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1. Uvod

Sumporovodik (H2S) se u proslosti smatrao samo otrovnim spojem, koji u prirodi nastaje
geoloskom i mikrobnom aktivno§¢u. Pri standardnim uvjetima nalazi se u plinovitom stanju,
bezbojan je i zapaljiv, a prepoznatljiv je po karakteristicnom mirisu pokvarenih jaja. Izlozenost
sumporovodiku moze izazvati iritaciju oCiju i diSnog sustava. S druge strane, novija istrazivanja
pokazala su kako sisavci takoder mogu proizvesti H2S u kontroliranom okruzenju, te je dokazana
i njegova uloga pri odrzavanju homeostaze [1]. U organizmima sisavaca, H»S proizvode enzimi iz
biomolekula koje sadrze sumpor, poput cisteina i homocisteina [2]. Prisutnost tih enzima u
razlicitim tkivima (srce, mozak, bubrezi, jetra, pluca, guSteraca) uvjetuje i razlicite fizioloSke uloge
H2S u organizmu. Koncentracija H2S u Zivim organizmima iznosi 10-100 pmol/dm? [3] i povezana
je s razli¢itim patoloskim procesima, poput ciroze jetre i Alzheimerove bolesti. Upravo zbog niske
koncentracije, potrebne su novije i osjetljivije metode detekcije. Problem odredivanja H2S U Zivim
organizmima je brz katabolizam zbog kojeg dolazi do stalnih promjena koncentracije, a posljedica
su neto¢ni rezultati. Kao rjesenje problema predlazu se metode bazirane na fluorescenciji. U ovom
radu biti ¢e opisana i ispitana sinteza i karakterizacija fluorescentnog osjetila za HS, koje bi

omogucilo reverzibilnu detekciju H2S u stvarnom vremenu.



2. Literaturni dio
2.1. Fizikalna i kemijska svojstva H.S

Sumporovodik je toksic¢an i zapaljivi plin. Tezi je od zraka zbog Cega se Cesto akumulira pri dnu
slabo ventiliranih prostora. Iako je vrlo jakog i neugodnog mirisa, moze vrlo brzo otupiti osjetilo
mirisa, $to predstavlja dodatnu opasnost. Cesto nastaje bakterijskim raspadom organskih
materijala bez prisutnosti kisika, primjerice u moc¢varama i odvodima [2]. Jedan je od spojeva i u
vulkanskim plinovima, prirodnom plinu i nekim termalnim izvodima voda. Vazno je napomenuti
i da je glavni sudionik u biogeokemijskom ciklusu sumpora. Bezbojan je i prepoznatljiv po mirisu
koji podsje¢a na pokvarena jaja. Moguce ga je detektirati pri koncentraciji od 2 ppb. Lewisova

struktura HzS podsjeca na strukturu vode (Slika 1).

'S
Slika 1. Lewisova struktura H»S

Unato¢ strukturnoj slicnosti, H2S 1 voda ne dijele sli¢na svojstva. Kisik je elektronegativniji od
sumpora, pa je i polarnost molekule H2S manja. Zbog toga su medumolekulske sile slabije, a tocke
vreliSta i taliSta nize nego kod vode. H>S je topljiv u vodi i daje slabo kiselu otopinu. Industrijski

je vrlo vazan i koristi se za dobivanje sumpora i kvalitativnu analizu metalnih iona.

2.2.  H2S u bioloskim sustavima

Sumporovodik je vazna signalna molekula koja ima razlicite uloge u metabolizmu. Neke od uloga
su relaksacija glatkog misi¢nog tkiva, vazodilatacija, regulacija N-metil-D-aspartat (NMDA)
receptora u mozgu i zastita stanica od reaktivnih kisikovih vrsta [3]. Nastanak H.S u organizmima
moze se odviti na dva razli¢ita nacina — enzimatski i neenzimatski. Enzimatska sinteza H>S odvija
se pomoc¢u enzima cistationin gama-liaze (CGL ili CSE), cistationin beta-sintaze (CBS) i 3-

merkaptopiruvat sumpor-transferaze (3-MST), prikazanih na Slici 2. Navedeni enzimi su



specifi¢ni za odredene organe. CBS se uglavnom nalazi u mozgu, zivéanom sustavu i jetri, CSE u
kardiovaskularnom sustavu i jetri, a 3-MST u mozgu i kardiovaskularnom sustavu [4]. Takoder,
CSE i CBS su hemoproteini primarno locirani u citosolu, a 3-MST je protein ovisan o cinku, koji
se nalazi i u mithondrijima i u citosolu. CSE i CBS proizvode H>S u reakciji sinteze L-cisteina,
piruvata i amonijaka. Sli¢no tome, 3-MST proizvodi H2S u reakciji sinteze piruvata iz 3-
merkaptopiruvata (3-MP). Proizvodnja HzS u organizmu moze biti i neenzimatska, iz glukoze,
glutationa, anorganskih i organskih polisulfida i elementarnog sumpora. HzS iz glukoze moze
nastati glikolizom ili iz fosfoglukonata pomo¢u NADPH oksidaze. Glukoza reagira s metioninom,
homocisteinom ili cisteinom, dajuéi plinovite spojeve sumpora, metanetiol i H2S. Sumporovodik

moze nastati i direktnom redukcijom glutationa i elementarnog sumpora [5].

Slika 2. Strukture enzima odgovornih za nastanak H.S u organizmima (s lijeva na desno,
cistationin gama-liaza (CGL ili CSE), cistationin beta-sintaza (CBS) i 3-merkaptopiruvat
sumpor-transferaza (3-MST)) [30]

2.2.1. Biokemijski oblici sulfida

Osim u slobodnom stanju, H2S moze reagirati s razli¢itim biokemijskim molekulama, §to rezultira
razli¢itim vezanim oblicima i oblicima osjetljivim na pH. Stabilni vezani oblici nisu reaktivni i
javljaju se u reduciranom dvovalentnom obliku, poput H>S ili sulfatnog aniona. Slobodni sulfidi
osjetljivi na pH javljaju se kao S ili HS , a kiselinske disocijacijske konstante (pKa) su izmedu
>12 1 7.0. Slobodni oblici uglavnom su dio Zeljezo-sumpor (Fe-S) kompleksa i persulfida, koji
imaju vaznu ulogu u redoks reakcijama u citoplazmi 1 mitohondrijima. Razli€iti biokemijski oblici

su jedan od nacina regulacije biodostupnosti H2S, koja je kod patoloskih stanja narusena [5].



2.3. Metode detekcije H.S

Istrazivanja su pokazala da H>S ima fizioloske, patoloske i toksikoloske uloge direktno povezane
s biodostupnos¢u. lako je njegova uloga u organizmu zastitna, dokazano je da blago povecanje
koncentracije u krvi moze imati toksican efekt, zbog cega je nuzno usavrsiti metode mjerenja i
detekcije. Metode detekcije evoluirale su od jednostavne kolorimetrije do tekucinske
kromatografije visoke djeotvornosti (HPLC), plinske kromatografije (GC), masene spektrometrije
(MS) te polarografske, elektrokemijske i kemiluminiscentne detekcije. Svaka tehnika ima
odredene prednosti i nedostatke. Jedan od klju¢nih faktora za stabilnost H2S je pH, zbog podrucja
kiselinskih disocijacijskih konstanti i sposobnosti interakcije s metalima. Distribucija i oksidacija
sulfida variraju pri razli¢itim uvjetima pH i temperature. Pri fizioloskom pH (7.4) i 37 °C, 20%
sulfida nalazi se u obliku plinovitog H>S, dok se s porastom pH ta vrijednost smanjuje. Reaktivnost
disociranog HS™ veca je od H2S. Jo§ jedan faktor regulacije je kisik (O2), a stabilnost raste sa

smanjenjem njegove koncentracije [5].

2.4. Definicija i podjela kemijskih senzora

Kemijski senzor moze se definirati kao mjerni pretvornik, koji pretvara kemijsku informaciju o
uzorku, u rasponu od koncentracije pojedine komponente uzorka, pa sve do ukupnog sastava
uzorka, u analiticki mjerljiv signal. Kemijska informacija o uzorku dobiva se putem kemijske
reakcije analita ili iz fizikalnih svojstava ispitivanog sustava [6]. Svaki senzor sastoji se od dvije
funkcionalne jedinice, a to su receptorski i pretvornicki dio (receptor i pretvornik). Odredeni
senzori sadrze 1 separator, primjerice membranu. Uloga receptorskog dijela je selektivno i
osjetljivo prepoznavanje analita. On pretvara kemijsku informaciju u oblik koji je mjerljiv na
pretvornickom dijelu senzora, gdje se energija najces¢e prevodi u oblik pogodan za mjerenje,

najcesce u elektricni signal [7].

Princip rada receptora moze biti fizikalni, kemijski i biokemijski. Kod fizikalnog principa ne dolazi
do kemijske promjene analita, ali njegovo prisustvo u sustavu utjece na promjenu nekog fizikalnog
svojstva receptora (npr. mjerenje apsorbancije, indeksa loma, elektricne ili toplinske vodljivosti,

promjene mase i temperature). Kemijski princip temelji se na analitickom signalu kao posljedici



kemijske reakcije u kojoj sudjeluje analit. Kod biokemijskog principa, analiticki signal posljedica

je biokemijskog procesa u kojem sudjeluje analit, a takvi senzori nazivaju se biosenzorima.

