomoéu kolorimetrijskih sredstava. Stovise, te strukture,
kada su hibridizirane na komplementarne Cestice, pokazuju izuzetno ostre prijelaze taljenja, koji
su koriSteni za poboljSanje selektivnosti sustava detekcije koji se temelji na njima. Koriste¢i takav
pristup, obi¢no se mogu otkriti uzorci nukleinskih kiselina u niskom nanomolarnom do visokom
pikomolarnom rasponu koncentracije u kolorimetrijskom formatu. Sposobnost koristenja takvih
Cestica za otkrivanje Hg?* u nanomolarnom rasponu koncentracije u kolorimetrijskom formatu bila
bi zna¢ajan napredak, posebice kada se uzme u obzir da se komercijalni sustavi za otkrivanje Hg?*
oslanjaju na detekciju pomocu induktivno spregnute plazme koje nisu prikladne za primjenu i

zahtijevaju velike troSkove.
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U ovom radu prikazana je visoko selektivna i osjetljiva metoda kolorimetrijske detekcije Hg?™,
koja se oslanja na timidin- Hg?*-timidin koordinacijsku vezu i komplementarne DNA-Au NP s
namjerno dizajniranom T-T nepodudarnosti. Timin je baza u deoksiribonukleinskoj kiselini
(DNA), a povezan s deoksiribozom gradi nukleozid timidin. .U DNA, komplementarna baza timinu
je adenin vezan s dvostrukom vodikovom vezom. Kada se dvije komplementarne DNA-Au NPs
povezu, tvore DNA agregat koji se reverzibilno odvaja s istodobnom promjenom boja, ljubicasta

do crvena. [31]

Postoje dvije vrste Au NPs oznacene kao sonda A i sonda B te svaka funkcionira s razli¢itim
thiolatnim-DNA sekvencama (sonda A: 5" —HS — C;q — A;oTA;o — 3', sonda B: 5" — HS —
Ci0 — T1oTTyo — 3') koje su komplementarne osim jednog timidin-timidin nepodudaranja
(prikazano u shemi na slici 3.1.).

Najvaznije, ove Cestice takoder formiraju stabilne agregate i pokazuju karakteristi¢ni ostri prijelaz

taljenja (puna Sirina na pola maksimalnog < 1 °C) povezanih s agregatima koji su nastali od

savrSeno komplementarnih Cestica, ali s nizim temperaturama taljenja, T,.

Buduci da je poznato da ¢e Zivini ioni selektivno koordinirati na baze koje ¢ine T-T nepodudaranje,
pretpostavljeno je da ¢e se Hg?* selektivno vezati na T-T stranice u agregatima formiranim od

nepodudarne strane i podi¢i Ty, od nastalih struktura.
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Slika 3.1. Kolorimetrijska detekcija Hg?* iona koriste¢i DNA-Au NPs metodu.[31]

Metoda je vrlo jednostavna.

Alikvot vodene otopine Hg?* iona dodaje se u odredenu koncentraciju DNA-Au NPs agregata
formirana od sonde A i B (1,5 nM svaki) na sobnoj temperaturi. Otopina se zatim zagrijava po 1°C
/min te se nestajanje otopine prati na 525 nm gdje Au NPs sonde pokazuju maksimalni intenzitet u

vidljivom podrucju spektra.

