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POVZETEK

Namen najine raziskovalne naloge je bil preuciti, ali so nanodelci, sintetizirani iz difenolnih
spojin primeren indikatorski sistem za merjenje koncentracije svinéevih (Pb?") ionov v vodnih
raztopinah. Zanimala naju je u€inkovitost sinteze nanodelcev s pomocjo mikrovalovne pecice
ter vpliv razli¢nih pogojev na uspesnost sinteze (razmerja reaktantov, ¢as in mo¢ segrevanja,
vrsta organskega prekurzorja, vpliv tiouree), z namenom, da bi v prihodnje razvili nano senzor
za detekcijo ionov tezkih kovin v nizkih koncentracijah. Rezultati so pokazali, da so
fluorescentni hidrokinonski nanodelci obetaven senzorski sistem, ki ga je potrebno Se

optimizirati in preveriti njegovo okoljsko sprejemljivost.
Stevilo besed: 93

Kljuéne besede: ogljikovi nanodelci, indikatorski sistem, Pb?* ioni

Uporabljene okrajsave:

ND - nanodelci

NMR - nuklearna magnetna resonanca

CNT - carbon nanotubes; ogljikove nanocevke

ONP — ogljikove nano pike
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1 UvOD

Nanomateriali so zelo Sirok pojem, ki po definiciji Evropske komisije pomenijo »inZenirsko
proizvedene delce, v obliki posameznih delcev, agregatov ali aglomeratov, kjer ima vsaj 50 %
delcev eno dimenzijo v velikostnem rangu 1-/00 nm« (Jemec in Drobne, 2016). Pojma
»nanomateriali in nanodelci« se pogosto uporabljata kot sinonima, Ceprav so dejansko

nanodelci le eni izmed vrste tipov nanomaterialov.

»Nano« je nevidni sestavni del naSega okolja. Na eni strani gre za delce, ki se naravno pojavljajo
npr. v zunanjem zraku (prav tako v notranjem) ali pa so posledica antropogenih dejavnosti, saj
gre za nacrtno proizvedene materiale oziroma nanostrukture (nanotehnologijo). Komercialno
dostopni industrijski nanodelci (ND), s katerimi lahko ljudje pridemo v stik, se ve¢inoma
uporabljajo v predelavi hrane, kozmetiki in tekstilu (npr. TiO2, Ag, ZnO, SiO). Danes so v
uporabi tudi ze Stevilne biomedicinske formulacije nanodelcev, ki se uporablja za dostavo
ucinkovin (npr. liposomi) ali kot kontrastna sredstva za nuklearno magnetno resonanco (NMR)
(Pavlin, 2016). Vsak dan je vse ve¢ tudi novih materialov, ki nastanejo z uporabo
nanotehnologije in vsebujejo nanodelce, ker ti izboljSujejo njihove lastnosti (Golja et al., 2016).
Najdemo jih v izdelkih za otroke, zivilih in materialih v stiku z zivili, izdelkih za dom in vrt,
izdelkih za prosti Cas, tekstilu in obutvi, kozmetiki in ¢istilih. Uporabljajo se v gradbenistvu,
avtomobilski industriji, za izbolj$avo sonénih celic in baterij, filtracijo vode, ter v obetavnih
novih zdravilih, implantih ter za diagnostiko razli¢nih bolezni. Nanomateriali prinasajo veliko
koristi, vendar tudi veliko tveganja.! O dolgoro¢nih uéinkih nanodelcev na zdravje ter o
dejanski izpostavljenosti nanodelcem Se ni dovolj informacij, zato sva se pri raziskavi odlocili,
da se bova v celoti izogibali neposrednemu stiku z nanodelci in bova vse reakcije izvajali v

raztopinah ter strogo upostevali pravila varnega laboratorijskega dela.

V raziskavi sva zeleli raziskati podrocje, ki ga je prva odprla medicina, in sicer uporabo
nanodelcev v t.i. »bioimaging«, torej njihovi uporabi kot kontrastna sredstva, ki so lahko v
pomo¢ pri diagnostiki (NMR) ali pa pri preuc¢evanju delovanja zdravilnih u¢inkovin oziroma

njihovi distribuciji v organizem. Pri tem znanstveniki izkoriS¢ajo predvsem eno lastnost ND —

! Tveganje za zdravje je lahko prisotno, saj se netopni biologko obstojni nanodelci v telesu lahko akumulirajo in
povzrocajo oksidativni stres, poskodbe DNK, lipidov celicne membrane, beljakovin in lahko vplivajo na nastanek
razliénih bolezni. Epidemioloske $tudije so pokazale vplive nanodelcev na respiratorni sistem, kardiovaskularni
sistem, zivéni in imunski sistem (Golja et al., 2016). Nekatere Studije so tudi pokazale, da obstaja mozZnost
Skodljivega vpliva na embrionalni razvoj in razvoj diabetesa.



njihovo fluorescenco. Redke spojine v trdnem, tekocem ali plinastem agregatnem stanju imajo
lastnost, da pod vplivom UV-svetlobe ali kratkovalovne vidne svetlobe emitirajo svetlobo.
Nanodelci so lahko takSne strukture in to njihovo lastnost lahko izkoristimo za merjenje njihove
koncentracije ali oceno delovanja nekega redoks sistema. Valovna dolzina svetlobe, ki jo
dologene snovi oddajajo, je dalj$a od valovne dolZine svetlobe s katero vzbujamo molekulo?.
Predvidevali sva, da bi lahko nanodelec pri tem, ko »iS€e« ustreznega prejemnika elektronov,
le-te oddal oksidantu, ki je v raztopini, pri cemer se ta reducira, fluorescenca pa temu ustrezno
zniza (t.i. inducirano gasenje fluorescence). Tak sistem bi lahko deloval tudi kot indikatorski
sistem za ugotavljanje prisotnosti kovinskih ionov. Ker so v slovenskem prostoru zaradi
intenzivnega rudarjenja v preteklosti med najbolj problemati¢nimi svin¢evi ioni, sva idejo Zeleli
preizkusiti na njih. Zato naloga predstavlja prvo fazo v razvoju senzorja za detekcijo tezkih

kovin, ki deluje na osnovi ogljikovih nanodelcev.

1.1 RAZISKOVALNO VPRASANIJE

Ali so nanodelci, sintetizirani iz dihidroksi benzenovih spojin primeren indikatorski sistem za

merjenje koncentracije svinéevih (Pb2*) ionov v vodnih raztopinah?

1.2 HIPOTEZE IN NJIHOVA RAZLAGA

H1: Hidrokinon (1,4-dihidroksi benzen) in resorcinol (1,3-dihidroksi benzen) sta zaradi svoje

simetri¢ne in stabilne strukture primerna substrata za sintezo ogljikovih nanodelcev.

H2: Sinteza nanodelcev s pomoc¢jo mikrovalovne pecice je hitra, ucinkovita, okoljsko

sprejemljiva, cenena in dosegljiva SirSemu krogu potencialnih uporabnikov.

H3: Sinteza nanodelcev s pomocjo mikrovalovne pecice bo zaradi nacina mikrovalov

povzrocala tezave s kontrolo velikosti delcev.

2 Vzrok fluorescence je postopno vracanje vzbujenih elektronov preko veé energetskih nivojev v nizja energetska
stanja. Fluorescirajo¢a snov odda svetlobo druge valovne dolzine takoj po obsevanju, to je v nekaj mikrosekundah.
Ko prenehamo z obsevanjem, fluorescirajoca snov preneha fluorescirati.



H4: Dodatek mocne kisline (konc. H2SQOg), ki deluje kot oksidant, bo povzrogil karbonizacijo
difenolov — hidrokinona (1,4-dihidroksi benzen) in resorcinola (1,3-dihidroksi benzen) — v

material, ki ga bodo mikrovalovi razbili na raven nanodelcev.

H5: Hidrokinonski in rezorcinolski nanodelci bodo fluorescirali. Jakost in stabilnost

fluorescence bo omogocala njihovo uporabo v indikatorske namene.

H6. Nanodelci/nanopike se bodo z dusenjem fluorescence odzvali na prisotnost nizkih
koncentracij Pb?* ionov. Opazna bo korelacija med koncentracijo svinca(Il) in niZanjem

fluorescence.

Ker Zelimo sintetizirati nanodelce le na osnovi ogljikovih spojin, bomo kot medij, v katerem
poteka karbonizacija, uporabili vodo. V literaturi so opisani primeri sinteze s saharozo, kjer je
kot medij uporabljen glikol, vendar je eksitacija (fluorescenca) vidna le v UV delu spektra (320-
380 nm), kar pomeni, da z opremo, ki jo imamo v laboratoriju tega ne moremo izmeriti. Poleg
tega je glikol okoljsko manj sprejemljiv kot voda. Predvidevali smo, da bi uporaba dihidroksi
benzenovih spojin (fenolov), ki imajo v osnovni strukturi ze vezani dve elektron donorski
skupini, povzrodila premik k dalj§im valovnim dolzinam, torej v vidni del (VIS) spektra. Vsak
substituent, ki bi bil dodatno vezan na strukturo osnovne molekule, bi razsiril konjugacijo, kar
pomeni, da bi oceno uspesnosti sinteze in njeno sposobnost fluorescence lahko ocenili ze preko

obarvanosti produkta.

Vemo, da molekula v vzbujenem stanju lahko odda energijo preko neradiacijskih prehodov, kar
zaznamo kot toploto, emisije radiacije (fluorescenca ali fosforescenca) ali preko fotokemicnih
reakcij. Ker zelimo, da bi nasi nanodelci fluorescirali, moramo izbrati kot izhodis¢ne molekule
s ¢im bolj togo strukturo, pri katerih se energija iz vzbujenega stanja ne more porazgubiti s
torzijskimi vibracijami, ampak samo preko fluorescence. To je bil glavni razlog, da smo za
sintezo izbrali 1,4-dihidroksi benzen (hidrokinon) in 1,3 dihidroksi benzen (resorcinol). Obe
spojini sta namrec toksi¢ni. Za hidrokinon velja, da do akutne zastrupitve pri ¢loveku pride pri
odmerku 5,67g/kg. Za rezorcionol je odmerek akutne zastrupitve dolocen pri 3,36 g/kg (za
zajce) (Chemical & Laboratory Equipment, 2013). Tretji polozajni izomer, katehol (1,2 —
dihidroksi benzen) ima Se niZji odmerek akutne zastrupitve, to je 0,8 g/kg, zato smo ga takoj

izlod¢ili iz raziskave.
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V primeru uspesne sinteze hameravamo nanodelce uporabiti za ionsko zaznavo. Obcutljiva in
selektivna detekcija kovinskih ionov je zelo zazelena, tako v okoljskih kot tudi biomedicinskih
merjenjih. Konvencionalne metode imajo omejitve predvsem zaradi visokih stroSkov in
praviloma neprenosljivih aparatur (primer: atomska absorpcijska spektroskopija). Namen te
naloge je razviti senzorski sistem za detekcijo nizkih koncentracij svinca v vodnem mediju, Ki
bo stroskovno ucinkovit, enostaven za uporabo, zanesljiv in natanc¢en. Najvisja dovoljena

koncentracija svinca v vodi je 0,5 mgL™ (Lenntech, 1998 - 2017).

Da sva se odlocili za sintezo ogljikovih nanodelcev (in ne anorganskih ali kovinskih) je veliko
prispevalo tudi dejstvo, da zadnje raziskave kazejo, da se ogljikove nanopike ali ogljikovi
nanodelci lahko uspesno presnovljeni s t.i. C6 gliomskimi celicami in kazejo zelo nizko
toksi¢nost (Zhai s sod., 2012). Kot vidimo na Sliki 1, je pri neposrednem stiku nanodelcev s

celicami moznih ve¢ nacinov odgovorov. Prevladujejo:

e fagocitoza
e pinocitoza

e endocitoza

VSTOP NANODELCEV V CELICO ?