Najrasirenija podjela kemijskih senzora je na principu rada pretvornickog dijela senzora. Prema
njoj, senzori se dijele na: opticke, elektrokemijske, elektricne, senzore osjetljive na promjenu
mase, magnetske, termometricke senzore i senzore koji se temelje na mjerenju nekih drugih
fizikalnih svojstava [7]. Kod optickih senzora mjerni signal je posljedica promjene nekog od
optickih svojstava, kao posljedice medudjelovanja analita i receptora (senzori koji se temelje na
mjerenju apsorbancije, refleksije, luminiscencije, fluorescencije, indeksa loma, optotermalnog
efekta i rasprSenja svjetlosti) [6]. Elektrokemijski senzori temelje se na mjernom signalu kao
posljedici elektrokemijske reakcije (ukljucujuéi i uspostavljanje elektrokemijske ravnoteze)
analita na receptorskom dijelu senzora. Takvi senzori dalje se dijele na voltametrijske,
potenciometrijske, CHEMFET (engl. Chemically Sensitized Field Effect Transistor) senzore i
plinske potenciometrijske senzore s Cvrstim elektrolitom. Elektricni senzori mjere signal kao
posljedicu promjene nekog od elektri¢nih svojstava sustava zbog prisutnosti analita. Ti senzori
dalje se dijele na poluvodicke senzore na bazi metalnih oksida, organske poluvodicke senzore,
konduktometrijske senzore i dielektri¢éne senzore. Senzori osjetljivi na promjenu mase temelje se
na posljedici promjene mase uzrokovane vezanjem analita na povrSinu receptora, a dijele se na
piezoelektricne senzore i senzore temeljene na povrSinskim akusti¢nim valovima. Mjerni signal
kod magnetskih senzora posljedica je promjene nekog od magnetskih svojstava sustava, dok je
kod termometri¢kih senzora mjerni signal posljedica promjene temperature uzrokovane toplinskim
efektom specifiéne kemijske reakcije analita ili adsorpcije analita na receptor [7]. Osim navedenih,
postoje i kemijski senzori koji se temelje na mjerenju nekih drugih fizikalnih svojstava sustava,

poput emisije rendgenskog ili B-zracenja.

2.4.1. Opticki senzori

Opticki senzori predstavljaju skupinu kemijskih senzora u kojoj se elektromagnetsko (EM)
zracenje koristi za generiranje analitickog signala. Interakcija zracenja 1 uzorka prati se promjenom
odredenog optickog parametra i povezana je s koncentracijom analita [6]. Opticki kemijski senzori
obicno se sastoje od receptora i1 pretvornika. Receptor identificira parametar (npr. koncentraciju

spoja, pH 1 sli¢no) 1 daje opticki signal proporcionalan magnitudi parametra. Pretvornik prevodi



opticki signal receptora u mjerljivi signal koji je prikladan za daljnju obradu podataka [8]. Opticki
senzori mogu se temeljiti na razli¢itim opti¢kim principima, poput apsorbancije, refleksije i
luminiscencije, te mogu pokrivati razli¢ita podrucja spektra (UV, VIS, IR), $to omoguéuje
mjerenje intenziteta svjetlosti ali 1 razlicitih drugih svojstava, poput zivotnog vijeka, indeksa loma,
rasprienja, difrakcije i polarizacije [9]. Prednosti opti¢kih senzora su njihova selektivnost,

otpornost na elektromagnetske interferencije i niska cijena.

2.4.2. Molekularni senzori

Molekularni kemijski senzori ili osjetila su molekularni ili supramolekularni sustavi, koji imaju
sposobnost pretvorbe interakcije izmedu senzora i analita u signal koji je moguée detektirati.
Obicno se radi o optickim ili elektrokemijskim signalima [10]. Prednosti optickih signala su niska
cijena, mogucnost koriStenja razli¢itih instrumenata te moguénost uocavanja promjene golim
okom. Sinteze ovakvih senzora znatno su napredovale posljednjih godina zbog moguénosti
dizajniranja selektivnih molekularnih osjetila koja bi se mogla koristiti prilikom analize bioloskih
uzoraka. Radi se o interdisciplinarnom podrucju koje najéesée ukljucuje organske i anorganske
sinteze te fizikalni i analitiki pristup [10]. Vazno je napomenuti da molekularni senzori imaju
mogucénosti detekcije 1 biljeZenja fizikalnog ili kemijskog svojstva na molekularnoj razini. Mnogi
takvi senzori dizajnirani su po uzoru na one koje je moguce pronaéi u zivim organizmima.
Najvaznije potencijalne primjene molekularnih senzora su dijagnoza bolesti te detekcija hlapivih
spojeva pri analizi zagadenja zraka. Kao §to je navedeno u poglavlju 2.4., senzori se sastoje od
receptora i pretvornika, a molekularni senzori mogu se temeljiti na razli¢itim mehanizmima
prepoznavanja. Za bioloske molekule moguce je koristiti proteine (antitijela), nukleotide (DNA,
RNA), sinteti¢ke polimere koji oponasaju vezno mjesto te fage [11]. Tijekom pretvorbe signala,
senzori prevode detektiranu promjenu u mjerljiv signal, §to znaci da je bioloske, kemijske ili

fizikalne parametre moguce pretvoriti u, najcesce, elektri¢ni signal.
2.5. Luminiscencija
Luminiscencija (lat. lumen = svjetlost) definira se kao spontana emisija zracenja iz elektronski ili

vibracijski pobudenih vrsta, koje nisu u termalnoj ravnotezi sa svojom okolinom, na nacin da

odredena vrsta energije izbacuje elektron atoma iz osnovnog stanja (stanje nize energije) u



pobudeno stanje (stanje vise energije), nakon ¢ega elektron pri povratku u osnovno stanje emitira

istu energiju u obliku svjetlosti vidljive valne duljine [12].

Fenomeni luminiscencije mogu se podijeliti na bioloske, kemijske i1 fizikalne. U procesu
luminiscencije, prilikom kontakta zracenja i materijala, dio energije se apsorbira i ponovno emitira
kao svjetlost vece valne duljine (Stokesov zakon), koja je karakteristicna za luminiscentnu tvar, a

ne zraCenje. Emitirana svjetlost moze biti vidljiva, ultraljubicasta ili infracrvena [13].

Proces luminiscencije ukljucuje dva koraka, to su pobudenje elektronskog sustava u vise
energijsko stanje te posljedi¢nu emisiju fotona. Emisija svjetlosti dogada se nakon karakteristi¢nog
vremena (tc), koje omogucava daljnje razlikovanje fenomena luminiscencije. Na temelju trajanja
emisije, luminiscencija se moze podijeliti na fluorescenciju (tc < 108 s, proces neovisan o
temperaturi) i fosforescenciju (tc > 10% s, proces ovisan o temperaturi), kao $to je prikazano na
Slici 3. Fosforescencija se dalje moze podijeliti na kratkotrajnu (tc < 10s) i dugotrajnu (tc > 10"
4s, termoluminiscencija). Krutine sa svojstvom luminiscencije poznate su i pod nazivom fosfori
[12].

Zbog kratkog karakteristi¢cnog vremena (t¢), emisija svjetlosti kod fluorescencije smatra se
spontanom. Do nje dolazi odmah nakon apsorpcija zracenja, te emisija prestaje nakon $to se izvor
zraCenja ukloni. Fosforescenciju karakterizira pauza izmedu apsorpcije zrafenja i vremena
prilikom kojeg postiZe puni intenzitet (tmax). Takoder, emisija se moze nastaviti 1 nakon §to je izvor
zracenja uklonjen. Fluorescencija je proces neovisan o temperaturi, dok se kod fosforescencije

uocava znacajna ovisnost [13].
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Fluorescencija Fosforescencija
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temperaturi) temperaturi)

Dugotrajna (t.> 10s,
termoluminiscencija)

Kratkotrajna (t.< 10s)

Slika 3. Podjela luminiscencije s obzirom na trajanje emisije

Luminiscenciju je moguée podijeliti i s obzirom na izvor energije koji ju izaziva. Prema tome,
moguce je razlikovati kemiluminiscenciju (emisija uzrokovana otpustanjem energije tijekom
kemijske reakcije), bioluminiscenciju (emisija uzrokovana kemijskim reakcijama u Zzivim
Oorganizmima), triboluminiscenciju  (emisija  uzrokovana  mehanickom  energijom),
katodoluminiscenciju (emisija uzrokovana pobudivanjem snopom elektrona),
elektroluminiscenciju (emisija kao odgovor na primijenjeno elektricno polje), fotoluminiscenciju
(emisija kao rezultat pobudivanja fotonom/elektromagnetskim zracenjem), termoluminiscenciju
(luminiscencija aktivirana toplinom nakon pocetne apsorpcije neke druge vrste zraCenja),
radioluminiscenciju (rezultat pobudivanja ionizirajué¢im zraenjem) i sonoluminiscenciju (rezultat

pobudivanja ultrazvu¢nim valovima) [14].

Proces luminiscencije prikazan je na Slici 4, koja opisuje dva nacina povratka u osnovno stanje,
jedan uz emisiju zracenja, a drugi bez nje [13]. Do luminiscencije dolazi pri povratku u osnovno
stanje uz emisiju zraenja. Povratak u osnovno stanje bez emisije zraenja nema utjecaj na
luminiscenciju ali do njega dolazi prilikom emisije zraCenja zbog fotona koji se pretvaraju u
vibraciju reSetke, te se energija prenosi u obliku topline. U¢inkovit luminiscentni materijal je onaj

kod kojeg prevladavaju prijelazi uz emisiju zracenja [14].
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Slika 4. Energijski dijagram luminiscentnog iona (A), u kojem A" predstavlja pobudeno stanje, R
prijelaz u osnovno stanje uz emisiju zracenja, a NR prijelaz u osnovno stanje bez emisije

zracenja

2.5.1. Pobudeno stanje i dijagram Jablonskog

Nastanak 1 propadanje pobudenog stanja opisani su energijskim dijagramom koji se naziva
dijagram Jablonskog. On opisuje ve¢inu mehanizama relaksacije molekula u pobudenom stanju
(Slika 5). Osnovno stanje (So), najnize singletno (S1) i tripletno (T1) stanje sastoje se od vise
vibracijskih stanja zbog vibracijskih kretanja atoma od kojih se molekula sastoji [12]. Kad
molekula apsorbira energiju ve¢u od HOMO — LUMO (najvisa okupirana molekulska orbitala —
najniZa neokupirana molekulska orbitala) energetske razlike, nastaju visa vibracijska stanja unutar
Sy ili visa singletna pobudena stanja Sy ili S3. Visa vibracijska stanja Si relaksiraju se u najnize
vibracijsko stanje S1 unutar nekoliko pikosekundi. Visa energijska stanja poput S i Sz relaksiraju
se u S1 procesima unutarnje konverzije (IC, internal conversion) bez emisije zracenja. Tripletna
stanja obi¢no nastaju prijelazima izmedu sustava (ISC, intersystem crossing) S1 = Ti, a do
zraCenja dolazi prilikom elektronskog prijelaza iz najnizeg pobudenog stanja S ili T1 u osnovno
stanje So. Prijelaz iz S1 u So je dozvoljeni spinski prijelaz i odvija se u nekoliko nanosekundi. S
druge strane, prijelaz iz T1 u So traje puno duze i mjeri se u mikro- i milisekundama jer se radi o
spinski zabranjenom prijelazu. 1z tog razloga emisijski spektar izgleda kao zrcalni prikaz

apsorpcijskog spektra molekule [12].
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Slika 5. Dijagram Jablonskog koji prikazuje fotoapsorpciju (1), vibracijsku relaksaciju (2),
unutarnju konverziju (3), prijelaz izmedu sustava (4), prijelaz uz emisiju zracenja (5) i prijelaz

bez emisije zracenja (6)