Temperatura taljenja, Ty, se dobiva na maksimumu prvog prijelaznog taljenja. Bez Hg?* agregati
¢e se taliti s intenzivnim ljubiasto do crvenim obojenjem na oko 46 °C. A u prisutnosti Hg?* iona
agregati Ce se taliti na temperaturama visim od 46 °C zbog snazne koordinacije Hg?* na dva
timidina koji ¢ine T-T nepodudarnost ¢ime se stabilizira duplex DNA linije koja sadrzi T-T
jednostruku bazu nepodudaranja. Promjena boje na specifi¢noj temperaturi, moze se vidjeti na slici
3.2.a, koja se linearno odnosi na koncentraciji Hg2* preko cijelog raspona proucavanih
koncentracija (slika 3.2.b). Sadasnje ogranicCenje otkrivanja za ovaj sustav je oko 100 nM (= 20
ppb) Hg?* (slika 3.2.a), koja je najniza ikada prijavljena za kolorimetrijski Hg* senzorni sustav.
Svaki porast koncentracije 1 uM rezultira povec¢anjem u T,;, 0d oko 5 °C, ¢ime se pruza jednostavan
nacin odredivanja koncentracije zivinih iona.
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Slika 3.2. a) Normalizirane krivulje otapanja agregata (sonda A i B) na razli¢itim

koncentracijama Hg?*. b) Graficki prikaz Ty, za agregate kao funkciju Hg?* koncentracije.[31]

Selektivnost ovog sustava za Hg?* ocijenjena je testiranjem drugih ekoloski relevantnih metalnih
iona, ukljucuju¢i Mg?*, Pb?*, Cd?*, Co?*, Zn?*, Fe?*, Ni?*, Fe3*, Mn?*, Ca?t , Ba?*, Li* K™,

Cr3* i Cu?* (slika 3.3. a i 3.3.b) u koncentraciji od 1 pM.

Iz dobivenih rezultata, moze se vidjeti da samo Hg?* uzorak pokazuje znatno veéi Ty, (AT, =5
°C) u odnosu na onaj koji ne sadrzi Zivine ione. Doista, na 47 °C, samo agregat koji sadrzi Hg*ione

je ljubicast, dok su svi ostali svijetlo crvene boje. Pb?* je jedini drugi metalni ion koji utjece na
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T,, agregata, ali samo za zanemariv iznos (AT, ~0,8 °C). Vazno je to §to se ova selektivnost moze

vizualizirati golim okom (slika 3.3.c).
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Slika 3.3. a) Normalizirane krivulje otapanja agregata (sonda A i B) u prisutnosti razli¢itih metalnih
iona u koncentraciji od 1 uM. b) Graficki prikaz razlike izmedu slijepe probe i otopina s metalnim
ionima. 1:slijepa proba, 2: Hg?*, 3:Li*,4:Cd?*, 5:Ca*,6: Ba?*,7: Mn?*,8: Mg?*9: Zn?",
10: Ni%*,11: Fe?*,12: Co?*,13: Fe3t,14: K*, 15:Cr3*, 16: Pb2*, i17:Cu?*

c) Promjena boje agregata (sonde A i B, svaka na 1,5 nM) u prisutnosti razli¢itih reprezentativnih

metalnih iona (svaki na 1 pM) nakon grijanja od sobne temperature (RT) do 47 °C.[31]

Ova metoda ne koristi enzime i ne zahtijeva specijaliziranu opremu osim one za kontrolu
temperature. Koncentracija zivinih iona moze se odrediti promjenom boje otopine na zadanim

temperaturama ili temperaturom taljenja (T,,) DNA — Au NP agregata. [31]
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3.2. Opticki senzor za vizualno otkrivanje Zive Koriste¢i mezoporozni silikagel

za vezanje porfirinskih ¢estica

U ovom radu prikazana je sinteza jeftinog senzora u ¢vrstom stanju za vizualno otkrivanje vrlo
malih koncentracija Zivinih iona, 10"8moldm™3 koja se bazira na mezoporoznom silikagelu,
SBA-15, s 5, 10, 15, 20-tetrafenilporfintetrasulfonskom kiselinom (TPPS, slika 3.4). SBA-15
sustav je hidrotermalno stabilan i posjeduje jednolike heksagonalne kanali¢e u rasponu od 5 do 30
nm, §to se lako moze modificirati pomocu senzorskog materijala. Za vezanje TPPS kromofora
(e =5*10°M~*cm™') na mezoporozni silikagel, izvorno se sintetizira funkcionalizirana
mezoporozna podloga (MFMS) monoslojeva N-trimetoksililpropil-N, N, N-trimetilamonij klorida
(TMAC) koja veze kromofornu skupinu na ¢vrstu podlogu. Potom se Zzivini ioni detektiraju

promjenom boje TPPS-a iz narancaste u zelenu. Mezoporozni materijal ima veli¢ine pora od 2 do
50 nm.