Phagocytosis nano-materials

- . Pinocystosis o
‘ o oe .
Receptor-mediated i, \ o®:/e caveolae &g,
endocytosis | . * -
o . f - clathrin-mediated pits
' "1 '_ . «'// ..
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# comvenics P000rome @) piocsome 32 e Lt
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SLIKA 1. VSTOP NANODELCEV V CELICO (WILEY ONLINE LIBRARY, 1999-2017)
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2 PREGLED LITERATURE

2.1 VRSTE NANONDELCEV

Nanodelce lahko klasificiramo glede na:

v" izvor (biogenski, atmosferski, geogenski in antropogenski),
v homogenost (homogeni ali heterogeni nanodelci),

v" sestavo (kovinski, anorganski, organski, magnetni itd.),

v

dimenzionalnost (oblika in velikost).

Razdelitev glede na dimenzionalnost delcev razdeli delce na tiste, ki so veéji od 100 nm, kamor
uvrs¢amo nanostrukturne materiale, fulerene, ogljikove nanocevke ipd., ter delce, ki so manjsi
od 100 nm (ogljikove nanopike, nanonozice...). Obe klasifikaciji sta medsebojno izklju¢ujoci
in tesno povezani, ¢eprav lahko najdemo izjeme za specificne nanodelce, ki imajo razlicne

dimenzije v obeh klasifikacijah (Marin, 2016).

2.2 SINTEZA OGLJIKOVIH NANODELCEV

Ogljik je edinstven v konfiguraciji, ki jo tvori z drugim ogljikovimi atomi oziroma drugimi
elementi. Razlog ti¢i v nadinu vezave (sp?, sp? in sp hibridizirane spojine); molekule so lahko
razvejane ali nerazvejane, kratke ali dolge ve¢ milijonov ogljikovih atomov. Ogljikova matrica
lahko tvori velike molekule (npr. fulerene), enodimenzionalne strukture (npr. nanocevke), in
vlakna (uporabljajo se za izdelavo sestavljenih materialov). Ker je element prisoten v mnogih
strukturah, ga obravnavamo kot enega najpomembnejSih materialov, tako znanstveno kot tudi
tehnolosko (Schwarz s sod., 2004). Odkritje nanocevk, fulerenov in grafena je revolucioniralo

sodobne raziskave in elektronsko industrijo (Royal Society of Chemistry, 2016).

Sredi 20. stoletja je svet poznal le tri vrste ogljika: diamant, grafit in amorfni ogljik (saje,
premog). V 60-ih letih so v ostankih meteoritov odkrili ogljik s heksagonalno kristalno
strukturo, ki so ga poimenovali heksagonalni diamant. V 80-ih letih so odkrili fulerene, v 90-ih
pa ogljikove nanocevke (Royal Society of Chemistry, 2016).

»Fulereni« je splo$no ime za skupino ogljikovih molekul, ki imajo kletkasto strukturo. Tudi

ogljikove nanocevke imajo tako strukturo, zato jih mnogi pristevajo med fulerene. Vendar pa s
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tem izrazom najveckrat opisujemo ogljik v obliki popolne kroglice s 60 atomi. Ogljik v
krogli¢asti obliki je prvi napovedal E. Osawa leta 1970. Njegov obstoj so dokazali leta 1985,
leta 1996 pa so odkritelji prejeli Nobelovo nagrado. Pogosto mu pravimo tudi
Buckminsterfulleren ali skrajsano buckyball® (Huski¢, 2014). Najprej so odkrili fuleren 60, ki
je kroglica s 60 atomi ogljika, v obliki nogometne Zoge. Atomi so med seboj povezani v obliki
6-kotnikov (20) in 5-kotnikov (12). Sledilo je odkritje fulerena 70, ki ima obliko ragbijske Zoge,
nato pa Se cele vrste drugih fulerenov (C20, C26, C76, C84, Cs570) (Huski¢, 2014).

V zacetku 21. stoletja so postale zanimive ogljikove nanocevke (CNT — carbon nanotubes).
Obstoj CNT sta ze leta 1952 objavila ruska raziskovalca L. V. Radushkevich in V. M.
Lukyanovich. Ker je bil ¢lanek objavljen v ruski reviji, je to $irsi javnosti ostalo neznano. Leta
1987 je Tennent celo patentiral nacin izdelave nanocevk. Vendar velja za izumitelja CNT
japonski raziskovalec Sumio lijima, kajti Sele njegova predstavitev je nanocevke postavila na
svetovni zemljevid (Huski¢, 2014). Ogljikove nanocevke so takoj vzbudile Siroko paleto
napovedi glede njihove uporabe, saj so kazale odli¢ne natezne trdnosti ter elektri¢ne, mehanske
in toplotne lastnostmi. Raziskave so posrkale ogromna finan¢na sredstva in pritegnil na tisoce
znanstvenikov.* Nobelov nagrajenec dr. Richard E. Smalley je napovedal, da bo proizvodnja
ogljikovih nanocevk do leta 2007 §la v milijone ton, kar se ni uresni€ilo. Zaradi specificne
nitkaste oblike nanocevk so se kmalu pojavila tudi ugibanja o morebitni toksicnosti in rezultati

prvih testiranj niso bili spodbudni (Remskar, 2009).

Sprva so zelo velik pomen pripisovali velikosti nanodelcev (ND). Predvidevali so, da imajo
majhni delci vecji (negativen) ucinek kot vecji delci. Vendar so Stevilne Studije pokazale, da
povezava med uc¢inkom in velikostjo ni tako enoznacna. Velikost delcev namre¢ vpliva tudi na

njihove druge lastnosti, kot so npr. raztapljanje in vedenje v okolju (Jemec in Drobne, 2016).

3 To ime je dobil po arhitektu R. Buckminster Fullerju, ki je znan po kupolah podobne strukture (geodezi¢ne
strukture).

4 Ameriski predsednik Clinton je leta 2000 odobril ustanovitev Nacionalne nanotehnoloske iniciative z glavnim
poudarkom na razvoju materialov, ki bi bili 10-krat moénejsi kot jeklo, toda bistveno lazji, in iz katerih bi se dalo
narediti razli¢na vozila, tako kopenska, zra¢na, pomorska in celo vesoljska, z nizZjo maso in ve¢jo ucinkovitostjo
porabe goriv.
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2.2.1 SINTEZA OGLIJIKOVIH NANO PIK

Ogljikove nano pike lahko sintetiziramo na razli¢ne nacine (Marin, 2016):

1. z »od spodaj navzgor« (bottom-up) metodo, pri kateri uporabljamo kot molekularni prekurzor

glicerin, etilen glikol, (mikrokristalini¢no) celulozo;

2. Z »od zgoraj navzdol« (top-down) metodo, Kjer kot vir ogljika uporabljamo ogljikove

nanocevke in fulerene.

Glycerin MWCNTs
Ethylene glycol SWCNTs
Cellulose microcrystalline Fullerene (Cg)
PMA

Bottom-up tum) dots

SLIKA 2: SINTEZA OGLJIKOVIH KVANTNIH PIK Z BOTTOM-UP IN TOP-DOWN
METODOLOGIJAMI (MARIN, 2016)

Ogljikove kvantne pike so druga vrsta nano pik, ki temeljijo na ogljiku in kazejo prostorsko
konfiguracijo in kristalini¢no strukturo, podobno kot grafit (sp? ogljik). Ko sintetiziramo
ogljikove kvantne pike po metodi top-down, se v nekaterih primerih zgodi, da po sintezi dobimo
nanopike z nizko fotoluminiscenco, zato sta potrebni pasivacija ali funkcionalizacija, da se
spodbudijo njihove fluorescencne znadilnosti. Pri pasivaciji je pomembno, da aktiviramo oz.
povecamo fotoluminiscenco ONP, na nacin da dezaktiviramo necistoce in povrsinske defekte.
Ciscenje nanodelcev poteka preko filtriranja, centrifugiranja, dialize, kolonske kromatografije
in gelske elektroforeze. S funkcionalizacijo lahko nanodelce obdamo z elektronsko bogatimi
skupinami ali ovojem (preko tvorbe kovalentnih vezi, koordiantivne vezi, n- w interakcij ali sol-
gel tehnologije) (Dong et al., 2012). Pri bottom-up metodi je pomembno, da izberemo metodo,
ki omogoca razbitje velikih molekulskih struktur na manjse in ¢im bolj uspesno deaktiviramo

vse necistoCe. Najvec sta v uporabi piroliza in karbonizacija.
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SLIKA 3. SHEMTASKI PRIKAZ FUNKCIONALIZACIJE OGLJIKOVIH NANOPIK (ROYAL
SOCIETY OF CHEMISTRY, 2013)

V obeh primerih je pomembno, da kontroliramo velikost delcev. V ta namen so razvili t. i.

nanoreaktorje, v katerih tece sinteza nanodelcev preko treh stopenj (Cayuela et al., 2016):

1. absorpcije organskega prekurzorja v nanoreaktor (preko kapilarnega efekta),
2. sledi piroliza in karbonizacija organskega prekurzorja in

3. spiranje nanodelcev iz nanoreaktorja.

Nanoreactor ® — Precursor * — Quantum dot

SLIKA 4. SHEMATSKI PRIKAZ PRIPRAVE OGLJIKOVIH NANOPIK PREKO PIROLIZE
ORGANSKEGA PREKURZORJA V NANOREAKTORJU (ROYAL SOCIETY OF CHEMISTRY,
2012)
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2.3 KARAKTERIZACIJA NANODELCEV

Ce zelimo vedeti, kakSne lastnosti imajo doloc¢eni nanodelci, moramo poznati nekaj znacilnosti,

ki te lastnosti dolo¢ajo. To so: njihova velikost, oblika, kemijska sestava, razmerje med

povrsino in prostornino itd. V ta namen se uporabljajo razli¢ne metode, saj ene metode, s katero

bi pridobili informacije o vseh nastetih lastnostih delcev, ni. Pogosto se posamezne metode tudi

zdruzujejo. Zbir metod z zapisom njihovih prednosti ter pomanjkljivosti je zbran v Preglednici
1 (Monteiro-Riviere, 2007):

PREGLEDNICA 1: PREDNOSTI IN SLABOSTI METOD, S KATERIMI OPISEMO NANODELCE
(MONTEIRO-RIVIERE, 2007)

Metoda

Prednosti

| Slabosti

Velikost delcev in porazdeliter po velikosti

DLS
{Drynamic light scantering)

Dinamiéno razprievanje svetlobe

Meri  wvelikost  in porazdelitev  po
velikost, Razpon locljivosti od 0.6nm
6000nm.

Teika interpretacija podatkov  zaradi razpriencst
veorca. Ni podatkoy o tipu obliki in kemijski sestavi
delca. Meritev je lahko odvisna od velikosti in
konceniracije.

AFM
{Aromic Force Microscope)
Mikroskop na atomsko silo

Doloén obliko in velikost delca.

Ne da kemijske sestave. Delec mora biti nanefen na
dolo¢eno povriino.

TEM
(Transmition Electron Miscrope)
Transmisijski elektronski mikroskop

Direkino slikanje velikost in oblike. 5
primemimi  detekiorji lahko  poda
informacijo o kemijski sestavi.

Zahteva osufen veorec, ki lahko agregira, zaradi Cesar
se lahko pojavijo drogadni vieorc, kot je Zeleno.

DMA
(Differentiall Mobility Analyzer)
Diferencialni analizator mobilnost

Meri delce v plinski fazi. Enostavno in
proceni.