U dijagramu Jablonskog, unutar svakog elektronskog stanja nalaze se vibracijska stanja, a obi¢no
ih je prikazano samo nekoliko zbog velikog broja moguénosti vibracija u molekulama. Svako od
vibracijskih stanja moZe se dalje podijeliti na nivoe rotacijske energije, medutim dijagrami
Jablonskog najcesce nisu toliko detaljni. Kako energija elektronskih stanja raste, razlika u energiji
se smanjuje te postaje kontinuum koji se moze objasniti klasicnom mehanikom [15]. Takoder,
kako se elektronski nivoi priblizavaju, preklapanje energija vibracije raste. Ravne linije u
dijagramu (Slika 5) predstavljaju konverziju izmedu fotona svjetlosti i energije elektrona, a
zakrivljena linija predstavlja prijelaz elektrona bez emisije fotona. Kao §to je ranije spomenuto,
dijagram Jablonskog prikazuje nekoliko razli€itih nacina na koji elektron moZze prihvatiti i zatim
emitirati energiju fotona odredene valne duljine, stoga vecina dijagrama pocinje i zavrSava s

osnovnim stanjem (So).

Prvi prijelaz predstavlja apsorpciju fotona odredene energije. Apsorpcija je proces kojim je

elektron pobuden iz niZzeg u visi energetski nivo. Energija fotona prenosi se na odredeni elektron,
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koji potom prelazi u drukcije energetsko stanje, koje odgovara koli¢ini energije fotona, Sto znaci
da mogucénost apsorpcije imaju energije koje odgovaraju razlici energija izmedu dva energetska
nivoa. Apsorpcija je vrlo brz prijelaz i traje 10-15 s. Nakon pobudenja elektrona, postoji nekoliko

nacina na koje se energija moze otpustiti [13].

Prvi nacin je vibracijska relaksacija, prilikom koje ne dolazi do emisije zracenja jer se energija
prenosi unutar elektrona u obliku kineticke energije, koja moze ostati unutar molekule ili se
prenijeti na druge molekule u blizini pobudene molekule. Radi se o vrlo brzom procesu (10714 —
10! s), a s obzirom da do relaksacije dolazi izmedu vibracijskih nivoa, elektroni neée mijenjati

energijske razine.

Ako postoji veliko preklapanje vibracijskih energijskih nivoa, postoji moguénost prelaska
pobudenog elektrona iz vibracijskog nivoa jednog stanja u vibracijski nivo nizeg elektronskog
stanja. Takav proces naziva se unutarnjom konverzijom i mehanisticki je identi¢an vibracijskoj
relaksaciji, do njega dolazi zbog preklapanja vibracijskih i elektronskih energetskih stanja, a
upravo to preklapanje omogucéava vecu vjerojatnost prijelaza elektrona izmedu vibracijskih nivoa

u elektronsko stanje nize energije [12].

2.5.2. Konfiguracijski koordinatni model

Vecina luminiscentnih materijala sastoji se od prozirnog kristala domacina i luminiscentnog iona
aktivatora. Aktivator se sastoji od vrlo male koli¢ine atoma neéistoca, koje se namjerno dodaju u
kristal domacina. Vec¢ina emisijskih 1 eksitacijskih karakteristika luminiscentnog materijala
uvjetovano je aktivatorom. Osim aktivatora, na luminiscentna svojstva materijala utjecaj imaju i
vibracije okolnih atoma. Konfiguracijski koordinatni model koristi se za objasnjavanje
luminiscentnih svojstava, na nacin da se luminiscentni ion i njegova najbliZza susjedna mjesta
gledaju kao izolirana molekula, odnosno luminiscentni centar. Na taj nacin, moguce je procijeniti
velik broj vibracijskih modela reSetke, koriste¢i malen broj kombinacija specifi¢nih normalnih
koordinata, koje se nazivaju i konfiguracijske koordinate (Q) [12]. 1z konfiguracijskog
koordinatnog modela mogucée je iSCitati Stokesov pomak, ovisnost o temperaturi te Sirinu

apsorpcijskih 1 emisijskih vrpci, temperaturno gasenje luminiscencije.
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2.5.3. Mehanizam luminiscencije

Pojavu luminiscencije u ¢vrstom materijalu moZe objasniti teorija vrpci. Elektroni izoliranog
atoma nalaze se u orbitalama koje okruzuju jezgru. Elektroni mogu popunjavati samo diskretne
orbitale koje im omogucavaju kretanje bez gubitka energije. Dozvoljene orbitale mogu se utvrditi
zakonima kvantne mehanike. Takoder, zbog ¢injenice da elektroni dijele orbitale s najvise jednim
drugim elektronom suprotnog spina (Paulijev princip iskljucenja), neki elektroni moraju zauzeti

orbitale daleko od jezgre jer su orbitale nize energije vec¢ zauzete [16].

U zauzetim orbitalama mogu nastati slobodna mjesta, na na¢in da se elektron izbaci zra¢enjem,
poput fotona, brzog elektrona i sli¢no. Nakon izbacivanja elektrona, elektron iz vanjske orbitale
zauzet ¢e unutarnju orbitalu nizeg energijskog nivoa, a suvisak energije emitirat ¢e se kao foton.

Kod nekih prijelaza, foton moze biti u vidljivom spektru.

Kod ¢vrstih tvari se radi o nesto slozenijem procesu. Kad su individualni atomi zdruZeni i Cine
¢vrstu tvar, moraju se nalaziti relativno blizu, pa dolazi i do preklapanja vanjskih elektronskih
orbitala. S obzirom da se na istom nivou ne moze nalaziti viSe od dva elektrona, energijski nivoi
pocinju se cijepati u pod-nivoe. Ako je Sest atoma zdruzeno i ¢ini ¢vrsti materijal, zadnje vanjske
orbitale atoma preklapaju se medusobno 1 svaka se pritom dijeli u Sest orbitala kako bi mogle
primiti sve elektrone. Svaka nova orbitala ima neSto drugaciju energiju, medutim one su vrlo
sli¢ne, te se zbog toga 1 njihove brojnosti moze re¢i da se orbitale tada sastoje od energijske vrpce
[12]. Nastanak energijskih vrpci odvija se bez obzira na to nalaze li se u orbitalama elektroni ili
ne. Prema tome, u tipiénom materijalu, vanjski elektroni okupiraju valentnu vrpcu, iznad nje se
nalazi vrpca vise energije — vodljiva vrpca. Razlika izmedu najviSe energije (vrha) valentne vrpce

i najnize energije (dna) vodljive vrpca naziva se energetska barijera.

Kao §to je ranije objasnjeno, do luminiscencije dolazi kad odredena vrsta energije pobudi materijal
1 energija se otpusta u obliku fotona. U slucaju da se materijal pobudi svjetloS¢u kratke valne
duljine, najcesce se radi o fotoluminiscenciji, koja se mozZe podijeliti na intrinzi¢nu 1 ekstrinzi¢nu
[16]. Pojam intrinzi¢ne luminiscencije odnosi se na sluc¢aj u kojem luminiscencija dolazi iz Cistog
materijala ili kristala, a ekstrinzi¢na luminiscencija uzrokovana je namjernom inkorporacijom

necistoca ili defekata u materijal. Do luminiscencije moze do¢i kod anorganskih i organskih
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spojeva, ali 1 poluvodica. Svojstva luminiscencije mogu dati uvid i u razlicite fotofizikalne ili

fotokemijske procese nekog spoja.

2.5.4. Fluorescencija

Fluorescencija je emisija svjetlosti, karakteristi¢nog vremena, tc < 108 s, a do emisije dolazi iz
pobudenog singletnog stanja. Karakteristi¢no vrijeme fosforencije nesto je duze, tc > 108, a do
emisije dolazi iz pobudenog tripletnog stanja. Razliku izmedu fluorescencije i fosforescencije

moguce je razjasniti prou¢avanjem utjecaja temperature na obje pojave [17].

Fluorescencija ne ovisi o temperaturi. Na dijagramu Jablonskog, fluorescencija je prikazana kao
relaksacija uz emisiju zracenja. Do fluorescencije najceS¢e dolazi kod prijelaza izmedu prvog
pobudenog stanja i osnovnog stanja, a kod visih energija je vjerojatnije da ¢e do¢i do unutarnje
konverzije i vibracijske relaksacije. Energija fotona koji se emitira prilikom fluorescencije jednaka
je razlici energija pocetnog i pobudenog stanja [12]. No, energija emitiranih fotona uvijek je nesto
manja od energije fotona koji pobuduju molekulu jer se dio energije uvijek gubi u procesima

unutarnje konverzije i vibracijske relaksacije.

Prema IUPAC-u, fluorescencija se moze definirati kao spontana emisija svjetlosnog zracenja iz
pobudene tvari, s retencijom spinskog multipliciteta, koji se definira kao broj mogucih orijentacija
(2S+1) spinskog kutnog momenta. Prosjecno vrijeme koje kemijska vrsta provede u pobudenom

stanju zove se Zivotni vijek fluorescencije, a energija fotona slijedi Planckov zakon.

E=h-v=h % 1)
U Formuli (1), E predstavlja energiju kvanta (J), h predstavlja Planckovu konstantu (Js), v
predstavlja frekvenciju (s), 4 valnu duljinu fotona (m), a ¢ brzinu svjetlosti (m/s). Pojam
fluorescencije uveo je britanski znanstvenik Sir George Stokes. On je proucavao fluorescenciju
zraceci fluorit UV zraCenjem 1 prate¢i crveni pomak u emitiranoj svjetlosti. Razlika izmedu

emisijskog i eksitacijskog maksimuma, po njemu je nazvana Stokesovim pomakom [13].

