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Koloidni hemijski nanosenzori zasnovani na luminescenciji trovalentnih jona

europijuma

Hemijski senzori privlate mnogo paznje zbog raznovrsnih primena u svakodnevnom
zivotu. Jedna od podvrsta senzora su i opti¢ki hemijski senzori zasnovani na korisé¢enju
opti¢kih metoda kao $to su apsorpcija, rasejavanje svetlosti, fluorescencija, itd.

U okviru ove doktorske disertacije istrazivanje je zapoceto sintezom serije uzoraka na bazi
lantan fosfata (LaPOj4) koji su aktivirani jonima europijuma (Eu®*) u Sirokom opsegu
koncentracija (aktiviranje je izvrSeno u opsegu 0 < x < 1 za sistem La;.xEuxPQO4, gde je x
udeo Eu** jona). Materijali su sintetisani koloidnom sintezom uz upotrebu citratnih jona za

dobijanje kompleksnih jedinjenja retkih zemalja (La** (Eu*")-Cit®).

Iz serije sintetisanih uzoraka odabrana su dva sistema za dalje eksperimente: LagsEuosPOg i
jedinjenje u kom su joni La®** u potpunosti zamenjeni jonima Eu®" — stehiometrijski EuPO,.
Sintetisana su jo§ dva uzorka u kojima su: (a) joni lantana (La®") zamenjeni jonima
disprozijuma (Dy*") i (b) joni lantana (La**) zamenjeni jonima erbijuma (Er**), pri ¢emu je
koncentracija europijuma bila x = 0,5 (Dy;xEuxPO4 i ErixEuxPO4). Svi uzorci su
monokliniéne monazitne Kristalne strukture sa P121/m1 prostornom grupom. Dobijene su

Cestice nanodimenzija, pretezno sfernog oblika ¢ije su opticke osobine detaljno ispitane.

Sve ispitivane uzorke karakteriSe intenzivna emisija u crvenom delu elektromagnetnog
spektra na oko 592 nm i 618 nm koja poti¢e od jona europijuma. Moguénost Sintetisanih
uzoraka da se u koloidnoj formi ponasaju kao hemijski nanosenzori zasniva se na pracenju
promena intenziteta luminescencije jona europijuma. Do smanjenja intenziteta
luminescencije dolazi u prisustvu razli¢itih supstanci koje se ponaSaju kao gasitelji
intenziteta luminescencije — kvenceri (engl. Quencher). Lista analita za hemijski senzing je
opsezna i obuhvata katjone, anjone, toksicne gasove, pesticide, isparenja, produkte
aktivnosti enzima kao sto je H,O, itd. U okviru ove disertacije ispitivana je osetljivost
sintetisanih uzoraka na prisustvo metala (Cu*, Hg?*, Cd*", Pb?*, Zn?") i pesticida (2,4-
dihlorfenoksisir¢etna kiselina (2,4-D) i 2-metil-4-hlorfenoksisiréetna kiselina (MCPA)).
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Navedeni kvenceri luminescencije, koris¢eni u okviru disertacije, predstavljaju ceste
zagadivace zivotne sredine koji mogu imati neposredan uticaj na ljudsko zdravlje. Upotreba
fluorescencije kao metode za detekciju koja je u odnosu na postoje¢e metode u upotrebi,
jednostavnija, brza i manje zahtevna kako prilikom snimanja uzoraka, tako i prilikom

pripreme uzorka, predstavlja veliku prednost.

Osim fotoluminescentnih (emisioni i eksitacioni spektri, odredivanje vremena Zivota) i UV
-VIS (engl. Ultra violet-visible) merenja za svaki sistem u prisustvu razli¢itih gasitelja
emisije odredene su konstante kvencovanja na osnovu Stern-Volmer jednac¢ine kao i limiti
detekcije. Najveca osetljivost sintetisanih sistema kao i najnizi limit detekcije dobijen je
kada su kao kvencer intenziteta emisije Eu®* koris¢eni joni Cu?*. Intenzitet emisije jona
Eu®* koji opada dodatkom kvencera (eksperiment sa jonima Cu®") ponovo je uspostavljen
dodatkom vodenog rastvora EDTA (kompleksirajuée sredstvo). Znacaj ovog eksperimenta
je u ¢injenici da ukazuje na moguénost ponovne upotrebe nanosenzora. Rezultati dobijeni u
okviru ove disertacije otvaraju moguc¢nost za razvoj novih sistema koji bi se potencijalno
koristili kao hemijski senzori u mnogobrojnim oblastima kao Sto su kontrola kvaliteta

hrane, aerodinimika, biohemija ili zaStita Zivotne sredine.
Kljucne reci:

Europijum-fosfat/ lantan-fosfat/ disprozijum-fosfat/ erbijum-fosfat/ jon europijuma/

neorganski luminescentni materijali/ koloidi/ hemijski nanosenzori
Nauc¢na oblast: Prirodno-matematic¢ke nauke
UZa nauc¢na oblast: Analiticka hemija

UDK broj:
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Colloidal chemical nanosensors based on trivalent europium ions luminescence

Chemical sensors attract a lot of attention due to a variety of applications in everyday life.
One of the sensor subtypes are optical chemical sensors which are based on the usage of

optical methods such as absorption, light scattering, fluorescence, etc.

The investigations throughout this doctoral dissertation started with the synthesis of a series
of samples based on LaPO, systems that have been activated with europium ions (Eu®*) in
wide concentration range (activation is performed in the range 0 < x < 1 for the La;.
Eu,PO, system, where x is the fraction of Eu** ions). Materials were obtained by colloidal
synthesis using citrate ions for the production of complex rare earth compounds (La**
(Eu*)-Cit*). From the series of synthesized samples, two samples were selected for further
experiments: LaosEuosPO, and the one in which the La®* ions are completely replaced by
the Eu** ions — stoichiometric EuUPO,4. Two more samples were synthesized: (a) one where
the lanthanum ions (La**) were replaced by dysprosium ions (Dy*"), and (b) one where the
lanthanum ions (La®*") was replaced by erbium ions (Er**); the concentration of europium
ions was X = 0.5 (DyixEuxPO4 and Eri4EuxPO,). All samples have pure monoclinic
monazite crystal structure with P121/n1 space group. Ultrasmall round shaped

nanoparticles were obtained and their optical properties were thoroughly examined.

All the tested samples are characterized by the dominant red luminescence in the
electromagnetic spectrum with two intense emission lines: at about 592 nm and 618 nm,
originating from the europium ions. The ability of synthesized materials to act as chemical
nanosensors in the colloidal form is based on monitoring the changes in the intensity of
luminescence of the europium ions. A decrease in the intensity of luminescence occurs in
the presence of various ranges of substances that act as quenchers. The list of analytes for
chemical sensing is very extensive and it includes cations, anions, toxic gases, vapors,
products of the enzymatic action such as H,O, etc. Within this dissertation, the sensitivity
of the synthesized systems to the presence of heavy metal ions (Cu®*, Hg**, Cd**, Pb*",
Zn’**) and pesticides (2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) and 2-methyl-4-

chlorophenoxyacetic acid (MCPA)) was investigated.
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Quenchers of luminescence mentioned above represent common environmental pollutants
that may have an indirect impact on human health. The usage of a method such as
fluorescence which is compared to existing methods in use simple, less time consuming

and demanding when preparing a sample, is a great advantage.

In addition to photoluminescent (excitation, emission, lifetime) and UV-VIS measurements
guenching constants based on the Stern-VVolmer equation were determined for each system
in the presence of various quenchers, as well as the limit of detections. The highest
sensitivity of synthesized systems to presence of quenchers and the lowest detection limit
was obtained for Cu?* ions. The emission intensity of the Eu®** ions which decreases with
the addition of the quencher (an experiment with Cu* ions as quencher) was recovered by
the addition of an aqueous EDTA solution (complexing agent). The experiment with the
recovery of the initial intensity of the emission is important because it points to the
possibility of the fluorescent probe reusabillity. The results obtained in this dissertation
open up the possibility of developing new systems that could potentially be used as
chemical sensors in many areas such as food quality control, aerodynamics, biochemistry or

environmental protection.
Keywords:

Europium-phosphate/ lanthanum-phosphate/ dysprosium-phosphate/ erbium-phosphate/

europium ion/ inorganic luminescent materials/ colloids/ chemical nanosensors
Scientific field: Life sciences
Scientific subfield: Analytical chemistry

UDK number:
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1. UVOD

Senzori ¢ine deo modernog sveta, ba§ kao i mobilni telefon ili kompjuter, a potreba za
senzorima uslovljena je potrebom coveka da prati i skuplja informacije o svetu koji nas
okruzuje. Najjednostavnija opste poznata definicija senzora je da je to ,,nesto $to reaguje’’,
odnosno senzori predstavljaju uredaje koji raznovrsne informacije transformiSu u oblik
kompatibilan nasoj percepciji, znanju i razumevanju. Razvoj civilizacije i industrije dovodi
do potrebe za sve ve¢im brojem senzora kojima bi bilo moguce pracenje prisustva i koli¢ine
razli¢itih vrsta jedinjenja kako u nasoj okolini, tako i u ljudskom telu (organizam sadrzi
veliki broj senzora koji reaguju na toplotu, ukus, svetlo, itd.). Senzori mogu biti od znacaja
u proucavanju humanog genoma, ekspresije gena, rada enzima, kao i distribucije jedinjenja
unutar ¢elija. Takode, procenjuje se da industrijski procesi uvode preko milion razli¢itih
zagadivaCa u atmosferu i vodeni eko-sistem, $to daje dijapazon analita koje je potrebno
detektovati. Senzori postaju nezamenljivi u svakodnevnom zivotu, tako da njihov razvoj,
kao i razvoj tehnika za detekciju predstavlja stalni izazov i inspiraciju istrazivacima.

Tema ove doktorske disertacije je sinteza neorganskih luminescentnih materijala
aktiviranih trovalentnim jonima europijuma (Eu®") koloidnom tehnikom, karakterizacija i
njihova primena. Proucdene su strukturne i morfoloske karakteristike sintetisanih uzoraka —
EuPO; i REgsEUosPOs (RE= La**, Dy*", Er*), kao i opticke osobine. Cilj ove doktorske
disretacije, pored sinteze zeljenih koloidnih nanocestica, je ispitivanje moguénosti njihovog
koriS¢enja kao hemijskih nanosenzora za detekciju teSkih metala i pesticida u vodenim

rastvorima.

U Teorijskom delu razjasnjen je pojam nanomaterijala kao senzora, definisani su hemijski
senzori, opti¢ki senzori, kao i njihove Kkarakteristike. Opisani su i opSti principi
fluorescencije kao i mogucénosti koris¢enja ove tehnike u detekciji sa posebnim osvrtom na
opti¢ke osobine jona europijuma (Eu®"). Dat je i pregled fluorescentnih proba, kao i nesto
vise o analitima koji su se u okviru ove disertacije koristili kao gasitelji intenziteta emisije —

kvenceri (engl. Quencher) trovalentnog jona europijuma (Eu®").



Jovana Perisa Doktorska disertacija

U okviru poglavlja Eksperimentalni deo detaljano su opisani materijali i metode koje su
koris¢ene prilikom izrade ove doktorske disertacije. Dat je pregled metoda koje se koriste
za sintezu fosfatnih matrica i detaljno su opisane sinteze La;.xEuxPO,4 (x = 0,5, 10, 15, 20,
30, 50, 75, 100 — stehiometrijski EuPO4) i REqsEuosPOs (RE = Dy**, Er*") koloidnih
nanocestica i metode karakterizacije: rendgeno-strukturna analiza, transmisiona elektronska
mikroskopija, UV-VIS spektroskopija kao i fotoluminescentna spektroskopija. Opisan je i

nacin pripreme uzorka za fotoluminescentna merenja.

U okviru Rezultata i diskusije prikazane su strukturne i morfoloske osobine sintetisanih
sistema kao i rezultati fotoluminescentne spektroskopije dobijeni za kombinacije
sintetisanih uzoraka i razli¢itih kvencera. Dati su limiti detekcije za svaki kvencer,
poredenje sa rezultatima iz literature za najefikasniji sistem, kao i uporedna analiza
dobijenih rezultata za sve sisteme i kvenéere koris¢ene u okviru ove doktorske disertacije.

Nakon rezultata i diskusije slede Zakljuc¢ak i spisak koris¢ene Literature.
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2. TEORIJSKI DEO

2.1. Definicija i opSte karakteristike hemijskih senzora

Termin ,,senzor’’ dobio je na znacaju tokom sedamdesetih godina proslog veka u toku
ekspanzije tehnoloskog razvoja koji traje i do danasnjih dana. Pretragom sajta Scopus'",
mozemo videti da se u poslednjih 10 godina u nau¢nim radovima termin senzor javlja skoro
660000 puta, a dijagram na Slici 1 pokazuje zastupljenost termina u razli¢itim granama
nauke [1].

® Inzinjerstvo (27%)

# Kompjuterske nauke (18%)

 Fizika i astronomija (13%)

H Nauka o materijalima (10%)

® Hemija (6%)

i Matematika (6%)

® Biohemija, genetika i
molekularna biologija (4%)

® Hemijski inzinjering (3%)

i Medicina (2%)

® Zemlja i nauke o planetama
(2%)

Slika 1. Zastupljenost termina senzor u razli¢itim granama nauke za period 2009-2019

Iako se ¢ini da je poprilicno jasno o ¢emu govorimo kada kazemo senzor, joS uvek ne
postoji sveobuhvatna definicija. Razlike u na¢inu definisanja poticu od toga da li se
senzorom smatra samo deo koji reaguje na prisustvo analita (receptor) ili celokupni sklop
koji osim receptora obuhvata i pretvara¢. | pored razlika u definiciji samog termina,

neminovno je koje karakteristike senzor treba da poseduje:
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e Da je u direktnom kontaktu sa ispitivanim analitom

e Da je vreme odgovora na prisustvo analita brzo

¢ Da se transformiSe ne-elektricna informacija u elektri¢ni signal
e Da radi kontinualno ili u ponavljaju¢im ciklusima

e Da bude malih dimenzija

e Da bude ekonomican

U toku tehnoloskog buma sedamdesetih godina, ispostavilo se da u oblasti analiticke
hemije ve¢ postoje neki hemijski senzori kao §to su jon selektivne elektrode i staklena
elektroda za odredivanje pH vrednosti. Hemijskim senzorima detektujemo koje su
supstance i u kojoj koli¢ini prisutne u nasem okruzenju. Prema definiciji odobrenoj od
strane ITUPAC-a 1991. godine (engl. International Union of Pure and Applied Chemistry)
hemijski senzor je uredaj koji transformiSe hemijsku informaciju (to moZe biti
koncentracija specificne komponente uzorka ili kompletna analiza sastava) u analiticki
koristan signal. 1z navedene definicije sledi da se senzorom moZe smatrati kako posebno
dizajniran molekul tako i minijaturni analiticki uredaj koji reaguje u realnom vremenu i
daje informaciju o prisustvu specifi¢ne komponente u kompleksnom uzorku [2]. Navedena
definicija je uopstena i u literaturi se mogu naci i druge kao ona koju je dao Volfbajs 1990.
godine: hemijski senzori su mali uredaji koji se sastoje iz dela odgovornog za
prepoznavanje analita, pretvaraca, kao i dela za obradu signala koji ima mogucnost da
kontinualno i reverzibilno prati koncentraciju analita [3]. Pojam reverzibilnosti, koji se
smatra veoma vaznim od strane velikog broja nauc¢nika, odnosi se na ¢injenicu da senzor
treba dinamicki da reaguje na promene koncentracije uzorka u toku merenja. U uZem
smislu hemijski senzor se moze definisati i kao molekul ili skup supramolekulskih struktura
(ili nanocestica) koje mogu selektivno da se vezu za analit ili da selektivno interaguju sa
analitom i da daju informaciju o tom vezivanju ili interakciji. Lista koje sledi obuhvata
karakteristike koje hemijski senzor treba da poseduje [4, 5]:

e Da transformisSe koncentraciju analita u elektri¢ni signal
e Da brzo reaguje

¢ Da je aktivan duzi vremenski period
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e Da je malih dimenzija
e Da je ekonomican
e Da je specifican, odnosno da reaguje samo na jedan analit ili da pokazuje selektivnost

prema grupi srodnih analita.
Osim navedenih stavki za senzore su od velike vaznosti i:

e Nizak limit detekcije (da se detektuju $to nize koncentracije analita)

e Visoka selektivnost.

2.1.1 Komponente hemijskih senzora

Odsustvo interakcije/odsustvo informacije princip je u pozadini svih tehnologija vezanih za
senzore. Potrebno je da se neka vrsta interakcije odvija izmedu analita (mete) koji se
detektuje, a moze biti bilo koje veli¢ine i slozenosti, pocevsi od jona i malih molekula, pa
do velikih Cestica i zivih ¢éelija i senzora dizajniranog ili odabranog za detekciju zeljenog
analita.

Dve najvaznije komponente senzora su (Slika 2):

e Hemijski (molekularni) sistem za prepoznavanje (receptor)

e Fizicko-hemijski pretvarac.

Kod ve¢ine hemijskih senzora dolazi do interakcije izmedu analita i receptora koja rezultuje
promenom fizicko-hemijskih osobina. Interakcija je specificna za svaku metu i moze se
ostvariti na mnogo naina (antitela, aptameri, reverzibilno vezivanje gradenjem

nekovalentnih veza, adsorpcija, jonska izmena, itd.).
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e Analit ]

Deo za prepoznavanje

Fizicko-hemijski signal

Pretvarac

Elektri¢ni signal

* Obrada signala

CEEEKEK

Slika 2. Komponente i osnovni princip rada hemijskog senzora

Interakcije su ,,nevidljive”’, zato je vazna funkcija senzora da omoguéi njihovu
vizuelizaciju nastankom signala koji moze da bude izmeren. Pretvaranje informacije o
interakciji koja se odigrala u elektri¢ni signal funkcija je pretvaraca, dok je da bi dobijeni
signal bio zabelezen neophodan detektor. Pretvaraci realne koncentracije, odnosno ne-
elektri¢ne veli¢ine pretvaraju u elektri¢nu veli¢inu kao $to su napon, struja ili otpornost i na

osnovu tih veli¢ina se mogu i klasifikovati [4, 5].

2.1.2 Karakteristike hemijskih senzora

Opsezi koncentracija koje je neophodno detektovati u rastvoru kreéu se od molarnih
koncentracija do detekcije pojedina¢nih molekula (Tabela 1) [5]. Razli¢iti nivoi na kojima

se moze vrsiti detekcija namecu striktne zahteve oko uslova koje senzor treba da zadovolji.

Tabela 1. Razli¢iti opsezi koncentracija koji se mogu detektovati hemijskim senzorima

Koncentracija,  Broj molekula
mol/L po pL rastvora

Molarna (M) 1 ~6X 10"

Oznaka Primeri

Zasicen rastvor (NaCl,
KCI)
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Milimolarna (mM)
Mikromolarna (uUM)
Nanomolarna (nM)

Pikomolarna (pM)
Femtomolarna (fM)
Atomolarna (aM)

Zeptomolarna (zM)

10°

10°

10°

10*2
10—15
108

104

~0,0006

Normalna koncentracija
glukoze u krvi (~3-6
mM) [6]
Intracelularana
koncentracija NADH [7]
Intracelularana
koncentracija ciklicnog
AMP [8]

Pojedina¢ni molekul u
zapremini ~1,7X 10 L
Pojedinacni molekul u
zapremini ~1,7X10° L
Pojedina¢ni molekul u
zapremini ~1,7X10° L
Pojedina¢ni molekul u
zapremini ~1,7X10%L

Navedeni parametri sluze da opisu performanse hemijskih senzora [4, 5]:

e Osetljivost (engl. Sensitivity, S) — promena u merenom signalu u zavisnosti od

koncentracije analita odnosno nagib na kalibracionom grafiku (zavisnost signala od

koncentracije analita).

e Limit detekcije (engl. Limit of detection, LOD) — najniza koncentracija koja se moze

detektovati, ali ne nuzno i kvantifikovati datim senzorom pod odredenim uslovima. Ova

koncentracija mora da rezultuje signalom ¢iji se intenzitet statisticki razlikuje od

intenziteta slepe probe ili pozadinskog Suma.

Osetljivost i limit detekcije su usko povezane veli¢ine — §to je veca osetljivost nizi je limit

detekcije. Uobicajeno se LOD moze prikazati u funkciji nagiba kalibracione krive (S) i

standardne devijacije (Sp) slepe probe (signal dobijen viSestrukim merenjima u odsustvu

analita):

LOD =3Sp/S

(1)
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e Limit kvantifikacije (engl. Limit of quantitation, LOQ) — najniza koncentracija koje se
moze pouzdano 1 precizno detektovati pod uslovima merenja. LOQ ima veée vrednosti
u odnosu na LOD i preporuceno je da se za procenu koristi 10Sp / S odnos [9-11].

e Dinamicki opseg — opseg koncentracija izmedu limita detekcije i gornje granicne
koncentracije. Donji limit detekcije definisan je osetljivos¢u senzora, a gornji efektima
zasi¢enosti senzora datim analitom; senzor namenjen za detekciju analita u
pikomolarnom opsegu koncentracija neée reagovati na promenu koncentracije u
milimolarnom opsegu.

e Selektivnost — odgovor senzora na grupu srodnih analita ili ¢ak poZeljnije na jedan
specifiCan analit. Na primer, ukoliko Zelimo da u celiji odredimo koncentraciju
kalcijuma to se mora uraditi u prisustvu jona magnezijuma koji ih ima u mnogo vecoj
koncentraciji. Oba jona imaju isto naelektrisanje i razlika u veli¢ini jona nije znacajna,
tako da efikasnost senzora mnogo zavisi od selektivnosti prema samo jednom jonu.

e Linearnost — relativna devijacija eksperimentalno odredene kalibracione krive od
idealne prave linije. UobiCajeno su vrednosti za linearnost specificne za odreden
koncentracioni opseg.

e Rezolucija — najniza razlika u koncentraciji koja moze da se identifikuje kada se sastav
ispitivane smes$e varira kontinualno. Ovaj parameter je vazan u slucaju proto¢nih
sistema.

e Vreme odgovora — vreme neophodno da senzor odreaguje na promenu koncentracije.
Obic¢no se definise kao vreme potrebno da se ustali finalna vrednost (tg9 predstavlja
vreme neophodno da se postigne 99% finalne vrednosti). Vreme koje protekne do
uspostavljanja 63% od finalne vrednosti naziva se vremenska konstanta.

e Stabilnost — sposobnost senzora da zadrzi nepromenjene performanse duzi vremenski
period. Kao mera stabilnosti moZe se iskoristiti varijacija signala u trenutku nulte
koncentracije.

e Zivotni vek — vremenski period u kom ¢e senzor funkcionisati — Kontinualni rad

senzora u viSe ponovljenih ciklusa.
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2.1.3 Podela hemijskih senzora

Razvoj instrumenata, mikroelektronike i kompjutera sve vise olaks$ava dizajniranje senzora
koji se zasnivaju na poznatim hemijskim, fizickim i bioloskim procesima. Postoji veliki
broj senzora, od vrlo jednostavnih pa do veoma slozenih, koji se mogu podeliti prema
razli¢itim kriterijumima: na osnovu nacina detekcije, prema tipu pretvaranja signala, prema
materijalu izrade, oblasti primene, na osnovu nivoa izlaznog signala, vrste napajanja,
operativnog moda, gabarita ili veli¢ina koje se mere. NajucCestalija od navedenih podela je
prema vrsti pretvaranja signala i data je od strane IUPAC-a, 1991. godine.

Prema IUPAC-u hemijski senzori mogu se podeliti na [2, 4]:

e Opticke — senzori koji se zasnivaju na apsorpciji, refleksiji, luminescenciji,
fluorescenciji, refraktivnom indeksu, optotermalnom efektu ili rasejavanju svetlosti.

e Elektrohemijske — tu spadaju i voltametrijski i potenciometrijski uredaji, CHEMFT
(engl. Chemically sensitized field effect transistor) i potenciometrijski senzori sa
¢vrstim elektrolitom za gasove.

e Elektri¢ne — ukljucujuéi one sa metalnim oksidima i organskim poluprovodnicima, kao
i senzore elektroliticke provodljivosti .

e Senzore mase — piezoelektrini uredaji i oni koji se zasnivaju na povrSinskim
akusti¢nim talasima.

e Magnetne — (mahom za kiseonik) zasnovani na paramagneti¢nim svojstvima gasa

e Termometrijske — zasnovani na merenju specificne toplote hemijske reakcije ili
adsorpcije koja ukljucuje analit.

e Ostale vrste senzora — pretezno se zasnivaju na emisiji ili apsorpciji zracenja.

Na Slici 3 shemom je prikazan jos jedan od nac¢ina na koji se klasifikuju hemijski senzori —

prema vrsti analita koji se moze detektovati [12, 13].

Biosenzori ¢ine veliku grupu senzora i ¢esto se proucavaju zasebno u nauci o senzorima.
Medutim, na osnovu IUPAC definicije iz 1999. godine, jasno je da se mogu voditi i kao
podgrupa hemijskih senzora kod kojih se kao sistem za prepoznavanje Kkoristi neki

biohemijski mehanizam [14].
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SENZORIZA
OTPORNOST

SENZORIZA
KAPACITET

DRUGI

i .

MIKROBIOLOSKI

ENZIMSKI

IMUNO

Slika 3. Podela hemijskih senzora na osnovu vrste analita

2.2. Nanomaterijali za potrebe hemijskih senzora

Senzori se kao vrlo multidisciplinarno polje ¢esto prepli¢u sa nanotehnologijom. Prema

NP ™
pretrazivaCu Scopus

broj radova koji u svom naslovu sadrze termin nano u

eksponencijalnom je porastu: samo u poslednjih 10 godina ovaj termin javlja se ~295 000

puta. Ne samo da je u porastu broj radova vezan za nano svet ve¢ je taj trend primecéen i u

okviru specifi¢ne grupe radova koja se odnosi na senzore (Slika 4); ukrStanjem termina

nano i senzor prema Scopus' “-u dobije se broj od skoro 60000 radova, 3to je 20% ukupnog

broja radova vezanih za termin nano. Ovakav trend mogao bi se objasniti prednostima i

novim moguc¢nostima koje nanotehnologija uvodi u polje senzora.

10
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7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

Broj radova

SIEIEI AT LN\ CIPE\ WP IR S P TALPT

Godina publikovanja

Slika 4. Prikaz rasta broja nau¢nih radova koji objedinjuju termine nano i senzor
2.2.1 Definicija i podela nanomaterijala

Oblast nanomaterijala, kao jedna od grana nanotehnologije, bavi se sintezom,
karakterizacijom i analizom materijala nanometarskih veli¢ina u makar jednoj dimenziji
[15-19]. Nanomaterijali se mogu definisati kao materijali ¢ije osnovne gradivne jedinice
imaju makar jednu dimenziju manju od 100 nm (nekada se ova definicija proSiruje i na
dimenzije manje od 1 pum) [20]. Nacionalna inicijativa za nanotehnologiju Sjedinjenih
Americ¢kih Drzava (US NNI) 2004. godine predlozila je sledecu definiciju nanomaterijala:
materijali dimenzija od 1-100 nm sa jedinstvenim fenomenima koji predstavljaju osnovu za
nove primene. Nacrt jo§ specificnije definicije dala je Evropska komisija 2011. godine:
nanomaterijali su prirodni, slu¢ajno nastali ili Sintetisani materijali koji se sastoje od Cestica
koje su u nevezanom stanju, u obliku agregata ili aglomerata, a kod kojih posmatrajuéi
distribuciju veli¢ina 50% cestica ima jednu ili viSe dimenzija u opsegu veli¢ina od 1-100
nm i/ili imaju unutrasnju ili povrsinsku strukturu u jednoj ili vise dimenzija u opsegu od 1—
100 nm #/ili imaju specifi¢nu povriinu po zapremini veéu od 60 m? cm >, ne uzimajuéi u
obzir materijale koji se sastoje od Cestica manjih od 1 nm. U specificnim sluc¢ajevima ovaj

procenat od 50% se moze zameniti opsegom od 1-50% [21].