Zahteva nizko koncentracijo deleev (< 10% fm?*). Ne
podaja informacije o strukiun in kemijski sestavi.

Oblika
TEM Opis zgomj Oipis zporaj
AFM Oipis zgoraj Oipis zporaj
TEM z EDS Poda informacijo o kemijski sestavi na | Zgolj delno kvantitativoa metoda v vedini primerov.
(Trunsmition  Electron  Microscope | dolotenem delu na delcu.
with  Energy  Dispersive X-Ray
Detection)

ICP-MS ali AES

(Inductivelly coupled Plasma - Mass
Spectrometer).

Masm  spekirometer na
sklopljeno plazmo

induktivaoe

Podda kemijsko sestavo za delec.

Mer masivoe delce in ne poda informacije o strukiur.
Metoda je uniéi vaorec.

XPS
X-Ray Pholoelectron spectroscopy

Poda povefinsko kemijsko sestavo in
oksidacijsko stanje.

Metoda v vakuumu in obicajno delno kvantitativna.
MNe poda informacije o obliki in velikosti.

XRD
(X-Ray Diffraction}

Doloé kristalno fazo. Indirekine lahko
meri velikost knstala v delcu.

Mizka obcutljivost. Prekrivajodi se vrhovi v zapletenih
veorcih olefujejo prepognavanje.

Povriinski naboj

Electropforetic mobility
Elektroforetiéna mobilaost

Omogoda izratun povriinskega (zeta)
prenciala.

Vrednost zeta potenciala je odvisna od modela
uporabljensga za pretvorbo EM v zeta potencial. MNi
informacije o velikost, obliki in kemijski sestavi.

Specificna povriing

N,-BET

Preprosta meritev, ki poda specificno
poveiing, do katere lahko pride Ny

Mi informacije o velikosi, obliki in kemijski sestavi.
Zahteva osufen veorec in mogoce ni reprezentalivna v

vodi ali bioledkih sistemih.

Opti¢na karakterizacija temelji na dejstvu, da so ONP razvrs¢ene po njihovi fluorescenci

(emisija svetlobe, ki jo oddaja snov, ki absorbira svetlobo ali drugo elektromagnetno radiacijo).
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Vecina ONP absorbira radiacijo v UV delu spektra, vendar pa oddaja svetlobo v vidnem spektru
(okoli 370 — 390 nm, odvisno od vrste ogljikovih pik). Zivljenjska doba teh nanodelcev variira
med 3 in 4 ns. Poleg tega pri ve¢ini ONP velja, da je emisija fluorescence odvisna od valovne

dolzine vzbujanja (Marin, 2016).

Znacilnosti povrsine nanodelcev in nano pik lahko preverimo z IR spektroskopijo, s katero
lahko z infrardec¢im delom elektromagnetnega spektra identificiramo razlicne funkcionalne
skupine na povrsini nano pik. Vecina spektrov ogljikovih kvantnih in nano pik kazejo mocan
vrh okoli 1500 cm™ in 1700 cm™ (vibriranje C=C in C=0), druge znacilnosti pa so specifi¢ne
za posamezne skupine ogljikovih pik (Marin, 2016).

Povprecna velikost razli¢nih ogljikovih pik je lahko izra¢unana z metodami, kot so TEM?®, AFM
ali DLS. Pri ogljikovih kvantnih pikah tezko razberemo znalilnosti ogljika zaradi slabega
kontrasta, povprecna velikost za vse ogljikove kvantne pike pa je 3 nm. Ogljikove nano pike

kazejo na sferi¢no obliko s povprecno velikostjo 4,7 nm (Marin, 2016).

2.3.1 TEM - TRANSMISIJISKA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA IN (SEM) —
VRSTICNA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA

Pri vrstiénem elektronskem mikroskopu (ang. Scanning electron microscope - SEM) mora biti
vzorec pri zelo nizkem tlaku, njegova povrSina mora biti prevodna, vzorec pa mora biti tudi
odporen proti lokalnemu segrevanju. Na vzorec poSljemo ozek curek elektronov, ki so
pospeseni z visoko napetostjo (500 — 40000 V). Na povrsini pride do razli¢nih interakcij z

elektroni. Analiza teh povratnih informacij omogoca locljivost tudi do 1 nm (SEM) (Pluscec,
2015).

Transmisijski elektronski mikroskop — TEM (ang. Transmission electron microscope) deluje
na principu opazovanja elektronov, ki jih vzorec prepusti. Snop elektronov prek sistema le¢
posljemo na vzorec. Del elektronov delec prepusti. Prepuscene elektrone se prek le¢ usmeri na
povrsino, kjer nastane slika (locljivost pod 0,1 nm). STEM je mikroskop, ki lahko zdruzuje
SEM in TEM (Luther, 2004).

> Metode so opisane v Preglednici 1.
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2.3.2 XRD (X-RAY DIFFRACTION) ALI METODA ODKLONA X ZARKOV

XRD (ang. X-Ray Diffraction) ali metoda odklona X Zarkov temelji na uporabi Braggovega
zakona, ki povezuje razdalje med mreznimi ravninami atomov d in kotom @ glede na ravnino,
pod Kkaterim sipana rentgenska svetloba z valovno dolzino A interferira na zaslonu (Luther,
2004).

nd = 2dsinf.

2.3.3 UV-VIS ANALIZA

UV-VIS analiza oziroma ultravijoli¢na spektroskopija je metoda absorpcijske/reflektivne
spektroskopije v ultravijolicnem in vidnem spektru svetlobe. Absorpcija v vidnem spektru
svetlobe vpliva na barvo raztopine, ki jo preverjamo. Velja, da vidimo predmet v
komplementarni barvi absorbirane svetlobe (po barvnem krogu komplementarnih barv). Merilo
za intenzivnost absorpcije v vidnem in ultravijoli¢nem delu spektra je najveckrat absorbanca
(Savec, 2008). Absorpcijo svetlobe skozi neprozorno snov/raztopino opisuje Beer-Lambertov
zakon. V enacbah so lo vpadni svetlobni tok, | prepusceni svetlobni tok, ¢ koncentracija snovi,
| dolzina opti¢ne poti zarka vzorca, faktor ¢ pa imenujemo molski absorpcijski koeficient in je
znacilen za preiskovano snov.

A= —log(i) =celc
Iy

2.4 MERJENJE FLUORESCENCE

Merjenje fluorescence je 1000-krat do 10000-krat bolj ob¢utljivo od absorbimetri¢nih metod,
saj merimo emitirano svetlobo to¢no dolocene valove dolzine, ki jo izoliramo iz spektra
fluorescirajoCe svetlobe. Tudi pri fluorimetri¢nih analizah lahko razvijemo enacbo, ki kaze
razmerje med fluorescenco in koncentracijo snovi, vendar na fluorescenco vpliva toliko
faktorjev, da je bolje odcitati rezultate iz umeritvene krivulje. V primeru zelo razred¢enih
raztopin, ki imajo vrednost absorbance pod 0,05, je odnos med fluorescenco in koncentracijo

linearen. Takrat velja enacba (Pivk, 2011):
F=K=xc

kjer so: F fluorescenca, c koncentracijain K korelacijski faktor.
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Ce spremljamo fluorescenco ND oz. njen dele, lahko dobimo informacijo o uginkovitosti
fotokemic¢nih reakcij in o toplotnih izgubah (Taiz in Zeiger, 1998). Za reakcijske centre, ki
lahko absorbirajo energijo, pravimo, da so odprti. Fluorescentni signal tak$nih centrov
imenujemo osnovna fluorescenca (tudi minimalna fluorescenca) in jo ozna¢imo jo z Fo. Ko
osvetlimo preucevano strukturo, se reakcijski centri zaprejo. Tako opazimo v manj kot 1 s po
osvetlitvi moc¢no povecanje fluorescence in povecan fluorescentni signal imenujemo
maksimalna fluorescenca in jo oznacujemo jo s Fm. Razliko med Fr, in Fo imenujemo variabilna
fluorescenca (Fv). Fv nam daje informacijo o obsegu redukcije kinonov. Razmerje Fv/Fm je
merilo potencialne oz. maksimalne fotokemic¢ne ucinkovitosti. Polovi¢ni ¢as (ti2), Ki je
potreben za porast signala od Fo do Fm, nam oznacuje, koliko prejemnikov elektrona je na voljo
v elektronski verigi (bazen kinonov). Krajsi je tiy2, manj je teh prejemnikov. Po tem, ko
fluorescenca doseze maksimalno vrednost, se za¢ne s ¢asom zmanj$evati. Govorimo o dusenju
fluorescence, ki ga pojasnjujemo z odvajanjem elektronov zaradi fotokemicnega duSenja in

oddajanja energije v obliki toplote (nefotokemi¢no dusenje) (Deng, 2013).

2.5 OGLJIKOVE NANO PIKE KOT SENZORSKI SISTEMI

Razvoj nizkocenovnih fotoluminiscen¢nih nanomaterialov v zadnjih desetletjih eksponentno
raste. Od odkritja ogljikovih nano pik (s tehniko ¢is¢enja ogljikovih nanocevk) leta 2004 so ti
materiali v znanstvenikih prebudili zanimanje. Glavni krivec je fotoluminiscen¢na sposobnost.

Najvisjo luminiscenco imajo najmanjse ogljikove nanopike (Marin, 2016).

Nekaj analiti¢nih aplikacij za karbonizirane nanomateriale je v literaturi Ze opisanih. Avtorji so
se osredoto¢ali na razvoj aplikacij za detekcijo Hg(ll), joda, POs*, DNA, Cu?*, glukoze, nitritov
(Wang, 2014) in izkori$¢anje zmoznosti ogljikovih pik, da donirajo oz. sprejmejo elektrone v

vodnih raztopinah (Marin, 2016).
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SLIKA 5. SHEMATSKI PRIKAZ DETEKCIJE FOSFATOV (PI) S FLUORESCENCNIM
DETEKTORJEM, KI IMA VGRAJENE EU®*" IONE (ZHAI ET AL., 2012)

Ena od najbolj navdusujocih lastnosti ONP je fluorescenca. Obstaja mocna povezava med
valovno dolzino vzbujane svetlobe in emisijo ter intenziteto oddane svetlobe. Se vedno ni
povsem pojasnjeno, ali gre tukaj samo za kvantni ucinek ali so prisotni Se kak$ni drugi
mehanizmi. Zato je tudi razumevanje pasivizacije OND slabo. Prevladuje mnenje, da je pojav

povezan z uniformno velikostjo delcev in reakcijami, ki se odvijajo na povrsini teh delcev

(Wang, 2014).
a)

b) c)
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SLIKA 6. A) OGLJIKOVI NANODELCI NA DNEVNI SVETLOBI (LEVO ZGORAJ) IN POD UV
LUCJO (DESNO ZGORAIJ) B) UV-VIS SPEKTER NANO DELCEV C) POVEZAVA MED
VELIKOSTJO DELCEV IN NJIHOVO FOTOLUMINISCENCNO AKTIVNOSTJO (WANG, 2014)
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3 OKOLJSKE IN ZDRAVSTVENE TEZAVE S SVINCEVIMI IONI

Ena od najbolj prizadetih lokacij s strani rudarske industrije v Sloveniji je Meziska dolina, kjer
je rudarjenje trajalo kar 329 let (Gluhar, 2015). Potencialno nevarne kovine iz tal in ozracja
prehajajo v rastline, zivali in ljudi. Najvecje tveganje za izpostavljenost so predstavljali prasni
delci (Finzgar in Lestan, 2008).