Opcenito, fluorescencija se moze opisati kao proces u tri koraka, koji se najces¢e odvija u
poliaromatskim ugljikovodicima i heterociklima (fluorofori ili fluorescentne boje). Fluorescentni

senzor je fluorofor dizajniran za lokalizaciju u odredenoj regiji bioloske vrste ili za odgovor na
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specifican stimulans. Proces odgovoran za fluorescenciju fluorescentnih senzora i ostalih
fluorofora prikazan je jednostavnim dijagramom energentskih stanja (dijagram Jablonskog, Slika
6).
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Slika 6. Dijagram Jablonskog koji pojasnjava fluorescenciju [17]

Prva faza (Slika 6) ili pobudivanje ukljucuje foton energije, hvex iz vanjskog izvora (npr. laser)
koji apsorbira fluorofor, ¢ime nastaje pobudeno elektronsko singletno stanje (S1'). Upravo ova faza
razlikuje fluorescenciju od kemiluminiscencije, gdje je pobudeno stanje posljedica kemijske
reakcije. Druga faza se odnosi na zivotni vijek pobudenog stanja, odnosno na kona¢no vrijeme
trajanja pobudenog stanja (1-10 ns). Tijekom navedenog vremena, fluorofor podilazi
konformacijskim promjenama i otvaraju se mogucnosti za interakciju s molekularnom okolinom.
Ti procesi imaju dvije vazne posljedice. Prvo, energija Si1' se djelomicno otpusta, Sto rezultira
relaksiranim singletnim pobudenim stanjem (S1), od kojega kre¢e emisija fluorescencije. Drugo,
sve molekule pobudene apsorpcijom (u prvoj fazi) se ne moraju vratiti u pocetno stanje (So)
emisijom fluorescencije. Fluorescentni kvantni prinos je omjer broja emitiranih fluorescentnih
fotona (Faza 3) i broja apsorbiranih fotona (Faza 1), te predstavlja mjeru relativnhog opsega
opisanih procesa. Treca faza odnosi se na emisiju fluorescencije, odnosno fotona, nakon Cega se
fluorofor vraca u svoje pocetno stanje, So. Zbog djelomi¢nog otpustanja energije tijekom zivotnog
vijeka pobudenog stanja, energija fotona je niza i vece valne duljine, od energije eksitacijskog
fotona. Upravo ta razlika u energiji ili valnim duljinama (hvex — hvem) naziva se Stokesovim
pomakom, koji je klju€an za osjetljivost tehnika koje se temelje na fluorescenciji jer omogucava

detekciju emitiranih fotona odvojeno od eksitacijskih fotona [17].
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2.5.5. Spektri

Citav proces fluorescencije je kruzni. Osim ako je fluorofor ireverzibilno unisten u pobudenom
stanju (slucaj poznat kao photobleaching), isti fluorofor moze se ponovno pobuditi i detektirati.
Upravo ¢injenica da jedan fluorofor moze dati tisu¢e fotona za detekciju kljucna je za visoku
osjetljivost metoda koje se temelje na fluorescenciji [18]. Za poliatomske molekule u otopini,
diskretni elektronski prijelazi, ozna¢eni kao hvex i hvem na Slici 6, postaju $iri energijski spektri —
fluorescencijski eksitacijski i emisijski spektri (Slika 7). Sirine vrpci u ovim spektrima su
parametri od velike vaznosti ako se detektiraju dva ili vise fluorofora istovremeno. Osim nekoliko
iznimaka, eksitacijski spektar jednog fluorofora u razrijedenoj otopini je identi¢an njegovom
apsorpcijskom spektru. Pri jednakim uvjetima, emisijski spektar je neovisan o eksitacijskoj valnoj
duljini, unato¢ djelomi¢nom otpuStanju energije tijekom Zivotnog vijeka pobudenog stanja.

Intenzitet emisije proporcionalan je amplitudi eksitacijskog spektra [17].

Eksitacijski Emisijski
spektar gy 1 em1  spektar

Eksitacija fluorescencije
Emisija fluorescencije

™ T T

Valna duljina.

Slika 7. Fluorescencijski eksitacijski i emisijski spektri za poliatomske molekule [17]

2.6. Detekcija fluorescencije

Sustav za detekciju fluorescencije moze se podijeliti na Cetiri osnovna dijela, to su izvor eksitacije,
fluorofor, filteri valne duljine kako bi se razlikovali eksitacijski i emisijski fotoni i detektor koji
biljezi emitirane fotone 1 proizvodi mjerljiv signal ili sliku. Bez obzira na primjenu, kompatibilnost

ovih Cetiriju elemenata klju¢na je za optimizaciju detekcije [17]. Postoji nekoliko tipova
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instrumenata za detekciju fluorescencije, neki od njih su spektrofluorimetri i ¢itaci mikroploca (za
vece uzorke, uL do mL), fluorescentni mikroskopi, fluorescentni skeneri te uredaji za protocnu
citometriju. Mjerenje fluorescencije moze se uklopiti i u druge aparature, kao $to su kapilarna
elektroforeza, DNA sekvenciranje i mikrofluidicki uredaji. Svaki tip instrumenta ima razlicite
zahtjeve za fluorescentni senzor. Intenzitet fluorescencije kvantitativno ovisi o istim parametrima
kao i apsorbancija, definirana Beer-Lambertovim zakonom, kao produkt molarnog apsorpcijskog
koeficijenta, duljine optickog puta i koncentracije otopljene tvari. Takoder ovisi i 0o kvantnom
prinosu i intenzitetu izvora eksitacije, te efikasnosti instrumenta [13]. U razrijedenim otopinama
ili suspenzijama, intenzitet fluorescencije linearno je proporcionalan navedenim parametrima. Kad
je apsorbancija uzorka veéa od 0,05 pri optickom putu od 1 c¢cm, odnos postaje nelinearan i na
mjerenja mogu utjecati samoapsorpcija i efekt unutrasnjeg filtera. Kvantifikacija fluorescencije
ovisi o instrumentu i zbog toga su standardi nuzni za kalibraciju. Molekularni senzori iskoristivi

su kao visokoosjetljivi referentni standardi za razli¢ite metode mjerenja fluorescencije.

2.7.  Metode identifikacije uzoraka
2.7.1. Fluorescentna spektroskopija

Fluorescentna spektroskopija je metoda kojom se mjeri intenzitet fotona emitiranih iz uzorka koji
je apsorbirao fotone [13]. Fluorescencija je vazna u brojnim podrué¢jima analiticke kemije zbog
svoje visoke osjetljivosti i selektivnosti. Svi instrumenti za detekciju fluorescencije sastoje se od

tri osnovna dijela: izvora svjetlosti, drzaca uzorka i detektora (Slika 8) [19].

Uzorak

e

»

Izvor
svjetlosti

Eksitacijski monokromator
ili filter

Emisijski monokromator
ili filter

Detektor
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Slika 8. Osnovni dijelovi fluorescentnog spektrometra [19]

Kako bi se instrument mogao koristiti u analiti¢ke svrhe, potrebna je mogucnost odabira valne
duljine zraCenja, a signal koji dolazi do detektora treba biti mjerljiv i reprezentativan. U
flourimetrima s filterima, valne duljine pobudne i emitirane svjetlosti odabiru se filterima, $to
omogucéuje mjerenja pri svim valnim duljinama. Jednostavni fluorescentni spektrometri mogu
analizirati spektralnu distribuciju emitirane svjetlosti i emisijski spektar pomocu interferencijskog
filtera ili monokromatora. Kod nesto slozenijih uredaja, dodani su monokromatori i za odabir
pobudne svjetlosti i analizu emitirane svjetlosti. Takvi instrumenti imaju sposobnost mjerenja
promjena intenziteta emisijske svjetlosti, s obzirom na promjenu valne duljine pobudne svjetlosti.

Najveca osjetljivost postize se primjenom filtera [17].

Najcesce koriSteni izvori svjetlosti imaju spektre u obliku kontinuuma energije Sirokog raspona ili
u obliku serije diskretnih linija. Zivine lampe primjer su jednog od najée$ée koristenih linijskih
izvora svjetlosti, a svojstvo im je da spektar ovisi o tlaku plina filtera. Ukoliko je tlak nizak, spektar
¢e se nalaziti u UV podrucju, a ako je tlak visok, spektar ¢e pokrivati ¢itav UV-VIS spektar. U
rijetkim slucajevima, moze se dogoditi da se linija iz izvora svjetlosti direktno poklapa s
optimalnom valnom duljinom pobudne svjetlosti uzorka. 1z tog razloga, pogodno je koristiti
kontinuirane izvore svjetlosti, poput ksenonovih lampi. Svi izvori UV zracenja proizvodit ¢e ozon
1z atmosferskog kisika, koji je potrebno dispergirati. Osim §to se radi o toksi¢nom plinu, snazno
apsorbira u podrucju ispod 300 nm, te mozZe utjecati na rezultate. 1z tog razloga vecina lampi

funkcionira u struji zraka [20].

Vecina jednostavnih fluorimetara koristi filtere za izolaciju pobudnih i1 emitiranih valnih duljina.
Filteri mogu biti stakleni ili pak otopine u kivetama. Emisijski filter mora biti odabran tako da
Rayleigh-Tyndallovo rasprsenje bude minimalno, a svjetlost koju emitira uzorak mora pro¢i. Isto
tako, pozeljno je filtrirati i eventualno Ramanovo rasprSenje. Interferencijski filteri visoke
transmisije (do 40%) i uskog podrucja (10 — 15 nm) valnih duljina, Siroko su dostupni i moguce ih
je pronaci u gotovo svim Zeljenim valnim duljinama. UV filteri ovog tipa su pak prili¢no skupi 1
ograniceni. Sustav s jednostavnim filterima prihvatljiv je kod kvalitativnih analiza i u slu¢ajevima
gdje je potrebno samo eliminirati interferirajue spojeve. Takoder, korisna je 1 mogucnost
skeniranja emisije uzorka kako bi se provjerilo ima li necisto¢a i optimizirali uvjeti. Prikladna

metoda je koriStenje kontinuiranih interferencijskih filtera tako da i emisijski spektar moze biti
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zabiljezen. Korisna je 1 uporaba monokromatora za odabir valnih duljina pobudne i emitirane

......

pobudne i emisijske spektre [18].