11
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2.2.2 Sinteza nanomaterijala

U principu postoje dva prilaza sintezi nanomaterijala — od vrha nanize (engl. Top-bottom) i

sa dna navi$e (engl. Bottom-up) i njihova kombinacija (Slika 5):

e Od vrha nanize. ldeja ovog pristupa je da se nanocestice dobijaju od kompaktnih
materijala (materijala mikrometarskih dimenzija) razli¢itim fizickim metodama kao §to
su laserska ablacija, mlevenje, litografija [22-25], itd.

e Sa dna naviSe. NanocCestice se izgraduju polaze¢i od pojedina¢nih atoma, jona ili
molekula i povezan je pre svega sa hemijskim metodama dobijanja nanomaterijala kao
Sto su koprecipitacija, sol-gel metode bazirane na koloidima ili organo-metalnim
jedinjenjima, hidrotermalna sinteza, metoda sagorevanja, sprej piroliza kao i gel
procesiranje organskih polimera i polimerizabilnih sredina u prisustvu metalnih
kompleksa [26-36].

POLAZNI MATERIJAL
MIKROMETARSKIH DIMENZUA

LASERSKA ABLACIJA

MLEVENIJE

LITOGRAFUJA

TRETMANI PLAZMOM
ELEKTROHEMIJSKA EKSFOLUACUA

KO-PRECIPITACJA

SOL-GEL SINTEZA
KOLOIDNA SINTEZA
SAGOREVANIE
HIDROTERMALNA SINTEZA

JEDNOSTAVNI POLAZNI PREKURSORI

Slika 5. Sinteza nanomaterijala

SA DNA NAVISE
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Nanomaterijali se mogu klasifikovati na nekoliko razli¢itih nacina. Jedna od podela je
izvrSena na osnovu dimenzionalnosti (D) nanostrukturnin komponenata od kojih je

izgraden materijal:

e 0D nanostrukture (nanometarskih veli¢ina su u svim dimenzijama) — nanocestice,
nanosfere, kvantne tacke, izolovani molekuli i atomi, itd.

e 1D nanostrukture (nanometarskih veli¢ina su u jednoj dimenziji) — nanotube i nanozice,
nanovlakna, itd.

e 2D nanostrukture (nanometarskih veli¢ina su u dve dimenzije) — nanoploc¢e, nanotrake,
nanodiskovi, itd.

e 3D nanostrukture (proizvoljne strukture koje imaju nanometarske veli¢ine u nekoj od tri

dimenzije) — nanotetrapodi, nanocvece, nanoceslji¢i [20, 37], itd.

Nanomaterijali mogu biti sa¢injeni od raznovrsnih funkcionalnih materijala (metali, oksidi
metala, jonska jedinjenja, keramike, poluprovodnici, organski, polimerni i1 bioloski

materijali), tako da jedna od podela moze biti izvrSena i na osnovu sastava (Slika 6) [38].

DENDRIMERI

UGLJENICNI
NANOMATERIJALI

VRSTE
NANOMATERIJALA

METALNI
NANOMATERIJALI

KOMPOZITI

Slika 6. Podela nanomaterijala na osnovu sastava
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2.2.3 Primena nanomaterijala u oblasti senzora

Nanomaterijali kod kojih su osnovni strukturno-izgradivacki elementi prostorno ograniceni
na oblast veli¢ine do 100 nm mogu posedovati fizicka svojstva koja se znacajno razlikuju
od svojstava odgovaraju¢ih materijala kod kojih su osnovni strukturno-izgradivacki
elementi mikrometarskih dimenzija. Karakteristike ovih materijala, kao $to su opticke
osobine, tvrdoca, tacka topljenja, elektrine i magnetne osobine, menjaju se u odnosu na
mikrometarske materijale bez promene hemijskog sastava. Najznacajnija prednost
materijala nanometarskih dimenzija ogleda se u velikom odnosu specifi¢na
povrSina/zapremina. Smanjenjem veli¢ine strukturno-izgradivackih elemenata, odnos
povrsina/zapremina znacajno raste i fenomeni vezani za povrsinu dominiraju u odnosu na

hemijske i fizicke fenomene dominantne kod mikrometarskih materijala.

Velika povrsinska reaktivnost nanomaterijala prema vrstama sa kojima dolaze u kontakt
¢ini ih idealnim kandidatima za katalizatore i senzore, a karakteristike senzora kao sto su
osetljivost i vreme odgovora mogu biti znacajno popravljene. Hemijski, bioloski i senzori
za gas mogu imati najviSe koristi od navedene karakteristike nanomaterijala [20].
Gas/hemijski/bioloski senzori generalno se sastoje od senzorskog materijala koji raguje na
promenu gasa/hemijskog/biolosSkog analita 1 pretvaraa koji konvertuju tu promenu u
elektriéni signal [39, 40]. Senzori razvijeni na osnovu dobro utemeljenih mikrotehnologija
nasli su svoju komercijalnu primenu; pokazuju dobru osetljivost i ponovljivost uz malu
potro$nju energije. Medutim, njihove performanse jo§ uvek nisu adekvatne za detekciju
jako malih koncentracija analita, tako da bi upotreba nanomaterijala (porast specifi¢ne

povrsine i manja veli¢ine samog senzora) obezbedila neophodna poboljsanja [41-43].

Za nanosenzore uglavnom se koriste 0-dimenzionalni materijali (0D) — (nanocestice,
nanokristali, nanoklasteri i kvantne tacke) koje karakteriSu energetski nivoi koji intenzivno

apsorbuju elektromagnetno zrac¢enje u vidljivom i bliskom UV regionu [44].

Nanocestice koje se koriste poseduju razli¢itu hemijsku prirodu i fizi¢ke karakteristike [45—

50]:
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e Plemeniti metali (Au, Ag)

e Magneti¢ni materijali (Fe3O4, FesSy, y-Fe 03, Fe;,03, MO, M = Ni, Co, Zn, Mn, Mg)

e Poluprovodnicki materijali (CdS, CdSe, CdTe, ZnSe, PbS, PbTe)

¢ Nanocestice koje sadrze jone retkih zemalja (Eu (111), Sm (I11), Tb (I11), Gd (111))

o Cestice zasnovane na silicijumu, naro¢ito one dopirane bojama ili povrsinski

modifikovane razli¢itim funkcionalnim grupama.

Poznavanje fundamentalnih osobina nanomaterijala kao i kontrolisani uslovi njihove
sinteze neophodni su za dalji napredak ovog polja koje se jako brzo razvija usled sve vece
potraznje za senzorima u svakodnevnom Zivotu (automobilska industrija, komunikacije,
zivotna sredina, biomedicina, itd.). Nanomaterijali su osim u senzorima svoje mesto
pronasli i u nanoelektronici, optoelektronici, nanofotonici, nano-elektromehani¢kim
sistemima, bioelektronici, nanobiotehnologiji, nanohemiji, biohemiji, medicini. Velika
zastupljenost dovela je do mnogo primena kao §to su laseri zasnovani na kvantnom efektu,
solarne ¢elije/tranzistori, katalizatori, nano gorivne ¢elije, nano sistemi za transport lekova,

fotokatalizatori, nanosenzori, nanoaktuatori [51-84].

2.3 Opticki hemijski senzori

2.3.1 Pojam optic¢kih hemijskih senzora

Opticki senzori predstavljaju klasu senzora u kojoj se elektromagnetno (EM) zracenje u
pretvaracu prevodi u analiticki signal. Eletromagnetni spektar je podeljen na sedam oblasti

u zavisnosti od frekvencije ili talasne duzine zracenja (gama zraci, X-zraci, ultraljubicasta,

vidljiva i infracrvena svetlost, mikrotalasi i radio talasi) (Slika 7).

15



Jovana Perisa Doktorska disertacija
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Slika 7. Elektromagnetni spektar zracenja (preuzeto sa: Wikimedia Commons

— besplatni medijski repozitorijum)

Elektromagnetno zracenje prolazi kroz uzorak (ili se prelama sa povr$ine uzorka) koji moze
biti u ¢vrstom, teCnom ili gasovitom obliku, a interakcija sa uzorkom procenjuje se na
osnovu promena u odredenom optiCkom parametru i u vezi je sa koncentracijom uzorka
[85]. Uobicajeno se opticki hemijski senzor sastoji od hemijske komponente za
prepoznavanje (receptor ili element koji reaguje na analit) kuplovane sa pretvarac¢em (Slika
8).

RECEPTOR SIGNAL
\ o
ANALIT =
CRRA <
=
. - S
PRETVARAC <

Slika 8. Shema optickog hemijskog senzora
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Receptor reaguje na promenu nekog parametra (koncentracija analita, pH i sli¢no) i dovodi
do nastanka opti¢kog signala ¢iji je intenzitet proporcionalan toj promeni. Funkcija
receptora je u mnogo slucajeva olakSana pomocu tankog sloja koji moze da interaguje sa
analitom, molekulima, da katalizuje selektivnu reakciju ili da bude u hemijskoj ravnotezi sa
analitom. Opticki signal koji nastaje prilikom kontakta sa receptorom, pretvara¢ prevodi u
merljiv signal pogodan za obradu amplifikacijom, za filtriranje, snimanje i prikazivanje [4,
86]. Senzori kod kojih se receptorski deo zasniva na nekom biohemijskom principu

nazivaju se opticki biosenzori.

Opticki senzor moze biti zasnovan na nekoliko opti¢kih principa kao Sto su apsorpcija,
refleksija ili luminescencija (fluorescencija i fosforescencija). Pokrivaju razli¢ite spektralne
oblasti (UV — ultraljubicasta, VIS — vidljiva, IR — infracrvena, NIR — bliska infracrvena) i
omogucavaju ne sam0 merenje intenziteta svetlosti, ve¢ i drugih povezanih osobina kao $to

su vreme zivota, indeks refrakcije, rasejanje, difrakcija i polarizacija [87].

Opticki hemijski senzori poseduju mnogo prednosti u odnosu na konvencionalne elektricne
senzore: bolju selektivnost, neosetljivost na elektromagnetne interferencije, bezbedan rad sa
i mogu biti minijaturizovani [88]. Medutim i pored velikog broja prednosti, opti¢ki senzori
pokazuju i mane kao $to su: ambijentalna svetlost moze da ometa njihov rad, dugorocno je
njihova stabilnost ogranic¢ena ispiranjem indikatora ili fotoizbeljivanjem, dinamicki opseg

je ogranicen, a Selektivnost moze biti niska [89].

2.3.2 Principi opticke detekcije

Prilikom interakcije elektromagnetnog zracenja sa analitom javljaju se slede¢i fenomeni
(Slika 9):
e Apsorpcija — smanjenje intenziteta svetlosti koja prolazi kroz materiju (neapsorbovana

svetlost se transmituje, odnosno prolazi kroz materiju).

e Emisija (fluorescencija ili fosforescencija) — pod uticajem spoljasnjeg izvora energije

na materiju dolazi do interakcije sa molekulima i spontane emisije svetlosti.
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e Refleksija — promena smera kretanja svetlosti na dodirnoj povrsini dva sredine, pri
¢emu se svetlost reflektuje nazad u sredinu iz koje je potekla.

e Refrakcija — promena smera kretanja svetlosti, koja je posledica promene brzine
svetlosti. DeSava se na granicama dve povrsine koje imaju razli¢ite opticke gustine.

e Rasejanje — promena pravca i smanjenje intenziteta svetlosti prilikom interakcije sa
materijom (ukoliko je frekvencija rasejane svetlosti nepromenjena rasejanje je elasticno,

dok se kod neelastiCnog rasejanja javlja razlika u frekvenciji elektromagnetnog

zracenja).
M REFRAKCUA
\—

O s - APSORPCIIA o
- - 3
» .g)\\ - IO TRANSMISLA %

= _— - S

1ZVOR RASEJANJE
SVETLOSTI MONOHRoy, ATOR
EMISIIA \
DETEKTOR

Slika 9. Razli¢iti fenomeni primeéeni prilikom interakcije svetlosti i materije

Medutim, najcesce koris¢ene metode u detekciji optickim senzorima su one zasnovane na
apsorpciji i1 emisiji svetlosti. U poredenju sa metodama zasnovanim na apsorpciji, metode
zasnovane na emisiji (fluorescencija, fosforescencija ili uopsteno govorec¢i luminescencija)
su od posebnog znacaja. Fluorescencija je osetljivija metoda zbog razli¢itih nacina na koje
se mere apsorpcija i fluorescencija: apsorpcija je mera razlike u intenzitetu svetlosti koja
prolazi kroz referentni sistem i uzorak, a kod fluorescencije intenzitet svetlosti se meri
direktno, bez poredenja sa referentnim uzorkom. Osetljivost luminescentnih metoda je oko
1000 puta veca nego kod vecine spektrofotometrijskih metoda. Takode, mogu se posti¢i

nizi limiti detekcije Zeljenih analita. Merenje intenziteta emisije je najceSce koriSc¢ena
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metoda usled toga §to su neophodni instrumenti jednostavni, a priprema analita ekonomic¢na

i vremenski nezahtevna [90-93].

2.3.3 Dizajn optickog senzora

Sveukupni kvalitet senzora zavisi od komponenata koje Cine ceo sistem funkcionalnim:
pretvaraca, osetljivosti tankog sloja (ukoliko ga ima), izvora svetlosti, elektronike na
osnovu koje se sakupljaju podaci i softvera za evaluaciju prikupljenih podataka.

Opticki sistem za detekciju moZe biti zasnovan na:

e Direktnom merenju

¢ Indirektnom merenju u prisustvu indikatora.

U slucaju direktnog opti¢kog senzora, detekcija analita se vr§i na osnovu neke sopstvene
opti¢ke osobine analita kao $to su apsorpcija ili luminescencija. U slu¢aju indirektnih
optickih senzora, promena u optickom odgovoru posrednika (to su obi¢no molekuli

osetljivi na analit — indikatori) koristi se za praéenje promene koncentracije analita [86, 94].

2.3.4 Indikatori (Probe) zasnovane na korisé¢enju luminescencije

Vrlo Cesto analiti koje je neophodno detektovati ne poseduju opticke osobine pogodne za
merenje luminescencije; u takvim sluCajevima reSenje predstavlja koris¢enje
indikatora/proba. Osnovi princip je transformacija merene koncentracije analita u merljiv
analiti¢ki signal, odnosno indirektno se na osnovu promena optickih osobina indikatora
prati promena koncentracije analita. Indikatori /Probe mogu biti:

e Kolorimetrijske — zasnovane na merenju apsorpcije ili

e Luminescentne — zasnovane na merenju emisije svetlosti.

Primarni interes je na luminescentnim probama usled njihove interdisciplinarnosti,
osetljivosti i primenljivosti za razli¢ite principe detekcije, a koncentracija samog analita se
odreduje na osnovu promene emisionih osobina probe. Kako je luminescencija osetljivija

tehnika za detekciju od apsorpcije u literaturi se ¢esce javljaju radovi vezani za detekciju
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pomoc¢u luminescentnih proba i senzora, pri ¢emu su raznovrsni fluorescentni i
luminescentni materijali u formi molekula, kompleksa i nanocCestica dostupni za
implementaciju u senzorskim tehnologijama [95-97]. U porastu je primena luminescentnih
metal-jon heliraju¢ih kompleksa, fluorescentnih polimernih molekula, razlicitih vrsta
nanocCestica (nanocestice dopirane bojama, silicijumske nanocestice, kvantne tacke,

dendrimeri, itd.) kao i organskih boja koje se naj¢esée primenjuju kao indikatori [98—107].

2.4. Luminescencija

Termin luminescencija (lat. Lumen = svetlost) uveo je 1888. godine nemacki fizicar i
istoricar nauke, Ailhard Videman, da opise sve one fenomene svetla koji nisu rezultat
promene temperature (luminescencija nije toplotno zracenje i Cesto se naziva ,,hladna”
svetlost) [108].

Luminescencija se definise kao fenomen u kome se supstanca pobuduje nekom vrstom
spoljaSnje energije, nakon cega se apsorbovana energija iz pobudenog stanja Spontano
emituje u vidu svetlosti. Luminescencija predstavlja emisiju svetlosti ne samo u vidljivom

delu elektromagnetnog spektra, ve¢ i u ultraljubi¢astom i bliskom infracrvenom.

U osnovi, sve luminescentne tehnike se zasnivaju na detekciji i analizi elektromagnetnog
zraCenja emitovanog iz materije nastalog usled niza fizickih i hemijskih procesa. Tabela 2

prikazuje klasifikaciju razlic¢itih vrsta luminescencije u zavisnosti od nacina pobudivanja

[109, 110].

Tabela 2. Podela luminescencije na osnovu na¢ina pobudivanja

Vrsta luminescencije Nacin pobudivanja
Fotoluminescencija Apsorpcija EM zracenja (fotona); brza emisija pri
(fluorescencija i prelasku iz pobudenog spinski dozvoljenog stanja u
fosforescencija) osnovno stanje (fluorescencija); odlozena emisija

koja se deSava prelaskom iz spinski zabranjenog
pobudenog stanja u osnovno stanje
(fosforescencija)

Mehanoluminescencija Primena mehanicke energije na ¢vrstom materijalu
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(triboluminescencija,
piezoluminescena
sonoluminescencija,
fraktoluminescencija)
Radioluminescencija

Kristaloluminescencija

Elektroluminescencija

Termoluminescencija

Hemiluminescencija
(bioluminescencija i
elektrohemiluminescencija)

(raskidanje veza grebanjem, lomljenjem, trljanjem-
triboluminescencija; primena pritiska na materijal
— piezoluminescencija; raskidanje veza u kristalima
usled pojave fraktura — fraktoluminescencija;
implozija mehuri¢a u te¢nosti primenom zvuka —
sonoluminescencija

Dejstvo jonizujuéeg zracenja (a-, -, y-zraci, X-
zraci, kratkotalasno UV zracenje

Kristalizacija (Cvrsti kristali se dobijaju direktno iz
rastvora, rastopa ili rede iz gasa)

Izlaganja materijala jakom elektri¢nom polju. Tu
spada i katodoluminescencija (dejstvo katodnih
zraka (snopa elektrona) na materijal)

Dejstvo toplotne energije na materijal koji je ve¢
prethodno elektronski pobuden pomocu
elektromagnetnog ili drugog jonizujuceg zracenja
Hemijska reakcija. Ukoliko se javlja u zivim
organizmima (bioluminescencija), a ukoliko je u
pitanju pobudivanje elektrohemijskom reakcijom
(elektrohemiluminescencija)

2.4.1 Fotoluminescencija

Kao §to je prikazano u Tabeli 2 fotoluminescencija predstavlja proces emisije svetlosti

nakon apsorbovanja fotona elektromagnetnog zraCenja S$to predstavlja brz radijacioni

proces (reda veli¢ine 10™ s). Pobudena elektronska stanja molekula nastaju pobudivanjem

spoljasnjih elektrona, iz vezivnih ili nevezivnih, u antivezivne molekulske orbitale.

Mehanizmi deekscitacije su procesi u kojima dolazi do interkonverzije energije izmedu

pobudenih elektronskih stanja i osnovnog elektronskog stanja molekula, a mogu biti

neradijacioni i radijacioni. Radijacioni prelazi obuhvataju fosforescenciju i fluorescenciju, a

da bi se objasnila razlika u procesima koji dovode do ovih fenomena treba definisati pojam

multipletnosti (M):

M =2S +1 ()

S — spinski kvantni broj koji predstavlja sumu svih spinova elektrona u molekulu
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Za molekul koji ima paran broj elektrona vazi da je S =0, a M = 1 i takvo stanje se naziva
singletno. Osnovno singletno stanje se oznacava sa S0, dok se prvo i drugo pobudeno
singletno stanje oznacavaju sa S1 i S2. U ekscitovanom stanju elektron moze da menja
orjentaciju spina i tada je S = 1, a M = 3 — tripletno stanje (stanje najnize energije se
oznacava sa T1).

Apsorpcijom elektromagnetnog zracenja elektroni dobijaju dovoljno energije da sa
osnovnog singletnog stanja (S0) predu u neko od elektronskih (S1, S2, ...) i vibracionih (v)
pobudenih stanja. Prilikom interakcije sa fononima podlezu vibracionoj relaksaciji na
najnizi vibracioni nivo pobudenog elektronskog stanja, neradijacionim procesima pri ¢emu
dolazi do gubitka dela energije. Deo energije gube i procesom unutrasnje konverzije —
desava se izmedu vibracionih nivoa dva elektronska stanja iste multipletnosti (~107*% s).
Deo energije moze se osloboditi i neradijacionim procesima koji se nazivaju gasenje
luminescencije (engl. Quenching). Fluorescencija nastaje prilikom elektronski dozvoljenog
prelaza (prelaz izmedu stanja iste multipletnosti) sa pobudenog S1 nivoa na SO osnovni
nivo koji se odvija veoma brzo (~107° — 107" s), pri emu se emituje foton niZe energije od

ekscitacionog fotona.

Fosforescencija i odloZzena luminescencija su, za razliku od fluorescencije, procesi koji
zapocinju prelaskom elektrona iz singletnog pobudenog stanja medusistemskim prelazima
(vrsta neradijacionih prelaza) u tripletno pobudeno elektronsko stanje, a potom se desava
zabranjen prelaz (prelaz izmedu stanja razli¢ite multipletnosti) sa pobudenog nivoa T1 na
osnovni nivo SO. Fosforescencija kao elektronski zabranjen prelaz za posledicu ima znatno
duze vreme zivota u poredenju sa fluorescencijom (vreme zivota prelaza obrnuto
proporcionalno njegovoj verovatnoéi); fosforescencija (~10™* — 107! s) je za nekoliko
redova veli¢ine duzi proces od fluorescencije (~107° — 107" s). U slucaju odloZene
luminescencije elektroni se medusistemskim prelazom vracaju na prvo pobudeno singletno
stanje, a onda se radijaciono deekscituju u osnovno elektronsko stanje. Ono $to treba istaci
je da se u sva tri slucaja radijacionih prelaza (fluorescencija, fosforescencija, odlozena

luminescencija) emisija fotona deSava samo sa pobudenog stanja najnize energije (bilo

22



Jovana Perisa Doktorska disertacija

singletnog, bilo tripletnog). Ovaj fenomen nosi ime u ¢ast ameri¢kog fizicara Majkla Kasa
— Kasa pravilo [110, 111].

Opisani procesi deekscitacije sa karakteristicnim duzinama trajanja slikovito su prikazani
Jablonski dijagramom (Slika 10). Dijagram je dobio ime po fizicaru Aleksandru
Jablonskom koji se zbog svojih dostignu¢a u ovoj oblasti smatra ocem fluorescentne
spektroskopije. Kao $to se moze videti sa dijagrama energija emisije je obi¢no niza od

energije apsorpcije [112].
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Slika 10. llustracija procesa uklju¢enih u fotoluminescenciju, tzv. Jablonski dijagram.
A — apsorpcija; VR — vibraciona relaksacija; UK — unutrasnja konverzija;
K — kvencovanje; FL — fluorecencija; OL — odloZena luminescencija;

MP — medusistemski prelazi; FOS — fosforesencija

Fluorescencija se obi¢no javlja na nizim energijama, odnosno na ve¢im talasnim duzinama
u poredenju sa apsorpcijom, a mozemo razlikovati emisione 1 ekscitacione
fotoluminescentne spektre (Slika 11). Emisioni spektar predstavlja zavisnost intenziteta
fotoluminescentne emisije u funkciji talasne duzine pri fiksnoj talasnoj duzini ekscitacije.

Ekscitacioni spektar predstavlja zavisnost intenziteta fotoluminescentne emisije na
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konstantnoj talasnoj duzini (obicno maksimumu fluorescencije ili fosforescencije) pri
razli¢itim talasnim duzinama pobudivakog zracenja. Eksitacioni i emisioni spektri su
simetricni zato Sto se iste vrste prelaza deSavaju 1 prilikom apsorpcije 1 prilikom emisije 1
sli¢ni vibracioni nivoi postoje i u osnovnom i u pobudenom stanju. Ovaj fenomen poznat je

kao pravilo predmeta i lika u ogledalu (engl. Mirror image rule).

STOKSOV POMERAJ A

/\ /\

> \ -
s \ =
& | APSORPCUA / EKSITACIJA \ =
2 \ \ 2
3 \ RAMANOVO @
> / \ / / RASEJANJE \ m
‘ ' o
| Y \ =
RASEJANJE i A
SVETLOSTI * R
AT Apax .

TALASNA DUZINA (nm)

Slika 11. Prikaz tipicnog apsorpcionog i fluorescentnog emisionog spektra (ekscitacioni
spektar se uobicajeno poklapa sa apsorpcionim spektrom, a talasna duzina ekscitacije je
obi¢no blizu maksimuma pika; najvece rasejanje svetlosti je na talasnoj duzini ekscitacije, a

Ramanovo rasejanje se primecuje samo kod jako malih intenziteta fluorescencije)

Adekvatan odabir ekscitacionih i emisionih talasnih duzina vazan je za detekciju
koris¢enjem fluorescentnih tehnika. S obzirom da je emisioni spektar pomeren ka veé¢im
talasnim duzinama u poredenju sa ekscitacionim spektrom (Stoksovo pomeranje), najveci
intenzitet fluorescencije bi¢e postignut ako se emisija prati primenom ekscitacije koja

odgovara talasnoj duzini maksimuma.
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Glavne prednosti kada se razmatra primena fluorescencije u senzingu odnosi se na
neinvazivnost ovih tehnika, jednostavnost, brzinu, ekonomi¢nost kao i dobru osetljivost ¢ak
i prilikom detekcije pojedinacnih molekula. Fluorescencija se kao metoda za detekciju
koristi u medicini, ali i u oblasti hemije, biohemije, zastite zivotne sredine kao i forenzike, a
ve¢ sada je moguce meriti fluorescenciju tkiva i time dobiti informacije o pH i koncentraciji

jona.

2.4.2 Parametri fluorescencije koji se mogu koristiti u senzingu

Intenzitet fluorescencije moze se iskoristiti za pracenje koncentracije razlicitih fluorofora,
medutim, kada se govori o primeni fluorescencije u senzingu obi¢no se Kkoriste
fluorescentne probe za indirektno merenje koncentracije zeljenih analita, a ne same
fluorofore. Senzing zasnovan na fluorescenciji zahteva promenu neke spektralne veli¢ine
fluorescentne probe u prisustvu analita. Moze do¢i do promena u intenzitetu emisije,

ekscitacionom spektru, emisionom spektru, anizotropiji ili vremenu zivota (Slika 12).

Najdirektnija metoda je merenje promena intenziteta fluorescencije u prisustvu analita.
Intenzitet fluorescencije, F, moZe biti izmeren pri odgovaraju¢im talasnim duZzinama
emisije i ekscitacije. Ukoliko je neprakticno Koristiti direktno merenje intenziteta
fluorescencije, kao Sto je slucaj kod klinicki relevantnih analita, moguce je koristiti merenje
odnosa intenziteta signala probe na dve razlicite talasne duzine (engl. Wavelength-
rathiometric probes) — prednost ovakvih fluorescentnih proba je u tome $to odnos signala

ne zavisi od koncentracije probe.
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Vremenski razloZzena
spektroskopija

Talasna
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spektroskopija
Spektroskopski Vremenski
razloZena Anizotropija razloZzena
anizotropija anizotropija

Slika 12. Parametri fluorescencije koji se koriste u senzingu

Jo§ jedna metoda koja se zasniva na merenju odnosa signala, a ne zavisi od koncentracije
probe je anizotropija. Emisiona anizotropija, r (ili slican parameter polarizacije, P)
predstavlja odnos intenziteta fluorescencije u funkciji vertikalne i horizontalne polarizacije.
Emisija se moze okarakterisati i vremenom zivota t (engl. Lifetime, LT). Vreme Zivota
predstavlja vreme potrebno da intenzitet emisije opadne za 1/e od pocetne vrednosti, §to se

moze izraziti jedna¢inom koja povezuje vreme zivota prelaza i intenzitet fluorescencije:

Iy = loexp(- t/ 1), 3)
It — intenzitet luminescencije u vremenu t, Iy — intenzitet emisije za t = 0, T vreme Zivota

prelaza.

Postoje dve metode za merenje vremena zivota pobudenog stanja: merenje u vremenskom

ili u frekventnom domenu. Do pre nekoliko godina merenje vremena Zzivota je smatrano
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kompleksnom tehnikom. Napredak u razvoju elektrooptickih tehnologija olakSava merenja
vremena zivota u domenu nano sekundi (ns), koris¢enjem malih i jeftinih instrumenata.