Svinec spada v skupino Stirih kovin, ki ¢loveskemu telesu najbolj Skodujejo. V telo lahko pride
z vnosom hrane (do 65 %), vode (do 20 %) in iz zraka (do 15 %) (Lenntech, 1998 - 2017).
Sadje, zelenjava, meso, Zitarice, morska hrana, sladkane pijace in vino lahko vsebuje znatno
koli¢ino svinca, prav tako pa tudi cigaretni dim. Do zdaj Se ni bilo odkrito, da bi imel svinec v
Cloveskem telesu kakrsnokoli pozitivno vlogo. Nasprotno: zavira biosintezo hemoglobina,
povzro¢a anemijo, zvisuje krvi tlak, Skoduje ledvicam, povzro¢i poSkodbe na nerojenih
otrocih®, $kodi mozganom, zmanjsuje plodnost pri moskih, zmanj$uje zmoznosti u¢enja pri
otrocih, povzroca pa lahko tudi kot agresijo, impulzivno obnasanje in hiperaktivnost (Lenntech,
1998 - 2017).

Visoke koncentracije svinca vplivajo na vse organe in organske sisteme. Predvsem so prizadeti
centralni in periferni Ziv¢ni sistem, ledvice in krvotvorni organi. Svinec lahko deluje akutno in
kroni¢no nevrotoksi¢no. Skupina z najve¢ tveganja so otroci stari do 7 let. Otroci absorbirajo
40-50 % zauzitega svinca, medtem ko ga odrasli zgolj 10 %. Otroci v telesu zadrzijo tudi do
30 % absorbiranega svinca, medtem ko ga odrasli zgolj 1 %. Toksi¢na raven svinca v krvi za
otroke je 10 pg dL™ ali ve¢, eprav raziskave kaZejo, da tudi niZja raven svinca e $koduje
razvoju in kognitivnim funkcijam otroka, zato se danes nagibajo k vzpostavitvi meje 5 ug dL-
! Vodilni zdravstveni institut v Zdruzenih drzavah Amerike je Ze leta 2012 priporo¢al zniZanje
meje koncentracije svinca v krvi na 5 ug dL%, saj so njihove raziskave pokazale, da prakti¢no
ni mogoce dolociti neke meje, pri kateri koncentracija svinca v otrokovi krvi ne bi skodovala
otrokovemu zdravju. Mielke et al. (2011) so odkrili povezavo med izpostavljenostjo otrok
svincu ter njihovim u¢nim sposobnostim. PoveCana absorbcija svinca v otrocih je posledica
hitre rasti in hitrega razvoja mozganov v ¢asu odras¢anja, zato je v ¢asu odras¢anja otrok zelo
pomembno, da so otroci ¢im manj izpostavljeni svincu. Posebej je pomembno obdobje

nosecnosti, saj so koncentracije svinca v krvi matere enake koncentraciji svinca v krvi otroka.

® Svinec lahko pride tudi do zarodka skozi placento in poskoduje njegov Zivéni sistem in moZgane.
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Zavedati se moramo tudi, da nam koli¢ina svinca v krvi pove zgolj, kaksna je bila
izpostavljenost svinca pred kratkim ¢asom, Sele meritve svinca v kosteh nam lahko povedo,
kaksna je bila dejanska dolgotrajna izpostavljenost svincu. In ker vemo, da se v nosecnosti
poveca odstranjevanje svinca iz kosti matere in se tako koncentracije v krvi povecajo, so

pomembne za zdravje otrok tudi prejSnje dolgotrajne izpostavljenosti svincu (Gluhar, 2015).

Glavna pot vstopa svinca v telo je sicer poziranje onesnazene zemlje in prahu. Vecina svinca
(od 95 do 99 %), ki vstopi skozi prebavni trakt, se v telesu veze na eritrocite in se razprsi po
mehkih tkivih in kosteh, lahko pa ga najdemo tudi v laseh in nohtih. Glavni mehanizem
shranjevanja svinca v kosteh je podoben mehanizmu kalcija. V krvi svinec ostane do 30 dni,
potem pa se izlo¢i z urinom, medtem ko lahko v kosteh ostane tudi ve¢ kot 20 let in se ob pojavu

osteoporoze za¢ne ponovno sproscati v kri (Gluhar, 2015).

Svinec lahko iz tal prehaja v rastline in se v njih koncentrira. Pri rastlinah je vecino svinca
prisotnega na njihovi povrsini kot posledica delcev, ki se nanje posedejo iz ozracja, nekaj svinca
pa je prisotnega tudi v notranjih rastlinskih tkivih. Glavni mehanizem vstopa svinca v notranja
tkiva rastline je skozi koreninski sistem. Sama absorpcija svinca v rastlino je mo¢no odvisna
od lastnosti tal (velikost talnih delcev, katinska izmenjevalna kapaciteta tal) in seveda lastnosti
rastline (velikost korenin, koreninski izlo¢ki, mikorizacija korenin, hitrost transpiracije). Svinec
se v zemlji nahaja kot Sibka Lewisova kislina, ki tvori ionske ali kovalentne vezi v tleh ali
rastlini. Posledica tega je tudi, da je navadno v tleh mo¢no vezan na organske ali koloidne delce
ali pa je prisoten kot oborina. Vse te lastnosti svinca zmanjSujejo moznosti za vecji prenos

svinca v korenine (Gluhar, 2015).

Okolje, ki je zaradi rudniSke in talilne industrije onesnaZeno s svincem, je Skodljivo tudi za
zivali, ki lahko svinec pridobijo preko prehranskih verig ali s poZiranjem onesnaZenih tal.
Doloc¢anje okoljskih kriterijev za dovoljene koncentracije svinca, ki Se ne bi Skodile
organizmom, je tezko zaradi razli¢nih poti vstopa svinca v telo Zivali ter razli¢ne obcutljivosti
nanj. Okoljsko tveganje za prostoziveCe zivali tako temelji na doloCanju sprejemljivega
odmerka svinca, ki ga Zival Se lahko zauzije. Ta temelji na laboratorijskih toksikoloskih Studijah
in modelih, ki dolocajo, kak$na je mozna izpostavljenost Zivali preko prehranjevalne verige. Za
razliko od Cloveka, kjer je pri dolocanju nevarne koncentracije v krvi pomemben predvsem

nevroloski razvoj, je pri prostozivecih Zivalih pomemben zgolj vpliv na razmnoZevanje in rast.
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Tako je za sesalce dolocena meja koncentracije svinca v krvi pri 35 pg/ dL, za ptice pa kar 50-

100 pg/dL (Gluhar, 2015).

Obicajno se meritve kovinskih ionov izvajajo z atomsko absorpcijsko spektroskopijo (AAS).
To je spektro-analiti¢éna metoda, s katero je mogoce kvantitativno dolo¢iti prisotnost elementov.
Za analizo so primerni tako teko¢i, kot tudi vzorci v trdnem stanju. Za dolocitev koncentracije
so potrebni standardi z znano vsebnostjo analita, da lahko preko umeritvene premice dolo¢imo

koncentracijo svinca v vzorcu (Beer-Lambertov zakon).
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4 PRAKTICNI DEL

Kot substrat, iz katerega smo zeleli pridobiti ONP, smo uporabili hidrokinon in resorcinol,
polozajna izomera dihidroksibenzena. Razlog za njuno izbiro je bila rigidna struktura molekul;
aromatski obroc€i tvorijo koplanarno strukturo, hidroksilna skupina pa izboljSa topnost v

polarnih topilih.

OH OH
OH
OH
SLIKA 7: STRUKTURNI FORMULI RESORCINOLA IN HIDROKINONA (PATENT IMAGES,
2006)

Obe spojini sta pri sobni temperaturi v trdnem agregatnem stanju in sta bele barve. Oba
polozajna izomera sta topna tako v vodi, kot tudi v alkoholu. Zaradi prisotnosti OH skupin

mocno aktivirata benzenovo jedro za nadaljnje elektrofilne substitucije.

V locenih poskusih bomo obe molekuli izpostavili karbonizaciji s konc. H2SO4 in preko
mikrovalov pretvorili karbonizirane delce v nanodelce. Pasivacijo bomo izvedli z dodatkom
etanola ter centrifugiranjem raztopine in kasnejSim dodatkom deionizirane vode. V

Organigramu 1 je predstavljen potek dela.

1. del: doloditev ustreznih razmerij med organskim
prekurzorjem, zveplovo(VI) kislino in vodo

|
I ] ] ] ]

dolocitev
optimalne dolocitev dolotitev doloditev dolo¢itev
mase prostornine prostornine modi ¢asa
organskega konc. H,SO, vode segrevanja segrevanja
prekurzora

ORGANIGRAM 1: NACRT PRVEGA DELA SINTEZE (VIR: LASTEN)
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4.1 MATERIALI IN PRIPOMOCKI

V nalogi smo uporabili:

e hidrokinon (p-CeHsO2; Fluka Analytical; p.a. > 99,0 %)

e resorcinol (m-CsHesO2; Sigma-Aldrich; 98,5-100,5 %)

o zveplova(VI) kislina (H2SO4; Sigma-Aldrich; 95,0-97,0 %)
e deionizirana voda (Solski laboratorij)

o tiourea (CHsN2S; Merck)

e etanol (C2HeO; Sigma-Aldrich; p.a. 99,8 %)

e butanol (C4H100; Sigma-Aldrich; p.a. 99,9 %)

e erlenmajerice (50 ml)

e merilni valj (50 mL)

e analitska tehtnica (Kern, 3xA250L, = 0,0001 g)

e mikrovalovna pecica (Orva, 1200 W)

e centrifuga (tehtnica Zelezniki, LC-321)

e FT-IR spektrometer (SpectrumTwo, PerkinElmer)

e UV spektrometer (LambdaBio+, PerkinElmer)

e UV-VIS spektrofotometer/fluorometer VisPlus (Vernier) in pripadajoce kivete

e program LoggerPro (4.10.1)

Zaradi toksi¢nosti organskih prekurzorjev smo se odlocili, da bodo vse sinteze delane s ¢im
manj$imi masami izhodnih snovi; sinteza (karbonizacija) je potekla v zaprti mikrovalovni

pecici. Pri analizi produktov smo skrbeli za varno delo in dobro zracenje prostorov.

4.2 KARBONIZACIJA HIDROKINONA

V 50 mL erlenmajerice smo natehtali 1,000 g (+ 0,0001) hidrokinona. Nato smo dodali razli¢ne
koli¢ine koncentrirane zveplove(VI) kisline in deionizirane vode (Preglednica 2) in pazili, da

so bili pogoji sinteze primerljivi in ponovljivi.

Mesanico smo segrevali v mikrovalovni pecici pri dveh razliénih mo¢eh — 400 W in 800 W,

razli¢no dolgo. Podatki so zbrani v Preglednici 2.
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PREGLEDNICA 2. KOLICINE REAGENTOV V VZORCIH S HIDROKINONOM, MOC IN CAS
SEGREVANJA (VIR: LASTEN)

St. M(hidrokinon) [0]; V (H2504) V (deionizirana voda) Mo¢ Cas segrevanja
vzorca | +0,0001g [mL]; £0,1 [mL]; £0,1 segrevanja [s;+1s
mL mL

1 0,9999 0,1 2,0 800 W 20

2 1,0001 0,2 4,0 800 W 40

3 0,9961 0,2 4,0 400 W 80

6 0,9994 0,2 4,0 800 W 40

7 1,0004 0,2 4,0 800 W 40

Pri prvem vzorcu smo opazili, da se po 10 s segrevanja hidrokinon raztopi, po 20 s pa se Ze
tvorijo delci v trdnem stanju. Sklepali smo, da je voda v tem ¢asu popolnoma izparela,
spremembe barve, ki bi nakazovala nastanek ND, nismo opazili. Zato smo pri nadaljnjih

poskusih povecali koli¢ino vode in zveplove(VI) kisline.