o~

e
g
L.,

Slika 3.4. Struktura 5, 10, 15, 20-tetrafenilporfintetrasulfonske kiseline (TPPS).[33]
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Detekcija se temelji na promjeni boje TPPS-a iz narancaste u zelenu kao rezultat nastanka
prijenosnog kompleksa sa zivinim ionom. Intenzitet prijenosa linearno varira s Hg?* ionima u
rasponu koncentracije 0 — 2,5 * 10"’moldm™~3. Donja granica detekcije promatrana za Hg?*
koncentraciju je 1,75 * 1078 moldm™3. Materijal iskazuje dobru kemijsku i mehanicku stabilnost
i ne pokazuje nikakvo oStecenje TPPS-a u periodu od osam mjeseci. Senzor je primijenjen za

analizu raznih ekoloskih uzoraka. [33]

Reakcijska shema za sintezu MFMS-a i njegova interakcija s TPPS-om prikazana je na slici 3.5.

OH OH OMe CH
My
Si—0—5i 04 McO—5 wN—CHLCIl
OoMe CHi
Toluen,
ispiranje i susenje na
65 *C, 5h
L)
OH OH CH,
S 0D—8i-0—58i W-CHLCl
= CH;
Z = OH or OMe or O-5i
TPPS
i
reakcija 3h,

ispiranje vodom

OH OH CH

Si 0O—Si—0—Si N0
Hyo CHy
Z

TPPs

Slika 3.5. Sinteza mezoporozne podloge MFMS te reakcija s TPPS-om.[33]
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Koncentracija Hg?* izra¢unata je usporedbom intenziteta boje ciljnih uzoraka s onima standardnih

uzoraka koji su pripravljeni otopinama koje sadrze poznate koncentracije Hg?*.

Upotrijebljen je anionski TPPS kao kromofor i kationski MFMS kao podrska, Sto osigurava jaku
elektrostatsku interakciju izmedu njih. Medutim, promatra se djelomicno ispiranje tj. uklanjanje
TPPS-a tijekom reakcije s Hg?*. To se moze pripisati strukturnim zna¢ajkama TPPS-a (sadrzi
slobodne sulfonilne skupine), koje omogucuju otapanje TPPS-a u vodenim medijima. Oc¢ekivano
je da prekomjerna koli¢ina TMAC-a moze sprijeciti ispiranje TPPS-a pruzanjem dodatnih

kationskih mjesta.

Kolorimetrijska detekcija Hg?* ispitana je u koncentracijskom rasponu od nula do 4,9 * 10~7 M
za 4 mg materijala MFMS-TPPS koriste¢i standardizirani postupak detekcije. Rezultati pokazuju
da se golim okom moze otkriti 2,5* 1078 M (0,005 ug cm~3) Hg?* s promjenom boje od
naranéaste do svijetlo zelene te da se intenzitet zelene boje povecéava ovisno o koncentraciji Hg?*
iona (slika 3.6.). Boja je stabilna vise od 30 minuta, a tijekom postupka detekcije nije zabiljezeno

dodatno ispiranje TPPS-a.