Svi opisani parametri mogu biti odredeni u funkciji ekscitacionih i emisionih talasnih
duzina i uz odgovaraju¢e metode za njihovo pracenje mogu se Koristiti za dizajn

funkcionalnih fluorescentnih senzora [5, 113].

2.4.2.1 Senzing zasnovan na merenju intenziteta

Veé je napomenuto da je pracenje promene intenziteta luminescencije vrlo jednostavna
tehnika za detekciju. Promena intenziteta emisije moze se odvijati na dva nacina:
e Gasenje intenziteta emisije — ,,kvenéing’’ (engl. Quenching) ili

e Pojacanje intenziteta emisije (engl. Enhancement).

Merenje promene intenziteta luminescencije pri jednoj talasnoj duzini predstavlja
najjednostavniju, a i dalje veoma osetljivu metodu za dobijanje informacija o zeljenom
analitu pomoc¢u odabrane fluorescentne probe. U mnogo slucajeva, veoma je jednostavno
da se fenomeni gasenja/pojacanja intenziteta emisije dovedu u vezu sa detekcijom.
Promena u intenzitetu reflektuje promenu fundamentalnog parametra emisije — kvanti

prinos (engl. Quantum yield, QY).

Adekvatan odabir talasnih duZina ekscitacije 1 emisije vaZan je za intenzivnu detekciju 1
kao S§to je ve¢ napomenuto najveéi intenzitet fluorescencije bi¢e dobijen ukoliko talasne
duzine ekscitacije odgovaraju maksimumu i ukoliko se uzmu u obzir komplikacije koje
poticu od rasejanja svetla. Promena intenziteta emisije u prisustvu analita, od veoma
visokih vrednosti do nulte ili skoro nulte vrednosti (vrednosti bez i u prisustvu analita) i
obrnuto (pojacavanje intenziteta luminescencije) osnova je senzora koji se zasnivaju na

ovom parametru fluorescencije [5, 113].
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2.4.2.2 Smanjenje intenziteta emisije — kvencovanje intenziteta fluorescencije

Kvencovanje fluorescencije odnosi se na bilo koji proces koji smanjuje intenzitet
fluorescencije uzorka (reakcije u pobudenom stanju, preraspodele u molekulu, transfer
energije, formiranje kompleksa u osnovnom stanju i kolizioni kvencing). Osim veé
navedenih uzroka smanjenja intenziteta fluorescencije, ono moze biti i posledica optickih
osobina samog uzorka kao §to su visoka opti¢ka gustina i zamucenost (Oovakva vrsta

kvencinga sadrzi jako malo informacija o samim molekulima).

Kvencovanje fluorescencije dosta je proucavano i kao fundamentalan fenomen i kao
metoda za dobijanje informacija o sistemima koji dovode do kven¢ovanja. I dinamicki
(kolizioni) i staticki (formiranje kompleksa) kvenéing zahtevaju da fluorescentna proba i
supstanca koja se ponasa kao gasitelj intenziteta luminescencije — kvencer (engl. Quencher)
budu u kontaktu. U sluc¢aju dinami¢kog kvencinga, kvencer difunduje do probe u toku
vremena zivota pobudenog stanja. Po kontaktu, proba se vra¢a u osnovno stanje pri ¢emu
ne dolazi do emisije fotona. Sustinski, kvencing se deSava bez trajne promene molekula,
odnosno bez fotohemijske reakcije. U slucaju statickog kvenéinga, u osnovnom stanju
formira se kompleks izmedu probe i kvencera koji nije fluorescentan. Kontakt izmedu
kvencera i probe mozZe se iskoristiti za senzing, za proveru dostupnosti probe kvenéerima ili
za racunanje difuzionog koeficijenta kvencera na osnovu stepena kolizionog kvencinga [5,

113].

2.4.2.2.1 Dinamicki (kolizioni) kvencing

Dinami¢ko kvencovanje intenziteta emisije fluoresentne probe opisuje se Stern-Volmer

jednacinom:

Fo/F = 1+ kq1o [Q] = 1 + Kp[Q] (4)

U ovoj jednacini Fo i F su intenziteti fluorescencije u odsustvu i prisustvu gasitelja

intenziteta luminescencije, kq je bimolekulska konstanta kvencovanja, a g je vreme Zivota u
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odsustvu kvencera, dok Q predstavlja koncentraciju gasitelja intenziteta fluorescencije, a
Stern-Volmer konstanta kvenc¢ovanja data je u sledecoj formi — Kp= kqto. Obi¢no se podaci
vezani za kvenCovanje predstavljaju graficki kao zavisnost Fo/F od koncentracije kvencera

[Q], pri ¢emu nagib odgovara konstanti kven¢ovanja Kp (Slika 13).

A

Fo/'F

Koncentracija kvencera, Q

Slika 13. Dinamicko kvenéovanje intenziteta fluorescencije u prisustvu gasitelja intenziteta

Korisno je imati kao podatak da je Kp™ ona koncentracija kvencera pri kojoj je Fo/F = 2,
odnosno 50% intenziteta fluorescencije je kvenCovano. Linearnost Stern-Volmer krive
ukazuje da je u sistemu prisutna samo jedna vrsta probe koja je podjednako dostupna
kvencerima. Ukoliko proba postoji u razli¢itim oblicima, od kojih jedan nije dostupan

kvenceru dolazi do odstupanja od linearnosti.

Stern-Volmer jedna¢ina moze se dobiti i na osnovu razmatranja odredenog udela pobudene
probe koja se raspada emisijom u odnosu na ukupnu koli¢inu probe. Ovaj udeo (F/Fo) dat je
stepenom konstante raspada u odsustvu kvencera (y) i totalnog stepena raspada u prisustvu
kvencera (y+ kq [Q]):

FIFo =1/ v+ kq [Q] = 1/1+ Kp[Q] ()
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S obzirom da je dinami¢ki kven¢ing proces kojim se vrsi Smanjenje naseljenosti pobudenog
stanja vreme zivota u odsustvu (Tg) i prisustvu kvencera (T) moze se prikazati na sledeéi

nadin:

w=y" (6)
T=(y+kq [QD) (7)
To/ T =1+ Kq 70 [Q] (8)

Gore navedene jednacine ilustruju vaznu karakteristiku dinamickog kvencovanja, a to je da

dolazi do jednakog pada u intenzitetu fluorescencije i vremenu Zivota iz ¢ega sledi:

Fo/F =1/1 (9)

Pad u vrednostima vremena zivota desava se zato $to je kvencovanje dodatni proces kojim
se vr§i smanjenje naseljenosti pobudenog stanja (kvencovanjem se vr§i smanjenje

naseljenosti pobudenog stanja bez emisije fluorescencije) [5, 113].

2.4.2.2.2 Staticki kvencing (formiranje kompleksa izmedu probe i kvencera)

U okviru prethodnog poglavlja opisan je dinamicki kvenc¢ing koji predstavlja vremenski
zavisan proces. Kvencovanje se moze desiti i kao rezultat formiranja kompleksa koji ne
fluorescira (izmedu probe i kvencera) u osnovnom stanju. Kada ovaj kompleks apsorbuje
svetlost odmah se vraca u osnovno stanje bez emisije fotona. Kod statickog kvencinga
zavisnost intenziteta fluorescencije od koncentracije kvencera izvodi se na osnovu

konstante gradenja kompleksa

Ks = [F-QI/[F] [Ql, (10)

[F-Q] — koncentracija kompleksa koji se formira, [F] — koncentracija nekompleksirane

probe, [Q] — koncentracija kvencera. Ukoliko vrste koje ucestvuju u formiranju kompleksa
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ne fluoresciraju, onda je udeo fluorescencije koja preostaje (F/Fo) dat kao udeo ukupne
koli¢ine probe koja nije kompleksirana: f = F/Fy. Ukupna koncentracija probe [F]o data je

slede¢im izrazom:

[Flo = [F] + [F-Q], sledi (11)
Ks = [Flo-[F] / [F] [Q]= [Flo/ [F] [Q] - 1/[Q] (12)
Fo/F = 1 + Ks[Q] (13)

Kao i u slucaju dinami¢kog kvencovanja zavisnost je linearna, s tim $to je konstanta
kvencovanja u ovom slu¢aju konstanta asocijacije odnosno formiranja kompleksa, Ks (Slika

14).

= Q O
= o
= ® .
Nagib =Ks ©
Q ©
® ©

Koncentracija kvencera, Q
Slika 14. Staticko kvencovanje intenziteta fluorescencije u prisustvu gasitelja intenziteta
Stati¢ki kvencing eliminiSe deo fluorescentnih proba iz posmatranja, kompleksirana proba
ne fluorescira i fluorescencija potice iskljucivo od fluorescentnih proba koje ne ucestvuju u

gradenju kompleksa. Vreme zivota slobodnih fluorescentnih proba nije kvenovano i iznosi

To. Za staticki kvencing, za razliku od dinami¢kog kvenc¢inga (9) vazi izraz:
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To/ T—= 1 (14)

Merenje zivota luminescencije predstavlja najpouzdaniju metodu za razlikovanje statickog i
dinamickog gasenja intenziteta fluorescencije. Dodatna metoda za razlikovanje moze biti
pazljivo proucavanje apsorpcionih spektara fluorescentne probe. Dinamicki kvencing utice
samo na pobudena stanja tako da se ne ocekuju promene u apsorpcionom spektru, za
razliku od statickog kvencinga gde formiranje kompleksa dovodi do perturbacija spektra.
Takode, dinamicki 1 staticki kvenc¢ing se mogu razlikovati na osnovu razliite zavisnosti od
temperature 1 viskoznosti. Vise temperature rezultuju brzom difuzijom i samim tim veé¢im
stepenom dinamic¢kog kvenéinga, dok kod statickog kvencinga uti¢u na disocijaciju slabo

vezanih kompleksa ¢ime se smanjuje stepen ove vrste kvencinga [5, 113].

2.5 Retke zemlje

Retke zemlje ili retki metali (engl. Rare earth, RE) je trivijalni naziv za grupu elemenata
koju saginjavaju: itrijum (**Y), skandijum (**Sc) i 15 elemenata 11l A grupe periodnog
sistema elemenata (od lantana (>’La) do lutecijuma ("*Lu)) koji su izdvojeni u zaseban niz
pod nazivom lantanidi. U vreme otkri¢a, smatralo se da su oksidi ovih elemenata retki
minerali, pa odatle i poti¢e naziv, dok re¢ lantanid poti¢e od grcke re¢i "Aavinovew™ —
sakriven. Ovaj naziv je sasvim adekvatan imajuci u vidu da je bilo potrebno vise od jednog

veka da se sve retke zemlje otkriju i razdvoje [114].

Retke zemlje, pored elektronske konfiguracije atoma ksenona, Xe: 1s® 2s? 2p°® 3s? 3p® 4s
3d™ 4p® 5s? 4d™° 5p° ([Xe]), sadrZe i delimi¢no popunjene 4f " orbitale (n ima vrednost od 0
do 14) zbog Cega se Cesto nazivaju unutrasnjim prelaznim elementima (f-elementi). Joni
bez f elektrona (lantan, itrijum, skandijum i lutecijum) nemaju elektronske energetske nivoe
koji bi mogli da dovedu do luminescentnih i ekscitacionih procesa u vidljivom delu spektra.
Za razliku od njih, ostali lantanidi imaju razli¢it broj elektrona u delimi¢no popunjenim 4f

orbitalama (od Ce®*" do Lu®* imaju od 1 do 14 elektrona) §to rezultuje time da svaki jon
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retke zemlje ima svoje specifi¢ne energetske nivoe i tipicne luminescentne linije oko i u
vidljivom delu spektra (elektronske konfiguracije jona trovalentnih retkih zemalja date su u
Tabeli 3). Retke zemlje se najéesé¢e nalaze u trovalentnom oksidacionom stanju (RE®"),

mada je moguée i dvovalentno i Getvorovalentno oksidaciono stanje (RE?*, RE*") [115].

Tabela 3. Elektronske konfiguracije trovalentnih jona retkih zemalja

Atomski broj (Z) Simbol Element Konfiguracija (Ln"")
57 La Lantan [Xe]

58 Ce Cerijum [Xe]4f*
59 Pr Prazeodijum  [Xe]4f’
60 Nd Neodimijum  [Xe]4f’
61 Pm Prometijum  [Xe]4f*
62 Sm Samarijum  [Xe]4f
63 Eu Europijum  [Xe]4f®
64 Gd Gadolinijum  [Xe]4f’
65 Tb Terbijum [Xe]af®
66 Dy Disprozijum  [Xe]4f’
67 Ho Holmijum [Xe]4f*
68 Er Erbijum [Xe]af'
69 Tm Tulijum [Xe]4f'?
70 Yb Iterbijum [Xe]4f"
71 Lu Lutecijum [Xe]4f

U atomima sa vise elektrona karakterizacija elektronskih stanja nije jednostavna i u obzir

treba uzeti i medusobne elektronske interakcije:

e Spin-spin interakcije,
e Orbitalno-orbitalne interakcije i

e Spin-orbitalne interakcije.

Rasel-Sandersova (engl. Russell-Saunders) Sema je najce$ée koris¢en metod za
prikazivanje gore navedenih interakcija koja se zasniva na pretpostavci da su intenziteti u

sledecoj relaciji [116]:

Spin-spin > Orbitalno-orbitalne > Spin-orbitalne
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Osnovna stanja u atomima/jonima sa vise elektrona mogu se obeleziti Rasel-Sandersovim

pravilom kod koga se kvantni brojevi S, L i J defini$u za sistem elektrona:
2S+1L, (15)

Rezultujuéi kvantni broj spina sistema elektona (S) dobija se sabiranjem spinskih kvantnih

brojeva nesparenih pojedinacnih elektrona:
S = broj nesparenih e- x % (16)

U sluc¢aju jona trovalentnog europijuma postoji 6 nesparenih elektrona (na primeru jona

europijuma bice prikazano izvodenje i kvantnih brojeva L 1 J):
S=6%x%=3 17)

Orbitalni kvantni broj momenta impulsa sistema elektrona (L) sluzi da definise energetska
stanja sistema elektrona. Kvantni broj L se dobija sabiranjem proizvoda dobijenih
mnozenjem broja elektrona u svakoj pojedina¢noj orbitali sa oznakom orbitale (m;) (za

trovalentni jon europijuma dat je prikaz oznaka orbitala i broja elektrona kroz Tabelu 4):

Tabela 4. Prikaz oznaka orbitala i broja elektrona na primeru jona europijuma

Jon m;
3+ -3 -2 -1 0 1 2
BT 1 1 1 1

L= | = (m x broj e u orbitali) | (18)
U slucaj trovalentnog jona europijuma sledi:
| (-3x1) + (-2x1) + (-1x1) + (0x1) + (Ix1) + (2x1) | =] -3-2-1+0+1+2| =3 (19)

Ova stanja (termovi) oznacavaju se kao §to je prikazano u Tabeli 5.
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Tabela 5. Oznake termova za datu vrednost L

L 01 2 3 4 5
S PDFGH

Nivoi nastali spin-orbitalnim cepanjem ozna¢avaju se kvantim brojem ukupnog momenta
impulsa (J) koji ima celobrojne vrednosti u intervalu [L-S, L+S]. U slu¢aju trovalentnog
jona europijuma, moguce vrednosti kvantog broja J su {0, 1, 2, 3, 4, 5, 6}. Takode, pomoc¢u
kvantnog broja J moguce je odrediti i osnovno stanje viseelektronskih atoma ili jona na

sledeci naéin:

J =L-S, kada je broj f -elektrona < 7 (20)

J = L+S, kada je broj f -elektrona > 7 (21)

Na kraju, osnovno stanje jona trovalentnog europijuma prema Rasel-Sandersovom pravilu

moze se oznaditi sa 'Fo (osnovni termovi za ostale retke zemlje prikazani su u Tabeli 6).

Tabela 6. Nac¢in oznacavanja osnovnog terma trovlentnih jona retkih zemalja

Ln®*  Osnovni term

3 TS,
Ce’* %
Pré* *H,
Nd** *lor2
Pme* 51,
sme* 5He
EU F,
G 83,
To* "Ee
Dy** *His)
Ho®* 54
Er* l15/2
Tm* Hs
Yb® Far2
Lo 13,
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Svaki nivo oznacen brojem J podeljen je na odreden broj podnivoa usled cepanja atomskih
nivoa dejstvom kristalnog polja (Starkov efekat). Broj podnivoa odreduje se za ceo broj kao
(2J+1) ili za polu-ceo broj J kao (J+1/2). Na broj podnivoa uti¢e simetrija kristalnog polja
koje neposredno okruzuje jon retke zemlje, dok je Sirina nivoa odredena intenzitetom
cepanja. Na primer, osnovno stanje jona Eu** ne cepa se pod dejstvom kristalnog polja (2x0
+ 1 = 1), dok se nivo 'F; u kristalnom polju cepa na 3 podnivoa (2x1 + 1 = 3). Na Slici 15
prikazano je cepanje energetskih nivoa jona trovalentnog europijuma usled kulonskih, spin-

orbitalnih interakcija i pod uticajem kristalnog polja.

455d"!
5D,
D
> —_—
10% cm*! i 5Dy
104 cm*!
! Fq
af® : | 10° emt
S T
Eu’-=4f¢ L —_—
Konfiguracija 'Kulonsk'e' s o::)‘i)mlne Uticaj
interakcije  SPI- @ kristalnog

interakcije A
polja

Slika 15. Cepanje energetskih nivoa jona trovalentnog europijuma usled kulonskih, spin-

orbitalnih i interakcija sa kristalnim poljem

Dieke i Krosvajt su proucavali karakteristicne energetske nivoe 4f elektrona trovalentnih
jona retkih zemalja i njihovi rezultati objedinjeni su kroz Dieke dijagram (Slika 16) [117].
4f elektroni jona retkih zemalja zasti¢eni su od dejstva kristalnog polja spoljasnjim 5s, 5p i
6s orbitalama. Takode, joni retkih zemalja se nalaze 1 na velikom rastojanju od okolnih jona
u kristalnoj resetki, Sto njihova opticka svojstva ¢ini veoma slicnim optickim svojstvima
slobodnih jona [118]. Uticaj reSetke matrice na njihova opticka svojstva je mali, ali od
klju¢ne vaznosti. Dijagram je konstruisan na osnovu eksperimentalnih podataka (dobijenih
iz optickih spektara jona retkih zemalja ugradenih u LaCls kristal) i moze se primeniti na

skoro sve matrice jer maksimalne varijacije u energetskim nivoima (usled raznovrsnosti
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matrica) ne prelaze nekoliko stotina cm™. Preciznije se polozaji i energije energetskih nivoa
mogu odrediti koris¢enjem tabli¢nih vrednosti [119]. Luminescencija jona retkih zemalja
koja poti¢e od elektronskih prelaza izmedu 4f nivoa posledica ja magnetno-dipolnih ili
elektri¢no-dipolnih interakcija. Elektricno-dipolni f - f prelazi u slobodnim 4f jonima
zabranjeni su, ali postaju dozvoljeni meSanjem sa orbitalama razli¢ite parnosti (usled
neparne komponentne kristalnog polja) i njihov intenzitet zavisi od simetrije neposrednog
okruzenja u matrici. Na intenzitet magnetno-dipolnih f - f prelaza simetrija nema velikog

uticaja.
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Slika 16. Energetski nivoi jona trovalentnih lantanida — Dieke dijagram

2.5.1 Jon europijuma

Trovalentni jon europijuma (Eu®") ima intenzivnu crvenu emisiju u vidljivom delu spektra

nakon izlaganja UV zracenju. Ovaj fenomen je primeéen ne samo kod kristalini¢nih
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matrica i u staklima, ve¢ 1 u kompleksima koje ovaj jon gradi sa organskim ligandima.
Luminescencija jona Eu®* proutavana je u rastvorima, polimernim matricama, sol-gel
staklima, te¢nim kristalima, neorganskim matricama kao i u metal-organskim sistemima,
dok dizajn neorgansko-organskih hibridnih materijala koji sadrze europijum predstavlja
izuzetno popularno polje istrazivanja. Na Slici 17 prikazani su emisioni spektri jona Eu** u

razli¢itim matricama [120-126].
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Slika 17. Emisioni spektri jona Eu** u razli¢itim matricama

Osim UV zracima, crvena emisija jona europijuma moze se posti¢i i pobudivanjem X-
zracima, y-zracima, jakim elektri¢nim poljem, hemijskim reakcijama [127-130], itd.
Zanimljiv je podatak da se europijjum nalazi u mastilu koje sluzi kao zasStita od
falsifikovanja euro novcanica [131].

Eu®* jon ima 60 elektrona, od kojih je 6 u 4f orbitalama, a elektronska konfiguracija moze
se predstaviti na slede¢i nadin: [Xe]4f °. Tih 6 elektrona moze se u sedam 4f orbitala
preraspodeliti na 3003 nacina, tako da degeneracija elektronske konfiguracije trovalentnog

jona europijuma iznosi 3003. Degeneracija se moze izraziti na osnovu sledeceg izraza:
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() = (22)

n predstavlja broj 4f elektrona, a bilo koji raspored od 3003 moguéih naziva se mikrostanje.
Kao §to je ve¢ pomenuto u Poglavlju 2.5 na cepanje mogu da uti¢u kulonove interakcije,
spin-orbitalne interakcije, kristalno polje, kao i Zimanov efekat (engl. Zeeman effect) —

cepanje energetskih nivoa pod dejstvom spoljasnjeg magnetnog polja [132—-134].

Iz Tabele 6 (Poglavlje 2.5) moze se videti da je oznaka osnovnog terma jona europijuma

"Fo, a zasto je to tako objasnjava se Hundovim pravilima [135]:

e Multiplicitet spina mora biti najve¢i mogué (za jon Eu* i konfiguraciju 4f ® u pitanju je
septet — 'F)

e U slucaju da postoji vise od jednog terma sa istim multiplicitetom, term sa najve¢om
vredno$¢u ukupnog orbitalnog ugaonog momenta (L) predstavlja osnovni term

e Za polu popunjenje elektronske orbitale osnovno stanje je ono sa najmanjom vredno$éu
ukupnog momenta impulsa (J moze biti 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, tako da je osnovno stanje
7
Fo).

Linije Eu** odgovaraju prelazima sa pobudenog Do nivoa na 'F; (J = 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6)

nivo 4f ® konfiguracije (Slika 18). Kako se °Dy nivo ne cepa usled uticaja kristalnog polja (J

= 0), cepanje emisionih linija posledica je cepanja 'F; nivoa.
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Slika 18. Karakteristi¢ni prelazi jona europijuma (Eu®")

2.5.1.1 Luminescentni spektri Eu®*

Mnoga Eu (l11) jedinjenja pokazuju intenzivnu fotoluminescenciju koja potice od *Do—'F;
prelaza (J = 0-6). Pregled prelaza dat je u Tabeli 7 [135]. Vrlo &esto se prelazi Fs i 'Fs ne
uocavaju (potpadaju van opsega talasnih duzina koje detektuju spektrofluorimetri), dok su
manje uobicajeni i prelazi sa visih pobudenih stanja (°D1, °Dy, °D3). Prou¢avanjem poloZaja
razli¢itih °Do—'F prelaza primeéuje se da se udaljenost izmedu J i J+1 poveéava sa
porastom vrednosti J; *Do—'Fy prelaz je veoma blizu °Do—'F,, dok je izmedu prelaza

°Dy—Fs i °Do—'Fs razlika ve¢a od 50 nm [136].

Tabela 7. Prelazi u luminescentnim spektrima Eu (111) jedinjenja

Prelaz Dipolni  Opseg Relativan
karakter talasnih intenzitet
duzina (nm)
Di—»'Fy  ED 570-585 Veoma slab-jak Primeéen samo kod
Cn, Chv 1 Cs simetrije
D—»'F;  MD 585-600 Jak Intenzitet ne zavisi od

okruzenja
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°Di—»'F, ED 610-630 Jak-veoma jak Hipersenzitivan prelaz

°Do—'F; ED 640-660 Veoma slab-slab Zabranjen prelaz

D—»'F, ED 680-710 Srednji-jak Intenzitet zavisi od
okruzenja, bez
hipersenzitivnosti

D—»'Fs ED 740-770 Veoma slab Zabranjen prelaz

°Dp»'F¢ ED 810-840 Veoma slab- Retko se uocava i meri

srednji

*ED - elektri¢no-dipolni; MD — magnetno-dipolni

U luminescentnom spektru europijuma vecina prelaza su indukovani elektri¢éno-dipolni
prelazi (ED). ED prelazi posledica su interakcije lantanidnih jona sa vektorom elektricnog
polja posredstvom elektri¢nog dipola. Ako jon retke zemlje u kristalnom polju zauzima
mesto inverzne simetrije, elektri¢no-dipolni prelazi izmedu nivoa sa 4f " konfiguracijom su
strogo zabranjeni na osnovu Laporetovog selekcionog pravila parnosti. Na osnovu
selekcionih pravila AJ =0, £1 (J = 0 na J = 0 je zabranjen) mogu se javiti samo mnogo
slabiji magnetno-dipolni ili elektricno-kvadrupolni prelazi. Ako kristalografsko mesto koje
naseljava jon retke zemlje nema inverznu simetriju, moze do¢i do me$anja stanja suprotne
parnosti (kao $to je 5d) sa 4f " konfiguracionim nivoima. Elektri¢no dipolni prelazi vise
nisu strogo zabranjeni i pojavljuju se kao slabe linije u emisionom spektru. Neki prelazi (AJ
= 0, £2) su izuzetno osetljivi na ovaj efekat, pa se ¢ak i mali pomeraji jasno vide u spektru.
Magnetno-dipolni (MD) prelazi dozvoljeni su na osnovu Laporetovog selekcionog pravila i
njihov intenzitet nezavisan je od okruzenja i slabiji u odnosu na indukovane elektri¢no
dipolne prelaze. MD prelazi posledica su interakcije lantanidnih jona sa magnetnom
komponentom svetlosti posredstvom magnetnog dipola. Selekciona pravila za ED i MD

prelaze sumirana su u Tabeli 8 [137, 138].

Tabela 8. Selekciona pravila za f - f prelaze

Indukovani elektri¢no-dipolni prelazi Magnetno-dipolni prelazi
(ED) (MD)
|AS| =0 AS =0
|AL| < 6 AL=20
|AL| < 6i|AJ| =2,4,6 ako je J =0l AJ=0, £1, ali prelazsaO na 0 je
J’ = 0 (kao u slu¢aju Eu*") zabranjen
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2.5.1.2 Eu® jon kao spektroskopska proba
Nekoliko je razloga zbog kojih se jon Eu** moze koristiti kao spektroskopska proba:

e Osnovno stanje ("Fo) i najvaznije pobudeno stanje (°Do) nisu degenerisana sto indikuje
da do cepanja ne dolazi pod dejstvom kristalnog polja (to olaksava interpretaciju
spektra).

e Najvazniji prelazi su sa >Dy pobudenog stanja na 'F; nivoe sa malom vrednoséu J (J =
0, 1, 2) (takode je olaksana interpretacija emisionog spektra, broj mogucih prelaza usled
cepanja kristalnog polja jako je mali).

o Talasne funkcije 'F; nivoa i °Do, °D; i D, pobudenih stanja dobro su definisane
(moguée je vrlo precizno teorijski definisati energetske nivoe 4 f ° elektronske
konfiguracije).

e °Dy—'F; linije su dobro razdvojene (nema preklapanja nivoa koji poticu od cepanja
kristalnog polja koji pripadaju razli¢itim ‘F; nivoima).

e Jedinjenja europijuma pokazuju intenzivnu luminescenciju usled velikog energetskog

procepa izmedu °Dg pobudenog stanja i najviseg 'F; nivoa ("F).

Pogodno je i $to je luminescencija u vidljivoj oblasti elektromagnetnog spektra (crvena
luminescencija), kao i to §to je kod Eu®* slabo izrazeno vibraciono kuplovanje §to rezultuje

time da su linije kristalnog polja jako uske, ¢ak i na sobnoj temperaturi.