Svi komercijalni instrumenti kao detektor koriste fotomultiplikatorske cijevi. Materijal od kojeg
je fotokatoda nacinjena uvjetuje i spektralni raspon fotomultiplikatora i obi¢no su potrebne dvije
cijevi kako bi se pokrilo ¢itavo UV-VIS podrucje. Granicu osjetljivosti fotomultiplikatora odreduje
razina tamne struje (signal dobiven iz cijevi u koju ne dopire svjetlost). Tamna struja uzrokovana

je termalnom aktivacijom i moze se smanjiti hladenjem fotomultiplikatora.

Signal koji ocitava detektor pojacava se i oCitava na uredaju digitalnog oblika. Uglavnom je
moguée promijeniti osjetljivost pojacala, tako da se mogu usporediti uzorci razli¢itih

koncentracija.

Vecina mjerenja izvodi se s otopinama koje se u uredaj postavljaju u kivetama. Kivete mogu biti
cirkularne, kvadratne ili pravokutne, a moraju biti nacinjene od materijala koji ¢e propustati

svjetlost. Kvadratne kivete smatraju se najpreciznijima [13].

2.7.2. Infracrvena spektroskopija

Infracrvena spektroskopija (IR) je metoda identifikacije nepoznatih tvari pomocu infracrvenog
zragenja, gdje se najcesce proucava apsorpcija tvari u ovisnosti o valnoj duljini [21]. Ova metoda
se temelji na apsorpciji svjetlosti iz infracrvenog spektra, C¢ija su posljedica promjene u
vibracijskim energijskim razinama. Metoda se ne koristi za identifikaciju metala i metalnih spojeva

jer atomi metala nemaju dipolnih oscilacija na kojima se temelji princip rada ove metode [22].

Molekulske vibracije moguce je podijeliti na vibracije istezanja (simetricno i asimetri¢no) i
vibracije deformacija (njihanje, mahanje, uvijanje, deformacija u ravnini). Odredeni broj molekula
u nekom uzorku u infracrvenom podruc¢ju moze biti aktivan 1 neaktivan. Kod aktivnih molekula u
infracrvenom podrucju postoji promjena dipolnog momenta tijekom molekulskih vibracija, $to se
dogada kod svih polarnih heteroatomnih molekula. Ali unato¢ tome i nepolarne molekule mogu
apsorbirati infracrveno zraCenje ukoliko im se promijeni dipolni moment kao posljedica
molekulskih vibracija. Primjer takve molekule je ugljikov dioksid (CO>), ¢iji dipolni moment

iznosi 0, a tijekom asimetri¢nog istezanja molekule dolazi do promjene dipolnog momenta pa CO>
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apsorbira infracrveno zracenje. Kod molekula koje ne apsorbiraju infracrveno zracenje nema

promjene dipolnog momenta tijekom molekulskih vibracija [23].

Infracrveno podrucje mogucée je podijeliti na blisko, srednje 1 daleko (Tablica 1). Apsorpcija
infracrvenog zraCenja opcenito uzrokuje promjene u vibracijskim energijskim razinama, no
apsorpcija zrac¢enja iz bliskog infracrvenog podrucja uzrokuje promjene u rotacijskim energijskim

razinama.

Tablica 1. Podjela infracrvenog podrucja

Blisko 0,7 pum — 2,8 um 1400 cm™ — 3600 cm'?
Srednje 2,8 um — 50 pm 3600 cm™ — 200 cm*
Daleko 50 um — 500 um 200 cm™* —20 cmt

Kod FT-IR (Fourier transform infrared spectroscopy) spektrometara, sve frekvencije se mjere
istovremeno, a dobiveni interferogram se racunalno obraduje kako bi se dobilo trazeno

frekvencijsko podrucje.

IR spektri imaju veliki znacaj u organskoj analizi, s obzirom da omogucavaju detekciju
funkcionalnih skupina te identifikaciju organskog spoja u cjelini. Identifikacija nepoznatog spoja
temelji se na postojanju podrucja tzv. ,,otiska prsta” (fingerprint region) u spektru koji se

usporeduje sa spektrom poznate molekule [24].

2.7.3. FT-IR spektroskopija

FT-IR spektroskopija je metoda koja se temelji na principu interferencije dviju zraka zracenja,
koje daju interferogram. Nuzno je da su zrake koherentne. Posljedica interferencije je signal nastao
zbog promjene duljine puta izmedu zraka. Zracenje koje izlazi iz izvora prolazi kroz interferometar
na uzorak te dolazi do detektora, nakon Cega se signal pojacava i filterom se eliminiraju visoko
frekventni signali. Nakon toga, signal dolazi do analogno-digitalnog konvertera koji analogni
signal pretvara u digitalni, te se podaci pomoc¢u ra¢unala obraduju matematickom operacijom, koja

se naziva Fourierova transformacija [21].
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Glavni dijelovi FT-IR spektroskopa su: izvor zracenja, Michelsonov interferometar, detektor,

pojacalo, analogno-digitalni konverter i racunalo.

FT-IR spektroskopi koriste Globar ili Nernst izvore za podrucje srednjeg infracrvenog zracenja
(A= 3-8 um). Ukoliko se ispituje daleko infracrveno podrucje (A= 15-1000 um), koriste se zivine
lampe pod visokim tlakom, dok se za blisko infracrveno podrucje (A= 0.75-1.4 um) koriste

volfram-halogenidne lampe kao izvor zracenja [22].

Interferometar je uredaj koji uzrokuje interferenciju dvaju ili vise valova tako da se oni
superponiraju i tvore interferencijske uzroke koji su onda prikladni za proucavanje. Najcesce
koriSteni interferometar je Michelsonov interferometar (Slika 9), koji se sastoji od 2 medusobno
okomita zrcala od kojih je jedno pomi¢no u smjeru okomitom na izvor zracenja, a drugo ima ulogu

djelitelja (funkcija mu je djelomicno odbiti, a djelomi¢no lomiti zrake) [25].

POMICNO ZRCALO

|

DIELITEU

MONTIRANO
ZRCALO

- ESESRSEEA,

R ———

DETEKTOR

Slika 9. Michelsonov interferometar [25]
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Infracrveno zracenje emitira se iz termickog izvora i pada na djelitelj, koji ¢e u idealnom slucaju
jednu polovinu upadnog zracenja propustiti, a drugu odbiti. Propusteni dio nakon puta A pada na
¢vrsto montirano zrcalo (fixed mirror), gdje se ponovno odbija i nakon ukupnog puta 2A po drugi
put pada na djelitelj (half-transparent mirror). Sli¢no se dogada i s odbijenim dijelom zraéenja.
Pomi¢no zrcalo (movable mirror) nije ¢vrsto montirano i moze se precizno pomicati po optickoj
osi naprijed 1 natrag, za korak x, $to odgovara ukupnoj udaljenosti 2(B + x). Iz tog razloga obje

polovine zracenja na djelitelju pokazuju razliku puta od 2x [23].

Konstruktivna interferencija, tj. maksimalni tok zrafenja na izlazu interferometra za odredenu
valnu duljinu (Ab), postici ¢e se ako je razlika puta (2x) cjelobrojni viSekratnik te valne duljine. Za
sve druge valne duljine emitirane iz IR izvora dobiva se destruktivna interferencija, odnosno
slabljenje detektorskog signala, koji ¢e kao posljedica biti minimalan ako je razlika puta (2x)
neparan viSekratnik polovine valne duljine. Time se postiZze da svaki poloZaj pomicnog zrcala
odgovara jednoj odredenoj valnoj duljini, odnosno valnom broju. Gibanjem zrcala zraka napusta

interferometar, prolazi kroz uzorak i fokusira se na detektoru [24].

Detektor je uredaj koji mjeri registrirani signal (interferogram) i Salje podatke na pretvorbu u
analogno-digitalni konverter. Za infracrveno podruéje srednjeg pojasa uglavnom se koriste dva
tipa detektora, to su detektor za rutinska ispitivanja koji koristi piroelektri¢ni uredaj s deuterijevim
triglicin sulfatom (DTGS) u temperaturno otpornom alkil-halogenidnom prozoru, a za osjetljivija
ispitivanja se koristi ziva kadmijev telurid. Za daleko infracrveno podruéje koriste se detektori s
germanijevim ili indijevim antimonatom, dok se za blisko infracrveno podrucje koriste fotovodici

od olovova sulfida [24].

Racunala imaju vaznu ulogu u spektroskopiji, s obzirom da se njima kontrolira ¢itav instrument.
Spektar pretvaraju u digitalni oblik 1 spremaju ga u svoju memoriju. Isto tako, omogucuju
manipulaciju spektrom na na¢in da mijenjaju podrucje analize, kontinuirano pretrazuju spektar,
provode analize i crtaju prikaze. Upravo rac¢unala provode matematicku pretvorbu interferograma
metodom Fourierove transformacije, ¢ime se dobiva spektar koji stavlja u odnos intenzitet i

pojedine valne brojeve [24].
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2.8. Fluorescentna osjetila za H.S

Posljednjih godina, mnogo se znanstvenika posvetilo sintezi fluorescentnih osjetila za detekciju
sumporovodika. Kvantifikacija H2S zahtjeva visoku selektivnost senzora, koji ¢e reagirati samo s
H>S i u prisutnosti tiola. Reakcija s analitom rezultira fluorescencijom molekule, koja daje osjetljiv
opticki signal u stvarnom vremenu. Fluorescentna osjetila za H2S najcesce se temelje na redukciji,

nukleofilnoj supstituciji ili talozenju metalnih sulfida [26].

2.8.1. Senzori temeljeni na redukciji azida u amine

Azidii ostale oksidirane dusikove vrste mogu se reducirati u amine pomocu H»S, brze nego drugim
tiolima. Nakon redukcije, elektron-odvla¢e¢a azido skupina bit ¢e konvertirana u elektron-
donirajuéu amino skupinu (Slika 10). Prema tome, ova vrsta fluorescentnih senzora, temelji se na
elektron-donirajuéem svojstvu razliitih skupina [26]. Senzori ovog tipa koriste fotoinducirani
transfer elektrona (photoinduced electron transfer, PET). PET je proces transfera elektrona u
pobudenom stanju, gdje se elektron prenosi s donora na akceptor, a posljedica je separacija naboja,
odnosno redoks reakcija do koje dolazi u pobudenom stanju [27]. Ova vrsta senzora temelji se na
prigusenju ili povecanju intenziteta fluorescencije tijekom redoks procesa. Fluorescentni senzori
koji se temelje na unutarnjem prijenosu naboja (internal charge transfer, ICT), obi¢no sadrze
elektron-odvlacecu i elektron-doniraju¢u skupinu koje su konjugirane na fluorofor. Pretpostavlja
se da ¢e poznavanje i uvodenje zastitnih skupina pomo¢i u budu¢im sintezama ovakvih senzora

[26].