0 0.005 0.01 0.02 0.03 0.05 0.1

Slika 3.6. Promjena boje koja je povezana s reakcijom MFMS-TPPS materijala za razli¢ite

koncentracije Hg?*(ug cm™3).[33]

Glavni cilj ovog istrazivanja je razviti vrlo osjetljivu kolorimetrijsku krutu tvar za vizualno
prepoznavanje vrlo niskih koncentracija Hg?* pomoéu TPPS kao molekule za ispitivanje.
Molekula za ispitivanje je ionski vezana na mezoporoznu silicijevu podlogu. Velika povrsina i

sama struktura pora tih materijala uzrokuju brzu reakciju sa zivinim ionima.
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Odziv, osjetljivost 1 stabilnost materijala je vrlo visoka u usporedbi s drugim optickim senzorima
kao i sustavima za otkrivanje golim okom. Rezultati pokazuju da se razvijeni kruti materijal moze
uspjesno koristiti kao kolorimetrijski senzor za vizualnu identifikaciju Hg?* u razli¢itim uzorcima

okolisa. [33]

3.3. Visoko selektivni i jednostavni fluorescentni senzor za detekciju Zivinih
(I1) iona temeljen na stvaranju cisteamin -kadmij/telurij kvantnih to¢aka(CA)
-CdTe QDs, sintetiziranim metodom povratne reakcije

Kvantne tocke (eng. Quantum dots, QDs) su nanokristali koji su izradeni od poluvodickih
materijala najées¢e kombinacije periodnih elemenata 2. i 4. skupine (npr. CdSe, ZnO, Cds i dr.) ili
nesto rjede kombiniranjem periodnih elemenata 3. i 5. skupine (npr. InAs, GaAs, InSb) ili 4. i 6.
skupine. Imaju jedinstvena kvantna svojstva, reda su veli¢ine 2-10 nm, te sadrze 10- 50 atoma.[34]
QDs jedna su od najperspektivnijih fluorescentnih sondi zbog svojih uskih, simetri¢nih 1
prilagodljivih emisijskih spektara. Vecina istrazivanja temelji se na primjeni tiolne Kiseline s
ograni¢enim QD, §to pokazuje slabu selektivnost s ionima olova, bakra, srebra ili drugim metalnim
ionima.

Znanstvenik Pei i suradnici sintetizirali su CA-CdTe QD putem jednostavne metode i upotrijebili
je kao fluorescentnu sondu. Zbog selektivnog afiniteta zivinih iona na N atom, CA-CdTe QDs
pokazali su poboljsanu selektivnost zbog interferencije Ag* i Pb?* iona. Medutim, interferencije
Cu?*ne mogu se zanemariti. Nadalje, granica detekcije metode bila je 70 nmol / L, §to je znatno
viSe od regulatornih zahtjeva zive u vodi za pi¢e (10 nmol / L) koje je dopustila Americka agencija

za zastitu okolisa (US EPA). [30, 35]

U radovima Duana, Gana, Rodriguesa i suradnika opisana je sinteteza 3-merkaptopropionske
kiseline (MPA) -CdTe QDs primjenom metode mikrovalnog zrac¢enja, metode povratka (refluksa)
i hidrotermnom metodom (MPD-CdTe QDs ) te su koristene kao sonde za odredivanje metalnih
iona. Iznenadujuce je da tri vrste MPA-CdTe QDs pokazuju vrlo razli¢itu selektivnost i osjetljivost
za odredivanje metalnih iona. U ovom slu¢aju moze se zakljuciti da mijenjanje metode sinteze
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moze biti izvediv nacin za poboljSanje performansi detekcije senzora baziranih na kvantnim
Cesticama. Medutim, nije objavljeno nikakvo istrazivanje o utjecaju metode sinteze na svojstva
detekcije QD-ova kao sonde. [36-38]

Metoda povratka (refluksa) je najce$ée koriStena metoda za pripremu QD-a topljivih u vodi. U
ovom istrazivanju ustanovljeno je da su CA-CdTe QDs sintetizirani pomocu metode povratne
reakcije pokazali bolju selektivnost i osjetljivost za odredivanje zivinih iona nego CA-CdTe QD
sintetiziranih pomocu jednostavne metode sinteze u jednoj posudi. Na temelju toga je ustanovljena

vrlo osjetljiva i selektivna fluorescentna metoda za odredivanje Hg?*iona.