Dakle, moguée je odrediti lokalnu simetriju europijumskog mesta u kristalnoj strukturi
odredivanjem broja linija kristalnog polja koje se uodavaju za “Do—'F; prelaze. Ova
metoda se zasniva na selekcionim pravilima za indukovane elektri¢no dipolne i magnetno
dipolne prelaze. Finalno odredivanje lokalne simetrije izvodi se na osnovu tabele (Tabela 9)
koja objedinjuje broj ocekivanih linija kristalnog polja za odabrane prelaze. Velika
otezavajuca okolnost je slabo cepanje kristalnog polja koje za posledicu ima preklapanje
linija, $to se moze izbec¢i snimanjem spektara na niskim temperaturama (temperature te¢nog
azota ili nize). U odredenim lokalnim simetrijama broj linija bice isti za sve moguée prelaze

u luminescentnom spektru. Odredivanje lokalne simetrije upotrebom spektroskopije
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europijuma bilo je od najvece vaznosti u vremenu kad je rendgeno strukturna analiza
pojedinaénih kristala bila mnogo manje dostupna i kada je proces odredivanja kristalne
strukture bio jako spor [135, 139].

Tabela 9. Broj linija nastao cepanjem kristalnog polja za *Do—'F; prelaze (J = 0-4) u

luminescentnom spektru jona europijuma (Eu**)
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2.5.1.3 Hipersenzitivnost prelaza Eu®*

Hipersenzitivni prelazi interesantan su fenomen u okviru spektroskopije lantanida. Na
intenzitet veéine indukovanih elektri¢no-dipolnih prelaza jona lantanida ne utic¢e lokalno
okruzenja jona. Medutim, nekoliko prelaza je vrlo osetljivo na lokalno okruzenje i takvi
prelazi se nazivaju hipersenzitivni. Hipersenzitivni prelazi su obi¢no intenzivniji u
kompleksima lantanida, nego u slucajevima potpuno hidratisanih lantanidnih jona u vodi (u
nekim sluGajevima intenzitet moZe biti i 100 puta veéi). Na primer, intenzitet *Do—'Fz
prelaza u anjonskom europijum (111) karbonatnom kompleksu [Eu(COs)s]* je skoro 100
puta veci nego intenzitet istog prelaza za hidratisan jon Eu®* u vodi. Hipersenzitivni prelazi
desavaju se u skladu sa selekcionim pravilom |AS| =0, |AL| < 2 i |AJ| < 2. Ne postoji
opste prihvacena teorija kojom se objasSnjava ovaj fenomen, ali zakljucak koji se moze
izvesti je da razliciti faktori doprinose intenzitetu hipersenzitivnih prelaza i da nije moguce
korelisati ih sa samo jednim eksperimentalnim parametrom (sa npr. simetrijom

europijumskog mesta ili polarizacijom liganada) [137, 140-143].
2.6 Kvenceri intenziteta fluorescencije

Sirok spektar supstanci dovodi do gaSenja intenziteta luminescencije. Molekulski kiseonik
predstavlja jedan od najpoznatijih kolizionih kvencera i ¢esto je neophodno ukloniti ga iz
sistema kako bi se dobila pouzdana merenja intenziteta emisije 1 vremena zivota. Takode,
teski atomi poput joda i broma mogu dovesti do gasenja intenziteta luminescencije, kao i
raznovrsni metali, pesticidi i organski molekuli poput sukcinimida, akrilamida, metionina,
purina, pirimidina [144-147], itd.

Usled velikog broja analita od interesa moguce su raznovrsne kvencer-fluorescenta proba
kombinacije koje primenu nalaze u oblastima bioprocesa, zastite zivotne sredine, kontrole
kvaliteta, bezbednosti hrane, itd. Brza industrijalizacija i eksplotacija prirodnih izvora, kako
bi se prilagodilo potraznjama populacije u porastu, doprinela je velikom zagadenju eko
sistema tako da je detekcija analita koji imaju Stetan uticaj na Zivotnu sredinu i ljudsko

zdravlje od vitalnog znaCaja. Zagadivaci zivotne sredine nastaju u raznovrsnim
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industrijskim i poljoprivrednim procesima i to mogu biti teski metali (Hg?", Cd**, As*,
Pb®*, itd.), toksiéni gasovi (SOz, NO,, HCI, itd.), organofosfatna jedinjenja (pesticidi,
insekticidi, herbicidi), industrijske otpadne vode (fenol, H,0O,) [148], itd.

2.6.1 Teski metali

lako su neki od teskih metala u niskim koncentracijma esencijalni nutritijenti (gvozde, cink,
kobalt), njihove povisene koncentracije dovode do niza neZeljenih efekata. Svetska
zdravstvena organizacija (WHO — World Health Organization) ustanovila je da od deficita
cinka godisnje premine 800000 ljudi, pri ¢emu 450000 ¢ine deca ispod pet godina [149].
Kadmijum, olovo i ziva veoma su toksi¢ni ¢ak i1 kada su prisutni u tragovima, a
ustanovljena je njihova povezanost sa kancerom i neurodegenerativnim bolestima,
anemijom, oStecenjem endokrinog i kardiovaskularnog sistema [150-153]. Bakar je kao
esencijalan metal neophodan za normalno funkcionisanje organizma, ucestvuje u celijskoj
aktivnosti, formiranju kostiju, katalizi enzima, itd. Medutim, prekomeran unos bakra
izaziva hemolizu, mué¢ninu, otkazivanje bubrega i povezan je sa Alchajmerovom boles¢u
[154-156]. Nasuprot svoje konstruktivne bioloske uloge bakar je jedan od najcesé¢ih
zagadivaca, narocito pijace vode. Prema Agenciji za zastitu zivotne sredine Sjedinjenih
Americkih drzava (EPA — United States Environmental Protection Agency) dozvoljena
koncentracija bakra u vodi za pice je ~20 uM [157].

Teski metali nisu biodegradabilni i dolazi do njihove akumulacije u ljudskom organizmu u
koji dospevaju putem vazduha, unosa te¢nosti ili putem lanca ishrane u kom igraju kljuénu
ulogu, a nastaju i u razliitim industrijskim procesima te je njihova detekcija u niskim

koncetracijama prioritet u zastititi Zivotne sredine i prevenciji bolesti.
2.6.2 Pesticidi
Pesticidi se koriste u kontroli i eliminaciji oboljenja biljaka koja izazivaju njihova

oStecenja. Postoji vise od hiljadu poznatih pesticida koji se mogu klasifikovati na razlicite

nacine: na osnovu svrhe primene, bioloSke mete ili hemijske strukture primenjenog
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jedinjenja. Na osnovu hemijske strukture mogu se podeliti u vise od 15 grupa —
organofosfati, organohloridi, derivati nitrofenola, jedinjenja arsena, itd. Pesticidi su toksi¢ni
po ljude i mogu imati akutne i hroni¢ne efekte na zdravlje, kao $to su muc¢nina, povracanje,
unutrasnje krvarenje, ostecenja centralnog nervnog sistema. Uticaj koji imaju zavisi od
vremena izloZenosti, doza kojima je osoba bila izloZzena kao 1 puteva izlozenosti, pri cemu
najranjiviju grupu predstavljaju osobe u direktnom kontaktu (poljoprivredni radnici).
Pesticidi mogu da se zadrze u zemljistu ili da predu u podzemne vode, pri ¢emu produkti
njihove degradacije takode mogu da se zadrZe u zemljiStu, vodi, biljkama 1 da se dodatno
koncentruju kretanjem navise u lancu ishrane [158, 159]. Tokom poslednjih pedeset godina
mnogo bolesti i smrti je dovedeno u vezu sa izloZzenos¢u pesticidima (skoro 20 000 smrtnih
slucajeva godiSnje). Prema Stokholmskoj konvenciji o perzistentnim organskim
zagadiva¢ima (The Stockholm Conventionon Persistent Organic Pollutants), 10 od 12

najopasnijih perzistentnih hemikalija su pesticidi [160, 161].

Odsek za populaciju Ujedinjenih nacija (The United Nations Population Division) dao je
procenu da ¢e 2050. godine zemlju naseljavati 9,7 biliona ljudi — skoro 30% vise
stanovniStva nego 2017. Evidentno je da je urgentna potreba za povecanjem proizvodnje

hrane §to sa sobom povlaci da se moze ocekivati i povec¢an obim upotrebe pesticida [158].

Konstantno prosirivanje liste potencijalnih analita za detekciju i kvantifikaciju indikuje

neprekidan razvoj novih fluorescentnih proba kojima bi to bilo omoguéeno.

2.7 Fluorescentne probe

Kao §to je ve¢ napomenuto u Poglavlju 2.3.4 fluorescentne probe (ili fluorescentni
indikatori) predstavljaju raznovrsne molekule kod kojih promenom optickih osobina
indirektno dolazimo do informacija o Zeljenom analitu. Zahvaljuju¢i osetljivosti
fluorescentnih proba na mikrookruzenje, osim hemijskih parametara kao S§to su
koncentracija ili pH mogu se dobiti informacije i o fizickim i strukturnim parametrima
analita (polarnost, rastojanja na supramolekulskom nivou, pokretljivost molekula...).

Tendencija organskih hemicara da indikatore nazivaju senzorima, nailazila je na kritike
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imaju¢i u vidu da postoji stanoviste da se tek integracijom fluorescentne probe u uredaj
dobija senzor. U pokusaju da se izbegne konfuzija vezana za terminologiju i da se razli¢iti
nac¢ini definisanja objedine, 1993. godine, uveden je pojam hemosenzor. Hemosenzor se
definiSe kao jedinjenje (organskog ili neorganskog porekla) koje se koristi u detekceiji

analita pri ¢emu dolazi do zna¢ajne promene signala [99, 162—-164].

Postoji hiljade fluorescentnih proba koje se mogu podeliti u dve glavne grupe: unutrasnje
(engl. Intrinscic) i spoljasnje (engl. Extrinsic). Unutrasnje fluorescentne probe su one koje
nastaju prirodno: amino kiseline, NADH, flavini, itd. Spoljasnje fluorescentne probe su one
koje se dodaju analitu kako bi se omogucilo merenje fluorescencije (kada analit sam po sebi
nema mogucnost fluorescencije) ili one koje menjaju opticke osobine analita. To mogu biti

fluorescein, rodamin i brojne druge supstance [113].
Fluorescente probe mogu se klasifikati i na osnovu mehanizma detekcije [165]:

e Probe kod kojih dolazi do kvencovanja intenziteta emisije (ovde spadaju probe koje u
svom sastavu sadrze lantanidne jone kod kojih u prisustvu analita dolazi do promene
intenziteta luminescencije)

e Fluorogenske probe (latentne fluorofore kod kojih se signal javlja kao odgovor na
promenu okruzenja, prilikom interakcije sa analitom ili specificne hemijske reakcije)

e Probe zasnovane na dve talasne duzine (merenje intenziteta emisije pri dve razli¢ite
talasne duzine ekscitacije ili merenje dve razliCite talasne duzine emisije pri fiksnoj
ekscitacionoj talasnoj duzini)

e Probe zasnovane na FRET principu (engl. Forster resonance energy transfer)

e Probe zasnovane na PET principu (engl. Photoinduced electron transfer).

2.7.1 Fluorescentne probe zasnovane na Ln** jonima

Organske boje koje se najces¢e koriste kao fluorescentne probe zahtevaju komplikovane
procedure za pripremu, slabo su rastvorljive u vodi i sklone su fotoizbeljivanju. Kvantne
tacke koje se takode Cesto koriste u ispitivanjima vezanim za fluorescente probe pokazuju

visoku toksi¢nost 1 Siroke emisione pikove Sto utiCe na osetljivost proba i ograniava
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njihovu Siru primenu. PoZeljno je razviti fluorescentne probe Cije bi karakteristike bile
niska toksicnost, jednostavna priprema kao i odlicna stabilnost emisije. Alternativu
navedenim hemosenzorima predstavljaju nanocestice dopirane jonima retkih zemalja —
Ln** (prvenstveno jonima europijuma — Eu® ili terbijuma — Tb%*"). Zahvaljujuéi f - f

prelazima Ln** ovakve fluorescentne probe imaju izuzetne opticke osobine:

e Dobro definisane opticke prelaze
e Uske emisione pikove
e Duga vremena zivota

e [Fotostabilnost.

Navedene prednosti fluorescentnih proba zasnovanih na jonima retkih zemalja narocito su
korisne u slu¢aju primene u bioloskim uslovima; jednostavno je razlikovati emisione trake
koje poti¢u od retkih zemalja od signala koji poti¢e od autofluorescencije ¢elija i tkiva. U
poslednje dve decenije fluorescentne probe zasnovane na jonima retkih zemalja nasle su
primenu u ultraosetljivim detekcijama metalnih jona, anjona i raznih bioloskih molekula

[165-174].
2.7.1.1 Primena fluorescentnih proba zasnovanih na Ln** jonima

U modernoj hemiji i nauci o materijalima neorganski fluorescentni materijali imaju
ekstenzivnu primenu u izradi displeja, senzora, svetlosno-emituju¢ih dioda (engl. Light
emmiting diode, LED), lasera, vazni su u optoelektronici i medicini gde se koriste kao
fluorescentni markeri zahvaljuju¢i svojoj jedinstvenoj fizickoj i hemijskoj stabilnosti i
biokompatibilnosti. Zastita zivotne sredine, pracenje, prevencija i tretmani bolesti, kao i
konstantno poboljsanje kvaliteta ljudskog zivota glavno su polje primene hemijskih senzora
u bliskoj buduénosti. Ln**-aktivirane luminescentne nanodestice poseduju superiorne
fizicko-hemijske osobine (Poglavlje 2.7.1) koje ih ¢ine novom generacijom bioproba u
poredenju sa konvencionalnim molekularnim probama kao Sto su organske boje ili

lantanidni helati. Ove funkcionalne nanocestice pokazuju spektroskopske osobine koje u
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kombinaciji sa njihovom biomedicinskom primenom pronalaze svoje mesto u detekciji
raznovrsnih analita, dijagnostici, biodetekciji i razvoju terapeutika. Do sada je dizajniran
lantanida i nanoCestice dopirane Ln®*" jonima) sa viSestrukim primenama u bio-
nanotehnologiji, nanomedicini 1 zastiti Zivotne sredine. Neke od ovih proba su uspe$no
komercijalizovane u sistemima za detekciju koji se primenjuju u imuno- i DNK-esejima.
Na primer, ,,DEFIA’’, ,LANCE”’ (razvio Perkin Elmer), ,HTRF”’, ,TRACE”’ (razvio Cis
Bio) i ,Lantha Screen” (razvio Life Technologies) tehnologije zasnovane su na
luminescentnim Eu®* i Tb*" kompleksima koji se koriste za detekciju biomarkera [175,
176]. U prethodnim poglavljima bilo je re¢i kako o vrstama analita, tako i o tipovima
fluorescentnih proba koje se mogu koristiti za detekciju istih. U okviru ovog poglavlja dat
je kratak osvrt na rezultate iz literature koji se odnose na detekciju analita koris¢enjem

nanodestica ¢ija se primena zasniva na Ln®*" jonima.

2.7.2 H,0;, fluorescentne probe

Prethodnih godina postoji veliko zanimanje za detekciju i kvantifikaciju vodonik peroksida
(H20,). Ovaj molekul ima ulogu u obradi hrane, farmaciji, kozmetici, hemijskoj industriji.
Vazan je 1 za zivotnu sredinu 1 biologiju gde se indirektno detekcijom ovog molekula moze
odredivati glukoza (H,O; je produkt enzimskih reakcija svih enzima iz klase peroksidaza)
Takode, H,O; je prekursor i proizvod dekompozicije triaceton triperoksida, eksploziva koji
se koristi u teroristickim aktivnostima [177-181]. Kao fluorescentne probe u ovu svrhu
mogu se koristiti nano&estice GAVO4:Eu®*, YVO,:Eu®", EuVO,4, kompleks europijuma sa
tetraciklinom — [Eu(tc)], [PMMA-(Eu(TTA)3INA)], Eu®" zasnovane jezgro-ljuska (engl.
Core-shell) strukture [182-186], itd.

2.7.3 pH i anjonske probe

Celijski pH predstavlja veoma vazan faktor u regulaciji fiziologkih procesa u bioloskim

sistemima. Precizno merenje intracelularnog i ekstracelularnog pH esencijalno je u mnogim

49



Jovana Perisa Doktorska disertacija

oblastima: dijagnostici, analitici, biomedicini. Parker i saradnici razvili su seriju Tb*" i Eu®*
kompleksnih jedinjenja kod kojih se promena pH detektuje disocijacijom liganda. Razvijen
je i Eu (111) bis-bipiridil-kriptat kompleks koji se osim kao pH proba moze posmatrati i kao
indirektna proba hidroksilnih jona [187-191].

Anjoni su kao i H,0; od velikog znagaja za zivotnu sredinu i industrijske procese, a imaju i
vaznu ulogu u bioloskim sistemima, tako da je razvoj ekonomi¢nih i osetljivih proba za
njihovu detekciju od velike vaznosti. Tsukube i saradnici prikazali su primenu kompleksa
Eu (I1) sa tris-(2-piridilmetil) aminom kao selektivne fluorescentne probe nitratnih jona,
dok isti kompleks sa Th (I11) umesto Eu (Ill) pokazuje selektivnost prema hloridnim
jonima. Nanocestice NaYF; dopirane jonima retkih zemalja (Yb*'/Er®*, Yb¥*/Tm*,
Yb**/Ho**) mogu se Koristiti u detekciji Br i I. Takode je razvijen i senzor na bazi
LiYF4:Ce**/Th* za detekciju glifosata, a razli¢itim Ln** dopiranim nanocesticama moguée

je detektovati i cijanidne kao i hidrogensulfidne anjone [192-198].
2.7.4 Fluorescentne probe za detekciju teSkih metala

Kao §to je ve¢ bilo re¢i detekcija teSkih metala od velikog je znaaja u zastiti zivotne
sredine. Zagadenje zivotne sredine teSkim metalima uglavnom se pripisuje olovu,
kadmijumu, zivi i bakru. Jedinjenja sintetisana u okviru ove doktorske disertacije ispitivana
su kao fluorescentne probe za detekciju navedenih teSkih metala, pa su kroz Tabelu 10

prikazani literaturalni rezultati dobijeni za sli¢ne sisteme.

Tabela 10. Literaturalni pregled Ln®" aktiviranih fluorescentnih proba u detekciji teskih

metala
Fluorescentne probe za Cu”* Linearni LOD
opseg

NaYF,:Yb™", Er* [198] 0-10 mM —
YVO4:Eu® [199] 0-10 pM 0,57 uM
YVO,:Eu®* [200] 0-10 pM 0,15 pM
SrF,: Ce(111)/Th(I11) [201] 0-10 nM 2,20 nM
GdVO4:Eu** @SiO; [202] 0-20 pM 80 nM
KZnF;: Eu’" [203] 0-10 uM 0,48 uM
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LaVOg: 5%Eu’ [204] 0-0,01 M -
Fluorescentne probe za cr

NaYFs:YbY, Er*f [205] 0,07-10mM 24 uM
LiYF,:Yb /Ho @LiYF4:Ce* 0-50 uM 4,1 yM
[206]

Probe za Fe**

Eu**-NaGd(SO,),xH,0 [207] 0-10 nM 2,20 nM
LaVOg: 2%Eu’" [208] 0-0,01 M -
LaVOg: 5%Eu’ [204] 0-0,01 M
BiPO4:5%Eu’®" [209] 0-3,5 mM
NaYF.Yb*, Er* [198] 0-4,55 mM -
Fluorescentne probe za Pb*

SrF,: Ce(IIT)/Th(III) [210] 0-10 pM 30 pM
NaYF,:Yb**, Er** [198] 10-25 mM -
Fluorescentne probe za Hg2+

SrF,: Ce(III)/Th(III) [210] 0-10 pM 20 pM
NaYF,:Yb*, Er** [198] 0-3 mM -
RBT funkcionalizovan 5 nm-10 uM 3,7 nM
NaYF4:15%Yb*",5%Er" [211]

NaYF,:Yb* Tm*"/ 5-100 nm ~2 nm

Au nano $tapiéi [212]
Fluorescentne probe za Zn**
NaYF,:Yb'", Er'* [198] 0-25 mM

lako je znagajan napredak ostvaren kada je re¢ o koris¢enju Ln**-aktiviranih fluorescentnih
proba i dalje je dalek put od sinteze do komercijalizacije ovakvih sistema. Odabir i sinteza
odgovaraju¢ih materijala imaju klju¢nu ulogu za krajnju implementaciju hemijskih i
bioloskih senzora. Medutim, njihov dizajn, tako da pronadu krajnju primenu u realnom
svetu, predstavlja veliki izazov imaju¢i na umu da je potrebno prevazici tehnicke poteskoce
proizvodnje (multidimenzionalna priroda interakcije izmedu sastava i funkcije, isplativost
procesa, nacin pripreme, krajnji uslovi koriS¢enja...) i zadovoljiti zahteve koji karakteriSu
idealan senzor kao $to su: velika osetljivost i selektivnost (zagadivaci zivotne sredine ¢esto
su prisutni u tragovima), brzo vreme odgovora (pracenje parametara u in vivo uslovima,
pracenje Stanja pacijenata...), jednostavnost pripreme, niska toksi¢nost, rastvorljivost u

vodi, itd.

Uopsteno, postoje brojna istrazivanja trzista koja pokazuju godisnji rast kada je re¢ o novcu

ulozenom u razvoj hemijskih i bioloskih senzora i sve ve¢i broj disciplina se prepli¢e sa
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ovim poljem usled potraznje da se minimizuju senzori, da se konstruisu tako da funkcionisu
u kompleksnim sistemima kao $to su krv ili industrijske vode i da se smanji potro$nja
energije. Senzori koji su deo slozenih analitickih sistema sve vise dobijaju na znacaju u
poredenju sa individualnim senzorima. Postoje biosenzori koji su primenu nasli u testiranju
nivoa glukoze u krvi, a uspe$no se kombinuju i sa mikro-fluidima za dijagnostiku. Takode,
konstantan fokus je na pronalasku i primeni bio- i hemijskih senzora u kontroli industrijskih
procesa (pogotovo za kontrolu kvaliteta hrane i bezbednu primenu), u uzorkovanju i
analiziranju razli¢itih medijuma od vaznosti za Zivotnu sredinu (zemljiSte, vode, biljke), a

od skoro je njihova primena od vaznosti i u borbi protiv terorizma [213].

Na osnovu izvestaja ,,Global Information Inc.”” kompanije o¢ekuje se da globalno polje
koje se odnosi na nanosenzore poraste sa $88 miliona u 2016. godini na $247 miliona do
2022. godine. Sirenje trzita senzora i ulaganja u ovo polje uslovljeni su potrebama drustva
u razvoju, porastom broja hroni¢nih bolesti, potrebom za detekcijom bioloskih patogena,

eksploziva i toksi¢nih hemikalija [214].

Takode, medu raznovrsnim vrstama hemijskih senzora Fredonia grupa (Freedonia Group)
predvida najveci porast razvoja u okviru optickih senzora; rast je voden pronalaZzenjem

novih i brzih dijagnostickih testova kao §to je ve¢ postojeci za glukozu [215].

Izvesno je da ¢e nanomaterijali uticati na skoro svaku svetsku industriju i prognoze su da ¢e

biti nezamenljivi u reSavanju najvaznijih problema sveta koji je u konstantnom razvoju.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1 Pregled sinteza koje se koriste za dobijanje fosfatnih matrica aktiviranih Ln®*

jonima

U okviru ove disertacije sintetisani su uzorci zasnovani na lantanidnim fosfatima dopiranim
jonima europijuma. Lantanidni ortofosfati (LnPO,) imaju nekoliko polimorfnih formi-
heksagonalnu, tetragonalnu i monoklini¢énu (monazitnu), pri ¢emu je najceS¢e proucavana
monoklini¢éna. Monazitni ortofosfati poseduju osobine kao §to su visoka hemijska, termalna
i fotostabilnost, slaba rastvorljivost u vodi, visok indeks refrakcije, visoka apsorpcija i
visoka efikasnost luminescencije [216-220]. U literaturi je opisan veliki broj sinteza
razvijenih za dobijanje nedopiranog LaPO, i LaPO, dopiranog jonima retkih zemalja kao
Sto su (Tabela 11): ko-precipitacija, sonohemijski pristup, metoda sagorevanja, mehanic¢ko
mlevenje, elektrospining metoda [221-226], itd. Luminescentni materijali sa podesivom
emisijom u vidljivom delu spektra, katalizatori, senzori i bio-markeri dobijaju se kada se

monoazitne nano&estice dopiraju jonima retkih zemalja kao §to su Eu®*, Er¥*, Tb*" ili Dy**.

Tabela 11. Tipovi sinteze LaPO4/ LaPO,4 dopiranog jonima retkih zemalja

Jedinjenje Metoda sinteze
LaPO, Hidrotermalna [227]
LaPO4:Eu Hidrotermalna (jako bazan rastvor)/Hidrotermalna (kiseo

rastvor)/Hidrotermalna/Sagorevanje/Uljano kupatilo/Sol-
gel/U rastopu soli/Precipitacija [228-235]

LaPO4:Sm** Ko-precipitacija/Hidrotermalna [236, 237]

LaPO,:Dy** Sol-gel [238]

LaPO4:Er** Precipitacija/Reakcija u ¢vrstom stanju [239, 240]

LaPO,: Tb** Ko-precipitacija mikrotalasima/Hidrotermalna [241, 242]

LaPO4:Ce** Hidrotermalna (u prisustvu EDTA) [243]

LaPO,:Ce**/Tb**  Hidrotermalna/Ko-precipitacija mikrotalasima [244, 224]

LaPOg4:Pr** Sprej piroliza [245]

LaPO,:Gd** Rekristalizacija/Reakcija u ¢vrstom stanju/Hidrotermalna
[246, 247, 248]

LaPO4:Nd** Mikrotalasi [249]

LaPO4:Er¥/ Yb**  Ko-precipitacija [250]
LaPO, Tm*@CNT Ko-precipitacija [251]
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Kroz Tabelu 12. dat je pregled hemikalija koris¢enih u sintezi koloida, kao i hemikalija

koje su koris¢ene kao gasitelji intenziteta emisije jona Eu®" u dobijenim koloidima,

hemikalije za eksperiment sa vracanjem intenziteta luminescencije i izradu pufera.

Tabela 12. Lista hemikalija koris¢enih u sintezi koloida i eksperimentima sa gasenjem

intenziteta luminescencije jona Eu** — hemijska formula, naziv i proizvodag

Hemijska formula Naziv Proizvodac
Eu(NO3)sx6H;0 E:l?s’:#‘égt(' IR Alfa Aesar
La(NO3)3x6H,0 Lantan (I11)-nitrat heksahidrat ~ Alfa Aesar
Er(NO3)sxxH20, x = 5 Erbijum (I11)-nitrat hidrat Alfa Aesar
Dy(NO3)3x5H,0 E;i?;ﬁﬂjrg?q (1H1)-nitrat Alfa Aesar
(NH4)2HPQO4 Diamonijum hidrogen fosfat Alfa Aesar
NazCsHs507x2H,0 Natrijum-citrat dihidrat il%rrr:ih
(HO,CCH2)oNCH>CH,N(CH>CO5H), E};Lﬁ%‘ﬁf‘éﬁ?&aﬁéema o
NH,C(CH;0H)s $gsl(shibc;rzoaksimetil)amino metan; Eies:g;n?sio
AgCl Srebro (1)-hlorid i‘l%r::ih
cucl, Bakar (I1)-hlorid i‘l%rr':ih
HgCl, Ziva (I1)-hlorid i‘%rnzh
PbCl, Olovo (I1)-hlorid Sama:
cdcl, Kadmijum (11)-hlorid o
ZnCl, Cink (11)-hlorid i‘%f:ih
CaCl, Kalcijum (11)-hlorid i‘l%r::ih
MgCl, Magnezijum (I1)-hlorid i\'%r::ih
CHCLO: el 24D i
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Kao rastvara¢ u svim eksperimentima koriséena je dejonizovana voda (Milli-Q, elektri¢na

otpornost 18,2 MQ cm™).

Metode koris¢ene u okviru ove doktorske disertacije za odredivanje strukturnih,

morfoloskih i optickih osobina sintetisanih materijala su:

e Rendgeno-strukturna analiza (engl. X -ray diffraction, XRD)

e Transmisiona elektronska mikroskopija (engl. Transmission electron microscopy,
TEM)

e Fotoluminescentna spektroskopija (engl. Photoluminescent spectroscopy, PL)

e Difuzno-refleksiona spektroskopija (engl. Diffuse reflectance spectroscopy, DRS).