Drugi vzorec se je 20 s segrevanja obarval rumeno in po 40 s popolnoma karboniziral
(pooglenel). Zato smo v poskusu 3 za polovico znizali temperaturo in podaljsali Cas segrevanja.

Produkt se je ponovno obarval rumeno, vendar ni bil povsem karboniziran.

Takoj, ko smo vsako erlenmajerico vzeli iz mikrovalovne pecice, smo ji dodali 50 mL etanola.
Vsem produktom smo izmerili fluorescenco. Vzorce smo vzbujali pri 405 nm (vijoli¢na
svetloba) in merili absorbanco pri 450,8 nm (Preglednica 3). Rumeni produkti sinteze, kjer smo
nanodelce uspesno sintetizirali, so modro ali vijoli¢no fluorescirali, kar vidimo iz Slike 9. Na
rezultate, zato smo poskus ponovili, z namenom preveriti ponovljivost dobljenih rezultatov

(poskus 6 in 7).
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SLIKA 8. VZORCI PRODUKTOV HIDROKINONA PO KARBONIZACIJI IN DODATKU
ETANOLA (VIR: LASTEN)

PREGLEDNICA 3. FLUORESCENCA VZORCEV S HIDROKINONOM (VIR: LASTEN)

St. vzorca | Fluorescenca [rel. enote] | Barva

1 0,018 vijoli¢na

2 0,131 modra

3 0,019 modro-vijoli¢na
6 0,018 modra

7 0,129 modra

SLIKA 9: FLUORESCENCA VZORCEV S HIDROKINONOM (VIR: LASTEN)

Fluorescenca v modri barvi nakazuje, da smo sintetizirali nanodelce majhnih velikosti, ki bi

lahko predstavljali nanopike. Njihova relativna fluorescenca je bila zadovoljiva.

Cistemu hidrokinonu in vzorcu §t. 2 smo izmerili FT-IR spekter (Slika 10). Opazimo podobnost
nekaterih vrhov, ki ustrezajo vibracijam C-H vezi (okrog 3000 cm™). Marin (2016) navaja, da
vecina spektrov ogljikovih kvantnih in nano pik kaze moc¢an vrh okoli 1500 cm™ in 1700 cm™
(vibriranje C=C in C=0), druge znacilnosti pa so specificne za posamezne skupine ogljikovih
pik. V spektru na Sliki 10 vidimo, da kaze IR spekter za nano pike vse znacilne vrhove in

strukturno specifi¢ne razlike od 1500 cm™ navzdol proti 400 cm™,
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SLIKA 10: FT-IR SPEKTRA ZA CISTI HIDROKINON (CRNO) IN VZOREC. ST 2 (RDECE) (VIR:
LASTEN)

4.2.1 SINTEZA ONP S HIDROKINONOM IN TIOUREO

V drugi seriji poskusov smo preizkusili ali bi karbonizacija lahko potekla brez dodatka
zveplove(VI) kisline, pasivacija pa bi bila narejena s tioureo. Xu et al. (2014) navaja, da sluzita
urea in tiourea predvsem kot odli¢en vir elektronsko bogatih skupin na povrsini ogljikovih

nanodelcev.

Iz Preglednice 4 vidimo, da so mase hidrokinona in tiouree pri vseh vzorcih enake (=~ 1 g), prav
tako koli¢ina deionizirane vode (5 mL). Spreminjali smo le ¢as segrevanja, potrebnega za
karbonizacijo. Vzorce smo segrevali v mikrovalovni pecici z mo¢jo 800 W, kot je zapisano v
Preglednici 4.

PREGLEDNICA 4. KOLICINE REAGENTOV V VZORCIH S HIDROKINONOM IN TIOUREO
TER CAS SEGREVANIJA (VIR: LASTEN)

St. vzorca M(hidrokinon) [0]; Mtiourea) [0]; £ V (deionizirana voda) Cas segrevanja [s],
+0,0001¢g 0,0001g [mL]; = 0,1 mL +1s

4 1,0004 1,0002 5,0 200

5 1,0004 0,9998 5,0 135

8 1,0000 1,0001 5,0 150

9 1,0000 1,0003 50 180
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SLIKA 11. VZORCI S HIDROKINONOM IN TIOUREO (VIR: LASTEN)

Po segrevanju smo vzorcem dodali 50 mL deionizirane vode in jih izmerili fluorescenco. Po
dodatku vode se je barva raztopin zelo hitro spreminjala od svetlo rumene, preko modre, rdece
do vijoli¢éne, in v primeru 8. vzorca tudi nazaj v rumeno (Slika 11). Tudi te produkte smo
vzbujali s svetlobo valovne dolzine 405 nm, in merili eksitacijo pri valovni dolzini 450,8 nm.
Nase navdu$enje nad izjemno spektakularnim spreminjanjem barv je hitro poslo, saj noben
vzorec ni fluoresciral. Spremembe barv so nakazovale tvorbo nanodelcev, vendar o¢itno zelo
razli¢nih velikosti. Predvidevamo, da je dodatek vode sprozil kemijsko reakcijo, ki je

povzrocila aglomeracijo nanodelcev.

Ce nanodelci tvorijo rumeno raztopino, je absorbcija v komplementarni modri barvi;
spreminjane barv preko rdece do vijoli¢ne nakazuje, da je prislo do pomika k dalj$im valovnim
dolZzinam (moZna konjugacija preko dvojnih vezi in delna polimerizacija), zato smo sklepali,
da so te raztopine ONP zelo nestabilne in za nadaljnje delo manj primerne. Zagotovo pa so
vredne raziskovalne pozornosti, sploh vzorec 8, kjer se je zdelo, da smo opazovali oscilacijsko

reakcijo na ravni nanodelcev. Tukaj je bil ¢as segrevanja 150 sekund.
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SLIKA 12: SPREMEMBE BARV VZORCA ST. 8 (VIR: LASTEN)

Vsem raztopinam smo izmerili absorbanco (Graf 1) in ugotovili, da imajo vse znalilen

absorbcijski vrh pri 394,6 nm, pri vzorcih 4 in 5 pa se pojavi e dodaten vrh pri ~ 590 nm.

Absorbance

200

Wavelength (nm)

GRAF 1: ABSORBANCA VZORCEV S HIDROKINONOM IN TIOUREO V VIS SPEKTRU (VIR:
LASTEN)

30



PREGLEDNICA 5: ABSORBANCA VZORCEV S HIDROKINONOM IN TIOUREO PRI 394,6 NM
(VIR: LASTEN)

t. vzorca Absorbanca pri 394,6 nm
1,181
0,885
0,835
1,184

O[00| U1 | T

Tudi podatki VIS spektrov kazejo, da je bilo zelo tezko nadzorovati sintezo in, da ¢as segrevanja
ne kaze trendov. Predvidevali smo, da so razli¢ni rezultati bolj posledica nihajoc¢ega polja

mikrovalov v pecici, kot Cesarkoli drugega.

Oborini 5. vzorca smo izmerili FT-IR spekter in dobili naslednje rezultate (Slika 13): izstopata
dva vrha pri naslednjih valovnih $tevilih: 3232 cm™ ter 3325 cm™, ki ustrezata vibracijam O-H
vezi. Ce spekter primerjamo s spektrom &istega hidrokinona, opazimo velike razlike. Manjka
modan signal okoli 1500 cm™ in 1700 cm™ (vibriranje C=C in C=0), kar je pomenilo, da

sintezni produkt ni (vec) vseboval nanodelcev.

/
80 \ / \

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 450
em-1

SLIKA 13: FT-IR SPEKTER OBORINE VZORCA ST. 5 (VIR: LASTEN)

Predvidevamo, da je med hidrokinonom in ureo (tioureo) potekla naslednja reakcija:

CsHa(OH)2 + CO(NH32)2 — CeH4(OH)(N(H)CO) + H20
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Rdeca barva bi lahko bila tudi dokaz oksidiranih produktov hidrokinona, ki ga poznamo pri
ftaleinskem testu s fenoli, ko jim dodamo koncentrirano zveplovo(VI) kislino ter anhidrid ftalne

kisline (Practical organic chemistry, 2016).

HO OH HO OH
\©\ ’ /©/ \Q\ /©/
H H conc. H,S0y C.
\
@ °

SLIKA 14: NASTANEK RDECEGA KOMPLEKSA PRI REAKCIJI FENOLA Z ANHIDRIDOM
FTALNE KISLINE (PRACTICAL ORGANIC CHEMISTRY, 2016)

Zaradi konjugacije je kompleks intenzivno obarvan, vendar v delu, ki je oznaéen, ni dovolj toge
strukture, da bi fluoresciral. Nastanek ftalne kisline iz 1,4—dihidroksibenzena je manj verjeten,
zagotovo pa lahko v kislem okolju nastane benzokinon (Practical organic chemistry, 2016).

HO OH + Konc.H:S0s — (O 0

SLIKA 15. SINTEZA BENZOKINONA 1Z HIDROKINONA (PRACTICAL ORGANIC
CHEMISTRY, 2016)

Tako rezorcionol, ki smo ga uporabili v nadaljevanju, kot hidrokinon sta v vodi topni snovi.
Reakcijo hidrokinona v prisotnosti tiouree je precej tezje nadzorovati. Predvidevamo, da se v
raztopini spreminja tudi pH, kar vodi do razli¢nih konénih produktov. Fenoli v kislem zelo radi
reagirajo do t.i. indofenolov, ki so znacilno rdeée obarvani. Ce se pH spremeni na bolj alkalno,
se njihova barva spremeni na modro ali zeleno, zaradi tvorbe naftolov, ki pa imajo sposobnost

fluorescence (Practical organic chemistry, 2016).
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SLIKA 16. STRUKTURNA FORMULA INDOFENOLA (PRACTICAL ORGANIC CHEMISTRY,

2016)

4.3 SINTEZA ONP Z RESORCINOLOM

Postopek priprave ONP z resorcinolom je bil enak kot pri hidrokinonu. Podatki za sintezo so

zbrani v Preglednici 6. Kontrolirano smo spreminjali koli¢ino zveplove(V]) kisline, vode, ¢as

ter moc segrevanja.

PREGLEDNICA 6. KOLICINE REAGENTOV V VZORCIH Z RESORCINOLOM, MOC IN CAS
SEGREVANJA (VIR: LASTEN)

St. M(resorcinol) V(Hzsosy [ML]; | V(deionizirana voda) [ML]; | Moc€ segrevanja Cas segrevanja
vzorca [o]; £ +0,1 mL +0,1 mL [s+1s
0,0001g

1 1,00 0,1 2,0 400 W 30

2 1,00 0,1 2,0 400 W 40

3 1,00 0,2 4,0 400 W 60

4 1,00 0,2 4,0 400 W 70

5 1,00 0,2 4,0 800 W 40

6 1,01 0,2 4,0 800 W 80

7 1,01 0,2 4,0 800 W 180

8 1,01 0,2 4,0 400 W 40

9 1,01 0,2 4,0 400 W 40

10 1,00 0,1 2,0 400 W 30

Vzorci §t. 2-7 ter 9 so po segrevanju postali vinsko rdece barve. Vzorci 1, 8 in 10 so ostali

brezbarvni, oziroma rahlo rumenkasti. Pri vzorcih 6 in 7 je med segrevanjem prislo do popolne

karbonizacije. Po segrevanju smo vzorcem dodali 50 mL alkohola in izmerili fluorescenco, z

vzbujanjem pri 405 nm in meritvami absorbance pri 450,8 nm (Preglednica 7). lzmerjene

fluorescence so bile zelo nizke.
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PREGLEDNICA 7. FLUORESCENCA VZORCEV Z RESORCINOLOM (VIR: LASTEN)

St. vzorca Fluorescenca [rel. enote] Barva

1 0,018 vijoli¢na

2 0,017 vinsko rde¢a
3 0,017 vinsko rde¢a
4 0,016 rdeda barva

5 0,018 vinsko rdeca
6 0,017 vinsko rde¢a
7 0,016 vinsko rdeca
8 0,018 vijoli¢na

9 0,017 vinsko rdeca
10 0,016 vijoli¢na

SLIKA 17: VZORCI Z RESORCINOLOM (VIR: LASTEN)

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.0
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SLIKA 18: FT-IR SPEKTRA CISTEGA RESORCINOLA (CRNO) IN VZORCA ST. 2 (RDECE)
(VIR: LASTEN)
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Opazimo, da postanejo po karbonizaciji vzorca vsi vrhovi znatno manjsi oz. manj intenzivni.
Vrh pri priblizno 3300 cm™ pripada vibracijam O-H vezi in je delno ohranjen tudi po
karbonizaciji vzorca. Signala okoli 1500 cm-1 in 1700 cm-1 (vibriranje C=C in C=0), se

pojavljata zelo Sibko , kar pomeni, da je karbonizacija ni uspela.