Apsorpcijski i emisijski spektri CA-CdTe QDs prikazani su naslici 3.7. A. 1z grafa se moze vidjeti
da dobiveni QD imaju ocitu emisiju apsorpcije i fluorescencije. Osim toga, spektar emisije
fluorescencije vrlo je uski i simetriGan. To sugerira da dobiveni CA-CdTe QDs imaju dobru

monodisperznost i homogenost. Morfologija CA-CdTe QD-ova prikazana je na slici 3.7.B.

Slika 3.7.C. prikazuje IR spektar CA i CA-CdTe QDs. U usporedbi s IR spektrima CA, nedostajuci
maksimum na 2491,62 cm™?! ukazuje na odsutnost tiolne skupine (-SH) u CA-CdTe QDs. Vrhovi
na 3439,59 cm™! i 1589,19 cm™?! kao i izgled vrhova od 1038 do 1377 cm™!predstavljaju
prisutnost skupina -NH,, -CH,- i C-N u CA-CdTe QDs. Rezultat je stvaranje kovalentne veze
izmedu tiolne skupine i kadmijevog atoma (Cd).

Molekula CA je primarni amin (slaba baza), a njegov postojeci oblik varira s promjenom pH, Sto
rezultira znacajnim utjecajem na povrSinsko stanje CA-CdTe QD i njegovih odgovarajucih
performansa kao senzora. Tako je proucavan u¢inak pH na detekciju Zivinih iona u rasponu od 3,5
do 10,0. Eksperiment je proveden detekcijom intenziteta fluorescencije CA-CdTe QDs u odsutnosti
i prisutnosti zivinih iona u 0,33 mmol / L acil-acetatnom puferu (3,5-6,5) i puferu s HCI (7,0-10,0)
pri razli¢itim pH vrijednostima. Promjena pH ima mali utjecaj na fluorescenciju CA-CdTe QDs,
ali ima vaZan utjecaj na interakciju CA-CdTe QDs i Hg?*(slika 3.8.A). Maksimalno gaSenje
fluorescencije dogodilo se pri pH 5,0 (umetak slike 3.8.A), pa je pH 5,0 odabran za sve pokuse.
Intenzitet fluorescencije CA-CdTe QD ispitivan je u odsutnosti i prisutnosti Hg?* u navedenim
puferima (slika 3.8.B.). Najveca ucinkovitost fluorescencije dobivena je na 0,23 mmol / L te je

odabrana kao optimalna koncentracija acil-acetatnog pufera.[30]
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Slika 3.7. A) apsorpcijski spektar (a) i spektri emisije fluorescencije u CA-CdTe QDs (b). (B)
Morfologija CA-CdTe QDs. (C) IR spektar cisteamin hidroklorid hidrata i CA-CdTe QDs.[30]
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Slika 3.8. (A) U¢inak pH na intenzitet fluorescencije CA-CdTe QDs i Hg?* sustava: intenzitet
fluorescencije CA-CdTeQDs u odsutnosti (a) i prisutnosti (b) Hg?* iona. (B) U&inak koncentracije
acil-acetatnog pufera na osjetljivost Hg?*: intenzitet fluorescencije CA-CdTe QDs u odsutnosti (a)

i prisutnosti (b) Hg?*. [30]

Sintetizirane Cestice nisu uvijek iste veli¢ine. U razli¢itim koncentracijama, apsorpcijski ucinak je
znatno drugaciji, $to je uzrokovalo razli¢itu povrsinu. Da bi se istraZio uc¢inak koncentracije CA-
CdTe QDs, ispitana je fluorescencija Hg?* na CA-CdTe QDs u tri razli¢ite koncentracije (0.10,
0.15 i 0.20 mmol / L. Reakcijski mehanizam se odvija vrlo brzo (5min). Kao najuéinkovitija
koncentracija CA-CdTe QDs pokazala se ona od 0,20 mmol / L jer je kod te koncentracije sustav

detekcije pokazao najvecu osjetljivost 1 najsiri linearni raspon.