3.3 Sinteza koloidnih nanodestica

Koloidne nanocestice su atraktivno polje za istrazivanje s obzirom da se ovi materijali
sastoje od neorganskih cestica koje su prevucene slojem organskih molekula. Hibridna
priroda ovih nanostruktura pove¢ava mogucnosti za njihovo ciljano dizajniranje s obzirom
da je moguce manipulisati organskim i neorganskim molekulima nezavisno. Neorganska
komponenta diktira magnetne, elektri¢ne ili opticke osobine, dok organski sloj uti¢e na
fizicko-hemijske osobine kao $to je koloidna stabilnost. Koloidne neorganske nanocestice
mogu imati raznovrsne oblike i sastav, mogu se sastojati od pojedina¢nih materijala, legura
ili dopiranih materijala. Koloidne nanocestice sintetiSu se u te¢noj fazi pomocu hemijske
precipitacije pod uslovima koji dozvoljavaju kontrolisan rast koji ¢e biti zaustavljen dok je
veli¢ina Cestica u nano domenu. Ovako nesto je moguce posti¢i kombinacijom prekursora
koji sadrze Zzeljene elemente (npr. koriS¢enje neorganskih soli) na dovoljno visokoj
temperaturi ili pri dovoljno visokim koncentracijama u prisustvu stabilizatora. Uopsteno se
moze reci da se koloidne metode oslanjaju na to da ¢e hemijska reakcija koja se odvija
usmeriti nukleaciju i rast Cestica unutar rastvaraca formirajuéi kolidni sol. Takode, koloidne
metode su jednostavne, mogu se skalirati u zavisnosti od potrebnih koli¢ina materijala i

isplative su sa ekonomskog stanovista [252].
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U okviru ove doktorske disertacije slede¢i koloidni sistemi koji su prethodno
okarakterisani, koriS¢eni Su u eksperimentima u kojima je ispitivano gasenje intenziteta

luminescencije jona Eu®":

1) LaPO,: 50mol%Eu** (LagsEugsPOs)
2) EUPO,

3) DyPO4: 50mol%Eu** (Dyg sEuosPO4)

4) ErPO,: 50mol%EU** (ErgsEuosPO.)

3.3.1 Sinteza koloidnog LaPQ, aktiviranog jonima Eu**

LaPO4: xmol%Eu®* x=0,1,5, 10, 15, 20, 30, 50, 75) nanocestice sintetisane su PO
analogiji sa koloidnom tehnikom koja je prethodno opisana od strane nase istrazivacke
grupe za dobijanje koloidnih nanocestica zasnovanih na vanadatima [183, 253, 254]. Za
sintezu su pripremljeni 0,025 M rastvori odgovarajuéih prekursora u vodi. Po proceduri, u
stehiometrijsku sme$u vodenih rastvora Eu(NO3)3x6H20 1 La(NOs3)3x6H,0 (ukupna
zapremina vodenih rastvora nitrata retkinh zemalja je 20 mL, ta¢ne zapremine za svaki
sintetisan sistem date su u Tabeli 13) na sobnoj temperaturi u kapima se dodaje vodeni
rastvor natrijum-citrata (25 mL). Dodatak natrijum-citrata pra¢en je formiranjem belog
taloga koji indikuje nastanak Eu**-(La*")-Cit> kompleksa. Nakon intenzivnog mesanja i
laganog ukapavanja vodenog rastvora (NH4),HPO, (10 mL), dolazi do kompletnog
rastvaranja belog taloga i rastvor postaje transparentan. Mesanje je nastavljeno jos jedan sat
na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se rastvor prebaci u creva za dijalizu. Postupak dijalize
vr$i se 24h u vodi kako bi se uklonio viSak jona. Za dijalizu se koriste polupropustljive
membrane kojima se odvajaju mali molekuli, joni ili atomi od cestica koloidnih srazmera.
Difuzija malih molekula, jona, atoma odvija se dok se koncentracija u koloidnom rastvoru i
Cistom rastvaracu ne izjednace. | pre i nakon postupka dijalize u dobijenom koloidu meri se

pH vrednost. Postupak dijalize ne menja pH vrednost koloida koja iznosi ~6. Nakon
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isparavanja rastvarac¢a (70°C, 20h) odredena je koncentracija nanodestica u koloidu (~3
mg/mL) i dobijen je prah za strukturnu i morfolosku karakterizaciju.
Tabela 13. Tac¢ne zapremine prekursora u sintezi LaPOa: xmol%Eu®* (x=0,1,5, 10, 15,
20, 30, 50, 75) koloidnih nanocestica
LaPO4: x mol%Eu’*

X = 0 1 5 10 15 20 30 50 75
La-nitrat (mL) 20 19,8 19 18 17 16 14 10 15
Eu-nitrat (mL) / 0,2 1 2 8 4 6 10 5
Na-citrat (mL) 25 25 25 25 25 25 25 25 25

(NHg),HPO, (mL) 10 10 10 10 10 10 10 10 10

3.3.2 Sinteza koloidnog EuPO,

Za sintezu su pripremljeni 0,025 M rastvori odgovarujucih prekursora u vodi. Po proceduri,
u 20 mL vodenog rastvora Eu(NO3)3x6H,0 na sobnoj temperaturi u kapima se dodaje 25
mL vodenog rastvor natrijum-citrata. Dodatak natrijum-citrata pracen je formiranjem belog
taloga koji indikuje nastanak Eu**-Cit*> kompleksa. Nakon intenzivnog meSanja i laganog
ukapavanja vodenog rastvora (NH4);HPO, (10 mL), dolazi do kompletnog rastvaranja
belog taloga i rastvor postaje transparentan. Mesanje je nastavljeno jo$ jedan sat na sobnoj
temperaturi, nakon Cega je rastvor prebacen U crevo za dijalizu. Postupak dijalize vrsi se
24h u vodi kako bi se uklonio visak jona. | pre i nakon postupka dijalize u dobijenom
koloidu meri se pH vrednost. Postupak dijalize ne menja pH vrednost koloida koja iznosi
~6. Nakon isparavanja rastvaraca (70°C, 20h) odredena je koncentracija nanocestica u

koloidu (~3 mg/mL) i dobijen je prah za strukturnu i morfolosku karakterizaciju.

3.3.3 Sinteza koloidnog ErysEugsPO4

Za sintezu su neophodni 0,025 M rastvori odgovarujucih prekursora u vodi. Po proceduri, u
stehiometrijsku smesu vodenih rastvora Eu(NO3)3x6H,0 (10 mL) i Er(NO3)sx6H,0 (10

mL) na sobnoj temperaturi u kapima se dodaje vodeni rastvor natrijum-citrata (25 mL).

57



Jovana Perisa Doktorska disertacija

Dodatak natrijum-citrata pracen je formiranjem belog taloga koji indikuje nastanak Eu®*-
(Er*")-Cit* kompleksa. Nakon intenzivnog mesanja i laganog ukapavanja vodenog rastvora
(NH4)2HPO4 (10 mL), dolazi do kompletnog rastvaranja belog taloga i rastvor postaje
transparentan. MeSanje je nastavljeno jos jedan sat na sobnoj temperaturi, nakon cega se
rastvor prebaci u creva za dijalizu. Postupak dijalize vrSi se 24h u vodi kako bi se uklonio
visak jona. | pre i nakon postupka dijalize u dobijenom koloidu meri se pH vrednost.
Postupak dijalize ne menja pH vrednost koloida koja iznosi ~6. Nakon isparavanja
rastvara¢a (70°C, 20h) odredena je koncentracija nanocestica u koloidu (~3 mg/mL) i

dobijen je prah za strukturnu i morfolosku karakterizaciju.
3.3.4 Sinteza koloidnog Dy sEuosPO4

Za sintezu su neophodni 0,025 M rastvori odgovarujucih prekursora u vodi. Po proceduri, u
stehiometrijsku smesu vodenih rastvora Eu(NO3)3;x6H,0 (10 mL) i Dy(NO3)3x6H,0 (10
mL) na sobnoj temperaturi u kapima se dodaje vodeni rastvor natrijum-citrata (25 mL).
Dodatak natrijum-citrata pracen je formiranjem belog taloga koji indikuje nastanak Eu®*-
(DY*H-Cit* kompleksa. Nakon intenzivnog mesSanja i laganog ukapavanja vodenog
rastvora (NH;),HPO, (10 mL), dolazi do kompletnog rastvaranja belog taloga i rastvor
postaje transparentan. MeSanje je nastavljeno jo$ jedan sat na sobnoj temperaturi, nakon
cega se rastvor prebaci u creva za dijalizu. Postupak dijalize vrsi se 24h u vodi kako bi se
uklonio visak jona. Nakon dijalize u dobijenom koloidu meri se pH vrednost ~6. Nakon
isparavanja rastvara¢a (70°C, 20h) odredena je koncentracija nanocestica u koloidu (~3

mg/mL) i dobijen je prah za strukturnu i morfolosku karakterizaciju.

58



Jovana Perisa Doktorska disertacija

3.4 Odredivanje strukturnih i morfoloskih osobina sintetisanih materijala

3.4.1 Rendgeno-strukturna analiza

Metoda difrakcije X-zracima predstavlja nedestruktivnu tehniku za karakterizaciju
materijala koja se zasniva na merenju intenziteta difraktovanih X-zraka koji se odbijaju od
atoma u kristalu u funkciji difrakcionog ugla 26. XRD analizom je mogucée izvrsiti
kvalitativnu 1 kvantitativnu analizu. Kvalitativna analiza se vr$i poredenjem dobijenih
difraktograma sa referentnim karticama iz COD (engl. Crystallography Open Database) i
ICDD (engl. International Centre for Diffraction Data) baza [255].

Kvantitativnom XRD analizom se moze dobiti procentualni sastav faza, medutim prisustvo
preklapajucih refleksija generalno otezava potpuno iskoris¢avanje dostupnih informacija.
Alternativu predstavlja uta¢njavanja dobijenih podataka koris¢enjem Ritveldovog metoda.
Nakon uta¢njavanja dobijaju se vrednosti za parametre kao §to su veliCina kristalita,
stranice jedini¢ne Celije, mikronaprezanje, ali i parametri koji ukazuju na kvalitet same
metode uta¢njavanja: Rp (engl. Profile factor), Rwp (engl. Weighted profile factor), Re
(engl. Expected weight factor) i GOF (engl. Goodness of fit). Vrednost GOF parametra
oznacava kvalitet celokupnog utacnjavanja i §to je vrednost bliza jedinici, to je i sama

analiza preciznija [256].

U toku izrade ove doktorske disertacije za ispitivanje uzoraka kori§¢en je SmartLab Rigaku
instrument (Cu cevi, radni uslovi 30 mA, 40kV). Svi uzorci su snimani u opsegu 10-90°,
pri koraku 0,01 i brzini 1° min™. PDXL2 program kori§éen je za obradu i za Ritveldovo
utacnjavanje, a srednja vrednost kristalita (D) odredena je primenom FWHM (engl. Full

Width at Half Maximum) funkcije koja je uvritena u Debaj-Sererovu jednacinu:

p=-"*2 (23)

- Bcos6

B sirina difrakcionog maksimuma na poluvisini pika (FWHM), € upadni ugao X-zraka, K

konstanta koja zavisi od stepena simetrije kristala (iznosi Aa=1,54056 A).
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3.4.2 Transmisiona elektronska mikroskopija

Transmisiona elektronska mikroskopija predstavlja metodu kojom se dobijaju informacije o
morfoloskim karakteristima ispitivanog uzorka, kao Sto su veli¢ina, oblik i uredenje Cestica.
Pored toga, mogu se detektovati i defekti na atomskom nivou i uredenje atoma u uzorku

(kristalografske informacije).

Osnovni delovi transmisionog elektronskog mikroskopa su: elektronski top, fokusirajuce
magnetno soc¢ivo, objektiv, so¢ivo za formiranje lika i ekran. TEM oblikuje sliku na osnovu
elektrona koji prolaze kroz uzorak, a koji poticu iz elektronskog topa (obicno se radi 0

elektronima ¢ija je talasna duzina znatno niza od veliCine posmatranih objekata).

Morfoloska svojstva nanocCestica dopiranih jonima retkih zemalja sintetisanih u okviru ove
disertacije odredena su koris¢enjem uredaja za transmisionu elektronsku mikroskopiju
Tecnai G20 (FEI) pri radnom naponu od 200 kV. Za ova merenja etanolom su preneti
praskasti uzorCi na mrezice, a ultrazvuéno kupatilo koris¢eno je kako bi se razdvojili
aglomerati. Kako se ocekivalo da ¢e nanocCestice imati jako male dimenzije koriS¢eni Su

ultra tanki ugljeni¢ni filmovi na Supljim ugljeni¢énim mrezicama (Agar S187-4).

3.4.3 Odredivanje optickih osobina sintetisanih materijala

3.4.3.1 Fotoluminescentna spektroskopija

Osnovne komponente fotoluminescentnih spektrofotometara su: izvor, monohromator

(sistem za razlaganje talasnih duzina), ¢elija sa uzorkom (ili Kiveta) i detektor.
lzvor

Izvor svetlosti (ili pobude) mogu biti lampe ili laseri. Komercijalni uredaji uglavnom kao
izvor koriste razne lampe, jer se njima moze posti¢i $iri opseg pobude, mada se mogu
koristiti 1 laseri razliCitih talasnih duzina u zavisnosti od toga koja je talasna duzina

potrebna za pobudu ispitivanog uzorka.
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Monohromator

Monohromatori koriste se za selektivho propustanje svetlosti i neophodni su kod
instrumenata kod kojih se kao izvor pobude Kkoristi lampa. Monohromator moze biti prizma
ili difrakciona resetka (u fluorescentnim spektrofotometrima danas se uglavnom ugraduju
difrakcione resetke). Nakon prolaska svetlosti kroz uzorak, emitovana svetlost se skuplja na

jos$ jednom filtru ili monohromatoru, a potom se usmerava na detektor.
Celija sa uzorkom

Celija koja se koristi za merenje uzoraka u te¢nom stanju napravljena je od kvarca (kako bi
bila propusna za UV zraCenje) i polirana sa sve Ccetiri strane (fotoluminescentni
spektrofotometar koristi geometriju pravog ugla). Emitovana svetlost iz ispitivanog uzorka
se §iri u svim pravcima, pa je moguce izvrSiti njenu detekciju pod bilo kojim uglom u

odnosu na zrak.

Detektor

Uloga detektora je da svetlost prevede u elektri¢ni signal. Idealan detektor daje linearan
odgovor u Sirokom opsegu, sa velikom osetljivo$¢u i sa malo Suma. Postoje uglavhom dva
tipa detektora koji se koriste u ultraljubic¢astom i vidljivom delu spektralnog podrucja:

poluprovodnicke fotodiode i fotomultiplikatori.

Fotoluminescentnom spektroskopijom su snimani ekscitacioni i emisioni spektri, kao i
vreme zivota pobudenih stanja. Fotoluminescentna merenja za potrebe ove disertacije
izvrSena su na sobnoj temperaturi na spektrofluorimetarskom sistemu Fluorolog-3, model
FL3-221 (Horiba Jobin-Yvon), koji koristi kontinualnu 450 W Xe- lampu kao izvor pobude
kod emisionih i eksitacionih merenja. Kao detektor korii¢en je TBX-04-D PMT. Sema
spektrofluorimetarskog sistema Fluorolog-3 model FL3-221 (Horiba Jobin-Yvon) data je
na Slici 19.
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Izvor

zraéenja J

Ekscitacioni
spektrometar

Odeljak za uzorak

H /%’
Detektor = T — i
— ‘ Detektor
Emisioni Uzorak

spektrometar
Emisioni
spektrometar

Slika 19. Sema spektrofluorimetarskog sistema Fluorolog-3 model FL3-221 (Horiba Jobin-

Yvon)

Pored osnovnih komponenti koje omoguéavaju merenja emisionih i ekscitacionih spektara,
spektrofluorimetarski sistem Fluorolog-3 model FL3-221 sadrzi i dodatak koji omogucava
merenje vremena zivota emisije. U pitanju je stanica sa podacima (engl. Data Station) sa
integrisanim TCSPC softverom (engl. Time corelated single photon counting). Kod ove
tehnike kao izvor pobude za merenje vremena Zzivota Koristi se pulsna, Xe-Hg lampa
(idealno sa impulsima kra¢im od vremena Zivota luminescencije). Za merenje vremena
zivota, emisija uzorka dobija se na osnovu serije ponovljenih impulsa merenjem broja
fotona. Fotoni se detektuju u mernim kanalima koji predstavljaju vremena dolaska fotona
na detektor (formira se kriva iz koje se ra¢una vreme zivota merenog uzorka). Distribucija
dobijenih vremena daje eksponencijalnu krivu zavisnosti (intenziteta emisije od vremena).

Detektor je kao i u slucaju merenja emisionih/ekscitacionih spektara TBX-04-D PMT.
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3.4.3.2 Difuzno-refleksiona spektroskopija

Difuzno-refleksiona spektroskopija se koristi za pracenje interakcije elektromagnetnog
zracenja sa uzorkom pri ¢emu se jedan deo energije reflektuje sa njegove povrSine,
apsorbuje ili propusta (transmituje). Kod spektrometara sa integrisanom sferom meri se
promene reflektovane svetlosti sa povr§ine uzorka u odnosu na standard (najcesce je to
barijum-sulfat (BaSO,) za koji se smatra da reflektuje 100% svetlosti). Na taj nacin
generiSe se refleksioni spektar koji daje podatke o interakciji svetlosti sa uzorkom u
funkciji talasne duzine. Kod difuzne refleksije jedan deo zracenja prodire u uzorak, a zatim
se reflektuje u svim pravcima, a ovakva vrsta spektrometara dizajnirana je tako da se uz

pomo¢ optiCkog sistema difuzno-reflektovano zracenje sakuplja i usmerava na detektor
(Slika 20).

Referentni nosa¢ pri Nosa¢ za uzorak pri
transmisionim merenjima transmisionim merenjima

Referentni
zrak

= |__ Ispitivani
zrak
Ogledalo

Fotomultiplikator

Opticki sistem

Slika 20. Sema difuzno-refleksionog optickog sistema

U okviru ove disertacije difuzno-refleksiona spektrofotometrijska merenja izvrSena su na
uredaju Spectrophotometer Shimadzu UV-Visible UV-2600 (Shimadzu Corporation,
Tokyo, Japan) koji je opremljen integracionom sferom ISR-2600-Plus. Kod ovog

spektrofotometra postoji mogucnost kombinacije dva detektora u toku snimanja ¢ime je
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omoguceno snimanje difuziono-refleksionih spektara od ultraljubicaste (220 nm) do bliske

infracrvene oblasti (1400 nm).

3.5 Priprema uzoraka za merenje emisionih spektara u pristvu gasitelja intenziteta

luminescencije

Gasenje intenziteta luminescencije jona Eu®* u prisustvu razligitih teskih metala i pesticida
proucavano je nakon §to su dobijene koloidne nanocestice dispergovane u TRIS puferu (50
mM, pH= 7,4). Ukupna zapremina svakog uzorka je 2 mL (koncentracija nanocestica u
ovako pripremljenim uzorcima je 0,2 mg/mL). Koncentracija rastvora teskih metala (Cu®",
Hg?*, Pb*, Zn*, Cd*") i drugih metala (Ag*, Mg®* i Ca®*) je 10™° M, dok je koncentracija
rastvora pesticida (2,4-D i MCPA) 10™ M. Rastvori gasitelja intenziteta luminescencije
dodavani su u razli¢itim zapremina u disperziju nanocestica u TRIS puferu kako bi se
podesila krajnja merena koncentracija.

Za cksperiment koji se odnosi na vracanje intenziteta luminescencije jona Eu®* nakon
dodatka Cu®* koriséen je 10° M rastvor EDTA. Pripremljen rastvor EDTA dodaje se u

smesu nanoCestica, TRIS pufera i jona Cu?*.
3.6 Odredivanje limita detekcije (LOD)

Limit detekcije (LOD) uopsteno se definiSe kao najniza koncentracija u uzorku koja se
moze detektovati, ali ne nuzno i kvantifikovati pod datim uslovima merenja. Uobicajene
metode za odredivanje LOD su [9]:

e Vizuelna evaluacija

e Proracun na osnovu odnosa signala (S) i Suma (N) (S: N, 3:1)

e Proracun na osnovu standardne devijacije slepe probe

e Proracun na osnovu kalibracione Krive pri niskim koncentracijama (linearna regresija)
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Procenjen limit detekcije trebalo bi verifikovati analizom odgovarajuceg broja uzoraka koji
sadrzi te koncentracije. Metoda linearne regresije koris¢ena je u okviru ove doktorske

disertacije za izraCunavanje limita detekcije.

Linearna regresija

Za linearnu kalibracionu krivu pretpostavlja se da je odziv instrumenta (y) linearno
korelisan sa standardnim koncentracijama x za odreden opseg koncentracija. Ova tvrdnja

moze biti iskazana kroz slede¢u jednacinu:

y = a+ bx (24)
Limit detekcije definiSe se na osnovu sledeceg izraza:

LOD =3Sp/ b (1)
Sp — standardna devijacija odgovora (standardna devijacija slepe probe, rezidualna
standardna devijacija linearne regresije, standardna devijacija odsecka regresione linije)
b — nagib kalibracione krive

U okviru ove doktorske disertacije Sp je odredena za slepu probu, odnosno za koloide u

odsustvu gasitelja intenziteta emisije.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1 Struktura EuPO, i REPO, (RE = La*, Dy**, Er**) koloidnih nano&estica

U REPO, kristalnoj strukturi (Slika 21) joni retke zemlje (RE®*") su koordinirani sa devet
jona kiseonika (0%) formiraju¢i nonaedar (REQg) unutar kog se nalazi tetraedar u kom su
joni P** koordinirani sa 4 jona kiseonika (PO4, sve &etiri P-O veze su jednake duzine). Eu®*
joni uspesno su inkorporirani u REPO, kristalnu strukturi zahvaljujuéi istoj valenci i
sli¢nom jonskom radijusu Eu®* i RE* = La**, Dy**, Er** (jonski radijus, La** = 0,122 nm,
Dy** = 0,108 nm, Er** = 0,106 nm, Eu** = 0,112 nm) [257].

P

(o}

Slika 21. a) jedini¢na ¢elija REPO4 b) koordinacioni poliedri

Kao sto je ve¢ napomenuto u eksperimentalnom delu, prahovi za XRD merenja dobijeni su

otparavanjem kolida na 70°C, 20 h.
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4.1.1 Rendgeno-strukturna analiza praha LaPO, koloida aktiviranog jonima Eu®*

Na osnovu analize difraktograma sintetisanih uzoraka i njihovog poredenja sa referentnom
COD karticom (br. 9001647), utvrdeno je prisustvo &iste faze LaPO4: xmol% Eu®* sistema.
Sintetisani uzorci kristalisu u ¢istoj monoklini¢noj monazitnoj fazi (P121/nl prostorna
grupa). XRD difraktogrami pokazuju Siroke difrakcione pikove $to je karakteristiCno za
jako male dimenzije kristalita i mozda, postojanje amorfne faze. Siroki difrakcioni pikovi
mogli bi da prikriju prisustvo ne€isto¢a, medutim fotoluminescentna merenja koja ¢e biti
diskutovana kasnije u tekstu, ne pokazuju emisione pikove koji bi se mogli pripisati Eu®*
jonu u bilo kojoj drugoj matrici osim LaPO,. Na Slici 22 prikazani su odabrani
difraktogrami LaPO4: xmol% Eu** uzoraka (x = 0, 5, 15, 50).

LaPO A
a
o Lau,ysEu0,05P04
&
£
2 b
£
% La(l,SSEu(],ISPO4
i
5 [ -
=
LaO,SEuoysPO4
d
e ‘ COD 9001647
..|l‘ i hlmm..
10 70 80 90

ze(C)

Slika 22. XRD difraktogrami (a—d) dobijeni na setu uzoraka LaPO,: x mol% Eu®* (x = 0, 5,
15, 50) indeksirani na osnovu COD Kartice br. 9001647 (e)

67



Jovana Perisa Doktorska disertacija

Parametri reSetke dobijeni Ritveldovom metodom uta¢njavanja pomocu PDXL2 softvera
dati su u Tabeli 14. Iz Tabele 14 moze se videti da je veli¢ina kristalita sli¢na za uzorke sa
razli¢itim molskim procentom Eu®" (5, 15, 50%). Kvalitativni parametari Rwp, Rp i GOF

pokazuju niske vrednosti $to ukazuje na veliku pouzdanost Ritveldove metode.

Tabela 14. Strukturni parametri LaPO,: x mol% Eu® (x = 5, 15, 50) dobijeni Ritveldovom

metodom utacnjavanja na osnovu XRD difraktograma

Strukturni parametri LaO,95EU0,05PO4 LaO,gsEUO’15PO4 Lao,sEu0,5PO4

Veli¢ina kristalita (nm) 2,297 1,987 2,099
a(A) 7,001 6,968 7,017
b(A) 6,911 7,106 6,855
c(A) 6.503 6,427 6,518
Naprezanje (%) 1,64 1,60 2,85
Rwp (%) 4,13 3,65 2,55
Rp (%) 3,21 2,90 1,93
Re (%) 1,73 2,62 1,00
GOF 2,3853 1,3939 2,5539

4.1.2 Rendgeno-strukturna analiza praha EuPO, koloida

Na osnovu analize difraktograma sintetisanog uzoraka i poredenja sa referentnom COD
karticom (br. 9001652), utvrdeno je prisustvo Ciste faze EuPO, sistema koji kristaliSu u
¢istoj monoklini¢noj monazitnoj fazi (P121/nl prostorna grupa). Kao i u slucaju LaPO4: X
mol% Eu®* (x= 5, 15, 50) difraktogram pokazuju §iroke difrakcione pikove §to je
karakteristi¢no za jako male dimenzije kristalita i mozda, postojanje amorfne faze. Na Slici
23 prikazan je difraktogram EuPO,4, a u Tabeli 15 dati su parametri reSetke dobijeni

Ritveldovom metodom uta¢njavanja pomoc¢u PDXL2 softvera.
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Slika 23. XRD difraktogram dobijen za uzorak EuPO, indeksirani na osnovu COD Kkartice
br. 9001652

Tabela 15. Strukturni parametri EuPO, dobijeni Ritveldovom metodom uta¢njavanja na

osnovu XRD difraktograma

Strukturni parametri EuPO,
Veli¢ina kristalita (nm) 1,806
a (A) 6,561
b(A) 6,729
c(A) 6,226
Naprezanje (%) 4,23
Rwp (%) 6,28
Rp (%) 4,54
Re (%) 2,22
GOF 2,8267
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4.1.3 Rendgeno-strukturna analiza praha ErgsEuosPO4 koloida

Na osnovu analize difraktograma sintetisanog uzoraka i poredenja sa referentnom COD
karticom (br. 9001647), utvrdeno je prisustvo Ciste faze ErgsEuUysPO4 sistema koji kristalisu
u cCistoj monoklinicnoj monazitnoj fazi (P121/nl prostorna grupa). Kao i u slucaju
prethodno okarakterisanih lantanidnih fosfata dobijeni difraktogram pokazuju Siroke
difrakcione pikove Sto je karakteristicno za jako male dimenzije kristalita i mozda,
postojanje amorfne faze. Na Slici 24 prikazan je difraktogram ErgsEugsPO4, a u Tabeli 16
dati su parametri resetke dobijeni Ritveldovom metodom uta¢njavanja pomocu PDXL2

softvera.
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Slika 24. XRD difraktogram dobijen za uzorak Erq sEuosPO,4 indeksirani na osnovu COD
kartice br. 9001647
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Tabela 16. Strukturni parametri ErgsEug sPO4 dobijeni Ritveldovom metodom uta¢njavanja

na osnovu XRD difraktograma

Strukturni parametri ErosEUosPO4
Veli¢ina kristalita (nm) 1,597
a(A) 6,939
b(A) 6,978
c(A) 6,050
Naprezanje (%) 4,00
Rwp (%) 2,86

Rp (%) 2,25

Re (%) 2,16
GOF 1,3205

4.1.4 Rendgeno-strukturna analiza praha Dy, sEu, sPO4 koloida

Na osnovu analize difraktograma sintetisanog uzorka i poredenja sa referentnom COD

karticom (br. 9001647), utvrdeno je prisustvo Ciste faze DyosEuUosPO, sistema koji

kristaliSu u ¢istoj monoklini¢noj monazitnoj fazi (P121/n1 prostorna grupa). Kao i u slucaju

prethodno okarakterisanih lantanidnih fosfata na dobijenom difraktogramu mogu se uo¢iti

siroki difrakcioni pikovi sto je karakteristicno za jako male dimenzije kristalita i mozda,

postojanje amorfne faze. Na Slici 25 prikazan je difraktogram DygsEuqsPO4, a u Tabeli 17

dati su parametri reSetke dobijeni Ritveldovom metodom utac¢njavanja pomocu PDXL2

softvera.
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Slika 25. XRD difraktogram dobijen za uzorak Dy, sEuqsPO,4 indeksirani na osnovu COD

kartice br. 9001647

Tabela 17. Strukturni parametri ErgsEug sPO4 dobijeni Ritveldovom metodom utaénjavanja

na osnovu XRD difraktograma

Strukturni parametri DyosEUp5PO4

Velicina kristalita (nm) 1,372
a (A) 6,854
b(A) 7,010
c(A) 6,060
Naprezanje (%) 1,49
Rwp (%) 2,50
Rp (%) 1,96
Re (%) 2,08
GOF 1,2044
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4.2 Transmisiona elektronska mikroskopija (TEM)

Morfologija i struktura LagsEuUgsPO4 | EUPO4 nanocestica dobijenih koloidnom sintezom
proucavana je transmisionom elektronskom mikroskopijom. TEM slike pokazuju da su
sintetisane ultra male nanocestice koje imaju prose¢no 2,1 nm u pre¢niku (Slika 26a, Slika
26b, Slika 25d). Raspodela veli¢ine Cestica je prikazana i histogramom — veli¢ina Cestica
merena je od ivice do ivice (Slika 25c, Slika 25e). Dobijene nanocestice su sfernog oblika i
porast procenta jona Eu** u fosfatnoj matrici ne dovodi do znagajnog poveéanja veligine
Cestica.