4.3.1 SINTEZA ONP Z RESORCINOLOM IN TIOUREO

Ponovili smo postopek dela opisan pod 4.2.1. Sintezni pogoji so predstavljeni v Preglednici 8.

PREGLEDNICA 8. KOLICINE REAGENTOV V VZORCIH Z RESORCINOLOM IN TIOUREO
TER CAS SEGREVANIJA (VIR: LASTEN)

St. vzorca M(rezorcinol) [9]; = | Mtiourea) [Q]; | V(deionizirana voda) [ML]; Cas segrevanja [s];
0,0001g +0,0001g + 0,1 mL +1s

11 1,00 1,00 5,0 140

12 1,00 1,02 50 120

13 1,00 1,00 5,0 120

14 1,00 1,02 50 90

Vzorca 11 in 12 smo segrevali pri 400 W in vzorca 13 in 14 pri 800 W. Po segrevanju smo
vzorcem dodali 50 mL deionizirane vode in jih izmerili fluorescenco (vzbujanje s 405 nm). Ta

je bila pri vseh vzorcih (spet) zelo nizka, zato s poskusi v tej smeri nismo ve¢ nadaljevali.

Na osnovi preliminarnih poskusov smo se odlo¢ili, da bomo ONP sintetizirali iz hidrokinona,
na nacin popolne karbonizacije spojine, z uporabo konc. zveplove(V1) kisline in etanola za

pasivacijo.

4.4 SINTEZA OGLJIKOVIH NANO PIK 1Z HIDROKINONA (2. POSKUS)

Glede na rezultate preliminarnih poskusov smo za nadaljevanje raziskave kot organski substrat
izbrali hidrokinon. Ker sta najboljSe rezultate dala vzorca §t. 2 in 7, smo ju najprej ponovili. To
pomeni, da smo odtehtali 1.0000 g (+ 0,0001 g) hidrokinona, dodali 0,2 mL Zveplove(VI)
kisline in 4,0 mL vode, nato pa vzorec segrevali v mikrovalovni pecici pri 800 W, 40 s. Po
segrevanju smo vzorcem dodali 50 mL etanola in poskus 5x ponovili, z namenom pridobiti

vecjo prostornino raztopine ONP.
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PREGLEDNICA 9. KOLICINE REAGENTOV V VZORCIH S HIDROKINONOM TER CAS
SEGREVANJA (VIR: LASTEN)

M(hidrokinon) [9]; £ V(H:s0s) [ML]; £ | V(geionizirana voda) [ML]; | Cas segrevanija [s]; +
0,0001 g 0,1 mL 0,1 mL 1s

A 0,9998 0,2 4,0 40

B 1,0000 0,2 4,0 40

C 0,9999 0,2 4,0 40

D 1,0000 0,2 4,0 40

E 1,0001 0,2 4,0 40

Vse produkte smo po konéanem segrevanju centrifugirali (tehtnica Zelezniki, LC-321) 10 min
pri 3000 obratih na minuto. Supernatant smo dekantirali in ga shranili za 24 ur na 4 °C
(hladilnik) za nadaljnje meritve. Cez 24 ur je vzbujanje vzorcev z vijoli¢no svetlobo (405 nm)
absorbcijski vrh iz 450,8 nm premaknilo na daljse valovne dolzine, kar je pomenilo, da se je
velikost nanodelcev v raztopini spremenila ali so delci nase vezali nove funkcionalne skupine,
ki so absorbirale pri daljsih valovnih dolZzinah.

Omeniti je treba, da je dal rezultate samo vzorec A, vzorci B-E niso fluorescirali.

Sprememba vrha je vzbudila naso pozornost: pri prej$njih meritvah smo opazili, da so, ko smo
trdovratno (zazgane) karbonizirane erlenmajerice pustili, da se ¢ez no¢ namakajo v vodi,
naslednji dan vzorci fluorescirali in vidno spremenili barvo (iz prozorne preko rumene do
rdece). Sklepali smo, da premik proti dalj$im valovnim dolzinam lahko povzrocijo substituenti,
ki so donorji ali akceptorji elektronskih parov, torej delci, ki so v trdnem delu produkta.
Supernatant je sicer preciSCena tekoCina, vendar je delez nanodelcev v njem, ki lahko
fluorescira, zelo majhen in fluorescenca se hitro zadusi. Ce je v karboniziranem delu (dno
erlenmajerice) ostala vecina sintetiziranih ND, je bilo logi¢no, da so raztopine fluorescirale.
Produkti, ki po 24 h $e fluorescirajo, fluorescirajo pri dalj$ih valovnih dolzinah, kar pomeni, da
je eksitirana energija manjsa. Iz Grafa 2 vidimo, da se pojavi en vrh pri 409,9 nm, nato pa dva
precej simetricna pri 509,0 in 544,1 nm. 1z tega bi lahko sklepali, da je struktura delca, ki

fluorescira, simetri¢na.
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SLIKA 19: VZOREC A IN NJEGOVA FLUORESCENCA (VIR: LASTEN)
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GRAF 2: FLUORESCENCA VZORCA A 24 UR PO SINTEZI (VIR: LASTEN)
Fluorescence niso bile mocne, vendar so bile stabilne. Zato smo se odlocili, da si s pomocjo

referen¢nih molekul pripravimo umeritveno premico. Izbrali smo dve fluorescirajo¢i snovi, in

sicer fluorescin ter rodamin B.

4.5 PRIPRAVA UMERITVENIH PREMIC

Ker nismo vedeli, ali se bo fluorescenca sintetiziranih ONP po 24 h Se spreminjala, smo si
pripravili dve umeritveni premici. Prva je z rodaminom B, ki ima pri vzbujanju z 405 nm
eksitira pri 581,9 nm in druga s fluorescinom, ki pri vzbujanju s 405 nm odda energijo pri 511,0
nm. Obe spojini se uporabljata v biotehnologiji pri fluorescenéni mikroskopiji in sta topni v
vodi, vendar tudi precej strupeni (LDso(oraino, podgane) = 400 mg/kg za Rodamin B (Chemical &

Laboratory Equipment, 2013); LDso(oraino, podgane) = 6,7 mg/kg za fluorescein (McMillan, J.,
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2014)). Ker se je kasneje v nalogi izkazalo, da je za nadaljnje delo uporabna le umeritvena

premica s fluorescinom, je umeritvena premica za rodamin B v Prilogi 2.

4.5.2 UMERITVENA PREMICA S FLUORESCINOM

Materiali in pripomocki:

e fluorescin (C2gH31CIN203; Sigma-Aldrich)

e deionizirana voda (Solski laboratorij)

e merilne bucke (100 mL)

e UV-VIS spektrofotometer in fluorometer VisPlus (Vernier) ter pripadajoce kivete

e program LoggerPro (4.10.1)

HO O O

COOH

SLIKA 20: STRUKTURNA FORMULA FLUORESCINA (LA CROIX, 2010)

Za Fluorescin smo pripravili koncentracije, ki so zapisane v Preglednici 10.

PREGLEDNICA 10: FLUORESCENCA RAZTOPIN Z RAZLICNIMI KONCENTRACIJAMI
FLUORESCINA (VIR: LASTEN)

Koncentracija | Fluorescenca pri 511,7 nm [rel. enote]
[mol/L]
0 0
0,125 0,117
0,500 0,175
0,670 0,277
1,000 0,387
1,250 0,560
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GRAF 3: FLUORESCENCA STANDARDNIH RAZTOPIN FLUORESCINA V CELOTNEM
BARVNEM SPEKTRU (VIR: LASTEN)
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GRAF 4: UMERITVENA PREMICA S FLUORESCINOM (VIR: LASTEN)



4.6 PRIPRAVA MODELNIH RAZTOPIN Pb?* IONOV

Materiali in pripomocki:

e svincev acetat trihidrat (C4HsO4Pb x 3H20; Kemika)

deionizirana voda (Solski laboratorij)
analitska tehtnica (Kern, 3xA250L, + 0,0001 g)
merilne bucke (250 in 100 mL)

V prvo merilno bucko (250 mL) smo odtehtali 0,9475 g svinCevega acetata trihidrata in
dopolnili z deionizirano vodo do oznake. Dobljena raztopina je imela koncentracijo 1,0 x 102
mol/L. V drugo merilno bucko (250 mL) smo odtehtali 0,0948 g svinCevega acetata trihidrata
in dopolnili z deionizirano vodo do oznake. Dobljena raztopina je imela koncentracijo 1,0 x 10°
% mol/L. Dobljeni raztopini smo nato red¢ili in dobili raztopine s koncentracijami 5,0 x 107
mol/L, 2,5 x 10° mol/L in 5,0 x 10" mol/L.

4.7 DETEKCIJA Pb?* IONOV Z UPORABO RAZTOPINE FLUORESCENTNIH
HIDROKINONSKIH NANODELCEV

Materiali in pripomocki:

e standardne raztopine Pb?* ionov, ki so bile predhodno pripravljene

e raztopina fluorescentnih hidrokinonskih nanodelcev (poskus 4.4)

e pipete (5 mLin1mL)

e 100 ml ¢ase

e UV-VIS spektrofotometer/fluorometer VisPlus (Vernier) in pripadajoce kivete

e program LoggerPro (4.10.1)

V ¢aso smo odpipetirali 3 mL raztopine fluorescentnih ogljikovih nanodelcev in 1 mL
standardne raztopine Pb?* jonov. Mesanico smo takoj vlili v kiveto in izmerili fluorescenco.
Vzorec smo vzbujali s 405 nm, absorbanco pa smo merili pa pri 511,7 nm in 544,1 nm. Za
preverjene stabilnosti fluorescence nanodelcev smo fluorescenco Se enkrat izmerili tudi
raztopini &istih fluorescentnih ogljikovih nanodelcev brez Pb?* ionov. Dobili smo naslednje

rezultate, prikazane v Preglednici 11.
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PREGLEDNICA 11: FLUORESCENCA VZORCEV Z RAZLICNIMI KONCENTRACIJAMI PB?*

IONOV (VIR: LASTEN)

St. c(Pb?") Barva vzorca, ki | Fluorescenca pri 511,7 | Fluorescenca pri 544,1
vzorca | [mol/L] fluorescira nm [rel. enote] nm [rel. enote]
0 0,0 zelena 0,076 0,077

1 0,010 modra 0,056 0,054

2 0,005 svetlo modra 0,061 0,060

3 0,0025 turkizna 0,064 0,065

4 0,0010 zelenkasta 0,069 0,069

5 0,0005 zelena 0,070 0,071

g

E

:

Wavelength (nm)

\
700

GRAF 5: DUSENJE FLUORESCENCE HIDROKINONSKIH NANODELCEV Z RAZLICNIMI
KONCENTRACIJAMI PB2* IONOV (VIR: LASTEN)

Spodniji graf prikazuje fluorescenco vzorcev pri 511,7 nm v odvisnosti od koncentracije Pb?*

ionov.
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GRAF 6: FLUORESCENCA VZORCEV PRI 511,7 NM V ODVISNOSTI OD KONCENTRACIJE
PB2* IONOV (VIR: LASTEN)

Dusenje/znizanje fluorescence zaradi prisotnosti Pb?* ionov, smo izradunali kot razliko med
fluorescenco vzorca 0 (fo) in fluorescenco opazovanega vzorca (fi). Primer:

duSenje fluorescence; = fluorescenca, — fluorescenca, = 0,076 — 0,056 = 0,020.