U ovom radu predloZena je visoko selektivna 1 osjetljiva fluorescentna metoda za odredivanje
zivinih iona na temelju selektivnog gasenja fluorescencije CdTe QDs topivih u vodi. U odnosu na
druge fluorescentne senzore temeljene na sirovom QD-u, predlozeni senzor bio je osjetljiviji i
selektivniji. Sustav CA-CdTe QDs senzora u ovom istrazivanju predstavlja novu moguénost

poboljsanja performansi detekcije senzora QDs promjenom metode sinteze. [30]
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3.4. Detekcija Zive u Zivom organizmu

Neinvazivno in vivo pracenje zive je od velike vaznosti u bioloskim i medicinskim istrazivanjima.
Mjerenje se temelji na fluorescenciji rendgenskih zraka, a prvobitno istrazivanje je provedeno za
bubreg gdje je granica detekcije rendgenske fluorescencijske metode bila 19 ppm. Zakljuceno je
da je ona previsoka za uporabu u klinicke svrhe. Najnoviji rad koji je izvijestila Grinyerova grupa
uvelike je unaprijedio osjetljivost mjerenja fluorescencije X-zraka. U uzorku bubrega postignuta

je granica detekcije od 5,0 ppm zive na dubini od 1 cm. [39-41]

Takoder, osmiSljeni su i fluorescentni kemijski senzori koji imaju potencijal za otkrivanje Zive
unutar zivih stanica i organizama kraljeZnjaka. Istrazivacka grupa Tae i Shina opisala je
ireverzibilni kemijski senzor temeljen na rodaminu za in vivo pracenje zivinih iona u Zzivim
stanicama. Koriste¢i ovaj sustav, pratili su akumulaciju Zivinih iona u tkivu i organima tropske,
slatkovodne ribe pod nazivom Zebrica. Senzor baziran na rodaminu prolazi ciklizacijsku reakciju
kako bi se dobila jako fluorescentna molekula, osjetljiva na zivu u rasponu od 0,1-8,0 ppm. loni

zive otkriveni su u mozgu, srcu i zu¢nom mjehuru ribe. [39, 42]

Rezultati su pokazali da postoji stehiometrijski odnos izmedu Zive i fluorescentnih molekula za
kvantitativno otkrivanje zive te iznosi 1:1. Temeljni problem u odredivanju zive in vivo je

sposobnost razlikovanja razli¢itih oblika Zive. [39]

Navedenim kemosenzorom promatra se izvrsna osjetljivost i selektivnost iona Zzive nad
konkurentnim metalnim ionima u stanicama. Vrijednost ovog sustava je dokazana njegovom
primjenom u prac¢enju unosa zivinih iona u stvarnom vremenu u stanicama i organizmima. Zbog
svoje propusnosti i brzog fluorescencijskog odgovora na zivin ion, fluorescentni kemosenzor bi se

trebao primjenjivati za kontinuirano pra¢enje Hg?* iona u stanicama organizma. [42]
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4. RASPRAVA

Koristeci opticke senzore, mogucée je odrediti izrazito male koncentracije metalnih iona prisutnih
u nekom uzorku. U ovom radu navedene su metode i uredaji kojima su odredivane koncentracije
zivinih iona u vodenom okoliSu. Istrazivanjem opisanih metoda moze se zakljuciti da je svaka od
njih razlicita, ali sa sli¢nim ciljem. U¢inkovit senzor mora zadovoljiti nekoliko uvjeta: senzibilnost,

selektivnost, jednostavnost, prakti¢nost i niski troskovi.