Veli¢ina nanocestica dobijenih TEM merenjima (2,1 nm +0,3 nm) u skladu je sa veli¢inom
kristalita izraCunatom na osnovu XRD difraktograma (2,099 nm — LagsEuosPO4; 1,806 nm
— EUPO,). Slicne vrednosti za veli¢inu kristalita dobijenu XRD merenjem i za
mikroskopski procenjenu prose¢nu veli¢inu ¢estica ukazuju na ¢injenicu da se svaka Cestica

sastoji od monokristala.

Kod ovako malih &estica, povr§ina/zapremina odnos je izuzetno velik (2,86 x 10° m™), tako
da je veliki procenat jona Eu** (92%) lociran na samoj povrsini Cestice i veoma izlozen

uticaju okolnih analita [258].
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Slika 26. TEM slika nanocestica 8.) LaoygsEUo,o5PO4 b) Lao,5EUo,5PO4 d) EuPOy; histogram

raspodele veli¢ine Cestica C) LagsEuUysPO4 €) EUPO,4
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4.3 Difuzna-refleksija praha EuPO, i REgsEuosPO4 (RE= Er**, La®*", Dy*") koloida

UV-VIS difuzno-refleksioni spektri snimljeni su u opsegu od 220-1350 nm. U tom opsegu
javljaju se karakteristicne apsorpcione trake koje se pripisuju karakteristicnim prelazima
retkih zemalja — Eu®*, Dy**, Er**. Svi spektri snimani su na sobnoj temperaturi. Snimanjem
difuzno-refleksionih spektara potvrdeno je da joni retkih zemalja apsorbuju zracenje

uglavnom u vidljivoj oblasti elektromagnetnog spektra.
4.3.1 Difuzno-refleksioni spektar praha LagsEuosPO,4 koloida

Difuzno-refleksioni spektar LagsEuosPO4 snimljen je na sobnoj temperaturi u opsegu od
220-1350 nm (na Slici 27 radi jasnijeg prikaza traka je opseg od 220-1100 nm). Mogu se
uoéiti dve trake slabog intenziteta koje poticu od jona Eu®" i koje se pripisuju prelazima sa
0snovnog nivoa 'Fy na pobudene energetske nivoe: °Lg (393 nm) i °D; (465 nm). Prelaz sa
osnovnog 'Fo na pobuden L energetski nivo po prirodi je indukovan magnetno-dipolni

prelaz i predstavlja najintenzivniju traku u UV-VIS spektru jona Eu®* [135].

R (%)

0 I | | !
400 600 800 1000
Talasna duZina (nm)

Slika 27. UV-VIS difuzno-refleksioni spektar LagsEugsPO4
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4.3.2 Difuzno-refleksioni spektar praha EuPO4 koloida

Difuzno-refleksioni spektar EuPO,4 snimljen je na sobnoj temperaturi u ospegu od 220—
1350 nm (na Slici 28 radi jasnijeg prikaza traka je opseg od 220—700 nm). Mogu se uociti,
kao i slu¢aju LagsEugsPOs, dve trake slabog intenziteta koje poticu od jona Eu®* i koje se
pripisuju prelazima sa osnovnog nivoa ‘Fo na pobudene energetske nivoe: °Lg (393 nm) i
°D, (465 nm). Intenzivnija traka odgovara prelazu sa osnovnog nivoa 'Fo na pobuden
energetski nivo °Lg [135].
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Slika 28. UV-VIS difuzno-refleksioni spektar EuPO,4

4.3.3 Difuzno-refleksioni spektar praha ErgsEuosPO,4 koloida

Difuzno-refleksioni spektar ErgsEuosPO4 snimljen je na sobnoj temperaturi u ospegu od
220-1350 nm (na Slici 29 radi jasnijeg prikaza traka je opseg od 220-1050 nm). MozZe se
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uoditi veéi broj traka karakteristi¢nih za jon Er®" koje se pripisuju prelazima sa osnovnog
nivoa *ly5, na pobudene energetske nivoe: ‘G (378 nm), *Fap (450 nm), = (489 nm),
2Hap ili *S32 (521 nm), *Fop (653 nm), G (796 nm) i *l11, (977 nm). Takode, kao i
slu¢aju prethodna dva uzorka uoGavaju se dve slabe trake koje odgovaraju jonu Eu®'
(prelazi sa osnovnog nivoa 'Fy na pobudene energetske nivoe: °Lg (393 nm) i °D; (465 nm)
[259].

R (%)
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Slika 29. UV-VIS difuzno-refleksioni spektar ErgsEupsPO4
4.3.4 Difuzno-refleksioni spektar praha Dy, sEusPO4 koloida
Difuzno-refleksioni spektar DyosEugsPO,4 snimljen je na sobnoj temperaturi u ospegu od
220-1350 nm (Slika 30). U regionu ispod 700 nm mogu se zapaziti dve slabe apsorpcione

trake na oko 450 nm i 470 nm, koje se pripisuju prelazima sa osnovnog ®Hasj, na pobudene

nivoe *lisp i *Fop, redom. Takode, u ovom regionu uocavaju se i dve slabe trake koje
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odgovaraju jonu Eu®* (na 393 nm i 465 nm koje odgovaraju prelazima sa osnovnog nivoa
’Fy na pobudene energetske nivoe: °Lg i °D,, redom). Intenzivne apsorpcione trake koje se
javljaju u oblasti talasnih duzina 700-1350 nm odgovaraju prelazima sa °His; osnovnog
nivoa na sledeée pobudene nivoe: °Faj; (752 nm), °Fs, (801 nm), ®F7/2 (900 nm), ®Fgy2 (1100
nm), °F11/2 (1280 nm) [259].
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Slika 30. UV-VIS difuzno-refleksioni spektar Dyp sEugsPO,4
4.4 Eksitacioni spektar koloida aktiviranog jonima Eu®*

Na Slici 31 prikazan je ekscitacioni spektar koloida LaPO4 aktiviranog jonima Eu®* koji je
snimljen na sobnoj temperaturi u opsegu od 350 nm do 575 nm, za talasnu duzinu emisije
615 nm. U spektru se moze uoditi vide prelaza koji su karakteristiéni za jon Eu®* — na 361
nm ("Fo—°Ds), 376 nm ("Fo—"G,), 380 nm ("Fo—"G>), 393 nm ("Fo—"Le), 413 nm ('F;
—°Lg), 464 nm ("Fo—"D») i 531 nm (‘'F;—°D;) [135]. Svrha ekscitacionog spektra je
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odabir optimalne ekscitacione talasne duzine za snimanje emisionih spektra i uobicajeno se
uzima najintenzivniji pik ili maksimum najintenzivnijeg pika u ekscitacionom spektru.
U okviru ove doktorske disertacije svi emisioni spektri snimljeni su koris¢enjem

ekscitacione talasne duzine od 393 ("Fo—°"Ls) nm za pobudu jona europijuma.

Intenzitet (arb. jedinice)

T T T
350 375 400 425 450 475 500 525 550 575

Talasna duzina (nm)

Slika 31. Ekscitacioni spekar jona Eu®* (za talasnu duZinu emisije, Aem= 615 nm)

Na Slici 32 vidi se karakteristicna crvena boja sintetisanih koloidnih nanocestica koja je
rezultat ekscitacije jona Eu®* (Aex = 393 nm).
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Slika 32. Koloid LagsEugsPO4 na dnevnom svetlu i nakon ekscitacije (Aex = 393 nm)

4.5 Emisioni spektri LaPO,: xmol% Eu** koloida
Na Slici 33 prikazani su emisioni spektri serije uzoraka LaPO4: xmol% Eu®** (x = 0, 1, 5,

10, 15, 20, 30, 50, 75 i 100 — stehiometrijski EuPO,4). Spektri su snimljeni na sobnoj
temperaturi (Aex =393 nm ) u opsegu od 430 nm do 720 nm.
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Slika 33. Emisioni spektri serije uzoraka LaPO,: xmol% Eu®*
(x=1,5, 10, 15, 20, 30, 50, 75 100 — stehiometrijski EuPO,)

Dominantni emisioni pikovi na poloZajima 592 nm i 618 nm poti¢u od prelaza sa nivoa °Dg
na nivo 'Fy (magnetno-dipolni prelaz) i od prelaza sa nivoa °Dq na nivo 'F; (hipersenzitivan
prelaz), redom. Osim ove dve intenzivne trake, od jona Eu®" poticu i dve trake slabijeg
intenziteta, na 652 nm (prelaz sa °Do na 'F3) i na 684 nm (prelaz sa °Do na 'F4) [135]. U
emisionom spektru LaPO,: xmol% Eu®* primeéuju se jo§ dve Siroke trake na 459 nm (plava

emisija) i 550 nm (zelena emisija). Ovi pikovi mogu se pripisati defektnoj emisiji matrice.

Kod nanocestica kod kojih je wveliki odnos povrSina/zapremina postoji veliki broj
povrsinskih defekata §to &ini simetriju oko jona Eu®* drugadijom u odnosu na onu kod
ve¢ih Cestica. Ovi defekti dovode do toga da je kod manjih cestica dominantan
hipersenzitivan prelaz sa >Dg na ’F, nivo. Takode, usled povecanja neuredenosti strukture

kod nanocestica dolazi do Sirenja emisionih pikova [260].

Kako bi se sa sigurnos$¢u tvrdilo da emisione trake na 459 nm i 550 nm predstavljaju

emisiju matrice snimljen je emisioni spektar koloidnog LaPO, (Slika 34). Poreklo plave
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emisije (459 nm) moze se objasniti postojanjem dubokih nivoa i ,,samo-uhvaéene’’ (engl.
Self-trapped) pobudene luminescencije. Zelena emisija (550 nm) se pripisuje rekombinaciji
elektrona u jonizovanim kiseoni¢nim Supljinama (naelektrisanje ovih stanja doprinosi

zelenoj emisiji) [261].
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Slika 34. Emisioni spektar koloidnog LaPO,

Kod ultra malih nanocestica LaPO4 nije primeceno koncentraciono gaSenje intenziteta
luminescencije sa porastom koncentracije jona Eu®*, §to je omoguéilo aktiviranje LaPO,
visokim procentom Eu®* (do potpune zamene La**) sve do stehiometrijskog jedinjenja —
EuPQ,. Kao §to je prethodno napomenuto, kod tako malih ¢estica veliki broj jona nalazi se
na povrsini i u tom sluéaju povrSinsko gasenje intenziteta luminescencije znacajno je jace
od koncentracionog gaSenja koje je karakteristicno za vece Cestice. Primecen je samo rast
intenziteta luminescencije usled porasta broja emisionih centara po povrsini sa porastom

koncentracije dopanta (Slika 35).
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Slika 35. Zavisnost intenziteta luminescencije od koncentracije jona Eu**

Jon Eu** se zbog svojih hipersenzitivnih prelaza vrlo &esto koristi kao fluorescentna proba
u detekciji raznovrsnih analita. Iz serije sintetisanih uzoraka LaPO,: xmol% Eu®*" odabran
je LaPO,: 50mol% Eu®*, kao i stehiometrijski EuPO4 za eksperimente sa gasenjem
intenziteta luminescencije u prisustvu gasitelja (jona teskih metala ili pesticida). Nakon
odabira zeljenih materijala iz sintetisane serije, odluceno je da se eksperimenti izvode sa jo$
dva sistema u kojima je La®* zamenjen jonima druge dve retke zemlje: Dy** (DyPO,:
50mol% Eu*) i Er¥* (ErPO4: 50mol% Eu®*) kako bi se videlo da li zamena jona u matrici

uti¢e znacajno na intenzitet luminescencije europijuma, na oblik i polozaj pikova.

4.5.1 Emisioni spektri EUPO, i REqsEuosPO,4 (RE =La*", Dy**, Er®") koloida u
prisustvu jona Cu?*

Kao §to je ve¢ napomenuto u okviru eksperimentalnog dela gasenje intenziteta

luminescencije jona Eu®* u prisustvu razligitih teskih metala i pesticida proudavano je
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nakon $to su dobijene koloidne nanocestice dispergovane u TRIS puferu (50 mM, pH
=7,4). Razlog za dispergovanje koloidnih nanocestica u TRIS puferu je potencijalna
primena u detekciji teskih metala i u bioloskim uslovima. Dispergovanjem ¢estica u puferu
smanjuje se intenzitet luminescencije jona Eu®*, tako da su od pocetka svi eksperimenti
izvodeni u puferu kako bi se u slucaju bioloske primene imala realna slika vezana za
intenzitet; to je ujedno i razlog zasto su za eksperimente odabrani sistemi sa visokim
procentom jona Eu®" (LapsEuosPOs, EuPO,; DygsEugsPOs, ErosEuosPOs) kako bi
intenzitet luminescencije bio dovoljan da se jasno vide promene u prisustvu razli¢itih
koncentracija gasitelja.

Emisija koloidnih nanocestica pobudena je talasnom duzinom od 393 nm i svi emisioni

spektri su snimani u opsegu od 580-630 nm. Tri su razloga za ovako uzak opseg snimanja:

e U spektralnom regionu ispod 580 nm dominantna je defektna emisija matrice

e Spektri su snimani u puferu u kom dolazi do smanjenja intenziteta pikova koji poti¢u od
jona Eu®* — ne vide se prelazi koji su slabijeg intenziteta na 652 nm ( prelaz sa °Dy na
’F3) i na 684 nm (prelaz sa °Dg na 'Fs)

e EuU* je dobro poznat po svojoj intenzivnoj luminescenciji u crvenoj oblasti
elektromagnetnog spektra koju karakteriSu oStre trake u emisionom spektru; zaista u
sintetisanim uzorcima u ovom spektralnom opsegu jon Eu®* pokazuje dve
karakteristi¢ne emisione trake: na 590 nm (magnetno-dipolni elektri¢ni prelaz sa Do na
’F1) i na 618 nm (hipersenzitivan elektri¢no-dipolni prelaz sa °Do na 'F,). *Do—'F;
prelaz osetljiv je na lokalnu simetriju oko jona Eu®* i na njegov intenzitet snazno utie

prisustvo hemijskih analita u neposrednom okruzenju.

Svi dobijeni spektri su obradeni i normirani u programu MatLab kako bi se sa spektara
uklonila defektna emisija koja poti¢e od matrice i kako bi se jasno pratila samo promena
povrsine ispod dva dominantna pika jona Eu** u prisustvu razli¢itih koncentracija gasitelja

intenziteta luminescencije.

U spektralnom regionu od 580-630 nm (Aex = 393 nm) u emisionom spektru EuPO, vide se

dva intenzivna pika: na 590 i na 615 nm (crvena emisija).
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4.5.1.1 Emisioni spektri EuPO, koloida u prisustvu Cu®" i Stern-Volmer fit

eksperimentalnih podataka

Na Slici 36 prikazani su emisioni spektri gaSenja intenziteta luminescencije jona Eu®* u
uzorku EuPO4 po dodatku razligitih koncentracija jona Cu®* (0-10 pM). Poredenjem
emisionih spektara sa Slike 36 sa emisionim spektrima sa Slike 33 moze se primetiti da su

pikovi blago prosireni $to je posledica dispergovanja koloidnih uzoraka u puferu.

Sa povec¢anjem koncentracije jona Cu®" u sistemu intezitet emisije jona Eu®" sve vise
opada, pri emu koncentracija Cu?* od 5 UM gasi intenzitet emisije 50%, dok najveca

dodata koncentracija (10 puM) intenzitet emisije gasi 70%.
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Slika 36. Gasenje intenziteta Eu®* u EUPO, u prisustvu razli¢itih koncentracija jona Cu?
Slika 37 predstavlja linearni fit eksperimentalnih podataka za koloid EuPO, (integraljena

povrsina ispod emisionog spektra u zavisnosti od koncentracije gasitelja intenziteta emisije

— Cu®") predstavljenih kroz modifikovanu Stern-Volmer jednaginu:
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Ad/A=1+K, [Q] (25)

Ao — integraljena povrSina ispod emisionog spektra u odsustvu gasitelja intenziteta
luminescencije

A — integraljena povrSina ispod emisionog spektra u prisustvu razli¢itih koncentracija
gasitelja intenziteta luminescencije

Ksv — Stern-Volmer konstanta

[Q] — koncentracija gasitelja intenziteta luminescencije

Dobijen je dobar linearni odnos (R? je 0,994; Tabela 18) bez odstupanja od linearnog fita
Sto ukazuje da u ovom sistemu dolazi samo do dinami¢kog gaSenja intenziteta

luminescencije i da su sve koloidne nanocestice podjednako dostupne jonima Cu?*.

A /A

0 2 4 6 8 10
Koncentracija Cu”’ (uM)

Slika 37. Stern-Volmer jednagina za Cu®*-izazvano gaSenje intenziteta emisije EuPOy
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4.5.1.2 Emisioni spektri LagsEuosPO4 koloida u prisustvu Cu?* i Stern-Volmer fit

eksperimentalnih podataka

Kod LagsEugsPOs eksperiment sa gaSenjem intenziteta luminescencije u prisustvu Cu?*
izveden je kao i u slu¢aju EuPO4u opsegu koncentracija 0—10 uM. Koncentracija Cu** od 7
UM gasi intenzitet luminescencije 50%, dok najveéa dodata koncentracija Cu®* od 10 pM u

slucaju LagsEuUgsPO4 gasi intenzitet luminescencije 58% (Slika 38).
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Slika 38. Gasenje intenziteta Eu®* u LagsEuosPO4u prisustvu razli¢itih koncentracija jona

cu®

Slika 39 predstavlja linearni fit eksperimentalnih podataka za LagsEuosPO4 koloid
(integraljena povrSina ispod emisionog spektra u zavisnosti od koncentracije gasitelja

intenziteta emisije — Cu®*) predstavljenih kroz modifikovanu Stern-Volmer jednaginu.

Dobijen je dobar linearni odnos (R? je 0,989; Tabela 18) bez odstupanja od linearnog fita

Sto ukazuje da u ovom sistemu dolazi samo do dinamiCkog gasenja intenziteta
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luminescencije i da su sve koloidne nanoéestice podjednako dostupne jonima Cu®".
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Slika 39. Stern-Volmer jednagina za Cu®*-izazvano gaSenje intenziteta emisije

Lao,5EUo,5PO4

4.5.1.3 Emisioni spektri DygsEuosPO4 koloida u prisustvu Cu®" i Stern-Volmer fit
eksperimentalnih podataka

Kod DygsEugsPOs eksperiment sa gaSenjem intenziteta luminescencije u prisustvu Cu®*
izveden je u opsegu koncentracija 0-113 uM. Koncentracija Cu®* od 10 pM gasi intenzitet
luminescencije u sluc¢aju DypsEuosPO, svega 3% (u eksperimentima sa EuPO, i
LagsEupsPOs 10 puM je najveéa dodata koncentracija gasitelja luminescencije).
Koncentracija Cu?* od 37,5 UM gasi intenzitet luminescencije 50%, dok najve¢a dodata
koncentracija Cu®* od 112,5 uM u sludaju DygsEuUosPOs gasi intenzitet luminescencije
62% (Slika 40).
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Slika 40. Gagenje intenziteta Eu®* u DygsEugsPO, u prisustvu razligitih koncentracija jona
cu®*

Slika 41 predstavlja linearni fit eksperimentalnih podataka za DyysEuesPO4 koloid

(integraljena povrSina ispod emisionog spektra u zavisnosti od koncentracije gasitelja

intenziteta emisije — Cu*) predstavljenih kroz modifikovanu Stern-Volmer jedna¢inu.

Dobijen je dobar linearni odnos (R? je 0,990; Tabela 18) bez odstupanja od linearnog fita
Sto ukazuje da u ovom sistemu dolazi samo do dinami¢kog gaSenja intenziteta

luminescencije i da su sve koloidne nano&estice podjednako dostupne jonima Cu?".
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Slika 41. Stern-Volmer jedna¢ina za Cu®*-izazvano gasenje intenziteta emisije
DyoysEon5PO4

4.5.1.4 Emisioni spektri ErosEuosPO, koloida u prisustvu Cu®* i Stern-Volmer fit

eksperimentalnih podataka

Kod ErgsEupsPOs4, kao i u slucaju DygsEuosPO4 eksperiment sa gasenjem intenziteta
luminescencije u prisustvu Cu®* izveden je u opsegu koncentracija 0-113 pM.
Koncentracija Cu?* od 10 pM gasi intenzitet luminescencije u slu¢aju ErgsEuosPO4 svega
1% (u eksperimentima sa EUPO4 i LagsEugsPO4 10 uM je najveca dodata koncentracija
gasitelja luminescencije). Koncentracija Cu®* od 75 uM gasi intenzitet luminescencije 50%,
dok najvecéa dodata koncentracija Cu?* od 112,5 uM u slucaju ErgsEugsPO, gasi intenzitet
luminescencije 56% (Slika 42).
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Slika 42. Gagenje intenziteta Eu®* u ErgsEuosPO4 U prisustvu razliitih koncentracija jona
cu®*

Slika 43 predstavlja linearni fit eksperimentalnih podataka za ErgsEuosPO4 koloid

(integraljena povrSina ispod emisionog spektra u zavisnosti od koncentracije gasitelja

intenziteta emisije — Cu®") predstavljenih kroz modifikovanu Stern-Volmer jednaginu.

Dobijen je dobar linearni odnos (R? je 0,981; Tabela 18) bez odstupanja od linearnog fita
Sto ukazuje da u ovom sistemu dolazi samo do dinami¢kog gaSenja intenziteta

luminescencije i da su sve koloidne nano&estice podjednako dostupne jonima Cu?".

91



Jovana Perisa Doktorska disertacija

2,4

2,2 1

2,0 H
184 4,74=1+0,0101Q

/A

1,4 -
1,2 -
1,041 Q
{398 I I I | 1 I

0 20 40 60 - 80 100 120
Koncentracija Cu™ (pM)

Slika 43. Stern-Volmerova jedna¢ina za Cu®*-izazvano gaenje intenziteta emisije

Eroy5EUo,5PO4

Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da su sva Cetiri Sintetisana koloidna
sistema osetljiva na prisustvo jona Cu®* kao gasitelja intenziteta luminescencije. Analizom
Stern-Volmer konstanti gaSenja intenziteta luminescencije (Ks,) dobijenih na osnovu Stern-
Volmer jednadine ustanovljeno je da je stepen gaSenja intenziteta luminescencije nizi za
REosEUosPO4 (RE = La, Dy, Er) koloide u poredenju sa EUPO,4 koloidom. Takode, dobijeni
rezultati pokazuju da su DygsEUq5PO4 1 ErgsEuUqsPO4 koloidne nanocestice manje osetljive
na prisustvo jona Cu®* u poredenju sa EuPO, i LagsEuosPOs; EUPOy4 i LagsEugsPOs

koloidne nanodestice su osetljivije na 10 puta nize koncentracije Cu®* (Tabela 18).

Tabela 18. Parameteri Stern-Volmer fita (zavisnost odnosa integraljenih povrsina ispod
emisiong spektra od koncentracije Cu®* za sintetisane koloidne sisteme); Kg, — Stern-
Volmer konstanta; o — standardna devijacija merenja; R? — parametar koji opisuje kvalitet

linearnog fita
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Koloid Linearni opseg (uM) R’ c | (& (pM'l)
EuPOy4 0-10 0,994 0,004 0,195
Lag sEusPO4 0-10 0,989 0,005 0,121
Dy sEu sPO4 0-112,5 0,990 0,005 0,014
EI’O,5EUO’5PO4 0-1 12,5 0,981 0,005 0,010

Zamena jona La®" u matrici LapsEuosPO4 jonima Dy**/Er** uticala je najvise na intenzitet
samog koloida i na promenu oblika pikova koje poticu od prelaza sa °Dg na 'Fy nivo i sa
°Dg na 'F, nivo jona Eu®, ali ne i na njihov polozaj (590 nm i 615 nm, redom). Takode,
zamenom La**, dobijeni su koloidni sistemi koji su pokazali manju osetljivost na prisustvo

gasitelja intenziteta luminescencije.
4.6 Limit detekcije (LOD)

Limit detekcije (LOD) za sintetisane EuPO, | REosEUpsPO,4 (RE = La, Dy, Er) koloidne

nanocestice izracunat je koris¢enjem formule:

LOD = 36/Ks, 1)
6 — Standardna devijacija merenja; K, — Stern-Volmer konstanta merenja, odnosno nagib
krive (S).

Najniza LOD vrednost dobijena u okviru ove doktorske disertacije iznosi 60 nM i dobijena
je za EuPO4 koloidne nanocestice. Kao $to se moze videti iz Tabele 19 u kojoj su prikazani
limiti detekcije za jon Cu®** korii¢enjem razliGitih fluorescentnih proba pronadenih u
literaturi, upotrebom ultra malih EuPO, koloidnih nanogestica moguéa je detekcija Cu®* sa

jednim od najnizih limita detekcije.
Tabela 19. Poredenje LOD vrednosti fluorescentnih proba iz litetarature sa rezultatima

dobijenim u okviru ove doktorske disertacije koris¢enjem EuPO4 i REqsEuUosPO4 (RE = La,

Dy, Er) koloidnih nanocestica
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Fluorescente probe za jon Cu®* Linearni opseg LOD
SIO,;@EUTTA@ZIF-8 [262] 0-500 uM -
CdS-ZnS-DNA-enzim konjugati [263]  0-50 nm 0,50 nM
Au-BT [264] 0-190 uM -
BCNO NPs [265] 0-50 uM 0,10 uM
Grafenske kvantne tacke [266] 0-300 uMm 0,23 uM
NaYFs: Yb*, Er** [198] 0-10 mM -
KZnFs: Eu** [203] 0-10 uM 0,48 uM
YVO,: Eu* [199] 0-10 uM 0,57 uM
YVO,: Eu**[200] 0-10 uM 0,15 pM
SrF,: Ce(111)/Th(lIT) [201] 0-10 nM 2,20 nM
GdVO,: EU**@Si0; [202] 0-20 pM 80 nM
Koloidni EuPO, 0-10 uM 60 NnM
Koloidni LagsEuysPO4 0-10 uM 120 nM
Koloidni Dy sEupsPO4 0-112,5 uM 1,07 pM
Koloidni ErygsEuysPO4 0-112,5 uM 1,50 pM

4.7 Dinamicko i stati¢ko gaSenje intenziteta luminescencije — merenje vremena Zivota

U slucaju dinamickog (kolizionog) gasenja intenziteta luminescencije vrednost vremena
zivota pobudenog stanja (t) opada sa porastom koncentracije gasitelja intenziteta
luminescencije. Razlog za pad u vrednosti vremena Zivota lezi u tome $to ova vrsta gasenja
intenziteta dovodi do depopulacije pobudenog stanja. Iz navedenog sledi da vreme Zivota
pobudenog stanja pokazuje istu zavisnost od koncentracije gasitelja intenziteta
luminescencije kao i integraljena emisija — Ao/A = 1o/t (10 je vreme zivota u odsustvu
gasitelja intenziteta luminescencije). U slucaju statiCkog gasenja intenziteta luminescencije
ne dolazi do promene vrednosti vremena Zivota pobudenog stanja: to/t = 1 [8].