Koncentracijo hidrokinonskih nanodelcev v vzorcih, po dodatku Pb?* ionov, smo izradunali v
ekvivalentih fluorescina s pomoc¢jo umeritvene premice. Koncentracijo izratunamo s pomocjo
enacbe premice y = 0,4051x + 0,0133 po naslednjem postopku:
_ y—0,0133
0,4051
Zay vstavimo izmerjene vrednosti fluorescence in dobimo naslednje rezultate:

PREGLEDNICA 12: IZRACUNANE KONCENTRACIJE NANODELCEV V VZORCIH IN
DUSENJE FLUORESCENCE (VIR: LASTEN)

St. C(Pb2+) Fluorescenca pri 511,7 | Dusenje fluorescence C(nanodelcev)
vzorca | [mol/L] nm [rel. enote] [rel. enote] [mol/L]
0 0,0 0,076 - 0,155

1 0,010 0,056 0,020 0,105

2 0,0050 0,061 0,015 0,118

3 0,0025 0,068 0,008 0,135

4 0,0010 0,072 0,004 0,150

5 0,0005 0,075 0,001 0,152
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GRAF 7: UMERITVENA PREMICA ZA DOLOCITEV KONCENTRACIJE SVINCEVIH IONOV
NA OSNOVI ZNIZANJA FLUORESCENCE (VIR: LASTEN)

Vzorcem smo izmerili tudi UV spektre. Opazen je bil trend zmanjSevanja vrhov ter njihovo

premikanje proti nizjim valovnim dolzinam v primerjavi s ¢isto raztopino nanodelcev.

SLIKA 21. (LEVO) FLUORESCENCA HIDROKINONSKIH NANODELCEV PRI VZBUJANJU Z
405 NM; (DESNO) UV ABSORPCIJSKI SPEKTER HIDROKINONSKIH NANODELCEV (VIR:
LASTEN)

4.8 TESTIRANJE ZANESLIJIVOSTI MERITEV

Da bi preverili, ali je metoda z duSenjem fluorescence hidrokinonskih nanodelcev zanesljiva in
natanéna, smo si pripravili znano koncentracijo raztopino Pb?" ionov in njeno koncentracijo
izmerili z Nanocolor PF-11 (Machery-Nagel) in ustreznimi reagenti (kat. stevilka 985 009). Ker
slednji omogoc&a meritve v obmo&ju od 0.1 — 5.0 mg/L Pb?*, smo pripravili koncentracijo 2,40
mg/L (= 0,0116 mol/L) za meritve z Nanocolor PF-11. Za potrebe meritev s hidrokinonskimi

nanodelci, smo raztopino 10x red¢ili in red¢itveni faktor upostevali pri izraCunu koncentracije.
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SLIKA 22. SPEKTROFOTOMETER PF-11 (VIR: LASTEN)

PREGLEDNICA 13: TESTIRANJE ZANESLJIVOSTI MERITEV (VIR: LASTEN)

Dejanska Koncentracija izmerjena | Fluorescenca pri Koncentracija dolocena na
koncentracija | z spektrofotometrom 511,7 nm [rel. 0SNovi zniZzanja
PF-11 enote] fluorescence
2,40 mg/L 2,31 mg/L 0,056
(0,0116 (0,0111 mol/L) 0,0091 mol/L
mol/L)
4,3 % napaka 21,5 % napaka

Napake meritev so podane v Prilogi 1.

Ocen merske napake skozi celoten postopek priprave raztopin in dolo¢itev koncentracije Pb?*

ionov se gibljejo od 13,3 % do 17,01 %.
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5 RAZPRAVA Z ZAKLJUCKI

Ogljikove nano pike (ONP) predstavljajo vrsto fluorescen¢nih nano pik, ki temeljijo na ogljiku,
med njihove znacilnosti pa spadata pomanjkanje prostorske omejitve in kristalini¢ne strukture.
Nano pike izkazujejo fotoluminiscenco, ki je odvisna od valovne dolZine, s katero jo vzbujamo,

in od velikosti delcev.

Raziskava je pokazala, da so nanodelci, sintetizirani iz hidrokinona, obetaven indikatorski
sistem za merjenje koncentracije svinevih (Pb?") ionov v vodnih raztopinah. Nanodelci,
sintetizirani iz resorcinola, so zaradi mnogo slabse fluorescence in tudi toksi¢nosti, manj

primerni.

Hipotezo 1 smo s tem delno potrdili; hidrokinon se je izkazal kot primeren substrat za sintezo
ogljikovih nanodelcev, resorcionol ne. Ponovljivost rezultatov s hidrokinonom bi bilo potrebno

izboljsati. Predvidevamo, da bi Ze bolj stabilen vir mikrovalov lahko resil ta problem.

V drugi seriji poskusov smo preizkusili ali bi karbonizacija lahko potekla brez dodatka
zveplove(VI) kisline, pasivacija pa bi bila narejena s tioureo. Segrevanje v mikrovalovni pecici
je sprozilo reakcijo, tudi delno karbonizacijo. Po dodatku vode se je barva raztopin zelo hitro
spreminjala od svetlo rumene, preko modre, rdee do vijoli¢ne, in celo nazaj v rumeno.
Ugotovili smo, da je za karbonizacijo hidrokinona dodatek konc. H2SO4 nujno potreben, saj

noben produkt ni fluoresciral. Analize UV-VIS in IR spektrov so to potrdile.

Hipotezo 2 smo potrdili, saj je uporaba mikrovalov iz domace mirovalne peéice sprozila sintezo
nanodelcev. Vendar smo (Zal) potrdili tudi tretjo hipotezo, kjer smo predvideli, da bo zaradi
nihanja polja mikrovalov ta nacin sinteze nanodelcev povzrocal tezave s kontrolo in velikostjo
delcev, s tem tudi s ponovljivostjo rezultatov. Ker nanodelcev s prostim o¢esom ne vidimo, je
tezko dolo¢ili optimalen ¢as obsevanja z mikrovalovi. Vzorci, pri katerih je prislo do
spremembe barve dokazujejo, da so se med radiacijo tvorili nanodelci, vendar ne uniformnih

velikosti in oblik. Zato tudi niso vsi nanodelci fluorescirali.

Komentirati je treba ponovljivost rezultatov: sinteza fluorescentnih hidrokinonskih nanodelcev
pri vzorcih B-E ni bila uspeSna, kar pripisujemo Ze omenjenemu spreminjanju jakosti
elektricnega toka. Drug razlog za majhno fluorescenco (oz. da je sploh ni) bi lahko bil ta, da je

med segrevanjem vzorec v veini primerov karboniziral. Ob dodatku topila se karboniziran del
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v njem ni raztopil, zato so lahko v topilo presli zgolj nanodelci s povrSine karboniziranega
vzorca, ne pa tudi iz notranjosti. Kot je ze bilo omenjeno, so nekateri vzorci kazali visjo
fluorescenco po daljSem namakanju v vodi (vzorce smo namocili, ko smo Zzeleli ocistiti
erlenmajerice), kar nakazuje, da so se v vodo sprostili nanodelci iz karboniziranega dela vzorca,

Ki se prej niso.

Zanimiv je vzorec A, ki na zacetku ni kazal fluorescence, vendar pa se je ta pokazala po
enodnevnem hranjenju na nizki temperaturi (v hladilniku). Shranjevanje vzorcev v hladilniku
pred uporabo navajajo tudi Jiang et al. (2015). Takrat se je spremenila tudi valovna dolZina,

kjer je bila fluorescenca najvisja: vrh se je pomaknil proti ve¢ji valovni dolZini.

Potrdili smo tudi Cetrto hipotezo. Brez koncentrirane zveplove(VI) kisline se difenoli ne
karbonizirajo in nanodelci ne nastajajo (poskusi s tioureo). Kot najbolj$a kombinacija za sintezo
nanodelcev s sposobnostjo fluorescence se je izkazala meSanica 1 g hidrokinona, 0,2 mL
koncentrirane zveplove(VI) kisline, 4,0 mL deionizirane vode, segrevanje pri 800 W, 40 s. Po
segrevanju delce stabiliziramo z dodatkom 50 mL etanola. Indikator uspesne sinteze je rumeno

obarvan produkt, ki je delno karboniziran (¢rn).

Kot sva Ze omenili, sinteza nanodelcev z uporabo resorcinola ni dala fluorescirajocih delcev.
Pricakovano je bilo, da bo ta substrat primeren, ker sta hidrokinon in resorcinol polozajna
izomera in imata podobno strukturo, ki v procesu karbonizacije lahko tvorita toge strukture
benzenovih obro¢ev, medsebojno povezanih preko kisikovih mostov. Toga struktura namrec
prepreci sprostitev energije preko torzijskih vibracij, tako da lahko molekula energijo sprosti
samo preko fluorescence. Wang et al. (2014) opisujejo sintezo fluorescentnih nanodelcev z
uporabo vseh treh poloZajnih izomerov dihidroksi benzena, vendar na$ poskus tega za

resorcinol ni potrdil. Zato hipoteza 5 ni potrjena.

V raziskavi sva ugotovili, da so fluorescentni hidrokinonski nanodelci obetaven indikatorski
sistem za merjenje koncentracije svin¢evih ionov v vodnih raztopinah. V raziskavi smo
opazovali dusenje fluorescence zelo nizkih koncentracij svinéevih (IT) ionov od 5,0 x 10~ mol/L
do 5,0 x 10 mol/L. Dokazali sva, da Pb?* ioni dusijo fluorescenco, saj nase vezejo elektrone
iz raztopine nanodelcev, kar znizuje fluorescenco. R? (faktor ujemanja) iz grafa, kjer smo
znizanje fluorescence merili v odvisnosti od koncentracije Pb?* ionov, je relativno visok in

znasa 0,93. S tem smo hipotezo St. 6 potrdili. Vendar je potrebno kriticno oceniti dobljene
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rezultate. Ker smo zaradi varnostnih razlogov in tudi zaradi porabe kemikalij delali z majhnimi
koli¢inami reagentov (= 1 g vira ogljika) je bila merska napaka postopka ocenjena med 13,3
% in 17,01 %, kar predstavlja relativno veliko napako, Se posebno pri tako nizkih

koncentracijah.

V prihodnosti bi raziskavo lahko izboljsali v ve¢ pogledih. Wang et al. (2014) navajajo, da so
pri sintezi z uporabo koncentrirane zveplove(VI) kisline dobili zelo majhen delez produkta, saj
je velina reagenta popolnoma karbonizirala (to smo opazili tudi mi). Ob zamenjavi
koncentrirane zveplove(VI) kisline z razred¢eno se je izkoristek znatno povecal. V nadaljnjih

raziskavah bi bilo to opazanje smiselno preveriti.

