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1. Uvod

Zbog svakodnevnog poja¢anog zagadenja u svijetu postoji velika potreba za razvijanjem biosenzora koji bi u kratkom

vremenu, uz reproducibilne i pouzdane rezultate, mogli pruziti informaciju o prisutnosti

toksina u moru i vodi za pi¢e. Upravo iz tog razloga razvija se in-situ senzor za

zagadivala

potencijalnih zagadivala i
poput policiklickih aromatskih

ugliikovodika, organokloriranih spojeva, pesticida, biocida, te toksina poput domoicne i okadaicne kiseline. Spomenuti spojevi
pokazuju membransku aktivnost sto je karakteristika koristena u razvoju elektrokemijskog biosenzora sa lipidnim

monoslojem adsorbiranim na vise¢oj Zivinoj elektrodi kao sto je predloZio Ne!
analita i lipidnog monosloja dovodi do narusavanja organizacij

son [1]. Interakcija izmedu molekula
e monosloja na to¢no odreden nacin i prati se

elektrokemijski. Ispitana je interakcija jednog od predstavnika policiklickih aromatskih ugljikovodika, fenantrena,
sa mijeSanim lipidnim monoslojevima ceramida(Slika 1) sa tristearinom, trigliceridom stearinske kiseline(Slika 2), te
I-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fostokolina(POPC) (Slika 3) sa trioleinom, trigliceridom oleinske kiseline(Slika 4).
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Slika 1. C18:1 ceramid (N-oleoil-D-eritro-stingozin)
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Slika 2. Tristearin

Slika 3.1-palmitoli-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfokolin
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Slika 4. Triolein

2. Metode

Za mjerenja je koristen troelektrodni sustav sa
vise¢om zivinom kapi kao radnom elektrodom,
Ag/AgCl/3 mol L KCl kao referentnom elektrodom,

dok je platinska Zica koristena kao protuelektroda.
Mjerenja su vrSena pomocu [VIUM potenciostata.
Koristene metode : AC voltametrija izvan faze -

brzina skeniranja 10 mV s; amplituda 10 mV; frekvencija
75. Hz; tazni kut 90° (Slike 51 6); Brza cikli¢ka voltamterija
(FCV): brzina skeniranja 40Vs™! (Slike 71 8).

Sva mjerenja izvodena su u elektrolitu, 0.55M NaCl, ¢iji je

pH 8.1 odrzavan natrijevim bikarbonatom.

Elektroda s vise¢om Zivinom
kapi prekrivena mijesanim
slojem lipida (pr. ceramid 18:1
i tristearin) daje ac signal
(Slika 5)i cv signal (Slika 6)
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Nakon dodatka lipofilnog vodenog
zagadivala (pr. fenantrena), molekule
zagadivala ulaze u interakciju sa
lipidnim monoslojem remeteéi njegovu
strukturu i uzrokujuéi promjene u ac

(Slika 7) i cv signalu (Slika 8)
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Slika 5. AC mijesanog lipidnog monosloja
ceramid:tristearin 10:1 molarni omjer (puna
plava linija); 0.55M NaCl ,

pH 8.1 (tockasta crna linija)
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Slika 7. AC mijesanog lipidnog monosloja
ceramid: tristearin 10:1 molarni omjer

(puna plava linija), nakon dodatka

fenantrena (c=5pg L) (puna crvena linija);

0.55M NaCl, pH 8.1 (to¢kasta crna linija)
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Figure 6. FCV mijesanog lipidnog
monosloja ceramid:tristearin 10:1 molarni
omjer (puna plava linija); 0.55M

NaCl, pH 8.1 (tockasta crna linija)

-U/V vs. Ag/AgCli3M KClI

Slika 8. FCV mijesanog lipidnog monosloja
ceramid:tristearin 10:1 molarni omjer(crtkana
plava linija) nakon dodatka fenantrena
(c=2.5ug L) (puna crvena linija); 0.55M NaCl,
pH 8.1 (tockasta crna linija)
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3. Rezultati

U svrhu pronalaZzenja mijesanog lipidnog monos.
osjetljivo reagirao sa molekulama odabranog analita isprobane su mjesavine

ceramida sa tristearinom u razli¢itim omjerima. Slojevi su testirani tako da je
interakcija sa f

loja

koji bi specifi¢no i dovoljno
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enantrenom detektirana tek nakon 5 minuta akumulacije, ne bi
li se na taj nacin poboljsala sama osjetljivost metode. Interakcija je opazena kroz
promjenu reorjentacijskog pika ispitivanog sloja. Najreproducibilnijom i
na]os'etljivijom pokazala se mjesavina cerami

da i tristearina u molarnom omjeru
10:1, te je zabiljeZena linearna ovisnost visine i povrsine reorjentacijskog pika o
koncentraciji fenantrena (Slike 91 10). Granica detekcije ovog monosloja
odredena je na 2 pg L fenantrena.

Osjetljivost je poboljsana upotrebom mjesanog sloja POPC i trioleina u
molarnom omjeru 3:1, gdje je zabiljeZena linearna ovisnost poloZaja
reorjentacijskog pika o koncentraciji fenantrena kod ac voltametrije (Slika 11),
te linearna ovisnost polozaja, povrsine i visine pika kod ciklicke voltametrije

(Slike 12,13 i 14). Granica detekcije ovog monosloja odredena je na 0.75 pg L+

4. Daljnje istrazivanje

Dosadasnji rad pokazao je moguénost upotrebe mijesanih lipidnih
monoslojeva za detekciju biomembranski aktivnih tvari, pogotovo
policiklickih aromatskih ugljikovodika. Za detekciju drugih klasa
zagadivala sloj ¢e biti potrebno modificirati u skladu s karakteristikama
promatranog analita. Slijede¢i korak u istraZivanju jest fokusiranje na
upotrebu monoslojeva u micelarnom obliku, kako bi ih se moglo koristiti

za upotrebu na zivinim elektrodama na ¢ipu inkorporiranih u proto¢noj
¢eliji (Slika 15).

Slika 9. Promjena povrsine pika mijesanog
lipidnog monosloja ceramid:tristearin
(10:1 molarni omjer) nakon dodatka
fenantrena; AC podaci
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Slika 12. Promjena visine pika mijesanog lipidnog
monosloja POPC:triolein (3:1 molarni omjer)
nakon dodatka fenantrena; FCV podaci

Slika 15. Proto¢na ¢elija sa Zivinim elektrodama
na ¢ipu i vanjskom referentnom elektrodom
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Slika 10. Promjena visine pika mijeSanog
lipidnog monosloja ceramid:tristearin
(10:1 molarni omjer) nakon dodatka
fenantrena; FCV podaci
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Slika 13. Promjena povrsine pika mijesanog

lipidnog monosloja POPC:triolein
(3:1 molarni omjer) nakon dodatka
fenantrena; FCV podaci
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Slika 11. Pomak potencijala pika mijesanog
lipidnog monosloja POPC:triolein

(3:1 molarni omjer) nakon dodatka
fenantrena; AC podaci
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Slika 14. Pomak potencijala pika mijesanog
lipidnog monosloja POPC:triolein

(3:1 molarni omjer) nakon dodatka
fenantrena; FCV podaci
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