Vreme zivota odredeno je za EuPO4 koloidni sistem koji je pokazao najbolju osetljivost
prilikom detekcije jona Cu®*. Kako bi se izveo zaklju¢ak o vrsti gaSenja intenziteta emisije,

krive vremena Zivota su snimane u Sirokom opsegu koncentracija jona Cu** (0-85 uM).

Na Slici 44 prikazane su krive vremena zivota (Aex = 393 nm, Aem = 615 nm) na osnovu
kojih su izraCunate vrednosti vremena zivota (vreme zivota je odredeno iz nagiba
jednokomponentne linearne zavisnosti), dok su u Tabeli 20 prikazane dobijene vrednosti za

svaku koncentraciju Cu?* dodatu u disperziju EuPO4 kolodnih nano&estica u TRIS puferu.
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Slika 44. Krive vremena Zivota pobudenog stanja Eu** za koloidne nano&estice EuPO, u

prisustvu razli¢itih koncentracija Cu®*

Tabela 20. Vreme Zivota pobudenog stanja Eu** kod EuPO, koloidnih nanodestica u

prisustvu razli¢itih koncentracija jona Cu®*

Cu”* koncentracija (UM)  Vreme Zivota (ms)

0 0,30
1,25 0,29
2,5 0,28
3,75 0,27
10 0,26
17,5 0,23
25 0,22
32,5 0,20
40 0,13
47,5 0,12
55 0,12
62,5 0,12
70 0,12
71,5 0,11
85 0,11
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Oba tipa gaSenja intenziteta emisije prisutna su u opsegu koncentracija koji je koriS¢en u
eksperimentu, $to se moze i videti na osnovu Tabele 20 i Slike 45. Dinamicko gasenje
intenziteta emisije koloidnih nanocestica EuPO,4 desava se u opsegu koncentracija 0-32,5
MM (sa porastom koncentracije gasitelja intenziteta emisije opada vrednost vremena
Zivota), dok pri vi$im koncentracijama jona Cu** (40-85 uM) vrednosti vremena Zivota

postaju prakti¢no konstantne.
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Slika 45. Zavisnost vremena Zivota od razli¢itih koncentracija Cu®*
4.8 Vremenski odgovor emisije EuPO, koloida u prisustvu Cu®*

Na Slici 46 prikazani su emisioni spektri koloidnih nanocestica EuPO4 koji su mereni u
razli¢itim vremenskim trenucima (raspon vremena je od 0 sekundi do 30 minuta) po
dodatku 10 pM Cu?*. Sa Slike 46, a i sa grafika koji pokazuje zavisnost emisije od vremena
(Slika 47) vidi se nagli pad intenziteta emisije koji je posledica prisustva gasitelja. Pet

minuta po dodatku Cu?* jona sistem je postigao stabilnu vrednost emisije koja se vise nije
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menjala sa produzetkom vremena, §to ukazuje da je pet minuta dovoljno da se formira
stabilna i homogena smesa koloidnih nano&estica i Cu®* jona.
U svim eksperimentima emisioni spektri mereni su pet minuta nakon dodatka odgovarajuée

koncentracije zeljenog gasitelja intenziteta luminescencije.
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Slika 46. Emisioni spektri EuUPO,4 (u vremenu od 0 s — 30 min ) po dodatku 10 pM Cu®*

97



Jovana Perisa Doktorska disertacija

Integraljen intenzitet emisije

Vreme (minuti)

Slika 47. Zavisnost integraljenog intenziteta emisije EuPO4 (po dodatku 10 pM Cu®*) od

vremena

4.9 Vraéanje intenziteta emisije u smesi EuPO, koloidnih nano&estica i Cu®*

Mogu¢énost ponovnog koris¢enja senzora od velikog je znacaja za prakti¢nu primenu. Kako
bi se testirala moguénost vracanja intenziteta emisije u siStemu u kom je intenzitet ugasen
prisustvom jona Cu?*, izveden je eksperiment u kome je u smesu koloidnih nanodestica i
jona Cu®* dodat EDTA kao kompleksirajuée sredstvo, a potom je meren intenzitet emisije
(Slika 48).
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Slika 48. Emisioni spektri EUPO,4, EUPO4/Cu?®*, EUPO,/Cu*/EDTA

Histogram na Slici 49 predstavlja poredenje emisije koloidnih nanoc¢estica EuPQOy, njihove
emisije po dodatku 10 pM Cu?*, kao i emisije koloidnih nano&estica u prisustu 10 pM Cu®*
po dodatku 10 pM EDTA. Sa slike se moze videti da je skoro 90% inicijalnog intenziteta
emisije vraceno §to je objasnjeno ¢injenicom da se formira kompleks izmedu EDTA i jona

cu®*

99



Jovana Perisa Doktorska disertacija

Integraljen intenzitet emisije
3.10 yM Cu®" + 10 yM EDTA

1. Koloidni EuPO4
2.10 uM Cu**

Slika 49. Histogram vraéanja intenziteta emisije u smesi EuUPO4/Cu®* dodatkom EDTA

Izvedeno je Sest ciklusa gaSenja intenziteta emisije dodatkom Cu?*, a potom vraéanja
intenziteta emisije dodatkom EDTA i ustanovljeno je da je vracanje intenziteta nedovoljno
nakon petog ciklusa (~60%) (Slika 50). Broj ciklusa gasenja intenziteta emisije/vracanja
intenziteta emisije ostvaren u toku ove doktorske disertacije za sistem Cu?*/EDTA/EUPO,
koloidne nanoestice, sli¢an je broju ciklusa za Cu®*/EDTA dobijenom korii¢enjem drugih

fluorescentnih proba [173, 200, 267].
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Slika 50. Integraljen intenzitet EUPO, koloidnih nanocestica nakon 6 ciklusa gasenja

inetenziteta emisije jonima Cu®" i vra¢anja intenziteta emisija dodatkom EDTA
Slikom 51 je prikazano kako u sintetisanim koloidnim nanocesticama EuPQOj, izgleda proces

gadenja intenziteta emisije u prisustvu Cu®* jona, a potom vracanja intenziteta emisije

dodatkom EDTA u sme3u koloidnih nanogestica i Cu?* jona.
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Slika 51. Gaenje intenziteta emisije EuPO4 koloidnih nano&estica u prisustvu jona Cu®" i

vracanje intenziteta emisije dodatkom EDTA

4.10 Gasenje intenziteta emisije EuUPO, i LagsEugsPO4 koloida u prisustvu drugih

teskih metala (Pb®*, Cd**, Hg*", Zn?*) — proucavanje uticaja ometajucih supstanci

Gasenje intenziteta emisije EuPO4 1 LagsEugsPO4 koloidnih nanocestica u prisustvu
hloridnih soli drugih metalnih jona kao §to su: Pb®*, Cd**, Hg®" i Zn** takode je testirano. U
ovom eksperimentu nisu koris¢eni DysEUsPO4 1 ErgsEuUgsPO4 imajuci u vidu da se u
eksperimentima sa bakrom pokazalo da ova dva sistema pokazuju mnogo manju osetljivost

u poredenju sa EuPOy i LagsEugsPOa.

Emisioni spektri gasenja intenziteta emisije EUPO4 u prisustvu Pb*, Cd**, Hg®* i zn**
prikazani su na Slikama 52 (Pb?"), 54 (Cd*"), 56 (Hg*"), 58 (Zn?*), dok su na Slikama 53
(Pb?"), 55 (Cd*"), 57 (Hg?"), 59(Zn**) prikazani fitovi eksperimentalnih podataka za EuPO,

koris¢enjem modifikovane Stern-VVolmer jednacine.

Emisioni spektri gasenja intenziteta emisije LagsEuosPO4 U prisustvu Pb?*, Cd**, Hg?" i
Zn®* prikazani su na Slikama 60 (Pb*"), 62 (Cd*"), 64 (Hg®"), 66 (Zn**), dok su na Slikama
61 (Pb*"), 63 (Cd*"), 65 (Hg”"), 67 (Zn**) prikazani fitovi eksperimentalnih podataka za

Lag 5sEUp5PO4 koris¢enjem modifikovane Stern-Volmer jednacine.

Svi emisioni spektri snimljeni su u spektralnom opsegu od 580-630 nm (Aex =393 nm).

4.10.1 Emisioni spektri EuPO, koloida u prisustvu Pb?* i Stern-Volmer fit

eksperimentalnih podataka

Na Slici 52 prikazani su emisioni spektri gasenja intenziteta luminescencije jona Eu** u
uzorku EuPO,4 po dodatku razli¢itih koncentracija jona Pb?* (02,5 mM). Sa poveéanjem
koncentracije jona Pb?* u sistemu intenzitet emisije jona Eu®* sve vise opada, pri ¢emu

najveca dodata koncentracija (2,5 mM) gasi intenzitet emisije 70%.
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Slika 53 predstavlja linearni fit eksperimentalnih podataka (modifikovana Stern-Volmer
jednacina). Dobijen je dobar linearni odnos (R? je 0,929) bez odstupanja od linearnog fita

Sto ukazuje da dolazi samo do dinamickog gasenja intenziteta luminescencije.
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Slika 52. Gasenje intenziteta Eu®* u EUPO, u prisustvu razligitih koncentracija jona Ph*
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Slika 53. Stern-Volmer jednagina za Pb®*-izazvano gaSenje intenziteta emisije EuPOy

4.10.2 Emisioni spektri EuPO, koloida u prisustvu Cd®* i Stern-Volmer fit

eksperimentalnih podataka

Na Slici 54 prikazani su emisioni spektri gasenja intenziteta luminescencije jona Eu** u
uzorku EuPO, po dodatku razli¢itih koncentracija jona Cd?* (0-2,5 mM). Sa poveéanjem
koncentracije jona Cd** u sistemu intenzitet emisije jona Eu®" sve vise opada, pri ¢emu

najveca dodata koncentracija (1,75 mM) intenzitet emisije gasi 80%.

Slika 55 predstavlja linearni fit eksperimentalnih podataka (modifikovana Stern-Volmer
jednaéina). Dobijen je dobar linearni odnos (R? je 0,964) bez odstupanja od linearnog fita

Sto ukazuje da dolazi samo do dinamickog gasenja intenziteta luminescencije.
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Slika 54. Gasenje intenziteta Eu®* u EUPO, u prisustvu razli¢itih koncentracija jona Cd**
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Slika 55. Stern-Volmer jedna¢ina za Cd**-izazvano gasenje intenziteta emisije EuPO,

4.10.3 Emisioni spektri EuPO, koloida u prisustvu Hg?* i Stern-Volmer fit

eksperimentalnih podataka

Na Slici 56 prikazani su emisioni spektri gaSenja intenziteta luminescencije jona Eu®* u
uzorku EuPO; po dodatku razligitih koncentracija jona Hg?* (0-2,5 mM). Sa poveéanjem
koncentracije jona Hg®* u sistemu intenzitet emisije jona Eu** sve vise opada, pri ¢emu

najveca dodata koncentracija (1,75 mM) intenzitet emisije gasi 70%.

Slika 57 predstavljen je linearni fit eksperimentalnih podataka (modifikovana Stern-Volmer
jednacina). Dobijen je dobar linearni odnos (R? je 0,992) bez odstupanja od linearnog fita

Sto ukazuje da dolazi samo do dinamickog gasenja intenziteta luminescencije.
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Slika 56. Gasenje intenziteta Eu®* u EuPO, u prisustvu razli¢itih koncentracija jona Hg®*
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Slika 57. Stern-Volmer jednagina za Hg?*-izazvano gasenje intenziteta emisije EuPO4

4.10.4 Emisioni spektri EuPO, koloida u prisustvu Zn*" i Stern-Volmer fit

eksperimentalnih podataka

Na Slici 58 prikazani su emisioni spektri gasenja intenziteta luminescencije jona Eu** u
uzorku EuPO, po dodatku razli¢itih koncentracija jona Zn** (0-1,75 mM). Sa poveéanjem
koncentracije jona Zn®* u sistemu intenzitet emisije jona Eu®" sve vise opada, pri ¢emu

najveca dodata koncentracija (1,75 mM) intenzitet emisije gasi 80%.

Slika 59 predstavljen je linearni fit eksperimentalnih podataka (modifikovana Stern-Volmer
jednacina). Dobijen je dobar linearni odnos (R? je 0,997) bez odstupanja od linearnog fita

Sto ukazuje da dolazi samo do dinamickog gasenja intenziteta luminescencije.
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Slika 58. Gasenje intenziteta Eu®* u EUPO, u prisustvu razli¢itih koncentracija jona Zn**
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Slika 59. Stern-Volmer jedna¢ina za Zn**-izazvano gasenje intenziteta emisije EuPO,

4.10.5 Emisioni spektri LagsEugsPO;, koloida u prisustvu Pb®* i Stern-Volmer fit

eksperimentalnih podataka

Na Slici 60 prikazani su emisioni spektri gaSenja intenziteta luminescencije jona Eu®* u
uzorku LagsEugsPOs po dodatku razligitih koncentracija jona Pb?* (0-2,5 mM). Sa
poveéanjem koncentracije jona Pb*" u sistemu intenzitet emisije jona Eu®* sve vise opada,

pri ¢emu najveca dodata koncentracija (2,5 mM) intenzitet emisije gasi 40%.

Slika 61 predstavljen je linearni fit eksperimentalnih podataka (modifikovana Stern-Volmer
jednacina). Dobijen je dobar linearni odnos (R? je 0,964) bez odstupanja od linearnog fita

Sto ukazuje da dolazi samo do dinamickog gasenja intenziteta luminescencije.
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Slika 60. Gasenje intenziteta Eu** u LagsEuosPO4 u prisustvu razlicitih koncentracija jona
Pb2+
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Slika 61. Stern-Volmer jednacina za Pb®*-izazvano gaenje intenziteta emisije

Lao,5EUo,5PO4

4.10.6 Emisioni spektri LagsEugsPO, koloida u prisustvu Cd** i Stern-Volmer fit

eksperimentalnih podataka

Na Slici 62 prikazani su emisioni spektri gasenja intenziteta luminescencije jona Eu** u
uzorku LagsEugsPO4 po dodatku razli¢itih koncentracija jona cd* (0-1,75 mM). Sa
poveéanjem koncentracije jona Cd®* u sistemu intenzitet emisije jona Eu®* sve vise opada,

pri ¢emu najveca dodata koncentracija (1,75 mM) intenzitet emisije gasi 70%.

Slika 63 predstavljen je linearni fit eksperimentalnih podataka (modifikovana Stern-Volmer
jedna&ina). Dobijen je dobar linearni odnos (R? je 0,999) bez odstupanja od linearnog fita

Sto ukazuje da dolazi samo do dinamic¢kog gasenja intenziteta luminescencije.
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Slika 62. Gasenje intenziteta Eu®* u LagsEuosPO4 u prisustvu razli¢itih koncentracija jona

cd*
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Slika 63. Stern-Volmer jedna¢ina za Cd®*-izazvano gaenje intenziteta emisije
Lao,5EUo,5PO4
4.10.7 Emisioni spektri LaosEugsPO4 koloida u prisustvu Hg”" i Stern-Volmer fit

eksperimentalnih podataka

Na Slici 64 prikazani su emisioni spektri gaSenja intenziteta luminescencije jona Eu®* u
uzorku LagsEuopsPOs po dodatku razligitih koncentracija jona Hg®* (0-1,75 mM). Sa
povecanjem koncentracije jona Hg** u sistemu intenzitet emisije jona Eu** sve vise opada,

pri cemu najveca dodata koncentracija (1,75 mM) intenzitet emisije gasi 65%.

Slika 65 predstavljen je linearni fit eksperimentalnih podataka (modifikovana Stern-Volmer
jednacina). Dobijen je dobar linearni odnos (R? je 0,979) bez odstupanja od linearnog fita

Sto ukazuje da dolazi samo do dinamickog gasenja intenziteta luminescencije.
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Slika 64. Gasenje intenziteta Eu®* emisije u LagsEugsPO4 u prisustvu razli¢itih

koncentracija jona Hg?*
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Slika 65. Stern-Volmerjednagina za Hg**-izazvano gasenje intenziteta emisije

Lao,5ELIo,5PO4

4.10.8 Emisioni spektri LagsEugsPO; koloida u prisustvu Zn?* i Stern-Volmer fit

eksperimentalnih podataka

Na Slici 66 prikazani su emisioni spektri gaSenja intenziteta luminescencije jona Eu®* u
uzorku LagsEuosPO; po dodatku razli¢itih koncentracija jona Zn?* (0-1 mM). Sa
poveéanjem koncentracije jona Zn** u sistemu intenzitet emsije jona Eu®* sve vise opada,

pri ¢emu najveca dodata koncentracija (1 mM) intenzitet emisije gasi 40%.

Slika 67 predstavljen je linearni fit eksperimentalnih podataka (modifikovana Ster-Volmer
jednacina). Dobijen je dobar linearni odnos (R? je 0,979) bez odstupanja od linearnog fita

Sto ukazuje da dolazi samo do dinamickog gasenja intenziteta luminescencije.
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Slika 66. Gaenje intenziteta Eu®* u LagsEuosPO4 u prisustvu razli¢itih koncentracija jona
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Slika 67. Stern-Volmer jedna¢ina za Zn**-izazvano gasenje intenziteta emisije

Lao,5Eu0,5PO4

Prikazani emisioni spektri pokazuju da dolazi do gaSenja intenziteta emisije Eu** u EuPOy i
Lao sEuosPO4 koloidnim sistemima i u prisustvu Pb?*, Cd?*, Hg** i Zn**, a dobijeni rezultati

objedinjeni su kroz Tabelu 21 (opsezi koncentracija, Kg,, LOD).

Tabela 21. Rezultati gasenja intenziteta emisije EUPO, 1 LagsEugsPO4 U prisustvu Pb*,
Cd**, Hg* i zn**

Koloid zZzn”* Hg®*  Pb* cd*
EuPO,

Linearni opseg(mM) 0-1,75 0-1,75 0-25 0-1,75
Ky (MM™) 1,015 0,984 0,710 1,240
LOD (mM) 0,01 0,01 0,02 0,01
LaoysEUo,5PO4

Linearni opseg (mM)  0-1 0-1,75 025 0-1,75
Ks (MM 0,698 0,960 0,280 0,848
LOD (mM) 0,02 0,02 0,05 0,02

Rezultati pokazuju da EuPO, i LagsEuUesPO4 koloidne nanocestice pokazuju mnogo manju
osetljivost prema Pb®*, Cd**, Hg** i Zn** (gaSenje emisije desava se u mnogo manjem
stepenu u poredenju sa Cu’*) i da su koloidne G&estice osetliive na mM opsege

koncentracija, za razliku od detekcije Cu?* gde je eksperiment raden u LM opsegu.

Takode, opseg koncentracija u kojima su eksperimenti izvedeni sli¢an je za oba koloidna
sistema 1 dobijene su vrlo sli¢ne vrednosti za LOD, Sto ukazuje da nema znacajne razlike
izmedu toga da li se koristi EUPOy ili LagsEuosPO,4 prilikom detekcije pri ¢emu je neSto
veci stepen osetljivosti (Ks,) dobijen koris¢enjem EuPO,4. Dobijeni rezultati pokazuju da

koloidni sistemi ne pokazuju selektivnost prema Pb**, Cd**, Hg®" i Zn?*.

4.10.9 Emisioni spektri EuPO, koloida u prisustvu Cu® i drugih metala kao

ometajucih supstanci
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Kao poslednji eksperiment vezan za detekciju metala izvedena je studija sa ometajuéim
supstancama. Svrha eksperimenta je da se pokaze selektivnost koloida koji je pokazao
najveéu selektivnost (EuPO4) prema jonima Cu** u prisustvu drugih metala (Zn**, Hg*",
Pb**, Cd*, Ag", Mg* i Ca®"). Vodeni rastvori hloridnih soli metala dodavani su u
koncentraciji od 10 uM u rastvor EuPO,4 koloidnih nanocestica u TRIS puferu na sobnoj
temperaturi, uzastopno, na svakih pet minuta, a potom su mereni emisioni spektri (Aex = 393
nm).

Kao sto se vidi na emisionim spektrima na Slici 68 i na histogramu na Slici 69 svi joni
metala izazivaju pad u intenzitetu luminescencije EuPO, koloidnih nanodestica, pri cemu je
stepen gaSenja intenziteta luminescencije zna¢ajno manji u poredenju sa efektom koji je
ostvaren u detekciji Cu®*; Cu®* pokazuje najveéi efekat gasenja intenziteta luminecscencije:

> 60% cak i u prisustvu drugih metalnih jona.

Intenzitet (arb. jedinice)

) T B
580 600 610

Talasna duzina (nm)

Slika 68. Emisioni spektri EuPO, koloida u prisustvu 10 pM Cu®*, Zn?*, Hg**, Pb*, Cd*",
Ag*, Mg?* i Ca**
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Slika 69. Histogram dobijen kao rezultat merenja osetljivosti EuPO4 koloida na Cu?* jone u

prisustvu ometajuéih supstanci — Zn**, Hg®*, Pb®*, Cd**, Ag*, Mg** i Ca**

Sarkar i saradnici dali su predlog mehanizma kojim joni bakra gase intenzitet emisije
europijuma. Joni Eu®* se ekscitacionom talasnom duzinom od 393 nm pobuduju u °Ls nivo
("Fo— °Le); potom se energija sa ovog nivoa transferuje se na 'D; nivo bakra (koji je blizu
°Ls nivoa i sa kojim se preklapa za nekoliko fonona). De-ekscitacija Cu?* i vracanje iz
pobudenog u osnovno stanje desava se neradijativnim procesima. Svoju pretpostavku autori
potvrduju dodatkom Cu* jona, umesto Cu?* jona, pri ¢emu ne dolazi do promene intenziteta
emisije Eu®* jona (Cu® joni nemaju energetske nivoe koji se preklapaju sa energetskim
nivoima Eu*). Ovo je ujedno i objainjenje zasto sintetisane koloidne nanodestice,
koris¢enjem Aex = 393 nm, pokazuju mnogo manji stepen osetljivosti na prisustvo drugih
metala — Zn?*, Hg?*, Pb**, Cd** [174].
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4.11 Emisioni spektri EuPO, i ReosEuosPO, (RE = La**, Er**, Dy*") koloida u
prisustvu pesticida — MCPA ili 2,4-D

Nanocestice aktivirane jonima retkih zemalja, kao fluorescentne probe, koris¢ene su
najées¢e u detekciji teskih metala, H2O, ili glukoze. Pesticidi predstavljaju globalni
problem i pronalazenje novih nacina za njihovu detekciju od velikog je znacaja. U literaturi
se mogu pronaci radovi o koriS¢enju kvantnih tacaka, dopiranih kvantnih tacaka, grafenskih
kvantnih tacaka i drugih funkcionalnih nanomaterijala kao fluorescentnih proba za
detekciju pesticida. Nanocestice aktivirane jonima retkih zemalja nisu ekstenzivno
koris¢ene; jedan od ciljeva bio je i da se ispita moguénost detekcije pesticida koloidnim
nanocCesticama sintetisanim u okviru ove doktorske disertacije. Za eksperimente su
odabrana dva pesticida koja su jako dugo u upotrebi Sirom sveta (Slika 70):

e 2,4-D — (2,4-dihlor-fenoksisiréetna kiselina)

e MCPA — (2-metil-4-hlorfenoksisiréetna kiselina)

o\)LOH

Cl MCPA O

Jo e
Cl Cl 24-D

Slika 70. Hemijska struktura 2,4-D i MCPA pesticida

Svi emisioni spektri sintetisanih koloidnih nanocestica snimani su u spektralnom opsegu
580-630 nm (Aex= 393 nm) na sobnoj temperaturi i pet minuta po dodatku vodenog rastvora

pesticida odgovaraju¢e koncentracije.
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4.11.1 Emisioni spektri EuPO,4 koloida u 2,4-D pesticida i Stern-Volmer fit

eksperimentalnih podataka

Na Slici 71 prikazani su emisioni spektri gaSenja intenziteta luminescencije jona Eu®* u
uzorku EuPQO,4 po dodatku razli¢itih koncentracija jona 2,4-D pesticida (0-0,175 mM). Sa
povecanjem koncentracije 2,4-D pesticida u sistemu intenzitet emisije jona Eu®** sve vise
opada; koncentracija od 0,0875 mM izaziva gaSenje intenziteta emisije za 50% pri ¢emu

najveca dodata koncentracija (0,175 mM) intenzitet emisije gasi 75%.

Slika 72 predstavljen je linearni fit eksperimentalnih podataka (modifikovana Stern-Volmer
jednaéina). Dobijen je dobar linearni odnos (R? je 0,955) bez odstupanja od linearnog fita

Sto ukazuje da dolazi samo do dinamickog gasenja intenziteta luminescencije.
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Slika 71. Gasenje intenziteta Eu®* u EuPO, u prisustvu razligitih koncentracija 2,4-D

pesticida
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Slika 72. Stern-Volmer jednacina za 2,4-D izazvano gasenje intenziteta emisije EUPO4

4.11.2 Emisioni spektri LaosEugsPO4 koloida u prisustvu 2,4-D pesticida i Stern-

Volmer fit eksperimentalnih podataka

Na Slici 73 prikazani su emisioni spektri gasenja intenziteta luminescencije jona Eu** u
uzorku LagsEuUgsPO4 po dodatku razlic¢itih koncentracija jona 2,4-D pesticida (0-0,175
mM). Sa poveéanjem koncentracije 2,4-D pesticida u sistemu intenzitet emisije jona Eu®*
sve viSe opada; koncentracija od 0,0875 mM izaziva gaSenje intenziteta emisije za 50% pri

¢emu najveca dodata koncentracija (0,175 mM) intenzitet emisije gasi 67%.

Slika 74 predstavljen je linearni fit eksperimentalnih podataka (modifikovana Stern-Volmer
jednacina). Dobijen je dobar linearni odnos (R? je 0,995) bez odstupanja od linearnog fita

Sto ukazuje da dolazi samo do dinamickog gasenja intenziteta luminescencije.
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Slika 73. Gasenje intenziteta Eu®u LagsEUo5PO4 u prisustvu razli¢itih koncentracija 2,4-D

pesticida
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Slika 74. Stern-Volmer jednacina za 2,4-D izazvano gasenje intenziteta emisije
Lao,5EUo,5PO4

4.11.3 Emisioni spektri ErgsEugsPO4 koloida u prisustvu 2,4-D pesticida i Stern-

Volmer fit eksperimentalnih podataka

Na Slici 75 prikazani su emisioni spektri gasenja intenziteta luminescencije jona Eu** u
uzorku ErgsEugsPO4 po dodatku razli¢itih koncentracija jona 2,4-D pesticida (0-0,175
mM). Sa poveéanjem koncentracije 2,4-D pesticida u sistemu intenzitet emisije jona Eu®*
sve viSe opada; koncentracija od 0,1 mM izaziva gaSenje intenziteta emisije za 50% pri

¢emu najveca dodata koncentracija (0,175 mM) intenzitet emisije gasi 65%.