A em A
exc xe V( \ em

Slika 10. Primjer reakcije redukcije azida u amin
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2.8.2. Senzori temeljeni na redukciji selenoksida u selenide

Selen je jedan od najvaznijih elemenata u tragovima u Zivim sustavima. Proteini koji sadrze selen
odgovorni su za mnoge bioloske procese, poput antioksidativne i protuupalne aktivnosti. U
ljudskom organizmu nalazi se 25 selenoproteina, koji sadrze selenocistein u svom aktivhom
centru, te su povezani s brojnim patoloSkim procesima, poput raka, kardiovaskularnih bolesti 1
poremecaja u misi¢ima [28]. Selen (Se) je esencijalni element u tragovima koji svoj bioloski efekt
postize preko selenocisteina (Sec). Neki od najvaznijih selenoenzima su glutation peroksidaza
(GPx) prikazan na Slici 11, jodotironin deionaza (ID) i treonin reduktaza (TrxR). GPx je vrlo vazan
antioksidativni enzim koji $titi razne organizme od oksidativnog stresa, katalizirajuéi redukciju
reaktivnih Kisikovih vrsta (reactive oxygen species, ROS) u prisutnosti glutationa. Po uzoru na
GPx, sintetizirani su brojni organoselenijevi spojevi, koji oponasaju ping-pong mehanizam ovog

enzima [29].

Slika 11. Struktura enzima glutation peroksidaze (GPx) [31]

Oponasanjem redoks ciklusa u GPx moguce je razviti senzore za detekciju oksidacije 1 redukcije
u Zivim sustavima. Stani¢na ravnoteza izmedu hipoklori¢ne kiseline (HCIO) i sumporovodika
(H2S) vazna je za brojne bioloSke procese i patoloska stanja, zbog ¢ega je potreban nacin detekcije

navedene ravnoteze u stvarnom vremenu. Hipoklori¢na kiselina je bioloski vaZna reaktivna
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kisikova vrsta (ROS), koja ima Siroku primjenu. Endogeno HCIO moZe nastati iz vodikova
peroksida 1 kloridnih iona pomocu katalize hemskog enzima, mijeloperoksidaze (MPO) u
neutrofilima. Kao primarni mikrobicid, HCIO uniStava patogene i ima klju¢nu ulogu u ljudskom
imunoloskom sustavu. S druge strane, prekomjerno nastajanje HCIO moze uzrokovati ozbiljan
oksidativni stres 1 unistiti biomakromolekule (lipidi, proteini i nukleinske kiseline) reakcijama
oksidacije i kloriranja. U ovim uvjetima, antioksidativni obrambeni sustavi u Zivim organizmima
aktivirat ¢e se kako bi zastitili stanice od HCIO. Ako je redoks ravnoteza HCIO 1 antioksidanata

ugrozena, moze do¢i i do ostecenja tkiva [29].

Senzori koji sadrze selen uglavnom su reverzibilni zbog njegovih redoks svojstava. Inkorporacija
selena u prikladne fluorofore predstavlja idealnu strategiju za sintezu senzora visoke osjetljivosti
1 selektivnosti za specifi¢ne reaktivne kisikove (ROS), sumporove (RSS) i duSikove (RNS) vrste.
U posljednjih nekoliko desetljeca, potreba za ovom vrstom senzora raste, kako bi se mogle pratiti
koncentracije ovih spojeva u stvarnom vremenu. Uvjeti koje bi senzor trebao zadovoljavati su
visoka selektivnost i osjetljivost, visoka fotostabilnost, niska citotoksi¢nost, nizak stupanj
autooksidacije, dobra topljivost u vodi, dobra premeabilnost u stanice i niska interferencija ostalih

tvari iz bioloske okoline.

Osim $to je gasotransmiter, sumporovodik moZe funkcionirati i kao antioksidans, te skupljac
slobodnih radikala, koji §titi stanice od oksidativnog stresa. Posljedi¢no, redoks ravnoteza H»S i

HCIO nuzna je za ljudsko zdravlje i prevenciju bolesti [28].

Kod senzora koji se temelje na redukciji selenoksida u selenide, fluorescenciju prigusuje
fotoindukcijski transfer elektrona (PET), a prilikom oksidacije selena dolazi do ponovne emisije
fluorescencije. Drugim rijeima, fluorescentni signal moguce je ,ukljuciti“ i1 ,,iskljuciti
konverzijom selenoksida u selenid i obrnuto. Navedena redoks reakcija temelji se na ping-pong
mehanizmu izmedu selenoksida i1 selenida. OponasSanje tog katalitickog ciklusa predstavlja
mogucnost za sintezu reverzibilnog osjetila za H»>S. Primjer takvog osjetila prikazan je na Slici 12.
S obzirom da su selenoksid i selenid elektron-odvlaceca i elektron-donirajuca skupina, aktivnost

senzora temelji se na PET mehanizmu [29].
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Slika 12. Primjer reverzibilne redoks reakcije konverzije selenoksida u selenid
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Materijali
U izradi eksperimentalnog dijela rada koristeni su slijedeci instrumenti:
Ultrazvucna kupelj — Bandelin Sonorex, Njemacka

Fluorimetar — Fluorolog t3 spectrofluorimeter (Jobin-Yvon/SPEX); PhotoLuminescence and

related techniques (PL, lifetime, anisotropy, anisotropy decay, solvent relaxation)
FT-IR spektrometar — Shimdazu FTIR-8400S, Japan
Za sintezu produkata koriStene su slijedece kemikalije:
4-bromo-1,8-naftolanhidrid — Sigma-Aldrich, Njemacka
Etanol (aps.) — Sigma-Aldrich, Njemacka
2-[2-(2-aminoetoksi)etoksi]etanol — Sigma-Aldrich, Njemacka
Natrijev hidrid — Sigma-Aldrich, Njemacka
Selen — Sigma-Aldrich, Njemacka

3.2. Sinteza prekursora (P1)
Prvi korak u eksperimentalnom dijelu odnosi se na sintezu prekursora osjetila, odnosno dodatak
funkcionalne skupine na naftolanhidrid kako bi se poboljsala njegova topljivost. 4-bromo-1,8-
naftolanhidrid (1 g, 3,6192 mmol) otapa se u etanolu (20,02 mL), nakon ¢ega se u refluksirajucu
otopinu etanola dodaje 2-[2-(2-aminoetoksi)etoksi]etanol (0,54 g, 3,6192 mmol), uz mijesanje pri
70-80°C. Prilikom dodatka 2-[2-(2-aminoetoksi)etoksi]etanola smjesa mijenja boju iz mutne
svijetlosmede u bistru tamnosmedu boju. Reakcijsku smjesu potrebno je zagrijavati dva sata.

Nakon hladenja, potrebno je upariti otapalo, prilikom Cega kristalizira svijetlozuti produkt (P1,

prekursor).
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Slika 13. Pretpostavljena reakcija sinteze prekursora

Br

3.2.1. ProciS¢avanje P1

Metoda procis¢avanja P1 je kromatografija na koloni, na silikagelu. Kao prvi eluens Kkoristi se
sustav etil-acetat/heksan u omjeru 3:1. Kolona se puni ulijevanjem silikagela pomijeSanog s
eluensom, prilikom ¢ega je potrebno pripaziti na stvaranje mjehuriéa zraka. Nakon $to je kolona
puna, na vrh se dodaje uzorak, a eluens se ispusta i dodaje kako bi uzorak proSao kroz kolonu.
Nakon $to se isperu necistoce, P1 je s kolone potrebno isprati metanolom zbog njegove polarnosti.
Tijek kolonske kromatografije usporedno je pracen i tankoslojnom kromatografijom na silikagelu
(aluminijski nosac), ¢ime je utvrdeno jesu li frakcije koje izlaze iz kolone necistoce ili P1. Sacuvane

su dvije frakcije koje bi mogle biti produkt, tamnije obojena (100 mg) i svijetlije obojena (376

mg).
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Slika 14. Procis¢avanje prekursora kolonskom kromatografijom (produkt je tamnije obojen i

nalazi se pri vrhu kolone)

3.3. Sinteza natrijeva diselenida

Prije pocetka same sinteze potrebno je optimizirati temperaturu reakcijske smjese, odnosno vodene
kupelji. Magnetnu mijesalicu nuzno je podesiti tako da temperatura vode u kupelji ostane 70 °C
tijekom dva sata, koliko traje reakcija. Otapalo u kojem se reakcija odvija je dimetilformamid
(DMF), a reagiraju 1,1 mol natrijeva hidrida (NaH) i 1 mol selena (Se). S obzirom da su prilikom
sinteze P sa¢uvane dvije frakcije sli¢nih spektara, natrijev diselenid sintetiziran je u dvije tikvice.

1) DMF, 70 °C, 2h
Se + 1,1 NaH ® : - = RSeR + RSeSeR * RSeSeSeR

(ii) RX, 20 °C, 1h

Slika 15. Sinteza natrijeva diselenida i prikaz moguc¢ih produkata u reakciji natrijeva diselenida i

prekursora

28



U tikvicu 1 dodano je 9 mL DMF-a, 19,34 mg Se i 10,78 mg NaH. U tikvicu 2 dodano je 9 mL
DMF-a, 10,3 mg Se i 5,76 mg NaH. lako se tikvice zagrijavaju tijekom dva sata, do refluksa ne

dolazi s obzirom da je temperatura zagrijavanja 70 °C, a vreliste DMF-a je pri 153 °C.