Metoda bazirana na DNA-funkcionalnim zlatnim nanocesticama jedna je od visoko selektivnih i
osjetljivin metoda kolorimetrijske detekcije. Pokazala se kao izuzetno precizna s granicom
detekcije od 100 nM $to je ujedno najniZa prijavljena koncentracija za kolorimetrijski Hg?*
senzorni sustav. Selektivnost ovog sustava provedena je testiranjem drugih ekoloski relevantnih
metalnih iona, ukljuéujuéi Mg?*, Pb2*, Cd?*, Co?* i dr. Rezultati pokazuju da samo Hg?* uzorak
pokazuje znatno vecu temperaturu taljenja, T, (AT, =5 °C) $to se vidi po promjeni boje. Agregat
koji sadrzi Zivin ion je ljubicaste boje dok su ostali svijetlo crvene. Metoda ne zadovoljava potpuno

uvjete optickog senzora zbog visokih troskova.

Koristenjem mezoporoznog silikagela za vezanje porfirinskih ¢estica, nastojao se proizvesti jeftin,
brz i visoko selektivan opticki senzor. Metoda se temelji na stvaranju zelenog kompleksa sa zivinim
ionom, dok su uzorci bez Zivinih iona narancaste boje. Kako se poveéava koncentracija Hg?*, tako
otopina poprima intenzivniju zelenu boju. Donja granica detekcije promatrana za Hg?*
koncentraciju je 1,75 * 10"8moldm™3. Prednost osim niskih troskova je i stabilnost materijala (

do 8 mjeseci).

Kvantne tocke (QDs) se upotrebljavaju u obliku fluorescentnih sondi zbog nastanka uskih i
simetri¢nih spektara koji govore o dobroj monodisperznosti i homogenosti sustava. Granica
detekcije ove metode je 70 nM, §to je i vise nego dovoljno za odredivanje zivinih iona u vodi za
pice, gdje je maksimalna dopustena koncentracija 10 nM. Za druge svrhe, pri nizim

koncentracijama moraju se koristiti neke od ostalih navedenih metoda.

Razvojem znanosti i tehnologije pokusava se do¢i do metoda kojima ¢e se moc¢i odredivati
koncentracija zivinih iona u zivom organizmu. Kreiran je senzor baziran na rodaminu koji prolazi
ciklizacijsku reakciju kako bi se dobila jako fluorescentna molekula, osjetljiva na Zivu u rasponu

od 0,1-8,0 ppm.
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5. ZAKLJUCAK

Ucinkovitost senzora iskazuje se pomocu osnovnih uvjeta; senzibilnosti, selektivnosti,

jednostavnosti, prakti¢nosti i niskih troskova.
Kako bi se smanjilo vrijeme trajanja nekog istrazivanja, proizvode se jednokratni senzori koji su
ekonomicni i dizajnirani da se upotrijebe samo jednom tako da ne zahtijevaju daljnju prethodnu

obradu prije koriStenja ili ¢iS¢enja izmedu mjerenja.

Kolorimetrijskom detekcijom Zivinih iona, Hg?* u vodenom mediju koriste¢i DNA-funkcionalne

zlatne nanocestice moze se odrediti vrlo niska koncentracija iona (100 nM).

Upotrebom mezoporoznog silikagela moZe se odrediti koncentracija od 1,75 * 10~ 8moldm™~3, dok

se kod metode koristenjem kvantnih tocaka ( nanokristala) moze odrediti koncentracija od 70 nM.

Najpreciznija, ali i najskuplja metoda je kolorimetrijska detekcija Zivinih iona s DNA zlatnim

nanocesticama.

Zabrinutost zbog toksicnosti Zive potaknula je razvoj ucinkovitih, osjetljivih i selektivnih metoda

za in vivo otkrivanje Zive.
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ZIVOTOPIS

Silvija Bukvic N aturirala je 2015. godine u opéo

gimnaziji u SS Zlatar, te iste godine upisala Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije, studij
Primijenjena kemija. Tijekom studiranja na preddiplomskom studiju odradila je stru¢nu praksu u
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