Slika 76 predstavljen je linearni fit eksperimentalnih podataka (modifikovana Stern-Volmer
jednacina). Dobijen je dobar linearni odnos (R? je 0,992) bez odstupanja od linearnog fita

Sto ukazuje da dolazi samo do dinamickog gasenja intenziteta luminescencije.
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Slika 75. Gasenje intenziteta Eu®* u ErgsEuosPO4 U prisustvu razlicitih koncentracija 2,4-D

pesticida
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Slika 76. Stern-Volmer jednacina za 2,4-D izazvano gasenje intenziteta emisije
ErolsEU0,5PO4

4.11.4 Emisioni spektri DygsEugsPO,4 koloida u prisustvu 2,4-D pesticida i Stern-

Volmer fit eksperimentalnih podataka

Na Slici 77 prikazani su emisioni spektri gasenja intenziteta luminescencije jona Eu** u
uzorku DypsEUosPO,s po dodatku razli¢itih koncentracija jona 2,4-D pesticida (0-0,175
mM). Sa poveéanjem koncentracije 2,4-D pesticida u sistemu intenzitet emisije jona Eu®*
sve viSe opada; koncentracija od 0,05 mM izaziva gasenje intenziteta emisije za 50% pri

¢emu najveca dodata koncentracija (0,175 mM) intenzitet emisije gasi 75%.

Slika 78 predstavljen je linearni fit eksperimentalnih podataka (modifikovana Stern-Volmer
jednagina). Dobijen je dobar linearni odnos (R? je 0,990) bez odstupanja od linearnog fita

Sto ukazuje da dolazi samo do dinamickog gasenja intenziteta luminescencije.
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Slika 77. Gasenje intenziteta Eu® u DyosEug sPO4 u prisustvu razli¢itih koncentracija 2,4-D

pesticida
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Slika 78. Stern-Volmer jednacina za 2,4-D izazvano gasenje intenziteta emisije
DyoysEon5PO4

Tabela 22 prikazuje objedinjenje rezultate za sva Cetiri koloidna sistema aktivirana jonima
Eu®* u prisustvu 2,4-D pesticida — limite detekcije, odredene Stern-Volmer konstante

gaSenja intenziteta emisije (Ksy), kao i limit detekcije (LOD).

Tabela 22. Rezultati gadenja intenziteta emisije EuPOy4 i RegsEugsPOs (RE = La**, Er*,
Dy**) u prisustvu 2,4-D pesticide; Ks, — Stern-Volmer konstanta; s — standardna devijacija

merenja; R? — parametar kvaliteta fita; LOD — limit detekcije

Nanodestice Linearni Eﬁiﬁ? 2a2,4-D R? 6 S=Kg (MM™) I(_u(i/lD)
EuPO, 0-0,175 0,955 0,004 17,31 0,7
Lao,sEu0,5P04 0—0,175 0,995 0,005 11,48 1
Dyo5EUosPOs 0-0,175 0,990 0,005 19,88 0,7
Ero,5Eu0,5PO4 0-0,175 0,992 0,005 10,32 1

Limit detekcije izracunat je kao i u eksperimentima sa teskim metalima na osnovu 36/S
formule. Eksperiment pokazuje da u detekciji 2,4-D pesticida nema znacajne razlike u
zavisnosti od toga koje su koloidne nanocestice upotrebljene. Maksimalan pad u intenzitetu
emisije jona Eu®** do kojeg dovodi 0,175 Mm 2,4-D pesticida je u opsegu od 65-75%, pri
¢emu EuPOy i Dyg5EUqsPO4 imaju nesto vedi stepen gaSenja intenziteta emisije i nizi LOD
(0,7 uMm) u poredenju sa ErgsEugsPO4 i LagsEugsPO4 (1 um).

4.11.5 Emisioni spektri EuPO, koloida u prisustvu MCPA pesticida i Stern-Volmer fit
eksperimentalnih podataka

Na Slici 79 prikazani su emisioni spektri gaSenja intenziteta luminescencije jona Eu®* u

uzorku EuPQO4 po dodatku razli¢itih koncentracija jona MCPA pesticida (0-1,75 mM). Sa

povecanjem koncentracije MCPA pesticida u sistemu intenzitet emisije jona Eu®* sve vise
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opada; koncentracija od 0,875 mM izaziva gasenje intenziteta emisije za 50% pri ¢emu

najveca dodata koncentracija (1,75 mM) intenzitet emisije gasi 70%.

Slika 80 predstavljen je linearni fit eksperimentalnih podataka (modifikovana Stern-Volmer
jednagina). Dobijen je dobar linearni odnos (R? je 0,993) bez odstupanja od linearnog fita

Sto ukazuje da dolazi samo do dinamickog gasenja intenziteta luminescencije.
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Slika 79. Gasenje intenziteta Eu®* u EuPO4 u prisustvu razli¢itih koncentracija MCPA

pesticida
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Slika 80. Stern-Volmer jedna¢ina za MCPA izazvano gaSenje intenziteta emisije EUPO4

4.11.6 Emisioni spektri LagsEugsPO4 koloida u prisustvu MCPA pesticida i Stern-

Volmer fit eksperimentalnih podataka

Na slici 81 prikazani su emisioni spektri gaSenja intenziteta luminescencije jona Eu®* u
uzorku LagsEugsPO4 po dodatku razlicitih koncentracija jona MCPA pesticida (0-1,75
mM). Sa poveéanjem koncentracije MCPA pesticida u sistemu intenzitet emsije jona Eu®*
sve vise opada; koncentracija od 0,875 mM izaziva gaSenje intenziteta emisije za 50% pri

¢emu najveca dodata koncentracija (1,75 mM) intenzitet emisije gasi 70%.

Slika 82 predstavljen je linearni fit eksperimentalnih podataka (modifikovana Stern-Volmer
jedna&ina). Dobijen je dobar linearni odnos (R? je 0,987) bez odstupanja od linearnog fita

Sto ukazuje da dolazi samo do dinamickog gasenja intenziteta luminescencije.
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Slika 81. Gasenje intenziteta Eu® u Lag 5EuosPO4 u prisustvu razli¢itih koncentracija
MCPA pesticida
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Slika 82. Stern-Volmer jednac¢ina za MCPA izazvano gasenje intenziteta emisije

Lao,5EUo,5PO4

4.11.7 Emisioni spektri ErgsEusPO4 koloida u prisustvu MCPA pesticida i Stern-

Volmer fit eksperimentalnih podataka

Na Slici 83 prikazani su emisioni spektri gasenja intenziteta luminescencije jona Eu®* u
uzorku ErgsEugsPO4 po dodatku razli¢itih koncentracija jona MCPA pesticida (0-1,75
mM). Sa poveéanjem koncentracije MCPA pesticida u sistemu intenzitet emsije jona Eu®*
sve viSe opada; koncentracija od 0,875 mM izaziva gaSenje intenziteta emisije za 50% pri

¢emu najveca dodata koncentracija (1,75 mM) intenzitet emisije gasi 65%.

Slika 84 predstavljen je linearni fit eksperimentalnih podataka (modifikovana Stern-VVolmer
jednacina). Dobijen je dobar linearni odnos (R? je 0,995) bez odstupanja od linearnog fita

Sto ukazuje da dolazi samo do dinamickog gasenja intenziteta luminescencije.
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Slika 83. Gasenje intenziteta Eu®* u ErgsEuosPO4 U prisustvu razli¢itih koncentracija
MCPA pesticida
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Slika 84. Stern-Volmer jedna¢ina za MCPA izazvano gaSenje intenziteta emisije

ErolsEU0,5PO4

4.11.8 Emisioni spektri DyosEuosPO4 koloida u prisustvu MCPA pesticida i Stern-

Volmer fit eksperimentalnih podataka

Na Slici 85 prikazani su emisioni spektri gaSenja intenziteta luminescencije jona Eu®* u
uzorku DyosEuUosPOs po dodatku razlic¢itih koncentracija jona MCPA pesticida (0-1,75
mM). Sa poveéanjem koncentracije MCPA pesticida u sistemu intenzitet emsije jona Eu®*
sve viSe opada; koncentracija od 1 mM izaziva gaSenje intenziteta emisije za 50% pri Cemu

najveca dodata koncentracija (1,75 mM) intenzitet emisije gasi 65%.

Slika 86 predstavljen je linearni fit eksperimentalnih podataka (modifikovana Stern-Volmer
jednagina). Dobijen je dobar linearni odnos (R? je 0,983) bez odstupanja od linearnog fita

Sto ukazuje da dolazi samo do dinamickog gasenja intenziteta luminescencije.
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Slika 86. Stern-Volmer jednacina za MCPA izazvano gasenje intenziteta emisije

DyoysEon5PO4

Tabela 23 prikazuje objedinjenje rezultate za sva cetiri koloidna sistema aktivirana jonima
Eu®* u prisustvu MCPA pesticida -limite detekcije, odredene Stern-Volmerove konstante

gaSenja intenziteta emisije (Ksy), kao i limit detekcije (LOD).

Tabela 23. Rezultati gasenja intenziteta emisije EuPO4 and RegsEuosPO, (RE = La**, Er**,
Dy**) u prisustvu MCPA pesticide; Ky, — Stern-Volmer konstanta; s — standardna devijacija

merenja; R? — parametar kvaliteta fita; LOD — limit detekcije

Nanodestice  —nearmn! O(Fﬁﬁ/?) 2aMCPA o 6 S=Kg (MM™) I(_HCKAD)
EuPOQO, 0-1,75 0,993 0,004 1,35 10
Lao,sEu0,5PO4 0-1,75 0,987 0,005 1,49 10
DyosEUo sPOs 0-1,75 0,983 0,005 1,02 10
ErosEUosPOs 0-1,75 0.995 0,005 1,03 10

Limit detekcije izracunat je kao i u eksperimentima sa teskim metalima na osnovu 36/S
formule. Eksperiment pokazuje da u detekciji MCPA, kao i u detekciji 2,4-D pesticida
nema znacCajne razlike u zavisnosti od toga koje su koloidne nanocestice upotrebljene.
Maksimalan pad u intenzitetu jona Eu®* do kojeg dovodi 1,75 Mm MCPA pesticida je u
opsegu od 65-70%, pri ¢emu EuPO4 i LagsEUpsPO4 imaju nesto veci stepen gasenja
emisije u poredenju sa DyrosEUgsPO4 i ErgsEugsPOa, dok je izraGunata LOD vrednost (10
UM).

Rezultati dobijeni u eksperimentima sa MCPA i 2,4-D pesticidima (Tabela 22 i Tabela 23),
pokazuju da EuPO, i Eu®* aktivirane REPO, koloidne nanolestice pokazuju vecéu
osetljivost na prisustvo 2,4-D u poredenju sa MCPA pesticidom. Vidi se zna¢ajan pad u
intenzitetu luminescencije jona Eu®" ve¢ po dodatku 0,0125 mM 2,4-D pesticida, dok je
koncentracija MCPA neophodna da izazove isti efekat 20 puta veca — 0,25 mM. Dobijene
LOD vrednosti za 2,4-D pesticid 10 puta su nize od vrednosti izracunatih za MCPA

pesticid.
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Po hemijskoj strukturi, MCPA i 2,4-D klasifikuju se kao derivati fenoksisir¢etne Kiseline,
pri ¢emu jedina razlika u njihovoj strukturi poti¢e od supstituenta u polozaju dva na
benzenovom jezgru (2,4-D u poloZajima 2 i 4 ima hlor, dok MCPA u polozaju 2 ima metil
grupu, a u polozaju 2 hlor kao supstituent). Kao §to je vise puta istaknuto kod dobijenih
nanodestica, veliki broj jona Eu®" nalazi se na povrini same &estice i izloZen je dejstvu
okolnih liganada; mogucée je da je dodatni hlor u 2,4-D strukturi razlog zbog kog dolazi do

veCeg gasenja intenziteta emisije u poredenju sa MCPA pesticidom.

4.12 Uporedni prikaz dobijenih rezultata

Tabelom 24 radi olakSanog prikaza rezultata objedinjene su sve kombinacije sintetisanih
EuPO4 i REgsEugsPO4 (RE= La**, Er¥*, Dy**) koloidnih nanoéestica kao hemijskih senzora
i razlicitih analita koji su u okviru ove doktorske disertacije koriS¢eni u eksperimentima kao
gasitelji intenziteta emisije jona Eu®* (istaknuti su linearani opsezi i LOD kao parametar
osetljivosti dobijenih sistema na prisustvo gasitelja intenziteta emisije). 1z tabele je
evidentno da su najbolji rezultati i najnizi LOD dobijeni u eksperimentima sa jonima Cu?*

koris¢enjem EuPO4 (60 nM) i LagsEugsPO4 (80 nm) kao koloidnih hemijskih nanosenzora.
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Tabela 24. Uporedni prikaz kombinacija EuPO4 i REosEuosPO4 (RE =La>*, Er**, Dy*")

koloidnih nanod&estica sa razli¢itim kvencerima

Gasitelji intenziteta emisije Eu”* jona

Koloid cu®*  Pb™ Cd® Hg® zZn®* MCPA 24-D
EuPO,
. . 025 0-1,75 0-1,75 0-1,75 0-1,75 0-0,175
Linearniopseg  0-10uM mM mM mM mM mM mM
0,02 0,01 0,01 0,01 10 0,7
LOD 0nm M mM mM MM M M
Lao,5EUo'5PO4
Linearni onse 0-10 UM 025 0-1,75 0-1,75 0-1,75 0-1,75 0-0,175
pseg —oH mv mM mv mM mM mM
0,05 0,02 0,02 0,02 10 1
HolD Lonm - M MM mM mM gM M
Eroy5EUo,5PO4
. . 0-112,5 0-1,75 0-0,175
Linearni opseg UM X mM mM
10 1
LOD 1,07 uM ny UM
Dy0,5EU0,5PO4
Linearni onse 0-112,5 0-1,75 0-0,175
Pseg UM X mM mM
10 0,7
LOD 1,50 uM ny UM
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5. ZAKLJUCAK

U okviru ove doktorske disertacije koloidnom tehnikom, koriS¢enjem citratnih jona kao
kompleksirajuceg sredstva, sintetisane su koloidne Cestice zasnovane na fosfatima retkih

zemalja (RE = La**, Dy**, Er*") aktiviranih jonima Eu®*.

Istrazivanje je zapoceto sintezom serije uzoraka LaPO,4: xmol% Eu (x=0, 5, 10, 15, 20,
30, 50, 75 i 100 — stehiometrijski EuPO,). Dobijeni uzorci okarakterisani su strukturno
(difrakcijom X-zraka, XRD), morfoloski (transmisionom elektronskom mikroskopijom,
TEM) i opticki (merenje difuzne refleksije, emisionih i ekscitacionih spektara). Rezultati
dobijeni strukturnom karakterizacijom ukazuju da su dobijeni kristaliti jako malih
dimenzija (1,397-2,297 nm), §to je u skladu sa rezultatima morfoloske karakterizacije (~

2,1 nm) i ukazuje da se Cestice sastoje od monokristala.

Kao deo opticke karakterizacije snimljeni su difuzno-refleksioni spektri u Sirokom opsegu
(220-1350 nm) kojima je potvrdeno postojanje karakteristi¢nih traka koje potic¢u od prelaza
jona retkih zemalja (Eu®*, Er**, Dy*"). Merenjem ekscitacionog spektra Eu** aktiviranog
LaPO, koloida (Aem =615 nm) odredena je talasna duzina pobude — 393 nm (odgovara
prelazu sa ‘Fy na °Lg ). Koridéenjem ekscitacione talasne duZine od 393 nm dobijeni su
emisioni spektri serije uzoraka LaPO4: xmol% Eu®* (x = 0, 5, 10, 15, 20, 30, 50, 75 i 100 —
stehiometrijski EuPO,) u opsegu od 425 do 725 nm. U ovom opsegu vide se cetiri
karakteristi¢na prelaza Eu®* — dominantni emisioni pikovi na polozajima 592 nm i 618 nm
(prelaz sa nivoa °Dy na ‘Fy1 nivo i prelaz sa nivoa Dy na 'F, nivo, redom) i dve trake

slabijeg intenziteta: na 652 nm (prelaz sa >Dg na 'Fs) i na 684 nm (prelaz sa °Do na 'Fy).

1z serije sintetisanih uzoraka za dalje eksperimente vezane za upotrebu dobijenih koloidnih
nanoGestica kao fluorescentnih proba za detekciju analita (teskih metala Cu®*, Hg**, Zn*,
Pb**, Cd*" i pesticida 2,4-D i MCPA) odabrana su dva uzorka: LagsEugsPOs i EUPO,.
Jedan od parametara koji je iskorii¢en za odabir sistema je intenzitet emisije jona Eu** u
TRIS puferu u kome su koloidne cestice dispergovane. Nakon odabira LagsEUosPO4

sintetisana su jo§ dva sistema: ErgsEupsPO4 i DypsEUgsPO4 kako bi se proucilo da li
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promena jona retke zemlje u fosfatnoj matrici utie na intenzitet emisije i detekciju analita,
pri Gemu je zakljueno da zamena jona ne utie zna¢ajno na intenzitet jona Eu®* i ne dovodi
do promene poloZaja pikova Eu®*, ve¢ da se glavna promena ogleda u blagoj promeni
oblika pikova. Nakon karakterizacije dobijenih koloidnih nanocestica (EuPOj,
LagsEUosPO4, ErosEuosPOs i DyosEugsPOy), izvedeni su eksperimenti u kojima su

dobijeni sistemi koris¢eni za detekciju raznovrsnih analita.

U detekciji teskih metala najbolji rezultati ostvareni su u detekciji jona Cu?*. Sva Getiri
uzorka pokazuju osetljivost na mikromolarne koncentracije jona bakra, pri ¢emu su
koloidne nanocestice EuPO,4 LagsEuosPOs pokazale vecu osetljivost u odnosu na
ErosEU05PO4 I DygsEUQsPO.

Za sve sisteme je koriS¢enjem modifikovane Stern-Volmerove jednaCine odredena
konstanta gaSenja intenziteta luminescencije i tip gasenja (dobijen linearni fit ukazuje na
dinamic¢ko gaSenje intenziteta luminescencije). Za odredivanje vrste gaSenja intenziteta
luminescencije iskori$c¢en je i eksperiment sa merenjem vremena zivota (dobijene vrednosti
ukazuju da se pri nizim koncentracijama gasitelja zaista deSava dinamicko gaSenje

intenziteta).

Za sve sisteme odreden je limit detekcije (LOD) kojim je zakljuceno da je najniza vrednost
od 60 nM dobijena koris¢enjem EuPO, koloidnih nanocestica, Sto je ujedno i najbolji

rezultat dobijen u okviru ove disertacije.

Uraden je i eksperiment u kom je merenjem intenziteta emisije koloidnih nanocestica u
prisustu gasitelja u vremenskom intervalu od 0s-30 min utvrdeno koliko je vremena
neophodno da smesa postigne stabilan intenzitet emisije (5 min). Svaki emisioni spektar

meren je 5 minuta po dodatku odgovarajuce koncentracije zeljenog gasitelja.

Kako je za koris¢enje materijala kao senzora neophodno da poseduju moguénost ponovne
upotrebe, dodatkom EDTA (kao kompleksiraju¢eg sredstva) u smesu koloidnih nanocestica
i bakarnih jona, izveden je eksperiment sa vracenjem intenziteta emisije europijuma.

Inicijalnim dodatkom EDTA, intenzitet emisije vracen je 90% i ovaj eksperiment je bilo
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moguce izvesti u 6 ciklusa (gasenje intenziteta/vracanje intenziteta) nakon ¢ega procenat

vracanja intenziteta nije bio zadovoljavajuci.

Takode, pokusana je detekcija i Cd**, Hg?*, Zn*"i Pb®* koris¢enjem EuPOy i LagsEuosPO4
kao fluorescentnih proba. Dobijeni rezultati pokazuju da su sintetisani sistemi osetljivi na
prisustvo ovih jona, ali u mnogo manjem procentu nego na prisustvo Cu®* i da Cu®** ¢ak iu

njihovom prisustvu kao ometajucih supstanci gasi intenzitet emisije 60%.

Kako pesticidi predstavlju znacajnu stavku u zagadenju zivotne sredine, a ovakva vrsta
fluorescentnih proba do sada nije koris¢ena u njihovoj detekciji, odabrana su i dva
komercijalno dostupna pesticida koris¢ena $irom sveta (MCPA i 2,4-D) za mogucu
detekciju. Ostvareni rezultati pokazuju da su sva cetiri koloidna sistema osetljiva na
prisustvo ova dva pesticida, s time $to je bolja osetljivost ostvarena u eksperimentima sa
2,4-D pesticidom (2 puta niza koncentracija ovog pesticida u poredenju sa MCPA

pesticidom izaziva isti efekat u gaSenju intenziteta emisije jona Eu®*).

Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da je jednostavhom i brzom koloidnom
sintezom mogudée dobiti biokompatibilne fosfate (aktivirane jonima Eu®*) nanodimenzija.
Kod ovako dobijenih jako malih Cestica veliki je odnos povrSina/zapremina i pruza se
moguénost iskoristivosti te osobine u detekeiji — veliki broj jona Eu** nalazi se na samoj
povrsini Cestice, a njihovi hipersenzitivni prelazi izuzetno su osetljivi na prisustvo analita u
okolini Cestice. Kombinacija jednostavnosti i ekonomicnosti fluorescencije kao tehnike za
detekciju i intenzivnih, hipersenzitivnih prelaza jona europijuma kao aktivatora dobijenih
fosfatnih matrica ¢ini sintetisane koloidne nanocestice aktivirane jonima europijuma
potencijalnim hemijskim senzorima ¢iji bi dalji razvoj 1 optimizacija bio od znacaja u
detekciji zagadivaca zZivotne sredine, biomedicini i ostalim oblastima primene senzorskih

materijala.
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O6pa3au 5.

MU3jaBa o ayTopcTBy

Wme 1 npeanme ayTopa JoeaHa [Nepuiia

Bpoj nHaekca [1X04/2013

MU3jaBmbyjem
Aa je JOKTOpCKa AgucepTauunja nog HacrnosoMm

KonouaHn xemumjckn HaHOCEH30pU 3aCHOBaHM Ha NyMUHECLIEHLMjU

TPOBaneHTHUX joHa eyponujyma

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXUBAYKOr paaa;

* [a aucepTaumja y LEenuHN HU Y AenoBuma Huje buna npeanoxeHa 3a cruuarbe
apyre gunnoMme npema CTyAujCKMM nporpaMmuMa  Apyrux BUCOKOLLKOMCKNX
yCTaHoBa;

e [la Cy pe3ynTaTi KOPEKTHO HaBeaeH! 1

* 2 HWCam KpLuuo/na ayTopcka npaea U KOPUCTWO/NA WHTENEKTyanHy CBOjUHY
ApYrux nuua.

Motnuc aytopa

Y Beorpagy,

\



O6Gpa3zay 6.

MU3jaBa 0 UICTOBETHOCTU WITaMMNaHe U eNEeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Wwme u npesume ayTtopa JoeaHa Mepuwa
Bpoj nHaekca [1X04/2013
CTyavjcku nporpam QOKTOP XEMMU|CKMX Hayka

Hacnos papa KonovaHn xemumjcku HaHOCEH30pW 3aCHOBAHW Ha NyMWHECLEHUMIU
TPOBanNEeHTHUX jOHa eyponujyma

MenTop Mpod. Ap Xueocnae Tewwh v npod. ap Mupocnas JpamuhaxuH

W3jaerbyjem aa je wramnaHa Bepauja Mor AOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eneKTPOHCKO)
BEp3uju Kojy cam npenao/na pagu noxpaweHa y [MrMTanHoOM peno3uTopujymy
YuuBep3urteTta y Beorpaay.

Hos3sorbasam faa ce objaBe Moju NWYHW Nopauy BesaHu 3a fobujare akagemcKor
HasuBa JOKTOpa HayKa, Kao LITO Cy UMe W Npesvume, rognHa u Mecto pofiera u gatym
onbpaHe paga.

OBn nu4HM nopaum mory ce 06jaBUTU Ha MpPEXHUM CTpaHuLama AuruTanHe
BubnuoTeke, y enekTpoHCKOM kaTanory 1 y nybnukauvjama YHueepauteTa y Beorpaay.

Motnuc aytopa

Y beorpaay,

jJt‘d wo. G RS0
(




O6paszay 7.

MUsjaBa o kopuwhewy

Oenawhyjem YHusepautetcky Gubnuoteky ,Ceetosap Mapkoeuh* aa y AurutanHu
penosuTopujym YHusepauteta y Beorpagy yHece Mojy AOKTOpPCKYy AucepTauujy nog
HacnoBoMm:

KoOAOUAHM XEMU|CKM HOHOCEH30PM 3ACHOBAHKM HO AYMMHECLLEHLM)M

TOOBAAEHTHMX JOHQ eypOornujyma

Koja je Moje ayTopcKo aeno.

AvcepTauujy ca cBum npunosuma npeaao/na cam y enekTpoHCKOM hopmaTy norogHom
3a TpajHO apxvuBMpare.

Mojy [OKTOpCKy AucepTauvjy noxpawseHy Yy [JUrutanHoM  penosuTopujymy
YHuBepauTeTta y beorpagy u AOCTYnHy y OTBOPEHOM MPUCTYMy MOry Aa KOPUCTe CBM
Koju nowTyjy oapenbe capgpxaHe y ogabpaHom tuny nuueHue KpeatusHe 3ajeaHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4vo/na.

1. Aytopcteo (CC BY)

2. AytopcTteo — Hekomepuujanto (CC BY-NC)

3. AyTopcTeo — HekomepLumjanHo — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMepLUmjanHo — aenuTti noa uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTteo — 6e3 npepapa (CC BY-ND)
6. AyTopcTBO — AenuTn nod uctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monumo aa 3a0KpyXuTe camo jefiHy of WecT NoHyRheHux nuueHum.
KpaTtak onuc nuueHum je cactaBHu A€o oBe usjase).

Mornuc ayTopa

Y beorpaay,

D
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1. AyTtopcTBO. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AMCTpMOyuUMjy M jaBHO caorniiTaBae
Jena, n npepage, ako ce HaBee MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH oA cTpaHe ayTopa
unu gaeaoua nuvueHue, Yak u y komepumjanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja o CBuX
nMUEHLM.

2. AytopcTBO — HeKomepuwmjanHo. [lo3BorbasBaTe yMHOXaBake, OUCTPUBYLM)y 1
jaBHO caonwiTaBakwe Aena, n npepage, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HaumH ogpeneH
o[, CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He J03BOSbaBa KoMepuujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTopcTBO — HeKomepuujanHo — 6e3 npepapga. [o3BorbaBaTte YMHOXaBahe,
anctpnbyumnjy u jaBHO caonwTaBawe fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa Wnu
ynotpebe gena y CBOM feny, ako Ce HaBede UmMe ayTopa Ha HaumH ogpefieH of
CTpaHe ayTopa unu gaeaoua nuueHue. OBa nuuUeHUa He O03BoSbaBa KOMepLMjanHy
ynotpeby aena. Y ogHocy Ha cBe ocTane nuvueHue, OBOM JMLEHLOM Ce orpaHuMyaBa
Hajsehn obum npasa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepUUjanHo — AefiMTh nog UCTUM ycrioBuma. [lo3BosbaBaTe
YMHOXaBahe, ANCTpnbyumjy 1 jaBHO caornwitaBawe Aerna, U npepage, ako ce HaBede
nMe ayTopa Ha HadvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa wunu gasaoua nuueHue U ako ce
npepaga auvctpubyuvpa nog WCTOM WM CAMYHOM nuvueHuoM. OBa nuueHua He
A03BOrbaBa KomepuujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AyTtopcTtBO — 6e3 npepapa. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, OUCTpMbyumnjy 1 jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka Unm ynotpebe gena y CBOM geny,
aKko ce HaBede MMe ayTopa Ha HavMH ogpeheH of CcTpaHe ayTtopa wunu gasaoua
nnueHue. OBa nuueHua go3BoSfbaBa koMmepumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTOopCcTBO — AenutTM nog MCTUM ycnoBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake,
ancTpnbyunjy n jaBHO caonwtaBakwe Aena, U npepage, ako ce HaBege MMe aytopa Ha
HauMH ogpeheH oa cCTpaHe ayTopa WM [aBaoua InuvueHue M ako ce npepaja
anctpubyupa nog UCTOM Mnu cnvdHoM  nuvueHuoM. OBa nuueHua [03BOSbaBa
KomepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CrnmyHa je codpTBEpCKMM nuueHuama,
OLHOCHO NunLeHuama OTBOPEHOr Koaa.