3.4. Supstitucija — sinteza senzora koji sadrzi Se
Nakon sinteze natrijeva diselenida, tikvice se hlade na sobnu temperaturu i u svaku od njih se
dodaje frakcija P1 u odgovarajuc¢im koli¢inama (NaH/P1 u omjeru 1:1). U tikvicu 1 dodaje se 10,78

mg, a u tikvicu 2 5,76 mg. Reakcijsku smjesu potrebno je mijeSati na sobnoj temperaturi tijekom

1h. U kona¢nici su dobiveni Se-P1 (produkt 1) i Se-P> (produkt 2).

o AN
o O

Slika 16. Pretpostavljena reakcija sinteze senzora koji sadrzi Se

3.5. Sinteza senzora koji sadrzi azidnu skupinu

U tikvici je otopljeno 0,1899 g natrijevog azida (NaNs, 2,922 x10* mol) i 0,107g P1 (2,922 x107
mol). Kao otapalo koriSten je DMF. Smjesu je potrebno mijesati tijekom 6 sati pri 80 °C. Nakon
zavrSetka reakcije, otopinu je potrebno ohladiti na sobnu temperaturu te razrijediti s vodom i
provesti ekstrakciju s etil-acetatom, kako bi se olakSalo Uparavanje otapala, zbog visokog vrelista
DMF-a.

29



0

/\/O\/\ /\/OH
N o] + Na——N—N——=N

fe) 0]
/\/0\/\ /\/OH
DMF - N o
refluks, 80°C, 6h
N=—N——=N
0]

Slika 17. Pretpostavljena kemijska reakcija sinteze senzora koji sadrzi azidnu skupinu
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4. Rezultati i rasprava
4.1. Rezultati FT-IR spektroskopije P1

Infracrveni spektar uzoraka 1 i 2 snimljen je na praskastim uzorcima prekristaliziranim iz
diklormetana i DMF-a.

U spektru uzorka 2 moze se uociti pojava istezanja karakteristiénog za aril-bromide pri 1000-1100
cm™, kod uzorka 1 ti pikovi nisu izrazeni. Pri 1660 i 1700 cm™ uocavaju se dva pika karakteristi¢na
za istezanje dviju C=0 anhidridnih skupina. Pik karakteristi¢an za istezanje slobodne -OH skupine
moguce je uoditi na oba spektra pri 3500 cm™. S obzirom da kod uzorka 1 izostaje vrpca
karakteristi¢na za aril-bromide, postoji mogucnost da se prilikom sinteze u navedenom uzorku 2-
[2-(2-aminoetoksi)etoksi]etanol vezao umjesto broma, zbog pregrubih reakcijskih uvjeta ili
prisutnosti vode iz zraka u sustavu (Slika 18).
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—— Uzorak 1
140 Uzorak 2

120
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40
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Slika 18. FT-IR spektar oba prikupljena uzorka prekursora Py
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S obzirom da je upravo brom odgovoran za priguSenje fluorescencije kod P1, to bi znacilo da ¢e
uzorak 1 fluorescirati jer brom nije prisutan u molekuli (Slika 19). 1z tog razloga, oba su uzorka
otopljena u maloj kolic¢ini octene kiseline u etanolu, nakon ¢ega su promatrani pod UV lampom.
Uzorak 1 je fluorescirao, a uzorak 2 nije, medutim treba uzeti u obzir i nepotpuno otapanje uzorka
2. Isto tako, treba uzeti u obzir i moguée zaostajanje otapala u uzorku (pikovi pri 3000 cm™ i 1000
cm™ kod uzorka 2, odgovaraju metanolu kojim je uzorak ispran s kolone prilikom progiéavanja).
Isto tako, pikovi pri 1250 cm™i pri 760 cm™ kod uzorka 2 odgovaraju diklormetanu, koji je takoder

koriSten prilikom procis¢avanja na koloni.

Slika 19. Pretpostavljena struktura uzorka 1 ukoliko je doslo do supstitucije broma

4.2. Rezultati FT-IR spektroskopije Se-P:1

Infracrveni spektar Se-P1 uzorka, snimljen je nakon njegove kristalizacije i susenja (Slika 20). U
spektru je moguce uociti dva pika koji predstavljaju istezanje O-H veze slobodnih hidroksilnih
skupina pri 3500-3600 cm™. Pikovi od 1600 do 1750 cm™ pripisuju se istezanju C=0 veza amida,
a pikovi od 1080 do 1125 cm™ pripisuju se istezanju C-O veza eterskih skupina, ali postoji
mogucnost da se radi i o C-Br istezanju aril-bromida, ukoliko se reakcija nije uspjesno odvila.
Takoder, pri 2800 cm™, 1700 cm™, 1400 cm™ i 550 cm™ mogudée je uogiti pikove koji odgovaraju
pikovima DMF-a koji je koristen kao otapalo prilikom sinteze. Ukoliko se usporede spekitri
prekursora (P1) i produkta Se-P1 (Slika 21), moguée je uociti njihovu veliku sli¢nost, odnosno
poklapanje vec¢ine pikova. Medutim, treba uzeti u obzir i moguénost zaostajanja otapala u oba
uzorka. Veliku razliku moguée je uociti kod pikova od 1080 cm™ do 1125 cm™, pa postoji
mogucnost da se kod P1 radi o C-Br istezanju aril-bromida, a kod Se-P: o istezanju C-O veza

eterskih skupina.
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Slika 20. FT-IR spektar uzorka Se-P1
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Slika 21. Usporedba FT-IR spektara prekursora (P1) i produkta (Se-P1)
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4.3. FT-IR spektar Se-P;
4.3.1. Etil-acetatna faza

S obzirom da je produkt ekstrahiran iz vode i etil-acetata, obje faze su analizirane FT-IR
spektroskopijom. Na Slici 22 prikazan je FT-IR spektar etil-acetatne faze Se-P.. Pikovi pri 3700
cm! predstavljaju istezanje O-H veze slobodnih hidroksilnih skupina. Pikovi od 1500 do 1700 cm”
! mogu se pripisati istezanjima C=0 veza amida, dok se pikovi pri 1125 cm pripisuju istezanju
C-O veza alifatskih etera. Znacajni pikovi od 2900 do 3000 cm™ mogu se pripisati moguéem

zaostatku otapala (etil-acetata) u uzorku.
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Slika 22. FT-IR spektar uzorka etil-acetatne faze Se-P»

Iz usporedbe spektara etil-acetatne faze Se-P- i prekursora (P1) na Slici 24, vidljivo je da su spektri
vrlo sli¢ni, §to je bio slucaj i kod Se-P1. Medutim, dolazi do potpunog poklapanja pikova od 1000
cm™? do 1125 cm, $to moze ukazivati na to da se radi o istezanju C-Br veze aril-bromida, te da

Se-P2 nije traZeni produkt.
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Slika 23. Od&ekivana struktura Se-P» iz etil-acetatne faze
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Slika 24. Usporedba FT-IR spektara etil-acetatne faze Se-P> i prekursora (P1)

4.3.2. Vodena faza

Osim etil-acetatne, analiziran je i FT-IR spektar vodene faze Se-P», prikazan na Slici 25.
Najznacajniji pikovi u spektru su oni koji pokazuju prisutnost zaostale vode u uzorku, Siroki pik
od 3150 do 3500 cm™ te pik pri 1650 cm™, koji predstavljaju simetri¢no i asimetri¢no istezanje O-
H veza. Prisutnost vode oteZava raspoznavanje ostalih pikova, medutim moguce je uociti pik pri
1125 cm koji predstavlja istezanje C-O veza alifatskih eterskih skupina. Usporedbom spektara

vodene faze, etil-acetatne faze i P1 (Slika 26), vidljivo je veliko poklapanje P; i etil-acetatne faze,
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dok se pikovi spektra vodene faze razlikuju. Ipak, u obzir treba uzeti da je zbog prisutnosti vode u

uzorku nemoguce to¢no interpretirati sve pikove.
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Slika 25. FT-IR spektar vodene faze Se-P>
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Slika 26. Usporedba FT-IR spektara vodene i etil-acetatne faze Se-P> i prekursora (P1)
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4.4. FT-IR spektar P;-NaNs

Nakon ekstrakcije i uparavanja otapala, snimljen je FT-IR spektar P1-NaNz. Jaka vrpca pri 2160
cm™ predstavlja istezanje N=N=N azidnih veza. Pri 1125 cm™ nalazi se vrpca koja predstavlja

istezanje C-O veza alifatskih eterskih skupina.
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Slika 27. FT-IR spektar P1-NaN3

Usporedbom spektara P1-NaNs i P1 (Slika 28), vidljivo je da se radi o dva razlicita spoja.
Najznacajnije razlike predstavljaju pikovi pri 2160 cm™ (istezanje N=N=N azidnih veza, koje
izostaje kod P1), te od 1000 do 1100 cm™? (predstavljaju istezanje C-Br veze kod aril-bromida, a

pik je manji i drugaciji kod P1-NaN3, $to moze ukazivati na to da je dobiven pretpostavljeni spoj).
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Slika 28. Usporedba FT-IR spektara P1-NaNs i P1

4.5. Analiza spektara dobivenih fluorescentnom spektroskopijom Se-P1

Na Slici 30 prikazana je promjena intenziteta fluorescencije kao posljedica dodatka malenih
koncentracija hipoklori¢ne kiseline (HCIO, oksidans) uzorku osjetila Se-P1. HCIO je dodavana u
intervalima od 5 ppm.

| :/\/°\/\o/v°“
<)

Slika 29. Pretpostavljena struktura oksidiranog oblika Se-P1
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Kao sto je vidljivo iz grafickog prikaza, maksimum se nalazi pri 600 nm, a intenzitet fluorescencije
se smanjuje s povecanjem koncentracije HClO. Nakon §to je dodano 20 ppm HCIO, intenzitet

fluorescencije se viSe ne smanjuje, §to znaci da je uzorak Se-P1 potpuno oksidiran (Slika 29).