Jiang et al. (2015) opisujejo metodo detekcije Pb?* ionov s pomocjo N-dopiranih ONP. Metoda
se je izkazala za natancno in selektivno. Pojavijo se razlike, povezane z merjenjem
fluorescence: v njihovi raziskavi so fluorescenco vzbujali s 360 nm, mi pa smo (zaradi omejitev
aparatur) vzbujali s 405 nm. V ¢lanku navajajo opazanje, da se fluorescenca, pri vzbujanju s
400 nm, premakne k ve¢jim valovnim dolzinam, intenziteta pa se znatno zniza. To bi bil lahko

razlog nasih (relativno) nizkih meritev. Z boljSo opremo bi lahko preverili tudi to moznost.

Iz nizkih vrednosti fluorescence sklepamo, da je koncentracija nanodelcev v raztopinah zelo
majhna. Predvidevamo, da jih veCina ostane v zazganem (karboniziranem) delu vzorca, iz

katerega jih je tezko pridobiti v kontrolirani obliki, so pa tam »varno shranjeni«.

Raztopine ONP velikosti 4-5 nm imajo navadno rumeno do rumeno zeleno barvo. To barvo
smo veckrat opazili pri pripravi hidrokinonskih nanodelcev. Ob pojavi drugih barv gre ze za
vecje delce: manjsi delci aglomerirajo in izgubijo fluorescenco. Takrat niso ve¢ primerni za
indikatorski sistem. Mozno je, da pride tudi do polimerizacije, kar pomeni izgubi toge strukture
in sproS€anje energije preko vibracij in ne ve¢ s fluorescenco. Velikost naSih nanodelcev smo
zeleli preveriti. Ker Solski laboratorij nima naprav za TEM ali XRD analizo, smo nekatere
vzorce poslali na Institut Jozef Stefan v Ljubljano, vendar rezultatov zal do oddaje naloge nismo
dobili. Zanimivo bi bilo primerjati velikosti nanodelcev z njihovo barvo in intenziteto

fluorescence.

Ceprav so se hidrokinonski nanodelci izkazali za dober indikatorski sistem za detekcijo Pb?*

ionov, ne vemo nicesar o njihovi selektivnosti, interferenci z drugimi ioni itd. To je smer, v
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katero bi bilo potrebno raziskavo nadaljevati. Smiselno bi bilo tudi preveriti vpliv pH na jakost

na fluorescence.

Ker je raziskava Sele zacetek na poti do priprave sol-gel nanosenzorja za detekcijo nizkih
koncentracij ionov tezkih kovin v vodnih medijih, sva s prvo fazo tega zadovoljni. Rezultate
jemljeva kot spodbudne, ¢eprav bo treba v prihodnje Se vsak korak sinteze skrbno optimizirati,

da se napaka meritev spusti ¢im nizje.
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6 DRUZBENA ODGOVORNOST

Toksi¢nost svinca je za ¢loveka ze od nekdaj predstavljala tezavo z zdravjem. Izpostavljenost
svincu iz okolja je ze nekaj ¢asa pomembno javnozdravstveno vpraSanje v mnogih razvitih
drzavah. Ze nizke koncentracije svinca (100 pg/L) so lahko $kodljive, zato je potreba po razvoju
u¢inkovitih in prenosljivih senzorjev za Pb?* ione za meritve v nizkih koncentracijah nujna.
Detekcija svinc¢evih ionov z uporabo hidrokinonskih nanodelcev se je izkazala za obetavno,
vendar je potrebna optimizacije ter preverbe okoljske sprejemljivosti (varnostna ocena). Upava,
da sva, kot raziskovalki, ki se zavedata nevarnosti, ki jih nove tehnologije lahko (poleg koristi)
prinesejo Clovestvu, s to nalogo doprinesli k mozaiku vedenja in zavedanja o problemih s

katerimi se sreCujemo v vsakdanjem zivljenju in njihovemu resevanju.
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7 ZAKLJUCEK

Z raziskavo smo potrdili primernost hidrokinonskih nanodelcev kot detektor Pb?* ionov v
vodnih raztopinah. S taksno metodo lahko zaznamo izjemno nizke koncentracije svin¢evih
ionov. Druge metode imajo viSje meje detekcije, proces pa je lahko dolgotrajen, zahteven in
drag. NaSa metoda je hitra, okolju prijazna in cenovno ugodna, zlahka pa se uporabi tudi na
terenu. Kljub temu ima nekaj pomanjkljivosti. Tezavo predstavlja predvsem kratka zivljenjska
doba fluorescence ter nizke koncentracije fluorescentnih nanodelcev. Problemati¢na je tudi
velikost nanodelcev: tezave smo imeli predvsem s stabilizacijo, saj so ¢ez ¢as delci aglomerirali
in izgubili fluorescenco. Aglomeracijo bi morda lahko preprecili tako, da bi nanodelce ujeli v

sol-gel raztopino.

Da bi preverili, kako nanodelci zaznajo Pb?* ione, smo v pripravljeno raztopino ogljikovih
nanodelcev, ki je fluorescirala, dodali razlicne koncentracije svinc¢evih ionov, od 0,0005 do
0,0100 mol/L. Obicajno se meritve kovinskih ionov izvajajo z atomsko absorpcijsko
spektroskopijo (AAS). To je spektroanaliticna metoda, s katero je mogoc¢e kvantitativno
dolo¢iti prisotnost elementov. Za analizo so primerni tako tekoci kot trdni vzorci, vendar pa so
navadno taks$ne in podobne metode dolgotrajne, stroski, ki nastanejo pri analizah, pa ogromni.

Zato je bil najin cilj izdelati metodo, ki bi bila enostavna in dostopna $ir§i mnoZici ljudi.

Ker je svinec za naSe zdravje izredno Skodljiv, so ustrezne metode detekcije kljucne. Svinec
spada v skupino $tirih kovin, ki ¢loveskemu telesu najbolj skodujejo. V telo lahko pride z
vnosom hrane (do 65 %), vode (do 20 %) in iz zraka. Do zdaj $e ni bilo odkrito, da bi imel
svinec v Cloveskem telesu kakrSnokoli pozitivho vlogo. Na otroke vpliva mocneje kot na

odrasle. Predvsem so prizadeti centralni in periferni zivéni sistem, ledvice in krvotvorni organi.

Moznosti nadaljnjih raziskav so velike. Preveriti bi bilo treba selektivnost hidrokinonskih
nanodelcev. Prav tako bi bilo smiselno poiskati drugo metodo sinteze, ki bi dala ponovljive
rezultate, ali sintezo opraviti z bolj$o aparaturo. Sintetizirali bi lahko ve¢ vzorcev in bili pri tem
bolj natancni, kar bi zmanjSalo naklju¢no napako in poveCalo natan¢nost.
Tudi reakcije s tioureo (kjer sinteza fotoluminiscentih nanodelcev ni potekla) so zelo zanimive

in bi jih bilo vredno raziskati bolj podrobno.
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PRILOGA 1 — OCENA NAPAK MERITEV

Koncentracijo smo dolo¢ili glede na umeritveno premico za dolocitev koncentracije svincevih

ionov na osnovi znizanja fluorescence (Graf 7). To smo naredili z uporabo enacbe umeritvene

krivulje po naslednjem postopku:

y = 2,0392x + 0,0015

_y—0,0015
X = 720392

Kjer y predstavlja dusenje fluorescence (y = 0,020), x pa koncentracijo Pb?* ionov.

PREGLEDNICA 14: IZRACUNANE KONCENTRACIJE PB?* IONOV GLEDE NA UMERITVENO
PREMICO (VIR: LASTEN)

St. Fluorescenca pri Dusenje fluorescence Pripravljena Izrac¢unana
vzorca | 511,7 nm [rel. enote] [rel. enote] Cpb2+) [MOI/L] | C(po2+) [Mol/L]
0 0,076 - 0,0 - 0,0007

1 0,056 0,020 0,010 0,0091

2 0,061 0,015 0,0050 0,0066

3 0,068 0,008 0,0025 0,0032

4 0,072 0,004 0,0010 0,0012

5 0,075 0,001 0,0005 - 0,0002

Izradunane vrednosti koncentracije Pb?* ionov se razlikujejo od pripravljenih, kar je posledica

merskih napak:

PREGLEDNICA 15: MERSKE NAPAKE PRI VZORCIH Z RAZLICNIMI KONCENTRACIJAMI
PB2* IONOV (VIR: LASTEN)

St. Relativna napaka Relativna Relativna Relativna SKUPAJ
vzorca | zaradi koncentracije | napaka zaradi | napaka zaradi | napaka zaradi [%0]
nanodelcev [%] tehtanja [%] | red¢enja [%] | pipetiranja [%]

0 3,3 - - 10 13,3

1 3,3 0,01 - 10 13,01

2 3,3 0,01 2 10 15,01

3 3,3 0,01 4 10 17,01
4 3,3 0,11 - 10 13,11

5 3,3 0,11 2 10 15,11
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PREGLEDNICA 16: IZRACUNANE KONCENTRACIJE PB?* IONOV V RAZTOPINAH Z
UPOSTEVANJEM MERSKE NAPAKE (VIR: LASTEN)

St. Pripravljena Izra¢unana Izracunana C(pb2+) Z Interval Cb2+) z
vzorca | Ceppbz+) [mol/L] C(pb2+) [Mol/L] upostevanjem napake upostevanjem napake
[mol/L] [mol/L]
0 0,0 -0,0007 - 0,0007 + (- 0,00003) [- 0,00073; - 0,00067]
1 0,010 0,0091 0,0091 + 0,0012 [0,0079; 0,0103]
2 0,0050 0,0066 0,0066 + 0,0010 [0,0056; 0,0076]
3 0,0025 0,0032 0,0032 + 0,0005 [0,0027; 0,0037]
4 0,0010 0,0012 0,0012 + 0,0002 [0,0010; 0,0014]
5 0,0005 -0,0002 - 0,0002 + (- 0,00003) [- 0,00023; - 0,00017]

Merske napake, izracunane za svin¢eve koncentracije, se gibajo od 13,3 % (vzorec 0) pa vse do

17,01 % (vzorec 3). Z upostevanjem teh merskih napak lahko izratunamo intervale, ki kazejo,

da pripravljene koncentracije Pb?* ionov ve¢inoma niso v intervalu izra¢unanih koncentracij.

PRILOGA 2- UMERITVENA PREMICA Z RODAMINOM B

Materiali in pripomocki:

rodamin B (C2gH31CIN203; Merck-Alkaloid)

deionizirana voda (Solski laboratorij)

merilne bucke (100 mL)

UV-VIS spektrofotometer in fluorometer VisPlus (Vernier) ter pripadajoce kivete

program LoggerPro (4.10.1)

SLIKA 23.STRUKTURNA FORMULA RODAMINA B (RHODAMINE,2016)

V 250 mL merilno bu¢ko smo natehtali 0,050 g rodamina B in dodali vodo do oznake. Dobljena

raztopina je imela koncentracijo 10 mol/L. Z red¢enjem smo dobili raztopine z razli¢nimi

koncentracijami rodamina B. Fluorescenco smo merili pri 581,9 nm, vzbujali pa smo s 405 nm.
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PREGLEDNICA 17. FLUORESCENCA RAZTOPIN Z RAZLICNIMI KONCENTRACIJAMI

RODAMINA B (VIR: LASTEN)

Koncentracija rodamina B (vol %)

Fluorescenca pri 581,9 nm [rel. enote]

1,00 % 0,109
1,30 % 0,182
1,96 % 0,263
2,60 % 0,344
3,85 % 0,449

Fluorescenca 405 nm (Rel)

500

Wavelength {(nm)

700

GRAF 8: FLUORESCENCA STANDARDNIH RAZTOPIN RODAMINA B V VIS SPEKTRU (VIR:

LASTEN)
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GRAF 9: UMERITVENA PREMICA Z RODAMINOM B (VIR: LASTEN)

59