6000000 - HCIO - 5 ppm
—— HCIO - 10 ppm
| —— HCIO - 15 ppm
— HCIO - 20 ppm (potpuno oksidiran)

Intenzitet fluorescencije

4000000 -

T T T
500 600 700

Valna duljina (nm)

Slika 30. Graficki prikaz promjene intenziteta fluorescencije Se-P1, kao posljedice oksidacije

hipokloricnom kiselinom (HCIO)

Nakon §to je uzorak potpuno oksidiran, dodaje mu se H»S, kako bi se reducirao. HaS je takoder
dodavan u malim intervalima od 5 ppm, prilikom cega je pradena promjena intenziteta
fluorescencije, prikazana na Slici 31. Moguce je uociti povecanje intenziteta fluorescencije s
poveéanjem koncentracije dodanog H>S, sve do 40 ppm, kad je uzorak Se-P1 potpuno reduciran.
Vazno je uociti 1 Sirinu pika potpuno reduciranog uzorka (Slika 31, zelena linija), koji ukazuje na
¢injenicu da dobiveni uzorak nije potpuno Cist, nego da se radi o smjesi produkata. Medutim, samo

jedan od njih radi kao reverzibilan senzor.
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Slika 31. Graficki prikaz promjene intenziteta fluorescencije oksidiranog oblika Se-P1 kao

posljedice redukcije sumporovodikom (H2S)
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Slika 32. Usporedba intenziteta fluorescencije potpuno oksidiranog i potpuno reduciranog oblika
Se-P1
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Na Slici 32 prikazana je usporedba intenziteta fluorescencije potpuno oksidiranog i potpuno
reduciranog oblika Se-P;. Na navedenom prikazu isti¢e se razlika u intenzitetu fluorescencije

oksidiranog i reduciranog oblika.
4.6. Analiza spektara dobivenih fluorescentnom spektroskopijom Se-P2
Na Slici 33 nalazi se graficki prikaz promjene intenziteta fluorescencije uzorka Se-P2 prilikom

dodatka H>S. Iz navedenog prikaza je vidljivo kako se radi o smjesi razli¢itih spojeva, Cija se

fluorescencija ne mijenja dovoljno znacajno, stoga ne rade kao o¢ekivani senzor.
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Slika 33. Graficki prikaz promjene intenziteta fluorescencije Se-P2 prilikom dodatka malih

koncentracija H2S (po 5 ppm)
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4.7.  Analiza spektara dobivenih fluorescentnom spektroskopijom Pi-NaN3

Na Slici 34 nalazi se graficki prikaz promjene intenziteta fluorescencije P1-NaNz prilikom dodatka
H>S u malim koncentracijama (po 5 ppm). Iz navedenog prikaza vidljivo je da dodatkom
sumporovodika ne dolazi do promjene intenziteta fluorescencije, koja bi bila dovoljno znacajna
kako bi spoj imao funkciju senzora. Isto tako, iz Sirokog pika vidljivo je da se ne radi o ¢istom

spoju, nego o smjesi razlicitih produkata.

Na Slici 35 prikazana je promjena intenziteta fluorescencije P1-NaNs prilikom promjene pH
vodene otopine spoja, iz koje je vidljivo da intenzitet fluorescencije raste s poveéanjem pH
vrijednosti s 1 na 7, te se ponovno smanjuje s njenim porastom na 10, iz ¢ega je vidljivo da je

dobiven reverzibilan pH senzor, koji funkcionira u podruéju pH vrijednosti bliskom fizioloSkom.
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Slika 34. Graficki prikaz promjene intenziteta fluorescencije P1-NaNs prilikom dodatka malih
koncentracija H2S (po 5 ppm)
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Slika 35. Grafic¢ki prikaz promjene intenziteta fluorescencije P1-NaNs prilikom promjene pH
otopine



4.8. Rasprava

Sintezama opisanim u 3. poglavlju (Eksperimentalni dio) dobiveno je nekoliko produkata koji su
potom analizirani. Za svaki od njih provedeno je nekoliko kvalitativnih analiza te su potom ispitani

FT-IR spektroskopijom i fluorescentnom spektroskopijom.

Pl
|
| |
Uzorak 1 Uzorak 2
1 Se'Pl Se'P2
Etil-acetatna
— P,-NaN, — faza
— \/odena faza

Slika 36. Shema svih produkata dobivenih sintezama

Nakon $to je prekursor (P1) prilikom prociS¢avanja podijeljen na dva uzorka, s oba je provedena
sinteza senzora koji sadrzi selen, te su dobiveni Se-P1 i Se-P». Isto tako, s uzorkom 1 provedena je
1 sinteza senzora koji sadrzi azidnu skupinu. Se-P1 i Se-P2 proc¢is¢eni su razli¢itim metodama, Se-

P1 prekristalizacijom, a Se-P> ekstrakcijom, zbog ¢ega su dobivene dvije faze.

Prilikom kvalitativne analize dobivenih produkata, u epruvetama su pripremljene po tri vodene
otopine svakog dobivenog produkta, u koje su potom dodani HClkonc), H2Sg) i HCIO(ag). Nakon
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toga, sve otopine su promatrane pod UV lampom. Rezultati kvalitativne analize prikazani su na
Slici 37.

Slika 37. Kvalitativna analiza fluorescencije dobivenih produkata (s lijeva na desno: Se-P; (etil-

acetatna faza), Se-P1, P1-NaNs)

Se-P; je kvalitativno pokazao da funkcionira kao senzor za H»S, a ne pH senzor (epruveta s HCI
ne fluorescira). Se-P2 pokazuje svojstva smjese razli¢itih produkata, s obzirom da su sve tri otopine
fluorescirale bijelo, a s obzirom da je P1-NaNs3 fluorescirao i u otopini s HCI, postoji moguénost

da radi kao pH senzor, a ne senzor za H»S.

Nakon kvalitativne analize, snimljeni su FT-IR spektri kristaliziranih produkata, iz kojih je
moguce utvrditi prisutnost nekih funkcionalnih skupina, ali ne sa sigurnos¢u zbog zaostajanja
otapalau uzorcima (narocito DMF). U skladu s kvalitativno dobivenim podacima, rezultati analize
FT-IR spektara takoder potvrduju da je Se-P1 ciljani spoj. Najvazniji dokaz nalazi se na Slici 21,
gdje je FT-IR spektar Se-P1 usporeden sa spektrom P;. Vidljiva je promjena u podrucju od 1080
cm™ do 1125 cm™, §to moze znaéiti da je brom iz prekursora uistinu supstituiran selenidom. S
obzirom da je Se-P> podijeljen u dvije faze, obje su analizirane FT-IR spektroskopijom. Etil-
acetatna faza pokazala je potpuno poklapanje sa spektrom P1, §to ukazuje na to da se ne radi o
o¢ekivanom produktu, dok je spektar vodene faze nemoguce precizno analizirati zbog zaostajanja

vode u uzorku, ¢iji pikovi dominiraju spektrom. FT-IR spektar P1-NaNsz pokazuje znacajne razlike
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u odnosu na spektar P1, a najvaznija je prisutnost jakog pika pri 2160 cm™, koji predstavlja

istezanje azidnih veza, $to ukazuje na to da je najvjerojatnije doSlo do supstitucije broma azidom.

Dobiveni produkti analizirani su i fluorescentnom spektroskopijom, kako bi se utvrdilo
funkcioniraju li zbilja kao fluorescentni senzori za HS. Prilikom analize Se-P1 pokazano je da se
intenzitet fluorescencije otopine smanjuje prilikom dodatka HCIO, odnosno oksidacije uzorka, sve
dok on nije u potpunosti oksidiran (Slika 30). Nakon toga, dodavanjem sumporovodika u malim
koncentracijama (po 5 ppm), pokazano je da intenzitet fluorescencije ponovno raste, sve dok
produkt nije potpuno reduciran. Na taj nacin dokazana je reverzibilnost Se-P1, kao i njegova
funkcionalnost. 1z grafickog prikaza usporedbe intenziteta fluorescencije potpuno oksidiranog i
potpuno reduciranog produkta (Slika 32), vidljivo je da dobiveni produkt nije €ist, nego da se radi
o smjesi razliitih spojeva (Sto pokazuje Siroki pik potpuno reduciranog spoja), medutim samo
jedan od produkata je reverzibilan. Prilikom analize spektara Se-P, pokazano je kako se radi o
smjesi razli¢itih spojeva, ¢ija se fluorescencija ne mijenja dovoljno znacajno, stoga ne rade kao
ocekivani senzor. Isti slucaj zabiljezen je prilikom analize P;-NaNs, medutim, prilikom dodatka
HCI ovom uzorku, zabiljezene su promjene intenziteta fluorescencije koje pokazuju da radi kao
pH senzor (Slika 35). Intenzitet fluorescencije raste s pove¢anjem pH vrijednosti s 1 na 7, te se
ponovno smanjuje s njenim porastom na 10, iz ¢ega je vidljivo da je dobiven reverzibilan pH

senzor, koji funkcionira u podru¢ju pH vrijednosti bliskom fizioloskom.
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5. Zakljucak

Sumporovodik (H.S) je prvenstveno poznat kao toksin i njegova bioloska uloga Cesto nije
prepoznata, medutim H»S se javlja u organizmima, od bakterija do sisavaca, kao redoks aktivna
signalna molekula, odnosno bioloski glasnik. Njegova koncentracija u organizmima iznosi 10-100
pumol/dm? i povezana je s razli¢itim patoloskim procesima, poput ciroze jetre i Alzheimerove
bolesti. Upravo zbog tako male koncentracije potrebne su novije i osjetljivije metode detekcije.
Problem s odredivanjem H>S u zivim organizmima je brz katabolizam zbog kojeg dolazi do stalne
promjene njegove koncentracije i posljedica toga su neto¢ni rezultati. Kao jedno od rjesenja tih
problema, predlazu se metode bazirane na fluorescenciji. Takve metode se uglavnom temelje na
redukeciji azidne skupine pomoc¢u suporovodika u fluorescentnoj sredini. Kao fluorescentna sredina
uglavnom se koriste fluorofori poput rodamina, fluoresceina i cijanina, a dobrim izborom pokazalo

se 1 koriStenje 1,8-naftalimida.

Primarni cilj ovog rada bio je sintetizirati reverzibilno fluorescentno osjetilo za H.S te
okarakterizirati dobiveni spoj. Pripravljena su tri kona¢na produkta: Se-P1, Se-P> i P1-NaN3, a
njihova karakterizacija provedena je FT-IR spektroskopijom i fluorescentnom spektroskopijom.
Navedenim metodama je utvrdeno kako je sintezom Se-P: dobiveno reverzibilno fluorescentno
osjetilo za H»S, sinteza Se-P> se pokazala neuspjeSnom, a sintezom Pi1-NaNs dobiveno je

reverzibilno pH osjetilo, ali ne i osjetilo za H»S.

lako je sintezom Se-P1 dobiveno reverzibilno osjetilo za H»S, radi se o ne€istom produktu. 1z tog
razloga je potrebno optimizirati i prilagoditi reakcijske uvjete u svrhu veceg iskoriStenja, nastanka

¢iS¢eg produkta te lakSeg odredivanja strukture u daljnjem radu.
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